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1. Titulo
Generacion de bioconocimiento sobre encapsulados de consorcios nativos de hongos

micorrizicos arbusculares de sistemas agroforestales asociados al café en la provincia de Loja.



2. Resumen

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son organismos del suelo que viven en
simbiosis con la mayoria de plantas, facilitando la absorcion de nutrientes, disminuyen el ataque
de patdgenos, aumentan la tolerancia de la planta a condiciones de estrés, entre otros beneficios.
El sistema de produccion en monocultivo limita la diversidad de HMA, es por ello que los
sistemas agroforestales (SAF) son una alternativa viable que permite desde el punto de vista
agroecoldgico, ampliar la diversidad de especies vegetales, asi como la diversidad y abundancia
de microoganismos del suelo. El objetivo de este trabajo fue generar bioconocimiento sobre la
elaboracion de encapsulados de consorcios nativos de HMA provenientes de cincos sistemas
agroforestales (El Cristal, Chaguarpamba, Lozumbe, Zapotepamba y La Argelia), a través de
la identificacion morfoldgica y el establecimiento de un protocolo de encapsulacion de HMA.
Por lo cual se realizd el aislamiento de esporas, y seguidamente la caracterizacion morfologica
a través de variables como: color, forma, didmetro, nimero de capas, presencia o ausencia de
ornamentacion, etc. Una vez que se caracterizaron los HMA se procedié a encapsularlos en
alginato de sodio. Se identificaron cuatro géneros: Glomus, Acaulospora, Gigaspora,
Sclerocystis, siendo el género Glomus el méas abundante en los cinco sistemas agroforestales y
se establecid la base de informacidn respecto de la biodiversidad de HMA nativos en diferentes
zonas en la provincia de Loja, asi como el proceso de encapsulacién de microorganismos que
pueden ser una alternativa de bioinsumo o biofertilizante accesible para los caficultores de la
provincia de Loja. Es importante que se amplie el estudio mediante la caracterizacion molecular
de los aislados nativos de HMA, a fin de definir los géneros presentes en los diferentes SAF

analizados.

Palabras claves: hongos micorrizicos, esporas, sistemas agroforestales, encapsulados,

agroecologia.



2.1.Abstract

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are soil organisms that live in symbiosis with the majority
of plants, faciliting nutrient absorption, reduce pathogen attacks, enhance plant tolerance to
stressful conditions, and provide various other benefits. The monoculture production system
limits the diversity of AMF. Consequently, agroforestry systems (AFS) emerge as a viable
alternative, facilitating the agroecological objective of expanding both plant species diversity
and the richness and abundance of soil microorganisms. The objective of this research work
was to generate bio-knowledge regarding encapsulated native consortia of arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) derived from five agroforestry systems (EI Cristal, Chaguarpamba,
Lozumbe, Zapotepamba, and La Argelia). This was accomplished through morphological
identification and the establishment of an AMF encapsulation protocol. The isolation of spores
served as the initial step, followed by meticulous morphological characterization involving key
variable such as color, shape, diameter, number of layers, among other relevant features. Once
the AMF were accurately characterized, they were subsequently encapsulated using sodium
alginate. Four genera were identified: Glomus, Acaulospora, Gigaspora, and Sclerocistys, with
the genus Glomus being the most abundant across all five agroforestry systems and this research
work has provided a significant contribution by establishing a comprehensive database
concerning the biodiversity of native arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) in different zones
within the province of Loja. Furthermore, it has successfully elucidated the intricate process of
encapsulating these microorganisms, which can serve as a viable and accessible bio-input
alternative for coffee farmers in the area. It is important to expand the study by conducting
molecular characterization of the isolated arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) to achieve a
more precise definition of the genera present in the different agroforestry systems (AFS)

analyzed.

Keywords: arbuscular mycorrhizal fungi, spores, agroforestry systems, encapsulated,

agroecology.



3. Introduccion

La seguridad alimentaria estd enfocada en el acceso de alimentos inocuos, que
satisfagan las necesidades alimentarias de la poblacion (Salazar y Mufioz, 2019). El crecimiento
demogréfico, los eventos naturales extremos, el cambio climatico, la deforestacion y expansion
de la frontera agricola, cambio del uso de suelo y reduccion de la disponibilidad de agua para
la agricultura, han generado un riesgo para la provision eficiente y oportuna de alimentos (Pérez
etal., 2018).

En Sudamérica, la actividad agricola es compleja por la diversidad de saberes
ancestrales y culturales de los productores, con elevados costos de produccion para incrementar
la productividad, a costa de la adicion de grandes cantidades de agroguimicos (Héctor-Ardisana,
et al., 2020). Segun Castillo et al. (2020), este fendmeno se debe a la necesidad de garantizar
cultivos sanos, pero que, a la vez promueven en el sector agricola el desarrollo de practicas
productivas insostenibles que generan impactos negativos a nivel econdémico, social y
ambiental (Andrade y Ayaviri, 2018).

Segun Masaquiza (2017) en el Ecuador el sector agricola es uno de los ejes principales
de la economia, sin embargo, las estructuras agrarias ain no alcanzan niveles que permitan
crear una sinergia en los niveles econémico, social y ambiental. Asi mismo, Afiazco-Romero
et al. (2018) menciona que, en el Ecuador la mayor tasa de deforestacion se dio en los afios
noventa; no obstante, la region andina se vio mayormente afectada, por cuanto se reemplazé la
vegetacion natural por cultivos agricolas, pastos y asentamientos humanos, lo que ha generado
el deterioro progresivo de las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, sin
considerar su lenta regeneracion (Novillo-Espinoza et al., 2018).

Con base en la Ley de Soberania Alimentaria del afio 2009, en el Ecuador se han
impulsado procesos de transicion y conversion de sistemas de produccion convencional a

sistemas de produccion agroecoldgicos (Cevallos-Suérez et al., 2020). Este ultimo requiere de



la reduccion del uso de agrogquimicos y su reemplazo por técnicas o procesos ecologicos,
eficientes y econdmicos (Garcia-Quintana et al., 2017). Los Sistemas Agroforestales (SAF)
constituyen una forma de manejo eficiente del suelo, agua, nutrientes y vegetacion.

Segun Celi-Delgado y Aguirre-Mendoza (2022), los sistemas agroforestales son una
alternativa viable de produccion, debido a que potencian el valor productivo de un cultivo de
importancia econdmico-social como es el café, y permite desarrollar estrategias agroecoldgicas
que favorecen la biodiversidad microbiana. El cultivo del café en los SAF contribuye a la
conservacion de la biodiversidad, por su estrecha relacion con microrganismos benéficos como
los hongos micorrizicos arbusculares, asi lo describe Venegas-Sanchez et al. (2018), los cuales
se asocian con mas del 80 % de las plantas, mejoran la nutricion mineral y facilitan la absorcion
de agua de la planta hospedera (Bertolini et al., 2018).

Existe evidencia de que los Hongos Micorrizicos Arbusculares (siglas HMA) favorecen
el desarrollo y rendimiento del cultivo de café en términos de crecimiento y estado nutricional
de las plantas (Bertolini et al., 2020). Estos microorganismos han sido estudiados para evaluar
su diversidad y abundancia en diferentes sistemas de produccion y su efecto en la fisiologia y
rendimiento del café (Vallejos-Torres et al., 2019). Son una alternativa de manejo sostenible
del suelo; no obstante, su riqueza y composicion difieren de acuerdo a la diversidad floristica y
afios transcurridos desde el establecimiento de los sistemas agroforestales (Urgiles-Gomez et
al., 2021).

