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RESUMEN

El cacao (Theobroma cacao L.) se ha convertido en un cultivo de gran importancia para el
Peru, debido al incremento del volumen de exportaciones. El cacao es una especie nativa de
los bosques tropicales, donde se encuentra frecuentemente asociado a los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) que influyen en la tolerancia a estreses de tipo bidtico y abiético, sin
embrago, la presencia de HMA en plantas de cacao ha sido poco documentada en el Perd. El
presente trabajo tuvo como objetivo determinar la densidad de esporas y colonizacion de
hongos micorrizicos arbusculares en ejemplares silvestres de cacao, y su correlacién con
atributos del suelo. Se colecté 54 muestras de suelo y raices en los departamentos de Madre de
Dios y Ucayali, donde se analizaron propiedades quimicas (pH, Materia organica, N, P, K, Ca,
CIC, Al, Mg, Fe, Cu, Mn y Zn) vy fisicas (textura) del suelo y presencia de hongos
micorrizicos, mediante determinacion de densidad de esporas por tamizado himedo y
colonizacion (clarificacion de raices y coloracion de raices con tinta de lapicero). Fueron
realizados analisis de variancia e comparacion de promedios entre los departamentos y zonas
estudiadas (test de Tuckey). Las zonas con mayor densidad de esporas y colonizacién
micorritica se encontraron en el departamento de Ucayali; esto probablemente debido al mayor
contenido de arcilla en los suelos, aunque no existieron diferencias significativas en la
densidad de esporas en el suelo entre los dos departamentos. En la correlacion con los
atributos de suelo, el Ca estuvo mas relacionado con la colonizacion, lo que podria
relacionarse a la importancia del Ca en la sefializacion quimica entre la planta y el hongo. El
pH, contenido de K, contenido de Fe, CIC efectiva y porcentaje de arcilla, correlacionaron
significativamente con la densidad de esporas en el suelo, debido a procesos que afectan su
sobrevivencia. La densidad de esporas estuvo mas correlacionada con factores de suelo
mientras que la colonizacion con factores fisiol6gicos de la planta y la diversidad fue baja
encontrandose solamente al género Glomus sp.. Puede concluirse que existe dependencia

geogréfica en la colonizacion y la densidad de esporas.



INTRODUCCION

Los procesos de evolucidén en los ecosistemas tropicales dan como consecuencia
diferentes especies adaptadas a su medio, variabilidad espacial, topografia, textura y otros
atributos del suelo. Asi un mayor conocimiento de los organismos que habitan los ecosistemas
tropicales seria de especial interés para la recuperacion de suelos degradados, una posterior
reforestacion y una estabilizacion de estos ecosistemas.

Este trabajo es parte de un proyecto donde se busca ampliar la base genética del cacao
a través de la coleccion de cacao silvestre en las principales cuencas de los rios amazoénicos
dentro de ellos el rio Ucayali y Madre de Dios; estas expediciones son realizadas por el
Instituto de Cultivos Tropicales - ICT ubicado en la ciudad de Tarapoto - Pert en colaboracion
con el USDA/ARS.

Con la finalidad de aprovechar esta diversidad en los ultimos afios el Instituto de
Cultivos Tropicales, ha realizado expediciones para colectar cacao silvestre ademas de la flora
fungosa asociada a su rizosfera y dentro de ella focalizar el estudio de micorrizas, en las

principales cuencas de los rios de la Selva peruana incluido los rios Madre de Dios y Ucayali.

El cultivo del cacao tiene gran importancia comercial a nivel mundial, debido a su
principal producto: el chocolate. La superficie sembrada de cacao en el Per( durante el afio
2012 supero las 144 000 ha (INEI, 2012), en tanto que el rendimiento promedio fue de 706 kg
ha® (MINAGRI, 2014) Estas cifras indican que existe una brecha de 30% de adopcion de las
tecnologias que no permiten alcanzar rendimientos minimos de 1 t ha®, rendimiento
considerado como limite minimo de rentabilidad (Arévalo et al., 2004). Esta realidad se debe
en gran parte al limitado acceso que tienen los agricultores a las tecnologias existentes para
una produccion optima de cacao, en las que se contempla la fertilizacion del suelo, sistemas
agroforestales y menor dependencia a insumos externos logrando asi la conservacion o
aumento de productividad sin incrementar los costos de produccion. Todos estos factores se
traducen en el principal sistema de cultivo adoptado en la Amazonia (sistema agroforestal) que
también aumenta y conserva la biodiversidad, logrando ser una alternativa para el pequefio

productor de la selva peruana.

A esta limitacion de recursos tecnoldgicos, se suman los problemas inherentes de los

suelos tropicales como la baja disponibilidad de nutrientes esenciales para las plantas,



especialmente del fésforo. Este elemento es especialmente escaso en los suelos fuertemente
meteorizados de la Amazonia peruana, puesto que su disponibilidad es afectada por la acidez
del suelo. Debido a eso, estrategias fueron desarrolladas por las especies tropicales, para
enfrentarse a esta escasez y conseguir una mejor nutricién de fésforo, como es el caso de la

asociacion simbidtica con los hongos micorrizicos.

La relacion simbidtica micorrizica ha evolucionado para proveer una gran diversidad
de beneficios pues optimiza la adaptacion de plantas a diferentes tipos de ecosistemas, pero
muchas veces estos hongos también forman mutualismos entre otros microorganismos, con
efectos sinérgicos (Bowen y Theodorou, 1979). Ademas el cacao es un cultivo altamente
colonizado por micorrizas de tipo arbuscular (Chulan, 1991; Kiers et al., 2000), pero no
presenta reportes de la existencia de colonizacion de ectomicorrizas. Por ello, se espera
encontrar una alta diversidad de hongos micorrizicos arbusculares (HMA), pues es necesaria
una mayor informacion en ecosistemas de poca intervencion humana, sobre la colonizacion y

densidad de esporas de estos hongos y atributos del suelo que los afectan.

. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

2.1. Objetivo general:
e Determinar y cuantificar la presencia de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) asociados a plantas de cacao silvestre de los departamentos de Madre de

Dios y Ucayali.

2.2. Objetivos especificos:
e Determinar la esporulacion y colonizacion de raices por HMA en genotipos de
cacao silvestre colectados en campo.
e Determinar la correlacion entre la presencia de HMA y las condiciones fisico-
quimicas de los puntos de coleccion.
e Determinar los géneros de HMA en los departamentos de Madre de Dios y

Ucayali.



REVISION LITERARIA
3.1. Cacao

El género Theobroma se origin hace millones de afios en Sudamérica, al este de los
andes. El género comprende actualmente 17 especies donde Theobroma cacao es la méas
conocida. Fueron los mayas quienes dieron la primera evidencia de la domesticacion del cacao
y la evidencia arqueoldgica en Costa Rica indica que el chocolate pudo haber sido bebido por
los mercantes mayas alrededor del 400 A.C. La cultura azteca, cultura dominante en
Mesoamérica, puso mucho énfasis en la santidad del cacao.

El cultivo de cacao se cultiva entre los 10° latitud norte y 10° latitud sur del Ecuador y
es uno de los principales commodities con una produccién mundial de 3 931 millones de
toneladas (ICCO, 2014).

El cacao es una planta muy sensible a la falta de agua por lo cual es necesario una
buena distribuciéon de precipitacion o riego a través del afio siendo el factor de mayor
importancia en la produccion por su alta susceptibilidad a la sequia e inundacién (Alvim,
1959). Asi mismo la temperatura es un factor relacionado con la fenologia del cultivo. Las
zonas elegidas para el cultivo de cacao deben presentar una temperatura media anual alrededor
de 24 °C y no exceder de 30 °C, la temperatura media diaria no debe ser inferior a 15° C, la
diferencia de temperatura entre dia y noche no debe ser inferior a 9 °C (Arévalo et al., 2004).
El cacao es una planta tolerante a sombra pero una sombra mayor del 50 % limita su
rendimiento, puede alcanzar hasta 20 metros de altura (Valle et al., 2012). Sin embargo, es
importante considerar la calidad de luz, pues en sistemas agroforestales es ampliamente
variable. Se puede cultivar desde el nivel del mar hasta alturas considerables (1500 msnm;
Arévalo et al., 2004).

Los suelos ideales para su cultivo son los suelos aluviales de textura franca con una
profundidad minima de 1.2 m (Valle et al., 2012). El cacao presentan un rango amplio de
adaptabilidad a la reaccion del suelo (pH 5.0 — 7.5). Se cree que la mayor diversidad se
encuentra en los paises altos amazonicos como el Brasil y Per(, donde se han encontrado la
mayor variabilidad de especies (Enriquez, 1985). Los cacaos silvestres presentan una

alternativa al componente actual genético que se posee, por lo cual podrian tener



caracteristicas mejores en cuanto a calidad de fruto, rendimiento, asi como una mayor
tolerancia a plagas y enfermedades en general. Las expediciones en busca de nuevo material
genetico se iniciaron en la década de los 40 por Pound, siendo la base genética de la mayoria
de clones comerciales en la actualidad. El ICT cuenta en la actualidad con el mayor banco de
germoplasma del Pert con mas de 400 accesiones de clones silvestres y comerciales (Arévalo,
comunicacion personal). El cacao es normalmente manejado en sistema de tres bolillo a un
distanciamiento entre arboles de 3x3 (Arévalo et al., 2004). Una produccién minima optima es
considerada como 1 t ha™* para lo cual es necesario un manejo integrado de cultivo tomando en
cuenta las variedades, manejo integrado de plagas y enfermedades, fenologia del cultivo y

practicas culturales adecuadas (Arévalo et al., 2004).
3.2. Micorrizas

Entre los organismos del suelo, los hongos representan el mayor componente de la biomasa
total del suelo. Estos estdn involucrados en procesos del ecosistema tales como la
descomposicion de la hojarasca y mineralizacion de materia organica (Shanti y Vittal, 2010).
El término symbiotismus (simbiosis) fue usado por primera vez por Frank (1877) como un
término neutral que no implicaba parasitismo, simplemente la coexistencia de organismos
distintos. Las micorrizas son un tipo de simbiosis entre las plantas y los hongos formadores de
micorrizas, esta asociacion se forma en las raices de las plantas que varian ampliamente en

estructura y funciones.

La simbiosis micorrizica es ubicua, esta presente en casi todas las especies de plantas,
y puede proveer beneficios mutuos a los participantes (Paul, 2007). Pero las interacciones mas
comunes son la asociacion de las micorrizas arbusculares (HMA) y la de las ectomicorrizas
(EM). Estos hongos juegan un rol fundamental en el establecimiento, crecimiento de plantas,
proteccion contra enfermedades v la calidad de suelo (Anwar et al., 2008). Las micorrizas son
miembros especializados de la vasta poblacion de microorganismos que colonizan la rizésfera.
Con pocas excepciones, son completamente dependientes de la planta en cuanto a carbono
organico. Siendo independientes de la ausencia y de los recursos de carbono en el suelo, pues
estan en buenas condiciones para competir con saprofitos en la movilizacién de nitrégeno,

fosfato y otros nutrientes (Smith y Read, 2007).



3.3. Tipos de micorrizas

Hay dos grandes grupos de tipos de micorrizas: las endomicorrizas y ectomicorrizas.
Las ectomicorrizas estan caracterizadas por la formacion de un manto y red de Hartig de hifas
intercelulares, principalmente en raices de arboles. Las endomicorrizas son mas variables en
cuanto a sus hospedantes, colonizando desde pastos hasta arboles (Peterson et al., 2004). Las
endomicorrizas a su vez, son clasificadas en micorrizas arbusculares, micorrizas

monotropoides, ectoendomicorrizas y micorrizas orquidaceas (Peterson et al., 2004).

