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RESUMEN

En Ecuador, existe una baja productividad de los cultivos convencionales de cacao
(Theobroma cacao), ademas una aplicacion intensiva de fertilizantes y agrotéxicos,
que perjudican a los productores a corto y largo plazo. Este estudio se enfoc6 en
identificar la diversidad, de los hongos micorricicos arbusculares (HMA) que se
encuentran asociados a dos agroecosistemas de cultivo de cacao, en el canton Vinces
provincia de Los Rios.

Se escogi6 dos tipos de cultivo de cacao, uno organico hacienda “La Americana” y otro
con aplicacion de agrotdxicos hacienda “Edén”, en donde se determiné el porcentaje
de micorrizacion, densidad de esporas presentes en el suelo, identificacion taxonémica
de esporas ademas analisis de las propiedades fisicoquimicas del suelo.

El porcentaje de colonizacion en raices fue mayor en la hacienda La Americana, con
un valor de 54.9%, mientras que en la hacienda Edén se obtuvo un valor de 8.3%. La
densidad de esporas que se reportd para la hacienda La Americana fue 175.9
esporas/100 g de suelo a diferencia con la hacienda Edén con un valor de 61.5
esporas/ 100 g de suelo seco. Se identificaron 6 géneros y 26 especies: Glomus (12),
Acaulospora (7), Ambispora (4), Pacispora (3), Diversispora (2), Entrophospora (1).
En las dos haciendas estudiadas existe una amplia diversidad de especies de esporas
de HMA, lo que significa que ambos agroecosistemas pueden ser biodiversos. Existe
mayor micorrizacion y densidad de esporas en la hacienda organica ya que esta

asociada a la forma de cultivo, estructura del suelo y composicion.

Palabras Clave: micorrizas, simbiosis, hongos, cacao, bio-insumos.



ABSTRACT

In Ecuador, exist a low productivity of conventional cocoa crops (Theobroma cacao),
as well as an intensive application of fertilizers and pesticides, which harm producers
in the short and long term. This study focused on identifying the diversity of arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) that are associated with two cocoa cultivation
agroecosystems, in the canton Vinces province of Los Rios.

Were chosen two types of cocoa cultivation, one organic "Hacienda La Americana" and
another with application of agrochemicals "Hacienda Eden", where the percentage of
mycorrhization, density of spores present in the soil, taxonomic identification of spores
and analysis were determined of the physicochemical properties of the soil.

The percentage of mycorrhization was higher in the Hacienda La Americana, with a
value of 54.9%, while in the Eden farm a value of 8.3% was obtained. The density of
spores that were reported for the La Americana farm was 175.9 spores / 100 g of soil
unlike the Eden farm with a value of 61.5 spores / 100 g of dry soil. Were identified 6
genera and 26 species: Glomus (12), Acaulospora (7), Ambispora (4), Pacispora (3),
Diversispora (2), Entrophospora (1). In the two farms studied there is a wide diversity
of AMF spore species, which means that both agroecosystems can be biodiverse.
There is greater mycorrhization and density of spores in the organic farm since it is
associated with the form of cultivation, soil structure and composition.

Keywords: mycorrhizae, symbiosis, fungi, cocoa, bio-inputs.
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1.

CAPITULO 1

INTRODUCCION

La produccion de cacao (Theobroma cacao L.) representa el primer eslabon de la
cadena agroindustrial a nivel global (Banco de Desarrollo de América Latina, 2019)
superando los 4.5 millones de toneladas distribuidas en Africa, América, Asia y
Oceania (International Cocoa Organization, s.f.). En el Ecuador produce
aproximadamente 253000 toneladas de cacao la cual el 70% de la produccion
corresponde al cacao fino y de aroma (Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias, s.f.). Su produccion y exportacion ha generado una actividad
econdmica muy significativa en diferentes zonas de la Costa ecuatoriana (ESPAE
Graduate School of Management, 2016). En el ultimo reporte del Banco Central del
Ecuador (2019) se ha presentado cifras positivas en el 2017, alcanzando el 14% del
volumen de produccién de cacao. Sin embargo, en el afio 2018, alcanzo solo el 3%
del volumen de la produccién debido a la presencia de enfermedades fitosanitarias,
factores climaticos adversos y el uso indiscriminado de quimicos.

En consecuencia, es necesario buscar alternativas ambientales que aporten a
mejorar la nutricién del suelo, tanto en su composicion fisica, quimica y bioldgica,
denominada biota que conforma diversidad de microorganismos. Los hongos
micorricicos arbusculares (HMA) son los microorganismos mas usados en el suelo
ya que realizan una asociaciéon simbiética mutualista interactuando so6lo con el 80%
de las plantas terrestres (Rojas et al., 2014).

