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MULTIPLICACION MASIVA DE HONGOS MICORRICICOS
ARBUSCULARES DE SUELOS CULTIVADOS CON CACAO
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Corazon-Guivin?, Javier Ormefio Luna®, Christopher I. Paredes?, Jorge Saavedra®, Juan C.
Tuesta®, Oscar A. Tuesta®, M.M. Alguacil*, Alejandra G. Becerra® y César Marin®

RESUMEN

La multiplicacién de esporas de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) es una limitante para las aplicaciones agricolas como
biofertilizantes. En el presente estudio se realizd la multiplicacion masiva de HMA procedentes de fincas de cacao (Theobroma
cacao L.) en la regiéon de San Martin, Perd, para optimizar su manejo y produccién de esporas en condiciones ambientales
controladas. Se disefié un experimento en condiciones de invernadero, con un disefio completamente al azar, considerando tres
fuentes de inoculo de HMA obtenidas en las provincias de Mariscal Céceres, Lamas y Rioja, en dos periodos de tiempo (110 y
220 dias) y dos cultivos hospedantes (maiz y arroz). Este material fue mezclado con un volumen de arena y tres de tierra agricola,
que fueron colocadas en cajones; transcurrido el periodo de tiempo se evalud la poblacién de esporas, colonizacién micorricica,
altura de la planta hospedante y peso seco de la parte aérea y de la raiz. La multiplicacién de HMA a los 220 dias, procedente de
Mariscal Caceres usando arroz como planta hospedante, demostr6 ser la mas adecuada para la multiplicacion de los HMA. El
arroz actu6 como un huésped adecuado y pudo multiplicar un mayor nimero de esporas. Se concluye que esta combinacién puede
ser utilizada como una metodologia de propagacién masiva de HMA debido a su gran capacidad para reproducirse.
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ABSTRACT

Multiplication of arbuscular mycorrhizal fungi isolated from cocoa cultivated soils

The multiplication of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) spores is a limitation for agricultural applications as biofertilizers. In
the present study, a massive multiplication of AMF from cocoa farms (Theobroma cacao L.) in the San Martin region, Peru, was
carried out to optimize their handling and spore production under controlled environmental conditions. The experiment was
conducted under greenhouse conditions in a completely randomized design, considering three sources of AMF inoculum obtained
in the provinces of Mariscal Céceres, Lamas and Rioja, in two periods (110 and 220 days) and two host crops (maize and rice).
This material was mixed with one volume of sand and three volumes of agricultural soil, which were placed in crates. At the end
of the periods, the population of spores, mycorrhizal colonization, height of the host plant, and the dry weight of the aerial part
and root were evaluated. Rice acts as a suitable host and multiplies a greater number of AMF spores. The treatment based on the
mycorrhizal inoculum from Mariscal Céaceres multiplied with rice plants at 220 days, presented the highest population of spores.
Therefore, it could be used as a methodology for massive propagation of AMF due to its great reproduction capacity.

Additional keywords: AMF genera, inoculum, massive multiplication, Oryza sativa, Zea Mays
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El cacao es uno de los principales cultivos
agricolas que genera ingresos para el pueblo
peruano y otros paises del mundo, en Per(
representa un sustento de medio de vida para
pequefios productores que buscan un desarrollo
sostenible (ICO, 2014; Moreno et al., 2020) como
resultado de la productividad del suelo y los
cultivos, al tiempo que se conservan los
ecosistemas y la biodiversidad (Muthukumar y
Udaiyan, 2002; ljdo et al., 2010). En diversas
ocasiones, la sostenibilidad se ve amenazada por
malas practicas agricolas debido al uso exagerado
de fertilizantes quimicos. Una forma potencial de
reducir este impacto negativo, se basa en el uso de
los microorganismos del suelo como es el caso de
los hongos HMA, que forman una asociacion
mutualista con las raices de la mayoria de las
plantas hospedantes, aumentando la
biodisponibilidad de nutrientes clave para los
cultivos, restableciendo la fertilidad del suelo,
reduciendo el impacto negativo de los fertilizantes
guimicos en el ambiente (Rashid et al., 2016). Por
tanto, los HMA pueden incrementar el
crecimiento y la productividad de las plantas
(Klironomos, 2003; Smith y Read, 2008).