Las micorrizas arbusculares son predominantes; ocurren en mas del 80 % de las plantas
terrestres, incluidas muchas especies de importancia en la agricultura (Smith y Read, 2007).
Debido al objetivo del trabajo, se detallara con mayor profundidad a las micorrizas

arbusculares.
3.3.1. Micorrizas arbusculares (HMA)

Las micorrizas arbusculares, hongos simbioticos obligados, son el tipo mas comin de
micorrizas y presentan una gran diversidad de plantas hospedantes. EI nombre arbuscular es
derivado de sus estructuras caracteristicas, los arbusculos, que ocurren dentro de las células
corticales de muchas raices de plantas, también colonizan micotalos. Esta simbiosis es antigua.
Remy et al. (1994) y Taylor et al. (1995) reportaron hifas y arbusculos de micorrizas
arbusculares en fosiles de Aglaophyton, esta evidencia establecio la existencia de la simbiosis
de HMA a inicios del Devoniano. Ademas trabajos moleculares basados en la divergencia de
secuencia de nuclettidos de 18DNAsr sugiere que los Glomales surgieron aproximadamente
hace 350-460 millones de afios y que la simbiosis sirvié de instrumento a las plantas para la

colonizacion exitosa del suelo (Simon et al., 1993).

Estos hongos han sido recientemente clasificados en una division separada
(Glomerycota) en base a secuencias de DNA (SchuBler, 2001). Los HMA, son los mas
ubicuos en los suelos agricolas, representando de 9 — 55 % de biomasa total de
microorganismos del suelo (Olson et al., 1999). Una micorriza arbuscular tiene tres
componentes principales: la raiz, las estructuras fungosas dentro y fuera de las células de la

raiz y un micelio extraradical en el suelo (Smith y Read, 2008). Forman estructuras internas



como: hifas intracelulares tipo bomba, hifa intercelular, hifa intracelular con numerosas

ramificaciones y las hifas inter o intracelulares hipertrofiadas (Varma et al., 2008).

Los arbdsculos junto con vesiculas, sirven de almacén, localizadas dentro o entre las
células, estas estructuras son consideradas para el diagnostico de la simbiosis de HMA (Smith
y Read, 2008). Estos arbusculos, son efimeros pero importantes para el intercambio de
nutrientes durante un periodo de 4 a 15 dias (Carling y Brown 1982; Cox y Tinker 1976). La
morfologia de los hongos HMA, sin embargo, puede cambiar en la raices de diferentes
hospederos y en raices de diferentes edades en una misma planta (Abbott y Robson 1999). Las
esporas formadas por los hongos HMA son muy grandes (hasta 500 um de didmetro), con
abundantes reservas lipidicas, carbohidratos, paredes gruesas y resistentes que contienen
quitina (Smith y Read, 2008). Cada espora contiene un elevado nimero de nucleos con

estimados desde 800 a 35 000 en diferentes especies (Hosny et al., 1998).

3.3.1.1.Funci6n
3.3.1.1.1. Nutricién

Las micorrizas arbusculares son biotr6fos obligados, siendo una de las asociaciones
simbidticas méas antiguas que existen. Los HMA juegan un rol importante en la fertilidad de
suelo y nutricién de planta, son capaces de tomar nutrientes del suelo y transferirlos a la planta
hospedante por medio del micelio extraradical, el cual explora el suelo y provee un area
extensa para la absorcion de agua y nutrientes (Smith y Read, 2008). Asi los hongos HMA se
extienden en el suelo més alla de la superficie radicular o la zona de pelos radiculares, pues su
menor diametro (similar o menor a pelos radiculares) les permite penetrar poros del suelo que
las raices no pueden acceder, logrando asi una mayor capacidad de exploracién de suelo y

absorcidon de nutrientes en suelos mas secos (Smith y Read, 2008).

Uno de los mayores enfoques en la investigacion de HMA ha sido su relacion con la
disponibilidad y reservas de fosforo en el suelo. Los efectos en el crecimiento de plantas
debido al alivio de estrés por este elemento, es una de las respuestas mas conocidas de las
micorrizas. Ademas algunas plantas inoculadas con micorrizas pueden presentar mayores
concentraciones de fosforo en las hojas que las no colonizadas. Es importante considerar que,

a medida que el contenido del fésforo en el suelo se incrementa, el efecto de crecimiento en



las plantas micorrizadas declina (Smith y Read, 2008). EI micelio externo en la simbiosis de
HMA también juega un rol directo en la toma y translocacion de nitrégeno (Tobar, 1994)
debido a una mayor area de exploracion. Los HMA pueden incrementar el poder de absorcion
de sulfatos de las raices, pero probablemente es producto de un efecto secundario debido a una
mejor nutricion del fésforo (Rhodes y Gerdenman, 1978).

Hay evidencia consistente que la eficiencia en la toma de zinc y cobre es incrementada
en las plantas micorrizadas con HMA (Smith y Read, 2008), favoreciendo la nutricién de
micronutrientes en plantas donde su aplicacion es de gran importancia. Ademas de una menor
adquisicion de manganeso en comparacion a plantas no colonizadas por HMA (Bethlenfalvay
y Franson 1989), ayudando a la tolerancia de cantidades toxicas de este elemento, caso comun,

en suelos fuertemente acidos.
3.3.1.1.2.  Estrés por agua

Otro de los principales efectos de los HMA es la tolerancia al estrés por agua. Pero asi
como otros aspectos de la fisiologia de los HMA es relevante distinguir entre los efectos
directos de la colonizacion de los hongos, de los efectos indirectos debido a modificaciones en
tamafio de planta o disponibilidad de fosforo (Smith y Read, 2008). Los efectos en las
relaciones de agua, no son tan draméticos o consistentes como las de adquisicion de fésforo y
crecimiento del hospedante. Pues, incluye efectos directos e indirectos, producto de cambios
en la planta en nutricién y tamafio (Augé, 2001). Hay dos formas principales de estrés por falta

de agua o resistencia a la sequia: Por evitacion y tolerancia a la sequia propiamente dicha.

Augé (2001) realiz6 un articulo de revision sobre las relaciones de agua y colonizacién
de HMA. Observando que, en la mayor parte de los experimentos en resistencia a la sequia, la
simbiosis con HMA promueve la resistencia a la seguia y lo hace mediante evitacion, que
consiste en mantener el potencial interno de agua alto. En cuanto a la tolerancia a la sequia
propiamente dicha, la literatura es muy contradictoria pero Augé (2001) indica que las plantas
con HMA son mas tolerantes a la sequia (fisiologicamente) en las pocas instancias en que

mostraron un ajuste osmatico similar a la presién osmatica en marchitez.



3.3.1.1.3. Interaccidn con otros organismos

Otra linea de estudio importante de las micorrizas es su uso para la prevencion y
control de pestes de forma directa o indirecta. El uso de comunidades nativas de HMA para
contrarrestar los efectos negativos de patdgenos de suelo requiere que los HMA sean activos.
Una diversa y activa comunidad de HMA pueden controlar los patdgenos de suelo
indirectamente al aumentar el vigor de la planta (Varma et al., 2008). Interacciones entre
HMA y gran variedad de bacterias, como diaz6trofos, agentes de control bioldgico vy, otras
bacterias rizosféricas, generalmente resultan en optimizacién de crecimiento de planta,

rendimientos y nutricion (Varma et al., 2008).

Liu (1995) realizé un trabajo en el uso de HMA como un controlador bioldgico de
Verticillium dahliae, en algoddn, siendo la especie mas efectiva Glomus versiforme, esto
resulté en la reduccion de incidencia e indices de enfermedad durante toda la fase de
crecimiento. Ademéas el aumento de absorcion de nutrientes, especialmente de fosforo,
propiciado por la formacion de asociacion micorrizica, posibilita a las plantas mejores
condiciones para enfrentar el ataque de organismos patogenicos (Michereff et al., 2005).
Durante la colonizacion, los hongos HMA pueden prevenir las infecciones hacia la raices por
parte de patdgenos reduciendo el acceso a sitios y estimulando la defensa del hospedante como

lo que ocurre con los nematodos de nddulo, reduciendo su incidencia (Linderman, 1994).

Diversos mecanismos logran que los hongos HMA mejoren la tolerancia al estrés
bidtico en la planta como redes intrinsecas de hifas del hongo alrededor de las raices que
bloguean las infecciones de patégenos de tipo fungico (Varma et al., 2008). Asi otro tipo de
simbiosis pueden ser optimizadas con el uso de micorrizas arbusculares, como es el caso de
Rhizobium-leguminosa donde la fijacién biologica de nitrogeno es mejorada (Xavier y
Germida, 2002). Ademas de las interacciones positivas con la planta, existen interacciones con
bacterias que favorecen el crecimiento, colonizacion y otros aspectos de estos hongos, estas
bacterias son llamadas: Mycorrhiza Helper Bacteria (MHB). Las MHB actuan de diferentes
formas, ayudando a los hongos micorrizicos en la germinacion, propiedades de suelo,
crecimiento del micelio, reconocimiento de hospedante, adhesion y colonizacién (Garbaye
1994). La presencia de estas bacterias, directamente envueltas en la formacion de micorrizas

fue indicada por primera vez por Bowen y Theodorou (1979) que demostraron que
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aislamientos de este tipo de bacteria promovieron e inhibieron la colonizacién de raices de

Pinus radiata por Rhizopogon luteolus, respectivamente.

3.3.2. Descripcion de géneros comunes de micorrizas arbusculares
3.3.2.1. Glomus sp.

Es el género mas abundante y ubicuo dentro de las micorrizas, las esporas son
glomoides, producidas en esporocarpos en la superficie del suelo, como esporas solitarias 0 en
agregados, presentan las secuencias GGTACGYACTGGTATCATTGG y
TCGGCTGTAAAAGGCYYTTG en el gen SSU, especifico para el género. El desarrollo de
las esporas se da con la expansién blastica de la punta de la hifa. La formacion intercalar de la
espora también ha sido reportado en algunas especies, pero tiene poca ocurrencia. Las capas
externas de la pared de la espora generalmente se hunden a medida que la espora envejece,
estas capas son las primeras componentes de la pared de la espora, en esporas juveniles.
Usualmente, la capa mas externa es mucilaginosa, una propiedad que parece estas

correlacionada con una reaccion dextrinoide (roja) en el reactivo Melzer.

0-0-=0

Figura 1. Esquema general de desarrollo de espora del género Glomus sp. (INVAM, 2013)

La hifa subtendida de la espora se diferencia al mismo tiempo y sintetiza los mismos
componentes de las capas encontradas en la pared de la espora. En algunas especies, en
esporas maduras, la hifa subtendida es tan delgada que es dificil ver o separar de la espora.
(INVAM, 2013).
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3.3.2.2. Acaulospora sp.

Este género fue definido por las esporas que nacen lateralmente de saculos esporiferos
pre-diferenciados. Sin embargo, especies previamente incluidas en Entrosphora que muestran
cercania genética a las especies de Acaulospora estan incluidas en este género. El saculo
esporifero se desarrolla blasticamente de la punta de la hifa. Después de que el saculo se ha
expandido totalmente, la espora empieza a desarrollar a partir del lado de la hifa subtendida.
Cuando las esporas estan maduras, el saculo pierde su contenido hasta que después no se
encuentra adherido a esporas maduras (INVAM, 2013).

S~ P QP

Figura 2. Esquema general de desarrollo de espora del género Acaulospora sp (INVAM,
2013).

3.3.2.3. Gigaspora sp.

Todas las especies conocidas producen esporas sin ornamentaciones. Las esporas
consisten solamente de una pared con dos capas. Las células auxiliares son de pared delgada
con superficies equinuladas y producidas en las hifas en el suelo o la superficie de la raiz. Las
esporas se desarrollan blasticamente a partir de la punta de la hifa, que se hincha y se convierte
en una célula esporogénica. Después que esta alcanza su tamafio completo (usualmente cerca
de 25 - 50 um en la mayoria de especies), la espora empieza a desarrollarse en la punta. La
capa externa y la capa laminada se desarrollan simultdneamente, y generalmente no pueden ser
distinguidas en esporas juveniles sin la ayuda del reactivo de Melzer. La 1dmina se engrosa y

desarrolla la capa interna, de la cual maltiples tubos germinativos emergeran (INVAM, 2013).
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Figura 3. Esquema general de desarrollo de espora del género Gigaspora sp (INVAM, 2013).

