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RESUMEN DEL CONTENIDO EN ESPANOL E INGLES

(Maximo 250 palabras — 1530 caracteres, aplica para resumen en espariol):

En el Laboratorio Nacional de Insumos Agricolas (LANIA) perteneciente al
Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), se hizo la comparacion de dos
metodologias para la identificacién de endomicorrizas y se analiz6 una muestra de
referencia perteneciente a LANIA cuyo proposito fue la demostracion
experimental de la metodologia proporcionada por el ICA. En la comparacion de
metodologias, se utilizaron dos métodos estipulados: el primero desarrollado en el
afio 2017 por el ICA y el segundo método fue proporcionado por la Universidad
Nacional de Colombia (UN) en el afio 2010, cuya finalidad es analizar los
procedimientos de Tincién con azul de Tripan y la separacion e identificacion de
esporas. Para el analisis de la muestra de referencia se utilizé como especie
vegetal Urochloa decumbens (pasto alambre), y tuvo como objetivo analizar la
metodologia dada por el ICA, logrando realizar el andlisis del nimero de
propagulos infectivos por medio del método nimero mas probable (NMP). Al
finalizar la comparacion de los dos métodos se dedujo que tienen un mismo
objetivo, donde los materiales e insumos utilizados no afectan los resultados. Por
otra parte en el método de identificacién y conteo, se logra observar la presencia
de esporas pertenecientes al género Glomus sp. Se logra concluir que con la
implementacion de la metodologia descrita por el ICA, se logré visualizar,
observar e identificar las estructuras tipicas de las micorrizas vesiculo-
arbusculares HMA, pertenecientes a una muestra de referencia enriqueciendo la
viabilidad y la exactitud para trabajar las muestras de bioinsumos agricolas que
ingresan al laboratorio LANIA.

ABSTRACT:

In the National Laboratory of Agricultural Inputs (LANIA) belonging to the
Colombian Agricultural Institute (ICA), a comparison of two methodologies for the
identification of endomicorrizas was made and a reference sample belonging to
LANIA was analyzed whose purpose was the experimental demonstration of the
methodology provided by the ICA. In the comparison of methodologies, two
stipulated methods were used: the first one developed in 2017 by the ICA and the
second method was provided by the National University of Colombia (UN) in 2010,
whose purpose is to analyze the Staining procedures with Tripan blue and the
separation and identification of spores. For the analysis of the reference sample,
Urochloa decumbens (wire grass) was used as a plant species, and aimed to
analyze the methodology given by the ICA, managing to perform the analysis of
the number of infective propagules by means of the most probable number method
(MPN). At the end of the comparison of the two methods it was deduced that they
have the same objective, where the materials and supplies used do not affect the
results. On the other hand, in the identification and counting method, it is possible
to observe the presence of spores belonging to the genus Glomus sp. It is

Calle 14 Avenida 15 Barrio Berlin Facatativa — Cundinamarca
Teléfono (091) 892 07 07 Linea Gratuita 018000376000
www.ucundinamarca.edu.co E-mail: info@ucundinamarca.edu.co

NIT: 890.680.062-2

Documento controlado por el Sistema de Gestion de la Calidad
Asegurese que corresponde a la ultima version consultando el Portal Institucional



i MACROPROCESO DE APOYO CODIGO: AAAri13
PROCESO GESTION APOYO ACADEMICO VERSION: 3

| DESCRIPCION, AUTORIZACION Y LICENCIA DEL | VIGENCIA: 2017-11-16

| REPOSITORIO INSTITUCIONAL PAGINA: 4 de 8

[concluded that with the implementation of the methodology described by the ICA,
it was possible to visualize, observe and identify the typical structures of the HMA
vesicular-arbuscular mycorrhizae, belonging to a reference sample, enriching the
viability and accuracy to work the samples of Agricultural bio-inputs entering the
LANIA laboratory.
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continuaré conservando los correspondientes derechos patrimoniales sin
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colombiana aplicable, el presente es un acuerdo juridico que en ningln caso
conlleva la enajenaciéon de los derechos patrimoniales derivados del régimen del
Derecho de Autor.

De conformidad con lo establecido en el articulo 30 de la Ley 23 de 1982 y el
articulo 11 de la Decisién Andina 351 de 1993, “Los derechos morales sobre el
trabajo son propiedad de los autores”, los cuales son irrenunciables,
imprescriptibles, inembargables e inalienables. En consecuencia, la Universidad de
Cundinamarca estd en la obligacion de RESPETARLOS Y HACERLOS!
RESPETAR, para lo cual tomara las medidas correspondientes para garantizar su
observancia.
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Informacion Confidencial:

Esta Tesis, Trabajo de Grado o Pasantia, contiene informacion privilegiada,
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investigacion y, en general, contenidos es de mi (nuestro) competencia exclusiva,
eximiendo de toda responsabilidad a la Universidad de Cundinamarca por tales
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e) En todo caso la Universidad de Cundinamarca se compromete a indicar siempre
la autoria incluyendo el nombre del autor y la fecha de publicacion.

f) Los titulares autorizan a la Universidad para incluir la obra en los indices vy
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l. RESUMEN

En el Laboratorio Nacional de Insumos Agricolas (LANIA) perteneciente al Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA), se hizo la comparacion de dos metodologias para la
identificacion de endomicorrizas y se analizdé una muestra de referencia perteneciente a LANIA
cuyo proposito fue la demostracion experimental de la metodologia proporcionada por el ICA.
En la comparacion de metodologias, se utilizaron dos métodos estipulados: el primero
desarrollado en el afio 2017 por el ICA y el segundo método fue proporcionado por la
Universidad Nacional de Colombia (UN) en el afio 2010, cuya finalidad es analizar los
procedimientos de Tincion con azul de Tripan y la separacion e identificacion de esporas. Para el
andlisis de la muestra de referencia se utilizd como especie vegetal Urochloa decumbens (pasto
alambre), y tuvo como objetivo analizar la metodologia dada por el ICA, logrando realizar el
andlisis del numero de propéagulos infectivos por medio del método nimero mas probable
(NMP). Al finalizar la comparacion de los dos métodos se dedujo que tienen un mismo
objetivo, donde los materiales e insumos utilizados no afectan los resultados. Por otra parte en el
método de identificacion y conteo, se logra observar la presencia de esporas pertenecientes al
género Glomus sp. Se logra concluir que con la implementacién de la metodologia descrita por
el ICA, se logrd visualizar, observar e identificar las estructuras tipicas de las micorrizas
vesiculo-arbusculares HMA, pertenecientes a una muestra de referencia enriqueciendo la
viabilidad y la exactitud para trabajar las muestras de bioinsumos agricolas que ingresan al

laboratorio LANIA.

Palabras clave: Colombia, Endomicorrizas, ICA, Micorrizas, Urochloa decumbens.



1. ABSTRACT

In the National Laboratory of Agricultural Inputs (LANIA) belonging to the Colombian
Agricultural Institute (ICA), a comparison of two methodologies for the identification of
endomicorrizas was made and a reference sample belonging to LANIA was analyzed whose
purpose was the experimental demonstration of the methodology provided by the ICA. In the
comparison of methodologies, two stipulated methods were used: the first one developed in 2017
by the ICA and the second method was provided by the National University of Colombia (UN)
in 2010, whose purpose is to analyze the Staining procedures with Tripan blue and the separation
and identification of spores. For the analysis of the reference sample, Urochloa decumbens (wire
grass) was used as a plant species, and aimed to analyze the methodology given by the ICA,
managing to perform the analysis of the number of infective propagules by means of the most
probable number method (MPN). At the end of the comparison of the two methods it was
deduced that they have the same objective, where the materials and supplies used do not affect
the results. On the other hand, in the identification and counting method, it is possible to observe
the presence of spores belonging to the genus Glomus sp. It is concluded that with the
implementation of the methodology described by the ICA, it was possible to visualize, observe
and identify the typical structures of the HMA vesicular-arbuscular mycorrhizae, belonging to a
reference sample, enriching the viability and accuracy to work the samples of Agricultural bio-

inputs entering the LANIA laboratory.

