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RESUMEN

Debido a la importancia del efecto bené}401coque tienen los hongos formadores de

micorrizas arbusculares sobre el crecimiento de las plantas; asi como la escasa

informacién sobre la concentracién de inéculos de hongos micorricicos para el

desarrollo adecuado de las plantas; se realizé el presente trabajo de

investigacién; con el objetivo de evaluar la concentracién de esporas de Glomus

sp. en el porcentaje de colonizacién, propagacién de esporas y desarrollo de Zea

mays "maiz"i Se probé 5 tratamientos 25, 50, 75 y 100 esporas de Glomus sp.

por maceta y un tratamiento sin inocular (Testigo). El experimenta se realizé en

condiciones de invemadero, del laboratorio de Agrobiologia de la Escuela de

Formacién Profesional de Agronomia. Se aplicé |os tratamientos en macetas de

1kg de capacidad, que contenian suelo estérii, Ia inoculacién se realizé, previa

desinfeccién de las esporas y semillas al momento de la siembra en un ambiente

de laboratorio debidamente desinfectado. Posteriormente, se Ilevé Ias macetas al

invernadero donde se ha conducido por 100 dias. Al cabo de dicho periodo, se

evalué los diferentes parémetros. siendo los més principales el porcentaje de

colonizacién de raices, nL'1mero de esporas, Iongitud de la pane aérea (cm), peso

fresco y seco de la parte aérea (g) y nilimero de raices principales. Se obtuvo

una diferencia estadistica altamente signi}401cativarespecto al porcentaje de .

colonizacién y numero de esporas en los tratamientos inoculados can 100

esporas (82.5% y 5207 esporas) y 75 esporas (80% y 3623 esporas),

respectivamente, de la misma manera se observé en los tratamientos inoculados

con 50 esporas (3277 esporas) y 25 esporas (3163 esporas). Respecto a las

evaluaciones de las caracteristicas generales de la planta, se logré un mayor

n}402merode raices principales con los tratamientos inoculados con 100 y 75 >

esporas de Glomus sp., a excepcién de los tratamientos inoculados con 50 y 25

esporas de Glomus sp., el cual tuvo similar desarrollo al testigo.

Palabras clave: Glomus sp., concentracién, colonizacién.
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I. INTRODUCCION

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) es un grupo importante de

microorganismos del suelo que contribuyen sustancialmente al establecimiento,

productividad de las plantas, tanto arti}401cialescomo naturales. Las micorrizas

arbusculares son abundantes bajo cualquier rango de fertilidad del suelo,

aunque el grado de colonizacién micorricica aumenta cuando Ia fertilidad

declina.�030

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) son constituyentes esenciales de la

microbiota natural del suelo y probablemente colonicen mas tejidos vegetales

que cualquier otro tipo de organismo. Su abundancia y la in}402uenciaen la

nutricion y crecimiento de las plantas hospederas es de gran trascendencia

}401siolégicay ecolégica para el funcionamiento y estabilidad de las comunidades

vegetalesz. Permite 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; aten}402ael ataque de patégenos a la raiz al competir por

espacio, ademés de generar un estado }401siolégicooptimo que garantiza una

mejor defensaa. Los bene}401cioseconémicos de los HMA se derivan de un mayor

y mas unifonne produccién, una mayor rapidez de crecimiento y entrada en

produccion de las plantas, una mejor calidad de la cosecha y un ahorro en

fertilizantes, riego y productos }401tosanitarios.�030

Se estudio el efecto de la inoculacién con concentraciones de Glomus sp., con

raices colonizadas en 70% y 250 esporas por 100 g de inéculo; en el crecimiento

de citricos (Pincirus trifolia y Citrus Sinensis) micropropagados. La inoculacién

con raices colonizadas en 70% y 250 esporas, afecté positiva y

significativamente todas las variables de crecimiento en ambos tratamientos.5

Teniendo en cuenta estos antecedentes se realizé el presente trabajo de

�030investigacién,porque actualmente no se conoce la concentracién optima de

1



Glomus sp. en la planta de Zea mays �034maiz�035para su mayor desarrollo, para ello

se utilizé el método de extraccién, aislamiento e inoculacién con Glomus sp.;

técnica descrita por Gerdeman, 1955, citado por Seiverding, 1984.6 con }401nesde

determinar Ia concentracién apropiada de Glomus sp. para el buen desarrollo de

Zea mays �034maiz�035,con los siguientes objetivos:

Objetivo general

- Evaluar Ia concentracién de esporas de Glomus sp. en el porcentaje de

colonizacién, propagacién de esporas y desarrollo de Zea mays �034maiz�035.

Objetivo especi}401co

- Determinar la concentracién optima de inéculo que permita mayor

porcentaje de colonizacién y propagacién de esporas de Glomus sp.

o Evaluar Ia concentracién de inéculo que permita mayor desarrollo de Zea

mays �034maiz�035.

2



ll. MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

Trabajo de investigacién donde se evalué la multiplicacién de esporas de hongos

micorricicos arbusculares (MA) nativos obtenidos de cultivo de cacao

(Theobroma cacao) en plantas trampas de maiz (Zea mays) fertilizadas y no

fertilizada. Obteniéndose los resultados. El mayor rendimiento en la tasa de

crecimiento y porcentaje de materia seca fue alcanzado por el tratamiento de las

plantas inoculadas no fertilizadas. El género micorricico predominante con mayor

abundancia relativa dentro de la poblacién de esporas aisladas en los

tratamientos fue Glomus sp. 7

Las plantas hospederas son denominadas también plantas trampa_ por otros

autores como Lopez�035,quien ulilizé una mezcla de suelo y arena de rio en �030

proporclén 1:1 esterilizado por medio de vapor fluente por una hora durante tres

dias consecutivos, la arena estéril se colocé en una maceta desinfectada con

fonnaldehido y alcohol. El inéculo endomicorricico se colocé en una capa

homogénea de tres centimetros aproximadamente. Las macetas se llenaron

hasta su capacidad total y luego se procedié a la siembra, con semillas

desinfectadas, se mantuvo bajo un micro invernadero por tres meses, se utilizé

sorgo como planta lrampa ya que para la propagacién de esporas de HMA

< (hongos micorricico arbusculares) se recomienda plantas de crecimiento répido

es decir con ciclo vegetativo corto.�031

lnvestigacién donde se determiné la diversidad de hongos fonnadores de

micorrizas arbusculares (HMA) en rizéfora del pasto Colosuana �034Bothriochloa

pertusa (L)." en }401ncasganaderas del municipio de Corozal, departamento de

Sucre. Se realizé aislamiento de esporas del suelo, determinacién del porcentaje

de colonizacién en raices, separacién e identificacién de morfotipos de HMA. De

los 31 morfotipos de HMA fueron aislados, un 96.9% correspondieron a

3



morfotipos con caracteristicas similares a especie dentro del género Glomus y

3.1% a Gigaspora.9

Hernandez, 20111�034;en México, en su investigacién propagacién y micorrizacién

de plantas nativas con potencial para restauracién de suelos. Los resultados

obtenidos al propagar e inocular con hongos micorricicos arbusculares a

Amelancheir denticulata (tlaxistle) y Eysenhardtia polystachya (palo dulce),

plantas nativas de América que fonnan micorriza arbuscular y crecen en México

sobre suelos someros y con escasez de nutrientes. La propagacién se hizo a

partir de semillas, en vermiculita y turba mezcla (2:1). La mitad de las plantas de

cada especie se inoculé con una mezcla de tres cepas de hongos: 20 esporas

Glomus claroideum, 20 Acaulospora Iaevis y 20 A. morrowiae. El tlaxistle y el

palo dulce alcanzaron valores por arriba del 40% de germinacién y del 80% de

supervivencia ai trasplante. Aunque, |os porcentajes de colonizacién micorrizica

fueron bajos en los dos casos, menores al 10% para palo dulce y al 20% para

tlaxistle, los individuos micorrizados mostraron las mejores respuestas en

diémetro, altura, biomasa aérea y contenido de f6sforo.�030°

Ramirez, 1988�034;en Pen], en su trabajo de investigacién determiné la

multiplicacién de hongos endomicorricicos por esporas, donde utilizé plantas

hospederas, para tal fin se instala tubos plésticos de 140cc, con un contenido de

suelo estéril. Para luego colocar en cada tubo semillas estériles de sorgo pre

germinada, con esta técnica se logré propagar las esporas consiguiendo

}401nalmenteun cepario."