La interaccion de las micorrizas arbusculares y la rizosfera se ve fortalecida por un
proceso simbidtico, donde el hongo se ve favorecido (Cuadros et al., 2011), mientras
gue la planta se provee de nutrientes captados por las micorrizas, ademas le ayuda
con la prevencién temprana contra patégenos en las raices (Camarena-Gutiérrez et
al., 2012).

La informacion que se tiene acerca de la diversidad de HMA en las plantaciones de
cacao a nivel pais es limitada, por lo que surge la necesidad de realizar esta
investigacion para buscar informacion que permita optimizar los procesos de
produccion organica en el sector cacaotero, implementando opciones mas amigables

con el medio ambiente y ofrecer productos con menos uso de fertilizante quimico.
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1.2

Descripcion del problema

En Ecuador, las nuevas tendencias de aplicacion de biotecnologias asociadas al
uso de hongos micorricicos arbusculares en las industrias agroforestales cada vez
van en aumento para una mejor produccion sostenible y sustentable, sin embargo,
en la produccion del cacao (Theobroma cacao) la informacién que se tiene acerca

de la diversidad de los hongos micorricicos arbusculares es escasa.
Justificaciéon del problema

En nuestro pais, contamos con una amplia gama de especies que nos ha
posicionado en uno de los paises con mayor biodiversidad del planeta, sin
embargo, todas las areas no han sido incursionado a profundidad, este es el caso
de las micorrizas, que emplean un papel fundamental tanto nutricional como de
proteccion frente a los agentes patégenos a las plantas asociadas a ellas.

Las zonas productoras durante muchos afios han usado agroquimicos para obtener
mejores resultados de productividad, pero actualmente las técnicas de cultivo
organico se han ido implementado poco a poco, por cumplir con normativas
internacionales para productos de exportacion y con la finalidad de garantizar
alimentos que durante su cultivo hayan tenido poca o nula exposicion a pesticidas
o fertilizantes.

El cultivo de cacao en Ecuador genera una amplia fuente de empleo que engloba
a pequefos y grandes productores dedicados a esta actividad, debido a esto es
importante establecer alternativas que ayuden a mejorar la productividad de sus
cultivos, como es el uso de microorganismos eficientes como las micorrizas que
favorecen la nutricion de las plantas. Por lo que en esta investigacion se propuso
estudiar la diversidad de micorrizas arbusculares en dos agroecosistemas de

produccion de cacao que emplean la variedad nacional y el clon CCN51.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Comparar la diversidad de hongos micorricicos arbusculares en dos
agroecosistemas de produccion de cacao (Theobroma cacao) en el cantdn
Vinces.



13.2

Objetivos especificos

Determinar la frecuencia e intensidad de colonizacion en las raices del cacao
(Theobroma cacao) en base al nimero de componentes de HMA presentes en los
100 campos de observacion.

Cuantificar las esporas de hongos micorricicos arbusculares en suelos
procedentes de plantaciones de cacao (Theobroma cacao)

Aislar y analizar la taxonomia de esporas de hongos micorricicos arbusculares

autdctonos mediante la caracterizacion basica de su compaosicion.

1.4 Marco teérico

141

1.4.2

Hongos micorricicos arbusculares (HMA)

Son agrupaciones mutualistas entre hongos del phyllum Glomeromycota y los
grandes grupos de plantas (cultivadas y silvestres) (C et al., 2011), debido a que
la interaccion simbidtica le permite al hongo invadir el interior de la raiz. Las
micorrizas son tan antiguas al igual que las plantas ya que sus asociaciones
establecen un caracter ancestral de las especies vegetales. Al hallar registros
fésiles en plantas del Devonico (aproximadamente 460 millones de afios). Su
intervencidon fue importante en el proceso de colonizacion en el medio terrestre

por parte de las plantas (Ramos Zapata et al., s.f.).
Biologia de los HMA

Las HMA proceden de hifas que provienen de propagulos existente en el suelo.
La hifa al estar conectada con la superficie de una célula epidérmica de la raiz,
forma un apresorio que en seguida, surge la hifa colonizadora, la cual penetrara
dicha célula o atraviesa el espacio intercelular. En la zona interna, las hifas
penetran intracelularmente la corteza de la raiz formando arbusculos que ayuda
al intercambio de nutrientes entre los participantes de la simbiosis (Morelos et al.,
2011). En otros géneros de estos hongos, se ha observado formacion de
estructuras conocidas como vesiculas que estan conformadas de lipidos y se
encuentran intercelularmente en la corteza de la raiz la cual actian como

reservorios de nutrientes para el hongo (Gémez et al., 2007).