Keywords: Colombia, Endomicorrizas, ICA, Micorrizas, Urochloa decumbens.




1. INTRODUCCION

El aumento de la produccion agricola en Colombia juega un papel fundamental en la
contribucion a la economia y desarrollo del pais. En este ambito el sector agricola promueve la
generacion de empleo, reduccién de pobreza, proporciona una mejor calidad de vida al sector
rural y urbano, siendo el principal factor predominante en la seguridad y soberania alimentaria.

Sin embargo este sector conlleva y genera diversas probleméaticas en ambitos relacionados
con los recursos naturales y medio ambiente, en estos aspectos abunda el mal uso del suelo,
afectacion de recursos hidricos, sobre explotacion de recursos naturales, contribucion al cambio
climatico y degradacion del suelo. Estas probleméticas han aumentado debido al mal uso de las
diversas técnicas agricolas, el elevado consumo de productos inorganicos de procedencia
quimica, la produccion a gran escala de monocultivos y la falta de asistencia técnica, generando
impactos negativos en el medio ambiente (Perfetti, Balcazar, Herndndez & Leibovich 2012).

A causa de los dafios generados al medio ambiente, se han establecido diversas estrategias
que minimicen la utilizacién de productos quimicos, los bioinsumos agricolas surgen como una
alternativa cuya importancia radica en la disminucién de plagas y enfermedades, mejorando a su
vez la fertilidad del suelo promoviendo asi una agricultura sostenible y sustentable (Aristizabal,
2013).

De este modo surgen los bioinsumos agricolas, estos se derivan de la combinacion de
sustancias de origen bioldgico o natural, cuyo propésito es disminuir la infestacion de plagas y
enfermedades, contribuir a una fertilizacion mas sostenible y amigable con los recursos naturales
y mejorar la productividad de los cultivos (ICA, 2011).

Finalizando logramos destacar la importancia de los bioinsumos como un eje positivo en la

agricultura, destacando la interaccion simbiotica de hongos micorrizicos arbusculares con el



sistema radicular de las plantas, cumpliendo un papel fundamental en el crecimiento y desarrollo

de estas (Mojica et al., 2014),



IV. OBJETIVOS

a. General
Comparar dos metodologias para identificacion de endomicorrizas en bioinsumos agricolas

en una especie vegetal en el Instituto Colombiano Agropecuario Mosquera Cundinamarca.

b. Especificos

Realizar la comparacion de tres procedimientos para la identificacion de endomicorrizas.

Cuantificar los propagulos infectivos de micorrizas, mediante la metodologia del (NMP),
identificacion y enumeracion de esporas en la especie Urochloa decumbens por el método
descrito por el ICA.

Analizar los datos obtenidos a partir de la tabla descrita por Fisher y Yates (1970).



V. MARCO DE REFERENCIA

1. Marco conceptual

a. Micorrizas
Las micorrizas son una asociacion simbiotica entre las raices de plantas vasculares y hongos
del suelo, Generalmente estos hongos necesitan de la plantas para la captacion de carbono y
energia entregando los nutrientes y minerales no méviles como el Fosforo (P). Estos hongos a la
vez tienen la capacidad de brindar sustancias reguladoras de crecimiento y la captacion de

Nitrogeno (N) por medio de bacterias fijadoras (Blancol & Salas , 1997).

b. Arbusculos
Se clasifican como estructuras caracteristicas de la simbiosis, donde se genera un intercambio
de nutrientes entre las plantas y los hongos. Realizando la planta un intercambio de
carbohidratos, mientras el hongo le induce cambio de nutrientes con iones de fosfatos (Sainz,

2005).

c. Vesiculas
Algunos géneros de hongos micorrizicos tienen la capacidad de formar vesiculas, las cuales
estan principalmente compuestas por lipidos y se encuentran intercelularmente en la corteza de la
raiz, las vesiculas son definidas como reservorios de nutrientes para los hongos (Gomez,

Portugal, Arriaga, & Contreras 2007).



d. Endomicorrizas
El proceso de colonizacién es realizado intercelularmente, por lo que su identificacion no se
observa a simple vista. En este proceso las hifas ingresan entre las células de las raices, para
posteriormente penetrar en el interior de estas, donde se llevara a cabo la formacion de vesiculas
0 arbusculos. Generalmente estas micorrizas se encuentran en asociacion con las gramineas

(Roman & De Miguel, 2000).

2. Marco tedrico

a. Microorganismos

Microscopicamente el suelo esta constituido por diferentes organismos, cuyas diferencias se
basan en los tamafios, morfologia, division celular, grupos y procesos que desempefian de
manera indirecta y directa en la movilizacion y asimilacion de nutrientes para las especies
vegetales, junto con la formacion de algunas estructuras del suelo (Garzon, 2015).

Dichos procesos realizados por los microorganismos han sido basados en procesos
biotecnoldgicos como lo es la formacion de farmacéuticos y el funcionamiento de los
ecosistemas, demostrando una disminucion en las pérdidas econdmicas en diferentes sectores
tales como la agricultura. Sin embargo algunos organismos vivos presentes en la microbiota del
suelo pueden llegar a causar enfermedades, que al no ser controladas aumentan el umbral de
dafio econémico (UDE), identificado como el punto maximo de perdida que puede generar una
poblacion (Pedigo, S.f).

La diversidad microbiana es muy amplia, pero muy poco investigada, Cavalier (2004)
afirmo... “Aun cuando se estima que s6lo se conoce el 3% de los microorganismos y que pocos
se han estudiado con profundidad, resulta sorprendente su diversidad en relacion con la variedad

de plantas y animales”, justificando la importancia del estudio de estos organismo para la



ampliacion histérica y su aplicaciébn a campos experimentales de accion positiva frente al

ambiente, la biotecnologia, los animales y los humanos.

b. Clasificacion de los microorganismos

Gamboa, Heredia, Reyes , & Garcia (S.f) demostraron que hay aproximadamente 11.000 sp.,
de bacterias y entre 10.000 sp., de hongos filamentosos y levaduras, (Asociacion Espafiola de
Fabricantes de Agro Nutrientes, 2017) afirmd que: Hay diversos grupos de organismos como las
bacterias, cianobacterias, micro algas, protozoos, levaduras y hongos filamentosos, también
podemos incluir a los virus, aungque no son considerados seres vivos por muchos investigadores,
pero tienen determinadas aplicaciones en la agricultura, como en la elaboracién de fertilizantes,
descomposicion de materia organica o productos fitosanitarios.

La composicion de la microbiota del suelo con la presencia de organismos vivos radica
fundamentalmente en la descomposicién de materia organica por medio de la presencia de
hongos y bacterias que ayudan a liberar diferentes nutrientes como carbono, nitrégeno, foésforo
etc., dejandolos disponibles para que las plantas realicen procesos de absorcion (Montafio, et al.,
2010).

Este desarrollo se realiza de manera directa mediante el sistema radicular de las especies
vegetales o indirectamente con microorganismos que son capaces de realizar simbiosis en las
raices conocidos como (hongos formadores de micorrizas); cuyo prop6sito se basa en la accién
mutualista que pueden llegar a tener los organismos, realizando un beneficio mutuo en los
procesos de desarrollo. (Perez, Montes & Rojas, 2011).

