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RESUMEN

La importancia de las micorrizas arbusculares ha aumentado en la Gltima déecada,
debido a numerosos reportes de efectos benéficos sobre plantaciones y cultivares. Estos
hongos pueden dispersarse a grandes distancias y la informacion de sus redes a escala
local no proporciona una vision completa de sus interacciones y perturbaciones en la
naturaleza. Por lo tanto, para considerar como los procesos de los ecosistemas locales
estan interrelacionados se debe estudiar sus redes a escala metacomunitaria. Pocos
estudios han examinado redes de hongos formadores de micorrizas arbusculares
asociadas a plantaciones de cacao a escala metacomunitaria en el Ecuador. En el
presente trabajo se pretende descubrir la diversidad de micorrizas arbusculares asociada
a dos sistemas de produccion de cacao (sin intervencién y semi intervenido por
fertilizantes sintéticos) mediante el uso de herramientas de metagendémica. Se llevo a
cabo un muestreo con disefio experimental de arreglo factorial con interaccion. Seguido
de la seleccion de fincas y el almacenamiento de muestras recolectadas de la rizosfera.
Se aisl6 esporas para la identificacion morfoldgica de micorrizas arbusculares mediante
tamizado en humedo, decantacion y extraccion de esporas por gradientes de densidad.
Luego, se macero las muestras y se extrajo su ADN con Kits para secuenciarles con la
plataforma Illumina Miseq. Una vez obtenidas las secuencias se las analizd y proceso
con QIIME2 Version 2021.4 y Rstudio version 4.1.1 (2021-08-10). El porcentaje de
colonizacidn de la raiz vari6 entre 34,7 y 66,5%, para las fincas sin intervencién y entre
el 13,3 y 46,2%, para fincas semi intervenidas. La densidad de esporas vari6 entre 387
y 472 esporas por 100 gramos de suelo sin intervencién y entre 153 y 444 esporas por
100 gramos de suelo semi intervenido y fue mayor en las plantaciones viejas que las
mas jovenes. La reduccion en el porcentaje de colonizacién y la densidad de esporas
en los sistemas sin intervencion aportan a la disminucion de las brechas de informacion
en el sector agricola cacaotero del litoral ecuatoriano, siendo parte de un bioindicador
de la salud del suelo e intervencion antropogénica. Por morfologia, se encontré que el
manejo sin intervencion tuvo una mayor riqueza de géneros (12) en comparacién con
el manejo semi intervenido (11); el manejo sin intervencion estuvo compuesto por 1
género exclusivo (Racocetra) y 11 compartidos con el manejo semi intervenido. Se
identificaron un total de 1019 secuencias de ADN individuales o variantes de secuencia
de amplicon (ASVs), de las cuales 18 ASVs correspondieron a HMA. La abundancia
relativa de las secuencias obtenidas por identificacion molecular entre las diferentes
fincas revela en un 98% de abundancia relativa que los filos Ascomycota y
Basidiomycota son los hongos rizosféricos mas abundantes en general, asociados a la
rizosfera de T. cacao en las zonas estudiadas. Por identificacion molecular se reportan
siete taxones nuevos para Ecuador y para los sistemas agroforestales de plantaciones
de cacao, los cuales son: P. scintillans, R. diaphanus, R. fasciculatus, R. custos, D.



disticha, M. perpusillay D. bernensis. Con los cebadores empleados, de los formadores
de micorrizas arbusculares fueron encontrados asociados solo al sistema sin
intervencion los géneros: Rhizophagus, Septoglomus, Kamienskia y Pacispora, y
asociados al sistema semi intervenido fueron encontrados los géneros: Archaeospora,
Diversispora y Dominikia. La estructura de la comunidad de estos hongos obtuvo una
variacion significativa entre los sistemas de manejo agronémicos estudiados, pese que
este cultivo no maneja productos agroquimicos en exceso en los sistemas semi
intervenidos.
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CAPITULO 1
Introduccion y objetivos
1.1 Antecedentes y justificacion

Ecuador es un pais agricola por tradicion, siendo el cacao uno de sus principales
productos de exportacion (Lourdes et al., 2018). A nivel mundial, es considerado como
el primer productor de cacao fino y de aroma, con un aporte aproximado del 63%,
seguido por Indonesia con el 10% del total mundial (Saravia-Matus, Rodriguez &
Saravia, 2020). En el 2014, el volumen promedio de produccion de cacao en Ecuador
fue de: 230.000 toneladas métricas (Balladares Grazzo, 2015). Cada afio, en el pais se
cultivan alrededor de 350 000 hectéreas, de las cuales el Guayas, Los Rios y Manabi
suman un rendimiento promedio nacional de 0,42 tm/Ha de cacao seco.

El tamafio promedio de un cacaotal es de 3 Ha y cada arbol de cacao normalmente
alcanza una altura entre 4 a 8 m, con excepcion del cacao Nacional, que puede alcanzar
hasta 12 m de altura (Apolo, 2020). Su raiz principal tiende a crecer hacia abajo hasta
2 m de profundidad, y las secundarias se desarrollan en la capa superior himica entre
los primeros 20 cm de profundidad y se extienden horizontalmente hasta 6 m alrededor
de su tronco (Barro Nieves, 1981).

Los requisitos de nutrientes importantes para el cultivo de cacao no han podido
determinarse con exactitud por los distintos resultados obtenidos y la falta de estudios
entre regiones, campos e incluso arboles, sin embargo, una revision de datos de varios
estudios alrededor del mundo resume el contenido de ciertos minerales en el arbol: un
rango de 104-438 kg de nitrdgeno, de 10-57 kg de fosforo y entre 53-633 kg de potasio
por Ha (Hartemink, 2005).

Grandes cantidades de nutrientes se reciclan dentro de los sistemas de cacao,
principalmente a través de la caida de hojarasca y poda (van Vliet & Giller, 2017). Aun
asi, existen pérdidas por agotamiento gradual de los nutrientes del suelo y por cosecha,
limitando el rendimiento de este cultivo (Wrigley, Akehurst & Blackburn, 2001). Dado
al creciente interés en satisfacer las demandas de alimentos, la mejora de los
rendimientos y la resistencia al estrés, los esfuerzos gubernamentales se han visto
estimulados a buscar alternativas (Sessitsch et al., 2012).

Por otro lado, la importancia de las endomicorrizas o micorrizas arbusculares ha
aumentado en la Gltima década debido a numerosos reportes de efectos benéficos sobre
plantaciones (Powell y Bagyaraj, 1984; Allen et al., 2003). Estos hongos estan



presentes en el 90% de las familias de plantas de la tierra y sostienen los ecosistemas
terrestres a través de asociaciones simbioticas mutualistas (Watkinson, 2016).

Cuando se establece la interaccion, los hongos micorricicos arbusculares (HMA)
modifican la morfologia de la raiz, colonizando intracelularmente su corteza por medio
de hifas que generan estructuras especializadas, que actian como Organos de
intercambio de nutrimentos entre la célula vegetal y el huésped (Nakano, Takahashi &
Kimura, 2001). Sus hifas se pueden extender méas alld de zonas de agotamiento,
incrementando el area de absorcién de minerales y su contenido en la planta,
explorando un mayor volumen de suelo que el que podria alcanzar el crecimiento de la
raiz por si sola (Aguilera Gomez, 2007). También, expertos han reportado que los
diferentes sistemas o practicas de cultivo a corto y largo plazo influyen en la
abundancia y diversidad de los mismos (Gosling et al., 2010; Oehl et al., 2010;
Symanczik, Gisler, Thonar, & Schlaeppi, 2017).

Por las razones habituales de plasticidad y convergencia entre cepas no afines, la
morfologia no es un indicador robusto de la relacion entre tipos de HMA (Cué & Torres
Garcia, 2010).

El advenimiento de las técnicas moleculares ha revelado una diversidad de HMA
mucho mayor de la conocida hace unos afios. Los métodos moleculares de
identificacion son muy necesarios en los estudios de HMA porque su morfologia
proporciona informacion insuficiente para distinguir la gama completa de diversidad
comunitaria de los distintos cultivos (Watkinson, Boddy, & Money, 2016). Tecnologias
de secuencias de ADN de alto rendimiento han puesto a disposicion informacion de las
comunidades de hongos asociados a las plantas, de tal modo que han hecho posible
encontrar especies microbianas entre cientos o miles de especies dentro de una red para
la comprension de fendmenos a escala de ecosistema (Sessitsch et al., 2012).

Dado que los hongos pueden dispersarse a grandes distancias con esporas, conidios,
propéagulos y vectores humanos o animales, la informacién de las redes a escala local
por si sola no proporciona una vision completa de sus interacciones y perturbaciones
en la naturaleza. Por lo tanto, para considerar como los procesos de los ecosistemas
locales estan interrelacionados por la dispersién de HMA, se debe tener en cuenta las
redes de asociaciones a escala metacomunitaria (Toju, Tanabe & Sato, 2018).

Pese a su potencial en microbiologia basica y aplicada, pocos estudios han examinado
redes de HMA asociadas a plantaciones de cacao a escala metacomunitaria en el
Ecuador.



Por lo antes expuesto, en esta investigacion se plantea los siguientes objetivos.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo general

Descubrir la diversidad de hongos formadores de micorrizas arbusculares
asociada a dos sistemas de produccion de cacao, sin intervencion y semi
intervenido, mediante el uso de herramientas de metagenémica.

1.2.2 Objetivos especificos

1) Determinar la influencia de las condiciones del suelo (pH, fosforo,
porcentaje de materia organica) sobre las comunidades de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA).

2) Caracterizar la comunidad de HMA en suelo, esporas y raices de cacao por
identificacion molecular (metagenémica) y convencional (microscopia).

3) Evaluar las comunidades de hongos en los cultivos de tres sectores
cacaoteros del litoral, para identificar la influencia del sistema de
produccién.



CAPITULO 2
Marco Tedrico

2.1 El cacao

El cacao (Theobroma cacao L), pertenece a la familia Malvaceae (Balladares Grazzo,
2015). Es una planta originaria de Centro y Suramérica que data sus inicios en las
margenes de rios de la costa, especificamente en las cuencas de los rios Orinoco y
Amazonas, extendiéndose luego a lo largo de las provincias de El Oro, Los Rios y
Guayas (Espinel, 2016).

23.5° Tropico de cancer
0° Ecuador
23.5° Tropico de capricornio

Figura 1. Banda geogréafica con paises productores de cacao.

Elaborado por: autor

Crece en zonas humedas y sombreadas, en una banda geogréafica que no supera los 23°
de latitud norte y sur de la linea equinoccial (Balladares Grazzo, 2015). Se considera
una planta exigente en nutrimentos, siendo estos afectados por factores tales como el
material genético, sombra, edad de la planta, control de plagas, enfermedades y drenaje
del suelo, entre otros factores (Lopez et al., 2007).

A comienzos del siglo XIX, Ecuador se convirtio en el productor mas grande de cacao,
seguido por Honduras, Guatemala y el Caribe, alcanzando una produccién mundial



aproximada de 135 000 Tm a base de la variedad conocida como Nacional (Susana
et al., 2008; Espinel, 2016). En esos afios, la explotacién cacaotera y su comercio
mundial crecid, volviéndose de gran importancia para la economia latinoamericana por
ser un rubro de alto ingreso. Su auge se mantuvo hasta finales del primer cuarto del
siglo XX, cuando entro en crisis por efecto de la Primera Guerra Mundial y por la
aparicion de enfermedades fungicas como la monilia y la escoba de la bruja.

Al presente constituye una base fundamental de la economia familiar costera,
amazonica y hasta de las estribaciones de los Andes del pais (Ochoa, 2019). Segun la
Asociacion Nacional de Exportadores de Cacao (Anecacao), el cultivo de cacao en el
pais esta representado en un 70% por pequefios productores, en un 20% por productores
medianos y en un 10% por grandes productores.

El cacao se clasifica en tres grupos principales: Forastero, Trinitario y Criollo o
Nacional (Viets, 1964; Apolo, 2020; Burgos et al., 2020). En Ecuador sobresalen dos
variedades: el Nacional también conocido como “Fino y de Aroma” o “Sabor Arriba”
y Coleccion Castro Naranjal o CCN51; este ultimo surge como cruce estratégico para
combatir enfermedades (Lourdes et al., 2018).

El cacao Fino y de Aroma es uno de los cultivos permanentes con mayor longevidad
en los huertos. En algunos sectores cacaoteros, agricultores mantienen arboles élite que
datan de 100 a 150 afios, con sistemas sin intervencion y con un conservado
rendimiento productivo (Campafia, Hidalgo, & Sigcha, 2016).