1.4.3 Clasificaciéon de los hongos formadores de micorrizas arbusculares

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares se clasifican en nueve familias
(Tabla 1.1). Actualmente, se han definido a nivel mundial cerca de 200 especies,
sin embargo, no se ha conseguido determinar un mayor nimero de especies
debido al ser simbiontes obligados, necesita para su reproduccion la colaboracion
de plantas hospedadoras. Con todo, se prevé que aumente el nimero de especies

de micorrizas arbusculares (Ramos Zapata et al., s.f.).

Tabla 1.1 Clasificacion actual de los hongos formadores de micorrizas

arbusculares [Realizado a partir de Schiipler et al., 2010]

Phylum: Glomeromycota

Clase: Glomeromycetes

Orden Familia Género

Glomerales Glomeraceae Glomus
Funneliforme
Rhizophagus

Sclerocystis

Diversisporales Gigasporaceae Gigaspora,
Scutellospora

Racocetra

Claroideoglomeraceae | Claroideoglomus

Acaulosporaceae Acaulospora,
Kuklospora
Entrophosporaceae Entrophospora
Pacisporaceae Pacispora
Diversisporaceae Diversispora,
Otospora,
Redeckera
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus
Archaeosporales Geosiphonaceae Geosiphon
Archaeosporaceae Archaespora,
Intraspora

1.4.4 Cacao (Theobroma cacao)

Theobroma cacao pertenece al género Theobroma es la Unica en esta seccion.

Se distribuye desde la region de la cuenca del Amazonas y las Guyanas hasta el



sur de México. Sin embargo, la llegada de los europeos a América, el cultivo de
cacao se ha propagado al Caribe, Asia y Africa convirtiéndose en la actualidad
pantropical, particularmente cultivado entre 10°N y 10°S. A partir de esto, los
mayores productores son Costa de Marfil, Ghana e Idonesia (Dostert et al., 2012).
Es un arbol o arbusto semicaducifolio de talla pequefia que alcanza hasta 12 m
de altura pero en cultivo se mantiene entre 4 — 8 m. El tallo es glabro o
parcialmente pubescente en ejes jovenes (Rice & Greenberg, 2000). La corteza
presenta en lo externo un color castafio oscuro, agrietada, aspera y delgada. En
cambio, la parte interna muestra un color castafio claro, sin sabor (Theobroma

cacao, s. f.).

1.4.4.1 Interaccion biolégica
El cacao realiza una simbiosis obligada con hongos micorricicos, principalmente
con Scutellospora calospora y Glomus mosseae. Estas micorrizas les aporta una
ventaja competitiva especialmente en los suelos pobres en nutrientes (Theobroma

cacao, s. f.).

1.4.4.2 Cultivo de cacao
Las plantaciones de cacao pueden ser monocultivo o plantaciones forestales o
frutales intercalados. Se cultivan a la sombra de bosques raleados o en
remanentes de bosque conservando la estructura natural del bosque. El cultivo se
lo desarrolla a principios del periodo de lluvia con suficiente humedad en el suelo.
La distancia entre plantas de cacao se relaciona fuertemente con el tipo de cultivo

oscilando entre 2.5 x 2.5 my 5 x5 m (Dostert et al., 2012).

1.4.4.3 Zonas productoras de cacao en Ecuador
La region costa presenta la mayor superficie cosechada de cacao segun el reporte
(Guerrero Lopez, 2015) registrandose en el afio 2009 el 80% de la superficie total
a nivel Nacional. Las provincias que contribuyen a este porcentaje son Manabi,
Los Rios y Guayas seguido de Esmeraldas y el Nororiente de El Oro. Por otra
parte, en la regidon Sierra, las provincias que participan en menor cantidad son
Cotopaxi, Bolivar y Cafar. En cuanto a la region Oriente, la provincia de Orellana,
Sucumbios y Napo se ha estimado un incremento de 20000 ha de cacao de tipo

Nacional contribuyendo en algunos afios a la exportacion. Referente a la provincia
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1.4.7

de Zamora Chinchipe se encuentra en desarrollo en plantaciones de cacao
(Guerrero Lopez, 2015).

Agroecosistemas

Los ecosistemas agricolas son sistemas intervenidos , esto significa que su origen
y mantenimiento estan relacionados a la actividad del hombre cambiando su
naturaleza para adquirir recursos de ella, principalmente alimentos (Sans, 2007).
Esto incluye numerosas modalidades, de lo mas natural del pigmeo en su selva
hasta otras muy artificiales conservando grandes contribuciones energéticas
(Montserrat & Villar Pérez, 1995).

