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CAPITULO |

HONGOS MICORRICICOS ARBUSCULARES DE LA RIZOSFERA DE OLIVO
EN LAS CONDICIONES FISICAS Y QUIMICAS DE SUELO DEL ALTO
RICAURTE, BOYACA-COLOMBIA

INTRODUCCION

La olivicultura se ha desarrollado en el mundo en paises con estaciones
climaticas, el ciclo anual productivo del olivo (Olea europaea L.) estd marcado por
dichos cambios, sin embargo, ha venido naturalizandose en las condiciones del
tropico alto andino desde el periodo colonial en la regiéon del Alto Ricaurte y en la
actualidad existen unas 18000 plantas (Taguas, 2009), de los cuales
esporadicamente se cosechan aceitunas, las que de acuerdo con Barrera (2012),
cumplen con los parametros exigidos por el Consejo Oleicola Internacional en lo
referente a contenidos de acidos grasos, minerales y grado de acidez.

Los olivos plantados en la regidon, han contribuido a mejorar el suelo porque logran
mantener en la rizosfera poblaciones de microorganismos fijadores de nitrégeno
de vida libre, proteoliticos (Bello et al., 2016), celuloliticos (Hernandez, 2015) y
hongos micorricicos arbusculares (HMA) (Sanchez, 2014), lo que ademas
genera actividad enzimatica (Quiroga, 2015), todo lo anterior ha permitido la
formacion de capa arable y la revegetalizacion del area donde se plantan, lo que
probablemente haya ocurrido por las interacciones microbianas que alli se
presentan y que intervienen en la descomposicién de la materia organica del
suelo, que llevan a la formacién de agregados que a su vez mejoran la porosidad.
Por otro lado y de acuerdo con las mediciones de Pedreros (2015) y Bello et al.
(2016) las condiciones quimicas del suelo también se han favorecido, al
incrementar la cantidad de nutrientes, elevar el pH y aumentar la capacidad de
intercambio cationico (CIC).

Un aspecto relevante de la microbiota presente en la rizosfera de los olivos
sembrados en el Alto Ricaurte corresponde a la presencia de micorrizas que de
acuerdo con Sanchez (2014), estan en un 77,5% en olivos con crecimiento libre y
en un 91,99% en los intervenidos con poda, teniendo en cuenta que la asociacién
simbidtica de hongo-raiz es muy importante en plantas de olivo para superar el
estrés hidrico (Mohamed, 2013), mejorar la absorcion de nutrientes como P, Ny K
(Porras, 2009), estimular la descomposicién de la materia organica (Leifheit,
2014) y favorecer la formacion de agregados ( Rilig & Mummey, 2006), dado
que los HMA producen exudados proteicos (glomalinas) que dan estabilidad a los
agregados al degradarse lentamente (Rillig, 2004; Wright et al., 1999).
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Los HMA establecen interacciones con otros microorganismos 0 con plantas
mediante sefiales quimicas que cada uno produce, los miembros de diferentes
familias de HMA, podrian por tanto, tener efectos diferentes sobre la agregacién
del suelo, la toma de nutrientes, absorcion de agua y estimulo hormonal ya que
pueden tener diferentes longitudes de hifas extrarradicales (Hart & Reader, 2002),
las cuales estan generalmente correlacionadas con los pardmetros de estabilidad
del suelo y probablemente sean la propiedad clave de los HMA en la agregacion
de éste (Barto et al., 2010; Rillig et al., 2010; Wilson et al., 2009).

Contrario al papel de la micorriza en la agregacion del suelo, su rol en la captura
de carbono es menos clara, los HMA no tienen capacidades saprofiticas, pero hay
pruebas que demuestran que a través de sus hifas pueden adquirir grandes
cantidades de nitrégeno procedente de la descomposicion de la materia organica y
transportar el nitrégeno a la planta huésped (Koller et al., 2013; Herman et al.,
2012; Hodge & Fitter, 2010). Esta es una labor que el hongo probablemente
realiza al estimular la descomposicion del material organico que contiene a la
comunidad microbiana sapréfita con la que coexiste, a través del suministro de
exudados de carbono, de este modo son liberados nutrientes minerales, que este
puede absorber (Herman et al., 2012; Nuccio et al., 2013).

Los exudados son compuestos de azlcares de bajo peso molecular, acidos
organicos y compuestos poliméricos de alto peso molecular, sustancias que
pueden aumentar 6 reducir el crecimiento de bacterias en el suelo (Toljander et al.,
2007). El aumento del CO2 atmosférico estimula el crecimiento de HMA a través
del mayor suministro de fotosintatos por parte de las plantas para el hongo y es
posible que este mejore el almacenamiento de Carbono (C) del suelo a través de
su efecto estabilizador sobre los agregados del mismo (Drigo et al., 2010).
Ademas, podria haber ganancias a largo plazo en compuestos recalcitrantes que
se originan del aumento de la descomposicion de la materia organica, porque se
estimulan los microbios y el crecimiento de plantas. Asi, este proceso aumenta
la liberacion de productos metabdlicos recalcitrantes que se pueden proteger
fisicamente dentro de los agregados del suelo formados por arena, arcilla y
moléculas organicas (Cotrufo et al., 2013; Verbruggen et al., 2013), condicion que
se pueden estar dando en la rizosfera de los olivos en el Alto Ricaurte, teniendo en
cuenta que estan plantados sobre material parental laminar y que en la rizosfera
se han encontrado granulos de entre 0,2 y 0,7 mm (Cruz, 2015).

En general la presencia de micorrizas aumenta la tolerancia de las plantas a la
sequia (Marulanda et al., 2007), estrés salino (Sheng et al., 2009) y estrés edafico
(Doubkova et al., 2012), también le da proteccion al ataque de nematodos (Castillo
et al., 2006), hace mas eficiente el uso del agua (Bolandnazar et al., 2007) y
mejora la calidad del fruto (Nzanza et al., 2012).

Entonces, teniendo en cuenta las anteriores consideraciones y conociendo el
caracter micotrofico del olivo se infiri6 que la presencia de HMA posibilita que esta
planta se naturalice en condiciones edafoclimaticas dificiles, por lo que se buscé
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identificar los géneros de los hongos micorricicos arbusculares presentes en las
condiciones fisicas y quimicas del suelo de olivo intervenido con poda en vaso y
globo y en crecimiento libre, lo cual estaria modificando la actividad micorricica
dado que esta labor cambia la composicién de los exudados de la raiz y es una
practica agrondémica requerida en los olivos para conseguir produccion mas
regular.

MARCO CONCEPTUAL

La Rizosfera

La actividad de los microorganismos que viven en el suelo libre de raices es
minima, en éste, existe la mayor razén a la heterotrofia, es decir, la dependencia
de estos por el aporte de carbono metabolizable. El suelo, y en especial la
rizosfera, son los ambientes donde existe mayor biodiversidad, debido a que es
una region altamente favorable para la proliferacién y actividad metabdlica de
numerosos microorganismos (Nannipieri et al., 2003; Gobat et al., 2003).

La rizosfera comprende la region del suelo inmediata a las raices de las plantas
(Reyes, 2011; Coyne, 2000; Westover, et al., 1997), donde sus caracteristicas
qguimicas y biolégicas se manifiestan en apenas 1 mm de espesor a partir de las
raices (Coyne, 2000). En esta zona crece una comunidad microbiolégica diversa y
dinamica y se da la expresidbn de relaciones simbidticas mutualistas entre
microorganismos y plantas (Sarabia et al., 2010) que intervienen compuestos
quimicos del suelo que promueven o bloquean la interaccién (Lines-Kelly, 2005)
debido a la exudacion de sustancias organicas utiles para el metabolismo
microbiano como mucilagos azucarados, aminoacidos, acidos organicos, lipidos,
vitaminas, proteinas, enzimas, hormonas vegetales, alelo sustancias, compuestos
de funciones secundarias o disolventes de elementos minerales, entre las mas
destacadas, que favorecen el establecimiento de un nicho ecol6gico (Rodriguez et
al., 2014; Gonzalez- Chavez, 2005).

El tipo y cantidad de compuestos varia bastante de una planta a otra. Su actividad
se vincula con distintos procesos relacionados con el agua, nutricibn mineral,
intercambio de cationes y produccion de exudados, entre muchos otros, que la
hacen diferente del resto del suelo en sus propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas (Frioni, 2002).

Factores del suelo como: Aluminio (Al), Fésforo (P), Nitrogeno (N), Zinc (Zn) y
Cobre (Cu), asi como concentraciones de materia organica y el pH, influyen en la
simbiosis, lo cual se evidencia en la capacidad de colonizacién y la produccion de
esporas de los hongos (Bhatia et al., 1996).
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Entre los microorganismos de la proximidad de las raices suele hallarse gran
cantidad de bacterias, como Azotobacter, Azospirillum, Streptomyces, entre otras,
que incrementan el crecimiento de las plantas (Bloemberg & Lugtenberg, 2001),
ademds se observa que su presencia aumenta la cantidad de Nitrégeno (N),
Fosforo (P) y Magnesio (Mg), asi como la mayor concentracion de azucares en las
plantas y su mayor cantidad de &cido indol acético en los tallos y en la rizosfera
(Clavijo et al, 2012). La interaccion de la simbiosis micorricica con otros
microorganismos del suelo posibilita el establecimiento de cooperaciones
beneficiosas 0 de competencia con otros microorganismos que generalmente son
de tipo fitopatégeno (Bonfantes & Anca, 2009).

En la compleja interaccion planta-hongo micorricico, se establece una triada
asociativa, el tercer asociado corresponde a las bacterias. En este sentido,
Bonfantes & Anca (2009) plantean que la interaccién se propicia a partir de la
liberacién de moléculas activas, incluyendo compuestos volatiles, y el contacto
fisico entre los socios, dado que los exudados que emiten ayudan a las
poblaciones de bacterias a reproducirse mas eficientemente, ya que ambos
grupos son parte de la matriz bioldgica del suelo. Entre los géneros bacterianos
detectados estan Pseudomonas spp., Bacillus subtilis, Azospirillum spp. y
Azotobacter spp.; estos dos ultimos importantes en los mecanismos de fijacion no-
simbidtica de nitrégeno (Guerrero & Canseco, 2014).

Micorrizas arbusculares

El nivel de colonizacion de la raiz de olivos por los HMA puede ser mejorado por el
contenido de materia organica de los suelos (Kachkouch, et al, 2012). Las
micorrizas arbusculares, también llamadas endomicorrizas, por sus estructuras
intra radicales que facilitan el intercambio de materiales entre plantas y hongos
simbiontes y que toman la forma de arbusculos, son asociaciones de la mayoria
de las raices de especies vegetales con hongos que pertenecen a la divisidén
Glomeromycota, en la que se genera un movimiento bidireccional de nutrientes
donde el carbono fluye hacia el hongo y los nutrientes inorganicos se mueven
hacia la planta (Schalamuk et al, 2013). Los hongos que forman estas
asociaciones son biotrofos obligados y comprenden con frecuencia la mayor parte
de la biomasa microbiana del suelo (Mohammadi, 2011).

Siguiendo criterios estructurales, morfolégicos y taxonémicos, se clasifican en dos
tipos principales: ectomicorrizas y endomicorrizas, dividiéndose éstas ultimas en
seis subtipos: Ectendo, Arbustoide, Ericoide, Monotropoide, Orquideoide y
Arbusculares (Sieverding, 1991). Los mas abundantes son los hongos
endomicorricicos formadores de micorrizas arbusculares (HMA), que se
caracterizan porque sus hifas penetran en las células de las raices formando
estructuras de almacenamiento (vesiculas) y de intercambio bidireccional de
nutrientes y carbono (C) (arbusculos) (Martinez & Pugnaire, 2009).
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Los HMA, secretan glomalina hacia el suelo, una proteina que juega un papel
clave en la estabilidad de éste. Oades (1993) describi6 el enredo de las particulas
del suelo por las hifas de HMA como "saco de cadena pegajoso”, ya que las
particulas del suelo se enredan y se alinean, por lo tanto se estabilizan
fisicamente, porque se adhieren entre si con mas fuerza que a particulas
circundantes. Ademas, la glomalina, influye en la comunidad microbiana vecina y
en la bioestabilizacion de suelos contaminados (Folli et al., 2012; Mohammadi et
al., 2011), aumentando también la retencién de agua de este (Barrios, 2007). Los
HMA secuestran el carbono proveniente de la planta y lo deponen a través de la
red micelar incrementando la captacion de minerales en el suelo (Gianinazzi et al.,
2010), sus asimilados pueden ser transportados de una planta a otra a través de la
red micelar (Mohammadi, et al, 2011), conectandose y transportando
carbohidratos a plantas con desventajas fotosintéticas (Leake et al. 2004). Asi
mismo, moderan el efecto contra el estrés causado por factores abidticos
incrementando la resistencia de las plantas a la sequia. De los estudios que
evaluan el efecto de los HMA cuando las plantas estan sometidas a estrés, 80 %
de ellos demuestran que las plantas micorrizadas crecen y mejoran su estado
hidrico en comparacién con plantas no micorrizadas (Augé, 2001). Sin embargo,
se desconocen los mecanismos precisos mediante los cuales la asociacién
micorrizico arbuscular modifica el metabolismo de la planta.

lgualmente los HMA incrementan la resistencia de las plantas a la salinidad,
metales pesados, contaminacion y deficiencia de nutrientes minerales (Smith &
Smith, 2011; Barea et al., 2005; Smith y Smith, 1997), modifican la fisiologia y
metabolismo de las plantas biorregulando su desarrollo e incrementando su
calidad nutricional (Smith et al., 2010), asi como la tolerancia del cultivo frente a
patégenos (Jaizme & Rodriguez, 2008).