La actividad bioldgica es esencial para mantener la calidad de los suelos y la eficiencia
de los sistemas agroforestales, puesto que las propiedades y dinamica de las comunidades
microbianas, constituyen indicadores de calidad en un SAF (Pardo-Plaza et al., 2019); es asi,
que en la actualidad existe diversidad de inoculantes micorrizicos comerciales, sin embargo. la
informacidn sobre consorcios nativos y la influencia en el cultivo de café asociado a los SAF

es escasa (Hernandez-Acosta et al., 2021). En las Gltimas décadas los HMA han sido utilizados



en la produccion de bioindculos a fin de aumentar su productividad (Urgiles-Gomez et al.,
2019) y reducir los dafios ocasionados por problemas fitosanitarios ((Bertolini et al., 2020).

El avance tecnoldgico y la generacién de bioconocimiento, término descrito por
Samaniego-Ponce (2018) como la articulacion del analisis, investigacion y aprehension del
mundo a partir de la integracion de todas las formas de vida y mudltiples relaciones que
intervienen e inciden en el conocimiento, es fundamentado en las experiencias, uso sostenible
de los recursos naturales, manejo de sistemas agroforestales asociados al café y biodiversidad
de microorganismos del suelo (Mera-Andrade et al., 2019), lo que ha permitido realizar el
estudio amplio para determinar la eficiencia y potencial de microorganismo benéficos (MB) a
través de técnicas y procedimientos de formulacion de estos inoculantes como la encapsulacién
en alginato para que constituya una alternativa viable que permita aumentar el rendimiento de
los cultivos agricolas y de interés comercial en las diferentes zonas (Bhatia, 2020).

Generar informacion sobre las comunidades nativas de los hongos micorrizicos aporta
a la produccién sostenible de alimentos, por cuanto, segun lo menciona Devia-Grimaldo et al.
(2021) aumentan la absorcion de agua, regulan el ciclo de nutrientes, influyen en la estructura
y multifuncionalidad del suelo; ademas, confieren a las plantas tolerancia a la sequia, metales
pesados, enfermedades y patogenos; por tal motivo, el presente estudio tuvo como objetivo
generar bioconocimiento sobre encapsulados de consorcios nativos de hongos micorrizicos
arbusculares de sistemas agroforestales asociados al café en la provincia de Loja, los cuales
constituyan la base para impulsar el desarrollo de bioinsumos accesibles para los productores
de café de la zona.

Hipotesis general

Los encapsulados presentan consorcios de diversos hongos micorrizicos arbusculares

nativos en los sistemas agroforestales asociados al café de la provincia de Loja.



Objetivo general

Potenciar bioconocimiento de encapsulados de consorcios nativos de hongos
micorrizicos arbusculares de sistemas agroforestales asociados al café para su uso en la
provincia de Loja.

Objetivos especificos

- Identificar morfologicamente consorcios nativos de hongos micorrizicos
arbusculares como indicador de biodiversidad en sistemas agroforestales de la provincia de
Loja.

- Establecer un protocolo para la elaboracion de encapsulados de consorcios
nativos de hongos micorrizicos arbusculares, enfocado a caficultores como alternativa

agroecoldgica en la provincia de Loja.



4. Marco tedrico

4.1.  Sistemas Agroforestales asociados al café

Segun Rodriguez (2004) los Sistemas Agroforestales (SAF) constituyen una técnica de
uso eficiente y aprovechamiento del suelo, en los cuales se asocian diferentes especies de
arboles forestales, arbustos con cultivos agricolas o con animales en el mismo terreno, de
manera simultanea o en secuencia temporal. Por los multiples beneficios que ofrecen, los SAF
son considerados como una alternativa de sustentabilidad ecologica y econGmicamente viable.

Los SAF café o café bajo sombra proveen maltiples servicios ecosistémicos compatibles
con la conservacion y restauracion de los ecosistemas. Entre las funciones principales de los
SAF se pueden mencionar la obtencion de productos agroforestales para autoconsumo y venta;
regulan el microclima; favorece procesos como la polinizacién y el control biologico de plagas
y enfermedades; aportan con la conservacion de suelo por aporte de materia organica; reducen
la erosion del suelo; actian como hébitat de animales y plantas; aportan con la mitigacion del

cambio climético por la captura de carbono en la biomasa aérea (Pinoargote, 2022).

4.2.  Microorganismos benéficos del suelo

En la actualidad la poblacion mundial ha visto la necesidad de desarrollar una
“agricultura sustentable”, en la que se incorpora microorganismos benéficos (de aqui en
adelante MB) como alternativa en los sistemas productivos (Viera-Arroyo, 2020). La demanda
de alimentos ocasiona que la agricultura enfrente graves problemas de degradacion por el
modelo de cultivo intensivo y el desequilibrio en el uso de fertilizantes, generando un
desbalance de nutrientes y fertilidad del suelo, baja productividad y reduccion en la calidad de
los alimentos (Alvarez et al., 2018).

Segun Alvarez et al. (2018), los microorganismos son actores importantes en un sistema
de produccion, pues ayudan en el desarrollo eficiente de los sistemas agricolas sostenibles, ya

que participan en maultiples procesos como la formacion de agregados, aireacion,



transformacion de la materia organica, el ciclo de nutrientes, nutricion vegetal, crecimiento y
desarrollo de las plantas, Por otro lado, contribuyen en la sanidad vegetal (control de plagas y
enfermedades), en la regulacion del clima, humedad del suelo y ayudan en la biorremediacion
de suelos contaminados con metales pesados (Avila-Salem et al., 2022).

El uso de MB constituye una herramienta basica para el desarrollo de una agricultura
limpia. Se han realizado muchos estudios cientificos que han justificado los beneficios de los
MB en distintos cultivos de seguridad alimentaria como papa, arroz, maiz, entre otros (Viera-
Arroyo, 2020). Avila-Salem et al. (2022), manifiesta que entre los principales microorganismos
aplicados en la agricultura estan las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) como
el género Bacillus que ejercen su accion a través de la produccion de fitohormonas, enzimas y
acidos organicos; HMA que desarrollan una relacion simbidtica con las raices de las plantas y
hongos del género Trichoderma.

4.3. Tipos de hongos micorrizicos

De acuerdo a la diversidad de micorrizas, estas se clasifican en:
4.3.1. Ectomicorrizas.

Segun Sandoval (2019), las ectomicorrizas se caracterizan porque desarrollan una
espesa capa de micelio sobre la zona cortical de las raices absorbentes de la planta, las hifas del
hongo no penetran en el interior de las células de la raiz, si no que se ubican sobre y entre las
separaciones de éstas. Este tipo de micorrizacién predomina en especies forestales y lefiosos,
como roble, eucalipto y pino. Las ectomicorrizas son relativamente poco frecuentes en la
naturaleza, solo un 3 a 5 % de las plantas establecen este tipo de simbiosis.

4.3.2. Endomicorrizas

Se caracterizan por la penetracion del hongo inter e intracelularmente, la ausencia de

manto y las acentuadas modificaciones anatomicas en las raices no visibles a simple vista.

Dentro de este grupo se distinguen varios subtipos: arbusculares, ericoides, orchidaceas,



ectendomicorriza, arbutoides, y los monotropoides. Los sub grupos importantes desde el punto
de vista de produccion agricola y forestal son los arbusculares y vesiculo-arbusculares
(Sandoval, 2019).
4.3.3. Ectoendomicorrizas

Presentan las caracteristicas de ectomicorrizas, con la diferencia que hay penetracion
intracelular. Algunos autores los clasifican como endomicorrizas, mientras que otros,
basdndose en la cercania filogenética de los hongos asociados con los Ascomycota y

Basidiomycota, las ubican como ectomicorrizas (Sandoval, 2019).