Esquivel, 2010"; en Ayacucho, en su trabajo de investigacién demostré que las

endomicorrizas y el bio! ayudan notablemente en la germinacién y produccién

organica de Spinacia oleracea L. �034espinaca"en laboratorio y campo.�035

2.2 ENDOMICORRIZAS

Es la asociacién simbiética interna en la cual |as hifas de los hongos invaden |as

partes jévenes de las raices y colonizan |os espacios intercelulares e

intracelulares del parénquima subepidérmico de la célula 13; se caracterizan

porque el hongo penetra inter e intracelularmente, ausencia de manto y

acentuadas modi}401cacionesanatémicas en las raices no visibles a simple vista. �034

Las endomicorrizas son poco especi}401cas,lo que quiere decir que una especie

de endomicorriza puede infectar a un gran n}402merode especies vegetales. Son

mucho menos sensibles a las agresiones extemas que las ectomicorrizas, sus _
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esporas germinan con facilidad alejadas de raices vivas y pueden crecer

considerablemente sin conta<':to'E:on ninguna�031raii','lo que les permite Iocalizar a

estas y pueden sobrevivir durante dilatados periodos de tiempo (meses) sobre

trozos de raiz. Como su nombre indica viven en el interior de la raiz, en los

espacios intercelulares yiemiten hifas al interior de las células que se subdividen

formando estructuras en fonna de arbol (arb}402sculo)dan origen al grupo de

hongos micorricicos més abundante que se conoce.�030 _

Las endomicorrizas son las mas frecuentes en la naturaleza y dentro de ellas se

distinguen:

a. Orquideomicorrizas: Fonnada por basidiomicetos y plantas de la familia

orquidaceae. En esta asociacién, Ia planta, que presenta una fase heterétrofa en

su ciclo de vida, recibe compuestos carbonados a partir del hongo. Este penetra

en las células de la raiz, invagina Ia membrana y fonna ovillos dentro de la

célula, asi como agregados de hifas poco estructurados, conocidos como

"pe|otones", que al degenerar Iiberan los nutrientes que contienen. Sus

principales géneros son: ArmilIan'e/Ia, Gymnopilus, Marasmius, Fomes, Xerotus,

Corticium, Ceratobasidium, Sebacina, Tulasnella.�034

b. Ericomicorrizas: Fonnada por ascomicetos y/o basidiomicetos y plantas de la

familia de las Ericéceas. El componente ffmgico de esta simbiosis presenta una

gran versatilidad en el uso de distintas fuentes de C, N y P, orgénicos o no, lo

que contribuye signi}401cativamentea la capacidad de las plantas que forman este

tipo de micorrizas para crecer en suelos con un alto contenido orgénico. Su

principal género es: Pezizella. 15

c. Micorrizas Arhusculares: Las forman entre el 85 y el 90% de todas las

plantas terrestres. El hongo es capaz de penetrar las células del cérfex de la

raiz, en las que se rami}401candicotémicamente de forma repetida para dar Iugar a

los arb}402sculos,estructuras tipicas de la colonizacién de estos hongos. También

conocidas como vesiculo - arbusculares, en base a sus estructuras globosas,

Ias vesiculas, que contienen sustancias de reserva y que forman algunas

especies de hongos micorricicos en el interior de la raiz. �0305

Los hongos micorricicos arbusculares son todos miembros de la divisién

Glomeromycota del orden de los Glomales; Ia ciasi}401caciénactual contiene 2

subérdenes que son Glomineae y Gigasporineae; dentro de los Glomineae se

encuentras las familias Glomaceae (Glomus), Acaulosporaceae (Acaulospora y

Entrophospora), Archaeosporaceae (Archaeospora) y Paraglomaceae
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(Paraglomus) y dentro del suborden Gigasporineae se encuentra la familia

Gigasporineae (Gigaspora y ScutelIospora).9

2.2.1 MICORRIZAS ARBUSCULARES

Las micorrizas arbusculares disponen de una gran variedad de huéspedes. Asi,

pueden infectar Ia mayor pane de los cultivos agricolas y el 90% de todas las

plantas vasculares.�034Su nombre se debe a que el hongo forma un consorcio

}401siolégicocaracterizada por la presencia de estructuras tipicas en la epidermis

de la misma, hifas, arbiisculos y vesiculas. Las estructuras del hongo dentro de

la raiz de la planta estén en contacto con el micelio externo que rodea en una

red difusa la raiz Iugar en donde son forrnadas, libremente 0 en esporocarpos,

las azigosporas o ciamidosporas del hongo; érganos con base en cuya

morfologia Linicamente es posible realizar la identi}401caciéndel género y la

especie en razén de que no se puede desarrollar y multiplicar estos hongos en

medios de cultivo.�035Las micorrizas arbusculares no suelen ser especi}401cas.A

diferencia de las ectomicorrizas, no pueden cultivarse fuera de una planta

huésped. La germinacién de esporas de micorrizas arbusculares en el suelo

infectan las zonas periféricas de las raices para empezar su colonizacién. Los

géneros més importantes que conviene recordar son Glomus (por lo general, Ia

micorriza arbuscular més aislada del suelo), Gigaspora, Acaulospora,

Entrophospora y Scutellospora�034

2.2.2 CICLO DE VIDA DE MICORRIZAS ARBUSCULARES

Las micorrizas arbusculares se originan a partir de hifas que proceden de los

propégulos existentes en el suelo (esporas maduras, fragmentos de raiz

micorrizadas, o plantas micorrizadas que crecen en vecindad). Cuando una hifa

contacta con la super}401ciede una célula epidérmica de la raiz, forma un apresorio

que originara seguidamente Ia hifa colonizadora que penetrara en dicha célula o

atravesara el espacio intercelular. En la zona externa del cértex de la raiz forma

unas estructuras intracelulares tipicas que son los �034ovillos�035;en la zona media |as

hifas crecen normalmente de forma longitudinal en los espacios interoelularesf

mientras que en la zona interna las hifas penetran intracelularmente y forman |os

arb}402sculospor ramificacién dicotémica repetida, a nivel de los cuales se produce

el intercambio de nutrientes.�035
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También habria que destacar la formacién de vesiculas en el cértex cuya funcién

es el almacenamiento de�030f'e"Se'r\'/"asIipidicas. Tras la colonizacién interna se

produce la rami}401caciény desarrollo del micelio externo, que es clave en la

captacién de nutrientes y da Iugar a nuevos puntos de colonizacién en la propia

raiz 0 en otras préximas. Sobre la red tridimensional de hifas que constituye se

forman esporas, estructuras de resistencia que, al madurar completan el ciclo del

hongo}7

2.2.3 TAxoNoMiA

Los hongos formadores de micorrizas abusculares se consideraban hasta hace

muy pocos a}401osen la familia Endoganaceae, dentro del Phylum Zygomicota,

clasi}401caciénque estaba basada fundamentalmente en el anélisis de las

caracteristicas morfologicas, estmcturales y ontogénicas de las esporas que

desarrollan.�035De acuerdo a este criteria, |as més de 150 especies descritas

hasta la fecha, se incluyeron en el orden Glomales. Hasta entonces no se habia

puesto en mani}401estael posible origen mono}401léticode estos hongos

compartiendo un acestro comun. Origen mono}401lético,que hoy en dia se ha

podido determinar en base al anélisis de la subunidad peque}401adel ARNr 18S,

agrupéndose asi en el nuevo Phylum Glomeromycota. Dicho phylum, se

encontraria més préximo de los ascomicetos y basidiomicetos, con los que

compartiria un ancestro comun, que con los zigomicetos. Nuevo phylum, que

esta compuesto por una sola clase, |os Glomeromycetes, que a su vez incluye

cuatro érdenes: Glomerales, Diversisporales, Paraglomerales y

Archaesporales.�035

Cada vez hay més evidencia de que la identi}401caciénbasada en criterios

morfolégicos tiene un uso limitado, ya que la baja diversidad morfolégica de las

esporas de los hongos micorricicos, no re}402ejala gran plasticidad }401siolégica,

diversidad genética, y posiblemente funcional de sus poblaciones aun por

describir. Debido a la Iimitacién del material fungico disponible para ser analizado

como consecuencia del carécter de simbiontes obligados de estos hongos, Ia

aplicacién de técnicas basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa (en

inglés_ PCR) ha supuesto un avance muy importante en la caracterizacién

genética de estos hongos micorricicos. Todos estos avances en el anélisis de la

diversidad genética de los hongos formadores de micorrizas arbusculares, Ilevan
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hacer muy dificil , una de}401niciénde especie, e incluso de individuo en estos

hongos.�035

Phylum: Glomeromycota

clase: Glomeromycetes

Orden: Glomerales '

Familia: Glomeraceae

Género: Glomus

Especie: Glomus sp.�035

a. Género Glomus

Esporas formadas blésticamente sobre una hifa de sostén, solitarias, en

esporocarpos, vesiculas de pared delgada y elipsoides, hifas intrarradicales

raramente enrolladas, conectada a una hifa rami}401cada,arbusculos con troncos

aplanados o cilindricos adelgazéndose sucesivamente en las rami}401caciones.

Esporas con la pared esporal formada por un n}402merovariable de capas todas

rigidas a partir de la hifa de sostén. No se observan paredes germinales

diferenciadas; genninacién a través del lumen de la hifa de sostén o a través de

la pared de la espora. Las esporas de Glomus se fonna por gemacién a partir de

una punta de las hifas; la hifa esporogénica sigue estando a menudo sujeta a la

espora madura, |as esporas gerrninan a través de esta unién de hifas o |os

restos de la misma.�035

2.2.4 CARACTERiSTlCAS DE LA MORFOLOGIA DE LOS HONGOS

FORMADORES DE MICORRIZAS ARBUSCULARES

a. HIFAS

Los hongos micorricicos arbusculares, poseen dos sistemas de hifas, uno interno

y otro externo. El primero se desarrolla inter o intracelularrnente en las células

corticales de la raiz, el segundo emerge de la raiz y se extiende por el suelo -

varios centimetres, dando Iugar al micelio externo que constituye el sistema de

absorcién de nutrientes. Este consta de red tridimensional de hifas, unas de 8 a

30 micrémetros de diémetro que son més consideradas la base permanente del

micelio y otras, més delgadas de 2 a 7 micrémetros de posible funcién rizoidal.

mas efimeras que las anteriores. Sobre el micelio externo se forman grandes

esporas vegetativas que van madurando hasta convertirse en clamidospora;

determinadas especies también forman esporocarpos."
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b. MICELIO EXTERNO . . .

