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RESUMEN

Debido a la importancia en la interaccion simbidtica de hongos micorricicos
arbusculares (HMA) con especies vegetales, asi como la escasa informacién
sobre la produccidon de in6culos de HMA utilizando substratos y especies de
plantas hospederas adecuadas que brinden las mejores condiciones para su
propagacion con fines de produccién de esporas; con tales antecedentes se
realizé la presente investigacion, con el objetivo de evaluar la colonizacién del
HMA Glomus sp, en tres tipos de substratos y tres especies de plantas
hospederas. Para tal motivo se propagd esporas de G/omus sp en tres tipos de
substratos; substrato A (3 de tierra agricola, 3 de arena, 2 de tierra negra),
substrato B (1 de tierra negra y 1 de compost) y substrato C (tierra sin cultivar);
usando tres especies de plantas hospederas; Zea mays “maiz’, Lolium
multiflorum ‘ray grass”, y Allium cepa var. aggregatum “cebollita china”, elegidas
por ser las mas utilizadas en propagacién de micorrizas y tener un ciclo biolégico
corto. La instalacién del experimento se realizé en el laboratorio de agrobiologia
de la Escuela de Formacion Profesional de Agronomia. Para evidenciar la
colonizacién de hongos micorricicos en las plantas hospederas inoculadas se
utilizé substrato estéril, esporas, semillas y ambiente de trabajo desinfectados. Al
cabo de noventa dias de inoculaciéon se evalud el porcentaje de colonizacién, el
numero de esporas y las caracteristicas morfolégicas de las plantas hospederas.
En base a las evaluaciones se pudo concluir que hay un mayor porcentaje de
colonizacién en los substratos Ay C (17,64 % y 17, 36 % respectivamente) y en
plantas hospederas maiz y ray grass (18 % y 17 % de respectivamente). Se
encontré un mayor promedio de esporas en 100 g de substrato C (1610 esporas)
y en las plantas hospederas maiz y ray grass (1633 y1050 esporas en 100 g de
suelo respetivamente).

Palabras clave: Glomus sp, colonizacién.



1 INTRODUCCION

- El efecto benéfico que tiene los hongos micorricicos arbusculares (HMA) sobre la
nutricién y el crecimiento de las plantas a las que se asocian, ha sido bien
documentado, dando énfasis en lo que respecta a la promocién del crecimiento y
nutricibn de plantas, especiaimente aquellas de interés horticola, fruticola y
forestal comprobando sus aptitudes y multiples ventajas™
En la mayoria de los sistemas de produccién de plantas se ha acudido a la
utilizacion de inoculante a base de esporas en suelo y raiz, suelo-inoculo, o
raices colonizadas por los HMA. Uno de los aspectos que deben ser
considerados en los diferentes métodos de produccion de inoculante micorricico,
es la seleccién de la planta hospedera y el tipo de substrato> Generalmente para
obtener mayor cantidad de propagulos de HMA se ha acudido a utilizar
gramineas como plantas trampa, ya que producen mayor cantidad de raices las
cuales son susceptibles de ser colonizadas y utilizar estos de propagulos como
fuente de inéculo de HMA. La combinacion HMA-planta hospedera es un factor
determinante en la propagacion de una cepa ft’Jngica en especial®.

En la asociaciéon plantas y HMA, los exudados de las raices producto de la
simbiosis, estimulan el crecimiento de las poblaciones de bacterias promotoras
del crecimiento vegetal, permitiendo un mayor aprovechamiento del agua y
nutrientes del suelo, al explorar zonas que la raiz no alcanza®, aporta mayor
resistencia a la sequia y la salinidad del suelo; atenta el atague de patdégenos a
la raiz al competir por espacio; ademas de generar un estado fisioldgico optimo
que garantiza una mejor defensa®

Teniendo en cuenta que, la mayoria de estos estudios han reportado el uso de
plantas hospederas y de substratos en las cuales se propagan a los HMA para
una posterior inoculacion. Se realiz6 el presente trabajo de-investigacion con los

siguientes objetivos:



Objetivo general
Evaluar la colonizacion de Glomus sp en tres tipos de substratos y tres
especies de plantas hospederas.

Objetivos espéciﬁcos ,

Determinar en cuél de los tres substratos A, B y C se obtienen mayor
colonizacién de Glomus sp.

Evaluar en qué especie de planta hospedera se encuentra mayor cantidad
de esporas y segmento de raices colonizadas por Glomus sp.



.  MARCO TEORICO

21 ANTECEDENTES

Las micorrizas son asociaciones entre hongos benéficos y raices de plantas, que
formando una simbiosis que puede generar beneficios para las plantas
incluyendo un mejor crecimiento debido a la mayor absorcion de agua y
minerales® al estimularse el crecimiento de las raices, mejorar la absorcién de
fosfatos y otros nutrimentos, mayor proteccién de los efectos téxicos provocados
por elevadas concentraciones de ciertos minerales, mejor agregacién del suelo
en torno a la raiz, resistencia al estrés hidrico y mayor proteccién contra el
ataque de parasitos> En investigaciones anteriores demostraron que estos
microorganismos benéficos y el biol ayudan notablemente en la germinacion y
produccion organica de Spinacia oleracea L. “espinaca” en laboratorio y campo’.
Los resultados de los estudio en efectividad biolégica de especies nativas de
HMA en Cedrela odorata L. “cedro rojo”, muestran las bondades micorricicas,
qgue reducen eficientemente en 50% el uso excesivo de fertlizantes que
contaminan el medio ambiente y que son utilizadas en la produccién de planta de
Cedrela odorata L*

En cuando a la multiplicacién de HMA, por esporas se ha venido utilizando
plantas hospederas, para tal fin se instala tubos plasticos de 140cc, con un
contenido de suelo estéril, que previamente es autoclavado durante cuatro horas.
Para luego colocar en cada tubo semillas estéries de sorgo pre germinada con
esta técnica se logré propagar las esporas consiguiendo finalmente un cepario®
Las plantas hospederas son denominadas también plantas trampa por otros
autores como Lépez, quien utilizé una mezcla de suelo y arena de rio en
proporcién 1:1, esterilizado por medio de vapor fluente por una hora durante tres
dias consecutivos, la arena estéril se colocd en una maceta desinfectada con

formaldehido y alcohol®.



El in6culo HMA se colocé en una capa homogénea de 3 .cm aproximadamente.
Las macetas se llenaron hasta su capacidad total, para proceder a la siembra,
con semillas desinfectadas, se mantuvo bajo un micro invernadero por tres
meses, se utilizd sorgo como planta trampa ya que para la propagacién de
esporas de HMA se recomienda plantas de crecimiento rapido es decir con ciclo
vegetativo corto®.

Asi mismo Pérez 2011"°

' menciona que la produccién de micorrizas se realiza
bajo condiciones de invernadero en macetas de 300 g utiizando como
hospedero Allium cepa L. “cebolla de bulbo” y como substrato una mezcla de
suelo: arena (3:1) estéril. La produccion de plantulas de cebolla se hizo a partir
de semillas sexuales, del hibrido Yellow Granex FIPRR, este hibrido presenta
las siguientes caracteristicas: semilla seleccionada, con una pureza de 99 % vy
con una germinacion del 94%.

Las semillas fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 2 % y sembradas
en turba canadiense, que consiste en un substrato inerte, estéril y con muy poca
disponibilidad de nutrientes. La inoculaciéon en base a esporas de Glomus sp.
(GEV02) se aplico directamente al substrato, con una concentraciéon de 50
esporas por plantula. Debido a que la turba es un substrato inerte, que sélo le
sirve de soporte a la planta y que contiene muy poca disponibilidad de
nutrientes, se fertilizé cada dos dias con la solucién nutritiva de Hougland™.
Azurdia, 1997" menciona como resultado de su investigacion que el género
Glomus sp fue el que se encontré en casi todos de los suelos muestreados de
Guatemala, asimismo en diferentes hospederos tales como pasto, sorgo, cafa,
citricos, café y otros. Lo que implica que éste puede considerarse mas adaptado
para subsistir ‘en diferentes substratos y diversificarse en condiciones
desfavorables, que otros géneros de micorrizas arbusculares.

En general, los efectos directos de la simbiosis sobre la nutricién mineral estan
limitados a aquellos nutrimentos que son poco mdviles y estan presentes en
bajas concentraciones en la solucion del suelo, como es el caso del P, NH“+’ K,
ZnyCu.

Debido a la mayor movilidad de iones tales como nitrato o sulfato, no es probable
que se formen zonas de agotamiento de estos nutrimentos alrededor de las
raices y posiblemente estos iones no se mueven mas rapidamente a través de
hifas que en la solucién del suelo. Se sabe por ejemplo, que las hifas de los HMA

son capaces de captar y translocar azufre (S), pero probablemente esto no sea



importante desde el punto de vista.de la nutricidn del vegetal, porque-éste por si-
mismo es capaz de captar sulfato a un ritmo adecuado®

2.2 MICORRIZA

Es la asociacion que se establece entre algunos hongos benéficos del suelo y la
raiz de una planta. Esta relacion se denomina mutualismo, pues se benefician
tanto el hongo como la planta®

En este caso la planta recibe del hongo principalmente nutrientes minerales y
agua, 'y el hongo obtiene de la planta hidratos de carbono y vitaminas que por si
mismo es incapaz de sintetizar, mientras que la planta lo puede hacer gracias a

la fotosintesis y otras reacciones internas'* ‘

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares juegan un papel importante
en el establecimiento y desarrollo de la mayoria de las plantas, mejoran las
condiciones de productividad, supervivencia y resistencia ante factores
patolégicos, su simbiosis mutualista contribuye a la retencién fisica de particulas
del suelo limitando los efectos dafiinos de la erosion™ '
La importancia de la asociacion de micorrizas arbusculares se basa exclusivamente
al papel del hongo en el mayor suplemento de nutrimentos desde el suelo a la
planta, sirviendo como intermediario el micelio externo. La asociacién micorricica es
una estructura en la cual una unién simbidtica entre un hongo y los 6rganos
absorbentes (las raices) de una planta, confiere incremento de la adaptabilidad de
uno o los dos participantes™

La micorriza incrementa la capacidad de absorcion de nutrimentos de la raiz,
gracias al hecho de que el micelio fungico, al constituirse en una extension de la
raiz, explora mucho mayor volumen del suelo que la raiz sola. Las hifas del hongo
conectan en el interior de la corteza radical con el suelo adyacente, comportandose
en forma analoga a los pelos radicales. Las hifas son, sin embargo, mas largas y
delgadas que éstos por tanto, pueden alcanzar un mayor volumen de micrositios
edaficos, lo cual explica la gran capacidad de absorcién de nutrimentos de una
planta con micorriza.

La asociacion micorricica, ademas de promover la captacion de fosfato y otros
nutrimentos, confiere otros beneficios a sus hospederos como; resistencia a la
sequia, a fitopatégenos, tolerancia a metales toxicos y a factores extremos como

pH y temperatura'®-



2.2.1 Taxonomia S -
El término micorriza (mycos-hongo, rhiza-raiz) fue utilizado por el botanico aleman '
Albert Bernard Frank, en 1885 para designar asi a dicha asociacion, y lo clasificé en
dos tipos: micorriza ectotrofa y endotrofa; posteriormente‘en 1969, Melin propuso la
siguiente division; ectomicorriza, endomicorriza y ectoendomicorriza, y en 1973
Lewis dividi6 a las micorrizas vesiculo arbusculares (M.V.A) en ericaceas Yy
orquideaceas '
El tipo mas comun de micorrizas es la vesiculo arbuscular, la cual se caracteriza
por formar vesiculas, arbusculos e hifas no septadas intracelulares y sin duda las
de mayor difusién e importancia econémica y ecolégica'®
La clasificacién taxonémica de los HMA se ha modificado en muchas ocasiones
debido a las técnicas de identificacion que han utilizado diversos autores. Durante
muchos afios los hongos formadores de micorrizas arbusculares se ubicaron en el
orden Endogonales junto al género no micorricico Endogone. Sin embargo, a la luz
de las consideraciones filogenéticas, se estableci6 que su condicion simbibtica
constituia criterios suficientes para agruparlos en un taxén particular, lo cual dio
origen al orden Glomerales™ "
Este orden estaba constituido por dos sqbérdenes (Glominae y Gigasporinae)', tres
familias (Glomeraceae, Acaulosporaceae y Gigasporaceae) y seis géneros
(Glomus, Sclerocystis, Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora y Scutellsopora).
Con base en estos estudios, separan a los hongos de un phylum polifilético
(Zygomicota) hacia otro que es aparentemente monofilético (Glomeromycota)®
A nivel de géneros, la taxonomia de estos hongos se fundamenta en caracteristicas
tales como formaciéon y morfologia de las esporas, modo de germinacién y
morfologia del esporocarpo. Otros caracteres, como apariencia de las esporas
(color, contenido, grosor de la pared, ornamentacién y tipo de conexién entre las
hifas), murografias (diagramas que ilustran la estructura de la pared de la espora y
anatomia de la infeccién del hongo), se usan para la taxonomia a niveles de
especies (no rutinaria entre los taxénomos) ™" .
La identificacion taxonémica mas utiizada estd basada en caracteristicas
morfologicas de la espora tales como:
e Tamarno; didmetro de la espora
e Color; puede ser hialino, amarillo, rojo, negro, miel, rosa u otras tonalidades.
e Forma;, puede ser redonda, ovalada, irregular, elipsoide, subglobosa, u
ofras. '



e Estructura citoplasmatica; puede ser vacuolada o reticulada.

o Estructura superficial; lisa, aspera, ornamentada, ondulada, etc.