Suarez & Moreno (2010) recalcaron que hace mas de 25 afios, se distinguid la aplicacion de
enmiendas organicas, cuyos resultados en los procesos de descomposicion realizado por los

microorganismos, tiene como finalidad llegar a tener efectos positivos sobre enfermedades



causadas por patdgenos e incluso en la presencia de plagas, logrando brindar defensas y mayor

cantidad de nutrientes a las plantas.

c. Microorganismos promotores del crecimiento de las plantas (PGPR)

El avance de la tecnologia ha permitido introducir organismos bioldgicos que han logrado
demostrar una relacion directamente relacionada con la rizosfera y el sistema radicular de las
plantas, como por ejemplo organismos capaces de fijar nitrogeno, produccion de &cidos
organicos y la solubilizacion de algunos elementos quimicos (Puente, Garcia, Rubio & Perticari,
2010).

Segun Gonzales & Fuentes (2017), las interacciones que realizan los hongos formadores de
micorrizas arbusculares como promotores de crecimiento vegetal y hongos del genero
Trichoderma, pueden llegar a ejercer beneficios en los procesos de crecimiento y productividad
de las plantas, estos actualmente estan catalogados como agentes de control biolégico cuya
funcion estd ampliamente ligada a los factores bidticos, como la composicion del suelo y el

reconocimiento de la planta frente a los microorganismos.

d. Micorrizas
El botanico francés Albert Bernhard Frank en 1885, observo, describié y bautizo las
micorrizas, mediante la identificacion de estos microorganismo en diferentes arboles frutales,
describiéndolos como estructuras resultantes de la asociacion simbidtica del micelio de un hongo
y el sistema radicular de las plantas, dicho proceso “simbiosis”, es fundamental en el desarrollo
y establecimiento de ecosistemas, ya que si se generan cambios biofisicos internos en el suelo, se
vera afectada la densidad de las micorrizas pero las esporas suelen quedar latentes (Diaz, et al.,

2016).



Razo6n por la se ha logrado demostrar que la presencia de estos hongos en el suelo se ven
influenciados por: la composicion quimica, humedad y estructura, correlaciondndolos en los
procesos de distribucion de estos hongos, siendo asi Martinez & Pugnaire (2009) indicaron que
el Nitrogeno (N), es uno de los elementos que ha demostrado mayor distribucion en las
comunidades de HMA, teniendo como base que las plantas que suelen componer una comunidad
vegetal estan relacionadas directamente ya que dependen de las micorrizas, teniendo aspectos
positivos en los procesos de simbiosis donde ambos organismos se benefician y negativa donde
una especie HMA pueda aportar el méximo beneficio a una especie de dicha comunidad vegetal
pero puede mostrar un mejor desarrollo al realizar simbiosis con otra especie diferente,
produciendo asi un beneficio en el ciclo manteniendo la diversidad ecosisétmica.

Lo anterior concuerda con lo expuesto por (Milller & Fitzsimons, 2008) quienes demostraron
en sus investigaciones al probar 3 nichos descritos como: especie de composicion de plantas,
historial de perturbaciones y la composicion quimica del suelo, las cuales se compararon con las
comunidades de las micorrizas, donde dedujeron que cada una de las variables se relacion6
significativamente con el cambio de la comunidad.

Para lograr evaluar las diferentes relaciones de las HMA con las especies vegetales y cudl es
su grado de colonizacion, se realizan por medio de ensayos de identificacion, mediante la
observaciéon microscépica del micelio y la descripcidn taxondmica de las esporas presentes en el
suelo, para la parte radicular de las plantas se basa en procesos de tincion y decoloracion con el

fin de cuantificar el porcentaje de colonizacion (Martinez & Pugnaire, 2009).

e. Clasificacion de micorrizas arbusculares (HMA)
Actualmente los estudios taxonémicos de estos hongos se han basado en la morfologia y la

apariencia de las esporas. La identificacion de géneros y familias se han basado principalmente



en la union de las hifas de los hongos y el modo en que estas forman las esporas. (Perez et al.,
2011) realiz6 estudios sobre el aislamiento y el porcentaje de colonizacién de hongos formadores
de micorrizas en la rizosfera del pasto (Dichanthium aristatum), en el municipio de Tolu-
Colombia donde obtuvo como resultado que aproximadamente el 92% de las especies
encontradas pertenecian a las caracteristicas de HMA del género Glomus sp., el 4% al género
Gigaspora sp., Y el 4% restante a Paraglomus sp., en total se encontraron 25 morfo tipos.
(Ramos, Marrufo, Guadarrama, & Carrillo, S.f), citaron la clasificacién donde se demuestra
que hay nueve familias de hongos micorrizdgenos y aproximadamente 200 especies en todo el

mundo (Ver tablal).

Tabla 1. Clasificacion de Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares.

Orden Familia Género
Glomerales Glomeraceae Glomus
Gigasporaceae Gigaspora
Scuteliospora
Acaulosporaceae Acaulosporg
Diversisporales Kuklosporg
Entrophosporaceae ntroph 3
Pacisporaceae Pacispora
Diversisporaceae Vers!
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus
Geosiphonaceae iwhon
Archaeosporales Archaeosporaceae Archaespora
Intraspora

Fuente: (Ramos, Marrufo, Guadarrama & Carrillo, S.f ). Recuperado de:
https://www.cicy.mx/Documentos/CICY/Sitios/Biodiversidad/pdfs/Cap4/07%20Hongo
s%20micorrozicos.pdf



f. Ciclo de vida

Las micorrizas arbusculares se originan a partir de hifas que pueden existir en el suelo, estas
se pueden evidenciar en restos del sistema radicular que hayan sido colonizados y por otro lado
la existencia de esporas micorrizicas maduras. Cuando las hifas presentes en el suelo logran tener
contacto con células epidérmicas de las raices de las plantas hospederas, realizan el proceso de
penetracion formando un apresorio (modificacion de las hifas para la infeccion de una célula
epidérmica del huésped), el cual atraviesa el espacio intercelular, formando arbusculos y
logrando producir un desarrollo de micelio externo el cual se encarga de la captacion de
nutrientes y la formacion de esporas maduras que dan por terminado el ciclo (Leon, 2006).

(Barrer, 2009) Explica que los hongos micorrizicos se caracterizan por tener dos procesos de
crecimiento intracelular e intercelular, donde se logran formar dos tipos de estructuras, como las
vesiculas (Estructuras de almacenamiento que se forman en la parte terminal de las hifas) y los
arbusculos (Hifas que se caracterizan por una division dicotomicamente, con periodo de vida
muy corto), teniendo en cuenta que algunos géneros como Gigaspora sp., producen células
auxiliares en vez de vesiculas. Cuando las plantas son colonizadas por las micorrizas HMA, el
hongo logra transmitir sefiales a la planta y produciendo cambios fisioldgicos y bioquimicos que
hacen que el hospedero emita compuestos volatiles los cuales intervienen en el crecimiento de

las hifas.



g. Clasificacion de las micorrizas

Ectomicorrizas: Se caracterizan por desarrollar el micelio sobre la parte cortical de las raices,
sin el proceso de penetracion a las células. Esta clasificacion se encuentra asociadas con plantas
forestales y lefiosas. El porcentaje de estas especies capaces de realizar simbiosis con estas
micorrizas es muy bajo. La visualizacion de estas se facilita porque la raiz produce un cambio
morfolégico (Roman & De Miguel , 2000).

Endomicorrizas: El proceso de colonizacion es intercelularmente, por lo que su
identificacion no se observa a simple vista. En este proceso las hifas ingresan entre las células de
las raices, para posteriormente penetrar en el interior de estas, donde se llevara a cabo la
formacion de vesiculas o arbusculos. Generalmente estas micorrizas se encuentran en asociacion
con gramineas. (Roman & De Miguel , 2000) Afirman que en este proceso no se producen
cambios morfologicos en las raices, por lo que se es necesario realizar decoloracion y tinciones,
con el fin de lograr observar la presencia de esporas dentro de las células.