Es el tale 0 aparato vegetativo de nutricién del hongo, formado por una o varias

células carentes de }401brasy vasos, no diferenciéndose de las verdaderas raices,

las cuales estén sustituidas a veces por pelos rizoides. El micelio externo se

constituye en el colonizador de la raiz de la planta y del suelo (rizosfera),

funciona como una prolongacién del sistema radicular de la planta, permitiéndole

explorar un érea mayor del suelo que el alcanzado por las raices de las plantas

que no presentan proceso simbiético de micorrizacién, generando un aumento

de 40 veces mayor de aprovechamiento de los nutrientes (N, P, K, Mg, entre

otros)?

c. MICELIO INTERNO

lgualmente conforrna el aparato de nutriclén del hongo, el cual se ubica dentro

de la corteza de las raices micorrizadas. En esta simbiosis, se optimiza Ia

asimilacién del recurso hidrico disponible en el suelo. El micelio simulténeamente

favorece la interaccién con otros microorganismos del suelo.�035

d. ESPORA

Son estructuras de reproduccién, poseen resistencia para sobrevivir en el suelo

durante muchos a}401osy cuya genninacién inicia un nuevo ciclo de simbiosis. Las

esporas son producidas répidamente en presencia de una planta hospedera, de

manera que a les 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 fonnadas en el

micelio extraradical o agregado en estructuras més o menos bien definidas

llamadas esporocarpos.�035

e. ARBIJSCULOS

Estos se forman poco tiempo después de iniciada la infeccién mediante la

rami}401caciéndicotémica repetidas de hifas intracelulares, hasta la formacién de

hifas de menos de 0.2 micrémetros de diémetro. Cuando se forma un arb}402sculo

el almidén de la célula invadida desaparece al tiempo que el n}401cleose alarga y

se divide. Los arb}402sculosson digeridos répidamente y absorbldos por el

huésped. Después que los arbusculos son digeridos, los nucleos vuelven a su

tama}401onormal y el almidén suele reaparecer.�034

f. 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
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pared gruesa se asemeja a clamidosporas, se forman intra o intercelularmente

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

se utilizan y las vesiculas se degeneran. En los géneros Gigaspora y

Scutellospora nunca se forman vesiculas, estos producen células auxiliares en el

micelio externo.�034

2.2.5 ETAPAS EN EL ESTABLECIMIENTO DE LAS MICORRIZAS

ARBUSCULARES

El establecimiento de la simbiosis va depender de las interacciones entre los tres

componentes del sistema: el hongo, |as plantas y las condiciones ambientales.

Su presencia puede implicar que ocurra_n procesos de reconocimiento entre los

simbiontes, compatibilidad y especi}401cidad,los cuales condicionan su expresién y

conducen a la integracién morfolégica y funcional de las asociaciones.�035

En el proceso de la formacién de la simbiosis se pueden distinguir diferentes

fases: precolonizacién, penetracién inicial del hongo, colonizacién intrarradical y

desarrollo del micelio externo y de las estructuras reproductivas. Aparentemente

|os modelos de la penetracién y colonizacién del hongo son independientes no

solo del hospedero sino también del tejido a colonizar.�034�030�0315

a. PRIMERA ETAPA 0 DE FERTILIZACION

Las raices de las plantas son infectadas con micorrizas versiculo arbusculares,

siempre y cuando esté presente una estructura infectada del hongo, que Iuego '

entra en contacto con los pelos absorbentes de las raices. Se consideran

érganos o unidades infectivas: Ias esporas y otras estructuras del hongo u otra

raiz ya infectada; bajo condiciones favorables Ia infeccién puede ocurrir en un

tiempo de 2 a 3 dias.�034

b. SEGUNDA ETAPA 0 DE COLONIZACION Y DISTRIBUCION

Una vez que el hongo ha infectado a la raiz, se distribuye en ella, creciendo inter

e intracelulannente infectando toda corteza de la raiz, entrando a conformar el

micelio interno, arb}401sculosy vesiculas. La duracién del proceso de infeccién

depende del ambiente, de la especie vegetal y por supuesto del hongo, tardando

desde 10 dias hasta varias semanas. 25

c. TERCERA ETAPA 0 DE ESTABILIZACION O EFECTIVIDAD

Simulténeamente a la formacién de estructuras internas, el hongo forma el

micelio externo, érgano a .través del cual el hongo absorbe |os nutrientes y los
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transporta a la raiz de la planta, en este wmomento es cuando Ia simbiosis

empieza a funcionar en forma bené}401capara la planta. 25

d. CUARTA ETAPA 0 DE REPRODUCCION

De 1 a 4 meses después de la tercera etapa, el hongo empieza a reproducirse

fonnando esporas asexuales en el micelio externo. Las esporas son érganos de

reproduccién del hongo, que pueden estar largo tiempo en el suelo,

especialmente en épocas que no hay hospedero a su alcance. 2°

2.2.6 EFECTO DE LAS MICORRIZAS ARBUSCULARES SOBRE LA

NUTRICION MINERAL DE LAS PLANTAS

Es un hecho universalmente aceptado que las micorrizas arbusculares estimulan

el crecimiento, desarrollo y nutricién de las plantas, especialmente en suelos de

baja y moderada fertilidad; Ia micorriza bene}401ciasubstancialmente Ia absorcién

de nutrientes, especialmente de P y de agua por la planta. Se debe tener en

cuenta que el P, a diferencia del N, es un elemento précticamente inmévil en el

suelo por lo que su absorcién por parte de las raices, depende de la capacidad

de exploracién de estas }402ltimas.En este sentido, Ia micorrizacién proporciona

una super}401ciede absorcién incrementada y mas eficaz. En efecto el papel clave

de las micorrizas radica en que las hifas del hongo permiten a la raiz incrementar

su super}401ciede absorcién y explorar un volumen de suelo mayor del que lo

hacen las raices no micorrizadas. Concretamente hasta 7cm. De la super}401cie

radicular. Ademés se ha logrado poner de mani}401estode que las raices

micorrizadas absorben mas e}401cazmentelos fosfatos que las no micorrizadas.�035

La posibilidad que las hifas 0 las raices que forman micorrizas versiculo

arbusculares tengan capacidad para solubilizar formas de P no disponible a

plantas no infectadas ha sido objeto de gran controversia. Sin embargo, estudios

realizados con P concluyeron que la absorcién mas eficiente por las raices

micorrizadas se debe fundamentalmente a una aceleracién de la disociacién del

fosfato insoluble. Ademés |as micorrizas bene}401ciana las plantas por su accién

protectora contra la invasion y deterioro causado por microorganismos del suelo.

.Las endomicorrizas protegen Ia raiz pues reciclan los carbohidratos,

aminoécidos y otros compuestos producido por las raices, capaces de atraer

agentes patégenos. 1"

Las plantas que son micorrizadas:
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o mejoran el crecimiento general de las plantas al mejorar Ia adquisicién de

fésforo y zinc.

o Aumentan Ia tolerancia a las enfermedades, mejorando su nutricién y

compitiendo con microorganismos patégenos por el espacio en las raices.

- Mejorar el uso del agua y la tolerancia a la sequedad.

- Mejorar Ia bioestructura del suelo ayudando en la cohesién de los agregados �030

del suelo.�034

Ademés incrementan el érea }401siolégicaen las raices, inducen reacciones

hormonales, produciendo que las raices alimentadoras perrnanezcan

}401siolégicamenteactivas por periodos mayores, que las raices no micorrizadas.