3.3.2.4. Scutellospora sp.

Esporas con o sin ornamentaciones. Esporas que consisten de una espora con dos capas
y dos capas interiores flexibles. Los tubos germinativos emergen de un persistente escudo
germinativo asociado con la capa més interna de la pared flexible. Las células auxiliares de la
pared son producidas en hifas en el suelo cerca de la superficie de la raiz. Estadios tempranos
del desarrollo de la espora son similares al género Gigaspora. Las esporas se desarrollan
blasticamente de la punta de la hifa, que se hincha y se convierte en una célula esporogenica.
Después que esta alcanza su tamafio completo (usualmente cerca de 25-50 um en la mayoria
de especies), la espora empieza a desarrollarse en la punta. La capa externa y la capa laminada
se desarrollan simultdneamente, y generalmente no pueden ser distinguidas en esporas
juveniles sin la ayuda del reactivo de Melzer. La lamina luego se engrosa y ornamentaciones
externas se desarrollan (si presentes). Las paredes internas desarrollan y en el Gltimo estado se

forma el escudo germinativo.

Q, == QZ‘D}

Figura 4. Esquema general de desarrollo de espora del género Scutellospora sp (INVAM,
2013).
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V.

MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion de lugar experimental
4.1.1. Fase de campo

El muestreo se realizo en las cuencas delos rios Madre de Dios, Heat y Tahuamanu
ubicados en Madre de Dios y en las cuencas de los rios tributarios de Ucayali: Taraya, Abujao
y Utoquinina. Las zonas fueron elegidas en base a la presencia de cacao silvestre, es decir, al
azar para lo cual se obtuvo ayuda de pobladores locales que indicaron la presencia de la
especie. Los cacaos silvestres fueron muestreados de forma aleatoria, tomando en
consideracién una distancia de 50 metros como minimo entre plantas, la seleccion fue hecha
en base a la disponibilidad de cada zona elegida. Las muestras de suelo y de raicillas de las
plantas seleccionadas fueron tomadas de 0 — 20 cm de profundidad, debajo de la proyeccion de

la copa de los cacaos silvestres.
4.1.2. Fase de laboratorio.

La fase de laboratorio se realizd en la estacion experimental “Juan Bernito”, del
Instituto de Cultivos Tropicales (ICT), distrito de la Banda de Shilcayo, provincia de San
Martin, departamento de San Martin y en el laboratorio de microbiologia de suelos de la
Universidad Nacional Agraria La Molina ubicada en el distrito de La Molina, provincia de
Lima, departamento de Lima. En esta fase se realizd el conteo de esporas en cada repeticion y
zona, asi como también se determind el porcentaje de colonizacion del hospedero, para los

cacaos silvestres.

4.1.3. Codificacion de muestras
Las muestras se codificaron de acuerdo a los lugares de colecta y numerados en forma
correlativa, iniciandose en 347 que es la secuencia de anteriores colecciones en otros rios del

Perd.
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Cuadro 1. Codigo de muestras por zona, distrito y departamento.

Cadigo Zona Distrito Departamento
PPA-N° Puerto Pardo Tambopata Madre de Dios
HIT-N° Puerto Pardo Tambopata Madre de Dios
PPR-N° Comunidad Nativa Palma Real Tambopata Madre de Dios
SFR-N° San Francisco Tambopata Madre de Dios
SND-N° Puerto Maldonado Tambopata Madre de Dios
ROL-N° Puerto Maldonado Tambopata Madre de Dios
ARR-N° Arrozal Iberia Madre de Dios
TAM-N° Puerto Alegre Masisea Ucayali
ABJ-N° Santa Rosa Masisea Ucayali
UTQ-N° Nuevo Utuquinina Yarinacocha Ucayali
4.2. Materiales

4.2.1. Colecta de muestras
Bolsas de polietileno con cierre
Cajas térmicas para mantenerlo frio
Cinta masking tape
Costales
GPS Garmin Etrex®
Tubo muestreador de 40 cm
Martillo o comba
Plumon indeleble
Machete

4.2.2. Laboratorio

4.2.2.1. Equipos:
Balanza analitica
Bafio maria
Estereoscopio
Estufa
Micropipeta
Microscopio
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4.2.2.2. Materiales:

Azucar
Acido lactico
Agua destilada
Alcohol polivinilico
Estilete
Glicerol
Hidrato de cloral
KOH (1 kilo)
Lapiceros
Papel aluminio
Placas Petri cuadriculadas
Pinzas
Pizetas
Probeta de 1L
Tamices de 45um y 250um
Tinta pelikan (1 litro)
Tubos de ensayo
Tubos centrifuga
Vinagre blanco
Yodo
Yoduro de Potasio

4.3. Muestreo de suelo

4.3.1. Muestreo de suelo para caracterizacion

Se tomo6 una muestra de 1 kg de suelo aproximadamente por cada arbol identificado. La
muestra fue tomada con un tubo muestreador de impacto de acero inoxidable a una distancia
aproximada de 1 m del pie de cada arbol en forma de cruz (4 submuestras por cada arbol). La
muestra tomada fue de la primera capa arable del suelo (20 cm de profundidad). Las muestras
fueron colectadas en bolsas de polietileno previamente codificadas, posteriormente

almacenadas en cajas térmicas para su transporte al laboratorio de suelos.
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4.3.2. Muestreo de suelo y raices para la extraccion de hongos micorrizicos

Se tomaron muestras de suelo rizosférico, siguiendo el procedimiento similar mencionado
anteriormente (4.3.1). De los puntos muestreados para suelo se extrajo raices de cacao nativo
con la finalidad determinar el porcentaje de esporulacion y colonizacién de hongos

micorrizicos.
4.3.3. Acondicionamiento y traslado de muestras

Después de la colecta, las muestras fueron almacenadas en cajas térmicas para su transporte al
laboratorio de suelos del Instituto de Cultivos Tropicales ubicado en la estacion experimental
“Juan Bernito”. Las muestras de suelo fueron almacenadas a una temperatura de 6 °C, estas
muestras permanecieron alli hasta su procesamiento. En caso de las raices colectadas, fueron
conservadas en una solucion de alcohol al 50 %, a una temperatura de 6 °C las cuales

permanecieron en sus envases hasta su posterior procesamiento.

4.4, Identificacion de variables
4.4.1. Esporas de HMA en suelo

Se contd el nimero de esporas colectadas en el suelo de la prolongacién de copa de las
plantas en cada una de las zonas en cada uno de los departamentos. Se us6 el método de
decantacion en humedo mediante tamices (Gerdemann and Nicolson 1963, Sieverding 1983)

modificado, que se detalla a continuacion:

Procedimiento (Conteo de esporas en el suelo)

Pesar 10 g del suelo colectado, en el estado que se encuentre, tratando de que sea lo mas
representativo posible. Obtener 3 sub muestras a partir de cada muestra. Secar lo pesado

Pesar los 10 g de suelo para obtener la cantidad de suelo real. Moler el suelo lo maximo
posible.

Verter el suelo molido en un litro de agua. Mezclar la solucion. Esperar 15 segundos para que
las particulas méas pesadas sedimenten. Rapidamente vaciar el contenido en un combinado de

tamices de 45 pum y 425 um (el de mayor medida primero luego el otro).
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Vaciar el contenido restante en un tubo para centrifuga hasta llegar a los 30 ml como méximo.
Agregar una solucion azucarada previamente preparada con (50 % de concentracion de
azucar) hasta llegar a los 50 ml. Colocar los tubos en la centrifuga a 2000 rpm por 1 min.
Retirar los tubos y tamizar (con tamiz de 45 pum). Lavar para limpiar el azucar sobrante.
Vaciar el contenido en tubos tratando de no llenarlos con mas de 20 ml.

Homogenizar la solucion con las esporas de micorrizas y tomar 1 ml. Verterlo en una placa
Petri cuadriculada. Hacer lo mismo hasta lograr 3 ml en la placa

Contar esporas totales de micorrizas arbusculares con un contador hacer este procedimiento
dos a tres veces.

4.4.2. Colonizacion de raices en plantas

Se evalud el porcentaje de colonizacion micorrizica en raices de cada genotipo. Se uso

el método con tinta y vinagre (Vierheilig et al., 1998) modificado.

Procedimiento (colonizacion de micorrizas en raices)

Colectar raices de cacao (raicillas). Introducir raicillas en tubos de prueba. Agregar KOH
(hidroxido de potasio, al 10 %) hasta cubrir la muestra.

Esperar 24 horas. Eliminar KOH de tubos. Agregar KOH nuevamente hasta cubrir la muestra.
Dejar que la muestra se aclare.

Colocar en bafio maria a 90 °C por 60 minutos. Eliminar el KOH de tubos. Agregar HCI al 1
% por 2 — 3 minutos. Eliminar HCI al 1%.

Agregar tinta Pelikan® (azul o negra) en una solucion de vinagre blanco al 5 %. Calentar en
bafio maria a 90 °C por 60 minutos. Eliminar el excedente de tinta en el tubo de ensayo. Lavar
las raices de dos a tres veces con agua destilada.

Luego verter las raicillas ya tefiidas en una placa Petri cuadriculada. Distribuirlas
homogéneamente por la placa y contar las intersecciones que tienen micorrizas entre las
totales.

4.4.3. ldentificacion de géneros de micorrizas arbusculares

Se identificaron los géneros de micorrizas arbusculares en los departamentos de Madre

de Dios y Ucayali. Se identificaron los géneros en base a la metodologia de INVAM
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(International Culture Collection of Vesicular Arbuscular Mycorrhizal Fungi) de acuerdo al

procedimiento de Shenck y Perez, (1990) modificado.

Procedimiento (Montaje de esporas para identificacion de géneros)

Pesar 10 g del suelo colectado, en el estado que se encuentre, tratando de que sea lo més
representativo posible.

Realizar el procedimiento de extraccion de esporas propuesto (7.5.1). Luego separar las
esporas por similitudes (morfotipos) y colectar 20 esporas.

En dos laminas portaobjetos limpias verter una gota de lactoglicerol.

Cuidadosamente colocar el cubreobjetos en las laminas portaobjetos tratando de no formar
burbujas de aire.

Aplicar una ligera presién en el cubreobjetos de forma que se logre romper y abrir las esporas.
Esperar 30 segundos y luego aplicar una presion en forma circular con la ayuda de un lapiz
para lograr romper las paredes de esporas y se abran mas. Este proceso debe hacerse bajo un
estereoscopio 0 Microscopio.

Identificar los géneros.

4.5, Disefio de investigacion

Para la interpretacion de los resultados obtenidos se utilizo el andlisis de variancia, bajo
el disefio completo al azar con diferente nimero de repeticiones a partir de la lectura de tres
sub muestreos; para la comparacion de medias, se utilizo el test de Skot Knott. Se realizo
correlaciones entre los indicadores micorrizicos y las propiedades fisicas y quimicas del suelo
utilizdndose la correlacion de Pearson, también se realiz6 un andlisis de conglomerados para
relacionar las zonas en base a atributos de suelo y presencia de micorrizas. Los datos fueron

procesados en el programa Infostat (Di Renzo et al., 2008).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. Andlisis descriptivo de suelos

Las caracteristicas del suelo fueron altamente variables con excepcion del pH y
saturacion de bases, donde el CV fue menor a 30% (Cuadro 2). Los valores de pH fueron
en promedio de 5.42 y 5.79 para Ucayali y Madre de Dios, respectivamente, con valores
minimos y maximos de 4.32 y 8.82 indicando la presencia de suelos alcalinos, estos
valores indican que no existe un limite en el desarrollo de micorrizas. Sin embargo, suelos
con menores Vvalores podrian afectar el micelio extraradical afectando la nutricion de la
planta (van Aarle, 2002). Todos los valores de fésforo (ver anexos) se encontraron en
concentraciones menores a 4 mg dm, debido a problemas de precisién de instrumento no
se pudo usar valores inferiores a 4 mg dm™ por la confiabilidad de los mismos, que pueden
llevar a conclusiones erradas. Los valores de arcilla fueron mayores para el departamento
de Ucayali y los valores de arena fueron superiores en Madre de Dios. La CIC fue
semejante en ambos departamentos. La saturacion de bases fue alta, con valores promedio
de 96.76 y 91.10 para los departamentos de Madre de Dios y Ucayali respectivamente. Los
otros atributos de suelo estudiados fueron semejantes entre si a excepcion del fierro, que

tuvo mayores concentraciones en el departamento de Ucayali.
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Cuadro2. Analisis descriptivo de principales caracteristicas quimicas y fisicas de suelos muestreados en los departamentos de

Madre de Dios y Ucayali.