(Noda, 2009) describio que los arbusculos que presenta esta clasificacion se basan por
presentar estructuras altamente ramificadas, cuya funcion radica en la transferencia de nutrientes
desde el suelo hacia la planta huésped, mientras las hifas son estructuras que se van a localizar y
a extender varios centimetros por fuera de la raiz, con el fin de aumentar la absorcion de los
mismos.

Ectendomicorrizas: El proceso que realizan estas micorrizas se encuentra intermedio en las
endomicorrizas y Ectomicorrizas, ya que estas tienen la capacidad de establecerse en la parte
externa y también ejercer el proceso de penetracion intercelular. La diferencia es que durante el
proceso no hay formaciones vesiculas ni arbusculos, tanto asi que su utilizacion es restringida

(Roman & De Miguel , 2000).



h. Clasificacion de las hifas de las HMA

Hifas efectivas: Son aquellas que inician el proceso de colonizacion en una o varias raices
Hifas absorbentes: Exploran el suelo para la extraccion de nutrientes

Hifas fértiles: Son aquellas que llevan las esporas.

i. Tipos morfologicos de colonizacion de las micorrizas
Tipo arum: Crecimiento intercelular de hifas y formacion de arbusculos en las células
corticales de la raiz, ilustracion 1.
llustracién 1. Simbiosis planta- hongo

a) Tipo Arum

P

Fuente: de: (Barrer, 2009).
Recuperado de: http://www:.scielo.org.co/pdf/bsaa/v7nl/v7nlal4.pdf



e Tipo paris: Crecimiento intracelular y los arbusculos forman un enrollamiento cuando se

encuentran dentro de las células, ilustracion 2.

llustracién 2. Simbiosis planta- hongo.

b) Tipo Paris

Fuente: de: (Barrer, 2009). Recuperado de:
http://www.scielo.org.co/pdf/bsaa/v7nl/v7nlal4d.pdf

j. Importancia de los HMA en la agricultura
(Noda , 2009) Explico que la presencia de micorrizas en especies frutales estad altamente
ligada a los procesos de absorcion de nutrientes hacia la planta huésped, alta produccién de
hormonas y mayor concentracion de clorofila. En Colombia se han identificado limitantes en los
procesos de produccion sostenible y eficiente de especies vegetales; razén por la cual se han

venido utilizando la aplicacién de biofertilizantes en la agricultura obteniendo un amplio



espectro en la capacidad de retencion y absorcion de nutrientes dentro de las plantas
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2015).

Por otro lado Barea & Azcon (2018), describieron que las micorrizas aparte de ayudar a
incrementar la absorcion de nutrientes en las plantas, tienen la capacidad de realizar activacion
de mecanismos defensivos tanto radicularmente como en la parte aérea de estas (Ver ilustracion
3). Los fendmenos de sequia y salinidad en el suelo han sido otro limitante en donde la planta
entra en un proceso de estres tanto hidrico como fisiologico, razon por la cual esta tiene que
soportar condiciones adversas para no estancar los procesos de productividad; una de las
estrategias planteadas por el autor esta enfocada en la formacién de micorrizas, pues estudios
realizados por (Barea et al., 2018) describen que las HMA han tenido la capacidad de mejorar
la produccion en zonas afectadas por condiciones adversas.

Los ecosistemas semi-aridos se caracterizan por presentar extensas temporadas de sequia
durante todo el afio, siendo asi una consecuencia negativa en los procesos de desarrollo de las
especies vegetales, razon por la cual los organismos que viven en estos ecosistemas han
desarrollado alternativas de supervivencia para soportar condiciones de estrés hidrico, basadas en
la capacidad de generar interacciones de las comunidades vegetales con las HMA, las cuales
estan presentes en suelos aridos tienen la capacidad de captar de manera mas eficaz los
nutrientes y el agua en condiciones de sequia ayudando a las plantas a superar las condiciones

adversas (Martinez et al., 2009).



llustracién 3. Significado y aplicacion de micorrizas en la agricultura.
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Fuente: (Barea et al., 2018).

k. Urochloa decumbens
Es una graminea perenne originaria de Africa tropical, importante en la alimentacion de
bovinos ya que presenta buena produccién de forraje y a la vez contiene altos porcentajes de
nutrientes; por otro lado, es una de las especies que resiste sequias, conteniendo su vigor y
rusticidad. En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas se puede recalcar que su crecimiento es
rastrero, presenta hojas pubescentes y medianas lanceoladas. EI manejo que se le da a esta
especie puede ser para pastoreo, para corte o para ensilaje, mostrando una altura de 30 a 100 cm

(Olivera, Machado & Del pozo, 2006).

Urochloa decumbens ha sido catalogada como una especie que tiene capacidad de

dependencia micorrizica del 80%, lo cual influye en la mayor capacidad en toma de nutrientes,



minerales y agua, dejandolos disponibles para la especie. Durante varios afios se han trabajado
estudios de inoculacion de las HMA en este pasto, logrando obtener pastizales de alto contenido
de nutrientes y materia seca, ahorrando la aplicacion de fertilizantes. Como por ejemplo el
estudio realizado por (Rivera, Fernandez, & Rodriguez, 2010), donde explican que al inocular
HMA Glomus hoi-like en Urochloa decumbens realizando muestreos a los 30, 60,90 y 120 dias
después de la siembra, tomaron el sistema radicular a dos profundidades diferentes (0-10 y 10-20
cm), determinando también el nimero de esporas y porcentaje de colonizacion. Obteniendo
como resultados aumento en la masa seca radicular en la profundidad de 0-10cm pasados los 90
dias, llegaron a pesar 0.84 kg/ metro cuadrado, mientras que en la profundidad de 10-20 cm no se
presentaron diferencias significativas en los dias de muestreos con un valor de 0.11kg/ metro
cuadrado. Por lo que los autores dedujeron que los volumenes del sistema radicular de Urochloa
decumbens en la profundidad de 0-10 cm es mayor, ya que segun investigaciones el 80% de las

HMA se encuentran en los primeros 10 cm de profundidad.

I.  NUmero mas probable
Estimacién de densidades poblacionales, basandose en determinar la ausencia o presencia en
replicas a partir de diluciones en muestras de microorganismos que puede contener el suelo,
teniendo la capacidad de estimar el tamafio de las poblaciones (Soler, 2006).
Bagyaraj & Sturmer (S.f) describieron que el método del nimero mas probable, se basa
principalmente en el nimero de propagalos infectivos que pueden presentarse en diferentes

suelos a partir de una serie de diluciones, donde se estima la presencia o ausencia de micorrizas.



VI. PROCEDIMIENTO

+ Separacion de esporas:

Se pesaron 10 gramos de la muestra de referencia (Realizando 4 réplicas del mismo),
aforando con agua corriente a 1000 ml en un Erlenmeyer, posteriormente se procedio a realizar
agitacion constante durante 30 minutos, dejando reposar las muestras. Pasados cinco (5) minutos,
se deposito la muestra en los tamices de 35y 38 Micrometros, realizando enjuagues con agua
corriente hasta obtener la separacion maxima de particulas.

La muestra obtenida en el tamiz de menor tamafo, se traspasé en cuatro tubos falcon 15
mililitros de la muestra obtenida, adicionando a cada uno 20 mililitros de sacarosa al 80% con
ayuda de una jeringa especial para micorrizas la cual se introdujo hasta el fondo de la muestra.

Posteriormente se llevo a centrifugar por 20 minutos a 1500 rpm, presentando la formacion
de tres capas como se observa en la ilustracion 8 y 9 en el anexo 1.

, de las cuales se extrajo la capa central (suspension de esporas), colocandolas sobre el tamiz
de 38 mmy realizando varios enjuagues con agua corriente.

La muestra obtenida de los enjuagues se colocO sobre el papel filtro donde se realiz6 una
cuadricula con 8 cuadrantes, colocidndolo sobre un embudo de vidrio soportado en un
Erlenmeyer de 2000 ml y se dejo filtrar por 15 minutos.

