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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE HONGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES (HMA) ASOCIADOS AL CAFE EN
SISTEMAS AGROFORESTALES EN EL SUR DEL ECUADOR



RESUMEN

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son de importancia en la rizésfera, puesto
que, establecen simbiosis con aproximadamente el 80 % de las plantas. Dicha asociacion
coadyuva a una mejor absorcion de agua y nutrientes, asi como, a proteger al sistema
radicular de las plantas. Los HMA se encuentran en todos los tipos de suelo, por lo cual, el
presente estudio se enfocO en el aislamiento y caracterizacion morfologica de hongos
micorrizicos arbusculares procedentes de sistemas agroforestales asociados al cultivo de
café de las zonas de Malacatos, Chaguarpamba y Lozumbe, de la provincia de Loja. Para
ello, se recolectaron muestras de suelo y raicillas de alrededor de las plantas de café bajo
sistemas agroforestales y se procedié con el aislamiento, extraccién de esporas y
caracterizacion de los morfotipos principales de HMA. En la zona de Malacatos (Hacienda
Cristal), se encontré del género Glomus, tres morfotipos y 284 esporas/100 g suelo,
mientras que en las zonas de Chaguarpamba y Lozumbe se determiné del género
Acaulospora un morfotipo y de Glomus tres morfotipos. Ademas, para Chaguarpamba y
Lozumbe se encontraron 313 y 598 esporas/100 g de suelo. EI nimero de morfotipos y
esporas se relacionan con la diversidad floristica que posee el cultivo del café dentro de los

sistemas agroforestales.

Palabras clave: HMA (hongos micorrizicos arbusculares), aislamiento, morfotipos,

sistemas agroforestales, cafe.
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Abstract

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are of importance in the rhizosphere, since they
establish symbiosis with approximately 80% of plants. This association contributes to a
better absorption of water and nutrients, as well as to protect the root system of the plants.
AMF are found in all types of soil, therefore, the present study focused on the isolation and
morphological characterization of arbuscular mycorrhizal fungi from agroforestry systems
associated with coffee cultivation in the Malacatos, Chaguarpamba and Lozumbe areas of
the province of Loja. For this, soil and rootlet samples were collected from around the
coffee plants under agroforestry systems and proceeded with the isolation, spore extraction
and characterization of the main AMF morphotypes. In the Malacatos (Hacienda Cristal)
area, three morphotypes and 284 spores / 100 g soil were found of the genus Glomus, while
in the areas of Chaguarpamba and Lozumbe, one morphotype of the genus Acaulospora and
three morphotypes of Glomus were determined. In addition, for Chaguarpamba and
Lozumbe 313 and 598 spores / 100 g of soil were found. The number of morphotypes and

spores are related to the floristic diversity of coffee cultivation within agroforestry systems.

Key words: AMF (arbuscular mycorrhizal fungi), isolation, morphotypes, agroforestry

systems, coffee.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de café representa un rubro importante para la economia del Ecuador. De
acuerdo al MAG (2019) en el afio 2018 el cultivo de café y sus derivados generaron
aproximadamente 77 millones de dodlares. El area dedicada a este cultivo oscila en
alrededor de las 60000 ha, involucrando en el proceso aproximadamente 40000 familias.
Tradicionalmente, el café se ha cultivado en sistemas agroforestales, sistemas que ofrecen
condiciones adecuadas para conservar la biodiversidad y demas servicios del ecosistema
(Jezeer y Verweij, 2015). Asegurando de esta manera la sostenibilidad del cultivo. A pesar
de su importancia para el buen funcionamiento de los servicios ecosistémicos, no hay un
gran conocimiento de las relaciones interespecificas que se dan en estos sistemas
agroforestales. Entre estas interrelaciones, destacan las que se dan en la rizdsfera,
fomentando el desarrollo radicular de la planta y una mayor productividad. En este
contexto, los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son parte fundamental de la
rizésfera, ya que tienen una relacion mutualista con las raices de muchas plantas, y de
hecho, se ha encontrado mayor cantidad de esporas de HMA en sistemas agroforestales
comparado con los sistemas convencionales (Durazzini et al., 2017). Por lo tanto, la
asociacion de HMA con las plantas se puede encontrar tanto en los ecosistemas naturales

como en los agroecosistemas (Ruiz et al., 2011).