La produccion masiva de esporas de HMA
siempre ha sido una limitante para la aplicacion y
uso  permanente en  diversos  cultivos,
particularmente en el caso del desarrollo de
plantones de cacao con alta calidad selectiva. Las
dificultades para obtener grandes cantidades de
in6culo de HMA vy la explotacion comercial
todavia esta en investigacion inicial (Kadian et al.,
2013). Las poblaciones de esporas de HMA en
cantidad y calidad, dependen de las diferentes
practicas de su propagacién, cultivos de
procedencia, caracteristicas de los suelos de los
inoculos, las condiciones ambientales, sustratos y
tipo de hospedante (Kadian et al., 2018). El
método de multiplicacion en macetas con cultivos
hospedero y suelo, es ampliamente utilizado por
estar al alcance de los productores cacaoteros y
especialmente por ser natural y menor costo, con
capacidad de producir grandes cantidades de
in6culos altamente eficientes en la colonizacion
micorricica de las raices de las plantas (Schlemper
y Stirmer, 2014; Selvakumar et al., 2018). Los
hospedantes, son otro de los factores importantes
para la multiplicacion masiva de los hongos, razén
por la cual la eficiencia de la propagacion de
micorrizas varia segun la planta huésped utilizada

(Gaur y Adholeya, 2002).

Este trabajo de investigacion se llevé a cabo a
partir de suelos rizosféricos obtenidos de tres
fincas de cacao procedentes de tres provincias de
la region de San Martin. Los propagulos
procedentes de  dichos  suelos  fueron,
multiplicados en condiciones de vivero empleando
como cultivos hospederos maiz y arroz, con el
objetivo de obtener una produccién masiva de
esporas de HMA procedentes de fincas de cacao
(Theobroma cacao L.) en la region San Martin,
Perd.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El estudio de multiplicacion
masiva de HMA vy las evaluaciones morfolégicas
de las plantas hospedantes se llevd a cabo en el
invernadero experimental de la Universidad
Catolica Sedes Sapientiae (UCSS), provincia de
Rioja y region de San Martin (Per(), con
coordenadas geograficas de 5°56' Sy 77°18' W, a
una altitud de 870 msnm.

Recoleccion de muestras de suelo. Se
identificaron tres zonas productoras de cacao en
las provincias de Mariscal Caceres, Lamas y Rioja
con altitudes de 329, 702 y 905 msnm
respectivamente, y edades entre 7 a 9 afios. Estas
parcelas estuvieron asociadas a arboles de sombra
como Calycophyllum spruceanum, Guazuma
crinita, Schizolobium  amazonicum, Musa
paradisiaca e Inga edulis y presentaban un
sistema de manejo organico con aplicacion de
compost a plantas de cacao a razén de 2 kg por
afio. Previo a la toma de suelo rizosférico con
esporas de HMA se realizaron ensayos
preliminares para corroborar la presencia
micorrizica; por lo tanto, se colectaron tres
muestras de suelo de la rizésfera por cada
provincia. Los suelos rizosféricos colectados en
cada provincia fueron caracterizados para
determinar sus propiedades fisicas y quimicas
(Cuadro 1). Cada muestra rizosférica se recolectd
en bolsas de cloruro de polivinilo esterilizadas, a
razén de 33 kg considerando un radio de 30 cm
del tallo de la planta de cacao y una profundidad
de 20 cm (Vallejos et al., 2019, 2022) y se
transportd inmediatamente al laboratorio donde se
conservd en refrigeracion a 4 °C hasta su uso. El
recuento inicial de esporas en las muestras se
evalu6 utilizando el método de tamizado hiimedo
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y decantacion propuesto por Daniels y Skipper
(1982), seguido por el método de centrifugacion
de sacarosa segun la metodologia de Utobo et al.
(2011).