¢ Numero de paredes y grosor de las mismas.

¢ Formacion de la hifa terminal.

e Tipo de hifa de soporte™.

La clasificacién taxonémica del hongo micorricico arbuscular Glomus sp esta
ordenada de la siguiente manera™:

Reino : Fungi

Phylum : Glomeromycota
Clase : Glomeromycetes
Orden : Glomerales
Familia : Glomeraceae
Género : Glomus
Especie : Glomus sp

a. Género Glomus

Esporas formadas blasticamente sobre una hifa de sostén, solitarias, en
agregados laxos o en esporocarpos, vesiculas de pared delgada y elipsoides,
hifas intrarradicales raramente enrolladas, conectada a una hifa ramificada. La
micorriza se tifie muy oscuro. Arbusculos con hifas aplanadas o cilindricas que
reducen de didmetro a medida que se van ramificando™®

Las esporas con la pared esporal formada por un numero variable de capas
todas rigidas. Germinacién a través del lumen de la hifa de sostén o a través de
la pared de la espora™: Las esporas de Glomus se forman por gemacion a partir
de una punta de las hifas; lé hifa esporogénica sigue estando a menudo sujeta a
la espora madura®.

2.2.2. Estructuras fungicas

a. Hifas

Provienen de esporas germinadas, penetran en la raiz y forman un apresorio en
las capas mas internas del parénquima cortical. Los HMA, poseen dos sistemas
de hifas, unc interno y otro externo. El primero se desarrolla inter o
intracelularmente en las células corticales de la raiz, el segundc emerge de la
raiz y se extiende por el suelo varios centimetros, dando lugar al micelic externo
que constituye el sistema de absorcién de nutrientes. Este consta de red



-tridimensional de hifas; de unos 8 a 30 um de diametro, mas deigadas de 2a 7

um de posible funcion rizoidal, mas efimeras que las anteriores™.

b. Micelio externo

Es el talo o aparato vegetativo de nutricion del hongo, conformado por una o
varias células carentes de fibras y vasos, no diferenciandose de las verdaderas
raices, las cuales estan sustituidas a veces por pelos rizoides. El micelio externo
se constituye en el colonizador de la raiz de la planta y del suelo rizosférico,
funciona como una prolongacién del sistema radicular de la planta, permitiéndole
explorar un area mayor del suelo que las raices de las plantas que no presentan
proceso simbi6tico de micorrizacion, no alcanzan generando un aumento de 40

veces de aprovechamiento de los nutrientes (N, P, K, Mg, Cu, entre otros) 2

¢. Micelio interno

Igualmente conforma el aparato de nutricion del hongo, el cual se ubica dentro
de la corteza de las raices micorrizadas. En esta simbiosis, se optimiza la
asimilacién del recurso hidrico disponible en el suelo. El micelio simultaneamente

favorece la interaccién con otros microorganismos del suelo®"

d. Arbisculos

Estos se forman poco tiempo después de iniciada la colonizacidn mediante la
ramificacion dicotémica repetidas de hifas intracelulares, hasta la formacion de
hifas de menos de 0,2 um de diametro. Cuando se forma un arbusculo el
almidén de la célula invadida desaparece al tiempo que el nucleo se alarga y se
divide. Los arbusculos son digeridos rapidamente y absorbidos por el huésped.
Después que los arbusculos son digeridos, los nucleos vuelven a su tamano
normal y el almidén suele reaparecer.

Se acepta que el principal lugar de transferencia de fosfato desde el hongo a las
células radicales es el arbusculo. Se lleva a cabo mediante un proceso basado
en un mecanismo activo de transferencia a través de las ramificaciones finas del

mismos.

e. Vesiculas

Se forman posteriormente a los arbusculos y son estructuras ovoides que
contienen material lipidico. Estos son érganos de reserva y en algunos casos su
pared gruesa se asemeja a Clamiddsporas, se forman intra o intercelularmente

en el sistema radical y fuera de él. Durante situaciones de estrés estas reservas



se. utiizan_y las_vesiculas se degeneran. En_los .géineros .Gigaspora .y,
Scutellospora nunca se forman vesiculas, estos producen células auxiliares en el

micelio externo'®,

f. Esporas de hongos micorricicos arbusculares

Son estructuras de reproduccion, poseen resistencia para sobrevivir en el suelo
durante muchos afios y cuya germinacién inicia un nuevo ciclo de simbiosis. Las
esporas son producidas rapidamente en presencia de una planta hospedera, de
manera que a los 4 a 6 meses son producidas miles de nuevas esporas del
mismo tipo. En condiciones de estrés por falta de agua se ha determinado un
notable aumento de la cantidad de esporas. Las esporas son formadas en el
micelio extraradical o agregado en estructuras mas o menos bien definidas
llamadas esporocarpos®.

La germinacién de esporas es una parte integral del ciclo de vida de los hongos
“endomicorricicos ya que representa la iniciacion de la etapa vegetativa del
crecimiento. Los caracteres de germinacién son importantes para la taxonomia
ya que son utilizados para distinguir entre los dos géneros de Gigasporinae,
Gigaspora y Scutellospora. En Gigaspora la germinaciéon ocurre directamente a
tfravés de la pared celular mientras que en Scutellospora ésta ocurre a partir de
un escudo de germinacion formado sobre o dentro de una capa de pared
interna®*

El proceso de colonizacion y la taza de densidad de esporas estan determinados
por la efectividad de la endomicorriza. La colonizacién puede originarse a partir
de esporas, fragmentos de raiz infectados o hifas. La red hifal y los fragmentos
de raiz son dados a ser la fuente principal por la cual las plantas son
colonizadas. Al mismo tiempo que la infeccién se esparce dentro de las células
corticales de la raiz hospedera, un micelio de hifas extraradicales crece afuera,
hacia el suelo. Las hifas extraradicales tienen un papel importante en la
adquisicion de nutrientes y forman una fuente de colonizacién secundaria a lo

largo de las raices®*

2.2.3. Proceso de colonizacién

La formacion de la micorriza arbuscular implica una serie de pasos a partir del
reconocimiento de la superficie de la raiz por el hongo hasta la formacién de un
apresorio, la penetracibn de células epidérmicas, desarrollo de hifas

intrarradicales, arbusculares, y en algunos casos, la formacién de vesiculasg.



La “infeccién* que ocasiona el hongo micorricico en la raiz de una planta no -
representa un cuadro patogénico ni supone, bajo condiciones normales, una
relacion parasito-hospedero. Esto ha conducido a que algunos especialistas
prefieran utilizar el término “colonizacién” en lugar de “infeccién® para prescindir

del significado patolégico que esta tltima palabra sugiere®

a. Primera etapa

Se produce la diferenciaciéon de la espora, propagacion del hongo e identificacion
mutua entre la planta y el hongo en la rizosfera, o en regiones proximas a las
raices nutricias o pelos radicales. Este reconocimiento lo facilitan, al parecer,
sustancias exudadas o emitidas por la raiz, que provocan el crecimiento del

micelio y un biotropismo positivo del mismo hacia la raiz**

b. Segunda etapa
Consiste en el acercamiento y acoplamiento progresivo y gradual del micelio y
las raicillas produciéndose el contacto intercelular, al formarse una estructura de

adhesion entre ambos especimenes®

c. Tercera etapa

Se realiza la colonizacién, produciéndose cambios morfolégicos y estructurales
tanto en los tejidos colonizados por el hongo, como en la organizacion de la
pared celular de la raiz. Posteriormente se produce la integracion fisiologica de
ambos simbiontes (hongo-raiz), y por dltimo se produce una alteraciéon de las
actividades enzimaticas, que se coordinan entre los simbiontes para integrar sus

procesos metabdlicos®*

2.2.4 Factores que afectan la formacion y funcionamiento de las micorrizas
arbasculares

Las condiciones basicas para el establecimiento de la simbiosis son la presencia
de una planta susceptible y la existencia de propagulos infectivos en el suelo. En
lineas generales, se puede decir que la formacion de HMA esta tedricamente
asegurada.

La efectividad de los hongos formadorés de micorrizas arbusculares (HFMA)
bajo condiciones de campo estan determinado por, las condiciones fisico —
quimicas del suelo (pH, contenido de fésforo, aireacion, textura y contenido de
materia organica), condiciones climaticas (intensidad y duracion de Iluz

Y

temperatura, humedad, épocas de lluvias y épocas secas) y practicas
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agronémicas (preparacion del terreno, aplicaciin de_ pesticidas y practicas

culturales) % '

Entre los factores fisico-quimicos que mas influyen en el desarrollo de los HMA
se han registrado el pH y el contenido de arcilla. Los HMA tienen amplia

capacidad de adaptaciones de pH, éstos se han registrado desde valores de 2,7

a 9,2. Se encuentra diferencias entre especies y ecotipos en cuanto a su

capacidad para colonizar en funcién del pH?"

Por lo tanto, el desarrollo de la micorriza se puede ver afectado por el

comportamiento de variables ambientales como los factores abiéticos

(propiedades fisico-quimicas del suelo, variaciones climaticas) y factores biéticos

(tipo de comunidad vegetal, condiciones fisiolégicas de las planta hospedera,

interacciones con otros organismos, practicas antrépicas).

Con respecto a la textura del suelo, se han encontrado porcentajes de

colonizacién por HMA mas bajos en suelos arenosos, aunque algunas especies

de Gigaspora se han visto favorecidas por esta condicion?- Los suelos

compactados reducen la fertilidad del suelo, la destruccién y distribucién de las

raices de las plantas y de las hifas de las micorrizas arbusculares en la rizosfera.

La combinacion de luz y temperatura, en la medida que afecta la fotosintesis del

hospedero y por lo tanto la disponibilidad de carbohidratos, altera

considerablemente el equilibrio de la micorriza arbuscular®. El efecto de la luz

sobre las micorrizas al parecer influye en la fotosensibilidad de la planta; un -
fotoperiodo de 12 horas o mas, es importante para producir altos niveles de

colonizaciéon en comparacion con la intensidad de la luz solar.

Respecto al factor agua, lo HMA se encuentran en un amplio rango de suelos

con contenidos de agua. La colonizaciéon se ha llevado a cabo en regiones

aridas, en pantanos y también en plantas acuaticas flotantes y sumergidas. Se

ha establecido que bajo condicién de saturacién, la concentracién de oxigeno

puede inhibir la germinacién de la espora y la colonizaciéon de estas micorrizas.

El déficit de agua estimula la produccion de esporas, lo cual explica su mayor
cantidad en la época seca del afo®” '

Con relacién a la materia organica, este influye en la estructura del suelo, el pH,

el perfil de nutrientes y la capacidad de retencién de humedad del suelo, lo que

puede hacer que actien directa y/o indirectamente influenciando el desarrollo y
la eficiencia de las HMA, afirman que la aplicacién de fertiizantes organicos y
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materia organica (estiércol de bovino), incrementan la cantidad de micelios y la.

esporulacién de HMA en el suelo™

2.3. PLANTA HOSPEDERA Y PRODUCCION DE ESPORAS

Casi el 90 % de las especies de plantas vasculares hasta ahora examinadas
pueden ser colonizadas por micorrizas y son normalmente micorrizales en el
campo. La especificidad del hospedero es aparentemente muy baja.
Practicamente, en la micorriza no hay especificidad en sentido estricto. En
general, cualquier hongo puede colonizar cualquier planta susceptible de ser
micorrizada y a la vez, una misma raiz puede albergar diversas especies de
hongos micorrizicos® Bajo condiciones experimentales un solo aislamiento del
hongo puede formar asociaciones con plantas hospederas taxonémicamente
diversas y solo una especie de planta hospedera se asocia a diversos hongos
microrricicos, llevando a la visidn ampliamente aceptada de que las asociaciones
microfisicas carecen de especificidad. Sin embargo hay algunas evidencias de
que existe un cierto grado de especificidad entre las micorrizas y las plantas,
particularmente en ecosistemas naturales®.