Variable/ Arena Limo Arcilla pH MO Ca* Mg©¥ K' A clc Fe Cu Zn Mn
efectiva
Medidas ~ -------- L g kgl- s mmol dm3--mmmeeeeee s QLT [ | —
Madre de Dios
Media 495 220 285 5.79 23.9 82.1 21.6 2.6 1.8 10.84 33.29 1.05 1.11 6
D.E. 16 14 10 0.76 141 5.75 0.99 0.13 0.64 6.58 24.31 0.3 0.77 5
CV (%) 32 65 35 13.18 59.12 70.01 4595 4885 3495 6069 73.04 29.1 68.93 83.22
Min 37 23 100 451 4.2 2.7 6.7 0.6 0 1.11 7.6 0.6 0.5 1.5
Max 797 523 480 71.42 62.7 258.7 454 5.9 37.2 2999 126.2 1.8 3.4 23.3
Ucayali
Media 281.1 387.2 331.7 5.42 19.2 87.6 19.4 1.9 7.4 11.65 76.24 1.32 1.37 13.6
D.E. 18.99 948 11.87 1.12 0.53 4.23 1.12 0.13 1.13 481 47.03 051 0.97 10.44
CV (%) 6754 2448 3578 20.62 27.52 48.29 5767 66.67 152.65 41.28 6168 38.49 71.15 76.77
Min 64 207.2 1488 4.32 12.7 35.2 3 1 0 5.55 10.9 0.8 0.6 3.1
Max 624 507.2 508.8 8.82 34.2 169.8 454 5.5 30.1 22.15 193.7 2.4 4.2 36.2
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5.2. Densidad de esporas en departamentos y zonas.

La Amazonia es muy diversa, con gran variabilidad de caracteristicas del suelo y
microclimas. Asi, puede crear provincias ecoldgicas distintas o regiones con comunidades
biodticas que reflejan sus eventos historicos (Martiny et al. 2006). Existen factores que afectan
la distribucion de especies de HMA vy, consecuentemente, la densidad de esporas y su

colonizacion.

Varma (2008) presenta un modelo de distribucion espacial, donde considera: clima,
factores edaficos, latitud, separacion espacial, historia de manejo, comunidades de plantas
hospedantes, interacciones interespecificas e intraespecificas, todo esto, asociado a la
habilidad de dispersion, especiacion y extincion de las especies de AM. Por lo expuesto
anteriormente existirian variaciones geogréaficas en la distribucion de densidad de esporas. En
la figura 5, se muestra la comparacion de densidad de esporas por departamento, donde no se
encontraron diferencias significativas, pero con una tendencia del departamento de Ucayali a

presentar un mayor valor en comparacion a Madre de Dios.

A pesar de presentar un clima parecido, los suelos provenientes de Ucayali tienen un
contenido de arcilla mayor a los de Madre de Dios y, debido a la menor lixiviacion de esporas,
favorece valores superiores en comparacion al departamento de Madre de Dios. En Ucayali,
en los sitios aledafios a los lugares de muestreo, existe mayor presencia humana en contraste
con Madre de Dios, indicando una seleccion de especies vegetales y una mayor presencia de
residuos de actividad pesquera, que podrian representar un incremento localizado de niveles
de fosforo en el suelo, logrando un numero diferenciado de esporas en el suelo por crecimiento

de micelio y efecto de plantas sobre la produccién de esporas (Smith y Read, 2008).
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Figura 5. Valores promedio de densidad de esporas de HMA en suelo en los departamentos de Madre
de Dios y Ucayali. Las barras de error representan la desviacion estandar. Letras diferentes indican

diferencias significativas (p<0.05) entre los departamentos estudiados.

Con respecto a las zonas estudiadas (Figura 6), se encontraron diferencias
significativas, siendo las zonas ROL, UTQ, ARR, SND las que presentaron valores superiores
de densidad de esporas para las zonas muestreadas. Estos resultados, se corroboran con
Panwar y Tarafdar (2006) que evalud la densidad de esporas en 3 especies medicinales de
China, en diferentes zonas, observando que no habia diferencias significativas en Mitragyna
parvifolia en las zonas evaluadas. Pero si encontré diferencias significativas con las otras dos
especies (Leptadenia reticulata y Withania coagulans). Guo et al. (2012) también evalué la
densidad de esporas usando una sola especie, en diferentes sitios, encontrando diferencias
significativas, donde las zonas Eryangdian y Taipusiqi presentaron valores superiores.
Indicando las diferencias existentes por distribucidn geogréafica en la densidad de esporas en el
suelo. En los trabajos mencionados no se encontrd diferencias significativas a pesar de la gran
distancia entre sitios, siendo asi, que en lugares con menor distancia se esperaria que esta

variabilidad sea menor debido a factores climaticos y pedogenéticos semejantes.
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Figura 6. Valores promedio de densidad de esporas de HMA en suelo por zonas en los
departamentos de Madre de Dios y Ucayali. Las barras de error representan la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre las zonas
estudiadas.

Sin embargo Titus y Tzuyuzaki (2002), en una zona volcanica, evaluaron la densidad
de esporas en micrositios, diferenciandose en caracteristicas como presencia de rocas o
vegetacion, encontrando densidades bajas pero con diferencias significativas. Estos resultados
indican que la ubicacion geografica no tuvo un efecto significativo pues existen zonas que
presentan valores similares aun estando en departamentos diferentes y, zonas que
encontrandose a menor distancia, presentan resultados distintos, esto podria ser debido a la
gran variabilidad existente en los suelos y especies amazdnicas que generan microecosistemas
modificando estos valores, asi la semejanza de especies vegetales podria haber influido para

gue no existan grandes diferencias en la densidad de esporas.
5.3. Colonizacion de cacao silvestre en departamentos y zonas

La colonizacién es una de las variables mas importantes en el estudio de micorrizas,
pues determina una presencia real de la micorriza en el hospedante, ya que una densidad alta
de esporas, no implica una colonizacion exitosa. Las principales fuentes de inoculo para la
colonizacion micorrizica son: las esporas, hifas y fragmentos de raiz colonizados (Smith y

Read, 2008). Hay factores ambientales importantes que afectan la colonizacion siendo los més
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investigados: la densidad de inoculo, temperatura, disponibilidad de nutrientes (principalmente
fésforo), luz y elevado CO, (Smith y Read 2008).

La colonizacién por departamentos, presentd diferencias significativas. Siendo el
departamento de Ucayali (70.32%), donde se observd un mayor valor promedio en

comparacion con Madre de Dios, que alcanzd 50.29% (Figura 7)
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Figura 7. Valores promedio para la colonizacion con HMA en raices de cacao en los
departamentos de Madre de Dios y Ucayali. Las barras de error representan la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre los departamentos

estudiados.

Estos resultados son debido a la diferencia de atributos del suelo que afectan la
cantidad de inoculo presente. Tomando como referencia, el modelo propuesto por Varma
(2008), la mayor densidad de esporas y mayor contenido de arcilla pueden haber influenciado
decisivamente en la mayor colonizacion. Debido a que, la cantidad de inoculo fue mayor y la
arcilla favorece mejores condiciones de humedad de suelo, lo que permite una mayor
dispersion y exploracion del micelio en el suelo (Smith y Read, 2008), incrementando las

probabilidades de colonizacion. En cuanto a la colonizacion por zonas, no se observo
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diferencias significativas, a pesar de las grandes diferencias numéricas entre TAM, ABJ e

UTQ con el resto de zonas en especial PPA.
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Figura 8. Valores promedio para la colonizacién con HMA en raices de cacao por zonas en

los departamentos de Madre de Dios y Ucayali.

Pawar y Tarafdar (2006) y Guo et al. (2012) evaluaron la colonizacion por zonas,
donde no encontraron diferencias significativas; sin embargo Mutukhumar et al. (2003) evalu6
las diferencias en la colonizacion de 3 tipos de bosques encontrando diferencias significativas,
observandose que el bosque primario alcanzo el mayor valor de colonizacion, los autores
explican que es debido a la gran cantidad de inoculo primario y la falta de disturbancia. A su
vez, Titus y Tzuyuzaki (2002) al evaluar la colonizacién, en micrositios, encontraron
diferencias significativas para el porcentaje de vesiculas, hifas y arblsculos en las zonas
estudiadas. En otro estudio, en areas desérticas con diferentes especies vegetales, se evaluo el

porcentaje de colonizacidn encontrandose diferencias significativas (Shi et al., 2006).

Los estudios mencionados corroboraron lo encontrado en las zonas de los
departamentos de Madre de Dios y Ucayali. Aunque, las zonas de Ucayali y Madre de Dios no

presentaron diferencias significativas entre ellas, se debe indicar que los valores mas bajos de
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colonizacion se encontraron en Madre de Dios. Los trabajos anteriores y los resultados
obtenidos para este confirman que hay diferencias en la colonizacion en cuanto a la

distribucion geografica aun en un mismo hospedero.

5.4.  Correlacion de densidad de esporas y colonizacion con factores fisico-

quimicos de suelo

Se encontraron una diversidad de correlaciones altas al comparar la colonizacion y esporas
con factores fisico quimicos de los suelos, esta comparacion preliminar se hace con el fin de
lograr encontrar los factores mas influyentes en el comportamiento de estos hongos en
relacion al suelo, para realizar un andlisis multivariado con las cada una de las muestras y ver
la variabilidad de la misma, ademas de permitir el futuro modelaje del ecosistema y
prediccion de estos valores en base a los atributos del suelo. En caso de la colonizacion esta
tuvo una correlacién significativa con la cantidad de esporas (0.52) mientras que Xueli et al.
(2010) encontré una correlacién significativa de 0.35, esto es de esperarse ya que a una mayor
cantidad de propagulos en el suelo habra una mayor probabilidad de colonizacion de raices por

parte de las micorrizas.