Por otro lado, en general el arbol comienza a producir frutos después de 2 - 6 afios de
haber sido cultivado dependiendo de la variedad y ubicacién y mantiene su produccién
durante décadas (Viets, 1964). El fruto es una mazorcas o baya alargada que nace del
tallo, tiene forma de calabacin alargado y puede medir entre 10 a 30 cm de largoy 7 a
10 cm de ancho con un peso entre 450 y 500 g cuando madura. Las mazorcas contienen
de 20 a 40 almendras, de donde se obtiene el famoso chocolate o cacao (Balladares
Grazzo, 2015; Villamizar, Rodriguez & Ledn, 2017).



Figura 2. Mazorca de cacao CCN-51.

Su fruto es de gran atractivo porque es materia prima de semielaborados como el licor
0 pasta, manteca, polvo, la cascara y su grano. Este Gltimo representa el 10% del peso
del fruto y es el de mayor importancia, ya que sirve para preparar chocolates distintivos
y gourmets con propiedades nutritivas que le hacen calificar como el mejor del mundo,
generando alta demanda en los mercados internacionales (Vargas Jentzsch et al., 2016;
Villamizar, Rodriguez & Lebn, 2017).



Figura 3. Partes del cacao.
Elaborado por: autor

Ambas variedades se exportan en grano, semielaborados como licor, manteca, torta,
polvo, y producto terminado como barras, tabletas, bombones, coberturas, polvo,
relleno, bafios y un sin fin de manufacturas méas obtenidos a partir de mezclas con otros
productos o frutos secos. Se estima que, del total de la exportacién ecuatoriana, el 80%
corresponde al cacao Nacional y el restante a otras variedades, entre esas destaca el
CCN5L1. Esto se debe a que el comercio de cacao se realiza en base a su calidad,
sobresaliendo el fino de aroma, de las variedades originales de Criollo y los corrientes,
que corresponden a Forastero mas los hibridos desarrollados por el hombre.

En el 2017, la exportacién del cacao producido en Ecuador se dividi6 de la siguiente
manera: el 87% en grano, 12% semielaborados y un 0.8% correspondid a productos
terminados (Lourdes et al., 2018).

Durante 2018, las cifras variaron un poco, las exportaciones de semielaborados
representaron el 6.33% del suministro exportable total de cacao. Los principales
destinos fueron la Union Europea y Estados Unidos (Ochoa, 2019). Siendo asi, una
planta de alto interés econdémico del pais.



2.2 Sistema de manejo

La quimica del suelo, la diversidad de cultivos de coberturay las practicas agronémicas
tienen incidencia sobre sus propiedades edéaficas y su componente microbiano. Tanto
asi que la combinacién de sistemas apropiados de manejo y su vegetacion de cobertura
pueden mejorar la salud del suelo y promover la sostenibilidad en los agroecosistemas
tropicales (Buyer et al., 2017). Una de las causales de mejorias en la produccion de
cacao es su eficiencia en sus ciclos de nutrientes.

Existe una diferencia marcada entre los sistemas agroforestales y los sistemas de
monocultivo en la particion, la sincronia del uso de los recursos y la capacidad de cada
especie para capturar y reciclar los nutrientes dando como resultado diferentes niveles
de diversidad microbioldgica.

Por su lado, se ha determinado que los sistemas agroforestales pueden desempefiar un
papel importante en la mejora de la fertilidad del suelo al secuestrar carbono organico,
aumentar la fijacion de nitrégeno, reducir la erosion, reciclar los nutrientes a través de
la caida de hojarasca y su recuperacion en el suelo. En adicién, los niveles de luz y las
condiciones del suelo afectan la disponibilidad de nutrientes y la nutricion del arbol de
cacao, a diferencia de los cultivados en dosel abierto. Ademas, experimentan una
exportacion de sus nutrientes del sistema a traves de la cosecha, la lixiviacion y la
escorrentia.

Al contrario de los monocultivos, el cultivo sin intervencion de cacao fino no utiliza
productos quimicos de manera intensa y recibe una fertilizacion minima o nula,
evitando asi la contaminacién de la tierra y del agua, y los dafios sanitarios a la fauna e
individuos (Espinel, 2016). Se ha demostrado que el monocultivo de cacao es menos
sostenible y mas propenso a enfermedades fungicas cuando se expone directamente al
sol que cuando se mantiene a sombra (Buyer et al., 2017).

En las Gltimas décadas, las practicas agricolas estan siendo evaluadas integralmente,
considerando no sélo el rendimiento del cultivo y la disponibilidad de nutrimentos en
el suelo, sino la composicion y comportamiento de su biota, a fin de no inhibir sus
procesos bioldgicos ni estimular la dependencia de insumos externos en estos sistemas
(Lopez et al., 2007).

2.3 Actividad microbiana del suelo

Las practicas agrondémicas en plantaciones de cacao incluyen la aplicacion de
fertilizantes inorgénicos para incrementar su produccién, cubrir sus requerimientos



nutricionales e incrementar la fertilidad quimica o disponibilidad de macronutrientes
del suelo circundante, subestimando el componente bioldgico (Lépez et al., 2007).

Sin embargo, parte de la produccion sostenible del cacao depende de los servicios
ecosistémicos que proporcionan la comunidad microbiana al suelo, como su
agregacion, ciclo de nutrientes hasta la supresion de patdgenos (Buyer et al., 2017).

Microorganismos
asociados a la
rizosfera

Suelode la
rizosfera

Figura 4. Asociacion rizosférica. La raiz, la rizosfera y su microbiota forman una
asociacion compacta entre si que, en Gltima instancia, afecta el crecimiento de la planta
tanto positiva como negativamente (Singh et al., 2017).

Como se menciond antes, varios estudios afirman que los procesos agricolas y el
manejo de los recursos vegetales inciden sobre el componente microbiano del suelo
afectando tanto a su biodiversidad como su densidad poblacional implicada.

La sostenibilidad de un agroecosistema es proporcional a su independencia a
fertilizantes y pesticidas quimicos, dado que el sistema radicular de las plantas esta
asociado tanto a un ambiente abioOtico, compuesto de sustancias organicas e
inorgénicas, como a una vasta comunidad de microorganismos metabolicamente
activos (Morales & Durango, 2008).
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2.4 Simbiosis micorrizica

La micorriza es una asociacion simbidtica mutualista no patogénica que ocurre entre
algunos hongos y las raices de las plantas (Honrubia, 2009).

Su constitucion se caracteriza por hifas que penetran las raices intercelularmente y que
se ramifican en el suelo para formar una extensa red que interconecta subterraneamente
las raices de plantas de la misma o de diferentes especies (Garzén, 2015) permitiendo
un mayor y libre flujo de nutrimentos minerales y el agua que €éstos necesitan para
crecer (Viera etal., 2017). En otras palabras, los hongos formadores de micorrizas
(HFM) aumentan la capacidad de absorcion de nutrientes a través de un nexo vivo
dentro de la raiz de la planta. Ademas, mientras intercambian nutrientes por productos
fotosintéticos establecen proteccion contra patégenos (Wang, 2017).

Por su grosor logran extenderse y desarrollarse entre los microporos del suelo donde
no pueden entrar las raices por su anchura, y a traves de sus silos llegan a distancias
mas lejanas para absorber minerales atrapados, bloqueados o lejanos. En consecuencia,
el uso de estos hongos incrementa la adaptacion y genera una fertilizacion mas
eficiente, siendo una alternativa para el ahorro de cantidades importantes de
fertilizantes minerales mientras logran la absorcion de los nutrientes biodisponibles
(Prieto etal., 2012). Las plantas micorrizadas pueden tolerar ambientes bioticos
(ataques de patdgenos, cambios microbianos en la rizosfera) y abitticos adversos
(metales pesados, salinidad) (Lopez et al., 2007; Medina Garcia, 2016).



Tabla I. Clasificacion de los HFM de acuerdo a su clase, caracteristicas y tipos planta que colonizan.
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Endomicorriza

Tipos Ectomicorriza - - - - — —
P Ectendomicorriza Arbustoide Monotropoide Ericoides Orquidioide Arbuscular
Manto hifal . . . .
Puede o no estar Manto hifal Manto hifal Sin manto hifal.
rodeando la .
raiz. El hongo pr_esente el manto _ presente. _ ausente. _For_ma Forma hgustorlo
) . hifal rodeando la Manto hifal Forma Manto hifal haustorio sin de fina
no penetra mas . - . N o
all4 de los raiz. Forma ovillos presente. haustorios sin = ausente. Forma = ramificacién u ramificacion u
Caracteres . espirales dentro de = Forma ovillos ramificacion ovillos ovillos ovillo espiral
espacios , . . .
intercelulares las células. De no = espirales dentro dentro de las espirales dentro = espirales dentro dentro de las
estar presente el de las células. células. de las células. de las células. células. Forma
de la corteza. . Lo . - . .
manto hifal Micelio casi Micelio casi vesiculas en o
Nunca entra a , . . ]
] rodeando la raiz. incoloro. incoloro. entre las células.
la célula.
Ascomicetos, . .
Clases de . - Ascomicetos y S S Ascomicetos y S
Ficomicetos y T Basidiomicetos = Basidiomicetos e Basidiomicetos =~ Glomeromycetes
hongos N Basidiomicetos Basidiomicetos
Basidiomicetos
Arboles,
arbustos,
Arboles y < : . . gramineas
Hospederos Arboles y arbustos Ericales Monotropaceae Ericales Orchidaceae . '
P arbustos y P herbéceas, algas,
bryophytas y

pteridophytas

Fuente: (Fernandez, 2008)
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2.4.1 Micorrizas arbusculares

Dentro de la clasificacion de las micorrizas estan las arbusculares (HMA) cuyo filo es el
Glomeromycota. Este grupo forman asociaciones mutualistas con las raices de la gran
mayoria (90%) de las plantas terrestres. Son considerados uno de los mas importantes
microorganismos del suelo por su abundancia, biomasay papel clave en el funcionamiento
del ecosistema (Watkinson, 2016).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica actualizada de los HMA.

Filo: Glomeromycota
Clase Orden Familia Género
Glomus
Funneliformis
Dominikia
Funneliglomus
Kamienskia
Septoglomus
Microdominikia
Microkamienskia
Glomeraceae
Glomerales Nanoglomus
Oehlia
Orientoglomus
Septoglomus
Glomeromycetes Simiglomus
Sclerocarpum
Rhizophagus
Sclerocystis
Claroideoglomeraceae Claroideoglomus
Bulbospora
Scutellosporaceae Scutellospora
Orbispora
Gigasporaceae Gigaspora
Dentiscutata
Dentiscutataceae Fuscutata
Quatunica
Intraornatosporaceae Intraornatospora

Gigasporales
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Paradentiscutata
Racocetra
Cetraspora
Acaulospora
Kuklospora
Entrophospora
Viscospora
Albahypha
Claroideoglomus
Pacisporaceae Pacispora

Sacculosporaceae Sacculospora
Corymbiglomus
Redeckera
Tricispora
Otospora
Desertispora
Diversispora

Racocetraceae

Acaulosporaceae

Entrophosporaceae

Diversisporales

Diversisporaceae

Paraglomus
Paraglomeraceae

Paraglomeromycetes  Paraglomerales Innospora

Pervetustaceae Pervetustus

Geosiphonaceae Geosiphon

Ambisporaceae Ambispora

Archaeosporomycetes  Archaeosporales Intraspora
Archaeosporaceae Palaeospora
Archaeospora

Fuente: (Alberto et al., 1991; Baltruschat et al., 2019; Raya Montafio et al., 2019)

Los HMA suministran nutrientes minerales, como el fésforo, a las plantas hospedantes a
través de una red de hifas, recibiendo a cambio carbohidratos de las plantas (Nakano,
Takahashi & Kimura, 2001). Ademas, influyen en el crecimiento y la reproduccion de la
planta huésped y protegen a su huésped de los patdégenos (Colombo et al., 2014). Los
residuos de raices micorrizadas son considerados un importante reservorio de inoculo
(Rodriguez, 2001).
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Figura 5. Estructuras principales de los HMA involucrados en la simbiosis con la raiz del
hospedero (Fernandez, 2008).

2.5 Factores que influyen en su diversidad

Los factores ecoldgicos que afectan la composicion de la comunidad de los HMA son
complejos. La composicion de la comunidad de HMA puede estar muy influenciada por la
especie huésped a través de efectos diferenciales sobre el crecimiento y la esporulacion de
las hifas. A cambio, la comunidad vegetal puede verse fuertemente influenciada por la
composicion especifica de los HMA asociados y la eficacia de cada una de las especies de
hongos para promover su crecimiento (Droh et al., 2016).

Asi mismo, Colombo et al. (2014) afiade que no solo la identidad de la planta hospedante
sino también el tipo de suelo, la fragmentacion del habitat y la estacionalidad afectan las
estructuras de la comunidad de estos hongos.
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2.6 Técnicas de identificacion

Se cree que hay una diversidad de mas de 200 especies de HMA. Hace unas décadas atras
el enfoque de la taxonomia de estos hongos era solo el tradicional, basado en la morfologia
(caracteres fenotipicos) de las esporas, lo cual considera su forma, tamafio, color, nimero
de paredes, existencia de conexion hifal, su reaccion con Melzer y la textura de la espora.
Sin embargo, el uso de esta metodologia ha presentado limitaciones en cuanto al estudio
de su diversidad dada la dificultad al identificar las esporas recolectadas en campo, la
presencia de HMA no esporulantes y las complicaciones al distinguir entre la diversidad
funcional y morfoldgica, generando un cuello de botella para la comprension de su ecologia
(Colombo et al., 2014).

