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RESUMEN

Identificacion de hongos micorrizicos arbusculares
en sistemas agroforestales con cacao en el tropico himedo
ecuatoriano. El objetivo de este trabajo fue aislar e identi-
ficar hongos formadores de micorriza arbuscular asociados
a sistemas agroforestales con cacao (Theobroma cacao L.).
Se muestrearon cinco sistemas ubicados en fincas de la zona
central del trépico himedo ecuatoriano, en la provincia de
Los Rios, en los cantones Quevedo y Valencia: fincas La Re-
presa, La Propiedad, La Unién, Fitima y Mi Recuerdo. Las
muestras de suelo y raices se recolectaron en la época seca
entre los meses de junio y diciembre del 2009. Los géneros de
hongos micorrizicos arbusculares encontrados fueron los si-
guientes: Gigaspora, Acaulospora, Glomus'y Scutellospora.
En todos los sitios muestreados el género con mayor repre-
sentatividad en cantidad de esporas encontradas por gramo
de suelo fue Glomus, mientras que para Gigaspora hubo la
menor cantidad de esporas. También se evalué el porcentaje
de colonizacién micorrizica existente en 7. cacao donde el
mayor porcentaje de densidad de colonizacién se encontrd
en las muestras recolectadas de las fincas Mi Recuerdo y La
Union, y el menor porcentaje en la finca La Propiedad.

Palabras claves: Theobroma cacao L., agroforesteria,
micorrizas arbusculares.

1

ABSTRACT

Identification of arbuscular mycorrhizal fungi in
cocoa agroforestry systems in the Ecuadorian humid tro-
pics. The objective of this study was to determine the fungal
species forming arbuscular mycorrhizal (AM) inhabiting
in traditional agroforestry systems with cacao (Theobroma
cacao L.). Five agroecosystems located in farms from the
humid tropics in Ecuadorian central region were sampled,
particularly the farms ‘La Represa’, ‘La Propiedad’, ‘La
Union’, ‘Fatima’ and ‘Mi Recuerdo’ located in Quevedo
and Valencia cantons of Los Rios province. Soil and root
samples were collected during the dry season between
June and December of 2009. The fungi genera found were:
Gigaspora, Acaulospora, Glomus and Scutellospora. In all
sites sampled, Glomus was the most representative genus
in terms of amount of spores found per gram of soil, while
Gigaspora was the genus of which fewer spores were found.
The percentage of existing level of mycorrhizal colonization
in T. cacao was also assessed, with the highest percentage
found in samples collected from farms ‘Mi Recuerdo’ and
‘La Union’, whilst the lowest percentage was found in the
roots of T. cocoa collected from ‘La Propiedad’ farm.

Key words: Theobroma cacao L., agroforestry, arbus-
cular mycorrhiza.
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INTRODUCCION

En la agricultura, el uso de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) tiene un gran potencial biotec-
nolégico debido a que facilitan la disponibilidad de
nutrientes para las plantas. Por lo tanto, plantas mico-
rrizadas poseen una ventaja importante con respecto a
las no micorrizadas (Klironomos 2003).

En el marco de una agricultura sostenible, la
utilizacién de hongos formadores de micorrizas arbus-
culares debe ser considerada en el disefio de cualquier
sistema de produccién agricola, pues ademds de ser
estos microsimbiontes, componentes inseparables de
los agroecosistemas, realizan diversas funciones en
su asociacién con las plantas, pues pueden constituir
sustitutos biolégicos de los fertilizantes minerales
(Thompson 1991). Entonces el uso de estos hongos,
permite que se incremente la adaptacién y que la ferti-
lizacion sea mas eficiente, es por ello que en el caso de
los cultivos se podria ahorrar cantidades importantes
de fertilizantes minerales e igualmente lograr una ab-
sorcion de los nutrientes disponibles en el suelo.