Para el hongo reciben principalmente carbohidratos y vitaminas desde |as

plantas. 1�030

2.2.7 FACTORES QUE AFECTAN LA FORMACION Y FUNCIONAMIENTO

DE LAS MICORRIZAS ARBUSCULARES

La efectividad de los hongos formadores de micorrizas arbusculares bajo

condiciones de campo estén determinado por: las condiciones }401sico-quimicas

del suelo (pH, contenido de fésforo, aireacién, textura y contenido de materia

orgénica), condiciones climéticas (intensidad y duracién de luz, temperatura,

humedad).2'�03527

Entre |os factores fisico-quimicos que més in}402uyenen el desarrollo de las

micorrizas arbusculares se han registrado el pH y el contenido de arcilla. Los

hongos micorrizas arbusculares tienen amplia capacidad de adaptaciones de pH,

estos se han registrado desde valores 2,7 a 9,2. Se encuentran diferencias entre

especies y ecotipos en cuanto a su capacidad para colonizar en funcién del pH.�034

Los factores como la humedad, temperatura, Iuminosidad y aireacién afectan

directa o indirectamente |os hongos micorricicos arbusculares a través del

hospedero. Dada la naturaleza aerébica de los micosimbioentes en ecosistemas

terrestres. la presencia de extrema humedad limita el establecimiento de la

simbiosis y los efectos beneficiosos de esta asociacién. La temperatura afecta a

los hongos micorricicos arbusculares dependiendo de la especie y de la

combinacién hospedero-micosimbionte. La combinacién luz y temperatura, en la

medida que afecta la fotosintesis del hospedero y por lo tanto de la

disponibilidad de carbohidratos, altera considerablemente el equilibrio de la

micorriza arbuscular.�034
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Con respecto a la textura del suelo, se han encontrado porcentajes de infeccién

por hongos micorricicos arbuséuiares mas bajos en suelos arenosos, aunque

algunas especies de Gigaspora se han visto favorecidos por esta condicion. 2°

Los suelos compactados reducen Ia fertilidad del suelo y la destruccién y

distribucion de las raices de las plantas y de las hifas de las micorrizas

arbusculares en la rizésfera. 2�034

La temperatura tiene una in}402uenciasigni}401cativasobre la colonizacién y

esporulacion. La alta temperatura induce un incremento en la colonizacién de las

raices y en la esporulacién. Se ha reportado que el méximo desarrollo de las

micorrizas arbusculares se da cerca de los 30°C, mientras que la colonizacién

micelial sobre la super}401ciede la raiz, acurre entre los 28 y 34°C. 29

La luz es un factor fundamental en la infeccién de los hongos micorricicos

arbusculares. Los hongos micorricicos vesicula arbusculares obtiene su recurso

de carbono desde Ia planta hospedera y a partir de la fotosintesis de ella y la

traslocacién de fotosintatos a la raiz, de esta manera, la luz puede afectar

signi}401cativamenteel desarrollo de las micorrizas. La luz afecta fuerfemente el

desarrollo de las micorrizas.�035El sombreado no solo reduce Ia colonizacién y

esporulacién, sino también en la respuesta de la planta micorrizada. El efecto de

la luz sobre |as micorrizas al parecer in}402uyeen la fotosensibilidad de la planta;

. un foto periodo de 12 horas o mas, es importante para producir altos niveles de

colonizacion en comparacién con la intensidad de la luz solar. 29

Respecto al factor agua, las micorrizas arbusculares se encuentran en un amplio

rango de suelos con contenidos de agua. La colonizacién se ha Ilevado a cabo

en regiones éridas, en pantanos y también en plantas acuéticas flotantes y

sumergidas. Se ha establecido que bajo condicién de saturacién, Ia

concentracién de oxigeno puede inhibir la germinacién de la espora y la

colonizacién de estas micorrizas.29V3°

Estudios realizados han considerado que niveles excesivos de agua en el suelo

reducen el crecimiento y la infeccién de las micorrizas arbusculares. Los suelos

mal drenados saturados por Iargos periodos decrece Ia infeccién, de igual forma

bajos niveles de agua en el suelo, disminuye Ia infeccién, Ia estimulacién del

crecimiento en la planta y la produccion de esporas. 3�030
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2.3 PLANTA HOSPEDERA Y PRODUCCION DE HONGOS MICORRiClCOS

ARBUSCULARES

Casi el 90% de las especies de plantas vasculares hasta ahora examinadas

pueden ser colonizadas por los hongos micorricicos arbusculares y son

normalmente micorrizadas en el campo. La especi}401cidaddel hospedero es

aparentemente muy baja. 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 con muchos

aislamientos fL'Jngicas_ llevando a la visién amp|iamente aceptada de que las

asociaciones micorricicos carecen de especi}401cidad.Sin embargo hay algunas

evidencias de que existe un cierto grado de especi}401cidadentre los hongos

micorricicos arbusculares y plantas, particularmente en ecosistemas naturales.�035

No hay duda de que las asociaciones incluyendo diferentes especies de plantas

y hongos exhiben una variabilidad funcional. Algunas plantas hospederas dan un

mayor bene}401cioal hongo micorricico arbusculares que otras, Io cual es re}402ejado

en las diferencias de cantidad de produccién de esporas. En la mayoria de los

casos la formacién de esporas esté estrechamente relacionada con la Iongitud

total de las raices micorrizales producidas por detenninado hospedero. De este

modo, Ia proporcién de diferentes especies en determinado Iugar dependera�031:de

la extensién a la cual colonicen |os sistemas radiculares de las plantas.

Cualquier grado de especi}401cidad0 diferencia en la efectividad seré entonces

re}402ejadoen las poblaciones de las esporas. 32

Las asociaciones micorrizales son normalmente bené}401cas,para las plantas. Las

micorrizas incrementan la tasa de crecimiento de las plantas a través de un

incremento en la toma de nutrientes, especialmente fésforo bajo condiciones

controladas, sin embargo, bajo condiciones naturales, no hay su}401ciente

evidencia que muestre |os incrementos en el crecimiento de las plantas debido a

micorrizas. 32

2.3.1 MAiz

a. TAxoNoMiA

La clasi}401caciénboténica del maiz es: 33

Divisién: Magnoliophyta

clase: Liliopsida

Orden: Ciperales
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Familia: Poaceae " ' "' �030

Género: Zea

Especie: Zea mays L.

Nombres comunes: Malz morocho, maiz duro amarillo

b. DESCRIPCION BOTGNICA DEL MAlZ .

El maiz es una planta de porte robusto y de hébito anual; el tallo es simple,

erecto, de elevada Iongitud alcanzando alturas de 2 a 4 metros, sin

ramificaciones, su aspecto recuerda al de una ca}401apor la presencia de nudos,

entrenudos y su médula esponjosa. Las hojas son simples, alargadas,

lanceoladas paralelinérvias que nacen en los nudos de manera alterna a lo largo

del tallo; se encuentran abrazadas al tallo mediante Ia vaina que envuelve el

entrenudo y cubre la yema }402oral.Las raices primarias son }401brosaspresentando

ademés raices adventlcias, que nacen en los primeros nudos por encima de la

super}401ciedel suelo, ambas tienen la misién de mantener a la planta erecta.�034

Es una planta monoica de flores unisexuales, que presenta flores masculinas y

femeninas bien diferenciadas en la misma planta; la inflorescencia masculina es

terminal, se conoce como panicula o espiga, consta de un eje central y ramas

Iaterales; a lo largo del eje central se distribuyen los pares de espiguillas y cada

espiguilla esta�031protegida por dos bracteas 0 glumas, que a su vez contienen las

}402oresestaminadas, en cada florecilla componente de la panicula hay 3

estambres donde se desarrollan los granos de polen. La coloracién de la

panicula esta en funcién de la tonalidad de las glumas y anteras, que pueden ser

de coloracién Verde. amarilla, rojiza o morada. La inflorescencia femenina

(mazorcas) se localizan en las yemas auxiliares de las hojas, son espigas de

forma cillndrica que consisten de un raquis central u olote donde se insertan |as

espiguillas por pares, cada espiguilla con dos }402orespistiladas, una fértil y otra

abortiva, estas flores se arreglan en hileras paralelas, |as }402orespistiladas tienen

un ovario Linico con un pedicelo unido al raquis, un estigma muy largo donde

germina el polen. La inflorescencia femenina puede formar alrededor de 400 a

1000 granos arreglados en promedio de 8 a 24 hileras por mazorca; todo esto

encerrado en numerosas brécteas o vainas de las hojas, los estigmas Iargos

saliendo de la punta del raquis como una masa de hilo sedoso se conocen como

pelo de elote.�034
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En la mazorca, cada grano del maiz es un fruto independiente llamado

cariépside que esté insertado en el raquis cilindrico; la cantidad de grano

producidlo por mazorca esté Iimitada por el n}402merode granos por hilera y de

�030 hileras por mazorca.�034

c. REQUERIMIENTO DE SUELO

El cultivo de maiz se desarrolla bajo diferentes condiciones de suelo. La mayor

dificultad de desarrollo del cultivo se encuentran en los suelos excesivamente

pesados (arcillosos) y los muy sueltos (arenosos). Los primeros por su facilidad a

inundarse y los segundos por la tendencia a secarse excesivamente. Sin

embargo, las mejores condiciones se pueden encontrar en suelos que presenten

buenas condiciones tales como textura media (francos), fértiles, bien drenados,

profundos y con elevéda capacidad de retencién del agua. El maiz se puede

cultivar con buenos resultados en suelos que presenten pH de 5.5 a 8, aunque el

éptimo corresponde a una ligera acidez (pH entre 6 y 7). El maiz es

medianamente tolerante a los contenidos de sales en el suelo 0 en las aguas de

�030 riego. Las sales retrasan Ia nacencia de las semil|as, sin afectar sus porcentajes

de emergencia.�034

- La falta de agua es un factor més Iimitante en la produccién de maiz en las

zonas tropicales. Cuando hay estrés hidrico o sequia durante |as primeras

etapas (15 a 30 dias) de establecido del cultivo puede ocasionar pérdidas de

plantas jévenes, reduciendo asi Ia densidad poblacional o estancar su

crecimiento. Cerca de la }402oracién(desde unas semanas antes de la emisién de

estigmas, hasta dos semanas después de esta) el maiz es muy sensible al

estrés hidrico, y el rendimiento de grano puede ser seriamente afectado si se

produce sequia durante este periodo.�034 V

CULTURAL

llJ.N.§.(C.D{].
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m. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION DE LA ZONA DE TRABAJO

El proyecto de investigacién se realizé en el laboratorio e invemadero de

Agrobiologia, de la Escuela de Formacién Profesional de Agronomia, Facultad

de Ciencias Agrarias, de la Universidad Nacional de San Cristébal de

Huamanga.