Con el surgimiento de tecnologias de secuenciacién de segunda generacion se han
desarrollado herramientas utiles para identificar HMA en muestras ambientales. La
aplicacion de metagendmica basada en las nuevas generaciones de tecnologias de
secuenciacion provee nuevos alcances en el estudio de los componentes de las
comunidades de HMA (Fernandez Bidondo et al., 2018).

En la actualidad, el tipo de estudio de todo el componente de la comunidad microbiana se
ha denominado ADN barcoding (metabarcoding) usando un cédigo de barras de un
fragmento de ADN (SSU ADNr o ITS) a fin de que identifique grupos de organismos
(Martin et al., 2011), mediante la comparacion de una secuencia desconocida con una base
de datos de secuencias, como la base de datos internacional de secuencias (Centro Nacional
de Informacion Biotecnoldgica, GenBank, NCBI; el Archivo Europeo de Secuencias de
Nucleotidos del Laboratorio Europeo de Biologia Molecular, EMBL,; y el banco de datos
de ADN de Japén, DDBJ) o UNITE (base de datos de ectomicorrizas ITS nordica), e
identifica especies en funcién de la similitud de secuencia (Raja et al., 2017).

Diferentes investigadores han probado cebadores para pirosecuenciacién cuyos resultados
han mostrado alta especificidad para amplificar secuencias de todos los taxa de HMA (Fig.
6) (Colombo et al., 2014; Esposito et al., 2016; Qin et al., 2020). Para la identificacion a
nivel de especie, el ITS es la region més util, ya que es la parte del cistron de ARNr que
evoluciona mas rapidamente. Debido a su facilidad de amplificacion, uso generalizado y
brecha de cddigo de barras apropiadamente grande (es decir, la diferencia entre variacion
interespecifica e infraespecifica), un consorcio de micologos eligié el ITS como el codigo
de barras oficial para hongos (Raja et al., 2017).
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Figura 6. Resumen esquematico de diferentes combinaciones de cebadores utilizadas en
lainvestigacion de HMA. Las flechas grises indican los genes; lineas finas los espaciadores
transcritos internos (ITS1 e ITS2). Para mayor claridad, el gen LSU no se muestra en toda
su longitud. Los triangulos muestran el sitio y la direccion del iniciador (Stockinger, Kriiger
& Schiii3ler, 2010).

Las mejoras en los métodos de secuenciacion estan proporcionando conocimientos
revolucionarios sobre la biodiversidad fungica. Sin embargo, sigue siendo dificil obtener
estimaciones precisas de la riqueza o del nimero de especies de hongos y sus abundancias
relativas en una muestra ambiental (Taylor et al., 2016).

En su estudio Colombo, et al. (2014) concluy6 que ambas metodologias se complementan
y completan entre si en un estudio de su ecologia fungica tras la comparacion de los
resultados obtenidos de la técnica de pirosecuenciacion de amplicones con los del enfoque
tradicional de taxonomia basada en la morfotipificacidn de esporas.
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CAPITULO 3
Metodologia y materiales
3.1 Localizacion y descripcion de las plantaciones de estudio.

La recoleccion se realizo entre los meses de octubre y diciembre del 2020 en tres cantones
estratégicos de produccion cacaotera: Milagro, Vinces y Calceta. De cada canton se
selecciond cinco arboles de cacao cultivados con sistema semi intervenido y cinco sin
intervencion, para extraerles porciones de raices y suelo de la capa superior himica entre
los primeros 20 cm de profundidad. Las zonas se caracterizaron por ser areas agricolas de
plantaciones de cacao, naranjay verde, entre otras plantas asociadas a este agroecosistema.
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Figura 7. Recoleccion de muestras de las fincas agricolas cacaoteras.

En el canton Vinces de la provincia de Los Rios, se seleccionaron dos fincas: una en la
localidad La Americana, de cacao agroforestal de 30 afios llamada “La Americana”, cuyas
coordenadas geogréaficas son: 79°48'14.86" de latitud Oeste y 1°38'23.84" de longitud Sur,
y otra en la localidad Antonio Sotomayor, de cacao CCN-51, de 8 afios Ilamada Edén,
cuyas coordenadas son: 79°49'8.02" de latitud Oeste y 1°38'47.12" de longitud Sur.

En el canton Chone de la provincia de Manabi, se seleccionaron dos fincas: una en la
localidad Canuto, de cacao CCN-51 de 20 afios de plantacion llamada Berto Zambrano,
cuyas coordenadas geogréaficas son: 0°47'52.04" de latitud Sur y 80° 8'3.70" de longitud
Oeste, y otra en la localidad Canuto, hacienda denominada San José de Olla Vieja, de cacao
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Agroforestal, de 40 afios, cuyas coordenadas son: 0°47'52.46" de latitud Sur y 80° 5'36.79"
de longitud Oeste.

En el canton Milagro de la provincia del Guayas, se seleccionaron dos fincas: una en la
localidad Karlita de la parroquia Mariscal Sucre, de cacao Agroforestal de 70 afios de
plantacion llamada Virginia, cuyas coordenadas geograficas son: 0°47'52.04" de latitud Sur
y 80° 8'3.70" de longitud Oeste, y otra en la localidad Manga de Jején en la parroguia
Roberto Astudillo, de cacao Agroforestal, de 40 afios Ilamada San José, cuyas coordenadas
son: 0°47'52.46" de latitud Sur y 80° 5'36.79" de longitud Oeste.
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Figura 8. Provincias y cantones de las localidades donde estdn ubicadas las fincas
cacaoteras.

Elaborado por: autor

3.2 Procesamiento de muestras y disefio experimental

Las muestras se almacenaron en frio, para luego tomar dos porciones; una porcion para
realizar una identificacion taxondémica por morfologia a través de microscopia
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(identificacion, cuantificacion del ndmero de esporas HMA por gramo de suelo,
determinacion del porcentaje de micorrizacion total de las raices) y otra porcion para
caracterizacion molecular. El trabajo incluye una evaluacién de las variables del suelo (pH,
conductividad, porcentaje de materia organica y fosforo) para ser relacionada con la
predominancia de la comunidad de micorrizas. Estos parametros se analizaron en el
Laboratorio de Suelos, Tejidos Vegetales y Aguas de la Estacion Experimental Litoral Sur
del INIAP (Tabla I1l).

Tabla I11. Procedimiento de ensayos en andlisis de suelos.

Determinacion Técnica Extractante

H ClI Volumetria Pasta Saturada Suelo: agua
Pr, Potenciométrica (1:2,5)
NH4, P Colorimetria

Olsen Modificado pH 8,5

K, Ca, Mg, Zn, Cu, Fe, Absorcion Atémica

Mn
S Turbidimetria
Fosfato de Ca Monobasico
B Colorimetria
M.O. Walkey Black Dicromato de K

3.3 Tincién y cuantificacion de raices colonizadas

La identificacion por microscopia para evaluar la colonizacion de HMA se observo a traves
de un microscopio binocular (40 x) las raices fueron procesadas por el método modificado
de Phillips y Hayman (1970), blanqueadas con H205, limpiadas con KOH (10 % w/v, 15
min, 110 °C) y tefiidas con azul de tripano en acido lactico (0.02 %, 10 min, 110 °C). La
colonizacién radical por arbol fue cuantificada examinando 30 secciones (1 cm largo) de
raices tomadas al azar. La frecuencia fue calculada como el porcentaje de segmentos de
raiz con hifas, arbisculos o vesiculas (Declerck et al., 2004).
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Figura 9. Placas portaobjeto con raicillas de cacao tefiidas con azul de tripano.
3.4 Aislamiento de esporas e identificacion de HMA

Para el aislamiento de esporas, se usé la metodologia de tamizado en himedo y decantacién
(Gerdemann y Nicolson, 1963), y se continu6 con la extraccion por gradientes de densidad
(Furlan et al., 1980). El sobrenadante final fue disuelto en agua para lavar las esporas, y el
criterio para determinar la densidad de esporas HMA es el siguiente: densidad baja
corresponde < 1 esporas/g de suelo; densidad media corresponde 1 — 10 esporas/g de suelo;
y densidad alta corresponde > 10 esporas/g de suelo (Guerra'y Chacon 2012).

La identificacion de los géneros predominantes de HMA se basé en las caracteristicas
morfolodgicas de las esporas, es decir, su color, forma, textura, el tamafio, caracteristicas de
sus paredes (numero, grosor, color, presencia de ornamentaciones y reaccion Melzer),
capas que recubren a la espora, la cantidad de cicatrices presentes, y la union de la hifa
suspensoria a la espora (Pefia-Venegas et al., 2007). Las caracteristicas fueron examinadas
empleando manuales morfolégicos de libre acceso de Morton (2003), Blaszkowski (2003),
Cortés (2012) e IBG (2003).
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Figura 10. Conteo de esporas con estereoscopio.

3.5 Extraccidon de ADN y secuenciacion con la plataforma Illumina MiSeq

La extraccion de ADN se realiz6 de la siguiente manera: Las muestras de raices se
maceraron con nitrogeno liquido, para luego utilizar el kit DNeasy mericon Food de la
marca Qiagen para su aislamiento de ADN. En el caso de las muestras de suelo y esporas
se empled directamente el kit DNeasy Power Soil Pro de Qiagen. Se verifico la calidad y
cantidad de ADN mediante espectrofotometria (Nanodrop) y electroforesis en un gel de
agarosa al 1%.

Tabla IV. Valores indicativos de pureza en muestras de ADN.

Técnica de

e Ratio  Valor Criterio de Pureza Referencias
Analisis
1.8-2 ADN de pureza 6ptima (Sousa-hitzler &
1.6-1.8 ADN pureza aceptable Geary, 2008;
260/280 <16 Presencia de compuestos  Quality Control
: aromaticos Platform of
Espectrofotometria >2.1 Contaminacion de ARN Saint-Louis,
2-2.2 ADN de pureza dptima ZNOOQ; Béllngo
1.8-2 ADN pureza aceptable actonal ae
260/230 1..5- Contamri)nacién coFr)1 sales, ADN Carlos 11-

1.8 carbohidratos, fenoles Universidad de
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Altamente contaminado Salamanca,
<1.5 con sales, carbohidratos, 2016; Robles &
fenoles Valeria, 2020)

Para asegurar que se cuenta con la cantidad suficiente de ADN para la generacion de las
librerias correspondientes, se realizo la extraccion por triplicado y se enviaron muestras
compuestas o pools los cuales consisten en el ADN de las 3 extracciones, las cuales se
homogenizaron en un solo tubo.

Al final se conté con un total de 18 muestras a secuenciar del sistema de cultivo tradicional
y 18 del cultivo sin intervencion de los 3 sectores de colecta (Vinces, Milagro, Calceta).

Tabla V. Cebadores o primers utilizados para este estudio.

Secuencia de nucledtidos (5"a

Region  Cebador 3) Amplicon Referencia
ITS86F GTGAATCATCGAATCTTTGAA (Qin et al
ITS86F/ITS4 2020 B

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC )

ITS

ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC ;

ITsa/ ITsaoF  (ESPosito
etal., 2016)

ITS40F GTACTAGGGGAATCCTTGTT

Las muestras de ADN se enviaron a la empresa de secuenciacion Biosequence, ubicada en
Quito - Ecuador donde se realizola preparacion, construccion de librerias y secuenciacién
de la region del Espaciador Transcrito Interno (ITS) descrito en la tabla V. La
secuenciacion se llevo a cabo utilizando la plataforma Miseq de Illumina en el formato
demultiplexado (paired-end) de Casava 1.8 con una longitud de lectura de 300 pares de
bases.

)

m:l SSU (18S) 5.88 LSU (28S) H[
ITS-1 1TS-2

<« <

ITS4 ITS40F




23

Figura 11. Representacion esquemaética de las regiones del ADN ribosémico nuclear
estudiadas. Los triangulos indican las posiciones y direcciones de los cebadores que se
usaron como bordes para los analisis.

3.5 Analisis de secuencias

Para el analisis de secuencias se utilizara el programa Quantitative Insights Into Microbial
Ecology 2 (QIIME2 Version 2021.4).

La modalidad de secuenciacion demultiplexado (paired-end) de Casava 1.8 genera lecturas
del fragmento amplificado en dos direcciones (5’ a3’y 3” a 5”), es decir, hay dos archivos
de formato fastq.gz para cada muestra de estudio, que contienen las lecturas hacia adelante
(forward) o hacia atras (reverse) para esa muestra. Cada archivo contiene un nombre que
incluye el identificador de su muestra. El artefacto de salida incluye las secuencias
demultiplexadas. Se observo el resumen de la distribucion de las cualidades de la secuencia
en cada posicion de los datos de los resultados de la demultiplexacion.