Aparentemente, las especies de HMA no tienen
especificidad en la eleccién de sus hospederos (Smith
y Read 1997). Sin embargo, diferencias en los efectos
que las especies de HMA causan sobre el crecimiento
de los individuos de especies vegetales, indican que
éstas responden a especies especificas de HMA (Az-
c6n y Barea 1997) y consecuentemente, hay un au-
mento en la diversidad y productividad de las plantas
en un ecosistema determinado (Van der Heijden 1998).

En Ecuador, la degradacién y contaminacién de
los suelos, la aclimatacion, adaptacion y multiplica-
cién de los cultivos en diversas condiciones agroeco-
16gicas, son las mayores limitantes para la produccién
sostenible y eficiente. Es aqui, donde los microorga-
nismos tienen un gran potencial para contribuir a la
solucién de multiples problemas de la agricultura, den-
tro de los cuales, los biofertilizantes con base en mico-
rrizas son una alternativa para reducir pérdidas en los
procesos de multiplicacion, mejorar la aclimatacion y
nutricién de especies vegetales de importancia ecol6-
gica, ambiental y econdmica (Azcén y Barea 1997).

Considerando que los hongos micorrizicos arbus-
culares (HMA) colonizan aproximadamente el 90%
de las plantas vasculares (Coyne 2000) y que en los
sistemas agroforestales (SAF) existe una organizacién
heterogénea, traducido en un gran niimero de especies
vegetales conviviendo en un mismo espacio de suelo,
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la posibilidad de encontrar asociaciones exitosas con
diversas especies de HMA es alta. Es importante co-
nocer que estos HMA estdn conservados en los SAF
tradicionales, que por décadas han sido mantenidos
por los agricultores, con bajos niveles de disturbio. No
obstante, es importante conocer el potencial que po-
seen para ser utilizados en la agricultura, forestacion,
reforestacion, conservarlos en bancos de germoplasma
ex situ o emplearlos en futuros trabajos de investiga-
cidn, antes que sigan desapareciendo.

Con los antecedentes antes expuestos en esta
investigacion, se planteé como objetivo aislar e iden-
tificar hongos formadores de micorriza arbuscular
asociados a sistemas agroforestales con cacao (Theo-
broma cacao L.).

MATERIALES Y METODOS

Las investigaciones a nivel de campo se realizaron
en sistemas agroforestales con cacao (7. cacao) de tipo
nacional (SAF-C), ubicados en fincas de la zona cen-
tral del trépico himedo ecuatoriano, especificamente
en los cantones Quevedo y Valencia, de la Provincia
de Los Rios, Ecuador. Se consideraron SAF-C que
han sido conservados con escaso disturbio del suelo
y sin aplicacion de pesticidas quimicos. Los andlisis
de suelo y raices se realizaron en el Laboratorio de
Microbiologia Ambiental y Vegetal de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ).

Se recolectaron muestras de suelo y raices en cinco
SAF-C, de cada sistema se recolectaron tres submues-
tras en puntos establecidos al azar, luego se forma una
muestra homogénea de suelo y raices, cada submuestra
se extrajo a una profundidad de O a 20 cm, compuesta
aproximadamente por 2 kg de suelo y 80 g de raices de
cacao. Para el aislamiento y conteo de esporas de HMA
se utiliz6 el método de tamizado (tamices de 425,90y 25
pum) y decantacién en hiimedo con centrifugacion, similar
a la metodologia propuesta por Gerderman y Nicholson
(1963) con ciertas modificaciones, la cual consistié en
pesar 100 g de suelo y se colocé en un vaso de precipita-
cién, al que se le afiadié 1000 ml de agua destilada y agitd
durante 5 min, la suspensién se dejo reposar durante 2 min
y se paso a través de tamices con apertura de mallas de
425,90 y 25 pm para separar las esporas de acuerdo a su
tamafio, la agitacion y decantacion se repitio tres veces.