La importancia de estudiar a los HMA radica en que se encuentran asociados con mas del
80 % de las plantas, cumpliendo diversas funciones, entre las cuales destacan la de proteger
al sistema radicular del ataque de fitopatdgenos, mejorar la nutricion mineral y absorcién de
agua en la planta hospedera, principalmente cuando estos recursos son escasos en el suelo
(Bertolini et al., 2018). Ante la relevancia que representa el café, y puesto que se sabe que
este cultivo es altamente micotréfico, es decir, que proporciona condiciones para la
simbiosis con los HMA (Sieverding, 1991). Es importante conocer y caracterizar

morfologicamente los HMA que se encuentran en el cultivo del café asociado a sistemas



agroforestales, para conocer su diversidad bioldgica, asi como también determinar las
principales comunidades.

Es importante precisar que en Ecuador, y particularmente en la provincia de Loja, no
existen estudios de la descripcién de los HMA a través de caracterizacion morfologica en
sistemas agroforestales asociados al café. Por lo tanto, en este aspecto, radica la
importancia del presente trabajo, el mismo que se enfoca en realizar el aislamiento e
identificacion morfologica de morfotipos de HMA asociados al café en sistemas

agroforestales del sur del Ecuador.

Para dicho propésito, en apartados posteriores, se abordan contenidos como: generalidades
de las micorrizas, clasificacion taxonomica, principales géneros asociados al café,

multiplicacion y aplicacion de los HMA.

Este estudio es parte del macro proyecto de investigacion de la Universidad Nacional de
Loja “Aislamiento y caracterizacion de microorganismos benéficos de los sistemas
agroforestales de cafetales en la region sur del Ecuador”, el cual estd enfocado en la
produccion de biofertilizantes con bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) y
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) para la aplicacion en cafetales y en sistemas

agroforestales que se establezcan en la regién sur del Ecuador.

Los resultados de la investigacion dan respuesta a la pregunta general de investigacion
¢Qué géneros de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) predominan en los sistemas
agroforestales de café en el sur del Ecuador?, y a las preguntas especificas ¢Cuales son las
principales caracteristicas que presentan los aislados de HMA procedentes de los sistemas
agroforestales? ¢ Cuales son las caracteristicas morfologicas de los HMA procedentes de los

sistemas agroforestales?

Finalmente, el trabajo aporta con parametros morfologicos de los principales géneros de
HMA en los sistemas agroforestales en el sur del Ecuador. Lo que permitird en
investigaciones futuras realizar la caracterizacion molecular, multiplicacion o propagacion

y utilizacion de los HMA para el cultivo objeto de estudio.



1.1. Objetivos

Objetivo General

Identificar géneros de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) procedentes de sistemas

agroforestales de café en el sur del Ecuador.

Objetivos especificos

Aislar hongos micorrizicos arbusculares asociados a sistemas agroforestales de café para

establecer cultivos trampa.

Caracterizar morfolégicamente hongos micorrizicos arbusculares asociados al café para

describir los principales géneros.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Sistemas agroforestales asociados con el café

Tradicionalmente el café se ha cultivado en asociacion con especies arbéreas, lo que se
conoce como sistemas agroforestales, asociacion que brinda condiciones adecuadas para
conservar la biodiversidad (Bhagwat et al., 2008). Por su parte, Farf y Baute (2009) sefialan
que los sistemas agroforestales ayudan a mejorar la fertilidad del suelo, proteger los
cultivos de plagas y de condiciones climéticas adversas, asi como facilitar el manejo. El
cultivo de café generalmente se encuentra en asociacion con leguminosas como guaba o

faique, banano, arboles maderables y vegetacion propia de la zona (INIAP, 2010).

2.2. Microorganismos simbioticos

En el suelo existe diversidad de microorganismos que pueden influir de manera positiva en
el crecimiento y desarrollo de las plantas. De las maltiples interrelaciones que existen en el
suelo, dentro de las que representan importancia econdémica, se encuentra la simbiosis que
establecen las raices de las plantas con los hongos micorrizicos arbusculares (HMA), tanto
en los ecosistemas agricolas como naturales; siendo esta asociacion simbi6tica beneficiosa
para llevar a efecto una agricultura sustentable (Mujica, 2012). En el cultivo de café, el
efecto de la simbiosis se evidencia en el crecimiento de la planta e incremento del area
foliar, puesto que los HMA colonizan en primera instancia las raices de la planta hospedera,
y posteriormente, el suelo circundante a través de sus estructuras llamadas hifas (Jansa et
al., 2013).