Para el control de calidad de las secuencias se empled el complemento de DADA2 y se
obtuvo una tabla de frecuencias de caracteristicas de cada secuencia Unica en cada muestra
en el conjunto de datos, y un artefacto QIIME 2, que mapea identificadores de
caracteristicas en las secuencias que representan. Este complemento detecta y corrige
errores en la secuenciacion, elimina las secuencias correspondientes a los iniciadores
utilizados en la amplificacion del fragmento ITS, asi como el filtrado y eliminacién de
quimeras.

Con el fin de realizar analisis de diversidad filogenética, se utilizd el complemento g2-
phylogeny para generar un arbol filogenético y se emple6 el complemento g2-diversity
para realizar los andlisis de alfa (diversidad o riqueza en una muestra) y beta (diversidad o
riqueza entre las muestras) diversidad.

Se estim6 los indices de ecologia microbiana para la alfa diversidad, los cuales
comprenden: indice de diversidad de Shannon, que trata de una medida cuantitativa de la
riqueza de la comunidad, utiliza un muestreo al azar y define el nivel de diversidad
utilizando el porcentaje de composicion de las especies presentes (Peet, 1975). El indice
de diversidad filogenética de Faith (PD), una medida cualitativa de la riqueza de la
comunidad que incorpora relaciones filogenéticas entre las caracteristicas, e indice de
uniformidad de Pielou, una medida de uniformidad comunitaria.
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Para los analisis de beta diversidad, se utilizo el algoritmo de medicién con base en las
diferencias filogenéticas de las muestras denominado como UniFrac. Se determiné la
distancia de Jaccard, la cual es una medida cualitativa de la disimilitud de la comunidad y
la distancia de Bray-Curtis, una medida cuantitativa de la disimilitud de la comunidad. Se
grafico el andlisis de coordenadas principales (PCoA) con el fin de observar el
agrupamiento de las muestras utilizando el paquete giime2R en el lenguaje de
programacion estadistico R version 3.5.1 (R Core Team, 2018). Luego, se calculo una
curva de rarefaccion con un muestreo de 15000 secuencias por muestra para determinar si
la profundidad de secuenciacion fue lo suficiente para observar toda la diversidad presente
en las muestras. Finalmente, para el andlisis taxondmico se generé un clasificador con la
base de datos UNITE version 8,3 empleando el archivo dindmico de umbrales de
agrupamiento acorde a los primers correspondientes a las secuencias.
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CAPITULO 4
Resultados y analisis
4.1 Anadlisis de las estructuras de los HMA en raices

Los HFM forman simbiosis con plantas terrestres a través de esporas, arbusculos, vesiculas
(en algunas especies) e hifas, dentro de las células corticales de las plantas que colonizan.
Mediante la tincion de raices fue posible observar estas microestructuras. Todas las raices
de las distintas fincas analizadas presentaron colonizacién micorricica con al menos una
estructura; se evidencian estructuras como hifas y vesiculas, siendo menos frecuente la
presencia de los arbdsculos en ambos sistemas de manejo (Fig. 12).

Figura 12. Imagenes representativas de las estructuras correspondientes a la infeccién por
hongos micorricicos arbusculares. a-c) Raices colonizadas por vesiculas, d-e) raices
colonizadas por hifas y f) arbusculos.
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El porcentaje de estas estructuras de micorrizacion y la cantidad de esporas muestran una
diferencia marcada entre los sistemas de manejo de cultivo de las dos fincas pertenecientes
a cada provincia (tablas VI y VII). Las fincas sin intervencién presentaron valores méas
altos de porcentaje de micorrizacion total respecto a las semi intervenidas (tabla VI1).

Tabla VI. Nimero de esporas por 100 gramos de suelo perteneciente a cada finca

cacaotera.
Provincia Manabi Los Rios Guayas
. Sin Semi Sin Semi Sin Semi
Sistema . - . . . . . . . L, . .
intervencion  intervenido  intervencion intervenido intervencion intervenido
Réplica Olla Vieja Zaﬁwek::gno Amel;ﬁ:ana Edén San José Virginia

1 320 548 400 169 365 831

2 336 431 497 165 326 453

3 771 480 522 174 322 302

4 537 593 472 149 385 121

5 423 358 466 165 354 214

6 230 472 362 137 411 402

7 445 381 468 269 436 398

8 344 291 446 125 439 311

9 736 235 464 186 441 507

10 727 315 460 170 371 425

11 622 568 468 168 388 608

12 196 492 424 129 399 368

13 146 536 332 91 424 167

14 751 501 375 125 406 255

15 496 453 358 80 342 140
Promedio 472 443,6 434 153 387 367
STD 212 107 56 44 40 189

* STD: desviacién estandar

Tabla VII. Resultados promedios de los tipos de colonizacion en las raices de cada finca

cacaotera.
Provincia Manabi Los Rios Guayas
. Sin . . o iy Semi Sin Semi
Sistema intervencion Semi intervenido Sin intervencion intervenido intervencion intervenido
. Olla Berto La . San L
Finca Vieja STD Zambrano STD Americana STD Edén STD José STD  Virginia STD
Hifa 49,6 49 55,3 3,8 95,8 2,0 33,0 7.9 93,8 15 99,6 0,5
Vesicula 44,4 4,2 32,9 18 58,0 10,1 7,0 2,7 78,7 2,4 20,4 3,6
Arbusculo 10,0 2,4 4.4 0,6 10,9 4,9 0,0 0,0 27,1 2,2 18,4 4,0
MIC total 34,7 11,1 30,9 52 54,9 12,5 13,3 54 66,5 3,6 46,2 6,4

* STD: desviacion estandar
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Los resultados del anlisis de varianza (95 % de confianza), muestran que existe al menos
cinco fincas diferentes, debido a la variacion en el porcentaje de colonizacion en las raices

(Fig. 13).

Porcentaje de colonizacién de raices de cacao

Virginia
Semi intervenida
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Figura 13. Porcentaje de micorrizacion de raices de cacao de las seis fincas.

En Manabi se registran las densidades mas altas de esporas, la provincia del Guayas
presenta valores intermedios respecto a las otras fincas. y la finca EI Edén, Los Rios registra
las densidades promedio mas bajas. Los resultados del anélisis de varianza (95 % de
confianza) muestran que existe al menos una finca diferente (Edén), debido a la baja

densidad de esporas en suelo (Fig. 14).
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Figura 14. Densidad de esporas de la rizosfera del cacao de las seis fincas.

Al analizar las medias de las interacciones, en promedio, la provincia con mayor porcentaje
de colonizacién es el Guayas. Se observa una tendencia proporcional de acuerdo a la edad
que tiene la finca, lo cual se corrobora con la finca del Edén, que presenta menos afios de
cultivada (Fig. 15).
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Figura 15. Gréafica con RStudio de Medias de la interaccion provincia, porcentaje de
colonizacion y sistema.

El porcentaje de colonizacion en las distintas estructuras micorricicas sigue la misma
tendencia, proporcional a la edad de las fincas. Los Rios y Manabi presentan una media
semejante en los tipos de micorrizacion. Esta tendencia puede estar influenciada por los
datos de la finca El Edén y su edad productiva (Fig. 16).
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Figura 16. Grafica con RStudio de Medias de la Interaccion del tipo de colonizacién, su
porcentaje y provincia.

Al comparar los dos sistemas de cultivo, como lo plantea el primer objetivo de este estudio,
existe una diferencia entre ambos sistemas, siendo el agroforestal o sin intervencion el que
presenta una media superior respecto al porcentaje de colonizacion (Fig. 17). Cabe recalcar
que este cultivo de forma general y a diferencia de otros cultivos, como el banano, no utiliza
productos agroquimicos de forma excesiva, ya sea para control de plagas como para su
fertilizacion. Esto se refleja en la diferencia no marcada de los valores medios de
colonizacién.
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Figura 17. Grafica con RStudio de Medias de la interaccion tipo de colonizacion,
porcentaje de colonizacién y sistema.

En la gréfica de las medias del nimero de esporas por cada provincia de los dos sistemas
no se observan diferencias marcadas, excepto por Edén (Fig. 18). Podria ocurrir que esta
finca con el paso de los afios vaya en aumento su densidad de esporas, 0 que su densidad
de esporas se haya visto afectada por reciente uso de agroquimicos previo a la recoleccion
de las muestras.
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Figura 18. Grafica con RStudio de Medias de la interaccion de densidad de esporas,
provincia y sistema.

Estos resultados son congruentes con los resultados de otros estudios comparativos de las
diferentes practicas de manejo sobre la diversidad de HMA. Symanczik et al., (2017)
observaron una reduccion de la micorrizacion radical, abundancia y diversidad de estos
hongos en el sistema semi intervenido en comparacion con el sistema sin intervencion,
poniendo en evidencia uno de los efectos que tienen las practicas de manejo sobre el
ecosistema natural a corto plazo (Symanczik et al., 2017).

Gosling et al. (2010) detectaron una mayor abundancia de esporas de HMA (11 esporas
por g de suelo) y mayores tasas de micorrizacion (52%) en suelos organicos en
comparacion con suelo convencionales (6 esporas por gramo de suelo y 27% de
micorrizacion.
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Asi mismo, (Oehl et al., 2010) realizaron ensayos a largo plazo comparando estos sistemas
agricolas, proporcionando evidencia del impacto beneficioso de la agricultura orgéanica en
comparacion a la convencional en las comunidades de estos hongos sobre la cantidad de
esporas Yy la diversidad. También, observaron que las especies de la familia Glomeraceae
estdn presentes en todas las condiciones bajo estudio, mientras que las familias
Acaulosporaceae y Scutellosporaceae estan presentes de forma mas exclusiva en los
sistemas organicos (Faggioli & Symanczik, 2018).

Sin embargo, en este estudio se logré identificar morfoldgicamente la presencia de las tres
familias (Glomeraceae, Acaulosporaceae y Scutellosporaceae) en ambos sistemas, en
proporciones semejantes como se observa en la tabla de anexos de identificacion
morfologica.

4.2 Andlisis fisico-quimico del suelo

Los resultados de los parametros fisicos y quimicos del suelo, en las localidades estudiadas,
se presentan en la tabla VIII.

De forma general, las plantas cultivadas presentan su mejor desarrollo en valores de pH
cercanos a la neutralidad, ya que en estas condiciones los nutrientes estan mas disponibles
y en un equilibrio més adecuado. Estudios sugieren que el cacao prefiere suelos con pH
que tienden a la acidez entre 5.5 y 6.5, suelos francos y con altos niveles de potasio (Tuesta-
Pinedo et al., 2017).

El pH en la mayoria de localidades presenta una tendencia acida, exceptuando dos fincas:
Virginia con un pH cercano al neutro y La Americana con un pH alcalino. Los suelos con
pH bésico suelen caracterizarse por un exceso en su contenido de calcio, impidiendo que
otros elementos, como el hierro, sean absorbidos por las plantas.

Alvarado etal. (2004) en su estudio de las caracteristicas edaficas sobre micorrizas
demostro que la acidez del suelo tiene un efecto adverso sobre el proceso de infeccién en
el desarrollo de las raices, inhibiendo el desarrollo del hongo o raiz. Ademas, cuanto menor
sea el pH del suelo, mayor sera su potencial de percolacion cationica y mayor la cantidad
de fosfato fijado en el suelo y, por lo tanto, menor su biodisponibilidad (Janos 1987). Asi
mismo, (Siqueira, Colozzi-filho & Oliveira, 1989) sugiere que se obtiene una buena
germinacion de esporas de HMA en un rango de pH que vade 5a 8.
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Tabla VI11. Resultados de analisis de suelos correspondientes a los cantones de Chone, Milagro y Vinces, Ecuador. Febrero,
2021.