La organizacion de los agroecosistemas estd conformada por cuatro niveles
epigeos y el quinto hipogeo, favoreciendo a la restauracion de la fertilidad
mediante los reciclados: a) geofisico, con suelo y atmoésfera, b) productor por la
fotosintesis favorecida y la respiracion frenada, c¢) consumidor con fitéfagos
gregarios y d) ecoldgico y cultural, de hombres asociados, usufructuarios de la
informacién acumulada. Las limitaciones ecoldgicas estan representadas en cada
uno de estos niveles demostrando con claridad las posibilidades agrondémicas
estableciendo lo que pueden realizar tanto las plantas productoras como animales

dependientes o el hombre dominante (Montserrat & Villar Pérez, 1995).
Las micorrizas arbusculares en los agroecosistemas

Los HMA juega un rol importante en los agroecosistemas ya que por medio de las
simbiosis las plantas favorecen de manera tales como, adquirir nutrientes
minerales del suelo, optimizar su tolerancia a estrés biético y abiético, minimizar
la competencia entre plantas mediante la transferencia de carbono a traves de las
hifas extraradicales, y a su vez, modular la diversidad y productividad de las
plantas. Ademas, es sustancial conocer el papel de la comunidad de plantas en la
estructura y diversidad de la comunidad de HMA (C et al., 2011).

Agroecosistemas en plantaciones de cacao de Ecuador

La participacion de sistemas de produccion ha alcanzado a mantener
caracteristicas de diversidad genética al interior del cultivo, al mismo tiempo, el
mantenimiento de una alta diversidad de especies de plantas y animales. Asi

mismo, los sistemas agroforestales de cacao por su compleja estructura y gran



diversidad son significativos para la conservacion de especies en paises
megadiversos como México, Ecuador, Perud, Tanzania, Indonesia y Australia. En
Ecuador, es muy tradicional el cultivo de cacao, dado que forma parte de los
rubros mas importantes en el sector campesino, puesto que su sistema de
produccion agroforestal empirico genera escasos ingresos al productor en todo el
afio. En cuanto a su diversidad, aporta significativamente a la seguridad
alimentaria de las familias que viven de este cultivo (Navarrete et al., 2018).

CAPITULO 2
2. METODOLOGIA

2.1 Areade estudio

El muestreo se realiz6 en dos haciendas de cultivos de cacao, desarrollados en el
canton Vinces en la Provincia de Los Rios las cuales presentaron dos
agroecosistemas diferentes; la hacienda denominada “La Americana” posee un
cultivo orgénico con variedades de cacao nacional fino de aroma con una edad de

4 ”

25 afios, mientras que la hacienda “Edén” posee un cultivo convencional con la
variedad CCN-51 y presenta una edad de 8 afos. El estudio se lo realizé en el
Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE-ESPOL) entre los
meses de octubre 2019 y enero 2020.

La hacienda Edén se encuentra ubicada a una latitud de 1°38'23.84"S y longitud
de 79°48'14.86"0.

La hacienda La Americana se encuentra ubicada a una latitud de 1°38'47.12"S y

longitud de 79°49'8.02"0O.

Vinces @
La Americanal

Figura 2.1 Diagrama de la zona de estudio en la provincia de Los Rios - Ecuador



2.2 Recoleccién de muestras
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2.2.2

Muestras para observar la colonizacion en raices

En cuanto a la colecta de raices de arboles o arbustos se tomaron aquellas que
son objeto de estudio ya que en el campo es comun encontrar raices de otras
especies. Razon por la cual se debe seguir las raices principales desde el tronco.
Se seleccionan las raices secundarias mas finas para observar las estructuras de
los HMA.

Muestras para cuantificar las esporas

La extraccion del suelo se la realiz6 entre O — 20 cm en la zona radicular de la

especie en estudio y fueron almacenadas en bolsas o contenedores.

Figura 2.2 Diagrama para la obtencion de muestras de las haciendas La Americana

y Edén, Vinces — Los Rios

2.3 Determinacion del porcentaje de colonizacién de raices

Las raices de cada muestra fueron lavadas con abundante agua y se las coloc6
encima de papel absorbente para secarlas. Posterior a esto, se las introdujo en
frascos de vidrio de color ambar, la cual se las cubrié con solucion KOH (Hidroxido
de potasio) al 10% por un dia con la finalidad de clarificar las raices. Las raices
fueron autoclavadas por 7 minutos a 25°C (15 Ib de presion). Se desech6 el KOH
con abundante agua y se le agregoé HCI al 10% durante 10 minutos. Luego se
retird el HCI (no se enjuaga con agua) y se adiciono el tinte azul de tripano al
0.05% con lactoglicerol al 50% por un dia. La tincién se la realizé segun el
protocolo de Phillips & Hayman (1970).