De otra parte, el desarrollo de la simbiosis micorricico arbuscular, induce genes
del metabolismo de la sacarosa, reflejando un aumento del catabolismo y de la
utilizacion de la sacarosa en las raices (Rodriguez, 2006), lo que es de
importancia por el uso de estos carbohidratos para alimentar microorganismos que
a cambio suministran nutrientes a la planta y como fuente de energia para la raiz.

HMA en plantas respecto a absorciéon de nutrientes

El efecto més significativo de las micorrizas arbusculares es el mejoramiento de la
nutricion de las plantas, ya que las hifas de estos hongos se extienden en el suelo
aumentando el volumen del mismo explorado por la raiz, alcanzando zonas donde
los nutrientes se encuentran disponibles y haciendo mas eficiente la absorcién y
transferencia de macro y micronutrientes hacia las raices (Schalamuk et al., 2013;
Smith & Read, 2008; Sieverding, 1991).
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En cuanto a la concentracidén de nutrientes en las raices y en el total de la planta
con micorrizacién existen mayores cantidades de todos los nutrientes en el
sistema radicular (Chatzistathis et al., 2013).

Incidencia de las micorrizas respecto al estimulo en la produccion de
fitohormonas promotoras de crecimiento vegetal

Las micorrizas son productoras de auxinas (citocininas y giberelinas) que
estimulan el crecimiento radical, su bifurcacién y formacién. El estrés osmotico
causado por el exceso de NaCl reduce el diametro del tallo, niumero de brotes,
dispara la longitud y los nutrientes en plantas de olivo, disminuye la permeabilidad
de las membranas, afectando la dinamica de los exudados de la raiz, con lo que
se afecta a la microflora de la rizosfera, pero la colonizacién de HMA alivia todos
estos efectos negativos sobre el crecimiento (Porras et al., 2009).

La intensidad de micorrizacion es mayor con bajo contenido de fésforo, que refleja
la adaptabilidad de los HMA a este tipo de suelo (Kachkouch, et al., 2012),
Yameogo (2009), comenta que las esporas son la manera mas eficaz de medir la
diversidad y la riqueza de HMA en el suelo, pero la esporulacién puede depender
del tipo de HMA, de las caracteristicas del suelo (Fitzsimons et al., 2008; Lekberg
et al., 2007), la provision de agua (Wolfe et al., 2006) y las condiciones climaticas
(Kachkouch, et al., 2012; Behera et al., 1990).

Incidencia de las micorrizas respecto a la interaccion con microorganismos
promotores de crecimiento vegetal

La presencia de micorrizas, debe estar acompafnada necesariamente de bacterias
fijadoras de nitrbgeno puesto que el hongo necesita contar con el N
que requiere para la construccibn de su proteina, tomandolo de la
descomposicion de la materia organica (Koler et al., 2013; Herman et al., 2012;
Hodge & Fitter, 2010), asi mismo, precisa de la existencia de bacterias
solubilizadoras de fésforo, dado que el proceso de fijacion de nitrégeno, elemento
imprescindible para la divisién celular y consecuentemente para la produccion
vegetal, es altamente demandante de fosforo (Atlas & Bartha, 2002) y sin su
presencia, las reacciones propias de la fijacion de nitrégeno disminuirian,
igualmente toma el P para otros procesos metabdlicos asi como el que aporta a la
planta.

Asi mismo, la nutricion vegetal requiere de un consorcio microbiano que favorezca
la disponibilidad de los elementos necesarios, ademas de los HMA que le
proporcionan proteccion frente a factores estresantes o de toxicidad, y aunque la
simbiosis micorricica no aporte nutrientes, si le da la facultad a la planta para
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explorar el suelo hacia los nutrientes presentes en la solucién del suelo aportados
externamente o presentes en él, es decir, le proporciona mas posibilidades de
captacion de nutrientes, que son los que mejoran el crecimiento y desarrollo de la
planta. Adicionalmente la presencia de los HMA ayuda a formar la estructura del
suelo (agregacién) por efecto de la glomalina y de la red hifal que mantiene los
agregados (Barto et al., 2010; Rilling et al., 2010; Wilon et al., 2009; Miller y
Jastrow, 2000), lo que permite que haya poros, donde se almacena agua y
nutrientes, circula aire, penetran las raices de las plantas y coexisten los
microorganismos.

El potasio, como el soluto inorganico mas predominante, desempena un papel
clave en los procesos de osmorregulacion y la tolerancia a la salinidad (Porras et
al., 2009).

Incidencia de las micorrizas en la absorcion de agua en el olivo bajo
condiciones de stress

El déficit hidrico reduce el poder de absorcién de agua por las raices, pero la
colonizacion de HMA compensa esta situacion (Ruiz-Lozano et al., 1996; Barea &
Jeffries, 1995). Por su parte, el olivo es conocido por ser tolerante a la sequia,
pero pocos estudios se han realizado en este tema. En Argelia por ejemplo, los
cultivos de olivos cubren desde el este al oeste a unas 300.000 ha (Mohamed et
al., 2013). Algunos trabajos como el de Mohamed et al. (2013) en diferentes
climas, han encontrado que la colonizacion endomicorrizica tuvo una alta
frecuencia, asi por ejemplo, en clima semi-arido mostré un 58.34% y en clima sub-
himedo alrededor del 67%. Estos mismos autores observaron también la
variacion segun los anos (67,92% en 2010, 60,52% en 2011 y 65,87% en 2012), y
también en las estaciones (57,04% en invierno y en la primavera de 72.50%).

Este mismo estudio observé la intensidad de micorrizacion en el sistema de la raiz
(M%) o fragmentos de raiz (m%). Dependiendo de los tipos de clima, en clima
semiarido la intensidad fue baja (M% = 2,65%, m% = 4,39%) pero alta en
subhimedo (H% = 7,94%, m% = 10,85%). Los valores minimos de intensidad de
micorrizacion se registraron en el ano 2011 con M% = 3,35%, m% = 5,27% y se
presentaron valores altos en 2012 con M% = 8,87%, y el m% = 12,40%. De
acuerdo con las estaciones del afo, los valores mas importantes fueron estimados
en la primavera con H% = 10.16%, y m% = 13,34%. En cuanto a los valores mas
bajos, que coinciden con el invierno M% = 2,77% y el m% = 4,52% (Mohamed et
al., 2013).
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ESTADO DEL ARTE

Los HMA son importantes en la vida de muchas plantas incluido el olivo, aquellos
gue crecen en condiciones naturales estan muy micorrizadas, por lo que se ve un
mayor crecimiento de la produccién de aceitunas y una mayor tolerancia a suelos
salinos y estrés hidrico (Nico et al., 2002).

Las familias de HMA son complementarias entre si en sus funciones ecoldgicas,
es decir, mientras una familia (Glomeraceae) suele proteger a la planta de
patégenos, otra familia (Gigasporaceae) aumenta la absorcién del P por parte de
la planta (Maherali & Klironomos, 2007), lo que repercute en que la productividad
vegetal sea mayor, contrario a que si solo interaccionaran con hongos de una
unica familia; en este sentido varios estudios han demostrado que las raices del
olivo son intensamente colonizadas por HMA, la frecuencia y la intensidad media
de colonizacién de la raiz puede alcanzar 96 y 30% respectivamente, lo que
indica la naturaleza micotréfica de Olea europaea (Kachkouch, et al., 2012). Esta
condicién es de gran importancia en zonas donde predomina la escasez de agua,
porque la baja disponibilidad del liquido tiene impacto en el transporte y absorcion
de solutos los cuales son necesarios para el crecimiento (Roldan & Barea, 1986)
y, como estos hongos micorrizégenos afectan la morfologia de la raiz y aumentan
la absorcién de nutrientes, influyen consecuentemente en el crecimiento, el
aumento de la tasa fotosintética y la transpiracion (Ducic et al., 2008).

Porras et al. (2009), en Espania, observaron que la presencia de HMA incidi6 en el
aumento del crecimiento de brotes en plantas de olivo en 163% y el crecimiento de
la raiz en 295% en medio no salino, y de 239% y 468% respectivamente bajo
condiciones salinas; de otra parte, los olivos micorrizados mostraron 34% menos
reduccién de su biomasa en medio con salinidad, mientras que las plantas control
tuvieron 78% menos crecimiento, en este sentido, concluyeron que este
comportamiento puede ser debido al aumento en la adquisicion de K; dado que el
contenido de este elemento fue mayor en condiciones de salinidad en 6,4 veces
mas con G. mosseae, 3,4 veces mas con G. intraradices y 3,7 veces con G.
claroideum. Segun el mismo autor la colonizacién de plantulas de olivo con HMA
Glomus mosseae, Glomus intraradices o claroideas Glomus aumentan el
crecimiento de la planta y la capacidad de adquirir N, P y K.

Otra investigacién con Bituminaria bituminosa L. var. Albomarginata, seis meses
después de la colonizacién con Glomus mosseae, mostré que tanto el diametro
como la longitud del tallo y el peso seco fueron superiores respecto al control, asi
mismo, los contenidos de N, P y K, tuvieron una diferencia estadistica significativa
(Jaizme & Rodriguez, 2008). Otra investigacién de las mismas autoras, evalué el
efecto de Glomus mosseae sobre Carica papaya L., 5 meses después de la
colonizacion y permitié6 determinar de la misma forma una diferencia significativa
entre los tratamientos, superficie foliar, longitud y peso fresco, asi como los
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contenidos de N, P y K en la planta, comportamiento que también evidenciaron en
plantas de Solanum lycopersicum L.

En un ensayo en aguacate, Silveira et al. (2003), observaron que el contenido de
los elementos minerales en la parte aérea de las plantas fue afectado por las
especies de HMA de manera distinta. Las plantas inoculadas con HMA
presentaron contenidos superiores de N, P, K, Mg, Cu y Zn. Asi mismo,
encontraron un incremento significativo en el porcentaje de N en las hojas; estos
investigadores afirman que no todas las especies de HMA son eficientes en la
absorcién de nutrientes, sin embargo, evidenciaron que la absorcién de elementos
minerales y el contenido de carbohidratos propiciados por las especies mas
eficientes de HMA, muestra una correlacién.

Segun un estudio de Sanchez (2013), hubo mayor porcentaje de colonizacién en
olivos podados, a pesar de la existencia de Fésforo abundante en la zona
rizosférica, la planta al parecer no lo absorbe, o que puede estar ocurriendo por
desbalance en las relaciones catidnicas dado que similar situaciéon ocurre con el
Calcio (Ca), Magnesio (Mg) y Potasio (K); lo que lleva a pensar en un desequilibrio
nutricional de la planta que se reconoce en el desorden fisioldgico de la floracion y
fructificacidn, asi como en un crecimiento muy lento de apenas 10 cm en promedio
de la parte vegetativa durante el ano 2011 y de 3 cm promedio durante el 2013,
ocasionado por precipitaciones altas en el 2011 (1732 mm) (Cheverria & Garcia,
2014) y escasez en el 2013 (755 mm) (IDEAM, 2014).

En el alto Ricaurte se viene realizando un trabajo de investigacién en olivicultura
por parte del grupo de investigacién Abonos Organicos Fermentados (AOF), que
comenz6 con la identificacion mediante analisis molecular de las variedades
sembradas en la region (Garcia, 2012). La mayor cantidad de individuos
correspondi6é al genotipo denominado 4, que contiene olivos conocidos por la
poblacién local como Passareira, Picual y Cordovil, pero la identificacién
molecular mostr6 que corresponden a la variedad Picual, son plantas cuyas
edades estan entre cuatro y 30 afos, de los cuales algunos son
productivos, estan plantados en Sachica, Villa de Leyva y Sutamarchan, (Garcia
& Jaramillo, 2012) y en ellos existe disparidad respecto al inicio y época de
floracién, duracién de la misma, crecimiento de los frutos y cuajado; algunos
pueden presentar 4 floraciones en periodos cortos, otros 2 y otros 4, repartidos
durante todo el afio solar, la elongacion de ramas esta entre 8 y 10 cm, inferior al
crecimiento presentado en el Mediterraneo; por condiciones de estrés hidrico las
ramas detienen su crecimiento, pero cuando reinician las lluvias, aparecen ramas
nuevas en el meristemo apical prolongando la longitud de la misma; de otra parte
el tamano de las inflorescencias esta entre 2,5 y 2,8 cm con una media de 26
flores y con una duracion de 220 dias en promedio desde la aparicién de la flor
hasta la maduracioén del fruto (Garcia, Jaramillo & Rodriguez, 2012).
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En una posterior medicion, Cheverria & Garcia (2014) reportan que la longitud de
las inflorescencias estuvo entre 18 y 24 mm, el ndmero de flores por
inflorescencias fue de 20 y se present6 abscision antes de terminar el periodo de
floracidn. También que en una misma planta se presentan distintos estadios de
floracién durante el afo y la apertura de las flores de una misma rama durd hasta
dos semanas, los autores atribuyen este comportamiento a la influencia de las
precipitaciones en el ano 2011, de 1732 mm durante febrero a diciembre y en el
2010 de 1546 mm, temporadas que se caracterizaron por altas precipitaciones
(IDEAM, 2014), consideran asi mismo que la distribucion de lluvias pudo estimular
el brote de yemas florales y crecimiento de frutos.