4.4, Hongos micorrizicos arbusculares

Etimologicamente, la palabra micorriza se ha formado del término griego mykos que
significa hongo y del vocablo latino rhiza que significa raiz. ElI término micorriza, cuyo
significado literal es hongo — raiz, se aplicé por primera vez a las asociaciones que se establecen
entre plantas terrestres y determinados hongos del suelo, por el patélogo aleman Albert Bernard
Frank en 1885 (Pachacama, 2011).

La micorriza es la asociacion simbidtica entre las raices de las plantas hospederas y
cierto grupo de hongos naturales del suelo, la cual establece una relacion mutualista, por cuanto,
el hongo simbionte recibe carbohidratos de la planta y a cambio el hongo brinda a la planta
varios beneficios reflejados en su crecimiento, sanidad y nutricion (Rivillas et al., 2020).

Segun Mondino et al. (2019), los HMA son simbiontes obligados que colonizan
espontaneamente las raices de aproximadamente el 80 % de las plantas terrestres. Estos
microorganismos incrementan el crecimiento de las plantas, por cuanto les permite aumentar
su capacidad de absorber agua y nutrientes minerales como fosforo (P), zinc (Zn), manganeso
(Mn) cobre (Cu), asi como fortalecer los mecanismos de defensas contra organismos patégenos

(FAO y Mimec, 2023).

10



Asi mismo, las plantas generan las principales fuentes del carbono necesario para el
desarrollo y la multiplicacion de los HMA y estos a su vez tienen la capacidad de captar iones
inmoviles de fosforo y otros elementos. La interaccion del hospedero con los HMA les otorga
mayor resistencia a los diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico y aumenta la productividad
y el desarrollo radicular de la planta gracias a la formacién de micro agregados del suelo
(Moina-Quimi et al., 2018).

Una de las caracteristicas mas importantes que tienen los HMA, es la de extenderse mas
alla de la zona de raices para desarrollar una red de micelio con la posibilidad de explorar el
suelo, capturar nutrientes y agua para la planta (Rivillas et al., 2020).

45. Taxonomiay clasificacion de HMA, Glomeromycota

Redecker et al. (2013) propusieron la clasificacién taxondmica mas actual para los
HMA (Tabla 1), basados principalmente en la morfologia de estructuras micorrizicas e
identificacion molecular basada en analisis moleculares de regiones que abarcan genes de ARN

ribosomal: 18S (SSU), ITS1-5.85-ITS2 (ITS) y/o 28S (LSU).
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Tabla 1.

Clasificacién Glomeromycota de Hongos Micorrizicos Arbusculares.

Reino Division Clase Orden Familia Género
Glomus
Funneliformis
Glomeraceae i
Glomerales Rhizophagus
Sclerocystis
Claroideglomeraceae Claroideoglomus
Gigaspora
Gigasporaceae Scutellospora
Racocetra
i Acaulosporaceae Acaulospora
Fungi  Glomeromycota  Glomeromycetes

Diversisporales

Entrophosporaceae

Entrophsospora

Pacisporaceae

Pacispora

Diversispora

Diversisporaceae Otospora
Redeckera
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus
Geosiphonaceae Geisphon
Archaeosporales Ambisporaceae Ambispora
Archaeosporaceae Archaeospora

Nota: Adaptado de Redecker et al. (2013).

4.6.

Glomeromycota:

Tabla 2.

Caracteristicas morfologicas de las familias Glomeromycota.

Caracteristicas morfoldgicas de la familia Glomeromycota

A continuacién, en la Tabla 2, se indican las caracteristicas principales de las familias

Familia

Caracteristicas morfologicas

Glomeraceae

e Etimologicamente significa “una bola de hilo”.

e Las esporas son generalmente de forma esférica y sub esférica,

irregulares de 40 a 70 micrones de didmetro.

e Hialino bajo el microscopio varia de amarillo, negro, amarillo-

marrdn a rojizo o naranja.

e Forman esporocarpos laxos que contienen de 1 a 20 0 mas esporas,

estan débilmente unidos por multiples enlaces miceliales.
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Familia

Caracteristicas morfologicas

Las hifas de las esporas son gruesas, de 5 a 6 um de ancho y se

estrechan hacia la base de las esporas.

Claroideglomeraceae

Forman esporas glomoides tipicas que constan de una pared de tres
capas: una capa externa que se desprende que tifie el dextrinoide en
el reactivo de Melzer, una capa laminada intermedia y una capa
interna delgada que une el lumen de la hifa subyacente formando

un “tabique”.

Gigasporaceae

Forman esporas asexuales grandes generalmente >200 um.

La pared de esporas consta de una capa exterior con diferentes
propiedades que distinguen las especies por ejemplo color, grosor,
reaccion en el reactivo de Melzer.

El contenido de la espora esta separado del de la célula espordgena

bulbosa por un tapén o, mas raramente, por un tabique.

Acaulosporaceae

Etimologicamente significa “esporas sin un tallo”.

La espora puede ser globosa, sub globosa, entre otras, y con
medidas de 100 — 400 um de diametro.

Color: blanco, café rojizo oscuro, blanca o amarilla oliva.

La pared de esporas estd formada por dos grupos de paredes: el
primer grupo hialina restante de la bolsa “saculo”, luego una pared
laminada; y la interna mas fina y flexible de 2 um de grosor y el
segundo grupo conformada por 2 paredes denominados
“germinales”, transparentes .de 2 um de espesor

La pared de esporas es de un color hialino, amarillo transparente,

marron, verde grisaceo.

Entrophosporaceae

Esporas de forma globosa a subglobosa y tienen una pared externa
y otra interna. Las capas externas son semipersistentes y
evanescentes. La pared interna es gruesa, finamente laminada y se

forma de novo.

Diversisporaceae

Las esporas son glomoides, algunas de las cuales forman un peridio
que se ramifica a partir de la hifa subyacente que puede dar lugar a

pequefios grupos (2-3 esporas).

Ambisporaceae

Producen propagulos dimoérficos de esporas glomoides vy
acaulosporoides.
Esporas glomoides hialinas con pared de esporas bicapa e hifas

subyacentes. Pueden estar formados solos o en racimos.
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Familia Caracteristicas morfologicas

e La pared posee varias capas, cuya pared interior es semiflexible.

e Tincion débil al reactivo Melzer.

e Los arbusculos generalmente se tifien muy débilmente.

e Las hifas intrarradicales tienden a tefiirse un poco menos que los
arbusculos. Se extiende tanto intra (3 a 10 um de ancho) como
intercelularmente.

e Las hifas extrarradicales generalmente son delgadas (2-3 um de

Archaeosporaceae ancho), pero abundantes alrededor de las raices.

e La estructura subcelular consiste Unicamente en una pared de
esporas, de las cuales la capa mas externa es continua con la pared
monocapa del cuello del “saculo esporifero”.

e Las esporas no forman “paredes germinales”, las cuales son

delgadas y flexibles.

Nota: Adaptado de The International Collection of (Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal Fungi, 2023,
link (https://invam.ku.edu/species-descriptions).

4.7.  Estructura de los hongos micorrizicos arbusculares

Las estructuras que forman los HMA son: esporas, hifas (pueden formar agrupaciones
miceliares externas o internas, células auxiliares o apresorios), arbdsculos y vesiculas (Guaman,
2016).
4.7.1. Esporas

Las esporas son los medios reproductivos del hongo y al germinar producen una
estructura denominada hifa (Sanchez, 2017). El tamafio puede variar entre especies (15 a 800
um) y en la mayoria de los casos las esporas son de forma globosa (esférica) sin embargo, en
algunas especies las esporas pueden ser ovaladas u oblongas. Siendo la esporulacion un proceso
dindmico, mientras algunas esporas se forman otras estan germinando (FAO y Mimec, 2023).