Textura (%)

Provincia Canton Sistema Finca Arena Limo Arcilla Clase Textural M.O. (%)
Manabi Chone  Semi intervenido Berto Zambrano 18,0 54,0 28,0 Franlf?r;]ﬁgglllo- 4.4
Manabi Chone Sin intervencién Olla Vieja 22,0 62,0 16,0 Franco-Limoso 3,1
Guayas Milagro  Semi intervenido Virginia 54,0 36,0 10,0 Franco-Arenoso 3,7
Guayas Milagro  Sin intervencion San José 16,0 56,0 28,0 Franlf?r;],’(;\gglllo- 5,0
Los Rios Vinces  Semi intervenido Edén 38,0 42,0 20,0 Franco 2,7
Los Rios Vinces  Sin intervencién La Americana 20,0 58,0 22,0 Franco-Limoso 44

ug/ml mEQg/100
ml
. NH M CalM Mg/ Ca+
Finca pH ) P K Ca Mg S Zn Cu Fe n B ¢ Bases K Mg/K
B. 6,4 27 100 737 4456 797 296 55 6,3 42 13 08 30,73 34 3,47 15,26
Zambrano

OllaVieja 65 19 46 774 4938 806 253 38 41 50 16 08 33,31 3,72 3,34 15,78
San José 6,4 30 20 314 4847 512 162 3,7 84 95 17 08 29,25 5,75 523 3533
Virginia 66 22 7 125 4314 505 14 33 88 117 14 172 26,05 519 12,97 80,27

Edén 6,1 16 105 389 2649 o617 18 74 145 35 12 19 19,32 2,61 509 18,37

La
Americana

79 27 37 351 4632 626 632 91 63 109 16 19 29,21 4,5 572 31,46

MO: materia organica, ¢ Bases: suma de bases.
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En el rango de valores obtenidos en la tabla VIII, existe una relacion directa y muy
enlazada entre el contenido de MO y el porcentaje de colonizacion total. De modo
semejante, existe una relacion directa y cercana entre el pH y la micorrizacion total. La
densidad de esporas presenta una relacion directa con MO y pH, pero menos estrecha (Fig.
19).

150 250 350 450

Figura 19. Matriz de diagrama de dispersion, caja y bigotes, elipsoide de concentracion y
linea de minimos cuadrados en relacion a la MO y el pH.

La MO afecta las propiedades fisicas, biologicas y quimicas del suelo aumentando la
agregacion, porosidad y la actividad biologica, suministrando nutrientes (N, P, K, S entre
otros), energia y habitat para la microfauna edafica mejorando asi la estructura del suelo,
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la infiltracion y la aireacion del agua y reteniendo los nutrientes que estan en una forma
disponible para las plantas.

La superficie de MO cargada con aniones atrae cationes (K*, Ca?*, Mg?*, H") (Viets, 1964),
lo que demuestra una elevada capacidad de intercambio catidnico para retener cationes en
el suelo. Joner & Jakobsen, (1995) demostraron que el desarrollo de HMA se estimulaba
en presencia de MO, lo cual concuerda con los resultados de esta investigacion. Asi mismo,
se menciona que la MO aumenta la proliferacion de hifas de HMA en el suelo (Coleman
& Reid, 1983).

No obstante, una mayor concentracion de nutrientes puede limitar el desarrollo de HMA,
ya que la disponibilidad de nutrientes reduce la dependencia de las plantas hospedantes de
la asociacion micorricica (Noda, 2004).

Es de tener presente que las plantas en estado de crecimiento segregan mayores cantidades
de exudados y enzimas que participan en la descomposicion de la MO, aumentando las
concentraciones de fosforo soluble en el suelo (Pefia-Venegas et al., 2007). Esto explicaria
porque Edén, la finca mas joven, presenta la menor cantidad de materia organicay el mayor
contenido de P en contraste a las otras fincas (Tabla V111).

Las hifas ejercen presiones considerables sobre las particulas del suelo y forzar laMO y a
las particulas de arcilla de una manera similar a la accion fisica de las raices, formando
agregados (Rillig & Mummey, 2006). Pero, una textura muy fina genera espacios reducidos
entre las particulas del suelo y aumenta la tension mecéanica en las raices, de modo que
aumenta la rotura de las capas corticales y se pierden los sitios de colonizacién (Janos
1987).

Macro y micro nutrientes

En varias investigaciones se ha determinado que parametros como la acidez, la
concentracion de MO, P, N, Al, Cuy Zn en el suelo inciden sobre el buen establecimiento
y desempefio de la simbiosis, lo cual se refleja en la capacidad de colonizacion de
hospederos y la produccion de esporas de los hongos (Oehl et al., 2010). Segun Hepper &
Warner, 1981, el balance de nutrimentos del suelo es lo que mas influye sobre el desarrollo
de las micorrizas y niveles altos de Al, Mn, Cu, Fe y P parecen tener un efecto negativo en
las HMA y en la simbiosis. Mientras que la deficiencia de Mg y Zn puede inhibir la
germinacion de esporas.
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Existe unarelacion inversa entre la colonizacién y el contenido de Ky P, siendo esta ultima
mas fuerte, y una relacion directa y cercana entre la colonizacion y el contenido de NH4
(Fig. 20).

100 300 500 70O 20 40 60 &0
L1111
[=]

500 FO0

100 300

20 40 6O 80

Figura 20. Matriz de diagrama de dispersion, caja y bigotes, elipsoide de concentracion y
linea de minimos cuadrados de macronutrientes primarios en relacion con la colonizacién
micorricica.

Existen relaciones menos estrechas pero directas para el caso del K, NH4 e inversa en el
caso del P, respecto a su densidad de esporas (Fig. 21).
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Figura 21. Matriz de diagrama de dispersion, caja y bigotes, elipsoide de concentracion y
linea de minimos cuadrados de macronutrientes primarios en relacién con la densidad de
esporas.

El nitrogeno, el potasio y el fosforo son macronutrientes primarios. El nitrdgeno organico
se libera poco a poco para ser utilizado por las plantas. Por lo tanto, la medida analitica de
nitrégeno no expresa la cantidad disponible por las plantas (Rodriguez, 2001). Los valores
de N se encuentran en concentraciones bajas a medias en todas las fincas (Tabla VII1I).

Se ha comprobado que el N en forma de NH4tiene un efecto supresor sobre la colonizacion
de micorrizas afectando la longitud de la raiz y la presencia de tipos de estructuras
colonizadoras como arbusculos (Pérez-C. & De La Ossa V., 2013).

El potasio se encuentra en el suelo en forma de cation intercambiable, es decir, adsorbido
a las arcillas y adherido a la MO en sus sitios de intercambio, pasando sin dificultad a la
solucion del suelo por la accion de acidos débiles. Este elemento se encuentra en altas
concentraciones en todas las fincas, excepto en la finca Virginia, donde su contenido es
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moderado; el fosforo también se encuentra en altas concentraciones en todas las fincas,
excepto Virginia, donde su contenido es muy bajo y en San José con un contenido muy
bajo, ambas ubicadas en Milagro (Tabla VI111). En suelos basicos el fésforo se inactiva con
facilidad en formas insolubles, por lo que suele encontrarse poco fosforo en forma activa.
Se ha demostrado que la fertilizacion con P puede reducir el porcentaje de infeccion, segun
(Smith, 1988; Douds & Schenck, 1990) esto se debe a que suprime el desarrollo de las
estructuras del hongo y disminuye el nimero de puntos de penetracion y esporas.

En su experimentacion, Douds & Schenck (1990) encontraron que las plantas que reciben
una solucién nutritiva balanceada sin P de manera consistente tienen mayor porcentaje de
longitud de raiz colonizada por HMA y que existe una variabilidad en la esporulacion
dependiendo la concentraciones y proporcion de ciertos nutrientes como el Ny P.

El Ca, el Mgy el S son los macronutrientes secundarios necesarios en menor cantidad. El
Ca se encuentra en concentraciones altas en todas las fincas al igual que el Mg; el S presenta
concentraciones altas en casi todas sus fincas menos en Virginia y Edén (Tabla V1I1).

Existe una relacion directa entre la colonizacion y el contenido de Sy Ca, siendo esta Ultima
mas fuerte, y una relacion inversa pero débil entre la colonizacion y el contenido de Mg
(Fig. 22). También, se observa una relacion muy cercana y directa entre el contenido de Ca
y el numero de esporas, y una relacion directa pero no estrecha del Mg y S respecto a su
densidad de esporas (Fig. 23).
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Figura 22. Matriz de diagrama de dispersion, caja y bigotes, elipsoide de concentracion y
linea de minimos cuadrados de macronutrientes secundarios en relacion con la
colonizacioén.
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Figura 23. Matriz de diagrama de dispersion, caja y bigotes, elipsoide de concentracion y
linea de minimos cuadrados de macronutrientes secundarios en relacion con la densidad de
esporas.

Elevado Mg y bajo Ca induce la senescencia prematura de la raiz, lo que puede interrumpir
la asociacion micorricica (Pérez-C. & De La Ossa V., 2013).

Entre los micronutrientes necesarios en muy bajas cantidades por su toxicidad, se
encuentra: el Fe, Mn, Cu, Zn, B y Cl (Rodriguez, 2001).

Existe una relacion inversa entre la densidad de esporas y el contenido de B, Zn, Cuy Fe,
siendo las dos ultimas las que presentan una relaciobn mas cercana, a diferencia de las
relaciones anteriores; existe una relacion directa y estrecha con el contenido de Mg (Fig.
24).
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Figura 24. Matriz de diagrama de dispersion, caja y bigotes, elipsoide de concentracion y
linea de minimos cuadrados de micronutrientes en relacion con la densidad de esporas.

Se observa una relacién muy directa entre el contenido de Mn 'y la colonizacion total, y una
relacién inversa pero lejana del B, Cu y Zn respecto a la colonizacion (Fig. 25).
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Figura 25. Matriz de diagrama de dispersion, caja y bigotes, elipsoide de concentracion y
linea de minimos cuadrados de micronutrientes en relacion con la colonizacién micorricica.

El Cu y Fe se encuentran en altas cantidades en todas las fincas, el Zn esta en
concentraciones moderadas en la mayoria de las fincas menos en las fincas de Vinces y el
Mn se encuentra en altas concentraciones solo en las fincas semi intervenidas (Tabla VII1).

El anélisis de capacidad de intercambio cationico (CIC) se proporciona en miliequivalentes
por 100 gramos de tierra y los cationes de cambio principales: Mg, Cay K (Pefia-Venegas
etal., 2007). La saturacion por bases (SB) se da en porcentaje y refiere a los cationes
principales respecto al valor de la CIC total e indica la cantidad de cationes intercambiables
que hay en el suelo. Cuanto mayor sea el grado de SB mas posibilidades tiene el suelo para
retener cationes. Se puede observar que la SB es semejante en todas las fincas, excepto en
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Edén. Las fincas con mayores SB se encuentran en Manabi, seguidas por Milagro (Tabla
VIILI).

Hay una relacion directa y muy estrecha entre la colonizacion y la sumatoria de bases, y
una relacion directa y no estrecha entre la colonizacion y la sumatoria de bases (Fig. 26).
Esto era de esperarse, dada las relaciones con los minerales Ca, Mg y K, antes analizados
(Figs. 20-23).
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Figura 26. Matriz de diagrama de dispersion, caja y bigotes, elipsoide de concentracion y
linea de minimos cuadrados de la sumatoria de bases en relacion con la colonizacion
micorricica y su densidad de esporas.

La capacidad de atraer cationes puede llegar a ser antagonista, ya que de la misma forma
son capaces de adsorber otros iones de residuos de agroquimicos, pudiendo salir a la
solucion del suelo a través de cambios en el ambiente (Tuesta-Pinedo et al., 2017).

Los herbicidas afectan la diversidad de especies de micorrizas, ya que eliminan poblaciones
de malezas que son hospederos potenciales, mientras varios funguicidas sistémicos son
toxicos para los hongos y la fumigacion del suelo con biocidas destruye en efecto
subgrupos de HMA.. Favorablemente estos hongos vuelven a colonizar suelos que han sido
fumigados por afios (Rodriguez, 2001).
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Los suelos de las zonas con fuerte actividad agricola con sistemas semi intervenidos, donde
se utilizan agroquimicos, suelen presentar desequilibrios en las poblaciones de
microorganismos edaficos, siendo por ello necesario cuidar los niveles de MO y
proporcionar compuestos organicos animales o0 vegetales que ayuden a la reposicion de su
fauna (Meena et al., 2020).

4.3 Anélisis morfoldgico

En la evaluacion morfoldgica de las esporas se analizaron algunas caracteristicas, entre
ellas: forma, tamafio, rango de diametro, color, nimero de paredes visibles, estructura y
presencia de conexidn hifal, siguiendo los manuales de identificacidn antes descritos en la
metodologia.

En la provincia del Guayas, en la finca San José se identificaron los siguientes géneros
(Fig. 27).

Figura 27. ldentificacion de géneros de hongos micorricicos arbusculares de la provincia
del Guayas — Milagro, “Finca San José¢”. 1) Glomus, 2) Scutellospora, 3) Acaulospora, 4)
Pacispora, 5) Ambispora y 6) Racocetra.

En la misma provincia, en la finca Virginia se identificaron los siguientes géneros (Fig.
28).
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Figura 28. Identificacién de géneros de HMA de la provincia de Guayas — Milagro,
hacienda Virginia. 1) Entrophospora, 2) Pacispora, 3) Archaeospora, 4) Paraglomus, 5)
Scutellospora, 6) Ambispora, 7) Glomus.

En la provincia de Los Rios, en la hacienda La Americana se identificaron los siguientes
géneros (Fig. 29).

Figura 29. Identificacion de géneros de la provincia de Los Rios en hacienda “La
Americana”. 1) Acaulospora, 2) Glomus, 3) Acaulospora, 4) Pacispora, 5) Diversispora,
6) Ambispora.