Los suelos donde estan plantados los olivos en el alto Ricaurte tienen una
condicién quimica poco favorable (Tabla 1), situaciébn que condujo al aporte de
abundante materia organica al momento de la siembra con el propésito de
mejorar las condiciones fisicoquimicas de la zona rizosférica. El huerto de olivos
genera gran cantidad de material vegetal por caida de hojas al suelo, el cual se va
descomponiendo sobre la superficie del suelo de forma natural, generandose
actividad microbiana, proceso que contribuye a la formacion de una capa que
favorece la aparicién de plantas arvenses que cubren el suelo evitando la erosion,
como se demostré en el ensayo de Bello (2013) y en el de Sanchez (2013).

Tabla 1. Composicion quimica del suelo del lugar de ensayo a 20 cm de
profundidad.
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Fuente: Grupo de investigacion AOF (2013).

Los requerimientos de nutrientes por el olivo estimularon la abundancia de
microorganismos como los diazétrofos y su poblacién se incrementd en los que
fueron podados, sin embargo, el Nitrégeno que estos organismos fijan
probablemente no fue asimilado por la planta, seguramente por descompensacion
de este con otros nutrientes y poca disponibilidad de materia organica (Bello,
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2013). Asimismo, las raices de los olivos son colonizadas hasta en un 98% por
hongos micorricicos arbusculares (HMA) cuyo mayor porcentaje esta en olivos
podados, a pesar del exceso de P, Ca, Mg y K en la zona rizosférica, la planta no
los esta absorbiendo (Sanchez, 2013), provocando un desbalance nutricional en la
planta reconocido por el desorden fisiolégico de la floracion y fructificacidon, asi
como en un crecimiento muy lento de la parte vegetativa (Cheverria & Garcia,
2014).

Figura 1. Comportamiento de temperatura y precipitacion del area de estudio
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El olivo es una planta que se adapta a condiciones de clima y suelo adversas, por
lo que en el mundo esta plantado en condiciones edaficas y climaticas variadas
con suelos de diferentes caracteristicas (salinos, no salinos, aridos), baja
precipitacion, radiacion solar fuerte, entre otros (Moriondo et al., 2015; Ponti et al.,
2013; Figuerola et al., 2013; Orlandi et al., 2012). Por ejemplo, en el Alto Ricaurte,
Colombia, esta planta se ha adaptado a condiciones edaficas y climaticas del
trépico (2200 m s. n. m., dias calurosos y noches frias, fotoperiodo casi constante
(entre 12 y 13,5 horas durante todo el afio) a pesar de que esta planta siempre
verde desarrolla ciclos fenol6gicos de acuerdo a las estaciones climéticas de
zonas templadas en las que soporta veranos calurosos durante tres a cuatro
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meses e inviernos frios en periodos similares, momento en el que se detiene su
actividad fisiologica por condiciones extremas de temperatura, lo que impide la
fotosintesis; mientras que en el trpico esa actividad fisiol6gica la haria de forma
casi permanente, porque en esta region los cambios no son tan marcados y las
temperaturas permiten que se realice fotosintesis durante todo el afio solar; sin
embargo, se ha observado que el crecimiento se detiene cuando el periodo de
sequia es prolongado, por lo que se considera que en este momento la planta
entraria en reposo, pero el estimulo con lluvia o riego hace que aparezcan brotes
nuevos. Las plantas florecen al comienzo de las lluvias, pero si las precipitaciones
no son suficientes las flores se caen, entonces al parecer su estacionamiento
obedece a estrés hidrico y no térmico como ocurre con los citricos en el trépico, de
acuerdo a los trabajos realizados por Orduz & Avella (2007).

La olivicultura en regiones con distinto régimen climatico al de su origen,
particularmente aquellas con estacion invernal seca, como América, no cuenta con
estudios que permitan conocer la respuesta del cultivo a las nuevas condiciones
agro-ecolégicas (Pierantozzi, 2012). De otra parte, en comparacion con otros
frutales como el manzano o el duraznero, el olivo tiene una gran capacidad de
resistir estrés hidrico, como se ha venido observando en la regién del Alto
Ricaurte, sin embargo, logra mantener actividad metabdlica durante un periodo de
sequia (tolerancia) (Connor, 2005). Esta capacidad proviene tanto de
caracteristicas morfolégicas (hojas pequefias con alta reflectancia de radiacién
solar) como fisioldgicas (baja conductancia estomatica). Por eso, el olivo es una
especie que puede sobrevivir y fructificar durante los veranos secos del
Mediterraneo, reduciendo su potencial hidrico a valores extremadamente bajos
(alrededor de -8 Mpa), lo cual le permite captar agua del suelo aun por debajo del
punto de marchitez permanente (Orgaz & Fereres, 2008). No obstante a esta
notable capacidad de resistencia a la sequia, la productividad del olivo se ve
afectada en forma negativa por la escasez de agua aunque tiene la habilidad de
soportar largos periodos de sequedad, sin embargo, esto conduce generalmente a
una disminucion de la fotosintesis y, en ultima instancia, a limitaciones en el
crecimiento y la produccién (Rallo & Cuevas, 2008).

Al parecer, la planta de olivo soporta condiciones adversas porque establece
asociacién con Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA). De acuerdo con trabajos
realizados en Argelia (Meddad-Hamsa et al., 2010), Espana (Porras et al., 2009),
Marruecos (Kachkouch et al.,, 2012) y Colombia (Sanchez, 2014), estos hongos
pueden estar contribuyendo al suministro de agua y nutrientes para el olivo, dado
que este se mantiene sin mostrar sintomas de deficiencia nutricional marcada ni
agotamiento por estrés hidrico. No obstante, se ha observado que las plantas en
libre crecimiento pierden muchas hojas y las ramas de la zona de la mitad de la
globo estan sin hojas, mientras que los intervenidos con poda se muestran mas
frondosos aun en periodo seco.
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Para optimizar la productividad de un olivar, vigorizando o restringiendo el
desarrollo de las ramas con el fin de darles forma y conseguir la maxima
productividad, e incluso restaurar o renovar parte o la totalidad del arbol, una labor
agricola necesaria es la poda. La necesidad de la poda en el olivar es un hecho
constatado. El olivar no podado se desarrolla, al principio, mas rapidamente
alcanzando volumenes superiores a los que puede soportar en el medio en que
habita. Las fructificaciones, en principio mayores, terminan por localizarse en los
extremos de las ramas, mientras que en el interior estas ramas tienden a
defoliarse por falta de luz terminando por marchitarse. En los ensayos realizados
de abandono de poda, las producciones aumentaron en los primeros afos hasta
que pasado cierto tiempo hubo que podar porque cayeron las producciones y los
rendimientos (Ferreira, 1979)

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ El tipo de poda incide en el numero de esporas y en el porcentaje de
colonizacion de hongos micorricicos, bajo las condiciones de suelo estudiadas y
esta interaccién afecta los niveles de nutrientes?

OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar si el tipo de poda incide en el numero de esporas y en el porcentaje de
colonizacion de hongos micorricicos, bajo las condiciones de suelo estudiadas y
cémo esa interaccion afecta los niveles de nutrientes.

ESPECIFICOS

Evaluar la presencia de HMA con las condiciones fisicas y quimicas del suelo
rizosférico y su relacion con las poblaciones de microorganismos en los dos tipos
de poda y crecimiento libre.

Relacionar la presencia de HMA, en la rizosfera del olivo en el alto Ricaurte, y la
absorcién de nutrientes bajo las condiciones de poda y en crecimiento libre.

Identificar los géneros de los hongos que habitan la rizésfera del olivo en el alto
Ricaurte.
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METODOLOGIA GENERAL

Ubicacion geografica

El area de estudio, esta ubicado en el municipio de Sutamarchan, perteneciente a
la zona del alto Ricaurte en Boyaca, se encuentra a los 05° 37’ 14” de latitud norte
y los 73° 37° 17” de longitud oeste, con temperaturas minimas promedio de 7.1°C,
temperaturas maximas promedio de 26.1°C, precipitacion promedio anual de 980
mm, humedad relativa de 76%, brillo solar 1614 h/afno, fotoperiodo 12.5 h/dia,
altura de 2150 m s.n.m. Se encuentra emplazado sobre la cadena montafosa de
la Cordillera Oriental que hace parte de los Andes, en la regién central del
departamento de Boyaca. El estudio se realizé6 en la finca “Huerto Olivanto”,
vereda Roa.

Disefio experimental

Descripcion: disefio completamente al azar

Tratamientos: 3

Repeticiones: 4

Unidades experimentales: 24, cada unidad esta compuesta por 2 olivos

Variables Independientes: poda en vaso, poda en globo y crecimiento libre
Variables dependientes: porcentaje de colonizacién, nimero de esporas en 50 g
de suelo, UFC/g de microorganismos celuloliticos, solubilizadores de fosfatos y
proteoliticos, actividad enzimatica de celulasa y fosfatasa en suelo, propiedades
fisicas y quimicas del suelo rizosférico, absorcién de nutrientes, acidos grasos,
fibra y proteina en hojas, géneros de hongo presentes.

Tabla 2. Disefio experimental del ensayo

Tratamiento Poda Repeticiones Unidades Edad de
experimentales las
plantas
T1 Vaso 4 2 5 afos
T2 Globo 4 2 5 anos
T3 Crecimiento 4 2 5 anos
libre
Variables % colonizacion HMA, numero de esporas, UFC/g de

dependientes | microorganismos celuloliticos, solubilizadores de fosfatos y
proteoliticos, actividad enzimatica de celulasa y fosfatasa en
suelo, propiedades fisicas y quimicas del suelo rizosférico,
absorcién de nutrientes, acidos grasos, fibra y proteina en
hojas, géneros de hongo presentes.

N=24



24

Analisis estadistico

Coeficiente de correlacién de Pearson

Pruebas de comparacién de promedios de Tukey

ANOVA

Prueba de suma de rangos de Kruskal-Wallis.

El andlisis de componentes principales (CP)

Paquete estadistico SAS University Edition (SAS Institute INA, 2017), los
componentes se seleccionaron con base en el criterio de Kaiser
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CAPITULO II

HONGOS MICORRICICOS ARBUSCULARES Y CONDICIONES FiSICO
QUIMICAS Y MICROBIOLOGICAS DE RIZOSFERA DE OLIVOS BAJO DOS
FORMAS DE PODA

ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGUS AND PHYSICOCHEMICAL AND
MICROBIOLOGICAL CONDITIONS OF OLIVE TREES RHIZOSPHERE UNDER
TWO FORMS OF PRUNING

Resumen

En Boyaca, desde hace mas de 200 afios existen olivos que se han caracterizado
por su adaptacion a condiciones fuertes sobre los 2200 m s.n.m. La capacidad
natural de esta planta para resistir el estrés abidtico estd potenciada por la
micorrizacion, por ello se pretendié determinar si su presencia en las condiciones
fisico quimicas y bioldgicas rizosféricas tiene un aporte frente al cultivo; mediante
un disefilo completamente al azar, con manejo de poda en vaso, en globo y
crecimiento libre como variables independientes y, dependientes: numero de
esporas de HMA, % de micorrizacion, solubilizadores de fosforo, celuloliticos,
proteoliticos, fosfatasa, celulasa y composicion quimica y fisica del suelo. Los
datos fueron sometidos a comprobacién de supuestos de homogeneidad de
varianzas y normalidad de residuales, prueba de comparacion multiple de Tukey y
prueba de comparacion multiple de Kruskal-Wallis, también se utilizaron Modelos
Lineales Generalizados (GLM) utilizando software estadistico R y analisis de
componentes principales empleando el software estadistico JMP 13. Se determiné
que no hay relacién entre las formas de poda y la colonizacién de HMA, pero si
con el numero de esporas; para la variable esporas se hizo igualmente una
regresion Poisson con una funcién de enlace logaritmica y los resultados de la
regresion indicaron diferencia significativa con (P<0,0001) entre T1 Vs T2y T1 Vs
T3. Para la variable % de colonizacion no se detecté diferencia significativa entre
los tratamientos evaluados. Existe relacion también entre la presencia de HMA y el
diametro ponderado medio (dpm). La presencia de HMA en la rizosfera parece
estar mas relacionada con el estrés hidrico que soportan las plantas y no con los
niveles bajos de P, la densidad aparente favorece el % de poros totales y se
muestra una correlacidn entre estos y la celulasa.

Palabras clave
Colonizacion  raices, esporas fungicas, microorganismos celuloliticos,
solubilizadores de fosfatos, proteoliticos, nutrientes Olea europaea L.
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Abstract

For 200 years, in Boyaca have existed olive trees that have adapted to strong
conditions over 2200 m. above the sea level. The natural capacity of this plant to
resist abiotic stress is enhanced by mycorrhization. Therefore, the purpose of this
project is determine if the presence in the physical chemical conditions and
biological rhizospheric have a contribution on the crop. Using a completely random
design and management of "goblet" pruning, "balloon" pruning and free growth
moreover, independent and dependent variables as number of spores of AMF,
percentage mycorrhization, phosphorus solubilizers, cellulolyticus, proteolytics,
phosphatase, cellulose and chemical and physical composition in the soil. The data
were subjected to tests assumptions of variance homogeneity and residual
normality, Tukey multiple comparison test and multiple comparison test of Kruskal-
Wallis. Also, It was used Generalized Linear Models (GLM) using statistical
software R and analysis of main components using the statistical software JMP 13.
Then, it was determined that there is not relation between the pruning and the
colonization of AMF. Nevertheless there is relation with the percentage of the
spores moreover, the relation between the presence of AMF and the dpm. AMF in
the rhizosphere seems to be more related to the water stress that the plants
support and not to the low levels of P; also the density favours the percentage of
total pores and a correlation between these and the cellulose.