' La zona de trabajo esté ubicado en la ciudad universitaria a 2750 m.s.n.m.

latitud 13° 08�03150.92�035S y Iongitud 74° 13�03109.84" N.

3.2 MUESTREO, COLECCION DE MUESTRAS DE SUELO Y

EXTRACCION DE ESPORAS PARA INOCULO

3.2.1 MUESTREO Y EXTRACCION DE ESPORAS

3.2.1.1 Lugar de muestreo y coleccién de muestras de suelo

Las muestras de suelo se recolecté del distrito de Vinchos de la provincia de

Huamanga. de los cultivos de papa, el muestreo se realizé de forma aleatoria,

para lo cual se utilizé una paleta de jardineria mediante Ia cual se obtuvo

aproximadamente 200 a 300 gr. de suelo por submuestra; comprendiendo una

muestra como minimo de 10 a 15 plantas por parcela. Las muestras de suelo

obtenidos se conservaron en bolsas de pléstico y a una temperaturas 4°C.

3.2.1.2 Multiplicacién de esporas de Glomus sp

Las esporas aisladas fueron multiplicadas utilizando |os métodos de

multiplicacién de esporas, descrita por Gerdeman, 1955, citado por Seiverding,

1984.�035Con cierta modi}401caciénque consistié en inocular 25, 50, 75 y 100

esporas de Glomus sp. por maceta que contenia pléntulas en sustrato

esterilizado.
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3.2.1.3 Extraccién y Aislamiento de esporas de Glomus sp. (método de

centrifugacién en sacarosa)

Se empleé la técnica de centrifugacién en sacarosa, siguiendo la técnica descrita

por Seiverding, 1983.37

- Se colocé 100 g de suelo en un vaso precipitado con 1 L de agua de ca}401o,

dejando reposar durante una hora agilando constanlemenle.

o Después, se agité durante cinco minutos y se dejé reposar por tres minutos,

para luego }401ltrarla suspensién por una serie de tamices de 250, 106 y 45

um, seguidamenle se lavé con abundante agua de ca}401ocorriente el contenido

de los tamices.

o El contenido del tamices 45 um, es transferido a dos tubos de centrifugacién

de 50ml de capacidad, cada tubo con 10ml de muestra a los cuales se agregé

la solucién 20 ml de sacarosa al 50 por ciento (509 de azdcar en 100ml de

agua destilada). Se centrifugé a 3000 rpm durante tres minutes.

I El sobrenadante donde se encuentran |as esporas fueron extraidas del anillo

central de la suspensién, con ayuda de una jeringa, seguido se trans}401riéal

tamiz de 45um y se lavé con abundante agua de ca}401o.

a El contenido del tamiz fue transferido a un papel }401ltrode donde se extrajo las

esporas con la ayuda de un estereoscopio y una aguja de diseccién.

- Las esporas extraidas fueron separadas en cuatro grupos con cinco

repeticionés, el primero con 25 esporas, el segundo con 50 esporas, el

tercero con 75 esporas y }401nalmentecon 100 esporas en papel filtro y

conservadas a una temperatura de 5°C hasta el momento de la inoculacién.

- La seleccién de las esporas se realizé teniendo en cuenta la similitud en

forma, color y tama}401o,utilizando ilustraciones de caracteristicas morfolégicas

de esporas de Glomus sp.

Las esporas de Glomus sp son esporas redondas, ovales y ovoides, de tama}401o

peque}401oy mediano, con una super}401cieIlsa, con doble 0 simple pared, de color

café, émbar, rojizo o transparente, con hifas perceptibles.�035

3.3 PREPARACION DEL SUSTRATO (suelo)

El suelo recolectado fue debidamente tamizado y realizado el anélisis fisico-

quimico, que fue realizado en el laboratorio de Anélisis de Suelos y Aguas

�034NicolésRou|et" del Programa de lnvestigacién de Pastos y Ganaderia, de la

18



Facultad Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de San Cristébal de

Huamanga.

3.3.1 Composicién del sustrato

El sustrato utilizado fue suelo sin cultivar (tierra virgen); que fue colectado de

areas no cultivadas de la ciudad universitaria. Presenta una textura arcillo

arenoso (Ar Ao), pH 7,2 (ligeramente alcalino), salinidad 0,376 dS/m (muy

ligeramente salino), porcentaje de materia orgénica 0,64 % (bajo) y un

porcentaje de nitrégenos totales de 0,03 %. (Ver cuadro 1)

Tabla 1: Anélisis de fertilidad de sustrato

 

SUBSTRATO CLASE pH C.E. caco, M.O. Nt dis�034(ppm)

TEXTURAL (H20) (dslm) (%) (%) (%)

P K

 *:'?"':?

cultivar Ar-Ao 7,2 0,376 0,0 0,64 0,03 3,5 59,1

 
lnvestigacion de Pastos y Ganaderla de la UNSCH �0242013

3.4 ESTERILIZACION Y DESINFECCION DE MATERIALES DE TRABAJO

3.4.1 Esterilizacién del sustrato

La esterilizacién de los substrates se realizé utilizando un autoclave automatico,

donde se colocé los substrates en bolsas blancas de 10 por 15 cm debidamente

selladas, y cada bolsa contenia un kilogramo de suelo y fueron esterilizadas a

0.14 mega pascal (MPa), que equivale a 20,31 Lblpulz, a una temperatura de

100°C, Ia esterilizacién se realizé dos veces, la primera que fue por 30 minutos y

el segundo a 40 minutos.

3.4.2. Esterilizacién de materiales

- Los materiales que se utilizaron como vaso precipitado, matraz, placas,

probeta, pipeta y papel aluminio, fueron lavados, secados para ser envueltos

con papel craf, y colocados en el autoclave. esterilizéndose a 0.14 MPa

(20,31 Lb/pulz), a una temperatura de 100°C por 30 minutos.

a Los taperes descartables con una capacidad de 1kg, que se usaron como

macetas fueron forrados con bolsas de polietileno de color negro y

desinfectado con hipoclorito de sodio al 2% por tres minutos, y enjuagadas

cinco veces con agua destilada estéril.
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0 Los recipientes fueron codi}401cadosseg}401nel tratamiento que recibieron,

presentandose Ia codi}401caciénde la siguiente manera:

Tabla 2: codi}401caciénde los tratamientos

C6DIGO DENOMINACION

T1 Planta inoculada con 25 esporas de Glomus sp.

T2 Planta inoculada con 50 esporas de Glomus sp.

T3 Planta inoculada con 75 esporas de Glomus sp.

T4 Planta inoculada con 100 esporas de Glomus sp.

T0 Planta lestigo

3.4.3 Desinfeccién de esporas

El dia de la inoculacién a las plantas hospederas, en un ambiente desinfectado y

con los materiales e indumentaria estéril (guardapolvo), |as esporas extraidas en

cuatro grupos con cinco repeticiones, de 25 , 50, 75 y }401nalmente100 esporas de

Glomus sp., fueron envueltas y sujetadas con un hilo, para su desinfeccién. La

desinfeccién se realizé utilizando hipoclorito de sodio al 2% por un minuto, luego

se enjuagé cinco veces con agua destilada estéril, para quitar |os restos de

hipoclorito de sodio; todo el proceso se Ilevé acabo con mucha asepsia cerca al

mechero de bunsen.

3.4.4 Desinfeccién de las semillas

Las muestras de semilla se recolectaron de la provincia de Huanta. Para hacer

Ia desinfeccién de las semillas de Zea mays �034maiz�035variedad morocho, fue

seleccionado teniendo en cuenta el color, la fonna y homogeneidad de tama}401o,

utilizando una indumentaria estéril, las semillas se desinfectaron con hipoclorito

de sodio al 2% por dos minuto y enjuagados cinco veces con agua destilada

estéril en presencia de un mechero bunsen, el mismo dia que se sembré en las

macetas.

3.5 SIEMBRA DE PLANTA HOSPEDERA E INOCULACION DE ESPORAS

DE Glomus sp.

3.5.1 Siembra de semillas en macetas

La siembra de las semillas se realizé en un ambiente previamente desinfectado y

utilizando indumentaria estéril, |as macetas fueron llenadas con el substrate
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previamente esterilizado (25 macetas), y luego regadas a capacidad de campo,

para luego colocar dos se"milIa's por maoeta"<':on ay}401dade una pinza estéril.

3.5.2 Inoculacién de esporas de Glomus sp.

En el ambiente desinfectado, con los materiales a utilizar, |as esporas de Glomus

sp. que fueron debidamente desinfectadas, fueron inoculadas el mismo dia que

se sembré |as semillas de Zea mays "maiz" en las macetas.