En la misma provincia, en la hacienda Edén se identificaron los siguientes géneros (Fig.
30).
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Figura 30. Identificacion de géneros de la provincia de Los Rios en la hacienda “Edén”.
1) Acaulospora, 2) Pacispora, 3) Entrophospora, 4) Ambispora, 5) Glomus.

En la provincia de Manabi, en la hacienda Berto Zambrano se identificaron los siguientes
géneros (Fig. 31).

Figura 31. Identificacion de géneros de hongos micorricicos arbusculares de la provincia
de Manabi. Hacienda “Berto Zambrano”. 1) Acaulospora, 2) Ambispora, 3) Intraspora, 4)
Archaeospora, 5) Gigaspora, 6) Glomus, 7) Pacispora, 8) Paraglomus, 9) Entrophospora,
10) Diversispora, 11) Scutellospora.
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En la misma provincia de Manabi, en la hacienda San José de Olla Vieja se identificaron
los siguientes géneros (Fig. 32).

4

Figura 32. Identificacion de géneros de hongos micorricicos arbusculares de la provincia
de Manabi - “Hacienda San José de Olla Vieja”. 1) Acaulospora, 2) Ambispora, 3)
Diversispora, 4) Entrophospora, 5) Glomus, 6) Gigaspora, 7) Intraspora, 8) Pacispora, 9)
Paraglomus, 10) Scutellospora, 11) Archaeospora.

Pese a la variabilidad de géneros encontrados cabe destacar que el morfotipo mas
abundante fue el género Glomus todas las rizosferas de las coberturas en las zonas de las
fincas evaluadas.

Dicho de forma breve, los resultados anteriores muestran que el cacao nacional es un
cultivo micotroéfico dependiente, lo cual le permite ser cultivado en suelos acidos y de baja
fertilidad.

El resumen de los géneros de hongos formadores de micorriza arbuscular identificados por
metodologia convencional en las tres provincias se enlistan a continuacion:
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Tabla IX. Géneros de HFMA identificados morfoldgicamente en las tres provincias.

Guayas Manabi Los Rios
Sin Semi Sin Semi Sin Semi
intervencion intervenido intervencion intervenido intervencion intervenido
Acaulospora Acaulospora

Ambispora Ambispora

Acaulospora
P Archaeospora | Archaeospora

Acaulospora Ambispora S e
. Diversispora Diversispora Acaulospora Acaulospora
Ambispora Archaeospora : :
Entrophospora | Entrophospora | Ambispora Ambispora
Glomus Entrophospora . . S
. Gigaspora Gigaspora Diversispora | Entrophospora
Pacispora Glomus
- Glomus Glomus Glomus Glomus
Racocetra Pacispora - .
Intraspora Intraspora Pacispora Pacispora
Scutellospora Paraglomus - .
Pacispora Pacispora

Scutellospora
P Paraglomus Paraglomus

Scutellospora | Scutellospora

Especies de los géneros Acaulospora, Ambispora, Claroideoglomus, Diversispora,
Funneliformis, Gigaspora, Glomus, Pacispora, y Scutellospora, ya han sido reportadas
anteriormente en sistemas agroforestales del Ecuador (Moina-Quimi et al., 2018).

Las esporas de estos géneros difieren en tamafio, agrupacion, color, forma y numero de
capas, factores que hacen posible su identificacion y clasificacion.

4.4 Analisis Molecular

Por otro lado, se efectud la extraccion de ADN de las muestras de raiz, suelo y esporas con
las siguientes concentraciones y pureza (Tabla X).

Tabla X. Rendimiento de ADN y rango de pureza de los tres tipos de muestra.

Ubicacion Suelo Raiz Esporas
Concentracion Pureza Concentracio Pureza Concentracio Pureza
Canton  Finca o ApN (ng/ul) 260280  MIEADN - ogh0gg  MAEADN  oeh080
(ng/ph) (ng/ph)
161,8 1,89 56,2 1,9 111,2 1,87
Chone B. 169,1 1,88 56,8 173 135,6 1,89
Zambrano
161,8 1,89 56,2 1,9
131,7 1,85 66,6 1,83 268,5 1,88
Milagro Virginia 143,7 1,86 63,1 1,86 280,3 1,87
131,7 1,85 74,1 1,89

Vinces Edén 62,5 1,8 56,2 1,82 22,2 1,85
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161,9 1,89 52,1 1,82 31,3 1,71
62,5 1,8 110,9 1,83
196,3 1,9 47,3 1,9 75,5 1,66
Milagro San José 188 1,89 47,3 1,9 22,7 1,87
196,3 1,9 473 19
242.6 1,91 107,9 1,73 189,2 1,95
Vinces La 284, 1,88 60,7 1,73 148,4 1,89
Americana
242.6 1,91 93,6 1,74
80,3 1,88 27,8 1,87 32,6 1,85
San José de
Chone Olla Vigja 115,9 1,85 119,4 1,82 45,7 1,79
80,3 1,88 119,4 1,82

También, se corrieron las muestras de ADN extraido por medio de electroforesis en gel de
agarosa para observar la calidad del mismo, obteniendo los siguientes resultados (Fig. 33).

Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa de muestras de suelo, esporas y raiz.

Andlisis de secuenciacion

Se evaluaron 4 factores experimentales, los cuales fueron: Origen, Provincia, Finca e
Intervencion, para revisar si existen diferencias significativas entre la diversidad de las
comunidades de hongos en cada una de ellos (global). Se utilizé pruebas paramétricas y no
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paramétricas (t-test, ANOVA, KW y Mann-Whitney) para evaluar si los indices de
diversidad (alfa y beta) eran diferentes entre cada condicién (Fig. 34 y 35).
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Figura 34. Alfa diversidad utilizando Shannon a nivel de ASV. Cada diagrama de caja
representa la distribucion de la diversidad de hongos dentro del factor experimental: a)

Origen, b) Provincia, c) Finca, d) Intervencion y e) pH.

Al comparar todas las muestras de acuerdo al origen, la alfa diversidad medida por el indice
de Shannon mostro diferencias significativamente distintas entre los grupos de esporas,
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raiz y suelo (Kruskal Wallis, p=0.002) (Fig. 34a). No hubo diferencias significativas entre
los grupos de provincias, fincas, intervencion y pH, respectivamente (Fig. 34b-e).

Guayas

Axis.1 [56.8%)

Ads.1 (66.8%)

Figura 35. Distancia de Bray-Curtis de las comunidades de hongos procedentes de esporas
raices y suelo. Analisis de coordenadas principales (PCoA) de acuerdo al: a) Origen, b)
Provincia, c) Finca y d) Intervencion.

La distancia de Bray-Curtis de beta diversidad describe que las comunidades de hongos de
acuerdo a su origen fueron significativamente distintos entre los grupos de esporas, raiz y
suelo luego del analisis de similaridad (p=0.001) (Fig. 35a). Cada punto de color representa
un conjunto de datos que se origina en una réplica distinta de un tratamiento especifico.
Los puntos de datos que representan el mismo grupo estan codificados por colores y
enmarcados por circulos.
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La distancia de Bray-Curtis de beta diversidad de acuerdo a provincia, finca, intervencion
y niveles de pH describe que las comunidades de hongos no fueron significativamente
distintas entre sus grupos respectivos luego del anélisis de similaridad (Fig. 35b-e)

Esto fue realizado para reducir los factores experimentales que no tengan diferencias
significativas, dado que, en este caso, el nimero de muestras no es lo suficientemente alto
para realizar una estadistica inferencial de todos contra todos. De esta manera el mayor
numero de muestras sera para inferir el origen (espora, raiz y suelo) (Tabla XI).

Tabla XI. Resumen de los valores p de los factores respecto a sus indices de diversidad

Diversidad alfa Diversidad beta
Factor
p-value p-value
Origen 0,002* 0,001*
Provincia 0,764 0,265
Finca 0,892 0,447
Intervencion 0,883 0,305

4.5 Asignaciones taxondmicas basadas en secuencias ITS

La amplificacion por PCR con las combinaciones de cebadores para la region ITS dio como
resultado la deteccion de 7 filos fangicos (Fig. 36). Los filos més representativos
pertenecen a Ascomycota y Basidiomycota. De forma general, el 70% corresponde a
los Ascomycotas, cerca del 25% a los Basidiomycotas, el 3% no ha sido identificado y
menos del 1% corresponde a los Mortierellomycotas. Los otros filos identificados en
porcentajes menores a la unidad son: Chytridiomycota, Glomeromycota, Kickxellomycota
y Mucoromycota. Al comparar la presencia porcentual de estos filos se observa que los
resultados se asemejan en suelo y esporas, pero difieren a los porcentajes de raiz. Se puede
inferir que en las muestras de raiz existe mayor abundancia de Ascomycotas. Sobre los filos
méas predominantes, 598 ASVs corresponden al filo Ascomycota, de los cuales se
identificaron 148 géneros. 305 ASVs corresponden al filo Basidiomycota, de los cuales se
identificaron 63 generos. Estos valores indican un fuerte sesgo de los amplicones hacia los
filos Ascomycota y Basidiomycota en el conjunto de datos obtenidos
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Figura 36. Gréafico de barras de la abundancia relativa de los diferentes filos por origen de
muestra.

En cuanto a las clases, de las 27 identificadas (912 ASVs) hay 3 que predominan en las
muestras de suelo y esporas, pero en raiz hay una cuarta clase abundante presente, que en
total representan cerca del 95% de la abundancia total de clases encontradas. La clase méas
abundante es Dothideomycetes, seguido por las clases Agaricomycetes, Eurotiomycetes y
Sordariomycetes. El 5% restante lo conforman las clases Malasseziomycetes,
Saccharomycetes, Tremellomycetes, Mortierellomycetes, Cystobasidiomycetes, un grupo
no identificado, entre otras en porcentajes inferiores a 1% (Fig. 37).
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Figura 37. Gréfico de barras de la abundancia relativa de las diferentes clases por origen
de muestra.

De los 58 érdenes identificados 9 predominan con un total de 873 ASVs. Cerca del 50%
corresponde a los Pleosporales, un 25% corresponde a los Polyporales, otro 20%
corresponde a los Eurotiales, y un 5% incluye los 6rdenes Chaetothyriales, Cantharallales,
Malasseziales, entre otros. Los 6rdenes Hypocreales y Botryosphaeriales estan presentes
en porcentajes significativos en las muestras de raiz a diferencia de las muestras de suelo
y esporas. Del mismo modo el orden Geastrales esta presente en porcentajes significativos
en las muestras de suelo y esporas (Fig. 38).



56

0 | |

T T L DL e T ——— P [

Relative Abundance

[ [aT— pr—— o_chastomnynaies [l o__welasseziaies
order [l o o o o - [ .
Bl o_cuoiaes [l Not_ssioned W ones

Figura 38. Grafico de barras de la abundancia relativa de los diferentes 6rdenes por origen
de muestra.

Hay diferencias mas marcadas entre las muestras de suelo y espora en comparacion con
raiz. En comdn las 3 familias mas abundantes en orden descendente son: Didymellaceae,
Fomitopsidaceae y Trichocomaceae. Estas tres familias representan cerca del 90% en suelo
y espora, mientras en raiz oscilan entre el 60 y 90%. Subsecuente, otras familias abundantes
son Aspergillaceae, Trichomeriaceae y Ceratobasidiaceae. En contraste con las muestras
de suelo y espora, en raiz las familias Nectriaceae y Morosphaeriaceae también representa
un porcentaje significativo llegando en ciertas muestras a representar cerca del 20% de
abundancia (Fig. 39).
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Figura 39. Grafico de barras de la abundancia relativa de las diferentes familias por origen
de muestra.
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En lo que respecta géneros, 219 se encontraron en total en el conjunto de datos de los tres
tipos de muestra (652 ASVs). Se puede observar que cerca del 50% de los géneros no
fueron detectados por los cebadores empleados. El otro 50% de las muestras de suelo y
espora se distribuye un 25% en el género Antrodia, un 15% en el género Talaromyces, y
un 10% en los géneros Penicillium, Rhizoctonia, Malassezia, Geastrum y todos los géneros
reconocidos restantes. En lo concerniente a raiz, hubo diferencias sustanciales, los géneros
detectados también oscilan el 50%, con la diferencia que los géneros Lasodiplodia,
Neocosmospora y Fusarium representan en ciertas muestras hasta el 25% de la abundancia
relativa (Fig. 40).
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Figura 40. Grafico de barras de la abundancia relativa de los diferentes géneros por origen
de muestra.

Estas gréaficas contribuyeron a describir la distribucién de la diversidad de los filos
Ascomycota y Basidiomycota, quienes destacan en cuanto a la abundancia de todos los
hongos presentes en la rizosfera del cacao nacional en el Litoral.