Key words
Colonization roots, fungal spores, cellulolytic microorganisms, phosphate
solubilizers, proteolytics, nutrients Olea europaea L

INTRODUCCION

A nivel mundial, el cultivo de olivo (Olea europaea L.) como sistema agricola
productor de aceite, ha sido el pilar de la dieta mediterranea y elemento basico de
la gastronomia espafola debido a sus beneficios y composicién bioquimica,
responsable de aroma, gusto, color y algunos nutrientes como vitaminas
(Barranco, Escobar & Rallo, 2008; Bueno, 2011).

Colombia, no ha contado con tradicion ni experiencia en la produccién de olivos,
sin embargo, se encuentran arbustos en diferentes lugares del pais,
especialmente en la region Andina, sobre los 2200 m.s.n.m, donde es posible
encontrar adultos con troncos de mas de un metro de diametro y una globo que
podria alcanzar hasta cerca de quince metros de altura, existen también otros de
mas de 20 anos en el parque de Sachica, podados con fin ornamental, de los



27

cuales han brotado ramas que han formado una copa mas densa y de menos
altura, sin embargo no han mostrado produccién (Garcia et al., 2012), asi mismo,
algunas plantaciones con arbustos jovenes, entre 3 y 7 anos, establecidas en el
municipio de Sutamarchan, lugar donde se concentra este estudio, de variedades
propagadas indistintamente de los diferentes materiales vegetales que llegaron a
Colombia de Portugal, Espafna e ltalia, que no han sido identificadas ni biologica ni
morfolégicamente, y su comportamiento fenol6gico aun estd parcialmente
determinado bajo las condiciones edaficas y climaticas propias del trépico.

El olivo en Boyaca ha existido desde hace mas de 200 afnos, cuando fue
introducido por los espanoles, se caracteriza por su facil adaptacion a condiciones
fuertes, como las presentes en regiones aridas y semiaridas (Garcia, 2010). El
suelo del lugar de estudio, corresponde a un suelo superficial por su escaso
desarrollo pedoldgico; presenta epipeddn ocrico, endopedon cambico, alta
saturacion de bases y bajos contenidos de materia organica, de texturas finas y
con presencia de 15-35% de gravilla fina a media en el horizonte Ap, lo que
genera baja retenciéon de humedad y una velocidad de infiltracion promedio de 26
cm/h. El espacio fisico para las raices, se caracteriza por una estructura en
bloques subangulares finos que parten a muy finos en el primer horizonte y
laminar media en el segundo, que pueden generar condiciones desfavorables en
el movimiento vertical del agua y almacenamiento de humedad para las raices del
cultivo. Debido a su profundidad superficial y presencia de gravilla en el primer
horizonte, presentan limitantes para los arbustos de olivo porque el suelo debe
tener buena estructura para dar porosidad y profundidad radical efectiva a su
sistema radicular que se expande entre los primeros 50 a 70 cm y requiere hasta 1
a 1.5 m de profundidad para su desarrollo, aprovechamiento y suministros
adicionales de agua del suelo. Los olivos prefieren terrenos de textura franca, sin
embargo, aunque los suelos arenosos no tienen la capacidad de retener agua ni
elementos nutritivos le dan a la planta aireacion especialmente cuando la
precipitacion es alta, contrario a lo que ocurre cuando las cantidades de arcillas
son excesivas y generan limitacién de la circulacion del aire.

Con referencia a las caracteristicas quimicas del suelo, en lo que respecta al
abastecimiento de nutrientes, y de acuerdo a resultados de analisis quimico (tabla
1), estos suelos presentan relaciones Ca/K, Mg/K y (Ca+Mg)/K en desbalance,
indicando deficiencias de K; fésforo bajo; niveles bajos de elementos menores
para Mn, Cu y Zn a 20 cm de profundidad. Muestran también, reaccion muy
fuertemente &cida en los horizontes analizados (Ap, Bw, C1), con bases totales de
Ca: 9.4, 7.5 y 8.8 Meg/100g Mg: 3.36, 304 y 302 Meqg/100g, K: 0.15, 0.08, 0.10
Meqg/100g respectivamente en los mismos horizontes y relacién i6nica Ca/Mg
ideal.

El olivo tiene la capacidad de adaptarse a suelos ligeramente acidos con pH de
6,1-6,5 y neutros con pH de 6,6-7,3. En suelos muy &acidos, la presencia de
aluminio y manganeso afecta la actividad de los microorganismos que contribuyen
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a la toma de nutrientes por la planta como P, Ca y Mg, asi como la
descomposicion de la materia organica. Con pH superior a 7,3 la presencia de
carbonatos de calcio hace que el fésforo se insolubilice, sin embargo algunas
variedades soportan pH alcalinos (Consiglio Oleicolo Internazionale, (COIl) 2007).

En lo que concierne a la materia organica del suelo, un grupo, se conforma por
materiales en descomposicion identificables de restos animales o vegetales de la
poblacion viva, en permanente metabolismo y resintesis, su composicion
bioquimica (proteinas, resinas, acidos grasos, etc.), es fuente de nutrientes para
las plantas y los organismos del suelo que participan en la mineralizacion de los
mismos (Zapata, 2013), la cual podria potenciar o no, la colonizacién por
organismos en razén al contenido de materia organica de los suelos (Warda,
Amina, Abdelkarim, Cherkaoui, Abdelmajid, Ahmed, Rachid & Allal, 2012). Un
segundo grupo componente de la materia organica del suelo son las sustancias
hamicas, resultado de procesos de humificacién en los que los restos vegetales y
animales del primer grupo son transformados hasta formar una sustancia de alta
resistencia a la degradacion por microorganismos y con una estructura quimica
que varia segun su origen. Estos acidos humicos juegan un papel importante en la
estabilidad de agregados, la CIC, el control de la acidez, el reciclaje de nutrientes
y la fertiidad (Zapata & Osorio, 2013). En concordancia con esto, debe
garantizarse la presencia de materia organica para evitar la compactacion y dar
estabilidad estructural a los suelos, ademas, el tamafo y distribucién de la
poblacién de los hongos del suelo se relacionan con la calidad y cantidad de
materia organica que se aporta y los diferentes métodos de manejo del suelo que
se emplean.

El suelo es el habitat ideal para el desarrollo de diferentes microorganismos,
debido a que de este obtienen materia organica como alimento, junto con
minerales y exudados de las raices, asi como condiciones para su reproduccion, y
mientras coexisten alli, alteran las condiciones fisicoquimicas de este, ya sea por
la degradacion de la materia organica o por las interacciones microbianas que
establecen (Jaizme & Rodriguez, 2008; Atlas & Bartha, 2001; Coyne, 2000) como
parte de sus actividades vitales. La zona cercana a las raices se denomina
rizosfera y es el lugar donde existe mayor concentracién de microorganismos, ya
que, la actividad en la biomasa de las raices como consecuencia de reacciones
bioquimicas, produce unos exudados que contienen, segun las especies
vegetales, entre el 10 y el 50 % de la energia fijada por fotosintesis (Reyes, 2002),
estos son sustancias como azucares, polisacaridos, &cidos organicos Yy
compuestos fendlicos cada una con funciones diferentes (Oliveros et al., 2009),
que al ser ricos en compuestos carbonatados sirven de alimento a los microbios
de la rizosfera que, a cambio, proporcionan minerales que necesita la planta, y
desempeifan un papel importante para las plantas como atrayentes y repelentes
quimicos en la rizésfera (Bais et al., 2001; Estabrook & Yoder, 1998), poseen
también caracteristicas alelopaticas hacia otras plantas, absorben iones
especificos (Hawes et al., 2000) y regulan las comunidades microbianas del suelo
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segun sea su estado nutricional (Nardi et al, 2000). Su producciéon esta
relacionada con condiciones como: grado de desarrollo de la planta, actividad
microbiana, oxigeno, agua, estado nutricional entre otras. Pueden ser agrupados
en dos conjuntos: los que poseen baja cantidad de mucilagos (bajo Mr)
(aminoacidos, acidos organicos, azucares, fenoles y otros metabolitos
secundarios) y los que poseen mayores cantidades (Mr) incluyen mucilagos
(polisacéridos) y proteinas (Walker et al., 2003; Lynch & Whipps, 1990).

La asociacion mutualista hongo-raiz o micorriza, juega un papel importante en la
formacion y estructura del suelo, le otorga resistencia a la planta contra estrés
hidrico por el caracter hidr6fobo de la glomalina que le da proteccién contra los
procesos de excesivo secado y humedecimiento de los agregados (Gonzélez,
Gutiérrez & Wright. 2004), merma el ataque de fitopatbgenos y potencia la
movilizacion de nutrientes del suelo, principalmente del fésforo, el cual es
solubilizado y aportado a la planta por algunos hongos formadores de micorrizas
en los suelos del tropico, donde se presenta mayor necesidad (Warda et al., 2012;
Cardoso & Kuyper, 2006; Colozzi & Cardoso, 2000; Sieverding, 1991; Allen, 1991)
y al parecer también ayuda al secuestro de carbono terrestre (Nichols, 2003). En
la asociacién, planta-hongo micorricico arbuscular (HMA), los hongos dependen
de la planta para el suministro de carbono y energia, pero presentan una
importante ventaja con respecto a otros hongos y microorganismos del suelo,
debido a que tienen un abastecimiento constante directo de C organico desde su
hospedante, al tiempo que entregan nutrientes minerales a la planta (Sieverding,
1989).

Las hifas de HMA desempefan una funcién importante en la agregacion del suelo
debido a un trabajo mecanico de union de particulas que recae en el micelio
externo de los hongos, el cual es un importante agente de enlace al participar en
el envolvimiento de estas, también una labor cementante por la presencia de
polisacaridos extracelulares (Tisdall, 1991) con enlazamiento quimico debido al
mucigel (glomalina) que las hifas producen y excretan en las raices colonizadas y
en el suelo. Tanto el envolvimiento hifal como la glomalina forman microagregados
y macroagregados pequenos que generan condiciones adecuadas para el
desarrollo de otros microorganismos de la rizosfera que estan involucrados en la
formacion y estabilidad de agregados (Gonzalez, Gutiérrez & Wright, 2004),
incrementando la resistencia a la erosién pues sus hifas parecen permanecer
viables por mayor tiempo (Sanchez & Gémez, 2003; Zhu & Miller, 2003; Miller &
Jastrow, 1992) y la vida media de la glomalina puede ser entre siete y 42 afnos,
tiempo superior a la vida promedio de otros productos microbianos en el suelo
(Nichols, 2003). Conjuntamente, la formacion de agregados en la rizosfera esta
influenciada por otros factores como la presencia de materia organica, exudados
de la raiz, jaleas bacterianas y lombrices de tierra (Rillig & Mummey, 2006).

Los HMA son el mayor componente de la biomasa microbiana en los suelos aptos
para cultivo, estdn presentes en la mayoria de los suelos, constituyendo
asociaciones simbidticas con un gran porcentaje de las plantas de interés
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econdmico productivo o forestal (Hendrix, Guo & An, 1995), (Barrer, 2009). Estos
hongos no se relacionan con familias de vegetales concretas, el efecto que tienen
sobre ellas puede ser diferente de acuerdo con la especie vegetal que se trate,
esto quiere decir que no son especificos, lo cual puede generar una modificacion
en la composicién de especies de HMA en ambientes determinados (Clark, Zeto,
& Zobel, 1999), e incluso el numero de posibles esporas (Rilling, 2004). Cada
variedad de olivo se comporta de manera diferente con respecto a la colonizacion
del sistema radicular, entonces, existen diferencias en la capacidad de formar
HMA entre diferentes variedades de olivo (Chatzistathis et al, 2013).

En el cultivo del olivo dedicado a produccién de aceite o aceitunas de mesa, se
han realizado trabajos que buscan mejorar la propagacién, la adaptacién a
condiciones adversas de clima y suelo y absorcion de nutrientes, motivo por el
cual, en el presente articulo se evaluara la presencia de HMA a través de dos
variables, el % de colonizacién y los contenidos de esporas por gramo de suelo
seco y su relacién con las condiciones fisico quimicas y biologicas del suelo
rizosfeérico.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en dos fases: una de campo y una de laboratorio, en las
cuales se procesaron 24 muestras que correspondian a 12 unidades
experimentales (cada unidad estaba compuesta por dos arbustos). Los arbustos
fueron podados 105 dias antes de la toma de las muestras de suelo y raices, a las
plantas intervenidas no se les realiz6 ninguna labor de fertilizacion, riego o
controles fitosanitarios antes de ni después de la poda.

Método para extraccion, conteo de esporas y estimacion del porcentaje de
colonizaciéon por HMA

Durante la fase de campo se recolectaron 200 gramos de suelo de la zona de
plateo para cuantificar las esporas a 20 cm de profundidad por 15 cm de ancho. A
la par y para observar el porcentaje de micorrizacion, se recolectaron de la misma
zona diez submuestras hasta completar 20 gramos de raices secundarias y
terciarias jovenes donde se encontraron pelos absorbentes, se retird el suelo
adherido y se sumergieron en alcohol. Las muestras se guardaron en termos de
poliestireno con refrigerante, hasta llegar al laboratorio.