Las hifas de los HMA se desarrollan y forman el micelio, el cual, coloniza los tejidos de la
raiz y las células corticales, donde los HMA forman ramificaciones intracelulares llamadas
arbasculos, que llevan a cabo el intercambio de metabolitos entre el hongo y la planta
(Molina et al., 2005). Las hifas crecen desde la raiz hacia el suelo hasta 7 cm de la zona de
crecimiento radical de la planta, incrementando el volumen de suelo de donde las plantas

normalmente absorben los nutrientes y agua (Figura 1) (Peterson et al., 2004).

Figura 1. Proceso de colonizacion de los HMA (Peterson et al., 2004).

Los HMA provocan cambios en la morfologia de la raiz; ramificacion y elongacion, que
construyen un mecanismo adicional para la absorcion de elementos poco moviles como el
fésforo, zinc, azufre, calcio, molibdeno y boro. La transferencia de fésforo inorgéanico entre
los HMA y la raiz huésped se produce en tres etapas: transporte activo dentro del hongo y
el exterior de la raiz, transporte pasivo del hongo en la interfase raiz-hongo y transporte
activo dentro de la raiz, esto se debe fundamentalmente a una aceleracion de la disociacion

del fosfato insoluble (Velasco y Zambrano, 2000).



2.3. Generalidades de las micorrizas

Los hongos micorrizicos arbusculares son de distribucion cosmopolita, y se encuentran
formando simbiosis, aproximadamente, con 80 al 90 % de las plantas, sean herbaceas o
leflosas. Ademas, ayudan a la absorcion de agua y nutrientes, asi como a incrementar la
resistencia al estrés hidrico y salinidad (Van der Heijden et al., 1998). Por lo tanto, existe
una estrecha relacion entre la comunidad de plantas y los HMA, ocasionando dependencia

entre ambas comunidades para un desarrollo 6ptimo (Martinez y Pugnaire, 2009).

2.3.1. Tipos de hongos micorrizicos.

Existen varios tipos de hongos micorrizicos, los mismos que pueden ser: ectomicorrizicos,
que se caracterizan por su penetracion intercelular del micelio fungico en la corteza
radicular, produciendo la red de Hartig, que consiste en un manto fungico alrededor de la
raiz colonizada; los ecto-endomicorrizicos, de manera general, son ectomicorrizas que
presentan penetracion intracelular y existen diferencias anatomicas en funcion de la planta
hospedera, diferenciando los subgrupos de las Pinaceae y de las Ericales (Torres-Arias et
al., 2002). Los hongos endomicorrizicos u hongos micorrizicos arbusculares son los mas
abundantes, se caracterizan por formar hifas en forma de arbusculos, de ahi su nombre de
micorrizas arbusculares, ademas, presentan hifas que penetran en las células de las raices
forman estructuras de almacenamiento llamadas vesiculas, que cumplen con la funcion de

almacenadoras de lipidos (Martinez y Pugnaire, 2009).

2.3.2. Clasificacion taxondémica de los hongos micorrizicos arbusculares.

Segun Stdrmer et al. (2013) los HMA pertenecen al Phylum Glomeromycota y son
considerados como los eucariotas mas antiguos dentro de su categoria. De acuerdo a la

clasificacion taxondmica, basada en caracteristicas morfologicas y moleculares, los HMA



se distribuyen en 11 familias, dentro de las cuales abarcan 29 géneros, cuyas relaciones

filogenéticas se representan en la Figura 2 (Redecker et al., 2013).
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Figura 2. Clasificacion taxonémica de HMA del Phylum Glomeromycota (Redecker et al., 2013).

2.4. Estudios de caracterizacion morfoldgica y principales géneros de HMA en el

cultivo de café

Estudios registran en México especies de HMA, tales como, Diversispora trimurales,
Gigaspora candiday y Glomus corymbiforme, los mismos que fueron aislados de muestras
de suelo (Sanchez et al., 2016). Mientras que, el estudio realizado por Medina et al. (2010)

en la identificacion de morfotipos de HMA, sefiala que se han encontrado los géneros



Glomus, Acaulospora, Gigaspora y Scutellospora; el género Glomus, presenté 21
morfotipos, seguido del género Acaulospora con cinco morfotipos.