El tiempo de germinacion es alrededor de uno a dos meses dependiendo de la especie
(Sanchez, 2017); sin embargo, se han reportado trabajos, en los que el tiempo de germinacion

ha sido menor.
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4.7.2. Hifas

El micelio intraradical corresponde al aparato de nutricion del hongo y puede
desarrollarse dentro de la pared de la célula de la raiz (intracelular) o entre la pared de la célula
de la raiz (intercelular). El micelio extraradical funciona como una prolongacion del sistema
radicular de la planta, permitiéndole explorar un area mayor de suelo (Guaman, 2016).

4.7.3. Arbusculos

Los arbusculos son ramificaciones dicotdmicas repetidas de una hifa por lo que poseen
forma de arbol. Se ha mencionado que es ahi donde tiene lugar el intercambio de nutrientes y
metabolitos entre el hongo y la planta (Cedefio, 2022). Su ciclo de vida aproximado esde 1 a 3
semanas, después de lo cual se colapsa y parte de €l se reabsorbe y el resto de componentes
permanecen en la célula hospedera (Pachacama, 2011).

4.7.4. Vesiculas

Presentan una forma ovoide y pueden formarse inter o intracelularmente. Estas
constituyen el sitio de almacenamiento de energia, en forma de lipidos y azlcares; sin embargo,
algunos HMA no forman vesiculas (Cedefio, 2022).

4.8.  Proceso de colonizacion.

Segun Mendoza (2021) la colonizacion de raices de HMA y la densidad de esporas, son
mas altas durante la etapa de crecimiento de las plantas; es decir, en la época de verano; mientras
que, durante la época bajas temperaturas, la densidad y colonizacion de hongos disminuye; no
obstante, Pérez y Vertel (2010) mencionan que el proceso de colonizacion esta determinada por
condiciones de campo como: factores fisico-quimicas del suelo (pH, temperatura, aireacion,
textura y contenido de materia organica), condiciones climaticas (intensidad y duracion de la
luz, temperaturas, humedad, épocas de lluvias y épocas secas) y practicas agronomicas.

La colonizacion de la raiz es acompariada del desarrollo de un micelio extraradical que

incluye estructuras ramificadas, las cuales estan involucradas con la absorcion de nutrientes
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minerales. Las esporas externas se desarrollan en algunas de las fases de reproduccion,
completando el ciclo de vida del hongo, asi durante la fase de esporulacion, se forman grandes
cantidades de estos propagulos; se han estimado entre 14 000 y 38 000 por raiz en cultivos
monoxénicos (Cedefio, 2022); los cuales se caracterizan por la propagacion de HMA mediante
el uso de raices inoculadas para la obtencion masiva de esporas y micelio (Nazareno-Saparrat
etal., 2018).

4.9.  Simbiosis micorrizico-arbuscular

Las micorrizas establecen una simbiosis generalmente mutualista en la raiz del
hospedero, o0 en una estructura similar, en la cual la energia se mueve de la planta al hongo y
los recursos inorganicos del hongo a la planta. Los hongos son seres vivos heterétrofos y, por
lo tanto, se benefician con los hidratos de carbono sintetizados por la planta, y estos a su vez,
toman y transfieren nutrientes del suelo a la raiz (principalmente fosforo y nitrogeno) y le
proveen proteccion contra patdégenos y condiciones hidricas desfavorables (Gonzalez et al.,
2018).

Segun lo menciona Gonzalez et al. (2018), ademas del aporte que brinda los hongos en
cuanto al estado nutricional y el crecimiento de su hospedante vegetal, la simbiosis micorrizica
ofrece otros beneficios, entre los que se destacan: la proteccion ante el ataque de parasitos,
hongos patdgenos y nematodos, limitacion de la absorcion de metales pesados como el zinc y
el cadmio, aumento del area de exploracién de la raiz, mejoramiento de las propiedades fisico-
quimicas del suelo mejorando la estructura y estabilidad, reduciendo su erosién y aumentando
su capacidad de retencion de agua. Existen factores externos como la estacionalidad y el manejo
que influyen en la propagacion de los HMA y pueden afectar las simbiosis en condiciones de

campo (Cedefio, 2022).
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4.10. Encapsulacién en alginato

La encapsulacion es un proceso fisico-quimico mediante el cual se protegen compuestos
de interés, los cuales son cubiertos con una pelicula polimérica porosa que permite mantener su
viabilidad y estabilidad (Ortiz-Romero et al., 2021). La encapsulacién de microorganismos esta
siendo ampliamente estudiada, puesto que, la finalidad es la proteccidn de una especie en una
capsula manteniendo su estabilidad, biodisponibilidad y conservacion de los componentes
bioactivos y la viabilidad de microorganismos (Martin-Morales et al., 2021).

4.10.1. Técnicas de encapsulacion

Existen varios métodos empleados para la encapsulacion de microorganismos entre los
cuales tenemos: emulsion, desecacion por atomizacion, liofilizacidn y extrusion o goteo; asi
como diferentes materiales empleados como soporte de inmovilizacion (Amador-Lamus,
2021).

Encapsulacion por extrusion: La técnica consiste en establecer gotas de solucion de
alginato que contiene el componente a encapsular al hacer pasar dicha solucién por un
dispositivo extrusor de velocidad y tamafio de goteo controlado. Estas gotas caen sobre un bafio
que incluye la fuente del ion divalente, quien induce la solidificacion mediante el mecanismo
de gelificacion externa. Ademas, se debe considerar pardmetros que contribuyen en su forma
esférica y tamafio como la distancia de separacion de la boquilla al bafio, el efecto de la
gravedad y la tensién superficial de la solucién que induce la solidificacion (Andrade y Avellan,
2020).

4.10.2. Agentes encapsulantes

Los polimeros organicos son los compuestos mas ampliamente utilizados, puesto que

almacenan temporalmente los microorganismos y los libera gradualmente. Los materiales de

recubrimiento empleados en la encapsulacion de microorganismos son los lipidos, polisacaridos
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(almidon y sus derivados amilosa, celulosa y dextrinas maltodextrinas), extractos de plantas,
proteinas como el suero lacteo y alginatos (Pacheco-Aguirre et al., 2017).

El uso de alginato ha sido objeto de varios estudios por constituirse un compuesto
“amigable” para las células y/o microorganismos inmovilizados. La matriz del alginato brinda
proteccion ante los cambios fisicos-quimicos y la radiacion UV. Adicionalmente, este
compuesto mas el almiddn, ofrece las condiciones adecuadas para la adherencia de los

microorganismos inmovilizados, garantizando la viabilidad de la poblacion.
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5. Metodologia

Para el desarrollo del presente trabajo, se llevd a cabo una investigacion de tipo
descriptiva con la aplicaciéon del método deductivo partiendo de los objetivos planteados y de
la informacion obtenida sobre la caracterizacion morfoldgica de consorcios nativos de HMA y
su uso para la elaboracion de encapsulados.
5.1.  Areade estudio

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal y Laboratorio de
Anatomia de Maderas Tropicales de la Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales
Renovables (FARNR) de la Universidad Nacional de Loja, ubicado en las coordenadas W 699
489, S 9" 553 739, en los cuales se realizo el aislamiento e identificacién morfoldgica de
consorcios nativos de HMA y el establecimiento de un protocolo para la elaboracion de
encapsulados de HMA.
5.2.  Materiales, equipos y reactivos

Cajas Petri, portaobjetos, cubreobjetos, pipeta Pasteur de vidrio, micropipeta, vasos de
precipitacion (250 y 500 ml), tubos de ensayo, tubos Eppendorf (1,5 y 15 ml), gradilla, tamiz
(# 350, #297 y #38), papel filtro, Estereomicroscopio, centrifuga, Microscopio Olympus BX
41, estufa, balanza, reactivo Melzer, Polivinil Lacto-Glicerol (PVLG), &cido lactico, azul de
metileno (0,05 %), hidréxido de potasio (10 %), &cido clorhidrico, agua destilada.
5.3. Metodologia para identificar morfol6gicamente consorcios nativos de HMA como

indicador de biodiversidad en sistemas agroforestales de la provincia de Loja.