Posteriormente se procedio a colocar la cuadricula sobre una caja de Petri realizando la
visualizacion en el estereoscopio, realizando el conteo de esporas con un contador manual (ICA,

2019, p.8-9).



+ Montaje e identificacion de las esporas:

Posterior a la visualizacion en el estereoscopio, se procedio a separar las esporas presentes en
la cuadricula, las cuales se colocaron sobre una lamina, que estaba dividida en dos fracciones: La
primera se baso en la aplicacion de la mezcla Melzer + Poli- Vinilico (PVGL) el cual genera una
coloracion amarillenta y la segunda se dejo suspendida en PVGL. Seguidamente se realizo la
visualizacion microscopica, con el fin de identificar el género observando la forma, nimero de

paredes, textura, tamafo y color.



Diagrama de flujo:

—

Separacion y conteo de
esporas.

Pesar 10g de la muestra a evaluar en

un Erlenmeyer de 1000 ml.

Aforar con agua corriente hasta el
volumen.

Homogeneizar la solucion en un

agitador orbital a 215 rpm por 30
minutos

Depositar la muestra en tubos para
centrifuga (Falcon), adicionando 20
ml de sacarosa al 80% con una
jeringa.

Dejar reposar la muestra por 5
minutos y alistar los tamices de
mayor a menor Vvertiendo la
muestra.

Retirar el tamiz superior y realizar
varios enjuagues a la muestra que
quedo6 suspendida en el tamiz de 30
Mm.

Centrifugar a 1500 rpm, durante 10
minutos y observar la formacion de 3
capas donde en la parte intermedia se
encuentran suspendidas las esporas.

Con una manguera retirar la capa
intermedia y depositarla en el
tamiz de 38 Mm, realizando varios
enjuagues con agua corriente con
el fin de remover el azucar de la
superficie de las esporas

Realizar el conteo en
estereoscopio de esporas en
cada replica y promediar los
resultados obtenidos

Colocar la porcién de muestra
lavada de cada replica sobre un
papel filtro Wathman N° 40, el
cual sera demarcado en 8 partes




+ Metodologia NMP

El ensayo se realizara bajo condiciones de invernadero, registrando datos de temperatura y
humedad semanalmente mediante un higrotermémetro.

Procedimiento:

Realizar la preparacion de tres sustratos:

Tabla 2, Tabla 2, Preparacion de sustratos.

Sustrato A 1 kg de la muestra de referencia.

4 kg de suelo homogenizado seco y tamizado en 0.5

Sustrato B cm.

Sustrato C 11 kg de suelo homogenizado.

Fuente: “Método analitico: Cuantificacion de propagulos infectivos de micorrizas utilizando el método
NMP”, ICA 2018, p. 4-9.

A partir de la preparacion de la tabla 1, se realizaran diluciones en base cuatro (4), cada una con
cinco (5) repeticiones, depositando en los recipientes o materas las siguientes cantidades:

Tabla 3, Tabla 3, Preparacion de diluciones en base 4.

Dilucion 40 4-1 42 43 44 4-5 4-6 477 48 479

150g 85 g A 85 g 85¢ 85¢ 85¢ 85¢ 85¢ 85 g 85¢g

Cantidad de | C+ +255g B 471+ 472+ 473 + 47% + 475+ 476 + 477+ 4784

sustrato. 50g A (mezclar) 255g 2559 2559 2659 2559 255g 255g 255¢g
: B B B B B B B B

Sobrante 5¢ 5¢ 5¢ 5¢ 5¢ 5¢ 5¢ 5¢ 5¢ 5¢

Fuente: “Método analitico: Cuantificacion de propagulos infectivos de micorrizas utilizando el método
NMP”, ICA 2018, p. 4-9.



Posteriormente se humedecera cada una de las réplicas y se sembraran 10 semillas de la

especie vegetal (Brachiaria decumbens) por cada replica.

Pasadas 4 semanas se realizara la cosecha de las plantas, enjuagando con agua corriente el

sistema radicular obtenido en las réplicas, para proceder a la tincidn de la siguiente manera:

Tabla 4, Tabla 4, Tincion azul de Tripano.

Temperatura
Decoloracion 10% 10 minutos ambiente
H202
Alcalinizacion 10% 10-30 minutos Bafio de Maria 80-
KOH 90°C
Temperatura
Acidificacion 10% 8-15 minutos ambiente (Agitacion
HCI constante)
Coloracion Bafio de Maria 80-
Azul de Tripano | 10 % 10 Minutos 90°C

+ Agua

Porcentaje de
colonizacién

Raices tefiidas en
fragmentos de
2cm

Fuente: ICA, ICA, (2018, julio). Método analitico: Cuantificacion de propagulos infectivos de
micorrizas utilizando el método NMP (4-9).

Andlisis:

Para cada una de las diluciones y sus respectivas replicas se realizé el conteo de las raices

positivas para aquellas que contienen infeccion y negativas para el caso contrario, Estos

resultados seran obtenidos por medio de la formula descrita por (Fisher &Yates, 1970) (Ver

anexo 2).

+ Log=x.Loga-k




Donde:

X = nimero de macetas colonizados / nimero de repeticiones por dilucién.

y = (s) — x. (Esta variable se requiere para hallar K en la tabla de Fisher)

a = factor de dilucion

k = se encuentra en la tabla VIl de Fisher y Yates (1970), Anexo 1. Y determina el valor de

x 0y. Si x> 2,5 o alternativamente y >3,5, el valor de K aplicado es 0,552.

s= Numero de niveles de dilucion.

Los resultados obtenidos seran descritos como nimero de propagulos infectivos en 100

gramos de suelo seco.

+ Limites con el 95% de confianza de Q superior e inferior:

S

(n+3)

logs.izlogné—[ * 1.645]

S =0,2011/2 para la cuadruple dilucion.
n = namero de réplicas por dilucion.

z = 1,645 para el 95% de probabilidad.



Diagrama de flujo:

NUMERO MAS PROBABLE.
V/

Realizar la preparacion de

l

Sustrato A: 1 Kg de la muestra de referencia

Sustrato B: 4 Kg de suelo homogenizado
seco y tamizado en 0.5 cm

Sustrato C: 11 Kg de suelo homogenizado.

V

A partir de la preparacion de los sustratos se
realizaran: diluciones en base cuatro (4) cada
una con cinco (5) repeticiones.

—

En cada recipiente  debidamente
marcado con el nimero de diluciones y
la réplica, se colocan 150 gramos del
sustrato C.

Posteriormente se colocan 50

gramos de cada dilucion en los |«

respectivos tratamientos

\’

Realizar la siembra de 10 semillas de
Urochloa  decumbens  por cada
réplica, se deben tomar temperatura y
humedad semanalmente.

Para la primera dilucion 4° se colocan
50 gramos del sustrato A sobre el
sustrato C.

Para las siguientes diluciones se toman 85
gramos del sustrato A + 255 gramos de
sustrato B, realizando agitaciones para
homogenizar bien los sustratos.

Pasadas 7 semanas se realiza la cosecha de
cada una de las diluciones realizadas y se
procede a realizar la coloracion con azul de
tripano al 10%.

Realizar el conteo de las raices positivas para
aquellas que contienen infeccion y negativas
para el caso contrario, Estos resultados seran
obtenidos por medio de la formula descrita
por (Fisher & Yates 1970).



a. Comparacion de metodologias:

VII.

RESULTADOS

Al realizar la comparacion de los dos métodos estipulados se logrd identificar que

diferencias de estos, radico principalmente en la aplicacion de lacto glicerol o lacto-glicerol en la
parte final del proceso de tincion, por otra parte los procesos de decoloracion, alcalinizacion y

acidificacion a pesar que los tiempos son de rangos diferentes muestran la misma efectividad en

los procesos de observacién como se observa en la tabla 5.