Se instalaron dieciocho cajas de madera, con
dimensiones de 0.4 m de ancho, 0,6 m de largo y
0.30 m de altura, cubiertas con plastico negro.

Cada tratamiento estuvo compuesto por 27,5 kg de
una mezcla homogénea (sustrato) de 16,5 kg de
suelo rizosférico y 11 kg de arena esterilizada en
autoclave (131 °C y 1,5 MPa durante 2 horas).
Cada repeticion contenia 5.500 g de indculos de
HMA (Cuadro 2).

Cuadro 1. Caracterizacion de los sustratos empleados en la multiplicacion de HMA

Procedencia H C.E. MO N P K CIC

del sustrato P (dS-m™) (%) (%) (mg-kg™) (mg-kg™) (cmol-kg™)
Mariscal Céaceres 6,70 0,25 2,31 0,10 5,27 100,50 23,77
Lamas 5,99 0,09 3,85 0,18 6,78 143,50 23,27
Rioja 6,01 0,09 420 0,19 19,18 43,00 19,02

Cuadro 2. Procedencia de indculos utilizados en el estudio y recuento inicial de esporas de los
cultivos empleando 5.500 g-caja™ de indculo en ambos cultivos

Procedencia
del sustrato

Coordenadas geograficas

Conteo inicial de esporas en
100 g suelo

Mariscal Caceres

6°26'18"S; 76°47' 33" W

167,18 + 29,31

Lamas 6° 26' 25" S; 76° 36' 40" W 173,72 + 69,56
Rioja 5943'23" S; 77°29' 20" W 163,44 + 11,35
Disefio experimental, preparacion y hospedante, con la finalidad de estimular la

caracterizacion de sustratos. Se utilizé un disefio
completamente al azar, considerando tres fuentes
de inoculo de HMA tomado de tres lugares
distintos en las provincias de Mariscal Céaceres,
Lamas y Rioja, dos cultivos hospederos (O. sativa
y Z.mays) y dos periodos de siembra (110 y
220 dias) con tres repeticiones. En total se
llevaron a cabo doce tratamientos con tres
repeticiones.

Instalacion y multiplicacion de HMA. De
acuerdo a los tratamientos en estudio se
sembraron 150 semillas de arroz variedad INIA y
150 semillas de maiz de la variedad Marginal por
cada repeticién, previamente desinfectadas con
una solucién de H,0, al 10 % (v/v) durante 10
minutos. Después de 15 dias de crecimiento, estas
plantas se separaron a 75 por caja, Se regaron
regularmente en dias alternos para cada periodo
ensayado durante 80 dias (Del Aguila et al.,
2018). Los siguientes 30 dias se sometieron a
estrés hidrico que consistio en retirar el agua en su
totalidad hasta observar la mortandad del

multiplicacion de los HMA, y se realizaron las
evaluaciones correspondientes al primer periodo
de 110 dias. Posteriormente se aplic un riego y se
volvieron a sembrar las semillas en la cantidad
mencionada anteriormente por un tiempo de 80
dias y nuevamente se dejé en estrés hidrico por 30
dias. Culminado el segundo periodo de 110 dias
adicionales, se procedi6 a evaluar la morfologia de
los cultivos hospedantes, conteo de las esporas,
analisis de  colonizaciébn  micorricica e
identificacion molecular de los tres inoculos de
micorrizas arbusculares multiplicados.

Variables de medicion. A los 110 y 220 dias de
instalado el ensayo, se determind el crecimiento
vegetativo de los cultivos hospedantes; para ello,
las plantas fueron extraidas manualmente para
medir su altura, y posteriormente, se lavaron con
agua corriente, separando las raices de los 6rganos
aéreos, para determinar el peso seco luego de
colocadas en un horno a 70 °C. El recuento de
esporas de micorrizas arbusculares se calculé a
partir de 20 g de suelo. El porcentaje de


https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0718-07642019000600073&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B9
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colonizacion se determind por el proceso de
tincion de las raices secundarias y terciarias de las
plantas de los cultivos hospedantes (maiz y arroz),
siguiendo la metodologia propuesta por Phillips y
Hayman (1970), con modificaciones. EIl proceso
de evaluacion de la colonizacion micorricica se
realizd segun la metodologia propuesta por
Brundrett et al. (1996). La cuantificacion de
esporas de hongos micorricicos arbusculares se
realiz6 por tamizado himedo y decantacion,
propuesto por Gerdemann y Nicholson (1963),
con algunas modificaciones.