Un hongo puede infectar un amplio rango de especies, aunque se han reportado
diferentes respuestas en el crecimiento de las plantas dependiendo del tipo de
hongo que se asocie con ellas, no hay evidencia sobre la especificidad entre una
cepa de hongo formador de micorriza arbusculares (HFMA) y una especie de
planta. A pesar de ello, no se puede descartar la existencia de diferentes grados
de afinidad entre cepas particulares de Gomerales y especies de plantas®.

2.3.1. Maiz

a. Taxonomia

Segun el sistema de clasificacion de Arthur Croquis citado por Teran 2008%% la
clasificacion botanica del maiz es:

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Liliopsida

Orden : Cyperales

Familia : Poaceae

Género : Zea

Especie : Zea mayz '
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b. Caracteristicas botanicas

El sistema radicular del maiz se desarrolla a partir de la radicula de la semilla,
que ha sido sembrada a una profundidad adecuada. El crecimiento de las raices
disminuye después que la plumula emerge. Las primeras raices adventicias
inician su desarrollo a partir del primer nudo en el extremo del mesocotilo; esto
6curre, por lo general, a una profundidad uniforme, sin relacién con la

profundidad con la que fue colocada la semilla®®-

c. Caracteristicas agronémicas

El maiz es una planta dotada de una amplia capacidad de respuesta a las
oportunidades que ofrece el medio ambiente, y tiene alto nivel de respuesta a los
efectos de la luz. Actualmente, existen diversidad de cultivares utiles para su
cultivo bajo condiciones naturales muy distintas de las propias de su habitat
original. '

Los suelos mas idoneos para el cultivo del maiz son los de textura media
(francos), fértiles, bien drenados, profundos y con elevada capacidad de
retencion de agua.

El maiz en general, crece bien en suelos con pH entre 6,5 y 7,8 fuera de estos
limites suele aumentar o disminuir la disponibilidad de ciertos elementos y se
produce toxicidad o carencia. Cuando el pH es inferior a 55 a menudo hay .
problemas de toxicidad por aluminio y manganeso, ademas de carencia de
fosforo y magnesio; con un pH superior a 8 (o superior a 7 en suelos calcareos),
tiende a presentarse carencia de hierro, manganeso y zinc. Los sintomas en el
campo, de un pH inadecuado, en general se asemejan a los problemas de micro
nutrimentos?- |

La falta de agua es el factor mas limitante en la produccion de maiz en las zonas
tropicales. Cuando hay estrés hidrico o sequia durante las primeras etapas (15 a
30 dias) de establecido el cultivo puede ocasionar pérdidas de plantas jévenes,
reduciendo asi la densidad poblacionai o estancar su crecimiento. Sin embargo,
el cultivo puede recuperarse sin afectar seriamente el rendimiento. Cerca de la
floracion (desde unas dos semanas antes de la emisién de estigmas, hasta dos
semanas después de ésta) el maiz es muy sensible al estrés hidrico, y el
rendimiento de grano puede ser seriamente afectado si se produce sequia

durarte este periodo®
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-d. Micorrizacion de plantas.de maiz -

El estudio del comportamiento de las poblaciones de HMA en plantas de maiz
muestra niveles relativamente altos de esporas nativas en el suelo. En estas
poblaciones el género predominante con mayor abundancia relativa, es el
Glomus, lo que refleja su capacidad de adaptacién a la diversidad de condiciones
edaficas, y por lo tanto ofrece un alto potencial para su uso como biofertiizante.
Serralde y Ramirez 2004 establecieron también que las condiciones edaficas
modelan la composicién de las poblaciones de HMA, dentro de las cuales el pH
del suelo y los contenidos de materia organica pueden ser empleados como
indicadores del comportamiento de las HMA®

2.3.2.Ray grass

El ray grass italiano pertenece al género Lolium, es muy importante tanto en
agricultura como en ganaderia. Comprende un gran nimero de especies muchos
de los cuales son consideradas plagas, malas hierbas existentes en los cereales
de invierno de Espana, no en vano los romanos denominaron a la cizafa con la
palabra “Lolium”.

Son especies de climas templadas, totalmente adaptables a nuestro pais. Existen
algunas especies anuales, otras bianuales y otras perennes y su ciclo bioldgico

es muy parecido al de los cereales®.

a. Taxonomia
La clasificacion taxonémica para el “ray grass” segun Arthur Croquis citado por
Lépez, Olivera y Gonzales, 2010°? es la siguiente:

Reino : Planta

Division : Magnoliophyta
Clase : Liliopsida

Orden : Cyperaceae
Familia : Poaceae

Género : Lolium

Especie : Lolium multiflorum
Variedad : Westerworld

.~ b. Caracteristicas botanicas

‘Es una especie anual, con hojas largas, anchas y de color verde claro. La ligula
(1 a 4 mm). La inflorescencia es en forma de espiga si bien en este caso las
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espiguillas estan aristadas por lo que se diferencia también del ray grass.inglés®*

c.  Caracteristicas agronomicas

Su cultivo tienen una duracion maxima de 2 afios, hay una variedad muy
importante (Lolium muitiflorum variedad westerwold) que es anual.

Tienen ambas una implantacién muy rapida y agresiva, en 7 a 10 dias después
de la siembra germina, teniendo una temperatura éptima de germinacion entre 16
y 18 °C. Es una especie que se adapta a muchos tipos de climas, pero resiste
mas las condiciones de calor, sequia y sobre todo salinidad®'.

2.3.3.Cebollita china

a. Taxonomia

Clasificacion taxonémica para la “cebolita china” segun el sistema de Adolfo
Engler citado por Siura y Chiley, 2006 es la siguiente:

Reino : Planta

Division : Antofita

Clase : Angiosperma

Orden : Filifloras

Familia : Amaryllidaceae (Liliaceae)
Género . Allium

Especie : Allium cepa

Variedad : Aggregatum

b. Caracteristicas botanicas

Grupo de las cebollas con bulbo compuesto, inflorecencia tipica, que pueden
producir o no semillas. Multiplicacién casi exclusivamente vegetativa por tallo
bulboso. Este grupo se caracteriza por la presencia de muchos bulbos laterales
pequefos envueltos por las escamas exteriores®

c. Caracteristicas agronémicas

Su cultivo requiere climas templados o calidos para su desarrollo, pero las
condiciones especificas son aquellas de temperaturas frescas (12 °C). Puede
cultivarse satisfactoriamente en una gran variedad de suelos. Sin embargo esta
prefiere suelos francos, francos arenosos, estos suelos retienen la humedad,
facilitan el enraizamiento adecuado y proporcionan buena aireacién al sistema
ré_dicUIar de la planta. Ademas facilitan la formacién del bulbo. El pH ide;l para el
cultivo esta’ enfre 6,0y6,5. | -
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El fosforo es importante en la vida de la planta, su deficiencia hace que las

plantas presente sistema radicular delgado®.

d. Micorrizacion de cebollita china

La informacién sobre micorrizacién en cebollita china es escasa, sin embargo es
frecuente la micorrizacién y uso como planta trampa de la cebolla de bulbo
pronunciado. Los bulbos de plantas de Allium cepa L. con micorriza presentan
mayor firmeza que aquellos estdn micorrizadas. La aplicacién de fertilizantes
nitrogenados tiene un efecto negativo sobre la firmeza de los bulbos de cebolla.
Por otro lado la especie micorricica utiizada es determinante en la toma de
nutrientes en plantas de Allium cepa L., de tal manera, que cuando se inoculan
con Glomus versiforme presentan un mayor contenido de nitrégeno, fésforo y
zinc en sus tejidos, que cuando se inoculan con Glomus intraradices, mientras

que se presentd el efecto contrario en cuanto al contenido de manganeso ™.

24. SUBSTRATOS

El término substrato se aplica en agricultura para definir a todo material sélido
distinto del suelo, natural o sintético, mineral u organico, que puesto en un
contenedor, en forma pura o en mezcla, permite el anclaje del sistema radical,
desempefiando por tanto un papel de soporte para la planta. El substrato puede
intervenir o no en el complejo proceso de nutricion vegetal”

El soporte del cultivo (suelo o substrato) cumple cuatro funciones; asegurar el
anclaje mecanico de la planta, constituir la reserva hidrica de la que las raices
toman el agua, proporcionar el oxigeno necesario para su correcto
funcionamiento y asegurar la nutricidn mineral de la planta.

La caracterizacion fisica permite definir el comportamiento del substrato respecto
a la disponibilidad de aire y agua para el sistema radical de la planta, siendo esta

la primera etapa en la evaluacién agronémica de un substrato para plantas®*

2.4.1. Substrato y la colonizaciéon de endomicorrizas

Los HMA se encuentran en la mayoria de los suelos, aunque para que este
notable fendmeno se produzca en plenitud, es necesario favorecer al hongo
permitiendo que sus esporas colonicen las raices de las plantas. Los
implementos de labranza sacuden al suelo y lo dejan expuesto a la luz solar y a
la deshidratacién, lo que termina por destruir las esporas del hongo y su

ambiente®
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La selecciin, de substratos adecuado es importante para. obtener el. maximo
beneficio de la inoculacion con HMA, del mismo modo que le permita a la planta
hospedera expresar el aspecto benéfico de la simbiosis. La colonizacion

micorricica se afecta significativamente por la composicién del substrato™.
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Il MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION DE LA ZONA DE TRABAJO

El proyecto de investigaci()n se ejecutd en el laboratorio de Agrobiologia (AD-
404), de la Escuela de Formacion Profesional de Agronomia, Facultad de
Ciencias Agrarias, de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga;
en la linea de los trabajos de investigacion en endomicorrizas.

El laboratorio se encuentra en la ciudad universitaria a 2750 m.s.n.m. latitud 13°
08' 50,92" S y longitud 74° 13' 09,84" N.

3.2. MUESTREO, COLECCION Y EXTRACCION DE ESPORAS PARA
INOCULO

3.2.1. Lugares de muestreo y coleccién de suelo.

Una parte de las muestras de suelo que se utilizaron, para la obtencién de

esporas fueron, las ya existentes en el laboratorio de Agrobiologia que eran

procedentes, de los cultivos de papa existentes en los distritos de Vinchos y

Chiara (muestras del trabajo de investigacion con el Proyecto FOCAM).

Otra parte de las muestras se obtuvieron de los cultivos de maiz en los campos

de experimentaciébn de agronomia en la ciudad universitaria (Universidad

Nacional San Cristébal de Huamanga).

3.2.2. Muestreo y coleccion de suelo

El muestreo de suelo se realiz6 en forma aleatoria, ubicada las plantas se
procedié a escarbar en los alrededores de la planta a una profundidad de 15 cm
aproximadamente como se muestra en el anexo 5, a partir de esta profundidad
se extrae el suelo en contacto con las raices de la planta (suelo rifosférico), las
muestras de suelo colectadas fueron procedentes de cultivos de maiz y papa.
" Para lo cual se utilizé una paleta de jardineria, extrayéndose un aproximado 200
a 300 g de suelo por submuestra; comprendiendo una muestra un minimo de 12

19



plantas por parcela. Las muestras de suelo obtenidas se conservaron en bolsas

de plastico a una temperatura 5 °C.

3.2.3. Extracciéon y aislamiento de esporas de Glomus sp (método de
centrifugacion en sacarosa)

Se empled la técnica de centrifugacién en sacarosa, siguiendo lo descrito por

Seiverding 1991'*: Para la mejor separacién de las esporas de los restos de

suelo y materia organica, de modo que facilite el aislamiento y la identificacién de

las esporas de Glomus sp.

e Se coloco 100 g de suelo en un vaso precipitado con aproximadamente 1 L
de agua de cafio, dejando por una hora.

e Seguido se agitd mecanicamente durante cinco minutos y se dejé reposar
tres minutos, con Ila finalidad de eliminar particulas grandes por
sedimentacion. , _

e Se filtré la suspensiéon por una serie de tamices de 250, 160 y 45 um,
seguidamente se lavd con abundante agua el contenido de los tamices,
procedimiento que se observa en el anexo 6.

e Se obtuvo dos fracciones de 20 ml del tamiz de 45 um, el cual se trasfirio a
dos tubos de centrifugacion de 50 ml de capacidad a los cuales se agreg6
una solucién de 20 ml de sacarosa (azucar) al 50 % (500 g de azicar en
1000 ml de agua) y se centrifugd a 1800 rpm durante tres minutos.

e Con una jeringa se extrajo esporas del anillo central de la suspension, al
tamiz de 45 um y se lavé con abundante agua de cafio.

e El contenido del tamiz se transfirié a un papel filtro lo cual se muestra en el
anexo 7, de donde se extrajo las esporas con la ayuda de un estereoscopio
y una aguja de diseccidn.

e Las esporas extraidas fueron separadas en nimero de 30 esporas por papel
fitro y conservadas a una temperatura de 5 °C hasta el momento de la
inoculacioén.