Tabla 5, Tabla 5. Comparacion de métodos de tincion de tripano para la observacion de

porcentaje de colonizacién de HMA.

Metodologia Tincion azul de tripano.
Decoloracion Si se requiere -
H202 10%
Alcalinizacién Hasta que las Bafio de
KOH 10%  raices e maria
tornen 60-90°C
transparentes.
UNAL Acidificacion
HCI 10% 2 minutos Temperatura
ambiente
Coloracién
Azul de
Tripano +(0.05% 5-10 Bafo de
Glicerol 0 minutos Maria.
lacto glicerol
Raices
Porcentaje de teflidas en
colonizacion fragmentos

delcm




Decoloracion 10 Temperatura
H202 10%  minutos ambiente
Alcalinizacién Bario de
KOH 10%  10-30 Maria 80-
minutos 90°C
Temperatura
ICA Acidificacion 10%  8-15 ambiente
HCI minutos (Agitacion
constante)
Coloracion 10 Bario de
Azul de Tripano minutos Maria 80-
+ Agua 0.05% 90°C
Raices
Porcentaje  de teflidas en
colonizacion fragmentos
de 2cm
Fuente: “Método separacion y conteo de esporas”
(Sanchez, et al., 2010), p. 1-4. Recuperado de:

file://IC:/Users/lina.rada/Downloads/SnchezdePrageretal.2010.pdf

Para corroborar que la implementacion de Lacto glicerol o glicerol en la preparacién del

colorante como parte final del proceso de tincion, se realizé el ensayo con pasto Urochloa

pinacoides, implementando las dos metodologias propuestas, donde se logré observar que al

momento de terminar la coloracién, las raices tefidas con el método de la Universidad Nacional

mostraron gran concentracion del colorante a pesar de realizar los enjuagues estipulados, pero no

influy6 en la observacion microscépica logrando identificar intraradicularmente la presencia o

ausencia de estructuras micorrizicas; mientras que en la metodologia ICA, se logro identificar

que a pesar que las raices no mostraran mayor concentracion de colorante, en el proceso de

observacién se logrd identificar caracteristicas de micorrizas como se puede estimar en las

ilustraciones 4-5.




llustracion 4, Tincion azul de tripano, UNAL.

Tincion azul de tripano UNAL.

A: Proceso final coloracion radicular control positivo; b: Montaje sistema radicular 2cm; c¢: Observacion
microscdpica 10x; d: Coloracion control negativo.
Fuente: Lépez 1., (2019).

llustracion 5, Tincion azul de tripano, Instituto Colombiano Agropecuario.

Tincion azul de tripano ICA.

A: Proceso final coloracion radicular control positivo; b: Montaje sistema radicular 2cm; c¢: Observacion
microscopica 10x; d: Coloracién control negativo.
Fuente: Lopez 1., (2019).



+ Separacion y enumeracién de esporas:

En la comparacion realizada de los dos métodos se logré observar que no existe mayor

diferencia en el procedimiento de separacion y enumeracion de esporas, siendo asi que la

cantidad de muestra y la aplicacion de sacarosa influyen directamente en la cantidad exacta de

sacarosa que se debe aplicar.

Tabla 6, Comparacién métodos de separacién de esporas.

UNAL

ICA

e Pesar de 20 gramos de suelo, el
cual se debe colocar en una serie
de tamices en tamafios de poro
450~500 pm — 120 pm y 40 pm.

e Posteriormente con agua corriente
se realiza un lavado con el fin de
obtener en el ultimo tamiz la
mayor separacion de particulas.

e La muestra final se coloca en
tubos de 50 ml, agregandole 40 ml
de sacarosa al 70%, vy
centrifugando a 3350 rpm por 4
minutos. (Obtencidn de 3 capas).

e Para extraer la capa intermedia de
cada uno de los tubos se utiliza
una jeringa, depositando la
muestra recolectada sobre el tamiz
de 40 pm.

e Finalmente se realiza enjuague de
la muestra y se deposita sobre una
caja de Petri pequefia la cual debe
tener una cuadricula de 5mm Xx
sSmm.

e Observacion en el estereoscopio.

Pesar 10 gramos de suelo,
depositandolo sobre un
Erlenmeyer, aforando con agua
corriente hasta 1000 ml.

Se realiza la homogenizacion del
suelo, en un agitador orbital por
30 minutos a 215 rpm.

Sobre el conjunto de tamices
organizados de mayor a menor se
deposita la muestra.

Realizar varios enjuagues hasta
obtener la mayor distribucion de
particulas.

La porcion de muestra que ha
quedado en el tamiz de 38 um, se
lava con agua corriente y se
traspasan a tubos de 50 ml para
centrifuga.

Se adicionan 20 ml de sacarosa al
80%, se procede a centrifugar a
1500 rpm por 10 minutos.

Se realiza la extraccion de la capa
intermedia y se deposita en el
tamiz de 38 um y se realiza un
enjuague durante 5 minutos para
remover el azlcar.

La muestra final se coloca sobre
un papel filtro cuya division
debera estar en 8 partes iguales,
colocadndolo sobre un embudo




para el proceso de filtracion.
e Observacion en el estereoscopio

Fuente: (Sanchez, et.al., 2010), Recuperado de:
file:///IC:/Users/lina.rada/Downloads/SnchezdePrageretal.2010.pdf

“Meétodo separacion y conteo de esporas ““, ICA 2017, p.1-4.

+ Conteo e identificacion de esporas:

Tabla 6, Conteo y/o identificacion de esporas.

UNAL

ICA

Una vez trazada la cuadricula en la caja
de Petri se procede a colectar las esporas
con la ayuda de una pipeta.

La muestra se analiza por la siguiente
ecuacion:

N° de esporas

pi
x — x 100
pf

Esporas contadas

"~ Peso de la muestra

Por cada una de las réplicas se realiza el
conteo de esporas adheridas al papel
filtro, realizando un promedio.

El calculo se realiza por la siguiente
ecuacion:

N° de esporas

pi
x — x 100
pf

Esporas contadas

" Peso de la muestra

Identificacidn: se realizan montajes en
portaobjetos agregando 2 gotas de
PVGL, se deja reposar la muestra por 2,
minutos y se sellan los bordes con
esmalte transparente.

Utilizacion de claves taxondmicas de
géneros, familias y especies descrita por
la universidad Nacional.

Identificacidn: Se realizan montajes de
las esporas observadas, agregando sobre
la ldamina PVGL. Observar en objetivos
10X y 40X, identificando: Color de la
espora, diametro, presencia de hifas,
contenido de la espora y ornamentacion.

Fuente: (Sanchez, et.al., 2010), Recuperado de:

file:///IC:/Users/lina.rada/Downloads/SnchezdePrageretal.2010.pdf
“Método separacion y conteo de esporas”, ICA 2017, p. 1-4.



b. Muestra de referencia:

+ Separacion y conteo de esporas:

De acuerdo con la metodologia anteriormente descrita se logré obtener, que por cada una de
las tres réplicas del suelo de referencia micorrizado, la presencia de esporas fue en las siguientes
cantidades por cuadrantes:

Tabla 7, Conteo de esporas.

Cuadrante | Replica | Replica 11 | Replica lll Replica IV
1 134 141 145 106
2 165 140 130 156
3 186 176 196 230
4 171 161 176 109
5 192 110 129 155
6 152 193 115 167
7 128 168 196 189
8 109 130 179 289

Promedio

Cuadrantes 154,6 152,3 158,2 175,1

Promedio

general 160,05

Fuente: Autor, 2019.



+ ldentificacion géneros:

En la identificacion de generos de algunas de las esporas encontradas, se realizd la
observacién microscoépica, en la solucién de (PVGL), logrando identificarlas segun su tamario,
color, forma y nimero de paredes de acuerdo a la clave taxondmica descrita en las metodologias
bésicas de la Universidad Nacional de Colombia, obteniendo:

Tabla 8, Identificacion de géneros.