Segun Bolafios et al. (2000) en los sistemas agroforestales de café se ha identificado la
presencia de los géneros Acaulospora y Glomus, con valores mas altos en cuanto a
porcentaje de colonizacion y densidad de esporas por g de suelo. Por su parte, Bertolini et
al. (2018) reportan en los cafetales la presencia de 20 morfotipos de HMA, que pertenecen
a los géneros: Acaulospora, Glomus, Gigaspora y Sclerocystis, siendo los géneros
dominantes Acaulospora con la presencia de diez morfotipos, y Glomus con siete
morfotipos.

2.5. Multiplicacion de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y su aplicacion

Los géneros de HMA, tales como Gigaspora o Scutellospora, necesitan una prolongada
fase de colonizacion radical para alcanzar la fase de esporulacion, mientras que, el género
Glomus en la mayoria de sus especies no requiere de esporulacién para realizar la
colonizacidn de nuevas raices, por tal motivo, su colonizacion se da en mayor cantidad, la
misma que puede ser iniciada por hifas, micelios o fragmentos de raices en el suelo. Por
ello, los HMA tienen un alto potencial para ser utilizados como biofertilizantes, en una
produccion amigable con el ambiente (Medina et al., 2010).

En Per0, se ha estudiado la inoculacion de consorcios micorrizicos arbusculares en Coffea
arabica variedad Caturra, en la Region San Martin. De esta inoculacion, se evidencid que
las plantas superaron al testigo en un promedio de 10,65 % en altura de planta, area foliar
entre 77,45 y 239,31 %, y biomasa radicular entre 77,16 y 203,22 % (Figura 3.) (Del Aguila
etal., 2018).



Figura 3. Inoculacion de HMA en el cultivo de café (Del Aguila et al., 2018).



3. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es de tipo exploratorio descriptivo, permitiendo mediante el
aislamiento, obtener informacion de la diversidad de HMA en los sistemas agroforestales
asociados al café en el sur del Ecuador, realizando la caracterizacion morfologica de

acuerdo a su color, forma y tamafio.

3.1. Localizacion de las zonas de estudio

Los muestreos se llevaron a efecto en tres zonas de la provincia de Loja: Malacatos
Chaguarpamba y Lozumbe (Figura 4). La Hacienda Cristal esta ubicada en el barrio Tres
Leguas, parroquia Malacatos del canton Loja, a 2049 m.s.n.m donde se cultiva la variedad
Caturra. En el canton Chaguarpamba, barrio Chaguarpamba, la finca se encuentra a 1471
m.s.n.m, donde se cultiva la variedad Geisha. En el barrio Lozumbe, parroquia Santa
Rufina del canton Chaguarpamba, la finca se encuentra a 843 m.s.n.m, y se cultiva la

variedad Caturra.
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Figura 4. Mapa de ubicacidn de las zonas de estudio.
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3.2. Metodologia para el primer objetivo

Aislar hongos micorrizicos arbusculares asociados a sistemas agroforestales de café para

establecer cultivos trampa.

3.2.1. Muestreo y establecimiento de cultivos trampa.

3.2.1.1. Colecta de sustrato o indculo de HMA. Dentro de cada zona de muestreo, se
recolectaron tres muestras representativas de suelo y raicillas de alrededor de la
planta de café, a una profundidad entre 15 y 30 cm. Aproximadamente, se
colectaron 2 kg de suelo por planta, muestreando en total tres plantas por zona de
estudio. Dichas muestras se mezclaron homogéneamente para obtener una muestra
representativa. El procedimiento de muestreo fue el mismo en todas las zonas de

estudio (Anexo 1).

3.2.1.2. Multiplicacién de in6culo y/o biofertilizante de HMA (Cultivos trampa).
Para la multiplicacion de indculo de HMA, debido a su répido crecimiento y por la
ramificacion de su raiz, se utiliz6 Plantago lanceolata L. (Llantén menor o siete
venas) como planta hospedera (semillas obtenidas en la quinta experimental docente
la Argelia de la Universidad Nacional de Loja). Se inocularon tres plantulas por
maceta con 100 g de sustrato proveniente de cada zona de estudio de sistemas
agroforestales, y 900 g de sustrato esterilizado en carretilla esterilizadora a 100 °C
durante 4 horas (arena de mina y tierra agricola 1:1). Cada maceta se mantuvo en
fundas plasticas con filtro llamadas “Sunbags” (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Germany), las cuales, permanecieron cerradas para evitar la contaminacion de

esporas de otros hongos, sean estos patdgenos o simbioticos.