La seleccion y extracciéon de las esporas se realizd teniendo en consideracion la

similitud en cuanto a forma, color y tamaiio, utilizando descriptores ilustrativos,
de caracteristicas morfologicas de esporas de Glomus sp que forman micorrizas.

Las esporas de Glomus sp son esporas redondas, ovales y ovoides, de tamafio

pequenio y mediano, con superficial lisa, con doble o simple pared, de color café,

naranja, rojizo o transparente, generalmente con hifas perceptible®"
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Teniendo dichas caracteristicas se ha.aislado. las.esporas de Glomus sp..como.

se puede ver en el anexo 8.

3.2.4. Desinfeccion de esporas

El mismo dia de la inoculacion de las plantas hospederas, en el ambiente
desinfectado y con los materiales e indumentaria estéril, las 30 esporas
contenidas en el papel filtro, fueron cuidadosamente envueltas y sujetadas con
un hilo, para evitar la pérdida de dichas esporas durante la desinfecciéon. Se
efectud la desinfeccion utilizando hipoclorito de sodio al 2 % por 1 min, luego se
enjuagdé cinco veces con agua destilada estéril, para quitar los restos de
hipoclorito de sodio; todo ello con asepsia cerca al mechero de bunsen.

3.3. PREPARACION DE LOS SUBSTRATOS (suelo)
Cada tipo de substrato o suelo recolectado fue mullido y tamizado para luego ser
mezclado teniendo en cuenta las proporciones establecidas para el presente

trabajo de investigacion; que consta de la siguiente manera:

3.3.1. Composicion de los substratos A, By C

Para la siembra de las plantas hospederas, se utilizé tres tipos de substrato:

o El substrato A que contiene en proporcion 3 de tierra agricola, 3 de arena (de
las cuales 2 son de arena de asentar y 1 de arena fina) y 2 de tierra negra.
Con una textura franco arenosa (Fr-Ao), pH 6,5 (ligeramente acido), salinidad
0,765 dS/m (muy ligeramente salino), calcareo total 1,8 % (porcentaje de
CaCO, en nivel medio), porcentaje de materia organica 1,92 % (bajo) y un
porcentaje de nitrdgenos totales de 0,10%.

o El substrato B proporcionalmente esta compuesto de, 1 de tierra negra y 1 de
compost. Con una textura franco arcillo arenosa (Fr Ar Ao), pH 5,5
(moderadamente acido), salinidad 0,479 dS/m (muy ligeramente salino),
porcentaje de materia organica 8,19% (alto) y un porcentaje de nitrégenos
totales de 0,41 %.

e El substrato C que en su totalidad es tierra sin cultivar (tierra virgen); que fue
colectado de areas en la ciudad universitaria donde no se ha realizado
cultivos. Presenta textura arcillov arenoso (Ar Ao), pH 7,2 (ligeramente
alcalino), salinidad 0,376 dS/r_n (muy ligeramente salino), porcentaje de
materia organica 0,64 % (bajo) y un porcentaje de ‘nitrégenos totales de 0,03
%.
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El andlisis quimico — fisico de los substratos A, B y C, fueron realizados-en el
laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas y Aguas “Nicolas Roulet” del programa
de Investigacion en Pastos y Ganaderia, de la Facultad de Ciencias Agrarias de
la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. Presentada en la
siguiente tabla.

Tabla 1. Analisis de fertilidad de los substratos A, By C, Ayacucho 2014.

CLASE pH C.E. CaCO; M.O. Nt

SUBSTRATOS rexmiRAL (H,0) (dsim) (%) &) (&) ¢ K
A FrAo 65 0765 18 192 01 312 933
B  FrA-Ao 55 0479. 0 829 041 28 631
C A-Ao 72 0376 0 064 003 35 591

Fuente: Laboratorio de Analisis de Suelos y Aguas “Nicolas Roulet” Programa de Pastos y Ganaderia de la
UNSCH-2013

Leyenda:

Fr-Ao: Franco -arenoso

Fr-Ar-Ao: Franco- arcillo- arenoso
Ar-Ao: Arcillo-arenoso

3.3.2. Esterilizacion de los substratos

Para la esterilizacion de los substratos se utilizé6 una autoclave, para lo cual se
colocé los substratos en bolsas plasticas de 10 x 15 cm debidamente codificados
segun el tipo de substrato, el cual contenia un kilogramo de substrato por cada
bolsa. Se autoclavé a una presion de 0,14 mega pascal (MPa), que equivale a
20,31 Lb/pulz, temperatura de 121 °C por 30 min, por dos veces seguidas.

3.4. ESTERILIZACION, DESINFECCION, ADECUACION DE MATERIALES Y
AMBIENTE DE TRABAJO

o Los materiales como placas, probeta, pipeta, vaso precipitado, matraz, papel
aluminio, fueron envueltos con papel graf, para luego ser colocadas en la
autoclave, esteriizandose a una presion de 0,14 MPa, (20,31 Lb/pul?),
temperatura de 121 °C por 20 min.

o Los vasos tecnoport descartables que se usaron como macetas se
desinfectaron son hipoclorito de sodio al 3% por 2 min, y enjuagadas cinco
veces con agua corriente estéril. Estos vasos tenian una capacidad de 12
onzas, el contenido en peso de los substratos por vaso fueron, substrato A
360g, substrato B 270 g, substrato C 350 g.
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o ._Para la.mejor identificacion de los tratamientos, se codificaron. las macetas, .

teniendo en cuenta el tipo de substrato A, B o C, la especie de planta

hospedera Zea mays, “maiz” (Z), Lolium multifiorum “ray grass” (L) o Allium

cepa var. aggregatum “cebollita china” (A) y la denominacion inoculado y sin

inocular (testigo).

Presentandose la codificaciéon de la siguiente manera:

Tabla 2. Codificacion y denominacion de los tratamientos, Ayacucho 2014.

cODIGO

DENOMINACION

ZA:
ZB:
ZC:

TZA:
TZB:
TZC:

LB:
LC:

TLA:
TLB:
TLC:

AA:
AB:
AC:

TAA:
TAB:
TAC:

Zea mays en substrato A (inoculado)

Zea mays en substrato B (inoculado)

Zea mays en substrato C (inoculado)

Zea mays en substrato A (sin inocular)

Zea mays en substrato B (sin inocular)

Zea mays en substrato C (sin inocular)

Lotium multiflorum en substrato A (inoculado)

Lolium multiflorum en substrato B (inoculado)

Lolium multiflorum en substrato C (inoculado)

Lolium multiflorum en substrato A (sin inocular)

Lolium multiflorum en substrato B (sin inocular)

Lolium multiflorum en substrato C (sin inocular)

Allium cepa var. aggregatum en substrato A (inoculado)
Allium cepa var. aggregatum en substrato B (inoculado)
Allium cepa var. aggregatum en substrato C (inoculado)
Allium cepa var. aggregatum en substrato A (sin inocular)
Allium cepa var. aggregatum en substrato B (sin inocular)
Allium cepa var. aggregatum en substrato C (sin inocular)

¢ En el ambiente de trabajo se desinfectd las mesas, el piso, las paredes con

hipoclorito de sodio al 3 %.

3.5. PLANTAS HOSPEDERAS

3.5.1. Seleccion de semillas y plantulas

Las semillas de Zea mays variedad morocho “maiz”, Lolium multiflorum variedad

westerworld ‘ray grass”, fueron seleccionadas teniendo en cuenta, el color, la

homogeneidad de tamafo y forma. En cuando a las plantulas de Allium cepa

variedad aggregatum “cebollita china”, se tuvo en cuenta el color y vigor del

bulbo.
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3.5.2. Desinfeccion y pre germinacion de semillas

Para la desinfecciéon de las semillas se utilizé indumentaria estéril (quarda polvo,
gorra, guantes). Las semillas de Zea mays “maiz” y Lolium multiflorum ‘ray
grass” en numeros de 10 y 20 semillas respectivamente, se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 2% por 2 min y enjuagadas cinco veces con agua ‘
destilada estéril en presencia de un mechero de bunsen, luego fueron sometidas
a un tratamiento de pre germinacion en placas Petri con papel toalla previamente
esterilizadas. Al cabo de cinco dias se reportd un 98 % de germinacion para
ambas semillas.

En cuanto a la planta hospedera Allium cepa var. aggregatum “cebollita china”,
se utilizo el bulbo de la planta, a la cual previamente se lavo y cortd las raices y
las hojas, el bulbo se desinfecto con hipoclorito de sodio al 2% por 1 min,
finaimente enjuagando cinco veces con agua estéril. Todo esto al cabo de los

cinco dias de germinacion de las semillas de maiz y ray grass.

3.5.3. Siembra de las plantas hospederas en macetas

En el ambiente de cultivos, previa desinfeccién y utilizando guardapolvo,
mascarilla, guantes y gorra se procedié al llenado de las macetas, con los
respectivos substratos previamente esterilizados (30 vasos con substrato A, By
C), seguido se realiz6 la siembra, de las semillas pre germinadas de Zea mays
“‘maiz”, Lolium multiflorum ‘ray grass” y los bulbos de Allium cepa var.
aggregatum “cebollita china” que se realizé por siembra directa, todo lo anterior
en presencia de un mechero de bunsen.

Después de la siembra, las maceta fueron regados a capacidad de campo y
cubiertas con papel aluminio, que presentaba una abertura en la parte superior
por donde se extendio la parte aérea de las plantas, la misma que fue cubierta
con algodén para evitar la contaminacion de la maceta (anexo 10).

36. INOCULACION DE ESPORAS DE Glomus sp EN LAS PLANTAS
HOSPEDERAS '

En el ambiente desinfectado, con los materiales e indumentaria estéril, las

esporas de Glomus sp aisladas y desinfectadas, fueron inoculadas a los siete

dias de la siembra de las plantas hospederas Zea mays ‘maiz” Lolium

multifforum “ray grass” y Allium cepa var. aggregatum “cebollita china” (45 .

macetas inoculadas, 15 macetasle cada planta hospedera).
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Se inoculd un numero de 30 esporas. por.planta hospedera,.prosiguiendo de la
siguiente manera; se quito el papel de aluminio que cubre la maceta, se dejo
correr agua destilada esteéril que arrastren las esporas contenida en el papel
filtro, de modo que las esporas caigan sobre el substrato que rodea el cuello de
la planta hospedera, con la finalidad de facilitar el contacto raiz- espora, y

garantizar la colonizacién, procedimiento mostrado en el anexo 9.

3.7. CONDUCCION DEL EXPERIMENTO

o Teniendo en cuenta los factores que afectan la colonizaciéon por micorrizas,
las plantas hospederas inoculadas y sin inocular se mantuvieron a las
mismas condiciones controladas de humedad del suelo (realizando riegos a
capacidad de campo), estado de sanidad de las plantas hospederas,
contaminaciéon de suelo con posibles microorganismos del ambientales que
fue contrarrestada con la proteccion de las macetas con papel aluminio y
abertura del papel aluminio protegida con algodén.

e Las labores agronémicas como el control de plagas se realizaron
manualmente, limpiando cuidadosamente las hojas y tallos de las plantas
con detergente diluido, lo anterior con el propésito de evitar la aplicacion de
plaguicidas que pudieran afectar los HMA inoculados.

e En cuando a la presencia de poca luz por tratarse de una instalacion in vitro
en laboratorio, se prolongé las horas luz con iluminacion eléctrica.

e Se reporté la temperatura ambiental semanalmente, presentandose una
temperatura de 18 °C a 19 °C durante el tiempo de desarrollo de las plantas
hospederas (3 meses).

38. EVALUACION DE LA PARTE AREA DE LAS PLANTAS
HOSPEDERAS | |

A los 90 dias de la inoculacion se evalué para cada tratamiento (plantas
hospederas inoculadas y sin inocular), considerando como variables
morfologicas a evaluar lo siguiente:

e longitud de la planta (medida desde el cuello del tallo hasta la ultima hoja

visible superior)
e Numero de hojas (nimero de hojas verdaderas)
e Digmetro de tallo (medida a 3 cm del cuello del tallo en maiz, 2 cm del’cuello

en cebollita china y a 1 cm en ray grass).
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Para el reporte de peso hiumedo, se consideré solo la parte aérea las plantas
hospederas y para reportar el peso seco se coloraron las partes aéreas de las
plantas hospederas en una estufa a 60 °C por 24 h, para facilitar el secado. Los
resultados de las medidas obtenidas se presentan el anexo 4.