El material que quedé atrapado en los diferentes
tamices, se recogi6 con cuidado y se verti6 en vasos de
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precipitacién de 100 ml con 50 ml de agua destilada.
En tubos de centrifuga de 15 ml se colocaron 5 ml de
solucién de sacarosa al 20%. Luego se agregaron 5 ml
al 60%, pero esta tltima solucién se vertié en el fondo
de la anterior para formar una gradiente de sacarosa.

Por tltimo, se agregaron 5 ml de la solucién del
suelo obtenido de los tamices, de manera que la solu-
cién quedara por debajo del suelo suspendido en agua.
Se sellaron los tubos con parafilm y se colocaron en la
centrifuga durante 3 min 3000 rpm, una vez cumplido
el tiempo de centrifugacidn, el contenido de los tubos
se vertié en un tamiz de 25 ym y se lavé con agua
destilada para eliminar la sacarosa. El contenido del
tamiz se recogid en envases de vidrio y posteriormente
se agregd poco a poco en cajas Petri cuadriculadas de
aproximadamente 1,25 cm entre lineas, para hacer el
conteo de esporas.

La identificacion de los HMA a nivel de género se
efectud con la ayuda de claves taxondmicas (Brundrett
et al. 1996, Peterson et al. 2004, Powell y Bagyaraj
2000, INVAM sf). El porcentaje de colonizacién mico-
rrizica existente en cacao se evalué mediante el método
de despigmentacién y tincién de raiz propuesta por Phi-
llips y Hayman (1970) y Giovannetti y Mosse (1980).

Para evaluar el niimero de esporas de HMA por
gramo de suelo himedo (gsh™) se realizé un andlisis
descriptivo, mientras que para evaluar el porcentaje de
colonizacién micorrizica en los cinco SAF-C mues-
treados, se consideraron los segmentos colonizados y
los no colonizados. Se obtuvo la relacion del total de
segmentos colonizados con respecto a los totales eva-
luados, ademds, se contabilizé con base a colonizacion
total por arbtsculos y/o por vesiculas.

Los datos obtenidos se analizaron utilizando los
procedimientos ANOVA de SAS® versiéon 9.0 para
Windows (SAS/STAT® 2002). El disefio utilizado fue
completamente al azar (DCA). Las diferencias esta-
disticas entre los promedios de los tratamientos fueron
determinados mediante la prueba de Tukey (P< 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Asociaciones vegetales en sistemas agroforestales
tradicionales con Theobroma cacao L.

En las diferentes asociaciones vegetales que po-

seen los sistemas agroforestales tradicionales con
cacao de tipo nacional (SAF-C) muestreados, se puede
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observar que el SAF-C de la finca “La Unién” mostré
mayor cantidad de especies vegetales asociadas al ca-
cao, en donde se encuentran arboles maderables como
Cibystax donnell smithii (guayacan blanco) y Cordia
alliodora (laurel), especies frutales como Citrus spp.
(naranja, toronja, limén) y especies rastreras como
Laportea aestuans (ortiga) que conforman el sotobos-
que (Cuadro 1). En cambio, en los SAF-C ubicados
en las fincas “La Propiedad” y “Mi Recuerdo” hubo
un numero similar de especies vegetales interactuando
en cada sistema, aunque distintas, mientras que en el
SAF-C de las fincas “La Represa” y “Fétima” se en-
contrd tres: 7. cacao (cacao), Citrus sinensis (naranja)
y Cordia alliodora (laurel). En este contexto Silva
(1997) menciona que los sistemas agroforestales en el
litoral ecuatoriano se remontan a épocas pasadas, es
decir, estos sistemas son modelos de produccién muy
antiguos, por lo que en la actualidad se encuentran
cultivos perennes tales como el cacao y café, asociados
con especies forestales. Con este antecedente, en la
provincia de Los Rios, Ecuador, las especies mds im-
portantes asociadas a estos cultivos son: Cordia allio-
dora (laurel), Triplaris cumingiana (ferndn sanchez),
Schizolobium parahybum (pachaco), Albizia guacha-
pele (guachapeli), Chlorophora tinctoria (moral fino),
entre otros. Las asociaciones vegetales encontradas
en los SAF muestreados, concuerdan también con
las reportadas en Venezuela por Jaimez (1997), quien
investigando el aporte de macronutrientes en SAF
con cacao y especies frutales, encontré asociaciones
vegetales de cacao con Persea americana (aguacate) y
Matisia cordata (zapote).