La siembra de los cultivos trampa se dejo crecer por un periodo de 4 a 5 meses a

temperatura ambiente, en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Facultad
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Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables de UNL. El riego se realiz6 cada
8 dias con agua destilada. Se establecieron 20 réplicas por cada zona de estudio,
con un total de 60 macetas de cultivos trampa, considerando las tres zonas de

estudio (Anexo 2).

3.2.1.3. Extraccion de esporas. Se realizo la extraccion de las esporas utilizando la

metodologia de Gerdemann y Nicholson (1963) que consiste en:

A partir de las muestras representativas de las zonas de estudio, se pesé 100 g de
suelo de cada zona. La muestra de suelo se colocd en un vaso precipitado y se
agrego agua destilada en una cantidad mayor a la muestra de suelo, de tal manera
que el suelo quede en suspension. Se mezcld y agitd el suelo por varios minutos,
hasta lograr disolver por completo la parte sélida. Se filtro la mezcla en tamices de
125 y 38 micras en orden de mayor a menor. Se recogio el contenido de cada tamiz,
y se colocé en tubos Eppendorf (1,5 ml de volumen) con una solucion de sacarosa al
70 %. Luego, los mismos fueron colocados en una centrifuga a 1500 revoluciones
por minuto (rpm) durante 3 minutos (Anexo 3).

Se dejo reposar por varios minutos. Acto seguido, se tomd el sobrenadante de los
tubos y se colocd en el tamiz de (38 um), se enjuagd con agua destilada y se
almacend en tubos Eppendorf con alcohol al 70 % para conservar las esporas. La
parte restante del suelo centrifugado de los tubos también se tamiz6 en el tamiz de
38 um, y se enjuagd varias veces con agua destilada para almacenar en tubos
Eppendorf con alcohol. Luego, se colocé el contenido de los tubos en cajas Petri, y
posteriormente, mediante un Estereoscopio, se extrajeron las esporas usando una
pipeta Pasteur de vidrio, se contabilizaron y se almacenaron en los tubos Eppendorf

para su clasificacién, segun los morfotipos (Anexo 4).
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3.2.1.4. Observacion de HMA en raices de Plantago lanceolata. Para el aclareo de
las muestras de raices, se sumergieron en Hidroxido de Potasio (KOH 10 %) a bafio
maria a 60 °C por una hora, luego se enjuagaron, Yy seguidamente, se sumergieron
por dos minutos en &cido clorhidrico (HCI 10 %), donde las raices adquirieron un
color blanco. Luego, se desecho la solucién quimica, logrando que las raices queden
sin fenoles para la tincion. Las raices se tifieron con una solucién compuesta por
azul de metileno al 0,05 %, diluido en Acido Léctico al 90 %, a bafio maria a 60 °C
por una hora. Posteriormente, se colocaron en un portaobjetos 5 segmentos de raices
de aproximadamente 1 cm, bien extendidos, a los que se adicionaron unas gotas de
Acido Lactico (90 %). Acto seguido, se cubrié la muestra con el cubreobjetos,
dejando listo el montaje para realizar la observacién de las estructuras de los HMA

como: arbasculos, apresorios, hifas intercelulares e intracelulares (Anexo 6).

3.3. Metodologia para el segundo objetivo

Caracterizar morfolégicamente hongos micorrizicos arbusculares asociados al café para

describir los principales géneros.

3.3.1. Caracterizacién morfoldgica de morfotipos de HMA.

Para los montajes de las esporas, de cada zona, en un portaobjetos se colocaron 5 esporas, y
se agregd una gota de Reactivo de Melzer (tincion que sirve para dar color a las esporas y
facilitar la observacion de sus caracteristicas principales) y una gota de Polivinil Lacto-
Glicerol (PVLG), y se llevaron las placas al microscopio para la respectiva observacion
con el lente de 40x, con lo cual, se logré realizar la identificacion morfoldgica basada en
criterios morfoldgicos de las esporas como: el tamafio, la ornamentacion de la hifa de

sostén, el color presentado al observar en el microscopio, la forma de la espora, la
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coloracion de las capas y de las laminas de la espora al reaccionar con el reactivo de
Melzer. Los resultados se contrastaron utilizando las claves de International Culture
Collection of Arbuscular and Vesicular-Arbuscular Endomycorrhizal Fungi (2018) y las
descripciones originales de Glomeromycota de la pagina web AMF PHYLOGENY
(http://www.amf-phylogeny.Com /index.html) (Anexo 5).