Caracterizacion molecular de HMA. Se realizd
la caracterizacion de los tres consorcios de HMA
multiplicados previamente en vivero. Las esporas
se extrajeron de cada sustrato siguiendo el método
de tamizado  himedo,  decantacion vy
centrifugacion (Gerdemann y Nicholson, 1963).
Posteriormente se realizé la extraccion de ADN a
partir de las esporas de cada consorcio
independientemente, para su amplificacion via
PCR, utilizando los primers SSUMAf/LSUmMAr y
SSUMCT/LSUmBTr (~1500 bp, Kriger et al., 2009)
y siguiendo la metodologia empleada por Corazon
et al. (2020). El programa PCR consistio en un
paso de desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 2
minutos, 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C
por 30 minutos, hibridacién a 58 °C por 45
segundos y elongacion a 68 °C por 2 minutos,
seguido de un paso final de calentamiento a 68 °C
durante 10 minutos. Los fragmentos amplificados
fueron confirmados por electroforesis, clonados al
vector pCR 2.1 (Invitrogen) y transformados
dentro de Escherichia coli. Los clones positivos
secuenciados se depositaron en la base de datos
National Centre for Biotechnology Information
(NCBI) Genbank.

Las secuencias ribosomales obtenidas de los
diferentes consorcios (SSU parcial, ITS, y LSU
parcial) se alinearon con otras secuencias de
micorrizas depositadas en el Genbank utilizando
ClustalX (Larkin et al., 2007). Antes del analisis
filogenético, el modelo de sustitucién de
nucle6tidos se estimo6 usando Topali 2.5 (Milne et
al., 2004). Se realizaron analisis bayesianos (dos
gjecuciones en 2 x 10° generaciones, con una
frecuencia de muestreo de 200 y un valor de
burnin del 25 %) y de m&xima verosimilitud (1000
bootstrap), en MrBayes 3.1.2 (Ronquist et al.,
2003) y PhyML (Guindon y Gascuel, 2003), desde
Topali 2.5, utilizando el modelo GTR+G.

Disefio experimental y analisis de datos. Los
datos de infeccion de HMA 'y variables
fisiolégicas de la planta hospedante fueron
evaluados mediante analisis de varianza y prueba
de Tukey con un nivel de P<0,05 de probabilidad
de error, empleando el paquete estadistico InfoStat
v. 2013 (Cdrdoba, Argentina).

RESULTADOS Y DISCUSION

Variables de crecimiento de las plantas
hospedantes. El cultivo hospedante utilizado vy el
tiempo de propagacion tuvieron  efectos
significativos en las tres variables de crecimiento
de las plantas (altura, peso seco de plantas y de
raices) (Cuadro 3). La mayor altura de planta y
peso de raiz se obtuvo con inéculos de HMA
procedentes de Mariscal Caceres, utilizando maiz
como hospedero, después de 220 dias de
multiplicacion, y alcanzando 80,0 cm y 2,67 g,
respectivamente (Cuadro 4). Sin embargo, como
un promedio general, el mayor peso de plantas
secas fue obtenido con el inéculo de la provincia
de M. Caceres (4,82 g), mientras que, entre los
hospederos, el mayor valor para esta variable fue
para el maiz (6,95 g); y en cuanto al tiempo de
propagacion, el mayor valor promedio se logré a
los 220 dias (4,39 g) (Cuadro 5). Kadian et al.
(2018) también observaron un incremento
significativo en la colonizacién utilizando sorgo y
cascara de garbanzo como sustrato. El arroz actGa
como un huésped adecuado para aumentar la
densidad de los inoculos de HMA, debido a su
corta vida (til y buena arquitectura de la raiz, ya
gue son especies micotroficas obligadas, que se
colonizan facilmente por muchas especies de
HMA (Chaiyasen et al., 2017). Resultados
similares fueron obtenidos por Kadian et al.
(2019) en un estudio donde se utilizé cebada como
planta huésped.