En la Tabla 3, se describen las areas en las cuales se colecto la fuente de indculo en los

cinco sistemas agroforestales.
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Tabla 3.

Descripcidn de los tratamientos segun las areas de colecta de las fuentes de indculo de HMA de la

provincia de Loja, Ecuador.

Procedencia

Descripcién Altitud Descripcion del SAF
. . de las fuentes . o
Cédigo Tratamiento de los ) (m.s.n.m) asociado al café, Loja,
tratamientos el OB Ecuador
HMA. '
. . Sistema asociado con
consoreio hacienda el Aliso (Alnus acuminata
Cons_HMA_Mal. T1 HMA- Cristal- 2409 s
- - Kunth) y vegetacion
Malacatos Malacatos )
herbacea
Sistema asociado con
consorcio banano (Musa paradisiaca
Cons_ HMA_Cha. T2 HMA- Chaguarpamba 800 L). Guayabo (Psidium
Chaguarpamba guajava L) y Pico-Pico
(Acnistus arborescens L).
Sistema asociado con
banano (Musa paradisiaca
L), Guaba (Inga edulis
N e
Cons_HMA_Loz. T3 HMA- Lozumbe 843 (Erythrina velutina Willd),
Lozumbe . ox . .
Fernan Sanchez (Triplaris
cumingiana Fisher y
Meyer), vegetacion
herbacea y arbustiva.
consorcio Quinta
HMA-Quinta experimental Sistema asociado con aliso
Cons_HMA_Zap. T4 experimental Zapotepamba 889 (Alnus acuminata kunth)
Zapotepamba de la UNL.
consorcio Quinta Sistema asociado con
Cons_HMA_Arg. T5 HMA-Quinta  experimental la 2125 Aliso (Alnus acuminata
- — experimental la  Argelia de la Kunth)
Argelia UNL. Loja ’

 Fuente: Elaboracién de la autora.

5.3.1. Cuantificacion e identificacion de esporas de HMA en el suelo

Para la extraccion de esporas de HMA se utilizd la metodologia de extraccion de esporas

del suelo por decantacion descrita por Gerdemann y Nicolson (1963). Para ello, se peso 100 g

de suelo obtenido de cinco procedencias: El Cristal, Chaguarpamba, Lozumbe, Zapotepamba y

La Argelia. Este suelo se colocé en tamices de granulometria de mayor a menor (#350, #297 y

#38) y se procedio a lavar. EI material retenido en los tamices #297 y #38 se coloco en tubos

Eppendorf de 15 ml, se afiadio solucidn de sacarosa al 70 % y se centrifugo por 4 minutos a 2
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400 revoluciones por minuto (rpm). Se dejé reposar por 15 minutos y el sobrenadante se colocé
en el tamiz #38, se lavo con agua destilada para remover los restos de sacarosa. Finalmente, el
liquido restante del tamiz se lo dispuso en una caja Petri y se llevd al estereomicroscopio para
la cuantificacion de esporas.

Para el proceso de identificacion, se extrajeron las esporas de HMA con una pipeta
Pasteur de vidrio y se realizo el montaje en portaobjetos, agregando una gota de reactivo Melzer
para tincién de las esporas y facilitar la observacion de sus caracteristicas morfologicas y una
gota de Polivinil Lacto-Glicerol (PVLG) para fijar las esporas, se colocé el cubreobjetos.

Las placas montadas, se observaron en el microscopio con lentes de 20x, 40x y 100X,
identificandose las caracteristicas y estructuras de las esporas como: color, forma, diametro,
numero de capas, presencia/ausencia de ornamentacion. Estos criterios fueron comparados y
contrastados con las claves propuestas en INVAM “International Collection of Vesicular
Arbuscular Mycorrhizal Fungi” (2018) disponible en (http://www.invam.wvu.edu/). La
observacién se realiz6 con el microscopio y se capturaron las iméagenes de los morfotipos
identificados con el programa Infinity Analize para Windows adaptado al microscopio.

5.3.2. Determinacion del porcentaje de colonizacion de HMA.

Para determinar el porcentaje de colonizacién radicular, se empled la técnica de tincion
de Phillips y Hayman (1970).

De cada muestra recolectada de las cinco procedencias, se tomo el sistema radicular y
se lavo con abundante agua para eliminar las impurezas. Se utiliz6 una pinza y una tijera estéril
y se cortaron fragmentos de raices de 1 cm de largo y se colocaron en KOH al 10 % en bafio
maria a 60 °C durante 20 minutos. A continuacion, se lavaron tres veces con agua destilada y
se sumergieron en HCI al 10 % por dos minutos y nuevamente se lavaron con agua destilada.
Posteriormente se tifieron con azul de metileno al 0,05 % en acido lactico al 90 % (60 °C durante

20 min) y se dejo reposar por 24 horas. Para la evaluacion se seleccionaron 15 fragmentos de
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raiz tefiidos por procedencia, que fueron colocados en tres portaobjetos en grupos de 5. Las
placas preparadas se analizaron al microscopio con lente de 40x y 100x.

Para determinar el porcentaje de colonizacion se empled el diagrama que se muestra a

1onant

Valuein % 0% <1 2-10% 11-50%  51-90% >90%

continuacion en la Figura 1.

Class

Figura 1. Diagrama de clases de colonizacion de HMA en raices.

Nota. Cada fragmento de raiz se asigna a una de las siguientes clases:0 = 0%, 1 < 1%,
2 = 2-10%, 3 = 11-50%, 4 = 51-90, 5> 90% (Trouvelot et al., 1986, citado por Lojan et
al. (2017).

La frecuencia de colonizacion de raices (% F) se determin mediante la formula:

N —n0

%F = N

x 100

donde N es el nimero de fragmentos observados y n0 es el nimero de fragmentos sin
rastros de colonizacion. El % de RLC (Root length colonization) final, se calcul6 utilizando la
formula:

95n° + 70n* + 30n3 +5n% +n

% RLC = N

donde % RLC es el porcentaje de raiz colonizada, n5, n4, n3, n2, n es respectivamente
el numero de fragmentos puntuados como 5, 4, 3, 2, 1 y N es el nimero total de fragmentos

observados.
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5.4. Metodologia para establecer un protocolo para la elaboracion de encapsulados de
consorcios nativos de hongos micorrizicos arbusculares, enfocado a caficultores
como alternativa agroecoldgica en la provincia de Loja.

5.4.1. Preparacion de solucién de alginato
Se preparo una solucion de alginato al 2 %, para lo cual en un plato agitador y a 60 °C

se colocd 200 ml de agua destilada y se adicioné gradualmente 4 g de alginato. Una vez obtenida

la solucion, se colocd en una botella de vidrio y se autoclavo durante 1 hora 30 min a 121 °C,
hasta alcanzar la temperatura y presion requerida.