3.3.2. Establecimiento del consorcio de HMA (biofertilizante).

Con la finalidad de multiplicar y dejar en la Universidad Nacional de Loja un consorcio de
HMA, se dispuso de plantas cultivadas de Plantago lanceolata L. (Llantén menor o siete
venas). Dichas plantas hospederas albergaran propagulos de HMA como: esporas, micelio
intracelular e intercelular, hifas en suspension en el sustrato o suelo. Una vez realizada la
identificacion de las esporas o morfotipos de HMA de los consorcios provenientes de las
tres zonas de estudio de sistemas agroforestales asociados al café, se podran realizar
cultivos monospdéricos de los morfotipos ya caracterizados morfoldégicamente, con la
finalidad de conocer la cantidad de biofertilizante que se requiere en los diferentes cultivos
establecidos en sistemas agroforestales. Se dejan disponibles los morfotipos para

investigaciones futuras, en lo relacionado a la clasificacién molecular de los HMA.
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4. RESULTADOS

4.1. Aislamiento de hongos micorrizicos arbusculares de sistemas agroforestales de

café

En la Tabla 1, se muestran los morfotipos principales de HMA, aislados a partir de las
muestras de suelo procedentes de sistemas agroforestales asociados al café. En la zona de
Malacatos (Hacienda Cristal) se encontraron tres morfotipos, y un total de 284 esporas/100
g suelo. Mientras que, en las zonas de Chaguarpamba y Lozumbe, se identificaron cuatro
morfotipos, con un total de 313 y 598 esporas/100 g de suelo en cada lugar,

respectivamente.

Tabla 1. Aislamiento de morfotipos de HMA en 100 g de suelo de sistemas agroforestales de café.

Zonas de estudio Morfotipos NuUmero de esporas Esporas totales
Morfotipo 1 96
Morfotipo 2 107 284
Malacatos
Morfotipo 3 81
Morfotipo 4 70
Chaguarpamba Morfotipo 5 123 313
Morfotipo 6 72
Morfotipo 7 48
Morfotipo 8 135
Morfotipo 9 263 598
Lozumbe
Morfotipo 10 115
Morfotipo 11 85
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4.2. Caracterizacion morfologica de morfotipos de HMA

En la Tabla 2, se muestran las caracteristicas morfolégicas de los HMA, aislados de las muestras de suelo procedentes de
sistemas agroforestales asociados al café. De acuerdo a la caracterizacion, se identificaron tres morfotipos del género Glomus
en la zona de Malacatos (Hacienda Cristal). En tanto que, en las zonas de Chaguarpamba y Lozumbe, se identific un

morfotipo del género Acaulospora y tres morfotipos del género Glomus.

Tabla 2. Caracteristicas morfoldgicas de morfotipos de HMA asociados al café.

Zonas de Altitud Diametro N° de Reactivo de

Estudio m.s.nm Morfotipos Color Forma (um) Capas Melzer Género
Morfotipol Marrén oscuro Globosa 205,04 2 Positivo Glomus spl.
Malacatos 2049 Morfotipo 2~ Amarillo naranja Subglobosa 93,086 3 Negativo Glomus sp2.
Morfotipo 3  Marrén oscuro Subglobosa 106,996 1 Positivo Glomus sp3.
) Amarillo a café .
Morfotipo 4 Globosa 154,629 3 Negativo Acaulospora spl.
oscuro
Morfotipo 5  Marr6n oscuro Globosa 119,654 2 Positivo Glomus sp4.
Chaguarpamba 1471 . , ;
Morfotipo 6  Café oscuro Subglobosa 67,082 3 Pegativo Glomus sp5.