Se evidencié que, aunque los dos cultivos
hospedantes inoculados con HMA produjeron
esporas de hongos y sus raices fueron colonizadas,
se obtuvieron diferencias en los consorcios de
HMA. Es decir, el hospedero vegetal y el tipo de
suelo, ejercieron una influencia significativa sobre
la capacidad de esporulacion e infeccién de los
HMA. El suelo proveniente de Mariscal Céaceres
después de 220 dias de iniciada la multiplicacion,
fue el que mejor resultados presentd ya que se
obtuvo mayor capacidad de esporulacion y
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colonizacion de raices. Por tanto, este método
podria ser el mas rentable para producir grandes
cantidades de inoculo altamente eficiente para los

productores de Rioja, Lamas y Mariscal Caceres
(Schlemper y Sturmer, 2014; Selvakumar et al.,
2018).

Cuadro 3. Probabilidad de encontrar diferencias estadisticas para los factores de lugar, planta hospedante
y tiempo de propagacion, y sus interacciones, sobre la infeccion con HMA y el crecimiento de
la planta, durante la multiplicacion masiva del hongo

Factores NUmero de Colonizacion  Altura de planta  Pesosecode  Peso seco de la

esporas (%) (cm) planta (g) raiz (g)
Lugar <0,0001** 0,1537 ns 0,2201 ns 0,0001** 0,0865 ns
Planta hospedante 0,018* 0,0389* <0,0001** <0,0001** <0,0001**
Tiempo de propagacion (dias) <0,0001** 0,0427* <0,0001** 0,0327* 0,0005**
Lugar*Planta hospedante <0,0001** 0,5762 ns 0,0421* <0,0001** 0,0012**

e
Lugar*Tiempo de <0,0001**  0,9623ns 0,1431 ns 0,0525 ns 0,0222*
propagacion (dias)
s

Planta hospedante™Tiempo ) g guc 0,9826 ns 0,6302 ns 0,1097 ns 0,0352*

de propagacion (dias)

**: altamente significativo; *: significativo; ns: no Significativo

Cuadro 4. Variables relativas a la infeccion con HMA y crecimiento de la planta hospedante en funcién
de factores de lugar, planta y tiempo de propagacion, durante la multiplicacién masiva del
hongo

Infeccién de HMA Variables morfoldgicas de la planta hospedante

Tratamientos Namero  Colonizacion Altura de planta  Peso secode  Peso seco de la

de esporas (%) (cm) planta (g) raiz (g)
Mariscal Caceres + Arroz + 110 dias 182,22 ¢ 71,11a 54,41d 1,42d 0,71 b
Mariscal Caceres + Arroz + 220 dias 15.433,33 a 77,78 a 57,63 bed 2,33 cd 0,82b
Mariscal Caceres + Maiz + 110 dias 194,45¢ 81,89a 72,03 ab 7,24 a 2,31la
Mariscal Caceres + Maiz + 220 dias 5.733,33 b 85,56 a 80a 8,20 a 2,67 a
Lamas + Arroz + 110 dias 222,22 ¢ 75,78 a 55,47 d 0,98d 0,53b
Lamas + Arroz + 220 dias 4250 b 81,11a 71,8ab 1,18d 2,52a
Lamas + Maiz + 110 dias 337,78 ¢ 78,22 a 70,13 abc 3,65 bc 1,68 ab
Lamas + Maiz + 220 dias 5450 b 85,56 a 78,67 a 4,770 1,72b
Rioja + Arroz + 110 dias 227,78 ¢ 70,44 a 56,27 cd 1,06d 0,67 b
Rioja + Arroz + 220 dias 2.886,67 b 74,44 a 61,43 bcd 0,37d 0,72b
Rioja + Maiz + 110 dias 198,89 ¢ 73,56 a 70,2 abc 8,35a 1,53 ab
Rioja + Maiz + 220 dias 3.693,33 b 78,89 a 76,67 a 9,37 a 2,16 a