En cuanto a la densidad de esporas tuvo una correlacion altamente significativa con el
pH (0.88), pues el pH es un factor importante en el desarrollo de muchos microorganismos de
suelo asi mismo Panwar y Tarafdar (2006) encontrd una correlacion positiva de 0.85 del pH
con la poblacion de esporas siendo altamente significativo (p<0.01). Sin embargo Guo et al.
(2012) encontrd una baja correlacion del pH con la densidad de esporas (0.151). Mientras que
la misma variable para el caso de colonizacion tuvo una correlacion no significativa (0.1) esto
corroborado por Guo et al (2012) que obtuvo una correlacion de hifas (-0.068), vesiculas (-
0.074) y arbusculos (0.24) baja. Esto indica que la densidad de esporas esta mas relacionada al
pH que la colonizacién, ademas el pH se encuentra dentro de los factores que influyen en la
germinacién de las esporas (pH, humedad, temperatura, nutrientes organicos o minerales,

hospedantes y microorganismos) (Koltai y Kapulnik, 2010).
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Cuadro 3. Correlacion de Pearson entre atributos de suelo, colonizacién y densidad de
esporas de HMA

Colonizacion Densidad de esporas

Colonizacion 1 0.11ns
Densidad de esporas 0.52 * 1

pH 0.1ns 0.88 ***
M.O (%) 0.27 ns 0.41 ns
N (%) 0.27 ns 0.4 ns

K (ppm) 0.02 ns 0.94 ***
Arena 0.05 ns 0.58 *
Limo 0.07 ns 0.54 *
Arcilla 0.36 ns 0.92 ***
CIC efectiva 0.65 ** 0.79 ***
Ca”™ 0.62 ** 0.99 ***
Mg?* 0.47 ns 0.51 *
Na* 0.09 ns 0.94 ***
Al 0.26 ns 0.00097 ns
Fe (ppm) 0.07 ns 0.18 ns
Cu (ppm) 0.81*** 0.34 ns
Zn (ppm) 0.4 ns 0.74 ***
Mn (ppm) 0.56 * 0.43 ns

ns (No significativo); * significativo a 0.05; ** significativo a 0.01; *** significativo a 0.001

Otro factor importante en la correlacion fue el contenido de materia organica (%) que
nos da una estimacion del carbono total al dividirlo por el factor 1.724. se hallaron
correlaciones de 0.27 y 0.41 para la colonizacion y densidad de esporas respectivamente en
este caso la correlacion encontrada no fue significativa, esto fue sorpresivo sin embargo, este
parametro esta asociado méas que todo a las esporas o propagulos ya que el carbono es uno de
los recursos necesarios para los HMA (Varma et al., 2008), los HMA dependen de los fo

tosintatos recientes suplidos por el autotrofo y utilizan una considerable proporcion del
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carbono asimilado (Smith y Read, 2007) y por tanto un mayor contenido de carbono esta
relacionado directamente con la supervivencia de los propagulos pues los hospedantes son
fuentes temporales de carbono para los hongos simbiontes; especialmente durante el periodo
de crecimiento (Varma , 2008) contribuyendo asi al mayor valor de colonizacion. Guo et al.
(2012) encontré una correlacion altamente significativa entre el carbono organico y la
densidad de esporas (0.944). Panwar y Tarafdar (2006) por su parte encontraron una
correlacion significativa con un valor de 0.68. Mientras que Xueli et al. (2011) encontré una
baja correlaciéon (0.145) asi como Rathore y Sing (1995) que encontraron una correlaciéon de
0.1 en relacidn a la densidad de esporas. Este valor encontrado puede deberse a que el mayor
contenido de carbono y por consecuencia de materia organica incrementan la retenciéon de
humedad logrando condiciones de humedad mas favorables para los HMA. (Panwar y
Tarafdar, 2006). Con la CIC efectiva se logré una correlacion altamente significativa, con la
densidad de esporas (0.79) siendo la CIC dependiente de la cantidad de arcilla y materia
organica (coloides del suelo en general), al realizar la correlacidn entre densidad de esporas y
arcilla se obtuvo una correlacion de 0.92 implicando una relacion directa con la cantidad de
esporas en el suelo. Panwar y Tarafdar (2006) también encontraron una buena correlacion de
la cantidad de esporas y la CIC (0.53) mientras que Rathore y Singh (1995) encontraron una
correlacion negativa entre los propagulos de micorriza y la CIC (-0.42) vy, arcilla(-0.56). La
colonizacion también tuvo valores de correlacion significativa con la CIC (0.62) esto
probablemente debido a que con una mayor CIC existe una mayor densidad de esporas lo que
influye positivamente en la probabilidad de colonizacion del hongo hacia el hospedero. Esta
alta correlacién con la CIC también se debe a la mayor retencion de nutrientes en el suelo,
propiciando mejores condiciones para el desarrollo del hongo y posterior colonizacién del

hospedero.

En caso de los macronutrientes se obtuvo una correlacion altamente significativa con
algunos macro nutrientes para el caso de densidad de esporas como el potasio (0.94), mientras
que con nitrogeno (0.41) no se encontrd una correlacion significativa. Guo et al. (2012)
encontraron una correlacion altamente significativa entre la densidad de esporas y el nitrégeno
(0.94) en tanto Xueli et al. (2010) encontr6 una correlacion baja con el nitrdgeno disponible (-
0.010). En caso de la colonizacion la correlacion fue baja (0.27) esto corroborado por Guo et

al. (2012) quienes obtuvieron correlaciones de 0.061, 0.313, 0.306, para hifas, vesiculas y
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arblsculos respectivamente. También Xueli et al. (2011) encontré una correlacion baja
(0.155).estos resultados indican que las correlaciones entre el Nitrégeno y la densidad de
esporas es variable y dependera de muchos factores bioticos como abidticos. Los HMA tienen
enzimas necesarias para la absorcién de nitrato y amonio (Smith y Read 2008) siendo el tipo
de nitrégeno necesario para la formacion de aminoécidos y compuestos estructurales en
hongos. Para el caso del potasio, Rathore y Singh (1995) encontraron una correlacion de 0.46,
el potasio es un ion muy movil, los AM pueden producir un efecto indirecto en la toma de
potasio en plantas deficientes en fosforo (Rhodes y Gerdenman, 1978) favoreciendo la toma
de potasio en caso de suelos deficientes de fésforo, esto se corrobora con lo encontrado pues la
mayoria de suelos donde se realizd el muestreo se encontraban deficientes en fosforo. El
fosforo a pesar de ser el macro nutriente mas relacionado con el estudio de los hongos
micorrizicos debido a su escasa presencia en los suelos muestreados y valores semejantes
entre sus valores, se opt6 por no realizar la correlacion pues se podrian generar datos erroneos
y afectar la posterior distribucion de las muestras en el analisis multivariado pero la literatura

siempre reporta una mayor colonizacion a menor niveles de fosforo (Varma, 2008).

Otro macronutriente que tuvo una correlacion altamente significativa fue el calcio
(Ca®") con la colonizacién (0.62). En caso de la formacién de micorriza con los hongos
micorrizicos, la forma como hongos y plantas perciben y traducen las sefiales simbioticas no
estd del todo entendida (Koltai y Kapulnik, 2010). Tomando la simbiosis de leguminosas-
rhizobium como analogia, se puede pensar que el Ca®* participa en la traduccién de mensajes
de AM para la formacién de la micorriza. Elevaciones de las concentraciones del Ca®*
citosélico libre, pasando por estreses bioticos y abidticos puede ser grabada y, codificar la
informacion traduciéndola en una cascada de eventos celulares (Sanders et al., 2002) Las
oscilaciones de Ca”* fueron grabadas en pelos radiculares de Medicago trucantula en la
presencia, pero no en el contacto de las hifas de AM. (Kosuta et al., 2008). Estos resultados
confirmaron la relacion del calcio en la simbiosis con AM. Con lo anterior se confirman la

importancia del calcio en la colonizacion de las plantas.

En cuanto a los micronutrientes los mas importantes fueron el zinc (0.74) y cobre
(0.34) en cuanto a densidad de esporas. Para la colonizacién las correlaciones encontradas

fueron Cu (0.81) y Zn (0.40) es probable que las micorrizas tengan un efecto acumulativo o
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necesidades de estos elementos para el correcto desempefio de su fisiologia. No existen
mayores datos en cuanto a micronutrientes en el suelo y su relacion con la densidad de esporas
y colonizacidn, las investigaciones estdn mas enfocadas a la concentracion de estos elementos
en el tejido de las plantas. Existe evidencia consistente que hay una mayor toma de zinc y
cobre del suelo en plantas micorrizadas (Smith y Read, 2008). Sin embargo, en las zonas
muestreadas, los niveles de cobre y zinc, se encuentran debajo de lo normal. Liu (2000),
reporto que hubo una mayor longitud de hifa en suelos sin fertilizacion de micronutrientes
encontrando diferencias significativas entre los tratamientos aplicados, esto debido a la menor
cantidad de micronutrientes. La disposicion espacial de los micronutrientes es muy variable
formando manchas sin la presencia de estos elementos alrededor de la raiz, por lo cual la
longitud de hifa se incrementa, aumentando el radio de absorcion de la raiz y la distancia de
difusion (Liu, 2000); asi el micelio e hifas son propagulos responsables para la ocurrencia de
colonizacion naturalmente en muchos ecosistemas (Smith y Read, 2008) se encuentra una alta

correlacion con la colonizacién de plantas.

Sintetizando lo encontrado se podria deducir que las esporas podrian estar relacionadas
maés con factores del suelo por que las correlaciones mas altas se encontraron con pH, CIC,
contenido de arcilla, K mientras que la colonizacidn podria estar mas relacionada con factores

fisioldgicos de la planta que factores del suelo como en el caso de la sefializacién del Ca®".

5.5. Distribucion de muestras en base a caracteristicas fisico quimicas del suelo,

densidad de esporas y colonizacién

Después de realizar las correlaciones respectivas se procedio a realizar el andlisis
multivariado tomando en cuenta la densidad de esporas, colonizacion, pH, CIC, contenido de
arcilla, Ca®*, K*, Zn*" y Cu®". Todos estos factores del suelo estuvieron correlacionados con la

colonizacion y densidad de esporas de micorrizas arbusculares.
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Figura 9. Analisis de conglomerados de muestras, relacionando las principales variables

encontradas en el analisis de correlacion, para encontrar semejanza entre muestras
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Al realizar el andlisis multivariado se encuentran que la muestra mas alejada es la 347 y se
formaron 5 grupos donde se aprecia que muchas de estas muestras por las caracteristicas
fisico-quimicas de los suelos, la densidad de esporas y colonizacion son similares a muestras
que se encuentran en departamentos distintos. Tomando en cuenta el modelo de VVarma (2008)
en distribucion geografica se puede pensar que en esas zonas se pueden encontrar especies
similares de micorrizas pudiendo asi realizar predicciones en base a las caracteristicas edafo-
climaticas del sitio, para un mapeo adecuado de las micorrizas existentes en nuestros
ecosistemas tomando como referencia las especies en otros paises con climas similares. Este
método fue propuesto para variables ambientales por Prescott (1938) pero también puede ser

aplicable para microorganismos.
5.6. Identificacidn de géneros entre departamentos

La identificacion de los géneros se hizo en base a las esporas obteniéndose los siguientes

géneros para cada departamento:

Cuadro 4. Relacién de géneros de HMA encontrados en cada departamento evaluado

Madre de Dios Ucayali

Glomus sp. m1 Glomus sp. m1
Glomus sp. m2 Glomus sp. m2
Glomus sp .m3 Glomus sp. m3
Glomus sp. m4 Glomus sp. m6
Glomus sp. m5 Glomus sp. m7

Se identificaron siete morfotipos para el género Glomus, y son mostrados en la Figura 8.
Debido a que el muestreo se realiz6 en la época seca puede haber existido un estrés por sequia
y usualmente la esporas quedan en latencia hasta tener las condiciones adecuadas de humedad
del suelo lo que podria haber dificultado la identificacion de mas géneros, en un ecosistema
considerado altamente diverso, sin embargo, el género Glomus es uno de los grupos mas
dispersos y ubicuos dentro de las micorrizas encontrandose asociado a condiciones de estrés

explicando lo encontrado en las muestras analizadas. Ademas se encontraron altos niveles de
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colonizacion pero una baja densidad de esporas indicando que existe una buena presencia de
hongos micorrizicos dentro de las raices de plantas, pues para el caso del genero Glomus en la
mayoria de especies la esporulacion no es requerida para la colonizacion por lo que las esporas
en suelos nativos puede ser infrecuente (Jasper et al.,, 1991; Clapp et al., 1995). La
clasificacion morfoldgica muchas veces presenta inconvenientes debido a la escasa presencia
de esporas y similitudes significativas entre especies por lo que es recomendable para otros
trabajos, relacionados con identificacion de generos o incluso especies, realizar un analisis

molecular.
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Figura 10. Fotos de esporas de micorrizas encontradas en departamentos Madre de Dios y
Ucayali. A. Glomus sp m1 (10x) B. Glomus sp.m6 (100x) C. Glomus sp.m4 (100x) D. Glomus
sp.m5 (100x) E. Glomus sp. m7 (100x) F. Glomus sp. m2 (100x).
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VI. CONCLUSIONES

e Existe dependencia geogréfica para la densidad de esporas en el suelo y la colonizacion

de raices de cacao silvestre por HMA.

e La densidad de esporas estuvo mas correlacionada con factores edaficos mientras que

la colonizacion con factores fisiologicos de la planta.

e La diversidad de géneros de HMA en las zonas estudiadas fue baja, encontrandose al

género Glomus como Unico asociado a las raices del cacao silvestre.
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VIl. RECOMENDACIONES

e Son requeridos mayores estudios de las caracteristicas de las micorrizas arbusculares
en sus habitats naturales y asi se tener una mayor comprension de estos hongos y su

modo de accion en los ecosistemas naturales de la amazonia peruana.

e Para el estudio de la interaccion de HMA con cacao, con fines productivos, seria de
especial interés el uso del género Glomus, una vez que fue la Unica especie de HMA

encontrada asociada al cacao silvestre en la presente investigacion.

e Para nuevos estudios en micorrizas es necesario tomar en cuenta la cuantificacion de
glomalina, pues su uso potencial como indicador de calidad del suelo es de gran

importancia.
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IX.