Las raices de todas las plantas hospederas que quedaron en las macetas,
fueron separadas del substrato y conservadas a una temperatura de 5 °C hasta

el momento de su evaluacion.

3.9. EVIDENCIA DE LA COLONIZACION

Para la evidencia de la colonizacién se utilizé dos métodos, una que determina el
porcentaje de colonizacion de las micorrizas en las raices de la planta y otra que
determina el numero de esporas en 100 g de substrato, producidas como
consecuencia de la colonizacién de raices por las esporas Glomus sp

inoculadas.

3.9.1. Tincién de raices de plantas hospederas

Se sigui6 el procedimiento de Phillips y Hayman, 1970; Iigeraménte modificado, y

mencionado por Ferrato, 1993'*

. Se lavaron las raices de las plantas hospederas con el fin de eliminar los
restos de suelo que aun permanecian unidos a ellas.

) Se introdujeron las raices en tubos de ensayo.

. Se cubrid las raices con una solucion KOH al 10 %, seguido se calent6 en
bafio maria a 60 °C, durante 20 min, mas tiempo para las raices de maiz
que eran mas gruesas Yy tenian muchos taninos (clareo).

. Una vez enfriados los tubos se elimina el KOH y se lavd las raices con
agua destilada, hasta eliminar totalmente los restos de KOH.

. Seguido se cubrié las raices con una solucién de HCI al 10 %, para
neutralizar el KOH que haya podido quedar en la raiz (acidificacion),
dejando actuar el HCI por 2 minutos para luego desecharlo y enjugar.

. Finalmente se realizé la tincion utilizando un colorante especifico para tefiir
hifas de hongos endomicorricicos denominado Azul Tripan a una
concentracion de 0,05 % en lacto glicerol como se muestra en el anexo 20,
y se calentaron los tubos durante cinco minutos en bafio maria a 60 °C.

. Se saco los tubos del bafio maria y se dejo enfriar, para luego eliminar el

exceso de colorante.
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o. . Las raices -contenidas en los tubos de ensayo fueron seleccionadas,
cortadas y colocadas en porta objetos con 4 lineas paralelas, para el

respectivo conteo de intersecciones de segmentos de raiz colonizadas.

3.9.2. Evaluacion del porcentaje de colonizacion

Se siguié el método de Phillips y Hayman, 1970; ligeramente modificado, y
mencionado por Ferrato, 1993

Se determiné el porcentaje de colonizaciébn mediante la evaluacion de los
segmentos de raices de las plantas hospederas que reportan presencia de las
estructuras de hongos micorricicos como; vesiculas, arbisculos e hifas, tal como
se observa en el anexo 22.

Para determinar el porcentaje de colonizacion, se utilizd un microscopio.
Colocando 10 segmentos de raices tefidas de aproximadamente 2 cm de
longitud, sobre un porta objetos con 4 lineas paralelas y equidistantes de 2 mm
(40 intersecciones) y protegidas por un cubre objeto. Se reportd el nimero de
intersecciones de raices tefiidas colonizadas, (con presencia de estructuras de
hongos micorricicos como son vesiculas, arbisculos o hifas), observadas al
microscopio a un aumento de 400X (anexo 21).

De modo que con los datos reportados se pudo realizar el calculo del porcentaje

de colonizacién utilizando la siguiente ecuacion.

N2 de segmentos colonizados

% colonizacion total = x100

N° de segmentos totales
Los porcentajes de colonizacion para todos los tratamientos se presentan en los

anexos 1, 2y 3.

3.9.3. Determinaciéon del nimero de esporas en 100 gramos de suelo
Se utilizé el método de tamizado y decantado en humedo de Gerdemann y
Nicolson 1963, citado por Ferrato, 1993" método que permite la extraccion de

esporas en un buen porcentaje.

3.9.3.1. Extraccion 'de esporas para conteo (método de tamizado y
decantacion) '

e Se pes6 100 g de suelo por separado teniendo en cuenta el tipo de

substrato (A, B o C) y planta hospedera (Zea mays “maiz”, Lolium

multiflorum “ray grass” o Allium cepa var. aggregatum “cebollita china”).
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» Se diluyd el substrato en 1L de agua, moviendo constantemente cada 3 min
y dejando reposar por un tiempo total de 50 min.

o Se filtrd la solucién sedimentada por una serie de tamices de 250, 160 y 45
um, la cual se lavd con a agua corriente.

s La muestra del tamiz 250 um se extrajo directamente a una placa Petri
codificada teniendo en cuenta el tipo de tratamiento.

e Las muestras del tamiz 160 y 45 um se extraen a un matraz de 150 mi, por
separado, el cual se agita constantemente y se deja sedimentar para
eliminar los restos de particulas grandes.

» El sobrenadante del matraz que corresponde a la solucién del tamiz de 160
um se transfiri6 a un papel fitro cuadriculado (con 16 cuadrantes de 1,5 x
1,5 cm) y codificado.

» El sobrenadante de la muestra del tamiz de 45 um sedimentado en matraz,
se centrifugd y trasfiri6 a un papel filtro cuadriculado (con 16 cuadrantes de
1,5 x 1,5 ecm) y codificado.

'3.9.3.2. Conteo de esporas

Para la determinacion del nimero de esporas en 100 g de suelo, se cuantifico
las esporas por tamiz (ires tamices por muestra filtrada) utilizando un
estereoscopio y contando directamente las esporas que se encontraban en cada
cuadrante de papel filtro. Para las muestras del tamiz 45 um se utilizé un
aumento de 60X, para el de 160 um 40X y para el de 250 um 30X

El resultado se reportdé en niumero de esporas en 100 g de suelo segun la
siguiente férmula.

(nimero de esporas contadas)
(g de suelo)

Nime sporas en 100g de suelo =
imero de esporas e g de suelo 100 g de suelo

La cantidad de esporas por tratamiento con tres repeticiones se muestra en los
anexos 1, 2y 3.

3.10. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental es un factorial de 3 X 3 X 2 (3 tipos de substrato, 3
especie de planta hospedera y 2 con dicciones de inoculacién). Disefio
conformado por 18 tratamientos, con cinco repeticiones cada uno,
presentandose un total de 90 unidades experimentales.
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Ordenadas de la siguiente manera; 30 de Zea mays “maiz”, (10 en substrato A,.
10 en substrato B, 10 en substrato C); 30 de Lolium multiflorum aggregatum ‘“ray
grass” (10 en substrato A, 10 en substrato B, 10 en substrato C) y 30 de Allium
cepa var. aggregatum “cebollita china” (10 en substrato A, 10 en substrato B, 10
en substrato C). Cada uno de los 10 tratamientos en tipos de substratos,

presenta 5 repeticiones de tratamientos inoculados y 5 tratamientos sin inocular.

Tabla 3. Arreglo experimental de los tratamientos, Ayacucho 2014,

Ne° total de Grupos de plantas | N° tratamiento con y
macetas hospederas sin inoculante
15 macetas inoculadas 5ZA
(en substrato A, By C) 5ZB
30 macetas con 5ZC
Zea mays “maiz” 15 macetas no 5TZA
inoculadas (en sustrato 5TZB
A ByC) 5TZC
15 macetas inoculadas 5LA
30 macetas con (en substrato A, By C) 51B
Lolium multiflorum 51C
90 macetas | aggregatum  ‘ray 15 macetas no S5TLA
grass” inoculadas (en 5TLB
' substrato A, By C) 5TLC
15 macetas inoculadas 5AA
30 macetas con (en substrato A, By C) 5AB
Allium cepa var. 5AC
| aggregatum 15 macetas no 5TAA
“cebollita china"“ inoculadas (en 5TAB
substrato A, By C) 5TAC

3.11. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

Los resultados se analizaron utilizando el programa estadistico Infostat;
analizandose la varianza (ANOVA), con nivel de confianza de 95% y prueba de
comparacion de promedios DUNCA al 5% de confianza, que determinaron los
grupos de similitud entre tratamientos.

El resultado de porcentaje de colonizacion y de numero de esporas se
transformaron utilizando arcoseno raiz y logaritmo natural respectivamente, por
tratarse de datos porcentuales y nimeros elevados, para luego ser comparados
con el desarrollo de la parte aérea de las plantas hospederas y el analisis fisico
quimico de los substratos. Estos resultados se presentan en cuadros, graficos e

imagenes.
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V. RESULTADOS

La determinacién de la influencia del tipo de substrato y especie de planta
hospedera, que se han utilizado para la propagacion del hongo micorricico
arbuscular Glomus sp, con fines de propagacion de esporas. Se ha evaluado el
porcentaje de colonizacién, el numero de esporas por gramos de suelo y
adicionalmente se ha determinado las caracteristicas morfolgicas de las plantas
hospederas (longitud de planta, numero de hojas, diametro de tallo, peso

himedo y peso seco de la parte aérea).

4.1. Porcentaje de colonizacion

El porcentaje de colonizacion, se reporta como el porcentaje de segmentos de
raices con presencia de estructuras flungicas; hifas, arbusculos, vesiculas dentro
y entre las células de las raices tefidas de plantas hospederas.
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Grafico 1. Prueba Duncan (p=0,05) para los promedios del porcentaje de
colonizacion de Z. mays inoculados y sin inocular, en tres tipos
de substrato, Ayacucho 2014.

Leyenda:

ZA Zea mays “maiz” en substrato A (inoculado)
B Zea mays "maiz” en substrato B (inoculado)
z2C Zea mays “maiz” en substrato C (inoculado)
TZA Zea mays "maiz” en substrato A (sin inocular)
TZB : Zea mays "maiz” en substrato B (sin inocular)
TZC Zea mays “maiz” en substrato C (sin inocular)
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Grafico 2. Prueba Duncan (p=0,05) para los promedios del porcentaje de
colonizaciéon de L. multiflorum inoculados y sin inocular en tres
tipos de substrato, Ayacucho 2014.

Leyenda

LA Lolium muiltiflorum “ray grass” en substrato A (inoculado)
B : Lolium multiflorum “ray grass” en substrato B (inoculado)
Lc Lolium multiflorum “ray grass” en substrato C (inoculado)
TLA Lolium muitiflorum ‘ray grass” en substrato A (sin inocular)
TLB : Lolium multiflorum ‘ray gréss" en substrato B (sin inocular)
TLC : Lolium multiflorum “ray grass” en substrato C (sin inocular)
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Grafico 3. Prueba Duncan (p=0,05) para los promedios del porcentaje de
colonizacion en A. cepa var. aggregatum inoculados y sin
inocular en tres tipos de substrato, Ayacucho 2014.

Leyenda:

AA Allium cepa var.
AB Allium cepa var.
AC : Allium cepa var.
TAA Allium cepa var.
TAB : Allium cepa var.
TAC : Allium cepa var.

aggregatum “cebollita china” en substrato A (inoculado)
aggregatum “cebolita china” en substrato B (inoculado)
aggregatum “cebollita china” en substrato C (inoculado)
aggregatum “cebolliita china” en substrato A (sin inocular)
aggregatum “ceboliita china” en substrato B (sin inocular)
aggregatum “cebollita china” en substrato C (sin inocular)
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Tabla 4. ANOVA para el porcentaje de colonizaciéon, en tres tipos de
substratos, tres especies de plantas hospederas, inoculacion y
sus interacciones. Ayacucho 2014.

F.V. sC gl CM F p-valor sig
Substrato 285813 2 142907 4661 0016
Plantas 205337 2 147,668 4,817 0,014 -
Inoculacion 6676670 1 6676670 217,777 0000
Substrato*Plantas 250475 4 64,869 2,116 0,099 NS
Substrato* Inoculacién 182,670 2 91,335 2979 0,063 NS
Plantas* Inoculacion 32,093 2 16,046 0,523 0,597 NS
Substrato*Plantas* Inoculacion 57,667 4 14,417 0,470 0,757 NS
Error 1103,698 36 30,658
Total 8893,423 53

N =54, Cv= 2723,

Leyenda:

NS (No significativo)

*** (Diferencia significativa alta)

* (Diferencia significativa media)
* (Diferencia significativa baja)
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Grafico 4. Prueba Duncan (p= 0,05) para el promedio del porcentaje de
colonizacion de Glomus sp en tres tipos de substratos; A, B y
C, Ayacucho 2014.

Leyenda:
A :Substrato A (3 de tierra agricola, 3 de arena, 2 de tierra negra).