Para la evaluacion, se coloc6é 30 trozos de las raices procesadas en tres
portaobjetos de manera paralela adicionandole unas gotas de acetoglicerol o

acido lactico a cada portaobjeto se divide en dos grupos. Luego, se establecio el



porcentaje de colonizacion de raices mediante arbusculos, hifas y vesiculas en
base al nimero presentes en los 360 campos de observacién. El andlisis se lo
realiz6 en un microscopio Optico y se aplico la férmula de Sieverding (1984) para
determinar el porcentaje de micorrizacion en cada submuestra mencionada a

continuacion:

N° campos infectados (hifas, vesiculas y arbusculos)

Porcentaje de micorrizacion (%) = Total de campos observados

Azul de I
. Lactoglicerina
Raices KOH al 10 % HCl al 10 % tripano al 3l 50%

- % 0.05%
I 2. - 4 r% \!\'ﬁ &

- - -
utoclava
7 min

Lavar las raices

10 raices por placa

Protocolo de Phillips & Hayman (1970)

Figura 2.3 Determinacion del porcentaje de micorrizacion en cacao

2.4 Extraccién de esporas de HMA

Con respecto al proceso de coleccion de esporas de HMA se aplico el método de
cribado y decantado humedo por Gerdemann y Nicolson (1963), la cual consiste
en homogenizar la muestra de suelo que a su vez es pesada 100 g y se la colocé
en un vaso de precipitaciéon de 1000 mL afiadiéndole agua hasta el limite del
recipiente. Luego se mezclo el suelo con una varilla de vidrio por 20 segundos y
se deja reposar 2 minutos para permitir que las particulas mas pesadas y el

material organico se asienten, para asi, los remanentes de la raiz-suelo-esporas



gueden en suspension. El agua con las particulas suspendidas se vertio en los
tamices de 40 y 45 pm las cuales deben ir colocadas de mayor a menor. Se llena
de nuevo el vaso de precipitacién con la presion del agua en la llave para
suspender las particulas finas y asi vaciar de nuevo el contenido en dichos
tamices. La operacion se repite las veces que sea necesario hasta que la
suspension de particulas en el agua sea casi nula y se muestre el recipiente casi
transparente.

Los tamices considerados para procesar las esporas son 40 y 45 um.

Método de cribado y decantado por Gerdemann y Nicolson (1963)

Figura 2.4 Diagrama para extraccién de esporas de HMA

2.5 Conteo e identificacion de esporas de HMA
2.5.1 Conteo de esporas

El material colectado en los tamices, se lo deposit6 en tubos falcon de 15 ml. Para
cada tamiz de las dos muestras, se vacié el contenido en tres tubos falcon
distribuidos en partes iguales. Se le agrega agua al tubo alrededor de % parte del
area total para que haya un equilibrio dentro de la centrifuga.

Se los coloco en la centrifuga a 5000 rpm por 10 minutos a una temperatura de
20°C para separar algunos residuos de baja densidad del material usado. Se
desecha el agua después de la centrifugacién sin descartar el suelo y se le
adicion6 sacarosa 72% + Tween (Polisorbato) 80 en la misma cantidad en la que
se le agrego el agua. Se removio6 el suelo con un agitador de tubos para centrifuga
gue ayude a suspenderse en la sacarosa. Se lo colocé en la centrifuga a 3000
rpm por 10 minutos con la finalidad de suspender las esporas en la parte superior.
Se vertio el sobrenadante en un nuevo tubo falcon.

Para el conteo de esporas se vertio el contenido del tubo falcon en una caja Petri

y se cuantific6 mediante un cuadrante con 8 campos colocado en el



estereoscopio. El valor se expres6 como esporas/100 g de suelo seco, utilizando

la ecuacion propuesta por Sieverding (1983):

—x 100
pf

esporas contadas ) pi

No.esporas = (
peso de la muestra

Donde:
pi: peso inicial de la muestra usada para determinar humedad.

pf: peso final de la muestra para determinar humedad.

Preparacion de las muestras 5505 rom « 10min faT“fE”E% 3000 rpm x 10min
45 um 40 pm ‘--"-*"?" 40 ym Hum M pm
45 pm | !
=-77-@-7 R ﬂ
:\,f -\»” VARV

|dentificacicén Cﬂntec:
m

Figura 2.5 Diagrama para conteo e identificacion de esporas de HMA
2.5.2 Identificacién taxondmica

En relacién con la identificacién de las esporas, se toma las muestras del conteo
y se extraen mediante el uso de una jeringa, las distintas esporas, para luego ser
colocadas en portaobjetos en solucion Polivinil alcohol-lacto-glicerol (PVLG) para
después ser fotografiadas. Cabe mencionar que en cada portaobjeto se coloca 10
esporas, que posteriormente se comparan con el manual de la Universidad de

Nuevo Ledn -México del 2011.



CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Porcentaje de colonizacién en raices de cacao (Theobroma cacao)

El porcentaje de colonizacion en raices de cacao, se determin6 a partir de la
observacion en microscopio de 9 campos por raiz y 10 segmentos de raices por
muestra, con triplicado de 5 submuestras por hacienda. Se analizé; hifas, vesiculas

y arbusculos dependiendo la micorrizacion, sea; superficial, media e inferior.

La hacienda La Americana, se caracteriza por ser de cultivo organico, el mayor
porcentaje de colonizacion fue de hifas con una media de 95.8%, seguido de
vesiculas con 58.0% y arbusculos con 10.9%, la media total del porcentaje de

micorrizacion de esta hacienda fue 54.9% (tabla 3.1).

Tabla 3.1 Datos de media, desviacidn y error estandar de colonizacion de raices en

la hacienda “La Americana”

Porcentaje de micorrizacion en las raices de cacao

Porcentaje total de

Arboles muestreados Hifas (%) Vesiculas (%) Arbusculos (%) o
colonizacion de raices (%)
1 100.0 100.0 42.2 80.7
2 87.8 46.7 5.6 46.7
3 95.6 50.0 0.0 48.5
4 97.8 73.3 6.7 59.3
5 97.8 20.0 0.0 39.3
Media 95.8 58.0 10.9 54.9
Desviacion estandar 4.7 30.1 17.8 16.1
Error estandar 2.1 13.5 8.0 7.2

En la hacienda Edén los resultados se muestran en la tabla 3.2, aquella de cultivo

no organico, no se observo colonizacion de arbusculos, la micorrizacion de hifas
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fue 20.7%, de vesiculas 4.2% y un total de 8.3%, en general los resultados de esta

hacienda son mucho menores que La Americana.

Tabla 3.2 Datos de media, desviacion y error estandar de colonizacion de raices en

la hacienda “Edén”.

Porcentaje de micorrizacién en las raices de cacao

hifas (%) Vesiculas  Arblsculos (%) Porcentaje de micorrizacién
i (%) Total (%)
Arboles muestreados
1 58.9 20 0 26.3
2 28.9 11 0 10
3 0 0 0 0
4 4.4 0 0 15
5 111 0 0 3.7
Media 20.7 4.2 0 8.3
Desviacion estandar 10.7 4 0 4.8
Error estdndar 24 8.8 0 10.8

Porcentaje de colonizacidon de raices

M Hifas Vesiculas ® Arbusculos H Colonizacion total de raiz
S o
~ un
c (o)}
0
S
©
N
c
—
S % o
2 « <
()
o
2
2 ~
c o
3 2 <
o
S = ~ <
) ] T ° m
LA AMERICANA EDEN

Figura 3.1 Porcentajes de colonizacion de raices en la hacienda La Americanay
Edén

3.1.1 Micorrizacién en cacao (Theobroma cacao)

La micorrizacion esta presente en los dos cultivos de cacao (hacional fino de

aromay en la variedad CCN-51). La asociacion simbiotica entre HMA y las plantas



de cacao sirve para el intercambio de nutrientes y agua hacia la planta desde el
hongo, mientras que la planta provee vitaminas e hidratos de carbono, esto se
realiza a través de sus estructuras como lo son: hifas, vesiculas y arbusculos que
se pueden observar en base al protocolo de Phillips & Hayman (1970).

3.1.1.1 Micorrizacion en raices de cacao observada en la hacienda “La Americana”

[y
i

Figura 3.2 Micorrizacion de cacao en hacienda La Americana. a) vesicula con hifas, b)

vesiculas, c) vesicula con hifas, d) hifa, e) vesicula e hifa, f) hifas, g) arbusculos, h) arblsculos.

3.1.1.2 Micorrizacién en raices de cacao en hacienda Edén
No se observaron estructuras de arbusculos.



Figura 3.3 Micorrizacion de cacao observado en hacienda Edén. Vesiculas e hifas: a
-f

3.2 Densidad de esporas en la hacienda “La Americana” y “Edén”

La densidad de HMA en ambas haciendas esta medida por nUmero de esporas
sobre un gramo de suelo. Se catalog6 a la densidad de esporas por este criterio;
densidad baja < 1 espora / gramo de suelo, densidad media 1 a 10 esporas / gramo
de suelo y densidad alta > 10 esporas / gramo de suelo. Tal como se observa en la
tabla 3.3.