5.4.2. Encapsulacion de HMA en matriz de alginato y almidon
Al alginato previamente elaborado se le adiciond: 40 g de maicena (almidon), 100 g de

raices cortadas en segmentos pequefios y 2,5 ml de acidos humicos. Todos los elementos se

mezclaron constantemente, hasta obtener una sustancia homogénea. Para los encapsulados se
colocé 1 000 ml de agua destilada en el plato agitador, y paulatinamente se agregé 11 g de

CacCl; (cloruro de calcio) hasta que se disolvio en su totalidad.

Una vez obtenidas las soluciones de CaCl: y alginato (indculo), con la ayuda de una
micropipeta se tomo un volumen de 100 microlitros (ul) y gota a gota se fue colocando en la
solucion de CaCl,. Este procedimiento se lo realiz6 hasta completar los 100 ml de in6culo
preparado en matriz de alginato y almidén. Las capsulas finalmente se colocaron sobre papel
absorbente para el secado y solidificacion.

5.4.3. Cuantificacion de esporas de HMA en encapsulados
Para la cuantificacion de HMA, se realizaron 10 repeticiones con 10 capsulas cada una,

este proceso se empled para las cinco procedencias. En una caja se colocaron las capsulas y se

adicion0 agua destilada hasta que se disuelvan en tu totalidad y se llevo al estereomicroscopio
para la observacion y cuantificacion de esporas. Finalmente se obtuvo el nimero promedio de

esporas por capsula.
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5.5.  Andlisis estadistico

En el presente trabajo de investigacion no se establecio disefio experimental, por cuanto
es una investigacion descriptiva. Se realizd un ANOVA, seguido de la prueba LSD Fisher. EI
nivel de significancia empleado fue de 0.05 y los analisis se realizaron mediante el software

estadistico Infostat 2016.
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6. Resultados

6.1. Identificacion morfologica de consorcios nativos de hongos micorrizicos

arbusculares

En la Tabla 4, se muestran las morfoespecies de HMA caracterizados e identificados a
partir de las muestras de suelo procedentes de cinco SAF: El Cristal, Chaguarpamba, Lozumbe,
Zapotepamba y La Argelia. Los SAF de Lozumbe y Zapotepamba presentaron mayor nimero
de esporas por 100 g suelo con 197 y 151 esporas respectivamente, seguidas de El Cristal con
118 esporas, La Argelia 111 esporas y Chaguarpamba con 96 esporas cuantificadas

Tabla 4.
Cuantificacion de esporas de morfoespecies de HMA 100 g suelo provenientes de cinco sistemas

agroforestales.

Procedencia Morfoespecies Género Nro. Esporas
de HMA de HMA Esporas Totales
1 Glomus spp. 83
2 Acaulospora spp. 28
El Cristal P . PP 118
3 Sclerocystis spp. 1
4 Gigaspora spp. 6
5 Glomus spp. 73
6 Acaulospora spp. 16
Chaguarpamba 7 Sclerocystis spp. 3 %
8 Gigaspora spp. 4
9 Glomus spp. 142
10 Acaulospora spp. 44
L . 197
ozumbe 11 Sclerocystis spp. 2 o
12 Gigaspora spp. 9
Zapotepamba - 13 Glomus spp. 137 151
UNL. Paltas 14 Acaulospora spp. 14
La Argelia - UNL. 15 Glomus spp. 111 111
Loja

Fuente: Elaboracion de la autora.

En la Tabla 5, se muestran las caracteristicas morfoldgicas de cada uno de las
morfoespecies presentes en los SAF. Se identificaron cuatro géneros de HMA en las muestras
procedentes de El Cristal, Chaguarpamba, Lozumbe se identificaron morfoespecies de los

géneros Glomus, Acaulospora, Sclerocystis y Gigaspora; en Zapotepamba se identificaron
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morfoespecies de los géneros Glomus y Acaulospora; y en La Argelia se identifico el género

Glomus.
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Tabla 5.

Caracteristicas morfoldgicas de morfoespecies de HMA en sistemas agroforestales asociados al café.

Procedencia Mon:l)'t\e/TRecies Color Forma Diametro (um) Nro. de capas Posible género
1 Negro Globosa 114,17 1 Glomus spp.
2 Marron claro Subglobosa 105,57 2 Acaulospora spp.
El Cristal . .
3 Rojizo Globosa 64,38 1 Sclerocystis spp.
4 Negro Globosa-subglobosa 197,79 1 Gigaspora spp.
5 Marrén oscuro Globosa 102,01 2 Glomus spp.
6 Pardo rojizo Globosa 125,11 2 Acaulospora spp.
Chaguarpamba B )
7 Rojizo Globosa 51,51 1 Sclerocystis spp.
8 Negro Globosa 158,81 2 Gigaspora spp.
9 Amarillo claro Subglobosa 94,91 1 Glomus spp.
10 Marrén claro Globosa 89,49 1 Acaulospora spp.
Lozumbe .
11 Negro Globosa 80,07 0 Sclerocystis spp.
12 Amarillo hialino Globosa 116,73 1 Gigaspora spp.
13 Amarillo parduzco Subglobosa 101,37 2 Glomus spp.
Zapotepamba )
14 Marron claro Subglobosa 108,02 2 Acaulospora spp.
La Argelia 15 Marron claro Subglobosa 83,89 2 Glomus spp.

Fuente: Elaboracion de la autora



En la Figura 2, se presentan las morfoespecies caracterizadas morfolégicamente
en los SAF de El Cristal, Chaguarpamba y Lozumbe, identificandose los géneros
Glomus, Acaulospora, Sclerocystis y Gigaspora. En la zona de Zapotepamba se
identificaron morfoespecies del genero Glomus y Acaulospora, mientras que en la zona
de La Argelia se identifico el género Glomus. Todas las morfoespecies presentaron

diferencias morfologicas de color, forma y tamafio.

El Cristal

Acaulospora sp. Sclerocystis sp. Gigaspora sp.

Gilomus sp. Gigaspora sp.

Lozumbe

Giomus sp. Acaulospora sp. Sclerocystis sp. Gigaspora sp.

Zapotepamba

Giomus sp. Acaulospora sp.

o ek

La Argelia

Gilomus sp.

Figura 2. Caracterizacion morfolégica de HMA (40X y 100X) en cinco sistemas
agroforestales.



Fuente: Elaboracion de la autora.
Contrarrestando el nimero de esporas identificadas y caracterizadas con la diversidad

de morfoespecies presentes, se determind que las zonas de El Cristal, Chaguarpamba y
Lozumbe presentaron mayor nimero de morfoespecies en comparacion con Zapotepamba y La
Argelia, las cuales presentaron 2 y 1 morfoespecie respectivamente.

En la Figura 3 se muestra la diversidad de morfoespecies de HMA presentes en cada
una de las procedencias. Se observé que el género Glomus al constituirse como un género
cosmopolita, estuvo presente en todas las zonas de estudio; no obstante, su nimero por 100 g
suelo difirié en cada una de ellas.
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Sistemas Agroforestales

Figura 3. Cuantificacion de morfoespecies de HMA en 100 g de suelo.

Si bien en la muestra de suelo de La Argelia se cuantificaron e identificaron 111 esporas
por 100 g suelo, estas correspondieron Gnicamente a morfoespecies del género Glomus, por lo
tanto, no se evidencio diversidad de géneros.

6.2. Porcentaje de colonizacién de HMA en raiz

En la Figura 4 se muestra el porcentaje de colonizacion en las raices obtenidas de los
cinco SAF. Se observo que las muestras de suelo de La Argelia y Lozumbe presentaron mayor
porcentaje de colonizacion con un 19,47 % y 19,07 % respectivamente. Si bien es cierto, los

SAF de El Cristal (16,73 %), Chaguarpamba (18,33 %) y Zapotepamba (17,87 %) presentaron
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mayor diversidad de géneros, esto no determina su eficiencia y la capacidad de los HMA en

colonizar las raices de las plantas.