En la fase de laboratorio para evaluacion de la presencia de HMA se emplearon
los siguientes reactivos: alcohol al 70% como preservativos de raices, KOH al 10%
(w/v hidroxido de K), HCI al 10% (v/v de acido clorhidrico), colorantes: azul de
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tripano 0.05% (w/v) en lactoglicerol (Phillips & Hayman, 1970), Glicerina-agua
(50%) y preservativo H202 (al 10 % v/v) cuando se requirié aclaramiento adicional,
dependiendo del grado de pigmentaciéon de la raiz (Kormanik & McGraw, 1982) y
aceite de inmersion. Como material de laboratorio se emplearon: tubos de ensayo,
cajas de Petri y Beakers de 50 ml, pipetas graduadas de 5 y 10 ml y balones
aforados de 100 ml, pinzas finas y para tubo de ensayo, agujas de siembra y/o
transferencia y bisturi, porta y cubreobjetos, gradilla para tubos de ensayo, malla
(100um de poro) para transferir muestras, viales de plastico con tapa para
almacenamiento de muestras, marcador y cinta de papel. También fueron
empleados los siguientes equipos: estereoscopio, microscopio, balanza, bafo
maria, gradilla para muestras y plancha de calentamiento.

La extraccion de esporas se desarroll6 empleando los reactivos: solucion de
sacarosa al 70%, PVLG (Koske & Tessier, 1983) y PVLG: Melzer (Morton &
Benny, 1990), también materiales como: jeringa normal para limpieza
estereoscopica de las esporas, porta y cubreobjetos, gotero, espéatula de punta
fina, tubos para centrifuga de 50 ml y frasco lavador y equipos como: juego de
tamices N°. 10, 35, 125 y 325 (2 mm - 450 ym — 120 ym y 40 pm,
respectivamente), microscopio, estereoscopio, centrifuga a 3350 rpm. en angulo
libre, jeringa para sacarosa, dispositivo colector de esporas y balanza con dos
cifras significativas.

El método para extraccién de esporas empleado fue el de Sieverding (1984), el
cual consistio en la utilizacién de tres tamices superpuestos (710 ym, 45 ym y 38
MM respectivamente), en el tamiz superior (710 pym) se deposité cada muestra de
50 gramos de suelo, se lavo con abundante agua hasta que se estimo incolora al
fluir por el ultimo tamiz (38 pm), el material que quedo filtrado en el tamiz de 45 ym
se depositdé en dos tubos de centrifugado con capacidad para 13ml, del mismo
modo se hizo con el que qued6 acumulado en el de 38 um; luego se agit6 el fondo
de cada tubo con ayuda de una espatula de punta fina, en seguida, con la jeringa
para sacarosa se tomaron aproximadamente 40 ml de sacarosa al 70% y se
adicion6 a presidn al fondo de cada tubo preparado hasta completar 13 ml. La
jeringa se lavd superficialmente con agua, después de cada adiciéon. A
continuacién, se llevaron los tubos a una centrifuga con angulo libre, se
equilibraron los pesos de los tubos con agua y se centrifugaron a 3600 rpm
durante 4 minutos. Pasado este tiempo se extrajo con la jeringa para sacarosa la
fase intermedia de los tubos llevando la manguera hasta este nivel y tomando todo
lo existente hasta la unién de la fase acuosa con el suelo, principalmente el
material contenido en el limite sacarosa—agua, donde se acumulan las esporas, el
contenido de la jeringa se paso6 por un tamiz de 45 y otro de 38 ym, se lavé con
agua de grifo y con frasco lavador se pas6 el material restante a cajas de Petri
para limpieza y extraccidn manual de las esporas, las fracciones extraidas de cada
tamiz se procesaron por separado.
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El conteo de esporas de HMA se realiz6 en cajas de Petri con cuadricula de 5 mm
x 5 mm, en la que se depositaron las esporas de HMA en poca agua para reducir
su movimiento, se ubicaron en el estereoscopio recorriendo toda la caja con
objetivo 10X, cambiando a mayor aumento cuando hubo necesidad de
distinguirlas claramente.

Para el procesamiento de raices, se tomé6 el material recolectado y se lavd con
agua de grifo para eliminar todo el suelo e impurezas, se tomaron sélo raices finas
menores de 1 mm de diametro para facilitar la penetracion de los reactivos y se
extendieron de manera que no quedaran apretadas dentro del tubo de ensayo, se
cubrieron completamente con KOH al 10% para que el aclaramiento fuera
homogéneo. A continuacién se llevaron los tubos de ensayo a bafo maria a una
temperatura de 90 °C durante 15min; se pasaron por H202 por dos min. y
enseguida se lavaron con agua del grifo. Se mantuvieron en HCI al 10% por 10
min. a temperatura ambiente y se lavaron nuevamente con agua del grifo. Una vez
las raices estuvieron blanqueadas se procedié a la tincidén con azul de tripano al
0.05% al bafio maria a 90 °C durante 15 min; por ultimo, se lavaron con agua para
eliminar los excesos de tincion.

La estimacién del porcentaje de colonizacion radical por HMA se efectué por
interseccion de campos en placa montando 10 fracciones en paralelo de
aproximadamente un centimetro de longitud sobre el portaobjetos para su
observacién en microscopio con objetivo 40X. Se recorri6 cada portaobjetos en
sentido horizontal y perpendicular de acuerdo a lo que sugieren Sanchez de P. et
al. (2010). De cada muestra se reportaron campos negativos (sin presencia de
estructuras colonizantes) y positivos (con presencia de estructuras colonizantes),
con los reportes se efectud el calculo de porcentaje de colonizacion total por HMA
con la férmula:

C
% colonizacion total por HMA = (7) x100

Donde:
C: Numero de campos colonizados por cualquier estructura de HMA

T: Numero total de campos observados
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Método para analisis fisicos y quimicos del suelo rizosférico y de calles en el
huerto

Como referente del suelo donde se plantaron los olivos se tomaron muestras de
suelo de las calles del huerto asi: primero se limpi6 la superficie del terreno para
tomar a 20 y 30 cm de profundidad 5 submuestras de la rizésfera alrededor de la
zona de plateo, se depositaron en un balde y se mezclaron para finalmente
empacar 1 kg de suelo por arbusto.

Los materiales de laboratorio empleados fueron: vasos de precipitado, agitador,
erlenmeyers, probeta, buretas, etc y reactivos, espectrofotometro de absorcidn
atomica, centrifuga, kit de textura, agua destilada, fosfato de sodio secundario,
fosfato de potasio, CaCl2, Ca(OH)2, agua caliente, fosfato monocalcico, papel de
filtro Whatman, embudos de porcelana, KCL, potenciometro, electrodo de
referencia, vasos de carton, espatula de madera, acetato de amonio 1N, neutro,
acido clorhidrico, agua regia en la relacion 1:3 de HNO3: HCI, espectrofotdmetro
de llama, fenolftaleina, bromocresol, acido fosforico, gotas de difenilamina, gotas
de ortofenantrolina, capsula de evaporacion Coors, balén aforado y galvanémetro.

El método de laboratorio para analisis quimico fue: pH: Relaciéon 1:1, Acidez
intercambiable: KCI 1 N, Materia Organica: Walkley—Black, Fosforo disponible:
Bray Il — Colorimetria, Ca — Mg —K — Na: Ext NH4Ac — Abs Atémica, C.E extracto
de saturacion (Conductivimetro), CIC: Método del acetato de sodio a pH 8.2,
Bases intercambiables: eliminacibn de sales amoniacales por extraccion,
Determinacion de Ca y Mg por complexometria, Diferenciacion entre Al y H
intercambiables.

El analisis fisico se basd en los siguientes métodos: Textura: bouyoucos,
estructura: tamizado de Yoder densidad real: picnometro, densidad aparente:
cilindro de volumen conocido, coeficiente de expansién lineal: saran, consistencia:
limites liquido y plastico, porosidad total calculada, color: tabla Munsell.

Disefio experimental

El estudio se realizé6 en Colombia, departamento de Boyaca, municipio de
Sutamarchan, vereda Roa, en el huerto “Olivanto”. Se implementé un disefio
completamente al azar (DCA) como lo muestra la tabla 3.
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Tabla 3. Diseno experimental del ensayo

Tratamiento Poda Repeticiones Unidades Edad de
experimentales las

plantas

T1 Vaso 4 2 5 anos

T2 Globo 4 2 5 afios

T3 Crecimiento 4 2 5 anos

libre
Variables % colonizacibn HMA. numero de esporas, propiedades fisicas y
dependientes | quimicas del suelo rizosférico

Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a comprobaciéon de supuestos de homogeneidad de
varianzas y normalidad de residuales; para aquellos que no violaban dichos
supuestos se hizo ANOVA y para los que no, se realizé la prueba de suma de
rangos de Kruskal-Wallis. En ambos casos para aquellos que presentaron
diferencia significativa se realiz la prueba de comparacién multiple de Tukey (post
ANOVA) y una prueba de comparacion multiple de Kruskal-Wallis.

Para las variables de conteo como fijadores de nitrégeno, celuloliticos,
solubilizadores de fosfatos, % de colonizacion y numero de esporas, se utilizaron
Modelos Lineales Generalizados (GLM) utilizando software estadistico R.

Con la finalidad de determinar posibles correlaciones entre las variables medidas
(Caracteristicas fisicas, quimicas y microbiologicas de la rizosfera de los olivos),
ademas de reducir la dimensionalidad de los datos, se realizé un analisis de
componentes principales empleando el software estadistico JMP 13, versién de
prueba.

Las variables %MO y P al violar los supuestos de homogeneidad de varianzas y
normalidad de residuales se analizaron utilizando la prueba de Kruskal-Wallis
software estadistico R.

El andlisis estadistico se realiz6 a través de componentes principales que recoge
el % de los datos con mayor variabilidad y se muestran los de mayor % de
variabilidad.

El analisis muestra las correlaciones positivas y negativas que tienen las variables
en cada tratamiento, entonces si la correlacion es positiva significa que al
aumentar una variable la que esta en correlacion también aumenta es decir que
estas tienen sinergia, mientras que cuando la correlacion es negativa indica que al
aumentar una variable, la que estad correlacionada disminuye es decir son
antagodnicas; para esto de toman valores superiores a 0,5 para variables positivas
y —=0,5 para variables negativas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de componentes principales

Los componentes principales indican el % de variabilidad de los datos de cada
tratamiento respecto a las variables medidas, las graficas muestran los
componentes que mayor variabilidad tuvieron (fig. 2).

Para el caso de T1, se encontré que el componente 1 recoge el 27,9% de la
variabilidad de los datos y el componente 2 el 22,5%, es decir que entre estos
componentes se recoge el 50,4% de la variabilidad de los datos y se observa en
este tratamiento que hay una correlacién directa alta entre el % de colonizacion y
la densidad real 0,76, % de poros 0,77, Al 0,60 y celulasa 0,62; mientras que para
la variable nimero de esporas hay relacién directa alta con el pH 0,83, Ca 0,83,
Mg 0,71 y la CICE 0,66; por el contrario existe una relacién inversa alta de la
variable niumero de esporas con el % de MO de cuyo valor fue de -0,83.

Fig. 2. Componentes principales T1, poda en vaso

1.0 ——

Companente 2 (22,5 %)

10 = S
-1,0 -0,3 00 05 1.0
Componente T (27,9 %)
Cel= celuloliticos, Psol= solubilizadores de fosfatos, % MO= porcentaje de materia organica, Nf= fijadores de
nitrégeno, inoc= % de colonizacion, %Por= porcentaje de poros, Fos= fésforo, Dr= densidad real, Da=
densidad aparente, COEL= coeficiente de expansion lineal, Al= aluminio, dpm= diametro ponderado medio,

CE= conductividad eléctrica, IP= indice de plasticidad, Na= sodio, esp= % de esporas, CICE= capacidad de
intercambio catidnica efectiva, Mg= magnesio, Ca= calcio, K= potasio.
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Tabla 3. Matriz de correlaciéon T1, poda en vaso

% colonizacién Numero de esporas
% colonizacién 1 0,0685
Numero de esporas 0,0685 1
Dr 0,7643 0,0493
Da 0,0379 -0,3745
A 0,1089 0,1076
L -0,264 -0,2196
Ar 0,1309 0,0758
Dpm 0,2683 0,3418
LL -0,0201 0,1942
LP 0,1294 0,1264
IP -0,3005 0,1591
COEL 0,1928 -0,0103
%Por 0,7746 0,164
pH 0,2394 0,8377
Al 0,6023 -0,201
%MO -0,0447
P -0,3913 0,2559
Ca -0,3019 0,8328
K -0,0287 -0,1419
Mg -0,0557 0,7139
Na -0,0057 0,2896
CICE 0,0462 0,6697
CE -0,3399 0,5121
Nf 0,3213 0,2236
Psol 0,094 -0,0818
Cel -0,0212 -0,4889
Fos 0,0096 0,3281
Celulasa 0,6282 0,0735
Correlacion Correlacion
positiva negativa

Dr= densidad real, Da=densidad aparente, A= arena, LO Limo, Ar= arcilla, dpm= diametro ponderado medio,
LL= limite liquido, LP= limite plastico, COEL= coeficiente de expansion lineal, %Por= porcentaje de poros, Al=
aluminio, % MO= porcentaje de materia organica, P= fosforo, Ca= calcio, K= potasio, Mg= magnesio, Na=
sodio, CICE= capacidad de intercambio catiénica efectiva, CE= conductividad eléctrica, Nf= fijadores de
nitrégeno, Psol= solubilizadores de fosfatos, ,cel= celuloliticos, Fos= fosfatasa.
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La fig. 3 muestra que en T2 el componente 1 recoge el 30,5% de los datos y el
componente 2 el 28%, es decir, estos dos componentes muestran que en este
tratamiento la variabilidad de los datos para fue de 58,5% donde se aprecia que
hay relacion relacidn directa alta positiva entre % colonizacioén y solubilizadores de
fosfatos 0,75 y relacién inversa alta de esta variable con la densidad aparente 0,74
y media con el % de MO de 0,58; para el numero de esporas se observa una
correlacién directa alta entre estas y el limite liquido (LL)de 0,76 y con el pH de
0,69, correlacion media con el % de MO en 0,55 e indirecta con el Al en -0,62.