Imagen Tamario/ forma/ color

Tamario: 300 um

Genero: Glomus sp.

Forma: Globosa

‘ Color: Amarillo pardo

Numero de paredes: 2

Tamario: 430 um

Genero: Glomus sp.

Forma: Subglobosa

Color: Amarillo castafo,
hasta café oscuro,

Numero de paredes: 2




Tamario: 80 um

Genero: Glomus sp.

Forma: Globosa

Color: Amarillo naranja.

Numero de paredes: 2

Tamafio:220 pm

Genero: Glomus sp.

Forma: Globosa

Color: Pardo claro.

Numero de paredes: 2




Tamanio: 320 um

Genero: Glomus sp.

Forma: Globosa

Color: Pardo rojizo.

Numero de paredes: 2

Tamario: 400 um

Genero: Glomus sp.

Forma: subglobosa

Color: Pardo claro.

4
R,

Numero de paredes: 2

Fuente: Autor, 2019.




+ Montaje Numero Mas Probable (NMP):

En cuanto a los resultados obtenidos en el ensayo realizado en el Laboratorio Nacional de
Insumos Agricolas, se observd que en las diluciones (4° a 4%), se identificaron 26 propégalos
infectivos (+) en las plantas de Urochloa decumbens en cada una de las réplicas establecidas
como se evidencian en las ilustraciones 6.

En la dilucién 4°, se evidencié el 20% de colonizacion, donde se encontraron estructuras
tipicas de micorrizas, en su mayoria esporas que se encontraban intracelularmente , las cuales
se observaron mediante microscopia en el objetivo 10 x y 40x ( Ver tabla 12) . En las siguientes
diluciones (4° a 4°), no se evidencio ninguna asociacion simbiotica, siendo clasificadas como
negativos (-).

[lustracion 6, Diluciones seriadas en base cuatro, controles positivos y negativos.

Fuente: Autor, 2019.



Tabla 9, Tabla 10, Resultado propagulos infectivos HMA

Nivel de Suma de
dilucién Replical Replica II Replica IIT Replica IV  Replica V materas
infectadas.

40 T T T T T
41 T T T T T

42 T T T T T
43 T T T T T
44 T T T T T
4° - : - * :
46 - - - -
4'? - - - -
43 - - - -

49 _ - _ _
Total de macetas colonizadas.

|HGGGGI—U1U1U1U1U1

Fuente: Autor, 2019.
+ Calculos:
X= (26/5) = 5.2
Y=(10-5.2) =438
A=4
log Q =[5.2 % log (4)] — 0.552
log = 2.57871

Q - 102.57871 =379
En 50 gramos de muestra en campo hay 379 propagulos infectivos de micorrizas

arbusculares, el suelo presento 5% de humedad por lo que se calcul6 que en 100 gramos de suelo

hay 758 propagulos infectivos.



+ Limites con el 95% de confianza:

logs.i = log € ;[(0':‘?3) * 1.645]

(5%3)

logs.i =log @ X —[(0.1793) * 1.645]
logs.i =2.5784 = = 0.1090

Incertidumbre:
lims = 2.6874
lims = 102.6874
lims = 487 Propagulos infectivos en 50 gramos de suelo seco (95% de probabilidad).
lims = 974 Propagulos infectivos en 100 gramos de suelo seco (95% de probabilidad)
limi = 2.4694
limi = 102469
limi = 295 Propagulos infectivos en 50 gramos de suelo seco (95% de probabilidad).

limi = 590 Propagulos infectivos en 100 gramos de suelo seco (95% de probabilidad).



VIII. DISCUSION

a. Comparacion de metodologias

Al implementar la dos metodologias basadas en la tincion con azul de tripano expuestas en la
tabla 5, en raices de la especie vegetal Urochloa decumbens, se logré deducir que la diferencia
se basa principalmente en la aplicacion de Glicerol o Lacto Glicerol en la preparacion del
colorante como parte final del proceso. Por lo anterior en el proceso de penetracion del colorante
intraradicular en la especie trabajada, no influy6 en la observacion de las estructuras tipicas de
micorrizas vesiculo- arbusculares HMA.

Lo anterior concuerda con los expuesto por (Valencia & Zufiiga, 2015), quienes describieron
en materiales y métodos implementados en su estudio que en el proceso de tincidn se aplica lacto
glicerol junto con el azul de tripan hasta cubrir el sistema radicular, con el objetivo de preservar
los segmentos radiculares y al mismo tiempo generar un proceso de decoloracion.

Por otro lado en la metodologia realizada por la Universidad Nacional de Colombia sede
Palmira descrita por (Sanchez, Posada, Velasques, & Narvaéz, 2010) quienes afirmaron que la
preparacion del colorante mas la adiciéon de lacto glicerol o glicerol, se hace con el fin de
producir un proceso de decoloracién y preservacion del sistema radicular, sin llegar a incidir en
la observacidn microscopica.

Razon por la cual se puede concluir que en el método del ICA, la adicion del agua junto con
el colorante, no influye de manera negativa en la observacion. Logrando deducir que las
metodologias analizadas logran cumplir el objetivo de visualizar las células internas del sistema
radicular, dejando visibles las estructuras tipicas de las micorrizas con o sin la aplicacion del

glicerol en la preparacion del colorante.



En los procedimientos descritos en la separacion de esporas se identifico que la diferencia en
las concentraciones de sacarosa dependen principalmente de la cantidad de muestra a analizar,
siendo asi que entre mas concentrado sea el gradiente de densidades mayor es la separacion de
moléculas en la muestra. Por lo anterior Salgado, Castelan, Jimenez, Gomez, & Osorio (2014)
describieron en la metodologia de separacion de esporas, que la concentracion de sacarosa es
Ilamada gradiente de densidades en centrifugacion continua, la cual se basa principalmente en la
separacion de particulas , segun las densidades trabajadas, por lo general los resultados obtenidos
en estos procedimientos se basa en la separacion o formacion de bandas o capas de diferentes
densidades, quedando en la parte inferior aquellas particulas cuya densidad es mayor y en la
parte intermedia particulas con densidades menores.

Por otro lado en la enumeracion y /o identificacion de esporas, se logré obtener que las
diferencias radican principalmente en las divisiones realizadas en el material donde se
depositan las esporas en cajas de Petri, razon por la cual la metodologia descrita por el ICA
basada en el proceso de filtracion de la muestra por medio de un papel filtro de (55 mm de
didmetro), permite mayor dispersion de las esporas en cada uno de los cuadrantes disefiados, y la
vez la visualizacion estereoscOpica se facilita puesto que las esporas estdn completamente
suspendidas y estables, con la ventaja de lograr separarlas a laminas para los procesos de
identificacion de géneros.

Una vez las esporas estén aisladas o separadas en los portaobjetos se procede a la
identificacion por color, tamafio, textura, numero de paredes, presencia de hifas, entre otras,
descrito en el método del ICA; mientras la UN se basa en la identificacion mediante claves

taxonomicas.



Segun Jimenez & Nufiez (2013), describieron que en los procesos de identificacion de morfo
tipos se basaba en la calibracion del micrometro, logrando identificar en las esporas aisladas el
tamario, presencia de peridio o poro, union hifal, ancho de la hifa y la composicién y tipo de
paredes.

Por lo anterior se logré concluir que las dos metodologias comparadas, no presentan
dificultades al momento de identificar los géneros de las esporas a observar, puesto que las
claves taxondmicas expuestas en la UN, describen la forma, didmetro, hifa y nimero de paredes
de cada uno de los géneros de esporas micorrizicas; mientras el ICA se basa Unicamente en la
identificacion con las mismas descripciones (tamafio, hifa, etc), sin la utilidad de una clave

taxondmica.



b. Anadlisis de la muestra de referencia

+ Conteo de esporas:

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la tabla 2 se logré deducir que en 10 gramos
de suelo seco analizado se encontraron 160,5 esporas, siendo asi hay 16,05 esporas/gramo en la
muestra de referencia analizada; siendo asi, entre mayor densidad de esporas/ gramo de suelo
seco, mayor es la capacidad de infeccion radicular en las plantas hospederas.