ANEXOS
REFERENCIACION GEOGRAFICA DE PUNTOS DE MUESTRA

CODIGO
OFICIAL

PPA-346

PPA-347

PPA-348

PPA-349

PPA-350

PPA-351

PPA-352

PPA-353

PPA-354

PPA-355

PPA-356

PPA-357

HIT-358

HIT-359

HIT-360

HIT-361

CENTRO ALTITUD LONG.
FECHA DISTRITO PROVINCIA RIO SUR
POBLADO m.s.n.m OESTE

Puerto Madre de

11.05.12 Tambopata 171 12°35'26.9"  68°42'42"
Pardo Dios
Puerto Madre de

11.05.12 Tambopata 172 120928'46.7" 68°43'0.28"
Pardo Dios
Puerto Madre de

11.05.12 Tambopata ) 175 12028'47.5" 68°43'1.2"
Pardo Dios
Puerto Madre de

11.05.12 Tambopata ] 180 12°28'34.1" 68°43'11.8"
Pardo Dios
Puerto Madre de

11.05.12 Tambopata ) 184 12028'52.7" 68°43'11.5"
Pardo Dios
Puerto Madre de

11.05.12 Tambopata 184 12°28'51.3" 68°43'11.2"
Pardo Dios
Puerto Madre de

11.05.12 Tambopata ) 184 12°28'49.4" 68°43'09.4"
Pardo Dios
Puerto Madre de

11.05.12 Tambopata ) 183 12°28'49.3" 68°43'08.4"
Pardo Dios

TAMBOPATA

Puerto Madre de

11.05.12 Tambopata ] 184 12028'48.7" 68°43'08.5"
Pardo Dios
Puerto Madre de

11.05.12 Tambopata ] 185 12028'48.5" 68°43'07.1"
Pardo Dios
Puerto Madre de

11.05.12 Tambopata ) 186 12028'46.3" 68°43'03.5"
Pardo Dios
Puerto Madre de

11.05.12 Tambopata ) 182 12928'46.1" 68°43'03.2"
Pardo Dios
Puerto

12.05.12 Tambopata Heat 172 12°31'19.3" 68°39'35.5"
Pardo
Puerto

12.05.12 Tambopata Heat 175 12031'19.7"  68°39'36"
Pardo
Puerto

12.05.12 Tambopata Heat 176 12°31'18.9" 68°39'37.3"
Pardo
Puerto

12.05.12 Pard Tambopata Heat 176 12°31'18.2" 68°39'37.8"
ardo

50



HIT-362

HIT-363

HIT-364

PPR-365

PPR-366

PPR-367

PPR-368

PPR-369

SFR-370

SFR-371

SFR-372

SFR-373

SFR-374

SFR-375

SFR-376

SFR-377

SFR-378

SND-379

12.05.12

12.05.12

12.05.12

12.05.12

12.05.12

12.05.12

12.05.12

12.05.12

12.05.12

12.05.12

12.05.12

12.05.12

12.05.12

12.05.12

12.05.12

12.05.12

12.05.12

13.05.12

Puerto
Pardo
Puerto
Pardo
Puerto
Pardo
Comunidad
Nativa
Palma Real
Comunidad
Nativa
Palma Real
Comunidad
Nativa
Palma Real
Comunidad
Nativa
Palma Real
Comunidad
Nativa
Palma Real
San
Francisco
San
Francisco
San
Francisco
San
Francisco
San
Francisco
San
Francisco
San
Francisco
San
Francisco
San
Francisco
Puerto
Maldonado

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Heat

Heat

Heat

Madre de

Dios

Madre de
Dios

Madre de
Dios

Madre de

Dios

Madre de

Dios

Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de

Dios

178

179

179

183

183

189

190

190

180

181

183

184

183

182

183

178

177

181

12°31'17.7"

12°31'15.4"

12°31'14.7"

12°28'38.5"

12028'38.8"

12028'38.1"

12028'38"

12°28'35.6"

12°30'03.5"

12°30'04.1"

12°30'05.4"

12°30'05.2"

12°30'05.9"

12°30'07.4"

12°30'06.8"

12°30'08.1"

12°30'09"

12°35'55.3"

68°39'37.9"

68°39'39.9"

68°39'40.4"

68°44'53.8"

68°44'57.3"

68°44'58.4"

68°44'59"

68°45'03.8"

68°49'48.9"

68°49'48.6"

68°49'49.6"

68°49'47.4"

68°49'46.2"

68°49'47.3"

68°49'46.1"

68°49'44.6"

68°49'43.4"

69°04'11"
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SND-380

SND-381

SND-382

SND-383

SND-384

ROL-385

ROL-386

ROL-387

ROL-388

ROL-389

ARR-390

ARR-391
ARR-392
ARR-393
ARR-394
ARR-395
ARR-396
ARR-397
ARR-398
ARR-399
ARR-400

TAM-401

TAM-402

TAM-403

TAM-404

13.05.12

13.05.12

13.05.12

13.05.12

13.05.12

13.05.12

13.05.12

13.05.12

13.05.12

13.05.12

14.05.12

14.05.12
14.05.12
14.05.12
14.05.12
14.05.12
14.05.12
14.05.12
14.05.12
14.05.12
14.05.12

17.05.12

17.05.12

17.05.12

17.05.12

Puerto
Maldonado
Puerto
Maldonado
Puerto
Maldonado
Puerto
Maldonado
Puerto
Maldonado
Puerto
Maldonado
Puerto
Maldonado
Puerto
Maldonado
Puerto
Maldonado
Puerto
Maldonado
Puerto
Maldonado
Arrozal
Arrozal
Arrozal
Arrozal
Arrozal
Arrozal
Arrozal
Arrozal
Arrozal
Arrozal
Puerto
Alegre
Puerto
Alegre
Puerto
Alegre
Puerto

Alegre

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Tambopata

Iberia
Iberia
Iberia
Iberia
Iberia
Iberia
Iberia
Iberia
Iberia

Iberia

Macicea

Macicea

Macicea

Macicea

Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Madre de
Dios
Tahuaranu
Tahuaranu
Tahuaranu
Tahuaranu
TAHUAMANU Tahuarany

Tahuaranu
Tahuaranu
Tahuaranu
Tahuaranu

Tahuaranu

Taraya

Taraya
CORONEL

PORTILLO
Taraya

Taraya

188

192

195

197

186

190

201

202

208

186

299

304
306
308
311
311
312
312
307
316
316

165

170

169

170

12°35'57"

12°35'58.8"

12°35'39.1"

12°36'0.0"

12°35'53"

12°34'48.6"

12°34'48"

12°34'48.1"

12°34'49.1"

12°35'38.7"

11°18'41.1"

11°19'25"
11°19'18.6"
11°19'17.3"
11°19'16"
11°19'15.9"
11°19'12.2"
11019'12"
11°19'08.2"
11°19'05"
11°19'00.4"

08°41'54.2"

08°41'53.1"

08°41'52.9"

08°41'52.4"

69°04'10.1"

69°04'10.1"

69°04'10.9"

69°04'11.8"

69°04'10.9"

69°03'28.5"

69°03'29.4"

69°03'32.4"

69°03'29.5"

69°10'32.6"

69°24'58.3"

69°24'52.7"
69°24'53.3"
69°24'53"
69°24'52.9
69°24'52.7"
69°24'53.4"
69°24'53.5"
69°24'51.2"
69°24'51.4"
69°24'51.8"

74°11'03.5"

74°11'01.1"

74°11'00.1"

74°10'59.6"
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TAM-405

TAM-406

TAM-407

TAM-408

TAM-409

TAM-410

TAM-411

TAM-412

TAM-413

TAM-414

TAM-415

TAM-416

TAM-417

ABJ-418
ABJ-419
ABJ-420
ABJ-421
ABJ-422

UTQ-423

UTQ-424

UTQ-425

UTQ-426

uTQ-427

17.05.12

17.05.12

17.05.12

17.05.12

17.05.12

17.05.12

17.05.12

17.05.12

17.05.12

18.05.12

18.05.12

18.05.12

18.05.12

18.05.12
18.05.12
18.05.12
18.05.12
18.05.12

19.05.12

19.05.12

19.05.12

19.05.12

19.05.12

Puerto
Alegre
Puerto
Alegre
Puerto
Alegre
Puerto
Alegre
Puerto
Alegre
Puerto
Alegre
Puerto
Alegre
Puerto
Alegre
Puerto
Alegre
Puerto
Alegre
Puerto
Alegre
Puerto
Alegre
Puerto
Alegre
Santa Rosa
Santa Rosa
Santa Rosa
Santa Rosa
Santa Rosa
Nuevo
Utuquinina
Nuevo
Utuquinina
Nuevo
Utuquinina
Nuevo
Utuquinina
Nuevo

Utuquinina

Macicea

Macicea

Macicea

Macicea

Macicea

Macicea

Macicea

Macicea

Macicea

Macicea

Macicea

Macicea

Macicea

Macicea
Macicea
Macicea
Macicea

Macicea

Yarinacocha

Yarinacocha

Yarinacocha

Yarinacocha

Yarinacocha

Taraya

Taraya

Taraya

Taraya

Taraya

Taraya

Taraya

Taraya

Taraya

Taraya

Taraya

Taraya

Taraya

Abujao
Abujao
Abujao
Abujao
Abujao

Utuquinina

Utuquinina

Utuquinina

Utuquinina

Utuquinina

173

177

173

172

172

170

162

161

161

141

145

150

155

159
158
159
160
162

152

160

160

160

163

08°41'53.5"

08°41'48.4"

08°41'50.4"

08°41'51.2"

08°41'53.1"

08°41'55.4"

08°40'35.5"

08°40'34.2"

08°40'34.6"

08°39'49.7"

08°39'47.6"

08°39'45.2"

08°39'48.7"

08°30'17.8"
08°30'36"
08°30'46.2"
08°30'47.5"
08°30'17.8"

08°15'06.7"

08°13'07.9"

08°13'06.5"

08°13'05.9"

08°13'07.1"

74°10'57.5"

74°11'01.4"

74°11'00.6"

74°11'01.0"

74°11'00.1"

74°11'01.5"

74°10'05.5"

74°10'04.7"

74°10'04.2"

74°11'30.5"

74°11'30.1

74°11'30.5"

74°11'31.2"

74°14'19.8"
74°14'27.6"
74°14'32.1"
74°14'32.7"
74°14'26"

74°24'12.7"

74°19'56.4"

74°19'56.6"

74°20'02.2"

74°20'01.7"
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UTQ-428

UTQ-429

UTQ-430

UTQ-431

UTQ-432

UTQ-433

UTQ-434

19.05.12

19.05.12

19.05.12

19.05.12

19.05.12

19.05.12

19.05.12

Nuevo
Utuquinina
Nuevo
Utuquinina
Nuevo
Utuquinina
Nuevo
Utuquinina
Nuevo
Utuquinina
Nuevo
Utuquinina
Nuevo

Utuquinina

Yarinacocha

Yarinacocha

Yarinacocha

Yarinacocha

Yarinacocha

Yarinacocha

Yarinacocha

Utuquinina

Utuquinina

Utuquinina

Utuquinina

Utuquinina

Utuquinina

Utuquinina

161

164

164

162

161

161

162

08°012'29.8"

08°12'32.3"

08°12'31.3"

08°12'26.3"

08°12'25.9"

08°12'26.1"

08°12'26"

74°20'07.8"

74°20'08.2"

74°20'06.4"

74°19'58.5"

74°19'53.7"

74°19'55.4"