Pese a lo que algunos autores sefialaron en sus investigaciones sobre la especificidad de los
cebadores empleados, no fue posible encontrar una abundancia predominante
de Glomeromycotas en el conjunto de datos total. EI nimero de secuencias pertenecientes
a Glomeromycota dentro de los datos oscila cerca del 0,01% de las secuencias analizadas.

En paises vecinos como Brasil, una compilacion de 74 articulos nacionales dio como
resultado una lista de 164 especies de HMA y concluy6 que las especies de HMA no son
especificas de la planta huésped, sino que son seleccionadas por las condiciones
ambientales donde crece el huésped. Sin embargo, pocas especies como: Acaulospora
scrobiculata, Acaulospora foveata, Acaulospora mellea, Clareoideglomus etunicatum y
Glomus macrocarpum son ubicuas y se adaptan a diferentes manejos. Por lo tanto, estas
especies podrian ser utilizadas como in6culos de HMA en los distintos tipos de manejo
agronémico (Winagraski et al., 2019).
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Por otro lado, en paises como Colombia, se han realizado aislamientos de hongos de la
rizosfera del cacao y algunas cepas se han caracterizado por tener funcionalidad amilolitica,
proteolitica y actividad solubilizadora de fosfatos (Leiva, Osorio & Ramirez, 2013).

En paises como México y Venezuela, el agroecosistema cacao es considerado un area de
investigacion con potencial biotecnoldgico debido a la presencia de hongos del orden
Hypocreales que actan como agentes de control biolégico de enfermedades vegetales.
Mismo orden que representa cerca del 20% de la rizosfera del cacao estudiado (Sosa et al.,
2011; Torres-De La Cruz et al., 2015).

Otros estudios de ascomicetos ubicuos sugieren que varios hongos de la familia
Didymellaceae son enddéfitos o saprofitos, con el potencial de coexistir con diferentes
patdgenos y yacen en distintos cultivos, como la vid (Del Frari et al., 2019).

Se realiz6 un analisis de gremios utilizando la base de datos UNITE. Se encontraron 18
ASVs en total correspondientes a hongos micorricicos arbusculares de los 3 tipos de
muestras provenientes de las fincas, todos los ASVs miembros del phylum
Glomeromycota. Se puede observar en la siguiente tabla que existe mayor abundancia de
micorrizas arbusculares en las fincas sin intervencion ( ) en comparacion a las semi
intervenidas (verde).

Tabla XI1. Abundancias totales para los HMA. (E= Espora, R = Raiz, S = Suelo).

Zarli‘ta)rrgonm V(i)elj!: Edéne Amelr_iiana Virginiae  San José Taxonomia

S ERSERSER S E R SER S E R

0 0 0O COO0OOOO OO O 3 0O0O0O0O 0 0 |p_Glomeromycota

6 0 0 11 2 000 O 1 2 00 5 5 3 0 |c_Glomeromycetes

0 0 0O COO0OOOO OO O O O0O0OO 1 0 O |o_Diversisporales

0 0 0O COO0OOOZ2 Q0 0 O OOO O 0O 0 |o_Glomerales

5 0 2 717 5 1 0 0 0 3 0 0 021 4 8 81 |f_ Glomeraceae

117 3 1 C0 0 00O O O O O OO O O O O |g_Archaeospora

1 0 0 COOOOO O O O 10 0 O O O |g_Dbiversispora

00 0 COO0OO0OOOTO O O O 11 1 0 0 O |g_Dominikia

0 0O 0O COO0OOO2 0 O O OOTZ114O0 0 O |g_Glomussp.

0 0 0O COOOOOT11 1 1 000 0 0 0 |g_Septoglomus

0 0 0O COOOOO O O O 100 O O O |s_Dominikia_bernensis
0 0 0O COO0OOOO O O O 01 7 0 0 O |s_Dominikia_disticha
0 0 0O COO2100O0O O 2 100 0 0 O [s_Glomus aggregatum
0 0 0 COO0OOOTO OO O O OO O 0O 0 8 |s_Kamienskia perpusilla
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0 0 0O COOOOO O 1 3 0 O0O0O0 3 0 3 |s_Pacispora scintillans

0 0 0O CO OOOT O O O 46 0 0 0 0 2 28|s_Rhizophagus custos

0 0 0O COOOOTU O 2 0 0 O0O0OO O 0 O [s_Rnhizophagus diaphanus
0 0 0O CO OOOT O O 0 8 00 0 0 1 20/|s_Rnhizophagus fasciculatus
23 3 3 €18 7 2 0 29 4 8 136 4 2 48 13 14 140|Total

De las muestras correspondientes a HMA, se logré identificar el filo Glomeromycota, la
clase Glomeromycetes, la familia Glomeraceae y los géneros Archaeospora, Diversispora,
Dominikia, Glomus y Septoglomus, siendo Glomus el mas abundante seguido de
Archaeospora. A nivel de especie se identificaron 8 HMA, siendo Rhizophagus
fasciculatus la més abundante, seguida de Rhizophagus custos y Pacispora scintillans. Se
observa un fuerte sesgo de los amplicones hacia los géneros Rhizophagus y Glomus en el
conjunto de datos obtenidos (Tabla XII1).

Tabla XI11. Abundancia total de los HMA identificados con la base de datos UNITE.

Sistema Clasificacion
Semi intervenido Sin intervencion ~ Taxonomia
0 3 Filo Glomeromycota
11 15 Clase Glomeromycetes
0 1 Orden Diversisporales
2 0 Orden Glomerales
29 125 Familia  Glomeraceae
15 0 Género Archaeospora
2 0 Género Diversispora
3 0 Género Dominikia
41 0 Género Glomus sp.
0 3 Género Septoglomus
1 0 Especie Dominikia bernensis
8 0 Especie  Dominikia disticha
2 2 Especie  Glomus aggregatum
0 8 Especie  Kamienskia perpusilla
0 10 Especie  Pacispora scintillans
0 76 Especie  Rhizophagus custos
0 2 Especie  Rhizophagus diaphanus
0 103 Especie  Rhizophagus fasciculatus
114 348 Total
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Especies de los géneros Acaulospora, Ambispora, Claroideoglomus, Diversispora,
Funneliformis, Gigaspora, Glomus, Pacispora, Rhizophagus, Paraglomus, Archaeospora
y Scutellospora, ya han sido reportadas anteriormente en sistemas agroforestales y los
Andes del Ecuador (Lojan et al., 2017; Moina-Quimi et al., 2018). En algunos casos se ha
reportado que la riqueza de la comunidad de HMA es independiente del entorno abidtico
explicado tan solo en un 20% aproximado, pero si esta relacionada con el microbioma de
la plantay las propiedades quimicas de la planta (Goldmann et al., 2020). Siete taxones son
nuevos registros para Ecuador y para los sistemas agroforestales de plantaciones de cacao:
P. scintillans, R. diaphanus, R. fasciculatus, R. custos, D. disticha, M. perpusilla y D.
bernensis.

Se generaron mapas de calor que ilustran la abundancia relativa de las ASVs indicadoras
de hongos utilizando el paguete microViz en R (Fig. 41).
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Figura 41. Mapa de calor que representa los hongos méas abundantes que se encuentran en
a) suelo b) raiz y c) esporas de la rizosfera del cacao. El color de cada rectangulo del mapa
de calor indica la abundancia de la unidad taxonémica operativa (OTU) de hongos
correspondiente, como se muestra en la leyenda.

Las comunidades de hongos en la rizosfera de cacao en la zona estudiada se caracterizaron
por el dominio de unos pocos hongos, sobre muchos ASV subordinados. La mayoria de las
ASVs se observaron en todos los grupos de muestras, pero su abundancia varié entre ellos.
ASV1, ASV2 y ASV3 destacaron como los hongos predominantes en los 3 tipos de
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muestras de la rizosfera. ASV4, ASV5, ASV7 y ASV8 también predominan en menor
abundancia en los 3 tipos de muestras. ASV20 se asoci6 preferentemente con la muestra
de suelo. ASV 6, ASV11, ASV10, ASV22, ASV30y ASV35 se asociaron a la muestra de
raiz (Fig. 41b). Ningin ASV conservo el mismo patron de distribucion en los 3 tipos de
muestras. Sin embargo, existe una semejanza en el caso de ASV1y ASV2 en las muestras
de suelo y esporas (Fig. 41a y 41c), resultando asi en una similitud de la estructura de
hongos entre las muestras de suelo y esporas, y una disimilitud con la muestra de raiz, lo
que indica que los tipos de muestra de la rizosfera tienen una composicién distinta de la
comunidad de hongos.

Como ultimo paso, se realizd un analisis discriminante lineal (LDA) de los génerosy ASVs
mas abundantes en cada condicion para el factor mas significativo que es el origen (espora,
suelo y raiz; p=0,01) para estimar el tamafio del efecto de cada caracteristica
diferencialmente abundante (LefSe).

El gréfico de barras de las puntuaciones de LDA identifica que ASVsy géneros entre todos
los detectados como estadistica y biologicamente diferenciales explican las mayores
diferencias entre comunidades a través del tamafio del efecto de las diferencias observadas
entre las comunidades fungicas (Fig. 42).

LEfSe detectdé 23 ASVs que mostraban diferencias estadisticamente significativas y
bioldgicamente consistentes en los tipos de muestra extraida con puntajes LDA de al menos
2. El ASV1 perteneciente a la familia Didymellaceae (Tabla X1V) fue detectado por LEfSe
con una puntuacion superior a cuatro 6rdenes de magnitud LDA, lo que refleja una marcada
abundancia en muestra de esporas. De los 23 ASVs con una puntuacion LDA alta, 15
corresponden a esporas, 7 araiz y 1 a suelo (Fig. 42a).
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Figura 42. Gréfico de barras de las puntuaciones de LDA calculadas para los a) ASVs 'y
b) géneros con caracteristicas diferencialmente abundantes entre el tipo de muestra.

Ademas, LEfSe detectd 14 géneros fingicos que mostraban diferencias estadisticamente
significativas y bioldgicamente consistentes en los tipos de muestra extraida con puntajes
LDA de al menos 2. El género con una puntuacion LDA muy alta (mas de cuatro érdenes
de magnitud) perteneciente a la familia Didymellaceae (Tabla XIV) refleja una marcada
abundancia en muestra de esporas. De los 14 géneros con una puntuacién LDA alta, 8
corresponden a esporas, 5 araiz y 1 a suelo (Fig. 42b).

El puntaje LDA de LEfSe reordena de manera mas informativa estos taxones en relacién
con los valores P encontrados por origen de muestra. Todo esto nos permite conocer cuales
son los hongos significativamente mas abundantes (p<0.05).

En la tabla a continuacién se incluye la informacién taxondémica de los ASVs mas
predominantes que arrojaron las gréaficas de mapas de calor por tipo de muestra (Fig. 41) y
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las gréficas LDA (Fig. 42). Esta informacion es complementaria a las gréficas de
abundancia relativa y especifica sobre los ASVs predominantes, entre los cuales sobresalen
Ascomycotas con las familias Didymellaceae y Trichocomaceae y por el lado
Basidiomycota, la familia Fomitopsidaceae.

En la tabla XIV se observa que pese a que se empleara la base de datos UNITE
(http://unite.ut.ee), que contiene informacion seleccionada y validada, aun faltan datos para
muchos de los hongos estudiados, seguramente incluidos las micorrizas arbusculares, las
cuales son de interés en esta investigacion.




Tabla XIV. Identificacion taxonémica de los ASVs predominantes correspondiente a los mapas de calor y puntuacion LDA.

Taxo Kingdom Phylum Class Order Family Genus Species
ASV_1 Fungi Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymellaceae NA NA
ASV_2 Fungi Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Fomitopsidaceae Antrodia neotropica
ASV_3 Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Talaromyces NA
ASV_4 Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Penicillium corylophilum
ASV_5 Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales Trichomeriaceae NA NA
ASV_6 Fungi Ascomycota Dothideomycetes Botryosphaeriales Botryosphaeriaceae Lasiodiplodia NA
ASV_7 Fungi Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae Rhizoctonia floccosa
ASV_8 Fungi Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymellaceae NA NA
ASV_9 Fungi Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Fomitopsidaceae Antrodia neotropica
ASV_10 Fungi Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Neocosmospora falciformis
ASV_11 Fungi Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Morosphaeriaceae NA NA
ASV_12 Fungi NA NA NA NA NA NA
ASV_14 Fungi NA NA NA NA NA NA
ASV_15 Fungi Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Saccharomyces paradoxus
ASV_17 Fungi NA NA NA NA NA NA
ASV_18 Fungi Basidiomycota  Malasseziomycetes Malasseziales Malasseziaceae Malassezia restricta
ASV_20 Fungi Basidiomycota Agaricomycetes Geastrales Geastraceae Geastrum NA
ASV_21 Fungi Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae Rhizoctonia floccosa
ASV_22 Fungi Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Bionectriaceae Clonostachys NA
ASV_25 Fungi Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales NA NA NA
ASV_27 Fungi Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Morosphaeriaceae Acrocalymma fici
ASV_28 Fungi Ascomycota Sordariomycetes Microascales Ceratocystidaceae Ceratocystis euricoi
ASV_30 Fungi Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium waltergamsii

66
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Si bien la informacion que brindan los métodos tradicionales es util, la identificacion de
especies basado en su ADN es potencialmente complementaria y hasta sustitutiva, ya que
muchos hongos no pueden identificarse en su fase vegetativa. Pero todavia se carece de un
método de barcoding de ADN aceptado especificamente para hongos, sumado a los
problemas de calidad para los cddigos de barras de hongos, ya que los datos de secuencia
a menudo se derivan de material identificado incorrectamente, mas la falta de
comprobantes y las anotaciones de terceros en la base de datos de secuencias, y la probable
existencia de una gran cantidad de especies no descritas y caracterizadas.