Café oscuro-

Morfotipo 7 ) Subglobosa 127,07 1 Positivo Glomus sp6.
naranja
Morfotipo 8  Amarillo a naranja  Subglobosa 138,819 2 Negativo Acaulospora sp2.
Morfotipo 9  Marr6n oscuro Globosa 90,176 3 Positivo Glomus sp7.
Lozumbe Morfotipo 10  Rojo oscuro Subglobosa 177,135 1 Positivo Glomus sp8.
) Café oscuro- »
Morfotipo 11 ) Globosa 159,308 3 Positivo Glomus sp9.
amarillo
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4.3. Principales géneros de HMA procedentes de sistemas agroforestales asociados al
café

En la Figura 5, se presentan los morfotipos caracterizados morfolégicamente de sistemas
agroforestales asociados al café Malacatos, Chaguarpamba y Lozumbe, pertenecientes a los
géneros Glomus y Acaulospora. En lo referente al género Glomus se identificaron tres
morfotipos en cada una de las zonas de estudio. En cuanto al género Acaulospora se
identificd un morfotipo, tanto en la zona de Chaguarpamba como en Lozumbe. Todos los

morfotipos presentaron variacion en cuanto a color, forma y tamafio.

Malacatos

¢

a) Glomus spl. b) Glomus sp2.  c¢) Glomus sp3.

Chaguarpamba

a b c

a) Acaulospora spl. b) Glomus sp4. c¢) Glomus sp5. d) Glomus sp6.

Lozumbe

a b c

a) Acaulospora sp2. b) Glomus sp7. c¢) Glomus sp8. d) Glomus sp9.

Figura 5. Caracterizacion morfologica de HMA.
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5. DISCUSION

En las zonas de estudio, las condiciones climaticas, la asociacion con especies vegetales y
el manejo agronémico difieren en cada sistema agroforestal asociado al café. En Lozumbe,
esta asociado con mayor diversidad de especies, tales como banano (Musa paradisiaca L),
Guaba (Inga edulis Mart), Naranjo (Citrus x sinensis L.), Porotillo (Erythrina velutina
Willd), Fernan Sanchez (Triplaris cumingiana Fisher y Meyer), vegetacion herbacea y
arbustiva. Mientras que, en Chaguarpamba, estd asociado con banano (Musa paradisiaca
L). Guayabo (Psidium guajava L) y Pico-Pico (Acnistus arborescens L). Finalmente, en
Malacatos, esta asociado con Aliso (Alnus acuminata Kunth) y vegetacion herbacea. Trejo
et al. (2011) sefialan que las comunidades de HMA pueden experimentar variacion, debido
a efectos estacionales, la dindmica de esporulacion entre las especies y el manejo
agronomico en los ecosistemas y agroecosistemas, teniendo influencia directa en las
poblaciones de HMA. Esto puede explicar la presencia del género Acaulospora en las zonas
de Chaguarpamba y Lozumbe, lugares que presentan vegetacion asociada a los cultivos de
café con habitos de crecimiento similares. A su vez, la diversidad de morfotipos y el
namero de esporas registrado en cada zona, puede guardar estrecha relacion con la

diversidad vegetacional asociada al cultivo de café.

Existen interacciones complejas entre los HMA y las plantas, pero la abundancia de los
HMA depende de factores como: plantas hospederas predominantes en la zona, el nivel de
esporulacién de las especies de HMA y las condiciones edaficas (Smith y Read, 2008).
Segun lvette- Noboa et al. (2018) en un estudio de los HMA en especies del bosque seco
tropical del litoral ecuatoriano, los porcentajes de micorrizacion encontrados en plantas de
Fernan Sanchez fueron de 71.7%, siendo alto el nivel de esporulacion. En Lozumbe, zona
de estudio de la presente investigacion, se registré el mayor nimero de esporas, lo que
coincide con la presencia Triplaris cumingiana (Fernan Sanchez) en dicha zona, por lo

tanto, se podria decir que esta especie vegetal puede potenciar la esporulacion de HMA
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asociados a cultivos de café.

Asi tambien, la disponibilidad del fésforo y la acidez del suelo son elementos que regulan
las comunidades de HMA en la rizosfera de los cafetales (De Beehouwer et al., 2015). No
se han registrado estas variables en el desarrollo del trabajo, no obstante, su estudio seria de
importancia para determinar su influencia en las comunidades de HMA en los sistemas

agroforestales.