Fig. 3. Componentes principales T2, poda en globo
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% MO= porcentaje de materia organica, Nf= fijadores de nitrégeno, Psol= solubilizadores de fosfatos, cel=
celuloliticos, inoc= % de colonizacién, %Por= porcentaje de poros, Fos= fosforo, Dr= densidad real,
Da=densidad aparente, Al= aluminio, dpm= didmetro ponderado medio, CE= conductividad eléctrica, IP=
indice de plasticidad, LL= limite liquido, LP= limite plastico, COEL= coeficiente de expansion lineal, Na=
sodio, esp= nimero de esporas, CICE= capacidad de intercambio cationica efectiva, Mg= magnesio, Ca=
calcio, K= potasio, Fos= fosfatasa.
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Tabla 4. Matriz de correlacion T2, poda en globo

% colonizacién |NUmero de esporas
% colonizacién 1 -0,1476
Numero de esporas -0,1476 1

Dr -0,3192 -0,1876
Da SO 0,1379
A -0,2805 -0,3586

L 0,346 0,4172
Ar 0,0615 -0,3862
dpm 0,2258 0,1138

LL 0,304 0,7652

LP 0,307 0,3057

IP -0,1416 0,1417
COEL 0,2436 -0,0829
%Por 0,1 -0,1079
pH 0,1441 0,6973

Al 0,016

%MO -0,5829 0,5564

P -0,4538 0,2858

Ca 0,3256 0,2446
K 0,3068 -0,2662

Mg 0,2619 -0,4261
Na -0,3995 -0,3834
CICE 0,3118 -0,2433
CE 0,0424 -0,2566

Nf -0,4584 0,3493

Psol 0,7552 0,239
Cel 0,1588 -0,1717
Fos -0,4098 0,3859
Celulasa 0,3571 0,0058

J Correlacion Correlacion
positiva negativa

Dr= densidad real, Da=densidad aparente, A= arena, LO Limo, Ar= arcilla, dpm= diametro ponderado medio,
LL= limite liquido, LP= limite plastico, COEL= coeficiente de expansiodn lineal, %Por= porcentaje de poros, Al=
aluminio, % MO= porcentaje de materia organica, P= fosforo, Ca= calcio, K= potasio, Mg= magnesio, Na=
sodio, CICE= capacidad de intercambio cationica efectiva, CE= conductividad eléctrica, Nf= fijadores de
nitrégeno, Psol= solubilizadores de fosfatos, ,cel= celuloliticos, Fos= fosfatasa

El andlisis de componentes principales (figura 4) muestra que en T3 el
componente 1 recoge una variabilidad de los datos de 34,3%, mientras que en el
componente 2 la variabilidad fue del 20,7% para un total de variabilidad del 50,7%
de ambos componentes, se observa que existe una relacion directa alta del
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porcentaje de colonizacion con la densidad aparente de 0,69 y media con la
celulasa de 0,57 e indirecta media con el Al de -0,55 y los solubilizadores de
fosfatos con -0,59. Para la variable nimero de esporas la relacién directa alta se
da asi: L 0,74, LL 0,65 e indice de plasticidad (IP) 0,66 y es inversa alta con A -
0,72 y limite plastico (LP) -0,63 e indirecta media con Mg -0,50.

Fig. 4. Componentes principales T3, crecimiento libre
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Cel= celuloliticos, Psol= solubilizadores de fosfatos, % MO= porcentaje de materia organica, Nf= fijadores de
nitrégeno, inoc= % de colonizacién, %Por= porcentaje de poros, Fos= fésforo, Dr= densidad real, Da=
densidad aparente, Al= aluminio, dpm= diametro ponderado medio, LL= limite liquido, LP= limite plastico, IP=
indice de plasticidad, COEL= coeficiente de expansion lineal,CE= conductividad eléctrica, IP= indice de
plasticidad, Na= sodio, esp= nimero de esporas, CICE= capacidad de intercambio cationica efectiva, Mg=
magnesio, Ca= calcio, K= potasio.
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Tabla 5. Matriz de correlacién T3, crecimiento libre

% colonizacion Numero de
esporas
% colonizacion 1 -0,0639
Numero de -0,0639 1
esporas
Dr 0,3032 -0,4131
Da 0,3315 -0,4398
A 0,103 -0,2771
L -0,3788 -0,5349
Ar 0,1941 0,6713
dpm 0,3952 -0,0006
LL 0,0105 0,3193
LP 0,062 0,3298
IP -0,0121 0,2036
COEL -0,2256 -0,5382
%Por -0,3405 0,474
pH -0,5407 0,3202
Al 0,405 -0,0726
%MO 0,0414 -0,3324
P 0,2321 -0,0578
Ca -0,5346 0,1539
K -0,2779 0,0032
Mg -0,2873 0,8154
Na -0,5624 0,2101
CICE -0,5132 0,2077
CE 0,442 0,0142
Nf -0,4478 0,0625
Psol -0,591 0,049
Cel -0,2059 -0,2658
Fos -0,4985 0,0556
Celulasa 0,5717 -0,1369
Correlacion l Correlacion
positiva Negativa

Dr= densidad real, Da=densidad aparente, A= arena, LO Limo, Ar= arcilla, dpm= diametro ponderado medio,
LL= limite liquido, LP= limite plastico, COEL= coeficiente de expansion lineal, %Por= porcentaje de poros, Al=
aluminio, % MO= porcentaje de materia organica, P= fosforo, Ca= calcio, K= potasio, Mg= magnesio, Na=
sodio, CICE= capacidad de intercambio catiénica efectiva, CE= conductividad eléctrica, Nf= fijadores de
nitrégeno, Psol= solubilizadores de fosfatos, ,cel= celuloliticos, Fos= fosfatasa
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En la tabla 6, se aprecian las variables significativas con anadlisis de Kruskal-
Wallis, el valor de una distribucién de H2 con 2 y 21 grados de libertad
respectivamente, los 2 de tratamientos y 21 de residuales, donde el valor de
probabilidad muestra significancia a un nivel de 0,01. Los valores del andlisis de la
prueba post hoc Dwass-Steel-Critchlow Fligner que es una prueba de
comparacion pareada que muestran la evidencia de la diferencia significativa entre
T1y T3 para %MO vy los tratamientos T2 y T3 para P.

Tabla 6. Resumen del andlisis Kruskal-Wallis y la prueba post hoc para las
variables significativas

H 2

de‘;:’r:zz‘:‘te Kruskal-Wallis H | Hando Valor 'DSCF DSGF
Hy o1e11.475¢ T1=7,25 T1vs. T2 1,639 0,478

%MO 00032 T2=11,25 T1vs. T3 4,618 0,003
p=5 T3=19,0 T2vs. T3 3,124 0,070

Ha 210,991 T1=13,94 T1vs. T2 0,966 0,773

P 00058 T2=17,31 T1vs. T3 2,673 0,141

p=5 T3= 6,25 T2 vs. T3 4,753 0,002

'DSCF Dwass-Steel--Critchlow-Fligner prueba para analisis de comparacion multiple para prueba de Kruskal-
Wallis, 2Pr probabilidad

De otra parte y de acuerdo con el analisis Modelo Lineal Generalizado (GLM) se
observa que hay efecto de los tratamientos en las UFC/g de solubilizadores de
fosfatos (SP) y fijadores de nitrégeno (FN), se realiz6 un ajuste a una regresién
Poisson con una funcién de enlace logaritmica, los resultados de la regresion
Poisson mostraron diferencias altamente significativas con (P<0,0001) entre los
tratamientos T1 Vs T2 y T1 Vs T3. Para la variable nUmero de esporas se hizo
igualmente una regresion Poisson con una funcion de enlace logaritmica y los
resultados de la regresién indicaron diferencia significativa con (P<0,0001) entre
T1 Vs T2, T2 Vs T3y T1 Vs T3. Para la variable % de colonizacion no se detectd
diferencia significativa entre los tratamientos evaluados.

El estudio hall6 un alto porcentaje de colonizacién radicular de olivo por HMA,
alcanzando un promedio de 72,5, 76 y 76,2% respectivamente en todos los
tratamientos, bajo unas condiciones de baja precipitacion y temperatura promedio
dia 29,9 y noche 12,8°C (figura 1) situacion que no parece estar influenciada por el
factor poda, estos datos coinciden con lo reportado por Mekahlia et al. (2013)
quienes encontraron que en clima semiarido y humedo el porcentaje fue de 67%,
el cual vario en el tiempo entre 67,92% en 2010, 60,52% en 2011 y 65,87% en
2012 y también en las estaciones con 57,04% en invierno y 72,50% en primavera.
Esto indica que los hongos pueden ser abundantes en suelo seco porque ayudan
en la toma de agua y pueden abundar en suelo himedo para ayudar en la toma de
nutrientes. Por su parte, Medad-Hamza et al. (2010) encontraron que el olivo
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muestra una alta dependencia por las micorrizas con 51,06% para G. mosseae y
69,96% para G. intraradices, mostrando un marcado efecto sobre el crecimiento
de la planta olivarera. Por su parte, Warda et al. (2012) en su trabajo en
Marruecos encontraron que los porcentajes de colonizacién estaban relacionados
con el contenido de fésforo disponible en el suelo y las frecuencias e intensidades
de infeccidén micorricica. Segun sus investigaciones con diferentes variedades de
olivo y en diferentes lugares, el porcentaje de colonizacidén oscila entre una media
de 30% (Tamzazit) a 96% (Khnichat) y de 0% (Tamzazit) a 30% (Khnichat)
respectivamente.

El conteo de esporas por cada 50 g de suelo seco report6 el valor mas bajo para
T1 con 3557, T2 con 4551 y T3 con 4538 el mas alto, lo cual es un numero
elevado comparado con lo reportado por Warda et al. (2012) quienes encontraron
que el numero de esporas por cada 100 g de suelo extraido de la rizésfera de los
olivos fue diferente segun el suelo, asi por ejemplo en algunos sitios encontraron
entre 100 y 160 esporas mientras que en otros las cantidades estuvieron entre 30
y 80 por cada 100g de suelo rizosférico.

De otra parte, y respecto a los resultados de las propiedades fisicas (tabla 7), la
densidad real y la densidad aparente (DA) no mostraron diferencia entre
tratamientos, la DA tiene un valor de 1.1g/cm?3, considerada friable es decir son
suelos porosos que mostraron valores de 47,2, 48,1 y 47,9% para T1, T2 yT3
respectivamente, est4d propiedad que tampoco mostré diferencias entre
tratamientos al igual que el diametro ponderado medio (dpm) de los agregados del
suelo, cuyos valores fueron de 3,2, 3,4 y 3,3mm respectivamente, valores
considerados, moderadamente estable, de acuerdo con parametros del IGAC,
entonces y teniendo en cuenta que los HMA producen exudados proteicos
(Glomalinas), estos estan correlacionados positivamente con la estabilidad de los
agregados (Tekaya et al., 2016). Aunque en el presente ensayo no hay correlacién
de componentes principales respecto a esta variable, se aprecia buena estabilidad
estructural favorecida por la presencia del micelio fungoso teniendo en cuenta el
alto porcentaje de colonizacién. En esta simbiosis de hongo raiz también
intervienen las bacterias del suelo que se asocian al micelio externo de los HMA y
estan embebidas en la capa externa de la pared, la cual es mucilaginosa. Lo que
puede estar ocurriendo en el suelo rizosférico del olivo debido a la presencia de
microorganismos celuloliticos, fijadores de nitrégeno y solubilizadores de fosfatos,
medidos en el presente ensayo. Se conoce poco acerca de las propiedades de
este mucigel, pero se ha observado que este material es acumulable y que el
grosor de la pared hifal se incrementa con la edad (Gonzalez et al., 2004).

Al encontrar un dpm de particula estable se ve favorecido el valor de la densidad
aparente que corresponde a un suelo agricola entre 1.0 y 1.2 g/cm3, esto hace que
el valor de % poros totales esté por encima del 50%, caracteristicas que facilitan la
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infiltracion, profundidad radical efectiva y circulacién de aire, razén por la cual se
encuentra una correlacion directa alta entre el % de colonizacion y el % de poros
totales en T1, sin embargo no ocurre asi para T2 y T3, lo que puede explicarse
debido a que igualmente hay una correlacion alta con la enzima celulasa que
favorece la degradacién de celulosa y contribuye a la estabilidad de los
agregados. La funcion de los microorganismos ademas de segregar enzimas para
degradar moléculas es por ejemplo, estimular la secrecion en las raices, en
particular en los pelos radicales, de este modo las hifas de los hongos exudan
polisacaridos y otros compuestos organicos formando una malla pegajosa que une
a las particulas individuales del suelo y micro agregados para formar macro
agregados (Gonzalez et al., 2004).