B : Substrato B (1 de tierra negra y 1 de compost)
C :Substrato C (tierra sin cultivar o tierra virgen)
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Grafico 5. Prueba Duncan (p= 0,05) para el porcentaje de colonizacion en
tres especies de plantas hospederas Z mays “maiz”, L.
multiflorum “ray grass” y Allium cepa var. aggregatum “cebollita

china”, Ayacucho 2014.

Leyenda:

Z: Zea mays "maiz”
L:  Lolium multifiorum “ray grass”

A Allium cepa var. aggregatum “cebollita china”
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4.2. Numero de esporas en 100 g de substrato
El nimero de esporas de Glomus sp, se reporta como la cantidad de esporas

contadas en 100 g de suelo.
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Grafico 6. Prueba Duncan (p= 0,05) para los promedios del nimero de
esporas en Z mays inoculados y sin inocular en tres tipos de
substrato, Ayacucho 2014.

Leyenda:
ZA Zea mays "maiz” en substrato A (inoculado)
B Zea mays "maiz” en substrato B (inoculado)
c Zea mays “maiz” en substrato C (inoculado)
TZA Zea mays “maiz” en substrato A (sin inocular)
TZB Zea mays "maiz” en substrato B (sin inocular)
TZC Zea mays “‘maiz” en substrato C (sin inocular)
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Grafico 7. Prueba Duncan (p= 0,05) para los promedios del nimero de
esporas en L. multiflorum inoculados y sin inocular en tres tipos
de substrato, Ayacucho 2014.

Leyenda

LA :  Lolium multiflorum “ray grass” en substrato A (inoculado)
LB :  Lolium multiflorum “ray grass” en substrato B (inoculado)
LC : Lolium multiflorum ‘ray grass” en substrato C (inoculado)
TLA :  Lolium multiflorum ‘ray grass” en substrato A (sin inocular)
TLB : Lolium multifforum “ray grass” en substrato B (sin inocular)
TLC : Lolium muiltiflorum ‘ray grass” en substrato C (sin inocular)
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Grafico 8. Prueba Duncan (p= 0,05) para los promedios del numero de
esporas en A. cepa var. aggregatum inoculados y sin inocular en
tres tipos de substrato, Ayacucho 2014.

Leyenda:

AA Allium cepa var. aggregatum “"cebollita china” en substrato A (inoculado)
AB Allium cepa var. aggregatum “cebolita china” en substrato B (inoculado)
AC Allium cepa var. aggregatum “cebollita china” en substrato C (inaculado)
TAA Allium cepa var. aggregatum "cebollita china” en substrato A (sin inocular)
TAB : Allium cepa var. aggregatum “cebollita china” en substrato B (sin inocular)
TAC : Allium cepa var. aggregatum “cebollita china” en substrato C (sin inocular)



Tabla 5. ANOVA para el nimero de esporas, en tres tipos de substratos,
tres especies de plantas hospederas, inoculacion y sus
interacciones. Ayacucho 2014,

FV. SC gl CM F p-valor Sig.
Substratos e
2,041 2 1,021 14,763 0,000
Plantas bl
1,785 2 0,892 12,908 0,000
Inoculacién ek
62,106 1 62,106 898,347 0,000
Substratos*plantas >
1,525 4 0,381 5516 0,001
Substratos *inoculacion NS
0,419 2 0,209 3,028 0,061
Plantas*inoculacion . NS
0,737 2 0,369 5,330 0,009
Substratos *plantas*inoculacion NS
0,473 4 0,118 1,710 0,169
Error
2489 36 0,069
Total

71574 53

N=54; CV= 27,23; NS (no significativo)

Leyenda:

NS (No significativo)
*** (Diferencia significativa alta)
* (Diferencia significativa media)

*  (Diferencia significativa baja)
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Grafico 9. Prueba Duncan (p=0,05) para el promedio del nimero de esporas

de Glomus sp, en tres tipos de substratos A, B y C, Ayacucho
2014,

Leyenda:

A :Substrato A (3 de tierra agricola, 3 de arena, 2 de tierra negra).
B : Substrato B (1 de tierra negra y 1 de compost)

C : Substrato C (tierra sin cultivar o tierra virgen)
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Grafico 10. Prueba Duncan (p=0,05) para el promedio del nimero de
esporas de Glomus sp, en tres especies de plantas hospederas;
Zea mays “maiz”, Lolium multiflorum “ray grass” y Allium cepa
var. aggregatum, Ayacucho 2014.

Leyenda:

Z: Zea mays “maiz”

L: Lolium multiflorum “ray grass”

A:  Allium cepa var. aggregatum “ceboliita china”
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4.3. Evaluacion de la parte aérea

Tabla 6. ANOVA para las variables, longitud de tallo, niimero de hojas,
diametro de tallo, peso fresco y seco de Z. mays inoculados y sin
inocular en tres tipos de substrato, Ayacucho 2014.

F.V. SC g CM F p-valor Sig.
Longitud de tallo (cm)
Substrato*plantas 178,076 2 89,038 1,260 0302 NS
Inoculacion 250,408 1 250,408 3,544 0,072 NS
Substrato*plantas*inoculacion 178,795 2 89,397 1,265 0300 NS
Error 1695,533 24 70,647
Total 2430,758 29
Ndmero de hojas
Substrato*plantas 8,067 2 4,033 2,000 0,157 NS
Inoculacién 1,633 1 1,633 0,810 0377 NS
Substrato*plantas*inoculacion 0,867 2 0,433 0,215 0,808 NS
Error 48,400 24 2,017
Total 58,967 29
Diametro de tallo (mm)
Substrato*plantas 28,067 2 14,033 421 0.000 b
Inoculacién 0,033 1 0,033 0,1 0750 NS
Substrato*plantas*inoculacion 0,067 2 0,033 0,1 0,910 NS
Error 8,000 24 0,333
Total 36,167 29
Peso fresco {(g)
Substrato*plantas 251375 2 125,688 11,899 0,000 i
Inoculacién 36,580 1 36,580 3,463 0,045 NS
Substrato*plantas*inoculacion 13,231 2 6,615 0,626 0543 NS
Error 253502 24 10,563
Total 554687 29
Peso seco (g)
Substrato*plantas 7,646 2 3,823 8,098 0002 ™
Inoculacién 2,145 1 2145 4544 0,043 NS
Substrato*plantas*inoculacion 1,357 2 0,678 1,437 0,257 NS
Error 11,331 24 0,472
Total 22480 29 B
Leyenda:

NS (No significativo)

*** (Diferencia significativa alta)

* (Diferencia significativa media)
*  (Diferencia significativa baja)
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Grafico 11. Comparaciéon Duncan (p= 0,05) para el promedio del diametro
de tallo de Z mays inoculados y sin inocular en tres tipos de
substratos, Ayacucho 2014.

Leyenda:

ZA Zea mays “maiz” en substrato A (inoculado)
B Zea mays “maiz” en substrato B (inoculado)
c Zea mays “maiz” en substrato C (inoculado)
TZA : Zea mays “maiz” en substrato A (sin inocular)
TZB Zea mays “maiz” en substrato B (sin inocular)
TZC Zea mays “maiz” en substrato C (sin inocular)
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Grafico 12. Comparaciéon Duncan (p= 0,05), para el promedio de peso

fresco de Z. mays inoculados y sin inocular en trcs tipos de
substratos, Ayacucho 2014.

Leyenda:

ZA Zea mays “maiz” en substrato A (inoculado)
ZB Zea mays “maiz” en substrato B (inoculado)
zc Zea mays "maiz” en substrato C (inoculado)
TZA Zea mays “maiz” en substrato A (sin inocular)
TZB Zea mays “maiz” en substrato B (sin inocular)
TZC : Zea mays “maiz” en substrato C (sin inocular)
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Grafico 13. Comparacion Duncan (p= 0,05) para el promedio de peso scco
de Z mays inoculados y sin inocular en tres tipos dc
substratos, Ayacucho 2014.

Leyenda:

ZA Zea mays "maiz” en substrato A (inoculado)
8B Zea mays “maiz” en substrato B (inoculado)
2C Zea mays “maiz” en substrato C (inoculado)
TZA Zea mays “maiz” en substrato A (sin inocular)
TZ8B Zea mays “maiz” en substrato B (sin inocular)
TZ2C Zea mays “maiz” en substrato C (sin inocular)
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Tabla 7. ANOVA para las variables, longitud de tallo, numero de hojas,
diametro de tallo, peso fresco y seco de L. multiflorum inoculados
y sin inocular en tres tipos de substratos, Ayacucho 2014.

F.V. SC gl CcM F___p-valor Sig.
Longitud de tallo (cm) .
Substrato*plantas 130,217 2 65,108 2,109 0,143 NS
Inoculacion 559,008 1 559,008 18,110 0,000 ™
Substrato*plantas*inoculaciéon 220,217 2 110,108 3,567 0,044 *
Error 740,800 24 30,867
Total ‘ 1650,242 29
Numero de hojas
Substrato*plantas 88,8 2 44400 4,105 0,029 *
inoculacion 20,833 1 20833 1,926 0,178 NS
Substrato*plantas*inoculacion 11,467 2 5733 0,530 0,595 NS
Error 259,600 24 10,817
Total 380,700 29
Diametro de tallo (mm)
Substrato*plantas 0,200 2. 0100 0,316 0,732 NS
Inoculacion 0,033 1 0,033 0,105 0,748 NS
Substrato*plantas *inocutacion 0,467 2 0,233 0,737 0489 NS
Error 7600 24 0,317
Total 8300 29
Peso fresco (g)
Substrato*plantas 1,580 2 0790 5,631 0,010 ™
Inoculacion 0,996 1 0,996 7,097 0,014 ™
Substrato*plantas*inoculacién 0,981 2 0,491 3497 0,046 NS
Error 3367 24 0,140
Total 6,923 29
Peso seco (g)
Substrato*plantas 0,041 2 0020 6,173 0,007 ™
Inoculacion 0,045 1 0,045 13,675 0,001 >
Substrato*plantas*inoculacién 0,003 2 0,001 0373 0,692 NS
Error 0080 24 0,003
Total , 0,169 29
Leyenda:

NS (No significativo)

*** (Diferencia significativa alta)

e

(Diferencia significativa media)

»

(Diferencia significativa baja)
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Grafico 14. Comparacion Duncan (p= 0,05), para el promedio de la longitud
de L. multiflorum inoculados y sin inocular en tres tipos de
substratos, Ayacucho 2014

Leyenda

LA Lolium multiflorum ‘ray grass” en substrato A (inoculado)
LB : Lolium multiflorum “ray grass” en substrato B (inoculado)
Lc : Lolium multiflorum ‘ray grass” en substrato C (inoculado)
TLA Lolium multiflorum ‘ray grass” en substrato A (sin inocular)
TLB : Lolium multiflorum “ray grass” en substrato B (sin inocular)
TLC : Lolium multiflorum ‘ray grass” en substrato C (sin inocular)
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Grafico 15. Comparacion Duncan (p= 0,05) para el promedio del peso
fresco de L. multiflorum inoculados y sin inocular en tres tipos
de substratos, Ayacucho 2014.

Leyenda

LA Lolium muitiflorum “ray grass” en substrato A (inoculado)
8 Lolium multifiorum “ray grass” en substrato B (inoculado)
LC Lolium multiflorum “ray grass” en substrato C (inoculado)
TLA : Lolium multifiorum “ray grass’ en substrato A (sin inocutar)
TLB : Lolium multifiorum “ray grass” en substrato B (8in inocular)
TLC : Lolium multiflorum “ray grass” en substrato C (sin inocular)
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Grafico 16. Comparacion Duncan (p= 0,05) para el promedio del peso seco

de L. multiflorum inoculados y sin inocular en tres tipos de
substratos, Ayacucho 2014.

Leyenda

LA Lolium multiflorum ‘ray grass” en substrato A (inoculado)
LB Lolium multiflorum “ray grass” en substrato B (inoculado)
LCc Lolium muitiflorum “ray grass” en substrato C (inoculado)
TLA Lolium multiflorum “ray grass” en substrato A (sin inocular)
TLB : Lolium multiflorum ‘ray grass” en substrato B (sin inocular)
TLC : Lolium multiflorum “ray grass” en substrato C (sin inocular)
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Tabla 8: ANOVA para las variables, longitud de tallo, nimero de hojas,
diametro de tallo, peso fresco y peso seco de A. cepa var.
aggregatum inoculados y sin inocular en tres tipos de substratos,
Ayacucho 2014.