La densidad de esporas en la hacienda “La Americana” obtuvo una densidad
media, las submuestras oscilan entre 1.44 esporas / gramo de suelo y 1.92 esporas
/ gramo de suelo, con una media de 1.76 esporas / gramo de suelo.



Tabla 3.3 Densidad de esporas en la hacienda “La Americana”

Arboles muestreados Total de No. E/ 100 g No.E/19gS Densidad

esporas S

1 1419 191.7 1.92 Media

2 1300 175.6 1.76 Media

3 1378 186.1 1.86 Media

4 1351 182.5 1.82 Media

5 1065 143.8 1.44 Media

Media 1302.6 175.9 1.76 Media
Error estandar 139.7 18.9
Desviacion estandar 62.5 8.4

E /100 g S = esporas sobre 100 gramos de suelo

En Edén la densidad de esporas se ubicd en una densidad baja, las submuestras
oscilan entre 0.42 esporas / gramo de suelo y 0.77 esporas / gramo de suelo, con

una media de 0.62 esporas / gramo de suelo. Ver tabla 3.4.

Tabla 3.4 Densidad de esporas en la hacienda “Edén”

Arboles muestreados Total de No. E/100 g No.E/1g$S Densidad
esporas S

1 508 68.0 0.68 Baja

2 450 60.2 0.60 Baja

3 579 77.4 0.77 Baja

4 467 62.5 0.62 Baja

5 296 39.6 0.40 Baja

Media 460 61.5 0.62 Baja
Error estandar 104.3 14.0
Desviacion estandar 46.6 6.2

E /100 g S = esporas sobre 100 gramos de suelo

Representacion de los datos de esporas sobre 100 gramos de suelo seco (E/ 100
g S). La Americana con densidad media y Edén con densidad baja. Existen
diferencias entre la primera correspondiente a una hacienda de cultivo orgénico,
comparando con Edén de cultivo no organico con aplicacién de agrotéxicos (figura
3.4).



3.3

3.3.1

Densidad de esporas

B La Americana Edén

175,9

suelo seco

NUmero de esporas / 100 g de
61,5

LA AMERICANA EDEN

Figura 3.4 Densidad de esporas en la hacienda La Americanay Edén

Identificacion taxonémica de HMA

Con respecto a la identificacion taxonomica, se pudo identificar en las dos
haciendas; 6 géneros y 29 especies:

Glomus (12), Acaulospora (7), Ambispora (4), Pacispora (3), Diversispora (2),
Entrophospora (1).

Identificacién de HMA en la hacienda La Americana

En el agroecosistema de la hacienda La Americana se identificaron 5 géneros de
HMA; Glomus, Acualospora, Ambispora, Pacispora y Diversispora.
Se reconocieron 9 especies; Glomus (2), Acualospora (2), Ambispora (1),

Pacispora (2) y Diversispora (2).



Figura 3.5 Identificacion taxondmica de HMA en hacienda La Americana. a)
Acaulospora longula, b) Pacispora sp. [1], ¢) Acaulospora longula, d) Acaulospora alpina e)
Diversispora sp. [1] f) Diversispora sp. [2], g) Ambispora h) Acaulospora alpina, i) Acaulospora
alpina, j) Pacispora sp. [2], k) Glomus sp. [1], ) Glomus sp. [2].

3.3.2 Identificacién de HMA en la hacienda Edén
En el agroecosistema de la hacienda Edén se identificaron 5 géneros; Glomus,
Acualospora, Ambispora, Pacispora y Entrophospora. Se observaron 20 especies

de HMA, correspondientes a; Glomus (10), Acualospora (5), Ambispor (3),
Pacispora (1) y Entrophospora (1).




Figura 3.6 Identificacion taxondmica de HMA en la hacienda Edén. Glomus sp. [a,

b,c, d, i, o, r], ) Acaulospora longula, f) Glomus aureum, Ambispora sp. [g, i, j], h)
Acaulospora denticulada, k) Acaulospora alpina, ) Entrophospora, m) Pacispora
chimonobambusae, Acaulospora sp. [n, p], Pacispora sp. [q, S].

3.4 Analisis nutricional del suelo de los agroecosistemas de cacao

El suelo de los agroecosistemas presentd un pH de 6.7 para la hacienda Edén
(agricultura convencional) y 6.2 para la hacienda La Americana (agricultura organica) lo
gue denota que la absorcion de los nutrientes puede ser diferente debido a su tendencia
hacia la neutralidad y acidez respectivamente. Segun Leiva Rojas (2012) recomienda



qgue el pH debe encontrarse en un rango de 6.0 a 7.5 en la capa superficial indicando
que no sea tan acido ni tan alcalino. Expresando que el pH en estos dos agroecosistemas
son ideales para una mejor productividad de cacao. En materia organica, en la hacienda
La Americana y Edén obtuvieron valores de 8.9 y 2.4% respectivamente, mostrando alto
contenido de nutrientes para la hacienda La Americana, favoreciendo el crecimiento de
las plantas de cacao.