Poblacion de esporas y colonizaciéon micorrizica en
sistemas agroforestales tradicionales con Theobro-
ma cacao L. tipo nacional (SAF-C)

Poblacion de esporas de hongos formadores de
micorriza arbuscular (MA)

El SAF-C que presenté mayor concentracién de
esporas de hongos MA por cada 100 gramos de suelo
himedo, fue el ubicado en la finca “La Propiedad”
con un total de 2028 esporas, seguido de los SAF-C
localizados en las fincas “La Represa” y “Fétima” con
1751 y 1712 esporas, respectivamente. Por otro lado,
las menores poblaciones de esporas se encontraron en
los SAF-C de la finca “Mi Recuerdo” con 1583 y en
el de la finca “La Unién” con 1030, constituyéndose
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Cuadro 1. Asociaciones vegetales de cinco sistemas agroforestales tradicionales con Theobroma cacao L. tipo nacional (SAF-C),
ubicados en la zona central del trpico himedo ecuatoriano. Universidad Técnica Estatal de Quevedo, Los Rios, Ecuador.
2010.
Variables La Represa La Propiedad La Union Fatima Mi recuerdo
Theobroma cacao Theobroma cacao Theobroma cacao Theobroma cacao Theobroma cacao
L. (cacao), Per- L. (cacao), Cordia L. (cacao), Persea L. (cacao), Citrus L. (cacao), Cordia
sea americana alliodora (laurel), americana Mill. sinensis (naranja), alliodora (laurel),
Mill. (aguacate), Cibystax donnell (aguacate), Inga Cordia alliodora Inga spp. (guaba),
Inga spp. (guaba), Smithii (guayacdn spp. (guabas), (laurel) Citrus spp. (to-
Cibystax donnell blanco), Inga spp. Cibystax donnell ronja y naranja),
Smithii (guayacan (guaba),  Citrus smithii (guayacdn Musa spp. (platano
blanco), Coffea paradisi (toronja), blanco), Coffea y banano), Chlo-
arabica L. (café), Matisia cordata arabica L. (café), rophora tinctoria
Musa sp. (platano), (zapote), Musa spp. Musa sp. (plata- (moral fino), Coffea
L. Inga manabiensis (platano y banano), no), Triplaris cu- arabica L. (café),
Asociaciones . .o . .
vegetales (guaba de mico) Laportea aestuans mingiana (fernan Schizolobium pa-
(ortiga), Philoden- sanchez), Cordia rahybum (pacha-

dron axycardium
(camachillo), Heli-
conia sp. (platani-
llo), Geophila sp.

(urejilla)

alliodora (laurel),
Citrus spp. (naran-
ja, toronja y limén),
Cedrella odorata
(cedro), Manguife-

c0), Mammea ame-
ricana (mamey),
Carica papaya L.
(papaya),
sp. (chontilla)

Bactris

ra indica (mango),
Laportea aestuans
(ortiga), Philoden-
dron axycardium

(camachillo)

en el SAF-C con la poblacién de esporas de hongos
MA més baja (Cuadro 2). La densidad fingica de
MA encontrada en los SAF-C, tiene concordancia
con lo encontrado por Bolafios et al. (2000), quienes
identificaron micorrizas arbusculares en suelos
de la zona cafetera colombiana, y encontraron un

promedio de 2500 esporas por cada 100 g de suelo.
De igual manera coincide con los resultados obtenidos
por Cardona et al. (2005), quienes investigaron la
abundancia de actinomicetos y micorrizas arbusculares
en paisajes fragmentados de la amazonia colombiana,
hallaron promedios de 1509 esporas por cada 100 g de

Cuadro 2. Poblacién total de esporas de hongos MA por cada 100 gramos de suelo hiimedo, en cinco sistemas agroforestales tra-
dicionales con cacao (Theobroma cacao L.) tipo nacional (SAF-C) en la zona central del trépico himedo ecuatoriano.
Universidad Técnica Estatal de Quevedo, Los Rios, Ecuador. 2010.