Medias con letras distintas significan diferencias estadisticas segun la prueba de Tukey (P<0,05)

Recuento de esporas de HMA y colonizacion de
HMA en la raiz. El cultivo hospedero utilizado y
el tiempo de propagacion tuvieron,
adicionalmente, efectos significativos en el
namero de esporas de HMA y colonizacién de
raices, mientras que el lugar de origen del in6culo,
influy6 significativamente sobre el nimero de
esporas que fue afectado por las interacciones de
los tres factores estudiados (Cuadro 3). ElI mayor
niamero de esporas de HMA se obtuvo con el
inéculo procedente de la provincia de Mariscal

Céceres, con arroz como hospedero después de
220 dias de multiplicacion, con un promedio de
15433.33 esporas en 100 g de suelo rizosférico
(Cuadro 4); asimismo, la mayor colonizacién de
raices (85,56%) se logr6 con los indculos
procedentes de la misma provincia y de Lamas,
usando maiz como hospedero y después de 220
dias de multiplicacién con el efecto combinado y
un promedio de 80,55 % con el efecto simple
(Cuadro 6), aunque no hubo diferencias
significativas con la colonizacion en ninguno de
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los tratamientos.

La eficacia del cultivo hospedero en la
multiplicacion de esporas depende ampliamente
de las condiciones de la fuente de in6culo
utilizada. Los resultados de este estudio mostraron
que el arroz presenté condiciones favorables para
la multiplicacion de inéculo, ya que se obtuvieron
los mayores valores en la poblacion de esporas,

posiblemente debido a que tiene mayor densidad
radical. Como ya se menciond, esta graminea
tiene crecimiento rapido y un sistema radical
extenso y ramificado (Bustamante y Zambrano,
2014), caracteristico de plantas monocotiledoneas,
por lo que son colonizadas facilmente permitiendo
asi la amplia proliferacién de vesiculas en la raiz
de la planta (Sharma et al., 2017).

Cuadro 5. Anova y prueba de Tukey de las variables significativamente diferentes de los factores lugar;

planta hospedante y tiempo de propagacion

Tratamientos

Peso seco de planta (g)

Lugar
Mariscal Céceres 4,82a
Lamas 2,65b
Rioja 4,79 a
Planta hospedante
Arroz 1,22 b
Maiz 6,95 a
Tiempo de propagacion (dias)
110 dias 3,78 b
220 dias 4,39a

Medias con letras distintas significan diferencias estadisticas segun la prueba de Tukey (P<0,05)

Cuadro 6: Anova y prueba de Tukey de las variables significativamente diferentes de los factores de

planta hospedante y tiempo de propagacion

Tratamientos

Colonizacion (%)

Altura de planta (cm)

Factor: Planta hospedante

Arroz 75,11 b 595b
Maiz 80,61 a 74,62 a
Factor: Tiempo de propagacién (dias)
110 dias 75,16 b 63,08 b
220 dias 80,55 a 71,03 a

Medias con letras distintas significan diferencias estadisticas segun la prueba de Tukey (P<0,05)

Por su lado, también se ha demostrado que al
utilizar diferentes consorcios micorricicos nativos,
es probable que haya mayor cantidad de unidades
de infeccién, que favorezcan el incremento de
micorrizacion de las plantas (Prieto et al., 2011).
Este hecho podria explicar la razén por la que en
Mariscal Caceres se obtuvo el mayor niimero de
esporas de HMA. Covacevich et al. (2021)
enfatizaron la importancia de combinar plantas
hospedantes y ciclos de multiplicacion de HMA,;
por su parte, Hernandez et al. (2006) realizaron un
estudio de inoculaciéon micorricica y su efecto en
el crecimiento de dos leguminosas, Acacia
farnesiana y Prosopis glandulosa en el cual

encontré una colonizacion entre 61,7 y 67,2 %;
del mismo modo Sandoval (2019) obtuvo 72,89 %
de colonizaciéon con Centrosema macrocarpum.
Por tanto, de acuerdo a este estudio, usar cultivos
hospederos incluidos en la familia Poaceae, es una
buena estrategia para multiplicar propagulos de
HMA en el suelo y por tanto producir in6culo,
aunque las plantas sean distintas en género y
especie.