En el contenido de bases intercambiables (Ca, Mg y K), se observé diferencias para
ambos agroecosistemas presentando una suma de bases de 31.16 meq/100ml y 20.56
meg/100ml para la hacienda La Americana y Edén respectivamente (ver tabla 3.5), lo
que significa, que la hacienda La Americana presenta una alta disponibilidad de

nutrientes en el suelo (Molina, 2012).

Tabla 3.5 Parametros fisicoquimicos del suelo en dos haciendas de distintos

agroecosistemas

Parametros Unidades La Americana Edén
pH 6.2 6.7
M.O" % 8.9 2.4

K 0.67 1.10

Ca 25.8 14.5
meq/100ml

Mg 4.71 5.01

> Bases’ 31.16 20.56

* . oy . . ’ .
Sumatoria del equilibrio de bases presentes en el suelo, M.O = materia organica

Con respecto a los macroelementos, la hacienda La Americana obtuvo mayor cantidad
de N, Cay S mientras que en microelementos se obtuvo mayor cantidad en Mn y B (ver
tabla 3.6). En lo que concierne a la hacienda Edén, se obtuvo mayor cantidad de los
macronutrientes N, P, K y Mg mientras que, en micronutrientes se obtuvo mayor
concentracion de Zn, Cu y Fe. Lo que quiere decir, que, pese a la gran cantidad de
nutrientes observados en los agroecosistemas, el impacto de la actividad agricola es
diferente y tiene una influencia directa sobre los microorganismos presentes en el suelo.
Estos resultados evidencian que el tipo de agricultura tiene un impacto directo en los

HMA del el suelo ya que son clave para determinar la diversidad y densidad de esporas



en los suelos de los agroecosistemas facilitando la presencia de agentes aglutinantes

temporales como raices y redes de micelios micorricicos sobre el suelo (Sdnchez, 2015).

Tabla 3.6 Macro y microelementos del suelo en dos agroecosistemas

Elementos Unidad La Americana Edén
NH,4 53 14
P 30 157
K 262 428
Ca 5156 2891
Mg 574 611
S ug/ml 33 16
Zn 6.3 7.8
Cu 7.2 17.2
Fe 110 559
Mn 33 30
B 1.39 0.29

*, .
Valores bajos de elementos presente en el suelo.



CAPITULO 4
4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

1. En las dos haciendas estudiadas existe una amplia diversidad de especies de
esporas de HMA, lo que significa que ambos agroecosistemas pueden ser
biodiversos.

2. El porcentaje de micorrizacién fue mayor para la hacienda La Americana con
respecto a la hacienda Edén lo cual podria deberse al sistema de produccién
agricola que se desarrolla en estos cultivos.

3. La densidad de esporas en las dos haciendas present6 diferencias al estar
afectada por factores del suelo tales como estructura del suelo, textura,
composicién y otros.

4. La taxonomia presente en las dos haciendas son distintas debido a que la
especializacion de los HMA junto con la composicién floristica de ambos
agroecosistemas difieren significativamente.

5. Al ser un proyecto multidisciplinario esta identificacion de HMA, permite a los
estudiantes de FADCOM (Facultad de Arte, Disefio y Comunicacién Audiovisual),
crear una aplicacién con la que puedan identificar el tipo de hongos con una
imagen fotogréfica, sirviendo como una herramienta base para investigaciones

futuras.

4.2 Recomendaciones

1. Analizar las muestras con reactivo Melzer para una identificacion
bioquimica de las esporas.

2. Determinar el indice de diversidad de las especies observadas en cada
agroecosistema.

3. Realizar identificacion molecular de los HMA encontrados en ambos
agroecosistemas de cacao.

4. Analizar la fauna que permite la dispersion horizontal y vertical de esporas

de micorrizas en los agroecosistemas de cacao.

32



5. Evaluar plantas trampas adecuadas para la reproduccion masiva de las
micorrizas arbusculares como futura fuente de fertilizante especializado para

el cultivo de cacao.
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APENDICE A

Andlisis de suelo de las dos haciendas en INIAP (Instituto Nacional de Investigaciones

Agropecuarias de Ecuador)
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APENDICE B

Fig. 1 Recoleccién de muestras de

suelo en la hacienda La Americana.
Foto propia.
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Fig. 3 Observacién de colonizacion en raices. Foto propia.



Fig. 4 Conteo de esporas. Foto propia.