Ademas, las longitudes desiguales de estos ITS inducen errores y sesgos, como la
amplificacion y la secuenciacion preferenciales, lo que a menudo conduce a una estimacion
incorrecta de la abundancia.

Pese a ello, la region nuclear ITS del ADNr se usa cominmente para hongos desde hace
mucho tiempo, sin embargo, estudios sugieren que hay especies de hongos estrechamente
relacionados, entre ellas las micorrizas arbusculares, que se encuentran en mayores
proporciones o son mas identificables en otros fragmentos de la region del ADNr (Krlger
et al., 2009; Stockinger, Kriiger & SchiiBler, 2010). Por ello, puede resultar conveniente
analizar un fragmento mas largo, que cubra una parte de la SSU, la region ITS y parte de
la LSU.

En su investigacion, (Stockinger, Kriiger & Schifler, 2010) concluyé que en estudios
donde se investigan otros grupos de hongos junto con la diversidad de HMA, el fragmento
ITS2 es una buena alternativa y se puede amplificar con cebadores establecidos.

Hasta el presente, se siguen disefiando nuevos cebadores ITS prometedores capaces de
amplificar y distinguir la comunidad fungica del suelo completa hasta niveles de especie
con cada vez menos sesgo. Se recomienda como un punto de referencia mas sélido a nivel
de especificidad, la implementacion de fragmentos que abarquen el ARNr fungico de
longitud completa en bases de datos seleccionadas por expertos. La seleccion oportuna de
primers pondra a disposicion la diversidad y la cuantificacion de hongos en la rizosfera,
inclusive de hongos promisorios como los HMA.
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CAPITULO 5

Conclusiones y recomendaciones

De forma general, los HMA estan presentes en todas las plantaciones de cacao estudiadas.
La estructura de la comunidad de estos hongos obtuvo una variacion significativa entre sus
sistemas de manejo agronémicos pese que este cultivo no maneja productos agroquimicos
en exceso en los sistemas semi intervenidos.

El porcentaje de colonizacion de la raiz vario entre 34,7 y 66,5%, para las fincas sin
intervencion y entre el 13,3 y 46,2%, para fincas semi intervenidas encontrando una
correlacion negativa entre el porcentaje de colonizacion y la disponibilidad de fésforo, lo
cual fue comun en las plantaciones fertilizadas.

La densidad de esporas varié entre 387 y 472 esporas por 100 gramos de suelo sin
intervencion y entre 153 y 444 esporas por 100 gramos de suelo semi intervenido y fue
mayor en las plantaciones viejas que las mas jovenes.

La diferencia promedio del 20% en el porcentaje de colonizacion y la densidad promedio
superior a 100 esporas por 100 gramos de suelo entre los dos sistemas de las tres provincias
aportan a la disminucion de las brechas de informacion en el sector agricola cacaotero del
litoral ecuatoriano, siendo parte de un bioindicador de la salud del suelo y el nivel de
intervencion antropogénica.

Otros factores que influyen en la colonizacion micorricica y la densidad de esporas son: la
composicion fisicoquimica del suelo, en especifico su contenido de: materia orgénica,
fosforo, nitrogeno, calcio, hierro, cobre y manganeso.

Las caracteristicas morfoldgicas de las esporas encontradas en los dos sistemas asociados
al cacao no distan mucho en cuanto a los géneros presentes encontrados. 12 géneros de
HMA fueron observados en los sitios evaluados. El género Glomus fue el més abundante
en todas las zonas de estudio. Otros géneros como Archaeospora y Scutellospora estan
presentes en menor abundancia y distribucion en la zona estudiadas. EI género Racocetra
solo fue encontrado en la provincia del Guayas.

Se identificaron un total de 1019 secuencias de ADN individuales o variantes de secuencia
de amplicon (ASVs), de las cuales 18 ASVs correspondieron a HMA. Estos hongos
micorrizicos arbusculares coexisten en simbiosis con una diversidad grande de hongos del
filo Ascomicetos y Basidiomicetos, caracterizando al cacao como una planta micoétrofa.
Ademas, se reportan siete taxones nuevos para Ecuador y para los sistemas agroforestales
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de plantaciones de cacao, los cuales son: P. scintillans, R. diaphanus, R. fasciculatus, R.
custos, D. disticha, M. perpusilla 'y D. bernensis.

No se detecto ningun efecto del tipo de intervencién del suelo sobre la comunidad de los
hongos de la rizésfera del cacao mediante un analisis de similaridad. Sin embargo, se
observd que las comunidades de HMA fueron mas diversas y abundantes en las fincas sin
intervencion. Concluimos que el sistema semi intervenido tiene un efecto negativo sobre
la biodiversidad y abundancia de la comunidad de hongos en el litoral ecuatoriano.

Este estudio contribuye con informacion actualizada sobre la composicion y el
comportamiento de la micobiota en la rizosfera de cacao ecuatoriano y la region, a fin de
facilitar y complementar los esfuerzos por encontrar las practicas mas convenientes para
este tipo de cultivos con la mira a agrosistemas sustentables y disminuir las brechas de
informacion del sector. Esta informacion también sirve como nexo e historial para nuevos
estudios con enfoque en la biogeografia de los hongos identificados a fin de sacarle
provecho al manejo de la simbiosis de los mismos en la produccién de cacao.

Para mejorar y profundizar este tipo de estudio se recomienda considerar fragmentos de
ADNr mas largos que cubran otras regiones ademas de las seleccionadas en esta
investigacion. Ademas, para confirmar los hallazgos de esta investigacion se recomienda
realizar mas estudios semejantes en la region Costa ecuatoriana, con plantaciones de cacao
gque manejen ambos sistemas o que abarque otros para ampliar la informacion. Por otro
lado, reportado el efecto negativo de la intervencion de agroquimicos, se recomienda
promover el uso de abonos a base de microrganismos benéficos como las micorrizas
arbusculares para el manejo y cuidado de cultivos de T. cacao en reemplazo gradual de los
fertilizantes sintéticos, con el fin de preservar la diversidad de estas especies en la rizosfera
y mantener su abundancia.
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ANEXOS
ANEXO A: Calculos Estadistico RStudio - Densidad de esporas.
ANOVA multifactorial: Densidad de Esporas, Provincia y Sistema.

Sum

Variables Df F value Pr(>F)
Cuadrados

Provincia 403141 2 122,10 0,00002214

Sistema 271700 1 164,58 0,0001109

;r;"””c'a:s'“e 328855 2 99,60 0,0001313

Residuals 1386728 84

ANOVA de 1 factor: Densidad de esporas y provincia.

Variables Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
Provincia 2 403141 201570 8,82 0,000324
Residual 87 1987283 22842

S

Prueba de comparacion de medias para densidad de esporas entre provincia.

Multiple Comparisons of Means: Tukey

Contrasts
Guayas Los Rios Manabi
llabll llall llbll

ANOVA de 1 factor: Densidad de Esporas y Finca.

Variables Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)

Finca 5 1003696 200739 12,16 0,0000000071
4

Residual 84 1386728 16509

S

Prueba de comparacion de medias para densidad de esporas entre finca.

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts



Berto . La Olla . L
Zambrano Eden Americana  Vieja SanJose  Virginia
"b" "a" "b" "b" "b" "b"

ANEXO B: Célculos Estadistico RStudio - Porcentaje de micorrizacion.

Anova multifactorial: Colonizacion, Provincia y Sistema.

Variables SumSq  Df F value Pr(>F)
Provincia 15588 2 497,76 1,47E-12
Sistema 16689 1 1.065,87 <2,2e-16
Tipo 49254 3 1.048,55 <2,2e-16
Provincia:Sistema 9322 2 297,67 8,74E-08
Provincia:Tipo 3413 6 36,32 0.002724
Sistema: Tipo 4101 3 87,30 3,54E-02
Provincia:Sistema:Tip 7268 6 77,36 8,49E-04
0

Residuals 15032 96

ANOVA de 1 factor: Colonizacion y finca.

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
Finca 5 41599 8320 12 2,44E-09
Residual 414 79067 694

Prueba de comparacion de medias para colonizacién entre finca.

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Berto Zambrano  Edén La Americana Olla San Virgini
Vieja José a
"ab" "a"  "bc" "b" "c" "bc"

ANOVA de 1 factor: Colonizacion y provincia.

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
Provincia | 2 15588 7794 9 0,000306
Residual ), 105078 898

S



Prueba de comparacion de medias para colonizacidn entre provincia.
Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts
Guayas Los Rios Manabi
Ilbll llall llall

Tabla XV. Matriz de correlacion de Pearson.

Variables Colonizacion  No. Esporas B Ca CaMg CaMgK Cu Fe K Mg Mg.K Mn NH4 P pH s T Bases Zn
Colonizacién 1.000 0.5420 -02622 07377 09402 04171 -04373 -05595 -04062 -04932 02375 08460 08008 -0.8193 04913 03605 04762 -02222
No. Esporas 0.5420 1.000 -0.5940 09508 04117 -0.0060 -0.9845 -0.9771 04056 04011 -0.1510 06305 05652 -0.4184 04390 05910 08716 -0.2781
B 02622 -0.5940 1000 -08417 03196 00267 05626 07214 -043%0 -02936 01620 -03270 -03438 02034 04383 02019 -06833 08310
Ca 0.7377 0.9506 -06417 1000 06374 01132 -09147 -09490 02233 01642 -0.0667 0.8072 06477 -06172 03920 04837 09368 -0.4077
CaMg 0.9402 0417 03196 06374 1000 06580 -02956 -04767 -0.5691 -06513 04062 07193 06618 -00080 02915 00555 03317 -04431
CaMg.K 04171 -0.0060 00267 01132 06589 1000 00¢86 -00714 -0.8016 -0.7302 09786 00718 00858 -0.7283 01297 -03331 -0.1731 -0.3865
Cu 04373 -0.9845 05626 -09147 02956 00986 1000 09379 -05028 -05075 02276 -06130 -04321 03579 -04253 06006 -09774 02476
Fe -05505 -0.9771 07214 -00490 -04767 -00714 09379 1000 -0.3661 -0.3368 00839 -05826 -06159 04311 -02910 04432 -09505 04277
K -0.4062 0.4056 -04390 02233 -0.5691 -0.8016 -05028 -0.3661 1000 09666 -0.8066 -0.0464 -0.1075 0.5556 -0.1981 02703 05458 -0.0213
Mg -04932 04011 02936 01642 -06513 -07302 -05075 -03368 00666 1000 -0.7023 -0.1587 -01972 05782 -00721 03385 04074 00979
Mg.K 02375 -0.1510 0.1620 -0.0667 04962 09786 02276 00839 -0.8066 -07023 1000 -D.1081 -0.0676 -0.5993 00907 -03819 -0.3239 -0.2909
Mn 0.8460 0.6305 -03270 08072 07193 00718 -06130 -05826 -0.0464 -01587 -0.1061 1000 05468 -07286 04485 04470 06602 -02283
NH4 0.8009 0.5652 -0.3438 08477 06618 00958 -04321 -06159 -0.1075 -0.1972 -0.0676 05468 1.000 -0.3573 0.3942 04863 05044 -0.0379
P -0.8193 -0.4184 02034 -06172 -0.0080 -0.7283 03579 04311 05556 05782 -0.5093 -0.7286 -0.3573 1.000 -0.3742 -0.0497 -03325 0.4436
pH 04913 0.4390 04383 03920 02015 01207 -04253 -02010 -0.1981 -00721 00007 04486 03942 -03742 1000 08617 02081 05733
s 0.3605 0.5910 02019 04837 0.0555 -0.3331 -06006 -04432 02703 03385 -0.3919 04470 04863 -0.0497 08617 1.000 05329 05959
€ Bases 04762 0.9716 -06833 00368 03317 01731 -09774 -09505 05458 04974 -03230 06602 05044 -03325 02981 05320 1000 -0.3358

Zn -0.2222 -0.2781 08310 -04077 -04431 -0.3865 02476 04277 -0.0213 00979 -02909 -02283 -00379 04436 05733 05959 -03358 1.000
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