En la correlacion (Cuadro 7), se puede
observar que no existen diferencias significativas
en el nimero de esporas sobre las variables
morfol6gicas; sin embargo, existid diferencia
significativa de la colonizacién para la altura de
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planta y peso de la raiz. Estas correlaciones se
explicarian por los cambios de orden fisioldgico y
morfoldgico ocurridos en las plantas inoculadas a
causa de la simbiosis con los HMA, luego de la
colonizacion y desarrollo del micelio extraradical,
resultados que coinciden con los obtenidos por

Zangaro et al. (2012) y Del Aguila et al. (2018),
donde los HMA fueron las que lograron
incorporar  los  nutrientes  necesarios  para
incrementar las tasas de crecimiento y desarrollo
significativamente de los cultivos hospederos.

Cuadro 7: Correlacion entre variables micorrizicas y morfoldgicos durante la multiplicacion masiva del

hongo

Micorrizacién/variables morfolégicos

Altura de planta

Peso seco de planta Peso seco de

(9) la raiz (g)
NUmero de esporas 0,07 ns 0,02 ns 0,04 ns
Colonizacion (%) 0,51** 0,29 ns 0,43 *

**: altamente significativo; *: significativo; ns: no significativo

Cuadro 8. Especies de HMA obtenidos por caracterizacién molecular en suelos procedentes de Mariscal
Caceres, Lamas y Rioja, después de 220 dias de multiplicacion.

HMA Rioja Lamas Mariscal Céceres
Claroideoglomus sp. X X X
Acaulospora scrobiculata X X
Rhizoglomus sp. X
Diversispora aurantia X

Microkamienskia sp.
Microkamienskia peruviana
Diversispora sp.

Unidentified taxa
Claroideoglomus etunicatum

XX X X X

Identificacion molecular de HMA. Desde el
2009 a la fecha la mayoria de trabajos enfocados
en la identificacion molecular de HMA se basan
en la amplificacion del fragmento formado por la
region parcial SSU, ITS1, ITS2 y la regién parcial
de LSU del ADN ribosomal (DNAr) utilizando los
cebadores SSUMAf/LSUmAr y SSUmCf/LSUmBT,
segun lo propuesto por Kriger et al. (2009).
Utilizando esta region de ADN ribosomal fueron
reportadas una diversidad de nuevas especies de
hongos  micorrizicos  arbusculares  como
Rhizoglomus variabile, Nanglomus plukenetiae,
Acaulospora aspera, A. flava, A. flavopapillosa,
Microkamienskia peruviana, Paraglomus
occidentale, P. peruvianum y Funneliglomus
sanmartinensis en la amazonia peruana (Corazon
et al.,, 2021a; 2021b; 2022). Al respecto, es
ampliamente reconocido entre los micdlogos, que
las identidades menores a 97 % en la regién del

codigo de barras del gen ribosomico (ADNF)
pueden representar diferencias entre especies (Vu
et al., 2019), mientras que identidades menores a
90 % en Glomeraceae representarian diferencias
entre géneros (Corazon et al., 2019b).

Los resultados, obtenidos al evaluar la
diversidad de especies en el consorcio de la
provincia de Rioja (Figura 1A), mostraron que,
filogenéticamente, las secuencias nucleotidicas
codificadas como Claroideoglomus sp.
representarian una nueva especie debido a que al
compararla con las secuencias de
Claroideoglomus etunicatum (Genbank
OK105179.1) presentaron identidades menores a
al porcentaje critico. En tanto, las secuencias
nucleotidicas codificadas como Acaulospora
scrobiculata, estan plenamente identificada como
tal especie, debido a que al compararla con las
secuencias de A. scrobiculata (Genbank
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MT65624.1) presentaron identidades mayores a
ese porcentaje critico.