Lo anterior concuerda con expuesto por (Bolafios, Rivillas, & Suarez, 2000) quienes en su
investigacion lograron encontrar que los valores mas bajos de esporas/ gramo se presentaron en
una zona cuyo terreno presentaba concentraciones de aluminio y de textura arcillosa, lo cual
pudo interferir de manera negativa impidiendo la produccién de esporas. Por lo cual deducen
que suelos con texturas livianas favorecen los procesos de esporulacion, logrando llegar a la
conclusion de que entre menos transformado se encuentre el suelo mayor sera la concentracion

de las esporas.

+ ldentificacion de géneros:

A partir de las caracteristicas expuestas en la identificacion de géneros tabla 10, se logro
deducir que las esporas encontradas presentaron formas globosas o Subglobosa, con la presencia
de 2 paredes cuyo color variaba entre amarillo pardo, amarillo castafio, hasta café oscuro y
amarillo naranja, con un tamarfio de aproximadamente (30-350) pum.

Por lo anterior se logr6 deducir que las esporas de la muestra de referencia analizada
pertenecian al género Glomus sp., lo cual concuerda con lo expuesto por (Tapia, et al. 2008),
donde demuestran que en la identificacion morfoldgica de hongos formadores de micorrizas

analizadas en su estudio, pertenecian a Glomus sp., describiendo que las caracteristicas



representativas se basaban en esporas solitarias, globosas o Subglobosa, de color paja hasta
café amarillento con un tamafio de 70- 160 pm.

(Lovera & Cuenca, 2007) Lograron deducir que encontraron 29 morfo tipos de esporas donde
la especie mas abundante fue Glomus sp., cuyas caracteristicas radicaron en el color marron,
amarillo y rojo vino.

(Medina, Rodriguez, & Herrera, 2010), expusieron que realizaron la separacion de las esporas
obtenidas de acuerdo a tamafo y color, forma y tipo de paredes, se presentaron cuatro géneros
entre los cuales esta Glomus sp., como genero dominante, cuya medicion estuvo entre el rango

de 40 a 360 pum.



+ Montaje NMP:

Los resultados obtenidos mediante la tabla descrita por Fisher & Yates, (1990), implementado
en el presente estudio, demostrd que en 50 gramos de suelo seco hay aproximadamente 379
propagulos infectivos de endomicorrizas, por lo que se deduce que en 100 gramos de suelo seco
hay 758 Propagulos infectivos.

En los controles positivos de las diluciones (4° a 4*), se observd mayor desarrollo radicular
en cuanto longitud y densidad como se puede apreciar en la ilustracion 8, lo cual influye de
manera positiva en la capacidad de la planta en la absorcién de agua y nutrientes, facilitando una
buena evapotranspiracion y a la vez un buen funcionamiento fisiologico de las plantas,
impidiendo la movilizacién de metales por el sistema radicular.

La dilucion 4°, presento esporas Gnicamente en la réplica 1V, identificando que el porcentaje
de infeccidn no fue completamente disponible para las plantas ya que no se observo crecimiento

del sistema radicular en comparacion con las diluciones anteriores.

llustracién 7, Diferencia en la densidad y longitud del sistema radicular de la Urochloa
decumbens.

"~
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Fuente: Autor, 2019



Por lo anterior se deduce que entre mas se diluya la muestra de referencia, menor
establecimiento simbidtico, y por ende menor desarrollo radicular de la especie vegetal,
influyendo de manera negativa en realizar exploraciones profundas en el suelo con el fin de
obtener elementos tales como el Fosforo (P) disponible para el proceso de absorcion.

Lo anterior concuerda con lo expuesto por (Garza & Valdés, 2000) quienes desarrollaron los
estudios del nUmero més probable en Desmanthus virgatus (L.) Willd, identificando propagulos
infectivos positivos a partir de las diluciones 4° a 4%, pero Gnicamente en el 80% de las plantas
establecidas en la dilucion 4> se observaron estructuras micorrizicas intracelulares, por lo cual
deducen que se produjo un proceso de sinergismo por parte de la bacteria Rhizobium spp.,
trabajada para el proceso de fijacion de nitrogeno (N), logrando concluir que a menor dilucion
aumenta la presencia de poblaciones microbianas, aumentando el desarrollo radicular y en la
biomasa aérea de las plantas, mientras en suelos con mayor dilucion, las plantas no realizan
ningun proceso simbidtico.

Por otro lado la asociacion simbi6tica trae consigo factores importantes para el desarrollo de
las plantas, como lo es aumentar la absorcion de nutrientes, mayor disponibilidad de agua,
proteccion ante el ataque hongos patdgenos y nematodos, limitacién en la absorcion de metales
pesados o toxicos como el cadmio, generando sustancias defensivas por parte de la misma planta

(Camargo, Montafio, Rosa & Montafio, 2012).



IX. CONCLUSIONES

Al comparar las dos metodologias para la identificacion de endomicorrizas, en los
procedimientos de tincion con azul de tripan, identificacion y enumeracion de esporas se logro
deducir que las diferencias radicaron principalemnte en la impementacion de diferentes
materiales los cuales no influyen de manera negativa en la observacién de las estructuras internas
del sistema radicular.

La cuantificacion de los propagulos infectivos por medio del (NMP), de la muestra de
referencia trabajada, mostré que entre mayor sea la concentracion de esporas/ gramo de HMA en
suelo seco , mayor capacidad de infeccién raicular y por ende mayor crecimiento en cuanto
longitud y densidad de las raices, por el establecimiento simbidtico que actua de manera positiva
en el intercambio de nutrientes y disponibilidad de fosforo a las plantas.

En la identificacion de géneros se logro observar la presencia del género Glomus sp., el cual
se caracteriza por la facilidad de adaptacion a diferentes suelos, logrando establecer mayor
capacidad simbiotica con las plantas hospederas.

Al analizar la muestra de refencia en cada uno de los procedimeintos descritos, se logro
concluir que la implementacion de micorrizas en suelos destiunados para la agricultura, tienen un

rol positiivo en los procesos de absorcion de nutrientes, crecimiento radicular y foliar.



X. RECOMENDACIONES

La implemntacion de HMA micorrizas vesiculo- arbusculares , en los campos Colombianos
cumplen un rol importante, puesto que realizan procesos que permiten mayor crecimiento
radicular dejando disponible la absorcion de nutrientes entre los cuales se destaca el Fosforo por
ser uno de los elementos mas escasos en el suelo, influyendo de manera postiva en la obtencion
de plantas vigorosas.

+ A nivel profesional:

-Generar mayor conocimiento sobre las micorrizas vesiculo aruculares ( HMA) y su
importancia en la agricultura, con el fin de ayudar al campo Colombiano con la implementacion
de estos organismos simbioticos, logrando esclarecer las soluciones en los procesos de

crecimiento y desarrollo de los cultivos que estas brindan.
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XIl.  ANEXOS

llustracion 8, Formacion de las tres capas con la aplicacion de sacarosa al 80%.

llustracion 9, Extraccion capa central (suspension de esporas).




4— Tabla 10, Tabla Fisher and Y ates.

X Valor de K Y Valor de K
0,4 0,707 3,5 0,550
0,6 0,618 3,0 0,548
0,8 0,577 2,5 0,545
1,0 0,559 2,0 0,537
1,5 0,555 1,5 0,522
2,0 0,553 1,0 0,488
2,5 0,552 0,8 0,464
0,6 0,431
0,4 0,375
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