Se inoculé 25, 50, 75 y 100 esporas de Glomus sp. por tratamiento; cada

tratamiento con cinco repeticiones, siguiendo |os pasos; ya sembradas |as

semillas antes de cubrir con el papel aluminio, se deja correr las esporas con

agua destilada estéril con ayuda de una piceta, de modo que las esporas Ilegan

a caer sobre la semilla y el sustrato, con la finalidad de facilitar el contacto con

las primeras raicillas de la planta hospedera y asi garantizar la colonizacién,

luego de haber hecho la inoculacién Ia maceta fue cubierta con papel aluminio

estéril, para evitar cualquier contaminacién en la conduccién de la investigacién.

3.6 DESARROLLO DE LAS PLANTAS INOCULADAS

Teniendo ya las macetas Iistas fueron trasladados al invemadero donde

permanecieron por 100 dias.

Viendo |os factores que pueden afectar |as macetas inoculadas y no inoculadas

se mantuvieron todas en las mismas condiciones, donde se realizé riegos a

capacidad de campo a cada maceta por igual; control de plagas se rea|izé

manualmente limpiando cuidadosamente cada hoja y tallo de las plantas con

algodén que contenia alcohol, esta labor se hizo con la finalidad de evitar Ia

utilizacién de plaguicidas que pudieran afectar las esporas inoculados en la

maceta.

3.7 EVALUACION DE LA PLANTA Zea mays �034maiz�035

Se evalué cada maceta (plantas inoculadas y no inoculadas) y se consideré

como variables a evaluar, Ia evidencia de colonizacién (ndmero de esporas y

porcentaje de colonizacién) y caracteristicas generales de la planta.

3.7.1 EVIDENCIA DE LA COLONIZACIDN

La determinacién de la colonizacién se realizé por medio de dos métodos, una

que deterrnina el nL'1mero de esporas por gramo de substrato y la otra que

deterrnina el porcentaje de infeccién de las raices de la planta.
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3.7.1.1 Determinacién del mimero de esporas por gramo de suelo

Se empleé la técnica de centrifugacién en sacarosa, siguiendo la técnica descrita �030

por Seiverding, 1983 37, con cierta modi}401cacién.

A. Extraccién de esporas para conteo

o Se pesé 10 g de suelo por separado teniendo en cuenta |os tipos de

tratamiento.

- El suelo pesado se diluyé en 1L de agua, moviendo constantemente cada

cinco minutos por media hora.

o Después se pasé a filtrar la suspensién por una serie de tamices de 250,

106 y 45 um, seguidamente se lavé con abundante agua de ca}401ocorriente

el contenido de los tamices.

- La muestra del tamiz 106 se extrajo directamente a una placa petri rotulada

y se hizo el conteo de esporas.

- El contenido del lamiz 45 um, es transferido a dos lubos de centrifugacién

de 50ml de capacidad, cada tubo con 10ml de muestra a los cuales se

agregé la solucién 20 ml de sacarosa al 50 por ciento (50g de az}402caren

100ml de agua destilada). Se centrifuge a 3000 rpm durante cinco minutos.

- Seguidamente el sobrenadante se transfirié al tamiz de 45um y se Iavé con

abundante agua de ca}401o.

0 El contenido del tamiz fue transferido a una placa petri que contenia papel

filtro cuadriculado (con 16 cuadrantes de 1,5 x 1,5 cm) y rotulado.

Las esporas contadas en el papel }401ltrofueron el resultado del tamizado de los

109 de suelo, el cual se ulilizé para reportar la densidad de esporas por gramo

de suelo.

B. Conteo de esporas

La determinacién del n}402merode esporas por gramo de suelo; se realizé el

conteo de esporas de cada tamiz (dos tamices por cada muestra), donde se

ulilizé un estereoscopio y contando directamente |as esporas que se encuentran

en cada cuadrante del papel }401ltro.Para la muestra del tamiz 45 um se utilizé un

aumento de 40X y para el de 106 um un aumento de 30X.

El resultado del conteo de esporas por gramo de suelo se reporté seg}401nIa

férmula siguiente:

(mimero de esporas cantadas)

Numero de esporas en 10g de suelo seca = x100
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3.7.1.2 Tincién de raices de la planta Zea mays f�030maiz�035

Se utilizé el procedimiento"6é P}401illipsy Hayrr1ar41f;�034-1970;Iigeramente modi}401cado,

y mencionado por Ferrato, R. 1993.�035

- Las raices fueron separadas del substrato con mucho cuidado y lavados con

agua de ca}401o_con el }401nde eliminar |os restos de suelo que aL'1n permanece

unidos a ellas.

- Después |as raices fueron seleccionadas y corfados en trozos peque}401osde

2,5 cm y se introdujeron en tubos de ensayo rotulados.

- Luego se cubrié las raices con una solucién KOH al 10 por ciento y se calenté

|os tubos con las raices en ba}401omaria a 65 °C, durante 20 min, para que

queden Iiberados de los taninos (clareo).

o Una vez sacadas los tubos del ba}401oMaria, se deseché el KOH y se lavan las

raices con agua destilada, hasta eliminar totalmente |os restos de KOH.

- Se vuelve a cubrir |as raices con una solucién de HCI (0,1 N), para neutralizar

el KOH que haya podido quedar en la raiz. (acidi}401cacién)

- Dejando actuar el HCI durante 10 minutos y se vuelve a desechar y enjugar.

- Seguidamente se hizo la tincién utilizando un colorante especi}401copara te}401ir

|as hifas del hongo denominado Azul Tripano a una concentracién de 0,05

porciento. Se agregé el colorante Azul Tripano 0,05 por ciento en lacto glicerol

�030 a las raices contenidas en los tubos y se calentaron los tubos durante cinco

minutos en ba}401omaria a 65°C.

0 Se sacé los tubos del ba}401omaria y se dejé enfriar, para }401nalmenteeliminar el

exceso de colorante.

a Las raices contenidas en los tubos de ensayo se colocaron en porta objetos y

Iuego cubiertos con léminas cubre objetos, para el respectivo conteo de

intersecciones de segmentos de raiz colonizadas. .

3.7.1.3 Evaluacién del porcentaje de colonizacién

Se utilizé el método de Phillips y Hayman, 1970; colonizacién endomicorricico,

ligeramente modi}401cado,y mencionado por Ferrato, R. 1993. 39

Se determine�031)el porcentaje de colonizacién mediante la evaluacién de los

segmentos de raices de las plantas hospederas que reportan presencia de las

estructuras de hongos micorricicos como son vesiculas, arbusculos e hifas.

Para determinar el porcentaje de colonizacién, se utilizé un microscopio.

Colocando 10 segmentos de raices te}401idasde aproximadamente 2,5 cm de

Iongitud, sobre un porta objetos con cuatro Iineas paralelas y equidistantes de 2
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mm (40 intersecciones) y protegidas por un cubre objeto. Haciendo un recorrido

horizontal, se reporto el n}402merode intersecciones de raices te}401idascolonizadas.

(con presencia de estructuras de hongos micorrizicos como son vesiculas,

arbusculos o hifas) y las no colonizadas.

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

de colonizacién utilizando Ia siguiente ecuacién.

% colonizacién total =m x 100
. N�030�030de segmentos totales

3.7.1.4 Evaluacién de las caracteristicas generales de Zea mays �034maiz�035 �030

- Longitud de la planta, la medida se realizé desde el cuello del tallo hasta el

épice }402oral.

- Numero de hojas, se tomé en cuenta |as verdaderas hojas.

- Peso fresco de la pane aérea de la planta, se reporto cortando el tallo y las

hojas en trozos peque}401osy pensando en una balanza analitica.

- Peso seco de la parte aérea de la planta, los tallos y hojas cortados en trozos

peque}401osfueron colocadas en una estufa a una temperatura de 65°C por 48

horas, y Iuego se pesé en una balanza analitica.

o Peso fresco de raiz, |as raices fueron separadas del substrato con mucho �031

cuidado y lavados con agua de ca}401o,para que quedaran Iibre del substrato y

asi obtener un peso exacto de la raiz.

o Numero de raices, se tomé en cuenta las raices principales.

o Longitud de raiz, |as raices fueron extendidas con mucho cuidado y se tomé

|as medidas.

3.8 DISENO EXPERIMENTAL

El dise}401oexperimental utilizado fue, dise}401ocompletamente randomizado, donde

se evalué el efecto de las concentraciones de Glomus sp. Dise}401oconformado

por cinco tratamientos, con cinco repeticiones cada uno, presenténdose un total

de 25 unidades experimentales. Ordenadas de la siguiente manera, cinco

macetas con 25, 50,75 y 100 esporas de Glomus sp.; otros cinco sin esporas de _

Glomus sp. V
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Tabla 3: Orden experimental de los tratamientos

N�034total de Planta ' Concentracién�031 N�034de

macetas hospedera de esporas tratamientos

25 esporas de Glomus sp. 5 macetas T1

50 esporas de Glomus sp. 5 macetas T2

Zea mays

25 macetas " _ __ 75 esporas de Glomus sp. 5 macetas T3

maiz

100 esporas de Glomus sp. 5 macetas T4

Testigo 5 macetas T0

3.9 ANALISIS ESTADiST|CO DE DATOS

A los resultados obtenidos se realizé un anélisis de varianza (ANOVA),

utilizando el programa de lnfostat con el nivel de con}401anzadel 95% y la prueba

de comparacién de promedios DUNCAN al 5%, para determinar |os efectos del

tratamiento.
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IV. RESULTADOS
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4.1 Ndmero de esporas en 10 g de substrate

Tabla 4: Anélisis de varianza para el n}402merode esporas, en Zea mays

�034maiz�035inoculado con cuatro concentraciones de esporas de

Glomus sp. y el testigo. Ayacucho 2014.