20,00
19,50

19,00
18,50
18,00
17,50
17,00
16,50
16,00
15,50
15,00

EL CRISTAL CHAGUARPAMBA LOZUMBE ZAPOTEPAMBA LA ARGELIA
m %RLC 16,73 18,33 19,07 17,87 19,47

Porcentaje de colonizacion (RLC)

Sistemas Agroforestales

Figura 4. Porcentaje de colonizacion de HMA en raices.
Las estructuras que permiten colonizar las raices de las plantas son las hifas, vesiculas,
arbusculos; no obstante, este proceso difiere en cada una de las zonas. En la Figura 5 se
muestran las estructuras de los HMA observadas.

esporas

Figura 5. Estructuras de colonizacion de HMA (40X) en sistemas agroforestales.
Fuente: Elaboracion de la autora.
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Mediante prueba LSD Fisher se determind que la colonizacion de HMA en los cincos
sistemas agroforestales no presentaron diferencias significativas (p>0,05). En la Figura 6 se
muestra como difiere el porcentaje de colonizacidn entre los cinco sistemas agroforestales en
comparacion con el porcentaje de colonizacion optimo del 100 %; no obstante, es claro que la
presencia de factores climaticos y edaficos pueden inferir en la eficiencia en la colonizacion de
los mismos.

120
100
80
60
40

20

0 . . . . -

RLC optimo LA ARGELIA LOZUMBE CHAGUARPANMBA = ZAPOTEPAMBA EL CRISTAL
W %RLC 100 19,47 19,07 18,33 17,87 16,73

Porcentaje de colonizacion (% RLC)

Sistemas Agroforestales

Figura 6. Porcentaje de colonizacién de HMA.
6.3. Cuantificacion de esporas de HMA en encapsulados

La mezcla de alginato y cloruro de calcio permitié conformar encapsulados. La matriz
Alginato 2 %, Acidos humicos al 25 %, Almidén (maicena) y CaCl,, después de estar en reposo
a temperatura ambiente durante 24 horas mostraron una variacion en su estructura fisica en
cuanto a forma, color y tamafio.

En la Figura 7 se observan las capsulas en la matriz de CaCly, posterior a las 24 horas a
temperatura ambiente y los encapsulados de HMA procedentes de los cinco sistemas

agroforestales.
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Encapsulados de HMA de cincos sistemas agroforestales

Figura 7. Encapsulados de HMA de sistemas agroforestales.
Fuente: Elaboracion de la autora.

En la Tabla 6 se muestra el nUmero promedio de esporas por cada una de los SAF,
observandose que la zona de El Cristal es la que posee mayor nimero de esporas por capsula,
seguido de Zapotepamba, La Argelia y Chaguarpamba. La zona que presenté menor nimero de
esporas de HMA en encapsulados fue Lozumbe. No se encontr6 niveles de significancia con
respecto al nimero de esporas por capsula y el peso promedio de las mismas.

Tabla 6.

Cuantificacion de esporas de HMA en encapsulados.

Procedencia Nro. promgdio de Peso/10 capsulas
esporas/capsula (9)
El Cristal 8,1 0,5
Chaguarpamba 7,5 0,5
Lozumbe 7 0,3
Zapotepamba 7,8 0,2
La Argelia 7,7 0,4

Fuente: Elaboracion de la autora.
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7. Discusion

Las condiciones climaticas y edaficas, manejo agrondémico y asociaciones vegetales son
diversas en cada uno de los sistemas agroforestales asociados al café. Mediante la
caracterizacion morfolégica de los HMA, se determin0 que pertenecen a los géneros Glomus,
Acaulospora, Sclerocystis y Gigaspora. La zona de Lozumbe al presentar mayor diversidad de
especies 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 arbustiva y herbacea, es el sitio en el cual se caracteriz6 mayor niumero
de esporas de HMA, esto guarda relacion con el trabajo realizado por Alvarez-Sanchez et al.
(2017) quienes en un estudio de diversidad y abundancia de HMA, en sitios donde existen
distintas etapas de regeneracion identificaron los géneros Glomus y Acaulospora, destacando
que la diversidad de plantas determina la de HMA. Lo descrito es ratificado por Avila-Salem
et al. (2022), quienes mencionan que una organizacion vegetal heterogénea, en la cual exista
diversidad de especies conviviendo en un mismo espacio de suelo, presentan una alta
posibilidad de identificar asociaciones exitosas con diversas especies de HMA.

Los sistemas agroforestales El Cristal asociado con aliso (Alnus acuminata Kunth) y vegetacion
herbacea, y Chaguarpamba con asociacion vegetal de banano (Musa paradisiaca L). guayabo
(Psidium guajava L) y pico-pico (Acnistus arborescens L), también presentaron diversidad de
morfoespecies de HMA, conforme lo describi6 Mendoza-Churape et al. (2021) quienes
identifican 8 géneros de HMA, refiriendo que el mayor nimero de especies de HMA estan
presentes en agroecosistemas en donde las actividades agricolas son casi nulas. Esto se respalda
con lo mencionado por Hernandez-Morales et al. (2014) quienes determinaron que la diversidad
y abundancia de HMA esta regida principalmente por los factores edaficos y climéaticos, mas

que por la planta huésped. Asi mismo, Mendoza-Churape et al. (2021) menciona que la
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composicion de especies de HMA es fuertemente afectada por las labores de cultivo o el modelo
de siembra en monocultivo.

Con este antecedente, se ratifica lo observado en los SAF Zapotepamba y La Argelia, sistemas
agroforestales que si bien presentaron un alto nimero de esporas de HMA por 100 g de suelo,
no se encontrd diversidad de especies; asi lo describio Bertolini et al. (2020) en la distribucion
y efecto de los hongos micorrizicos en el agroecosistema de café, ademas determinaron que los
sistemas agroforestales asociados al café albergan una poblacién de HMA diversa y abundante;
no obstante, la alta diversidad de HMA en el sistema cafetalero puede depender del hospedero,
aunque los factores bioticos y abioticos del sitio podrian determinar su presencia (Hernandez-
Acosta et al., 2021).

En los cinco SAF estudiados, se identificaron dos géneros: Glomus y Acaulospora. Segln
Bertolini et al. (2020), estos géneros y algunas de sus especies son los que mas frecuentemente
han sido observados en las plantaciones de café, por su alto grado de esporulacion
principalmente en suelos acidos a neutros con pH entre 5,4 y 7,0. Segun Hernandez-Acosta et
al. (2021) mencionan que el género Glomus es ecoldgicamente conocido como generalista y
pese a mostrar promocion de crecimiento en las plantas, no necesariamente es la especie mas
eficiente. En el trabajo reportado por Veeramachaneni y Ramachandrudu (2020) mostraron que
los géneros considerados como los mas eficientes para café son Gigaspora y Glomus, asi lo
demostrd el presente estudio, en el cual este género estuvo presente en los SAF El Cristal,
Chaguarpamba, Lozumbe. Asi lo sostiene Herndndez-Acosta et al. (2021) quien comprobd que
las familias con el mayor nimero de especies asociadas al café son Acaulosporaceae,
Gigasporaceae y Glomerace, destacando que el género Acaulospora es un genero de HMA que
frecuentemente se encuentra en pH acidos, donde el café también se desarrolla adecuadamente;
asi mismo el sistema de produccion de café con sus diferentes métodos de manejo, alberga una

alta diversidad de especies vegetales utilizadas, lo que significa que dentro de esos
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agroecosistemas hay un acervo genético, cuyos hospederos influyen en la comunidad de los
hongos micorrizicos. Actualmente gran cantidad de evidencia apunta a las propiedades fisico-
quimicas del suelo como los factores determinantes de la composicion de la comunidad de
HMA (Alvarez-Sanchez et al., 2017). No obstante, el microclima que se mantiene dentro del
sistema agroforestal y el contenido de materia organica crea un ambiente dptimo para la
sobrevivencia de microorganismos benéficos entre los que destacan los HMA.