Apertura de Tamiz La Represa La Propiedad La Unién Fatima Mi recuerdo
425 pym 71 125 79 84 112
90 ym 420 625 396 318 405
25 pym 1260 1278 833 1310 1066
Total 1751 2028 1030 1712 1583
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suelo. Por otro lado, Le6n (2006) evalud y caracterizd
micorrizas arbusculares asociadas a yuca (Manihot
sculenta) y encontré resultados mas altos con relacion
a los SAF-C, con un promedio de 8710 esporas por
cada 100 g de suelo. Esto muestra que el nimero de
estas puede estar influenciado directamente por los
factores bidticos y abidticos que interactian en un
ecosistema determinado, especialmente en los sistemas
agroforestales.

Géneros de hongos micorrizicos arbusculares (MA)
encontrados por sitio y apertura de tamiz

La mayor cantidad de esporas se atrap6 en el tamiz
de 25 pum, seguido de los tamices de 90 ym y 425 ym,
respectivamente, donde la mayor parte de esporas de
hongos formadores de MA pertenecieron a los géneros
Glomus spp., seguido de Scutellospora spp, Acaulos-
pora spp y Gigaspora spp. En el tamiz de 25 ym no
se encontraron esporas del género Gigaspora, esta
fue la tendencia en todos los sistemas agroforestales
muestreados (Cuadro 3). La diversidad de géneros de
hongos formadores de MA encontrados en los SAF-C
muestreados en esta investigacion, son similares a los
encontrados por Castillo (2005) en SAF, en Chile. En
este estudio se encontr otros géneros, como Archaes-
pora, Entrophospora 'y Pacispora. Esto puede deberse
a las diferencias tanto climatoldgicas, asi como a los
diferentes tipos de suelo muestreados en las investi-
gaciones. Por otra parte, los géneros encontrados por
la autora antes mencionada, posiblemente pueden ser
nativos de ese lugar, por lo tanto, no se encontraron
en nuestros sistemas agroforestales. Sin embargo, se
encontré similitud de algunos de sus resultados con los
obtenidos en la presente investigacion, tal es el caso de
la mayor presencia del género Glomus con relacién a
los otros, en todos los SAF-C muestreados. Con base
en la cantidad de esporas encontradas en los diferentes
tamices, estos resultados se muestran similares a los
obtenidos por Posada et al. (2005) quienes al evaluar
micorrizas arbusculares en paisajes de Loma y Vega,
Colombia, y utilizando tamices 500, 120 y 45 ym, la
mayoria de las esporas que encontraron fueron en el
tamiz de 45 ym, el de mayor apertura de malla.
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Porcentaje de colonizacién micorrizica en raices
de cacao (T. cacao) tipo nacional en cinco sistemas
agroforestales tradicionales (SAF-C)

Segin los valores de densidad de colonizacién
visual obtenidos en raices de cacao en cinco SAF-C
(Figura 1), se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre estos, donde los SAF-C ubicados
en las fincas “La Unién” y “Mi Recuerdo” mostraron
una mayor densidad de colonizacién visual con
aproximadamente 3,50%, siendo las mads altas frente
a los SAF-C de las fincas “Fatima” con el 2,10%,
“La Represa” con 1,6% y “La Propiedad” con el
0.9%, siendo este tltimo el que presenté el menor
porcentaje de colonizacién micorrizica. Al tratar de
obtener inéculos de hongos micorrizicos nativos en 7.
cacao (cacao) y Glycine max. (soya), y considerando
las dos épocas climdticas (seco y lluvioso) como
tratamientos, se obtuvieron resultados superiores a los
expuestos en este trabajo (Morales y Durango 2008).
Se encontré que en la época humeda la frecuencia de
micorrizacién fue superior al 50% y en época seca del
45% 1o que hace pensar que las condiciones climdticas