EL consorcio de la provincia de Lamas (Figura
1B) mostrd que filogenéticamente las secuencias
nucleotidicas codificadas como Diversispora
aurantia y A. scrobiculata estdn plenamente
identificada como tal, debido a que al compararlas
con D. aurantia (Genbank MT765585.1) y A.
scrobiculata (Genbank MT765465.1), respectiva-
mente, presentaron identidades mayores al
porcentaje critico. Por su parte, las secuencias
nucleotidicas codificadas como Claroideoglomus
sp. y Rhizoglomus sp. representarian nuevas
especies debido a que al compararlas con las
secuencias de Claroideoglomus etunicatum
(Genbank OK105179.1) y Rhizoglomus variabile
(Genbank MN384875.1), respectivamente,
presentaron identidades menores al porcentaje
critico de 97 %.

Se encontré un total de nueve especies de
HMA en los tres consorcios de HMA
multiplicados mediante el andlisis molecular. A
pesar de las diferentes caracteristicas de los suelos
usados y su origen, Claroideoglomus sp. fue la
Unica especie que estuvo presente en los tres
consorcios de HMA (Cuadro 8). El consorcio de
la provincia de Mariscal Caceres (Figura 1C)
mostré que filogenéticamente las secuencias
nucleotidicas codificadas como Unidentified taxa,
representarian un nuevo género, debido a que al
compararlo con Septoglomus viscosum (Genbank
KC182039.1) presentaron identidades menores al
90 %. Las secuencias nucleotidicas codificadas
como Microkamienkia sp. y las secuencias de
Diversispora sp. y de Claroideoglomus sp
representarian nuevas especies debido a que al
compararlas con Microkamienkia peruviana
(Genbank MK903008.1), Diversispora spurca
(Genbank FN547638.1) y Claroideoglomus
etunicatum (Genbank 0OK105179.1)
respectivamente, presentaron identidades menores
a un valor critico de 97 %. Asimismo, las
secuencias nucleotidicas, codificadas como
Claroideoglomus sp. 'y Diversispora sp.
representarian una nueva especie debido a que al
compararlas con las secuencias de
Claroideoglomus etunicatum (Genbank

OK105179.1) y Diversispora spurca (Genbank
FN547638.1),  respectivamente, presentaron
identidades menores a 97 %. Por dltimo, M.
peruviana y Claroideoglomus etunicatum, estan
plenamente identificadas como tales especies,
debido a que al compararlas con Microkamienkia

peruviana (Genbank MK903008.1) y
Claroideoglomus etunicatum (Genbank
OK105179.1), respectivamente,  presentaron

identidades mayores a 97 %.

CONCLUSION

El consorcio de HMA procedente de la
provincia de Mariscal Céceres multiplicado en
plantas de arroz después de 220 dias present6 el
mayor nimero de esporas (hasta 15433 esporas
por 100 g de suelo). Por lo tanto, para las
condiciones particulares del estudio, se logré la
produccion masiva de esporas de HMA en
condiciones ex situ. Ademas, se logré identificar
las siguientes especies de HMA: Claroideoglomus
sp., Acaulospora scrobiculata, Diversispora
aurantia, Microkamienskia sp., Microkamienskia
peruviana, Diversispora sp., Claroideoglomus
etunicatum, siendo Claroideoglomus sp. Por otra
parte, se identificO un grupo denominado
Unidentified taxa, que representaria un nuevo
género.
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Figura 1. Arboles filogenéticos obtenido por analisis de secuencias de la region parcial SSU, region ITS
completa y region LSU parcial del rDNA de diferentes especies de HMA. Por cada especie
identificada, se colocd como referencia una plenamente identificada, utilizando secuencias del
Genbank. Las identificadas estan separadas con lineas horizontales discontinuas. A) Secuencias
obtenidas del consorcio de la provincia de Rioja, B) Secuencias obtenidas del consorcio de la
provincia de Lamas, C) Secuencias obtenidas del consorcio de la provincia de Mariscal Céaceres.
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