74°19'57.3"
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ANALISIS DE SUELO

N° Solicitud AS0078-12
SOLICITANTE 4ta Expedicion (Ing. Enrique Arévalo Gardini) FECHA DE MUESTREO : varios
PROCEDENCIA  Varios-Varios-Madre de Dios FECHA DE RECEP. LAB : 15/06/2012
Experim./cultivo ac cacao silvestre FECHA DE REPORTE H 06/07/2012
g
12 [706 [0157 346 6.61] 0.08 | 0.00 204 1009 <4 192 | 17.68 | 46.28 | 36.04 | Fra-Arc-Lim [ 1359 1132 | 1083 | 222 | 049 | 0.05]| 0.00 1347 | 99.08
12 |06 [0158 347 4971010 | 0.00 042 1002 <4 32 | 63.68 [ 24.2 2.04 Fra-Are 3.80 275 | 067 | 008 ] 0.00] 030 350 92.07
12 ['06 ['0159 348 511] 012 | 0.00 072 1003 <4 44 | 59.68 | 28.2 2.04 Fra-Are 4.85 365 | 089 ]011]000] 020 4.65 95.86
12 [706 ['0160 349 495] 0.06 | 0.00 205 | 0.09]| <4 56 3.68 | 48.28 | 48.04 Arc-Lim 8.19 589 | 186 | 014]000] 0.30 7.89 .32
12 06 [0161 352 516 0.04 | 0.00 133 006 <4 108 | 49.68 | 16.28 | 34.04 | Fra-Arc-Are | 7.96 550 | 188|028 ] 0.00| 0.30 7.66 .21
12 ['06 [10162 356 6431 011 | 0.00 458 [021| <4 142 | 1368 | 52.28 | 34.04 | Fra-Arc-Lim | 17.76 16.04 | 1453 | 283 | 0.36 | 0.04 | 0.00 17.64 | 99.30
12 |06 [0163 358 460 0.06 | 0.00 168 |0.08| <4 70 | 5568 [ 428 | 40.04 Arc-Are 9.15 587 | 249 1018] 000 | 0.60 854 93.41
12 |06 [0164 359 595] 0.09 | 0.00 243 | 011 <4 106 | 49.68 [ 10.28 | 40.04 Arc-Are 13.63 12.00 | 1092 | 240 | 0.27 | 0.04 | 0.00 1350 | 99.08
12 06 [ 0165 360 451] 005 | 0.00 124 1006 <4 44 | 4968 | 8.28 | 42.04 Arc-Are 9.00 381 .36 [ 011 ] 000 | 372 5.28 58.70
12 06 [ 0166 361 6.36 | 0.09 | 0.00 239 |011] <4 14 | 6568 | 2.28 | 32.04 [ Fra-Arc-Are 3.74 1220 | 10.74 | 268 | 0.29 | 0.03 0.00 362 | 99.09 |
12 06 [0167 362 6.21] 0.08 | 0.00 198 |0.09]| <4 64 | 59.68 | 8.28 | 32.04 [ Fra-Arc-Are 2.27 9.05 .97 | 285 | 042 | 0.03 0.00 2.14
12 [706 [10168 63 6641 010 | 0.00 215 1010 ]| <4 16 | 51.68 | 22.28 | 26.04 | Fra-Arc-Are 2.27 11.12 .22 | 2731030 0.03 0.00 2.15 .
12 06 [0169 64 41| 009 | 0.00 234 |011] <4 22 | 47.68 | 24.28 | 28.04 | Fra-Arc-Are 164 9.74 .73 | 257 | 031 | 0.03 0.00 151 .03
12 ['06 [0170 66 5741 0.06 | 0.00 168 |0.08| <4 76 | 27.68 | 44.28 | 28.04 Fra-Arc 0.18 8.66 .88 [ 181 | 045 ] 0.04 0.00 0.05 .77
12 06 [0171 68 565] 0.03 | 0.00 067 ]003] <4 10 | 67.68 | 6.28 | 26.04 Arc-Are 5.53 5.31 403 | 118 | 0.28 | 0.03 0.00 541 .74
METODOS
TEXTURA :HDROMETRO
pH :POTENCIOMETRO Suspencion Suelo-Aguarelacién 12.5
CONDUC. ELECTRICA :CONDUCTIMETRO Suspencién Suelo-Aguarelacién 12.5
CARBONATOS GAS - Volumétrico
FOSFORO :OLSEN MODIFICADO EXTRACT.NaHCO; =0.5M , pH8.5Esp. Vis
POTASIO :OLSEN MODIFICADO EXTRACT. NaHCO; 0.5M o Acetato de Amonio 1N, pH8.5 Esp. Absorcion Atémica
MATERIA ORGANICA :WALKLEY y BLACK y sobrelimite por gravimetria (>10%
CALCIO Y MAGNESO :EXTRACT. KCI IN o Acetato de Amonio IN Esp. Absorcién Atémica
ACIDES INTERC. :EXTRACT.KCI IN, Volumetria
Ing. MSc. Luis Zaiiga Cernades
Nota: el laboratorio no se responsabilida por la metodologia aplicada para la toma de la muestra del presente reporte Especialista Suelos ICT
Ne Solicitud AS0078-12
SOLICITANTE 4ta Expedicion (Ing. Enrique Arévalo Gardini) FECHA DE MUESTREO : varios
PROCEDENCIA  Varios-Varios-Madre de Dios FECHA DE RECEP. LAB : 15/06/2012
Experim/cultivo ac cacao silvestre FECHA DE REPORTE : 06/07/2012
2 06 [0172 369 6.71] 004 | 0.00 060 |003| <4 38 | 57.68 | 20.28 | 22.04 | Fra-Arc-Are 4.64 4. 316 | 110 ] 035 0. 0.00 4.52 97.3
2 06 [0173 370 592 | 0.08 [ 0.00 260 012 | <4 34 | 43.68 | 40.28 | 16.04 Fra 12.65 8.76 9.60 | 266 | 0.34 | 0.04 0.00 12.52 99.0
2 06 [0174 371 6.08 [ 0.08 | 0.00 266 | 012 | <4 18 | 79.68 | 10.28 | 10.04 Fra-Are 12.59 9.74 9.61 | 2.65 | 0.30 [ 0.03 0.00 12.47 99.01
2 |06 [0175 372 551 [ 0.05 [ 0.00 161 007 | <4 72 ] 59.68 | 20.28 | 20.04 | Fra-Arc-Are 8.01 6.00 | 1.72 | 0.18 | 0.00 0.10 7.91 98.75
2 |06 [0176 373 576 | 0.06 [ 0.00 221 1010| <4 22 | 57.68 | 12.28 | 30.04 | Fra-Arc-Are | 11.89 1161 881 | 273 ] 0.31 | 0.04 0.00 11.77 98.95
2 |06 [0177 374 597 008 | 0.00 236 | 011| <4 18 | 57.68 | 828 | 34.04 | Fra-Arc-Are | 12.61 10.53 9.66 | 2.62 | 0.30 | 0.04 0.00 12.49 99.01
2 |06 [0178 376 702|020 [ 0.88 569 |026| 60 04 | 49.68 | 22.28 | 28.04 | Fra-Arc-Are | 24.68 2468 | 2164 | 275 | 0.27 | 0.03 0.00 24.55 99.49
2 |06 [0179 377 5491 0.09 | 0.00 229 1010 | <4 71 | 47.68 | 28.28 | 24.04 | Fra-Arc-Are 7.01 551 | 132 | 0.18 | 0.00 0.00 7.01 100.00
2 |06 [0180 379 742] 018 | 132 277 1012 | <4 146 | 59.68 | 14.28 | 26.04 [ Fra-Arc-Are | 20.97 20.97 | 16.03 | 454 | 0.37 | 0.03 0.00 20.85 99.40
2 |06 [0181 380 536 | 0.07 [ 0.00 308 |014) <4 35 | 6568 | 628 | 28.04 | Fra-Arc-Are | 10.15 7.75 | 220 | 0.09 | 0.00 0.10 10.05 99.01
2 |06 [0182 381 5.04| 006 | 000 307 |014| <4 37 | 4568 | 14.28 | 40.04 Arc-Are 8.70 619 | 221 | 0.09 | 0.00 0.20 8.50 97.69
2 | 06 | 0183 382 7371021 [ 220 627 1028| <4 30 | 51.68 | 4.28 | 44.04 Arc-Are 29.99 2999 | 2587 | 3.75 | 0.33 | 0.03 0.00 29.86 99.58
2 | 06 [0184 383 5.65| 0.06 | 0.00 395 1018 | <4 10 | 57.68 | 6.28 | 36.04 Arc-Are 15.40 13.48 2.17 |1 2.91 | 0.28 | 0.04 0.00 5.28 99.19
2 | 06 [ 0185 384 565 0.08 [ 0.00 334 |015]| <4 12 | 22.40 | 42.72 | 34.88 Fra-Arc 13.79 12.00 0.29 | 317 [ 0.29 | 0.03 0.00 3.66 99.09
2 | 06 [ 0186 385 4711010 [ 0.00 247 011 | <4 24 | 3240 | 40.72 | 26.88 Fra 111 0.27 | 0.68 | 0.06 | 0.00 0.10 1.01 90.98
METODOS
TEXTURA HDROMETRO
pH POTENCIOMETRO Suspenci6n Suelo-Aguarelacion 12.5
CONDUC. ELECTRICA CONDUCTIMETRO Suspencion Suelo-Agua relacion 12.5
CARBONATOS GAS - Volumétrico
FOSFORO OLSEN MODIFICADO EXTRACT. NaHCO3 =0.5M , pH8.5 Esp. Vis
POTASIO OLSEN MODIFICADO EXTRACT. NaHCO; 0.5M o Acetato de Amonio 1N , pH8.5 Esp. Absorcion Atmica
MATERIA ORGANICA WALKLEY y BLACK y sobrelimite por gravimetria (>10%9
CALCIO Y MAGNESO EXTRACT. KCI IN 0 Acetato de Amonio IN Esp. Absorcién Atémica
ACIDES INTERC. EXTRACT.KCI IN, Volumetria
Ing. MSc. Luis Ziiiiga Cernades
Nota: el laboratorio no se responsabilida por la metodologia aplicada para la toma de la muestra del presente reporte Especialista Suelos ICT
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Ne Solicitud AS0078-12

SOLICITANTE 4ta Expedicion (Ing. Enrique Arévalo Gardini) FECHA DE MUESTREO : varios

PROCEDENCIA  Varios-Varios-Madre de Dios FECHA DE RECEP. LAB ] 15/06/2012

Experim./cultivo ac cacao silvestre FECHA DE REPORTE : 06/07/2012

. .40

2 ['06 [ 0188 4.83 .40 Fra-Are .
2 |06 [ 0189 5.51 40 | 34.72 | 20.88 Fra 113 97.59
2 [106 [ 0190 5.66 .40 | 28.72 | 18.88 Fra-Are 138 100.00
2 |06 [ 0191 5.83 .40 | 28.72 | 14.88 Fra-Are 0.87 100.00
2 |06 [ 0192 447 .40 | 20.72 | 16.88 Fra-Are 0.90 81.89
2 |06 [ 0193 5.06 .40 | 22.72 | 18.88 Fra-Are 141 7.22
2| 06 | 0194 541 0.07 .40 | 28.72 | 14.88 Fra-Are 174 . 98.72
2 | 06 | 0195 5.86 | 0.07 .40 | 50.72 | 32.88 | Fra-Arc-Lim 16.63 | 14.18 | 2.62 0.00 17.18 | 100.00
2 | 06 | 0196 524 | 010 .40 | 46.72 | 36.88 | Fra-Arc-Lim 1353 | 2.83 0.10 16.48 99.39
2| 06 | 0197 .40 | 48.72 | 28.88 Fra-Arc 6.15 | 1.32 0.10 7.62 98.70
2] 06 | 0198 40 | 44.72 | 40.88 Arc-Lim 9.60 | 213 0.10 1.88 99.16
2| 06 | 0199 .40 | 42.72 | 28.88 Fra-Arc 1387 | 1218 | 311 0.00 5.68 | 100.00
2 | 06 | 0200 .40 | 36.72 | 50.88 Arc 9.75 | 169 0.10 158 99.14
2]06]0201T 40 | 42.72 | 42.88 Arc-Lim 291 6.97 70.51