F.V. SC g CM F p-valor Sig.
Longitud de tallo (cm)
Substrato*plantas 24,067 2 12,033 0,60 0556 NS
Inoculacidn 73,633 1 73633 3679 0,067 NS
Substrato*plantas*inoculaciéon 108,067 2 54,033 2,699 0,088 NS
Error 480,400 24 20,017
Total 686,167 29
Namero de hojas
Substrato*plantas 101,667 2 50833 3,518 0,046 NS
Inoculacion 26,133 1 26,133 1,809 0,191 NS
Substrato*plantas*inoculacion 51,267 2 25633 1,774 0,191 NS
Error 346800 24 14,450
Total 525,867 29
Diametro de tallo (mm)
Substrato*plantas 0,867 2 0433 0473 0,629 NS
Inoculacion 0,133 1 0,133 0,145 0,706 NS
Substrato*plantas*inoculacion 20,867 2 10,433 11,382 0,500 NS
Error 22000 24 0,917
Total 43867 29
Peso fresco (g)
Substrato*plantas 9,351 2 4676 11,437 0,000 e
Inoculacidn 0,091 1 0,091 0,222 0,042 *
Substrato*plantas*inoculaciéon 2,583 2 1292 3159 0,061 NS
Error 9812 24 0409
Total 21,837 29
Peso seco (g)
Substrato*plantas 0,005 2 0003 0,068 0,934 NS
Inoculacion 0046 1 0046 1,193 0285 NS
Substrato*plantas *inoculacién 0,029 2 0,014 0,373 0,693 NS
Error 0919 24 0,038
Total 0999 29
Leyenda:

NS (No significativo)
*** (Diferencia significativa alta)

(Diferencia significativa media)
* (Diferencia significativa baja)
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Grafico 17. Comparacion Duncan (p= 0,05), para el promedio del peso
fresco de A. cepa var. aggregatum inoculados y sin inocular en
tres tipos de substratos, Ayacucho 2014.

Leyenda:

AA Allium cepa var. aggregatum “cebolliita china” en substrato A (inoculado)
AB Allium cepa var. aggregatum “cebollita china” en substrato B (inocutado)
AC Allium cepa var. aggregatum “cebollita china” en substrato C (inoculado)
TAA Allium cepa var. aggregatum “cebolita china” en substrato A (sin inocular)
TAB : Allium cepa var. aggregatum “ceboliita china” en substrato B (sin inocular)
TAC : Allium cepa var. aggregatum “cebollita china” en substrato C (sin inocular)
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V. DISCUSION

El grafico 1 muestra la comparacion Duncan para las medias del porcentaje de
colonizacion en la planta hospedera Zea mays “maiz” en tres tipos de substratos
inoculados (ZA, ZB y ZC) y sin inocular (TZA, TZB y TZC). Grafico en el que se
observa que el tratamiento de maiz en substrato A, presenta un mayor
porcentaje de colonizaciéon en comparacion de las medias del porcentaje de
colonizacién en los substrato By C. Puesto que el maiz presenta un desarrollo
optimo en suelos de textura media, bien drenados, con elevada capacidad de
retencion de agua y pH neutro® Caracteristicas del substrato A que se
presentan en la tabla 1.

Las medias de los tratamientos sin inocular, muestran del mismo modo
porcentajes de colonizacion inferiores en comparacion a los tratamientos de
maiz inoculacién con esporas de Glomus sp, como consecuencia de esta
colonizacion se muestra un mejor desarrollo de la parte aéreas de las plantas de
maiz en substrato A, tal como se muestra en los anexos 11, 12 y 13.

El grafico 2, muestra la comparacion Duncan para las medias del porcentaje de
colonizacién en la planta hospedera Lolium multiflorum “ray grass” en tres tipos
de substratos inoculados (LA, LB y LC) y sin inocular (TLA, TLB y TLC). Grafico
en el que se observa que los tratamientos de ray grass en los substratos A, By
C inoculados presentan semejantes porcentaje de colonizacion, puesto que el
ray grass es una especie que se adapta a diferentes condiciones edaficas y
presenta un desarrollo radicular acelerado®* Comparados estos tratamientos con
las medias de los tratamientos sin inocular, existen diferencias significativas,
puesto que las plantas inoculadas presentan mayor colonizacion y mejor
desarrollo como consecuencia de la simbiosis®, tal como se muestra en los

anexos 14, 15y 16.
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El grafico 3, muestra la comparacion Duncan para las medias del porcentaje de
colonizacién en la planta hospedera Allium cepa var. aggregatum “ceboliita
china” en tres tipos de substratos inoculados (AA, AB y AC) y sin inocular (TAA,
TAB y TAC). Grafico en el que se observa que los tratamientos de cebollita china
en los substratos A y C presentan numéricamente mayores porcentajes de
colonizacién, sin embargo estadisticamente los porcentajes de colonizacion son
semejantes en los tres substratos (A, By C). Con lo anterior se corrobora que,
esta especie puede cultivarse satisfactoriamente en una gran variedad de
suelos®® en cuanto a la comparacién de las medias con los tratamientos sin
inocular se puede determinar diferencia significativa, puesto que las plantas
inoculadas presentan mayores porcentajes de colonizacion corﬁo consecuencia
mejor desarrollo® tal como se muestra en los anexos 17, 18 y 19.

Tabla 4, muestra el ANOVA, de las variables; tipos de substratos (A, B y C),
especies de plantas hospederas (Zea mays “maiz”, Lolium multiflorum ‘ray
grass” y Allium cepa var. aggregatum “cebollita china”), inoculacion (tratamientos
inoculados y sin inoculacion de esporas) y las interacciones de estas tres
variables. Como se observa existe diferencia significativa media, para el
porcentaje de colonizacién entre los tratamientos teniendo en cuenta, los tipos
de substratos y especies de plantas hospederas. Por otro lado la diferencia es
significativamente alta entre los tratamientos inoculados y sin inoculacion de
esporas de Glomus sp, por la capacidad de desarrollo que presentaron las
esporas, mejorando las caracteristicas morfologicas de las plantas hospederas*

Respecto a la diferencia entre tratamientos teniendo en cuente el tipo de
substrato para la multiplicacion de esporas, concuerda con lo mencionado por
Habte y Osorio 2001°” quienes indican que la aireacion, baja proporcion de
nutrientes disponibles no inhiben el establecimiento de la asociacion y como
consecuencia permitan una abundante produccion de propagulos. Se ha
reportado también que substratos con abundante turba y contenido de materia
organica posee altos niveles de fosforo y otros nutrientes que podrian afectar el
crecimiento del hongo, por consiguiente muestran efectos negativos a la
colonizacién?””  Caracteristicas que presenta el substrato B que ’
proporcionaimente estd compuesto de 1 de tierra negra y 1 de compost como
consecuencia alto contenido de materia organica tal como se muestra en la tabla

1. Substrato en el que se reportd bajos porcentaje de colonizacion.
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Las plantas hospedadoras mas adecuadas para la propagacion de hongos
micorricicos deben ser sus;:eptiples a la colonizacién, tener un ciclo biologico
corto, desarrollar un sistema radicular rapido, buena capacidad de intercambio
catiénico, puesto que el método mas comun para producir inéculo es en macetas
con suelo estéril. Los sistemas de propagacién (planta hospedera y substrato)
inoculados con hongos micorricicos presentan mayor accesibilidad a la
colonizacion de raices* Con lo mencionado se puede sustentar la razén de la
diferencia significativa alta, en cuanto al porcentaje de colonizacién teniendo en
cuenta la especie de planta hospedera.

Las interacciones tipos de substratos-plantas hospederas, tipos de substratos—
inoculacion, plantas hospederas-inoculacion y tipos de substratos-plantas
hospederas e inoculacién no muestran diferencia significativa para el porcentaje
de colonizacién de Glomus sp.

En el grafico 4 se muestra la comparacion Duncan para las medias del
porcentaje de colonizacion en tres tipos de substratos (A, B y C), cuadro que en
el que se observa diferencia significativa para el porcentaje de colonizacion,
existiendo mayores porcentajes de colonizacion en los substrato C (tierra sin
cultivar) y A (3 de tierra agricola, 3 de arena y 1 de tierra negra) en comparacion
al porcentaje de colonizacion en el substrato B (1 de tierra negra y 1 de
compost), que presenta alto contenido de materia organica, pH moderadamente
acido y compactaciéon, datos que se presentan en la tabla 1. Dichas
caracteristicas dificultan la colonizacién de Glomus sp %

En el grafico 5 se muestra la comparacién Duncan para las medias de los
porcentaje de colonizacion en fres especies de plantas hospederas; Zea mays
variedad morocho “maiz”, Lolium multiflorum variedad westerworld “ray grass” y
Allium cepa variedad aggregatum. Cuadro en el que se muestra mayores
porcentajes de colonizacioén en las plantas hospederas, Zea mays (Z) y Lolium
multifforum ‘ray grass” (L) en comparacion al porcentaje de colonizacion en
Allium cepa var. aggregatum “cebollita china®. Resultados que se asemejan a los
obtenidos por Arica 2008% quien determino un porcentaje de colonizacion alto en
pastos, seguido del maiz las cuales se reportan como hospederos eficientes
para hongos micorricicos en su tesis sobre seleccion de plantas hospederas
adecuadas para la propagacion de hongos micorricicos. Los hongos micorricicos
no presentan especificidad estricta, puesto que la colonizan se da en toda planta
susceptible a ser colonizada, aunque se han reportado diferentes respuestas en
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el crecimiento de las plantas dependiendo del tipo de hongo que se asocie a las
plantas?®

El grafico 6, muestra la comparacion Duncan para las medias del nimero de
esporas en la planta hospedera Zea mays “maiz” en tres tipos de substratos con
inoculacién (ZA, ZB y ZC) y sin inoculacién (TZA, TZB y TZC). Grafico en el que
se observa que los tratamientos de maiz en substrato C y A, presentan mayores
nimeros de esporas en comparacion de las medias en el substrato B y los
substratos A, B y C sin inoculacién. Resultados que se relacionan con los
porcentajes de colonizaciéon en maiz mostrados en el grafico 1 y el desarrollo
optimo de la planta hospedera en suelos con textura media®®

El grafico 7, muestra la comparacién Duncan para las medias del niumero de
esporas en la plania hospedera Lolium multifiorum “ray grass” en tres tipos de
substratos con inoculaciéon (LA, LB y LC) y sin inoculacién (TLA, TLB y TLC).
Gréafico en el que se observa que el tratamiento de ray grass en substrato C,
muestra un mayor nimero de esporas en comparaciéon a el nimero de esporas
en los substratos B y A inoculados. De igual modo los tratamientos sin inocular
en los substratos A, B y C muestran numeros de esporas inferiores. Como
consecuencia de la colonizaciéon que se muestra en el grafico 2 y el desarrollo
6ptimo del ray grass en diversos tipos de suelo® '

El grafico 8 muestra la comparacién Duncan para las medias del numero de
esporas en la planta hospedera Allium cepa var. aggregatum “cebollita china” en
tres tipos de substratos con inoculacién (AA, AB y AC) y sin inoculacion (TAA,
TAB y TAC). Gréafico en el que se observa que los tratamientos de cebollita china
en substratos C, B y A inoculados muestra mayores y estadisticamente
semejantes cantidades de numeros de esporas, en comparacion a los
tratamientos sin inoculacion en los substratos A, B y C, lo que indica que no
existe especificad para el desarrollo de la cebollita china en los tres tipos de
substratos®® puesto que el porcentaje de colonizacién mostrado en el grafico 3 y
el nimero de esporas tiene tendencia semejante para la cebollita china en los
tres tipos de substratos.

La tabla 5 contiene el ANOVA para el nimero de esporas en las variables tipos
de substratos (A, B y C), especies de plantas hospederas (Zea mays “maiz’,
Lolium multiflorum “ray grass” y Allium cepa var. aggregatum “cebollita china”),
inoculacion (tratamientos inoculados y sin inoculacion de esporas) y las

interacciones de estas tres variables. Cuadro en el que se muestra variacioén
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significativa alta para las tres variables; tipos de substratos, especies de plantas
hospederas e inoculacién. La interaccion de tipos de substratos con plantas
hospederas y la interaccion plantas hospederas e inoculaciébn muestran
diferencia significativa media. Por ultimo la interaccion tipos de substratos-
inoculacion y la interaccion de tipos de substratos-pla‘ntas hospederas e
inoculacion no muestran diferencia significativa.

En el grafico 9 se muestra la comparacion Duncan, para la media del nimero de
esporas en fres tipos de substratos, en la cual se observa un mayor nimero de
esporas en el substrato C (tierra sin cultivar) en comparacion a los substratos A
(3 de tierra agricola, 3 de arena y 1 de tierra negra) y B (1 de tierra negray 1 de
compdst). Resultado que se atribuye a una mejor colonizacién de Glomus sp, en
substratos arcillo-arenoso y franco arenoso caracteristicas de los substrato C y A
mostrados en la tabla 1, puesto que permiten mayor aireacion y desarrolio
radicular”’. ‘ '

En el grafico 10 se muestra la comparacion Duncan, para el promedio de nimero
de esporas, en tres especies de plantas hospederas, observandose un mayor
nimero de esporas en las plantas hospederas Zea mays (Z) y Lolium multiflorum
‘ray grass” (L) en comparacion al nimero de esporas reportados en la planta
hospedera Allium cepa var. aggregatum “cebollita china” (A) *. Como
consecuencia del mayor porcentaje de colonizacion en estas plantas hospederas
mostradas en el grafico 5.