En el presente estudio se realiz la caracterizacion morfoldgica de géneros predominantes
en los tres sistemas agroforestales. Se logro identificar los géneros Glomus y Acaulospora,
estos resultados concuerdan con el estudio realizado por Bolafios et al. (2000). En el
mismo, se evaluaron 28 sistemas cafetaleros, de los cuales se aislaron e identificaron 6
géneros y 20 especies de HMA. En dichos sistemas los géneros predominantes fueron
Acaulospora y Glomus. Por su parte Bertolini (2018) en un estudio realizado en México, en
sistemas agroforestales de café, se encontraron 20 morfotipos de HMA pertenecientes los
géneros: Acaulospora, Glomus, Gigaspora y Sclerocystis, de los cuales, los géneros

predominantes fueron Acaulospora con diez morfotipos y Glomus con siete morfotipos.

La dominancia del género Glomus se da en todos los tipos de suelo, debido a su capacidad
de adaptacion a diferentes condiciones edéaficas. En la mayoria de las poblaciones nativas,
se caracteriza por ser dominante, abarcando méas de 100 especies de HMA (Medina et al.,
2010). Ademas, la prevalencia del género Glomus se da en todos los tipos de suelo, debido
la rapidez y facilidad con la que este género coloniza las raices (Prieto-Benavides et al.,
2012). Por tal motivo la dominancia de este género también se evidencid en los sistemas
agroforestales asociados al café, ya que, presentd un mayor nimero de morfotipos en las

zonas objeto de estudio.
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6. CONCLUSIONES

Del aislamiento de los hongos micorrizicos arbusculares en muestras de suelo de los
sistemas agroforestales asociados al café, se evidencid variacion en el nimero de esporas,
esto debido al debido a que el tipo de manejo agrondmico es diferente en cada sistema

agroforestal y también por la composicion floristica diversa de cada zona.

De acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas de las esporas encontradas en los tres
sistemas agroforestales asociados al café, se determind la presencia de los géneros Glomus
y Acaulospora. Sin embargo, para conocer la biodiversidad total de HMA se requiere el

andlisis molecular, ya que pudieron existir otros géneros en estado vegetativo.

El género Glomus esta presente en las tres zonas de estudio, debido a que el mismo es de

distribucion cosmopolita.
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7. RECOMENDACIONES

Continuar con la caracterizacion morfologica y molecular de las esporas de HMA de
sistemas agroforestales asociados al cafée, con la finalidad de identificar nuevas especies.

Realizar cultivos trampa y aislamientos de las esporas de HMA para ser utilizados como

biofertilizante que requiere el cultivo de café en los sistemas agroforestales.
Determinar el grado de colonizacién de los HMA de los cultivos trampa, del café y de

especies forestales que conforman los sistemas agroforestales para que se puedan utilizar

como fuentes de indculos en bhiofertilizantes.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Muestreo de suelo y raicillas en los sistemas agroforestales asociados al café.

Figura 1. Recoleccion de suelo y raicillas de Malacatos (Hacienda Cristal), Chaguarpamba y Lozumbe

de la provincia de Loja

Anexo 2. Establecimiento de cultivos trampa. Laboratorio de Fisiologia Vegetal.
FARNR

Figura 2. Establecimiento de cultivos trampa para HMA con sustrato proveniente de tres sistemas

agroforestales de Malacatos, Chaguarpamba y Lozumbe de la provincia de Loja.
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Anexo 3. Tamizado de muestras de suelo procedentes de los sistemas agroforestales.
Laboratorio de Fisiologia Vegetal. FARNR

Figura 3. Preparacion de muestras de suelo procedentes de sistemas agroforestales para extraccion de

esporas de HMA.

Anexo 4. Extraccion e identificacion de esporas de las muestras de suelo provenientes
de los sistemas asociados al café. Laboratorio de Sanidad Vegetal. FARNR.

Figura 4. Observacion y extraccién de esporas de HMA en el estereoscopio.
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Anexo 5. Identificacién morfoldgica de morfotipos de HMA. Laboratorio de Sanidad
Vegetal. FARNR.

s

Figura 5. Observacion de los montajes de esporas e identificacion de los géneros predominantes en
los sistemas agroforestales asociados al café de la Malacatos, Chaguarpamba y Lozumbe de la

provincia de Loja.

Anexo 6. Observacion de HMA en raices de Plantago lanceolata L. Laboratorio de
Microbiologia. UTPL

Figura 6. Proceso de tincidn de raices de Plantago Lanceolata L. para observar estructuras de HMA.
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