Estudios en sistemas tropicales como Nicaragua, Costa Rica y Brasil descritos por Alvarez-
Sanchez et al. (2017) reportan el mismo comportamiento respecto de la diversidad encontrada
en el presente trabajo, sefialando que las esporas glomoides (especies del género Glomus) suelen
predominar en diversas condiciones de suelo debido a que resisten mas los disturbios que las
especies gigasporoides (géneros Gigaspora, Dentiscutata, Racocetra y Scutellospora); es por
ello, que en los sistemas agroforestales estudiados, los géneros Gigaspora y Sclerocystis fueron
los que se presentaron en menor medida. Ademas, este autor ratifica que los géneros
Acaulospora y Glomus comprenden un mayor nimero de especies que presentan adaptaciones
a suelos degradados, poco fértiles y con valores bajos de pH, pero con alta disponibilidad de
agua.

Respecto del porcentaje de colonizacidn, autores como Pérez et al. (2012) sugieren que el
porcentaje minimo de colonizacion de HMA debe ser mayor al 40 % para que favorezca la
relacion simbi6tica con la planta y sirva como indicador biolégico de la calidad del suelo; en
su estudio se determinaron porcentajes de colonizacion en promedio del 20 - 50 %, pudiendo
constituir un buen referente para su posterior utilizacion como inoculo fungico; no obstante, en
el presente estudio se establecio el 18,29 % de colonizacion promedio de HMA en raiz. Si se
realiza el analisis independiente por cada zona, se determina que Lozumbe y La Argelia
obtuvieron el porcentaje mas alto de colonizacion, esto se respalda con lo descrito por

Alcéantara-Contreras et al. (2018), quienes mencionan que la densidad de especies dentro de una
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misma zona aumenta la masa radical en el suelo y por ende favorece la colonizacion micorrizica
de HMA ya que a mayor presencia de éstas se incrementa la diversidad de géneros de HMA y
consecuentemente mejora el porcentaje de colonizacion. Las condiciones naturales del suelo,
desde el momento que se ven afectadas por factores externos sean de manera positiva 0
negativa, bajo estas circunstancias pueden influenciar la actividad de las micorrizas y el
desarrollo de estructuras para su reproduccion.

La presencia de estructuras micorricicas no registro diferencias significativas (p>0.05),
resultados similares se han atribuido en estudios realizados en suelos tropicales en los cuales
las condiciones edafo-climaticas son similares, asi lo describiéo Renddn et al. (2013), quien
sugiere que la escasez de estructuras (vesiculas y esporas) puede deberse a que no todos los
HMA son arbusculares y/o esporulantes, ademas, la formacidn de estas estructuras depende de
las condiciones climaticas, fisico-quimicas del suelo y de las practicas agronémicas.

La presente investigacion es una evidencia de la asociacion simbiética entre el cultivo de café
y los HMA en las diferentes localidades, con la presencia de estructuras caracteristicas de la
simbiosis como arbdsculos, vesiculas y esporas. El porcentaje de colonizacion total es un
indicio de la asociacibn HMA-planta, aunque es evidente que hay especies generalistas que
pueden asociarse con plantas de café en casi todas las regiones del mundo, pero conocer cuales
especies de HMA estan asociadas al cultivo de café en las zonas de estudio y determinar su
eficiencia, servird como referencia en la produccion de biofertilizantes micorrizicos.

Posterior a la caracterizacion morfoldgica, este trabajo permitio establecer un protocolo descrito
previamente en la metodologia para la elaboracion de encapsulados y el potencial para
emplearse a futuro como un bioproducto. Existen estudios como el descrito por Amador-Lamus
(2021), quien determind que el uso de alginato como material de recubrimiento, y en
combinacion con otros materiales, presenta grandes ventajas en cuanto a la mayor viabilidad de

microorganismos. Respecto al uso a gran escala, son necesarios mas estudios a fin de determinar
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el comportamiento de las capsulas, el tiempo de degradacion, efectividad y tiempo de liberacion

de los microorganismos.
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8. Conclusiones
De acuerdo a las caracteristicas morfologicas de las esporas encontradas en los cinco
sistemas agroforestales asociados al café, se determin0 la presencia de los géneros Glomus,

Acaulospora, Sclerocystis, Gigaspora.

El género Glomus estuvo presente en las cinco zonas de estudio, debido a que la

distribucion es cosmopolita.

Los SAF Lozumbe y Zapotepamba presentaron mayor numero de esporas (198 y 151
esporas respectivamente); sin embargo, el porcentaje de colonizacién no difirio
significativamente en las cinco zonas, es asi, que el porcentaje de colonizacién en raiz esta

directamente asociada a las condiciones edafo-climaticas y diversidad vegetal.

La caracterizacion morfologica de microorganismos benéficos asociados al café en
sistemas agroforestales permiti6 plantear alternativas para el manejo sostenible de
plantaciones de café en diferentes sistemas agroecoldgicos, asi como potenciar la

formulacion de bioinsumos o biofertilizantes.

Se establecio un protocolo para la elaboracion de encapsulados con hongos micorrizicos
arbusculares en matriz de alginato, almidén y acidos humicos para su posterior uso como

bioinsumo.

38



9. Recomendaciones
Continuar con la caracterizacion molecular de las esporas de hongos micorrizicos
arbusculares de sistemas agroforestales asociados al café, con el objeto de conocer con
precision la biodiversidad de HMA de los SAF en la provincia de Loja, es necesario se

realice este analisis, puesto que se pudiese encontrar otros géneros en estado vegetativo.

Realizar una anélisis fisico-quimico y bioldgico del estado actual del suelo de los sistemas
agroforestales asociados al café, para determinar su relacion con los hongos micorrizicos

arbusculares presentes.

Realizar un ensayo de la liberacién de los hongos micorrizicos arbusculares en los

encapsulados y su influencia sobre la morfologia de las plantas de cafe.

Potenciar la elaboracion de los encapsulados de consorcios nativos de HMA a gran escala
para ser utilizados en cultivos agroecoldgicos, con la finalidad de incrementar la
biodiversidad de microorganismos benéficos en la rizosfera del suelo, asi como también

para disminuir el uso de insumos quimicos.

Generar bioconocimiento a través de la aplicacion de técnicas de encapsulacion de
microorganismos promotores del crecimiento vegetal, no solo de consorcios nativos de
hongos micorrizicos, sino también de bacterias como Rizobium, Azotobacter,
Pseudomonas, Azospirillum, Bacillus, hongos del género de Trichoderma, entre otros, para

impulsar la agroecologia y el desarrollo sostenible en la agricultura.
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11. ANEexos

Anexo 1. Tabla de color Munsell para HMA.

Tablas de color Munsell
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Adaptado de: http://edafologia.ugr.es/programas_suelos/practclas/abcsol/comun/munsells.htm

wpcunGGley Gy G [mmussenmenn : vy TOVR

45




Anexo 2. Registro fotografico del proceso de caracterizacion morfoldgica y elaboracion de
encapsulados.

Aislamientb de esporas de HMA
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Proceso de aclareo de raiz
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o .
Proceso de elaboracion de encapsulados.
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