Tabla 6 ANOVA, para la evaluacioén de la parte aérea de la planta hospedera
Zea mays. “maiz" con inoculacién y sin inoculacién de esporas de Glomus sp. Se
tuvo en cuenta las variables longitud de tallo, nimero de hojas, diametro de tallo,
peso fresco y peso seco. De las cuales se observa diferencia significativa en las
variables peso fresco y peso seco de la plantas hospedera maiz en tres tipos de
substratos. Los tratamientos con inoculaciobn de esporas de Glomus sp,
presentan mejores caracteristicas morfoldgicas, puesto que la simbiosis ayuda a
la mejor absorcién de nutrientes®.

Grafico 11 de comparacion Duncan para la media del diametro de tallo de la
planta hospedera Zea mays “maiz’, en tres tipos de substratos (A, B y C). Que
presenta mayores promedios de diametro de tallo en los substratos A, B
inoculados y A sin inocular en comparacion a los promedios de diametro en los

substratos C inoculados y substratos C y B sin inocular.
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Grafico 12 de comparaciéon Duncan para la media del peso fresco de la planta
hospedera Zea mays “maiz” en tres tipos de substratos. En el cual se muestra
mayores pesos frescos de la planta hospedera maiz en los substratos C, A
inoculados y substrato A sin inocular, en comparacién al promedio de los pesos
frescos de maiz en el substrato B inoculado y substratos C y B no inoculados.
Resultados que se atribbuye a los mayores porcentajes de colonizacion
reportados en la planta hospedera maiz en el grafico 5.

Grafico 13 comparacién Duncan para la media del peso seco de la planta
hospedera Zea mays “maiz“, en tres tipos de substratos inoculados y sin
inocular. En el cual se observa un mayor peso seco de maiz en substrato C que
es estadisticamente semejante a los pesos frescos en los substratos A inoculado
y substrato A sin inocular. Los pesos secos de maiz en los substratos C, B
inoculados y B sin inocular muestran pesos secos inferiores, como consecuencia
de las diferencias en cuanto al porcentaje de colonizacion mostrada en el grafico
5.

Tabla 7 ANOVA, para la evaluacién de la parte aérea de la planta hospedera
Lolium multifiorum *ray grass” inoculado y sin inoculacién de esporas de Glomus
sp. Se tuvo en cuenta las variables longitud de tallo, nimero de hojas, diametro
de tallo, peso fresco y peso seco. De las cuales se muestra diferencia
significativa para la longitud de tallo, peso fresco y peso seco en la planta
hospedera ray grass en tres tipos de substratos, como consecuencia de una
buena colonizacién de Glomus sp en comparacion a los tratamientos sin
inoculacién* porcentaje de colonizacion que se muestran también el grafico 2.
Grafico 14, comparacioén Duncan para la media de longitud de tallo, de la planta
hospedera Lolium multiflorum ‘ray grass” en tres tipos de substratos inoculados y
sin inocular. En el cual se observa una mayor longitud de tallo en los substratos
C, By A con inoculacion de esporas, y en tratamientos testigo en substrato B y
A, que resultan estadisticamente iguales en comparacién a la longitud de tallo
para ray grass en substrato C sin inocular que presenta una longitud de tallo
inferior.

Grafico 15, comparacién Duncan para la media del peso fresco de la planta
hospedera Lolium multiflorum “ray grass’, en tres tipos de substratos inoculados
y sin inocular. En el cual se observa un mayor peso fresco para ray grass en
substrato C y A inoculados, en comparacién a los pesos frescos en los
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substratos B inoculados, A, B y C sin inocular que presentan pesos frescos
menores. ' '

Gréfico 16 muestra la comparacion Duncan para el peso seco de la planta
hospedera Lolium multiflorum “ray grass’, en tres tipos de substratos inoculados
y sin inoculacién de esporas de Glomus sp. En el cual se observa mayor peso
seco en substrato A, que a la vez es estadisticamente semejante al peso seco
en substrato C inoculados. El peso seco en los substrato B inoculados,
substratos A, B y C sin inocular reporta estadisticamente son inferiores”.

Tabla 8 ANOVA, para la evaluacion de la parte aérea de la planta hospedera
Allium cepa var. aggregatum “cebollita china’ inoculado y sin inoculaciéon de
esporas de Glomus sp, que muestra la varianza de la longitud de tallo, nimero
de hojas, didmetro de tallo, peso fresco y peso seco. De las cuales se muestra
diferencia significativa en cuanto al peso fresco para la planta hospedera
cebollita china en tres tipos de substratos (A, By C).

Grafico 17 muestra la comparacion Duncan para el promedio del peso fresco de
la planta hospedera Allium cepa var. aggregatum “cebollita china”, en tres tipos
de substratos. Cuadro en el cual se observa que el peso fresco de Allium cepa
var. aggregatum “cebollita china” en los substratos A, C inoculados y A sin
inocular son mayores, en comparacion a los pesos frescos en Ibs substratos B
inoculados, B y C sin inocular.
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VL CONCLUSIONES

Se ha determinado con el analisis de varianza y la comparacion mutltiple de
medias Duncan, que en los substratos A (3 de tierra agricola, 3 de arena, 2
de tierra negra) y C (tierra sin cultivar o tierra virgen) se generan mayores
promedio de porcentajes de colonizacién, 17,36 % y 1764 %

respectivamente.

En el substrato C se produjo el mayor nimero de esporas de G/omus sp en
100 g de suelo, precisandose un promedio de 1610 esporas.

Las plantas hospederas Zea mays “maiz" y Lolium multifiorum “ray grass”
permiten mayores porcentajes de colonizacion promedio de Glomus sp; 18
% y 17 % respectivamente

Las plantas hospederas Zea mays “maiz* y Lolium multiflorum “ray grass”

permiten una mayor produccion de esporas de Glomus sp;, 1633 y 1050
esporas promedio en 100 g de suelo respectivamente.
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V. RECOMENDACIONES

Para la propagacién de Glomus sp, se recomienda utilizar el substratos A (3
de tierra agricola, 3 de arena, 2 de tierra negra) o substrato C’ (tierra sin
cultivar o virgen). En cuanto al tipo de planta hospedera se recomienda usar

Zea mays “maiz” o Lolium multiflorum ‘ray grass”.

Determinar en trabajos posteriores el nimero éptimo de esporas de G/lomus

sp, para inoculacién.

Identificar las especies de Glomus sp, y su interaccién con especies de

plantas hospederas y substratos.
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ANEXO

Anexo 1. Porcentaje de colonizaciéon y nimero de esporas de Glomus sp
en Z mays inoculados y sin inocular en tres tipos de substratos,
con tres repeticiones por tratamiento, Ayacucho 2014.

Tratamiento Porce_ntajg’ de Nimero de
colonizacién esporas
ZA1 47,50 3116
ZA2 42,50 3573
7ZA3 3000 3132
TZAM 5,00 308
TZA2 7,50 267
TZA3 0,00 236
7B1 22,50 1056
7B2 35,00 1894
783 20,00 1573
TZB1 0,00 302
T7B2 5,00 236
1783 0,00 201
7C1 2750 1004
702 30,00 1433
7C3 32,50 1709
TZC1 5,00 o1
T7C2 0,00 111
T2C3 2,50 141
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Anexo 2.

Porcentaje de colonizacion y nimero de esporas de Glomus sp
en L. multiflorum inoculados y sin inocular en tres tipos de
substratos, con tres repeticiones por tratamiento, Ayacucho

2014.
Tratamiento Porce_ntajg de Nuamero de
colonizacioén esporas
LAY 27,50 1122
LA2 15,00 1125
LA3 20,00 1661
TLA1 5,00 148
TLA2 5,00 141
TLA3 0,00 311
LB 30,00 1225
LB2 37,50 1423
LB3 27,50 1910
TLB1 0,00 223
TLB2 5,00 302
TLB3 2,50 251
LCA 17,50 1210
LC2 15,00 1398
LC3 12,50 1833
TLC 5,00 179
TLC? 0,00 160
TLC3 0,00 267
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Anexo 3. Porcentaje de colonizacion y nimero de esporas de Glomus sp
en A. cepa var. aggregatum inoculados y sin inocular en tres
tipos de substratos, con tres repeticiones por tratamiento,

Ayacucho 2014.

Porcentaje de  Numero de

Tratamiento s jonizacion esporas
AT 40,00 3929
AAD 32,50 4584
AA3 27,50 4935
TAA1 10,00 302
TAAD 12,50 280
TAA3 500 217
AB1 30,00 2356
ABD 32,50 2375
AB3 35,00 2565

TAB1 500 377
TAB2 7,50 | 31
TAB3 750 320
ACH 25,00 1244
ACo 15,00 2831
AC3 20,00 1583
TACT 10,00 126
TAC2 250 339
TAC3 000 302
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Anexo 4. Promedios de la evaluacion de la parte aérea de las tres
especies de plantas hospederas, en tres tipos de substratos,
inoculados y sin inocular. Ayacucho 2014.

TRATAMIENTO I‘.)tla:'?tl;u(c:::‘e)a Nﬁ:;;(; e Dtiaé;;::e(t:m‘;e fre';?:zo(g) Pes?g)seco
ZA 45,30 7 7,20 14,853 2,557
TZA 43,40 7 7,20 14,519 2,413
LA 34,50 13 3,17 1,635 0,243
TLA 32,00 9 3,50 1228 0,158
AA 35,00 13 7,00 3,733 0,296
TAA 33,60 1 5,40 3,021 0,297
ZB 4263 6 5,20 9592 1,606
TZ8B 33,53 6 5,00 6,554 1272
LB 34,75 7 3,33 1,291 0,125
TLB 29,17 6 3,00 0,675 0,080
AB 3517 6 533 1,577 0,389
TAB 35,00 8 7,20 1,567 0,253
ZC 49,30 7 5,20 15,221 3,097
TZC 43,80 7 5,20 11,968 1970
LC 37,00 10 3,17 1,891 0,169
TLC 22,00 8 3,17 1,022 0,111
AC 40,60 12 7,00 2274 0,346
TAC 32,20 7 6,00 1,334 0,260
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Anexo 5. Muestreo y recoleccion de suelo para la recuperacion de
esporas de Glomus sp, Ayacucho 2014,
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Anexo 6. Filtrado de suelo utilizando tamiz, para la recuperacion de
esporas, Ayacucho 2014.
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Anexo 7. Extraccién de esporas utilizando estereoscopio, Ayacucho 2014.
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Anexo 8. Esporas de Glomus sp, de forma ovoide con presencia de resto
hifal, Ayacucho 2014.
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Anexo 9. Inoculacion de esporas de Glomus sp a la planta hospedera
Allium cepa var. aggregatum “cebollita china”, Ayacucho 2014.
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Anexo 10. Macetas con Lolium multiflorum “ray grass”, protegidas con
papel aluminio y algodéon, Ayacucho 2014,
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Anexo 11. Macetas con Zea mays “maiz” inoculado (micorrizado) y sin
inocular (testigo) en substrato A, Ayacucho 2014.
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Anexo 12. Macetas con Zea mays “maiz” inoculado (micorrizado) y sin
inocular (testigo) en substrato B, Ayacucho 2014.
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Anexo 13. Macetas con Zea mays “maiz” inoculado (micorrizado) y sin
inocular (testigo) en substrato C,; Ayacucho 2014.
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Anexo 14. Macetas con Lolium multiflorum “ray grass” inoculado

(micorrizado) y sin inocular (testigo) en substrato A, Ayacucho
2014.
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Substrato B
TESTIGO

Anexo 15. Macetas con Lolium multiflorum
(micorrizado) y sin inocular (testigo) en substrato B, Ayacucho

2014.
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Anexo 16. Macetas con Lolium multiflorum “ray grass” inoculado
(micorrizado) y sin inocular (testigo)en substrato C, Ayacucho
2014.
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 Substrato A Substrato AA
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Anexo 17. Macetas con Allium cepa var. aggregatum “cebollita china”
inoculado (micorrizado) y sin inocular en substrato A, Ayacucho
2014.
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Anexo 18. Macetas con Allium cepa var. aggregatum “cebollita china”
inoculado (micorrizado) y sin inocular en substrato B, Ayacucho
2014.
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