METODOS
TEXTURA :HDROMETRO
pH :POTENCIOMETRO Suspencion Suelo-Aguarelacion 12.5
CONDUC. ELECTRICA :CONDUCTIMETRO Suspencién Suelo-Aguarelacion 12.5
CARBONATOS 1 GAS - Volumétrico
FOSFORO :OLSEN MODIFICADO EXTRACT. NaHCO; =0.5M , pH8.5Esp. Vis
POTASIO :OLSEN MODIFICADO EXTRACT. NaHCO; 0.5M o Acetato de Amonio 1N , pH8.5 Esp. Absorcion Atémica
MATERIA ORGANICA :WALKLEY y BLACK y sobrelimite por gravimetria (>10%
CALCIOY MAGNESO :EXTRACT. KCI IN o Acetato de Amonio IN Esp. Absorcién Atémica
ACIDES INTERC. :EXTRACT. KCI IN, Volumetria

Ing. MSc. Luis Zaniga Cernades

Nota: el laboratorio no se responsabilida por la metodologia aplicada para la toma de la muestra del presente reporte Especialista Suelos ICT

N° Solicitud AS0078-12

SOLICITANTE  4ta Expedicién (Ing. Enrique Arévalo Gardini) FECHA DE MUESTREO : varios

PROCEDENCIA Varios-Varios-Madre de Dios FECHA DE RECEP. LAB ] 15/06/2012

Experim./cultivo ac cacao silvestre FECHA DE REPORTE H 06/07/2012

0.00 [ 22.15 [ 100,00

0205 434 Arc-Lim

METODOS

TEXTURA HDROMETRO

pH POTENCIOMETRO  Suspencion Suelo-Agua relacion 12.5

CONDUC. ELECTRICA CONDUCTIMETRO Suspencion Suelo-Agua relacion 12.5

CARBONATOS GAS - Volumétrico

FOSFORO OLSEN MODIFICADO EXTRACT. NaHCO; =0.5M , pH8.5Esp. Vis

POTASIO OLSEN MODIFICADO EXTRACT. NaHCO; 0.5M o Acetato de Amonio 1N, pH8.5 Esp. Absorcion Atémica

MATERIA ORGANICA WALKLEY y BLACK y sobrelimite por gravimetria (>10%

CALCIO Y MAGNESO EXTRACT. KCI IN 0 Acetato de Amonio IN Esp. Absorcion Atomica

ACIDES INTERC. EXTRACT. KCI IN, Volumetria

Ing. MSc. Luis Zafiga Cernades

Nota: el laboratorio no se responsabilida por la metodologia aplicada para la toma de la muestra del presente reporte Especialista Suelos ICT

La Banda de Shilcayo, 6 de Julio del 2012
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12 06 0172 369 27.90 0.90 <0.5 2.70 <0.4 <10
12 06 0173 370 7.60 0.60 <0.5 1.50 <0.4 <10
12 06 0174 371 16.30 0.80 <0.5 2.20 <0.4 <10
12 06 0175 372 20.80 0.80 0.60 2.10 <0.4 <10
12 | 06 0176 373 29.00 0.90 0.50 2.10 <0.4 <10
12 06 0177 374 25.10 1.00 0.60 2.30 <0.4 <10
12 | 06 0178 376 33.20 1.20 0.60 2.80 <0.4 <10
12 | 06 0179 377 37.10 1.40 2.40 3.60 <0.4 <10
12 [ 06 0180 379 53.10 1.50 1.10 4.60 <0.4 <10
12 | 06 0181 380 10.20 0.90 0.50 3.50 <0.4 <10
12 [ 06 0182 381 23.80 1.00 0.90 4.80 <0.4 <10
12 [ 06 0183 382 23.60 0.90 0.50 8.40 <0.4 <10
12 [ 06 0184 383 11.20 0.90 1.00 3.10 <0.4 <10
12 | 06 0185 384 22.20 0.90 0.90 4.90 <0.4 <10
12 | 06 0186 385 29.60 1.00 2.70 10.00 <0.4 <10

METODOLOGIA :

Fe, Cu,Zny Mn :OLSEN Modificado extrac. NaHCO3 =0.5M , pH8.5y lecturaen Abs. Atomica

BORO : Extraccion/ Espectroscopia UV-Vis (A=555 nm)

AZUFRE : Extraccion / Turbidimetria
12 [ 06 0157 346 30.50 0.70 <0.5 7.90 <04 <10
12 [ 06 0158 347 38.00 1.80 0.50 5.20 <04 <10
12 | 06 0159 348 17.70 0.90 <0.5 2.60 <04 <10
12 1 06 0160 349 18.50 1.00 <0.5 3.10 <04 <10
12 [ 06 0161 352 62.20 1.50 0.60 7.60 <04 <10
12 [ 06 0162 356 46.70 1.60 <0.5 5.20 <04 <10
12 | 06 0163 358 32.50 1.20 0.74 3.60 <04 <10
12 [ 06 0164 359 126.20 1.60 1.20 12.30 <04 <10
12 | 06 0165 360 63.30 1.20 1.00 6.80 <04 <10
12 [ 06 0166 361 96.80 1.30 1.00 10.10 <04 <10
12 [ 06 0167 362 27.10 0.80 0.50 2.80 <04 <10
12 [ 06 0168 363 31.40 0.90 0.60 4.70 <04 <10
12 [ 06 0169 364 22.50 0.70 <0.5 3.00 <04 <10
12 [ 06 0170 366 32.30 0.80 0.60 3.50 <04 <10
12 [ 06 0171 368 37.10 1.10 <0.5 3.10 <04 <10

METODOLOGIA :

Fe,Cu,ZnyMn :OLSEN Modificado extrac. NaHCO3 =0.5M , pH8.5y lecturaen Abs. Atémica
BORO : Extraccion/ Espectroscopia UV-Vis (A=555 nm)
AZUFRE : Extraccion / Turbidimetria
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METODOLOGIA :
Fe, Cu,ZnyMn

BORO
AZUFRE

: Extraccion

:OLSEN M odificado extrac. NaHCO3 =0.5M , pH 8.5y lecturaen Abs. Atdmica
: Extraccion/ Espectroscopia UV-Vis (A=555 nm)
/ Turbidimetria

12 [ 06 0202 424 129.20 1.40 0.60 14.50 <0.4 <10
12 06 0203 425 193.70 0.90 <0.5 14.20 <0.4 <10
12 [ 06 0204 430 80.40 1.00 0.70 36.20 <0.4 <10
12 [ 06 0205 434 47.60 1.60 1.80 32.60 <0.4 <10

METODOLOGIA :
Fe, Cu,Zny Mn

BORO
AZUFRE

: Extraccion

: OLSEN Modificado extrac. NaHCO3 =0.5M , pH8.5y lecturaen Abs. Atomica
: Extraccion/ Espectroscopia UV-Vis (A=555 nm)
/ Turbidimetria
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c. DATOS DE DENSIDAD DE ESPORAS

Esporas
Departamento Zonas Muestra " - . Volumen Total
5 6 4 5.00
347 1 1 0 175 3.89
1 2 1 14.8 6.58
0 1 0 18.2 2.02
348 2 1 2 16.1 8.94
1 1 0 20 4.44
1 1 1 115 3.83
349 1 0 0 18.4 2.04
0 0 0 0 0.00
1 1 2 14.8 6.58
350 1 0 0 147 1.63
1 0 1 23 511
12 10 10 10.67
351 2 2 2 23 15.33
2 3 3 142 12.62
PPA 5 6 5 5.33
Madre de Dios 352 1 0 1 14.5 3.22
0 0 0 0 0.00
5 7 6 6.00
353 6 6 5 5.67
4 5 5 4.67
1 1 1 174 5.80
354 2 2 2 19.3 12.87
2 1 1 19.2 8.53
17 18 15 16.67
355 18 20 19 19.00
3 3 2 19.1 16.98
5 4 4 175 25.28
356 3 4 5 17.6 23.47
4 3 3 20.1 22.33
3 4 3 3.33
HIT 358 1 1 1 1.00
4 4 5 4.33
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155
11.7
17.6
19.5
214

17.5
175
16.2
17.7
18.6

15.3
20.1
7.33
7.33
4.67

6.00
13.14
15.40
3111
35.89
43.07
13.33

3.56

9.44

4.44

0.00

1.97
18.00
16.33
12.83
14.33

9.67
10.33
11.00
13.33

7.42
14.31
15.50

1.30
19.56

8.67
14.27
15.00
1750
23.33

7.20

5.90

2.07

6.67

1.70

4.47

7.33

7.33

4.67
10.67

7.33
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17.6
23
19
18
15.7
17

18.3
20.2
20
18.8
17.2

14
19.7
20.5

22

22

13
19.1
19.3

18

19.2
16

17.00
19.33
11.89
19.89
1.96
7.67
6.33
20.00
34.02
28.33
15.33
26.43
24.69
13.33
12.53
21.02
7.33
23.33
2.19
25.06
17.11
7.33
2.67
7.33
2.33
7.33
5.67
8.33
66.44
4457
55.76
9.00
7.00
6.33
12.00
13.00
16.33
13.00
12.33
55.47
26.67
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18.1
20.6

17
17.8
19
18
153
22.7
15.9
145
18

16.9
17
17.2
14.8
14.9

151
11.9
16.9
16.6
19.5
13.2

16
145
17.5

19
17.5
15.9
19.6
175

16
211

28.16
22.89
533
6.00
10.00
24.56
51.42
50.67
12.00
1.70
12.61
7.07
161
2.00
17.00
16.90
18.89
573
4.93
6.62
10.33
7.33
2.33
11.74
1.32
1.88
11.07
8.67
14.67
9.67
6.67
0.00
16.11
7.78
8.44
21.39
15.90
0.00
77.78
88.89
112.53
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425

430

434

39
10
12

10
10

41.33
15 53.33

17 62.33
6.33
13.6 15.11
13.1 5.82
9.33
9.67
19.5 6.50

d. DATOS DE COLONIZACION DE MICORRIZAS

Conteo intersecciones

NUmero total de

Cadigo ) ) %Colonizacion
intersecciones
ri r2 r3

347 - - - - -

348 15 10 12 52 23.72
349 27 30 28 52 54.49
350 36 35 32 48 71.53
351 24 26 25 38 65.79
352 8 10 8 42 20.63
354 22 24 21 52 42.95
355 24 22 25 52 45,51
356 35 32 33 52 64.10
358 25 21 23 52 44.23
359 36 34 31 52 64.74
360 42 38 40 52 76.92
361 27 24 25 52 48.72
362 35 19 18 52 36.00
363 20 19 23 52 39.74
364 29 31 30 52 57.69
366 28 25 26 52 50.64
368 21 19 23 52 40.38

63



369
370
371
372
373
376
377
379
379
380
381
382
383
383
384
385
386
387
389
390
391
396
400
401
403
406
411
413
415
418
420

27
13
17
25
40
10
39
28
40
32
35
34
24
24
24
36
22
41
31
41
23
28
23
30
35
35
35
44
45
38

29
15
19
28
38
15
37
25
38
29
28
32
21
19
28
39
19
42
37
44
18
31
25
27
37
32
33
46
41
40

26
16
16
26
40
11
38
22
38
31
27
33
34
22
27
35
17
41
34
42
20
29
21
29
39
34
34
42
43
39

52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52

52.56
28.21
33.33
50.64
75.64
23.08
73.08
48.08
74.36
58.97
57.69
63.46
50.64
41.67
50.64
70.51
37.18
79.49
65.38
81.41
39.10
56.41
44.23
55.13
71.15
64.74
65.38
84.62
82.69
75.00
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422
423
424
425
430
434

34
28
37
46
44
21

39
33
38
43
42
23

33
30
35
45
46
21

52
52
52
52
52
45

67.95
58.33
70.51
85.90
84.62
48.15
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