F.V. sc gl CM F Q-valor

Entre batamientos 31339040 4 7834760 75,62 0000"�034

Error 1036133.33 10 103613.33

Total 323751733 14

Leyenda

"�030(Diferencia signi}401cativaalta)
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Figura 1: Efecto de concentraciones de esporas de Glomus sp. sobre el

n}402merode esporas en Zea mays �034maiz�035en condiciones de

invemadero. Ayacucho-2014.
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4.2 Porcentaje de colonizacién

Tabla 5: Anélisis de varianza para el porcentaje de colonizacién, en Zea

mays �034maiz�035inoculado con cuatro concentraciones de esporas

de Glomus sp. y el testigo. Ayacucho 2014.

F.V. �031 SC gl CM F p-va'lor

Entre tratamientos 6895.83 4 1723,96 25,54 0.000*�035*

Error 675 10 67,5

Total 7570,83 14

Leyenda

"' (Diferencia signi}401cativaalta)
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Figura 2: Efecto de concentraciones de esporas de Glomus sp. sobre el

porcentaje de colonizacién en Zea mays �034maiz�035en condiciones

de invemadero. Ayacucho-2014.
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4.3 Evaluacion de la parte aérea

Tabla 6: Anélisis de varianza de las caracteristicas generales de Zea mays

�034maiz�035inoculadas con cuatro concentraciones de esporas de

Glomus sp. y el testigo. Ayacucho 2015.

FrEu}4013 

Entre tratamientos 2149,04 4 537,26 2,13 0,12 NS

Error 5050.4 20 252,52

Total 7199,44 24

N}401merode hojas

Entre tratamlentos 1,2 4 0,3 0,16 0,95 NS

Error ' 36,8 20 1,84 '

Total 38 24

Peso fresco parts aérea (g)

Entre tratamientos 785,46 4 196,365 2,98 0,044�030

Error �030 1317,37 20 65,869

Total 2102,83 24

Peso seco pane aérea (g)

Entre tratamientos 64,83 4 16,21 2,89 0,048�030

Error 111,98 20 5,6

Total 176,81 24

Longitud de raices (cm)

Entre tratamientos 13156 4 328.9 0,76 0,56 NS

Error 8612,4 20 430,62

Total 9928 24

Nuimero de raices principales

Entre lratamienlos 307,76 4 76,94 4,19 0,013"

Error 367,6 20 18,38

Total 675.36 24

Peso fresco do raices (g)

Entre lratamientos 578,18 4 144,55 1,41 0,27 NS

Error 2047,74 20 102,39

Total 2625,92 24

 _�024�034�030

~~ (Diferencia siguificativa media)

' (Diferenciasigniiicativo)

NS (No signi}401calivu)
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v. DISCUSION

En la tabla 4 se muestra el anélisis de varianza para el mimero de esporas, en

Zea mays "maiz�035inoculado con cuatro concentraciones de esporas de Glomus

sp. frente a la planta testigo. En este cuadro se observa una variacién

signi}401cativamuy alta para el mimero de esporas en los tratamientos con

diferentes concentraciones de Glomus sp. Hace referencia que al inocular con

esporas de micorrizas arbusculares hay mayor n}402merode esporas en el

sustrato utilizado a comparacién de la planta testigo.�034

En la }401gura1 se observa el efecto de concentraciones de esporas de Glomus sp.

sobre la propagacién de esporas en Zea mays "maiz" en condiciones de

invemadero. En la }401guramencionada se muestra que hay un mayor n}402merode

esporas en el tratamiento inoculado con 100 esporas de Glomus sp. (5207

esporas por 109 de suelo), estadisticamente superior a los tratamientos

inoculados con 75, 50 y 25 esporas de Glomus sp. estos L'1|timos tratamientos no

existe una diferencia estadistica, pero todos los tratamientos inoculados son

superiores frente al tratamiento testigo (sin inocular). Puesto que las esporas son

consideras estructuras de colonizacién, y como producto de una buena infeccién

se generan estructuras de reproduccién que son las esporas�035,y siendo el

tratamiento testigo con un n}402meroinferior de esporas, lo que signi}401caque el

sustrato utilizado también presenta hongos formadores de micorriza nativos, que

fueron resistentes a Ia esterilizacién; sin embargo, el hongo procedente del

inoculo resulté ser evidentemente ma�031sefectivo�034,como se puede observar en el

mismo grafico.

En la tabla 5 se muestra el anélisis de varianza para el porcentaje de

colonizacién en Zea mays �034maiz�035inoculado con cuatro concentraciones de

esporas de Glomus sp. frente a la planta sin inocular. En el mencionado cuadro

se muestra que existe variacién altamente signi}401cativael porcentaje de infeccién
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en los tratamientos con diferentes concentraciones de Glomus sp. El proceso y ~

la taza de colonizacién detenninan Ia efectividad de un hongo micorricico

arbuscular o una asociacién micorrizal.�034

En la }401gura2 se muestra el efecto de concentraciones de esporas de Glomus sp.

sobre el porcentaje de colonizacién en Zea mays �034maiz�035en condiciones de

invemadero. Figura en el que se muestra que el tratamiento inoculado con 100 y

75 esporas de Glomus sp. presentan un mayor porcentaje de colonizacién en

comparacion de los tratamientos inoculados con 50 y 25 esporas de Glomus sp.,

siendo el tratamiento testigo con un menor porcentaje de colonizacion. En el

porcentaje de colonizacién también se ve que el tratamiento testigo tiene un

porcentaje de colonizacién muy bajo esto se puede deber al igual que en el

nL'Imero de esporas a la existencia de micorrizas nativos existentes en el sustrato

utilizado y que fueron resistentes a la esterilizacién.�034Y si el valor de porcentaje

de colonizacién supera el 50 o 60% se considera un porcentaje de colonizacién

alta y las plantas esta'n adecuadamente micorrizadas.�034Por lo tanto en el gré}401co

se puede observar que todos los tratamiento que fueron inoculados con

concentraciones diferentes de espora, tuvieron una micorrizacién exitosa, a

comparacién del tratamiento testigo que tuvo una colonizacién pobre. Estos

resultados nos indican que a mayor n}402merode esporas inoculadas se observa

como resultado un mayor porcentaje de colonizacién.

En la tabla 6 se muestra el anélisis de varianza (ANVA) de las caracteristicas

generales de la planta hospedera Zea mays. �034maiz�035inoculado con cuatro

diferentes concentraciones de esporas de Glomus sp., frente al tratamiento sin

inocular (TO).

Respecto a Ia Iongitud de la parte aérea de la planta no se encontré diferencias

signi}401cativas,asi mismo tampoco se encontré diferencia signi}401cativaen el

n}401merode hojas y la Iongitud de las raices principales.

En el mismo cuadro se observa que existe diferencia signi}401cativaen cuanto al

peso fresco y seco de la pane aérea de la planta y en el n}402merode raices

principales se observa una diferencia signi}401cativaalta, a comparacién de las

otras caracteristicas generales de la planta. Con estos resultados estamos

demostrando que la simbiosis ayuda a la mejor absorcién de nutrientes y

desarrollo de la planta, asi como también mencionan otros autores.3

En la }401gura3 podemos observar el efecto de concentraciones de esporas de

Glomus sp. sobre la Iongitud de la parte aérea de Zea mays en condiciones de
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invemadero. Figura en el que muestra que el tratamiento inoculado con 75

esporas de Glomus sp. y el �030tratamientotestigo�030=tienen una mayor Iongitud en

comparacién a los tratamientos inoculados con 100 y 50 esporas de Glomus sp.,

que estadlsticamente tienen una Iongitud igual, siendo el tratamiento inoculado

con 25 esporas de Glomus sp., con una menor Iongitud aérea. En el mismo

gré}401copodemos observar que el tratamiento inoculado con 25 esporas de

Glomus sp., no supera en Iongitud aérea estadlsticamente a la planta testigo,

esto se puede deber a la existencia de hongos nativos en el substrato utilizado,

debido a que hubo resistencia de dichos HMA a la esterilizacién causando mayor

desarrollo en comparacién al tratamiento inoculado, porque el papel fundamental

de las micorrizas vesicula arbusculares es la simbiosis en la captacién de

nutrientes minerales de lenta difusién en los suelos, como el fésforo soluble, el

Zn y el Cu y se traduce en el crecimiento longitudinal y desarrollo de la planta�034,

estos bene}401ciosque brindan |as micorrizas vesicula arbusculares se puede

observar en los otros tratamientos inoculados con una mayor concentracién de

esporas y también en la imagen 10.