En lo referente a las condiciones quimicas se observé lo siguiente (tabla 5): el pH
no mostré diferencias estadisticas, los valores para T1 y T2 estan catalogados
como muy fuertemente acidos, mientras que para T3 como fuertemente acido. En
los tres casos este nivel de pH limita la toma de nutrientes y provoca fijacién de P
a causa del Al, que tampoco reportd diferencias significativas; contrario a lo
ocurrido en el Alto Ricaurte, en los ensayos realizados por Warda et al. (2012)
existen reportes de suelos alcalinos con pH entre 7,7 y 8,3 donde los niveles de
fosforo se bloquean por Ca, razén por la cual los HMA muestran altos niveles de
colonizacion. Troncoso de Arce et al. (2005), demostraron un efecto positivo de la
colonizacion con HMA superior al 69%, donde con un pH 7 la planta tuvo un buen
desempefio en la absorcién de P, Fe y agua.

La variable % de M.O. mostr6 que hay diferencia estadistica significativa de
acuerdo con la prueba DSCF posterior a un Kruskal-Wallis con un (Pr>DSCF
0,003) entre los tratamientos T1 y T3, lo que seguramente puede estar relacionado
con la pérdida de hojas del centro del arbusto en crecimiento libre, que caen en la
zona de plateo y se incorporan como materia organica, esta caida de hojas puede
obedecer a que el olivo con mas hojas jévenes en las ramas altas, pierde las hojas
del centro de la copa por poca entrada de luz y hojas de mayor edad, un
mecanismo de la planta para mantener la dominancia apical en la cual emplea la
mayor cantidad de nutrientes absorbidos. Por otro lado, en las plantas
intervenidas, la pérdida de hojas es baja dado que el flujo de savia determinado
por la cantidad de hojas presentes en una rama, esté sincronizado con el diametro
del sistema conductor encargado del transporte de flujos en sentido acropeto, de
la base hacia el apice, ademas la radiacion solar estéa penetrando de forma mas
uniforme, lo que favorece la fotosintesis de hojas al medio de la copa (Garcia-Ortiz
et al., 2009) (Casierra- Posada & Fischer, 2012).
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Tabla 7. Resultados promedio de andlisis fisico del suelo rizosférico de olivo por
tratamiento de las unidades experimentales

. 1
Tratamient | Dr | *Da “fspo, | a4 o | sAr% | “Dpm(mm) | "%Por
o) g/cm g/cm
T1 (poda | 2,2137 117 | 32,88 | 385 | 28,495 3,2175 47,2160895
en vaso) 5
T2 (poda 22175 1,1512 34,63 | 37,25 | 28,12 3,45625 | 48,1390342
en globo) 3)

T3 (C. libre) | 2,26 1,1775 | 31,63 39 29,12 3,36625 47,9548857

'Densidad real, 2Densidad aparente, 3Arena, 4Limo, 3Arcilla, 8Didmetro ponderado medio, 7Porcentaje de poros

En los reportes de analisis quimicos (tabla 8), para la variable % MO los valores
mas bajos estuvieron en 0,19 y 0,24 y fueron mostrados por T1R4b y T2R1a
respectivamente, calificados como bajos; mientras que el valor mas alto con 3,22
lo obtuvo T3R1a seguido de T3R2b con 2,76% y 2,7% de T3R3b, que se
encuentran entre el rango medio.

Para el caso de la variable P, se mostr6é una diferencia significativa a un PrsDSCF
de 0,002 entre los tratamientos T2 y T3, lo que indica que fue afectado por la
poda, dado que la no intervencion del arbusto y su mayor tamano implican mayor
consumo de P para mantener ramas y hojas, no obstante, los requerimientos de P
por el olivo son bajos; vale la pena resaltar que los valores reportados en el
andlisis de suelo muestran que en general el P en los tres tratamientos esta en
exceso (243, 291,3 y 235.4ppm respectivamente); valores exiremadamente altos
teniendo en cuenta que el fésforo reportado en el analisis del suelo de las calles
del cultivo (tabla 1) tiene un valor de 6,08 ppm, de esta diferencia se presume que
el P reportado para la zona rizosférica puede tener origen en la materia organica y
las adiciones de fertilizante con altos niveles de P durante el tiempo de crecimiento
y desarrollo del arbusto en razon de 2000 g por planta/afno.

Por su parte, el Ca no mostré diferencias entre tratamientos y se hallé con valores
ideales para este elemento en el suelo. EL K tampoco mostré diferencias respecto
de los tipos de poda y reportd valores altos en todos los tratamientos dado que el
valor limite en el suelo es de 0,4 meqg/100g. y en el suelo se encuentra entre 1,3y
1,4 meq/100g.

Todos los valores del Na estuvieron por debajo de 1 meqg/100g (tabla 6)
considerado ideal y en ningun caso mostré diferencia con los tratamientos; de otra
parte, la variable CICE tampoco mostré diferencia para ningun tipo de poda y se
encontré un comportamiento ideal para todos los tratamientos con valores entre 10
y 20 meqg/100g, al igual que la CE que corresponde a un suelo normal con valores
inferiores a 2 dS/m donde T2R1a reporté el valor mas bajo con 0,32 dS/m y T3R2b
el mas alto con 1,1 dS/m.
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Tabla 8. Resultados promedio de andlisis quimico del suelo rizosférico por
tratamiento de las unidades experimentales

Tratamiento pH 1Al 2%MO 3p 4Ca 5K Mg Na 8CICE
I;S(Op)"da en | 48075| 0,9875| 1,69875 243 | 829625| 1.451| 354| 0,10875| 14,3475
;@é‘;‘)’dae“ 4.9625 11| 249625| 291,375 8,1425| 1,32625 | 3,69625 | 0,11375| 14.37875
T3 (C.libre) | 54125| 0.15| 2,53875| 235425| 9,76625| 1,4475| 3,7475| 0,10875 15.22

1Aluminio, 2%de materia orgéanica, 3fésforo, 4calcio, Spotasio, ®magnesio, “sodio, écapacidad de intercambio
cationico efectiva.

De los microorganismos asociados a la rizosfera (tabla 9), los fijadores de
nitrégeno de vida libre mostraron el valor mas bajo en T2, al igual que los
solubilizadores de fosfatos, entre tanto, los reportes para microorganismos
celuloliticos mostraron las poblaciones mas bajas de todos los microorganismos
evaluados. En este sentido, se considera que existen interacciones microbianas
cuya finalidad es el abastecimiento de nutrientes para los microorganismos que
participan en la misma, y la presencia de fijadores de nitrégeno (FN) en suelo
rizosférico parece estar asociada con la presencia de micorriza, dado que esta
demanda N para aportar a la planta (Atlas & Bartha, 2001).

El comportamiento de la actividad enzimatica de la fosfatasa (tabla 6) registré el
valor mas bajo para T2 con 57,03uM/min*g y la mayor actividad en T3 con 178,9
puM/min*g. Para el caso de la actividad de la celulasa se reportaron valores de 1,3,
1,5y 1,6, 6 pM/min*g. La actividad enzimatica esta directamente relacionada con
la cantidad de materia organica presente en el suelo y como se aprecia en los
resultados, la actividad de la celulasa fue mayor en T3 y mostré ademas diferencia
estadistica con los demas tratamientos respecto al % de M.O., a pesar de no
mostrar diferencia con la actividad de la celulasa si fue el tratamiento que mostré
mayor actividad de esta enzima. Igualmente ocurrié con la fosfatasa que muestré
mayor actividad en T3, pero en este caso el P fue menor, es decir, esta enzima
contribuye a mineralizar el elemento presente en la M.O.

Tabla 9. Resultados promedio de microorganismos y enzimas por tratamiento de
las unidades experimentales

Tratamiento INf Psol 3Cel “Fos Celulasa
T1 170500 316000 6,25 77,969625 1,39125
(poda en vaso)

T2 47625 57625 13,75 57,03325 1,55725
(poda en globo)

T3 152000 131625 5 178,9185 1,6405
(C. libre)

Fijadores de Nitrégeno, 2Solubilizadores de Fésforo, 3Celuloliticos, “Fosfatasa, 5Celulasa




46

CONCLUSIONES

En lo que concierne al numero de esporas encontradas en suelo rizosférico se
aprecia que hay efecto del factor poda, al igual para la variable % de colonizacién
de raices solo se aprecia el efecto del factor y en ambos casos no se aprecia
diferencia entre tratamientos, dado que para ambas variables |la presencia es alta
en cada tratamiento, sin embargo el impacto del factor poda puede obedecer a
que el sistema radicular de las plantas intervenidas tengan exudados diferentes en
cantidad y calidad por el impacto que genera el corte de la copa y pérdida de
material vegetativo

No hay relacién entre la colonizacion de HMA y las formas de poda en el olivo, sin
embargo, para el caso del nUmero de esporas encontradas en suelo rizosférico se
aprecia que hay efecto del factor poda,

El estudio hall6 un alto porcentaje de colonizacién radicular de olivo por HMA,
alcanzando un promedio por tratamiento de 72,5, 76 y 76,2% respectivamente,
situacion que no parece estar influenciada por el factor poda.

En lo referente a las propiedades fisicas ninguna variable mostro diferencias
estadisticas, solo se muestra diferencia significativa entre T1 y T3 para %MO vy
entre T2y T3 para P.

En lo referente a las condiciones quimicas, se observo que el pH tuvo relacion
positiva en los tratamientos poda en vaso y globo con nimero de esporas; por otro
lado, el Al tuvo relacidn positiva en poda en vaso con % de colonizacién y negativa
en globo con numero de esporas, ademas, el Ca, Mg y CICE tuvieron relacién
positiva en poda en vaso con numero de esporas y el Mg relacién negativa en
crecimiento libre con numero de esporas.

Para los microorganismos se encontrd relacién positiva de solubilizadores de
fosfato en poda en globo con % de colonizacién, y negativa con crecimiento libre,
mientras que para la actividad de la celulasa se observé relacién positiva para
vaso y crecimiento libre.
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CAPITULO Il

MICORRIZAS ARBUSCULARES Y ABSORCION DE NUTRIENTES POR EL
OLIVO BAJO DOS TIPOS DE PODA

ARBUSCULAR MYCORRHIZAE AND ABSORPTION OF NUTRIENTS
THROUGH THE OLIVE TREE UNDER TWO TYPES OF PRUNING

Resumen

Entre algunos hongos del suelo y las raices de aproximadamente el 90% de los
vegetales ocurre la micorrizacion, en la que el hongo obtiene exudados de la raiz
para su metabolismo y en la planta se modifica la absorcién de nutrientes con la
disponibilidad a elementos que estan presentes en el suelo en concentraciones
bajas, inmovilizados o en zonas inaccesibles para sus raices; en los olivos del
trépico existe un alto porcentaje de micorrizacién no obstante la presencia de P,
Ca, Mg y B en cantidades excesivas, pero con pH fuertemente &cido, razén por la
cual, se evalud6 la presencia de HMA y su relacién con la absorcion de nutrientes
en olivos con dos tipos de poda cultivados en el alto Ricaurte mediante un disefio
completamente al azar, como variables independientes se manejaron tres
tratamientos: poda en vaso, poda en globo y crecimiento libre, como variables
dependientes: numero de esporas de HMA, % de colonizacién en suelo y raiz y en
la hoja: composicion quimica, FDA, FDN, LDA, &acidos grasos, proteina y N
organico. Se realizaron: pruebas paramétricas de normalidad de Shapiro Wilk,
coeficiente de correlacibn de Pearson, andlisis de varianza y pruebas de
comparacién de promedios de Tukey. El andlisis de componentes principales fue
realizado con el paquete estadistico SAS. Los resultados indican que la presencia
de micorrizas en la rizésfera del olivo en el alto Ricaurte esta relacionada con la
disponibilidad de nutrientes.

Palabras clave
Acidos grasos, fosfatos en olivos, nitrdgeno organico en olivos, nutrientes en hojas
de Olea europaea L
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Abstract

The Mycorrhization occurs among roots of approximately 90% of the vegetables
and fungi from the soil. In doing so, the fungus obtains exudates from the root for
its metabolism and the other hand the plant transforms the absorption of nutrients
and the elements that are in the soil at low concentrations. Immobilized or
inaccessible areas for its roots. The Olive trees in the tropic has a high percentage
of mycorrhization. However, elements as P, Ca, Mg, and B are present in
excessive amounts, but a strongly acid pH. Therefore, the presence of HMA was
evaluated and the relation with the absorption of nutrients in olive trees with two
types of pruning which are grown in the Alto Ricaurte through a completely random
design. Thus, three treatments was carried out on independent variables as
"goblet" pruning, "balloon" pruning and free growth, On the other hand, dependent
variables as the HMA spores percentage, percentage of colonization in the soil,
roots and leaves. And chemical composition: FDA, NDF, LDA, fatty acids, protein
and organic N. Moreover it was made parametric tests of normality of Shapiro
Wilk, Pearson's correlation coefficient, analysis of variance and Tukey averages
comparison tests, which was done with the statistical package SAS. As a result,
the presence of mycorrhizae in the rhizosphere of the olive tree in the high
Ricaurte is related to the scarcity of water and the availability of nutrients, even
though these are in the soil they are not available for the plant.

Key words
Fatty acid, phosphates in olive trees, organic nitrogen in olive trees, nutrients in
leaves of Olea europaea L.