Densidad de colonizacién micorrizica (%)

Mi Recuerdo

LaRepresa  La Propiedad La Union Fatima

Sistemas agroforestales con cacao
Figura 1. Porcentaje de densidad de colonizacién micorrizi-
ca en raices de Theobroma cacao L. (cacao) tipo
nacional en cinco sistemas agroforestales tradi-
cionales (SAF-C), ubicados en la zona central del
trépico hiimedo ecuatoriano. Universidad Técnica
Estatal de Quevedo, Los Rios, Ecuador. 2010.
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Cuadro 3. Géneros y cantidad de esporas de hongos formadores de micorriza arbuscular obtenidos por cada 100 gramos de
suelo himedo en tamices con apertura de mallas de 425, 90 y 25 ym, en cinco sistemas agroforestales tradicio-
nales con cacao (Theobroma cacao L.) (SAF-C), ubicados en la zona central del trépico himedo ecuatoriano.
Universidad Técnica Estatal de Quevedo, Los Rios, Ecuador. 2010.

Género La Represa La Propiedad La Uni6n

425pum 90pm 25pum Total |425um 90pum 25pum Total (425pum 90 pm 25um  Total

Acaulospora 40 217 31 288 58 220 56 334 27 42 2 71

Gigaspora 21 7 0 28 5 38 0 43 6 6 0 12

Glomus 7 165 1027 1199 20 280 730 1030 31 264 597 892

Scutellospora 3 31 202 236 42 87 492 621 15 84 234 333

Total 71 420 1260 1751 125 625 1278 2028 79 396 833 1308

Género Fatima Mi Recuerdo

425pum 90pm 25pum Total [425um 90 pm 25um  Total

Acaulospora 13 88 44 145 44 106 53 203

Gigaspora 3 4 0 7 24 19 0 43

Glomus 39 153 848 1040 24 148 707 879

Scutellospora 29 73 418 520 20 132 306 458

Total 84 318 1310 1712 112 405 1066 1583

poco influyen en la densidad de micorrizacion existente
y mds bien se puede atribuir a los componentes que
tenga el suelo, por ejemplo la salinidad y la cantidad
de fosforo (P), tal como menciona Tena (2002), quien
evalud las caracteristicas fisicas y quimicas de suelos
salinos y hall6 que estos factores afectan la presencia y
diversidad de hongos micorrizicos en la rizdsfera de las
plantas y demostré que a mayor concentracién de sal
y de P en el suelo, existia menor densidad micorrizica
y a menor concentracion de sal y P en el suelo existia
mayor penetracion de los hongos en las plantas. Pese a
que en la presente investigacion realizada en SAF-C no
se hizo un estudio de salinidad ni de contenido de P en
los suelos muestreados, se considera que los resultados
obtenidos de acuerdo a los hallazgos previos pueden
estar ligados a los factores antes mencionados.

Por ultimo es importante mencionar que la
prevalencia del género Glomus con un alto indice
de niimero de esporas en todos los suelos de SAF-C
muestreados, demuestra la facilidad que tienen los
representantes de este género para colonizar raices de
cacao. Ademds en nuestro pais se conoce muy poco
sobre estos microorganismos benéficos y la obtencién
de estos hongos micorrizicos asegura la produccion de
inéculos que servirdn como biofertilizante para que
las plantas obtengan mayor produccién de biomasa,
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mayor crecimiento relativo, mayor supervivencia al
trasplante y por ende esto serfa beneficioso porque
se tendria una disminucién considerable de gastos en
insumos agricolas: fertilizantes, agua y pesticidas.
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