En la }401gura4 se observa el efecto de concentraciones de esporas de Glomus sp.

sobre el peso fresco de la parte aérea de Zea mays �034maiz�035en condiciones de

invemadero. En dicha }401gurase muestra que estadlsticamenle |os tratamientos

inoculados con 100, 75 y 50 esporas de Glomus sp., tienen un peso fresco

mayor e igual en comparacion al tratamiento testigo y tratamiento inoculado con

25 esporas de Glomus sp., que presentan un peso fresco bajo, estas diferencias

son el resultado de que cuanto mayor es la mlcorrizaclén en las plantas, el

desarrollo es mejor, porque las micorrizas actdan provocando alteraciones

morfolégicas y anatémicas en las plantas hospederas como cambios en relacién

al tal|o�024raI'z,en la estructura de los tejidos radicales, en el nL'rmero de

cloroplastos, aumento de la lignificacién y biomasa vegetal �034, aumento que son

explicables con una mejora de la planta y el aumento del peso fresco, como se

puede observar en la mismo }401gura.

En la }401gura5 se observa efecto de concentraciones de esporas de Glomus sp.

sobre el peso seco de la parte aérea de Zea mays �034maiz�035en condiciones de

invemadero. Figura en el que se observa que los tratamientos inoculados con

75, 100, 50 esporas de Glomus sp. y el tratamiento testigo, presentan mayor e

igual peso seco de la parle aérea, no encontréndose diferencias estadisticas

entre estos lratamientos, pero si se observa diferencias en cuanto al
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tratamiento inoculada con 25 esporas de Glomus sp. que tiene un peso seco

aérea inferior a la planta testigo, este resultado puede ser a que los hongos

micorricicos arbusculares no sélo incrementan Ia biomasa vegetal sino que

también influencian la proporcién a la cual esta se distribuye en la parte aérea y

la raiz; en general, mani}401estanpoco efecto de las micorrizas sobre el

crecimiento de las plantas y biomasa vegetal "2; este resultado también puede

deberse a que las plantas estuvieron en una maceta peque}401acon una

capacidad de 1Kg, haciendo que el substrato utilizado se compacte y tenga poca

Iuminosidad, aireacién, ya que un suelo compactado reduce Ia fertilidad del

suelo, distri_bucic'>n de las raices de las plantas y de las hifas de las micorrizas

arbusculares limitando el establecimiento de la simbiosis y los efectos bené}401cos

de las asociacién entre hongo y planta.�034

En la figure 6 se observa el efecio de concentraciones de esporas de Glomus sp.

sobre el n}402merode raices principales de Zea mays �034maiz�035en condiciones de

invernadero. En dicha }401gurase muestra que los tratamientos inoculados con

100, 75 y 50 esporas de Glomus sp. estadisticamente no presentan ninguna

diferencia; sin embargo el tratamiento inoculado con 50 esporas son similares

estadisticamente entre los tratamientos testigo e inoculado con 25 esporas de

Glomus sp. que presentan un numero inferior de raices principales, puesto q |as

plantas inoculadas con Glomus sp., esté clasi}401cadodentro de los hongos

formadores de micorrizas més competitivos y efectivos, ayudando a tomar el

fosforo y aumentar Ia Iongitud de las raices principales�034.También en algunas

especies como maiz, arveja, cebolla, tomate y varias solanéceas, las raices

micorrizadas son més gruesas, quebradizas, torcidas y con una mayor

ramificacién �030°,como se puede ver en la imagen14. Caso que no ocurre con el

tratamiento inoculado con 25 esporas de Glomus sp. y el tratamiento testigo,

esto puede estar asociado a la competencia entre planta y hongo por

fotosintatos en los estados iniciales de la colonizacién, cuando el hongo

consume el nutriente que se encuentra en el suelo, sin aportar beneficios a la

planta.�035
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VI. CONCLUSIONES

De acuerdo a las evaluaciones realizadas en el trabajo de Ilegé a las siguientes

. conclusiones

- La concentracion optima se Iogré con los tratamientos inoculados con 100 y

75 esporas de Glomus sp. permitiendo el mayor porcentaje de colonizacién

(con 82,5 % y 80%) y propagacién de esporas (con 5207 y 3623 esporas).

- Se demostré que los tratamientos inoculados con 75 y 100 esporas de

Glomus sp. permite el mayor crecimiento y desarrollo de la planta. El

tratamiento inoculado con 50 esporas de Glomus sp. también tuvo un buen

desarrollo, sin embargo estadisticamente son similares a los tratamientos

con 25 esporas y el testigo.

41



VII. RECOMENDACIONES

o Se recomienda que la esterilizacién del sustrato a utilizar sea por mas tiempo

para que los hongos micorricicos nativos puedan ser eliminados y que el

efecto sea solo de los hongos inoculados.

- Seg}401nlos resultados del trabajo de investigacién, se recomienda inocular con

100 6 75 esporas por maceta.
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Tabla 7: Evaluacién de las caracteristicas generales de Zea mays �034maiz"

inoculadas con concentraciones de Glomus sp. y el testigo.

. . Peso

TRATA Logglgud N}402mero fFr,ee:t:> :23)�031L:?egl::d Numem }401asco
. , ' - e

MIEN1-0 planta de hojas parte parte raices �034F"_3'°°5 .

(cm) aérea (g) aérea (g) (g) P|'""¢|P3'°5 'a(';fs

T0 108,6 12,2 50 12,4 107 16,2 24,22

T1 84,8 12 40,04 9,64 126 15,6 30,92

T2 103 11,6 51,7 12,51 122.4 20 34,13

T3 111,4 12,2 52,26 14,18 117 23,2 35,64

T4 103,1 12 57,08 13,28 126,6 24,2 38,18

Leyenda:

T0: Testigo '

T1: Inoculada can 25 esporas de Glomus sp.

T2: inoculada con 50 esporas de Glomus sp.

T3: Inoculada can 75 esporas de Glomus sp.

T4: Inoculada can 100 esporas de Glomus sp.

1 8 5 B 8 6

50



Tabla 8: N}401merode esporas en 10 g y Porcentaje de colonizacién de

suelo de Zea mays �034maiz�035inoculadas con cuatro

concentraciones diferentes de Glomus sp. frente al testigo.

Ndmero de Porcentaje de

TRATAMIENTO _
esporas colomzacién

Testigo 703,3 23,33

lnoculada con 25 esporas 3163.3 54,17

Inoculada con 50 esporas 3276] 55,83

lnoculada con 75 esporas 3623.3 80,00

Inoculada con �030I00esporas 5206,7 82,50
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Tabla 9: Comparacién m}402ltipleDuncan (p= 0,05), para las caracteristicas

generales de la planta Zea mays "maiz�035con inoculados cuatro

concentraciones de esporas de Glomus sp. frente al testigo.

TRATAMIENTOS MEDIAS

Longitud de la planta

Inoculado con 75 esporas 111.4 A A

Testigo 108.6 A

Inoculado con 100 esporas 103.1 A B

Inoculado con 50 esporas 103 A B

Inoculado con 25 esporas 84.8 B

Peso fresco parte aérea

Inoculado con 100 esporas 57.08 A

Inoculado con 75 esporas 52.26 A

Inoculado con 50 esporas 51.7 A

Testigo 50 A B

Inoculado con 25 esporas 40.04 B

Peso seco parte aérea �031

Inoculado con 75 esporas 14.18 A

Inoculado con 100 esporas 13.28 A

Inoculado con 50 esporas 12.51 A

Testigo 12.4 A

Inoculado con 25 esporas 9.64 B

Nlimero de raices principales

Inoculado con 100 esporas 24.2 A

Inoculado con 75 esporas 23.2 A

Inoculado con 50 esporas 20 A B

Testigo 16.2 B

Inoculado con 25 esporas 15.6 B
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Tabla 10: Comparacién mL'I|tip|e Duncan (p= 0,05), para el numero de

esporas y porcentaje de infeccién de la planta Zea mays �034maiz�035

con inoculacién de concentraciones de esporas de Glomus sp. y

planta testigo.

�031 TRATAMIENTOS MEDIAS �031

Namero de esporas

Inoculado con 100 esporas 5206.67 A

Inoculado con 75 esporas 362333 B

Inoculado con 50 esporas 3276.67 B

Inoculado con 25esporas 3163.33 B

Testigo 703.33 C

Porcentaje de infeccién

Inoculado con 100 esporas 82.50 A

Inoculado con 75 esporas 80.00 A

Inoculado con 50 esporas 55.83 B

Inoculado con 25 esporas 54.17 B

Testigo 23.33 V C
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Imagen 13: Comparacién de la raices de los tratamientos inoculados con

diferentes concentraciones de esporas de Glomus sp. frente

al testigo.
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|magen14: Comparacién de la Iongitud de raices de los diferentes

tratamientos frente al testigo.
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Imagen 15: Conteo de esporas.
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Imagen 16: Tincién de raices para la determinacién del porcentaje de

colonizacién.

68



. ,,_-.._.,.___.., . , , ,,,_,,v,7,,,,,__,-, ,,__,-W

�030 __. 5 ; \ 1 \

2 N �030

1 .

% �030- ~ » % «
3 T ' �030 '
1 , , .

1 ' �030 I. 3 �0303 i
1 V ~H . , ' \

Imagen 17: Montaje de raices en cubre objeto para conteo de

intersecciones con presencia de endomicorrizés.
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Imagen 18: Vesiculas y arb}401sculosde gongos endomicorricico en raiz de

Zea mays (400X).
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Imagen 19: Hifas de hongo endomicorricico en raiz de Zea mays (400X).
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Imagen 20: Espora de Glomus sp, de forma ovoide con presencia de resto

de hifa.
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