INTRODUCCION

Entre algunos hongos del suelo y las raices de aproximadamente el 90% de las
plantas (Simon et al., 1993), transcurre una asociacién mutualista conocida como
micorrizacion, en la que las dos partes se proveen reciprocamente de beneficios.
El hongo muestra dependencia de la planta para obtener los exudados de
nutrimentos organicos Utiles para su metabolismo, mientras que la morfologia del
sistema radicular se modifica por el intercambio bidireccional de carbono y fésforo
(Ducic et al., 2008), también se modifica la absorcion de nutrientes por las plantas
(Malusa et al., 2007) Citernesi, Vitagliano & Giovannetti (2015), con la exudacion
al medio de auxinas giberelinas y citoquininas que favorecen la elongacion de la
raiz para la toma de Ca, B, K (Marulanda et al., 2007; Dag et al., 2009), Fe, Mn, N,
Ky Zn, también acceden a otros elementos que estan presentes en el suelo en
concentraciones bajas, como NHs, Cu y Mo (Orlowska et al., 2011; Cavagnaro et
al., 2010; Dag et al., 2009; Sheng et al., 2009; Shokri & Maadi, 2009; Sudova,
2009; Ducic et al., 2008; Pasqualini et al., 2007), lo anterior es favorecido por el
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aumento de las raices laterales, dando lugar a un sistema de raices mas
ramificado resultado de la mejora en la nutricion de la planta que seria favorecida
por las micorrizas (Citernesi et al., 2015), en razdén a que el micelio externo y las
hifas absorbentes pueden penetrar en los microporos del suelo gracias al menor
diametro que presentan respecto a las raices y pelos radicales de las plantas,
facilitando asi la exploracion a mayor volumen de suelo con la consecuente
accesibilidad a nutrientes por parte de la planta.

En esta asociacibn se presenta un mayor crecimiento de las plantas
especialmente en aquellos suelos donde los nutrientes son escasos, se muestra
también mayor tolerancia al déficit hidrico e incluso la planta se ve protegida frente
al ataque de patégenos por mecanismos como: micoparasitismo, lisis enzimatica,
antibiosis, competencia por espacio o nutrientes e induccidén de resistencia en la
planta (Whipps, 2001).

El carbono que intercambian estos dos organismos, aflora con la descarga de
carbohidratos desde el floema de la planta en la interface apoplastica que se
forma, donde queda a disposicion de ambos asociados, alli se hidrolizan por
accion de la invertasa y son absorbidos por el hongo como hexosas, a partir de
estas produce lipidos y glucdgeno (Sanchez, 1999), manteniéndose de esta
manera un gradiente de concentracién de carbohidratos entre los simbiontes de tal
forma que la transferencia neta ocurra hacia el micosimbionte, el cual los distribuye
haciendo uso de aquellos que requiere para crecer y llevar a cabo su actividad
metabdlica normal. La translocacion de compuestos carbonados al micelio externo
que se desarrolla en el suelo contribuye también a mantener un gradiente
favorable a nivel de la interface apopléastica. Del 4 al 20% del carbono fijado en la
fotosintesis puede ser exportado hacia las raices micorrizadas, en consecuencia,
las actividades fisiologicas como la tasa fotosintética, transpiracion, conductancia
estomatica (Wu & Zou, 2010; Dag et al., 2009; Sheng et al., 2009; Shokri & Maadi,
2009; Pasqualini et al., 2007; Sanchez, 1999) y capacidad de acumulaciéon de
diferentes cantidades de nutrientes son estimuladas (Chatzistathis et al., 2009).

Algunos estudios demuestran que las plantas micorrizadas son mucho mas
eficientes en la absorcién de P, nutriente limitante en la mayoria de los suelos, en
relacion a plantas no micorrizadas (Tekaya et al. 2016; Abdel-Fattah et al. 2014;
Mechri et al. 2014; Bicking & Heyser, 2003). Las hifas externas de los HMA tienen
la habilidad de captar el fosfato y transportarlo a los tejidos radicales actuando
como via de acceso a este nutriente al extenderse mas alld de la zona de
agotamiento de la raiz (Dag et al., 2009; Marulanda et al., 2007). El efecto de los
HMA en plantas se ha sustentado con base en el mejoramiento en la nutricién por
P, elemento implicado directamente en la regulaciéon de la fotosintesis, utilizacion y
posterior almacenamiento de los fotosintatos (Gianinazzi-Pearson & Azcoén, 1991),
aumento de la tasa de transpiracibn y mayor conductancia estomatica en
comparaciéon con controles no micorrizados (Wu & Zou, 2010; Caravaca et al.,
2003).
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En lo referente al Ky Mg, estos dos elementos son encontrados en mayor cantidad
en plantas micorrizadas, esto se explica como efecto indirecto de la simbiosis al
mejorar su absorcion. La habilidad de las hifas de los HMA para soportar y
concentrar Ca y otros cationes puede mejorar la cantidad de estos elementos en la
fraccion biolégicamente activa. Los granulos de polifosfato presentes en las
vacuolas de los HMA pueden llevar Ca asociado lo cual puede conducir a que
haya alguna movilidad de este elemento en plantas micorrizadas (Sanchez, 1993;
Tester, 1992). Micronutrientes como Zn, Cu y Mo son tomados activamente por
las hifas de HMA y transportados a la planta hospedera. lgualmente, otros micro
elementos esenciales para la planta como el Fe y Mn se encuentran en mayores
concentraciones en plantas micorrizadas; en algunos micorrizbgenos hay
evidencia de la formacién de algunos sideroforos que los capacita para tomar Fe
(Barea & Jeffries 1995; Varma, 1995; Sieverding, 1991).

Existen reportes del incremento en la absorcion de Na, Co, y Si, los cuales no son
esenciales para el crecimiento de todas las plantas. Se conoce que algunos
metales pesados y algunos tdéxicos como el Cd, Ni, Sr y Ce pueden ser absorbidos
y transportados a la planta por via micorricica, sin embargo, la fitotoxicidad que
podria esperarse de este hecho no ocurre, gracias a la compensacién que se
presenta al mejorar la absorcion y el equilibrio de macronutrientes. A pesar de ello,
la micorriza puede ser inhibida por la presencia de metales pesados como el Zn,
Cd y Cu en dosis menores a las necesarias para causar depresion en el
crecimiento (Sanchez, 1993; Azcén, 1991). Otros estudios describen mejora en la
absorcién de CO:2 inducida por HMA (Boldt et al., 2011).

Por otro lado, el rol del transporte micorricico de Mg, muestra un efecto
estimulante en la biosintesis de los glicolipidos (Awai et al., 2006). Por su parte
Jordan et al. (2001) han demostrado que esto es esencial para la biogénesis del
cloroplasto, la formacion de la membrana de los tilacoides y la actividad
fotosintética; asi mismo, Mechri et al. (2014) determinaron que los acidos grasos
con tres enlaces dobles (18:3) en los glicolipidos de plantas micorrizadas fueron
mas altos que los de las plantas no micorrizadas y que el grado de insaturacién
del glicolipido afecta la capacidad fotosintética, el contenido de clorofila y los
complejos fotosintéticos.

Existen también registros del incremento en la actividad de enzimas como la nitrato
reductasa y la glutamina sintetasa que participan en la asimilacion de nitrégeno;
del mismo modo, del aumento de arginina y citrulina, utilizadas para mantener el
equilibrio iénico en las vacuolas ricas en polifosfato en plantas micorrizadas (Smith
& Read, 2008). Bajo las anteriores consideraciones, el propésito del presente
escrito fue evaluar la presencia de HMA y su relacién con la absorcién de
nutrientes en olivos con dos tipos de poda cultivados en el trépico alto andino.

El estudio se realizé en Colombia, departamento de Boyaca, municipio de
Sutamarchan, vereda Roa, en el huerto “Olivanto” en dos fases: una de campo y
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una de laboratorio, en las cuales se procesaron 24 muestras que correspondian a
12 unidades experimentales (cada unidad estuvo compuesta por dos arbustos).

Extraccion, conteo de esporas y estimacion del porcentaje de colonizacién
por HMA

Materiales

Etanol (70%) como preservativos de raices, KOH al 10% (w/v hidréxido de K), HCI
al 10% (v/v de &acido clorhidrico), Colorantes: azul de tripano 0.05% (w/v) en
lactoglicerol (Phillips & Hayman, 1970), Glicerina-agua (50%) y preservativo H202
(al 10 % v/v) cuando se requirié aclaramiento adicional, dependiendo del grado de
pigmentacion de la raiz (Kormanik & McGraw, 1982) y aceite de inmersién. Como
material de laboratorio se emplearon: tubos de ensayo, cajas de Petri y Beakers
de 50 ml, pipetas graduadas de 5y 10 ml y balones aforados de 100 ml, pinzas
finas y para tubo de ensayo, agujas de siembra y/o transferencia y bisturi, porta y
cubreobjetos, gradilla para tubos de ensayo, malla (100um de poro) para transferir
muestras, viales de plastico con tapa para almacenamiento de muestras,
marcador y cinta de papel. También fueron empleados los siguientes equipos:
estereoscopio, microscopio, balanza, bano maria, gradilla para muestras y plancha
de calentamiento.

La extraccion de esporas se desarroll6 empleando los reactivos: solucion de
sacarosa al 70%, PVLG (Koske & Tessier, 1983) y PVLG: Melzer (Morton, 1991-
1992), también materiales como: jeringa normal para limpieza estereoscopica de
las esporas, porta y cubreobjetos, gotero, espatula de punta fina, tubos para
centrifuga de 50 ml y frasco lavador y equipos como: juego de tamices N°. 10, 35,
125y 325 (2 mm — 450 ym — 120 ym y 40 ym, respectivamente), microscopio,
estereoscopio, centrifuga a 3350 rpm. en angulo libre, jeringa para sacarosa,
dispositivo colector de esporas y balanza.

Métodos

Durante la fase de campo se recolectaron 200 gramos de suelo de la zona de
plateo para cuantificar las esporas a 20 cm de profundidad por 15 cm de ancho. A
la par y para observar el porcentaje de micorrizacion, se recolectaron de la misma
zona diez submuestras hasta completar 20 gramos de raices secundarias y
terciarias jovenes donde se encontraran pelos absorbentes, se retird el suelo
adherido y se sumergieron en alcohol. Las muestras se guardaron en termos de
poliestireno con refrigerante, hasta llegar al laboratorio.

El método para extraccidn de esporas empleado fue el de Sieverding (1984), el
cual consistioé en la utilizaciéon de tres tamices superpuestos (710 ym, 45 ym y 38
Mm respectivamente), en el tamiz superior (710 um) se deposité cada muestra de
50 gramos de suelo, se lavé con abundante agua hasta que se estimé incolora al
fluir por el dltimo tamiz (38 um), el material que quedé filtrado en el tamiz de 45 ym
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se depositdé en dos tubos de centrifugado con capacidad para 13ml, del mismo
modo se hizo con el que quedd acumulado en el de 38 um; luego se agitd el fondo
de cada tubo con ayuda de una espatula de punta fina, en seguida, con la jeringa
para sacarosa se tomaron aproximadamente 40 ml de sacarosa al 70% y se
adicion6 a presién al fondo de cada tubo preparado hasta completar 13 ml. La
jeringa se lavd superficialmente con agua, después de cada adicion. A
continuacién, se llevaron los tubos a una centrifuga con angulo libre, se
equilibraron los pesos de los tubos con agua y se centrifugaron a 4000 rpm
durante 4 minutos. Pasado este tiempo se extrajo con la jeringa para sacarosa la
fase intermedia de los tubos llevando la manguera hasta este nivel y tomando todo
lo existente hasta la unién de la fase acuosa con el suelo, principalmente el
material contenido en el limite sacarosa—agua, donde se acumulan las esporas, el
contenido de la jeringa se pasé por un tamiz de 45 y otro de 38 ym, se lavé con
agua de grifo y con frasco lavador se pas6 el material restante a cajas de Petri
para limpieza y extraccién manual de las esporas, las fracciones extraidas de cada
tamiz se procesaron por separado.

El conteo de esporas de HMA se realiz6 en cajas de Petri con cuadricula de 5 mm
x 5 mm, en la que se depositaron las esporas de HMA en poca agua para reducir
su movimiento, se ubicaron en el estereoscopio recorriendo toda la caja con
objetivo 10X, cambiando a mayor aumento cuando hubo necesidad de
distinguirlas claramente.

Para el procesamiento de raices, se tomé el material recolectado y se lavo con
agua de grifo para eliminar todo el suelo e impurezas, se tomaron sélo raices finas
menores de 1 mm de diametro para facilitar la penetracion de los reactivos y se
extendieron de manera que no quedaran apretadas dentro del tubo de ensayo, se
cubrieron completamente con KOH al 10% para que el aclaramiento fuera
homogéneo. A continuacion, se llevaron los tubos de ensayo a bafo maria a una
temperatura de 90 °C durante 15min; se pasaron por H202 por dos min. y
enseguida se lavaron con agua del grifo. Se mantuvieron en HCI al 10% por 10
min. a temperatura ambiente y se lavaron nuevamente con agua del grifo. Una vez
las raices estuvieron blanqueadas se procedié a la tincidon con azul de tripano al
0.05% al bafio maria a 90 °C durante 15 min; por ultimo, se lavaron con agua para
eliminar los excesos de tincion.

La estimacion del porcentaje de colonizacién radical por HMA se efectud por
interseccion de campos en placa montando 10 fracciones en paralelo de
aproximadamente un centimetro de longitud sobre el portaobjetos para su
observacion en microscopio con objetivo 40X. Se recorrié cada portaobjetos en
sentido horizontal y perpendicular de acuerdo a lo que sugieren Sanchez de P. et
al. (2010). De cada muestra se reportaron campos negativos (sin presencia de
estructuras colonizantes) y positivos (con presencia de estructuras colonizantes),
con los reportes se efectud el célculo de porcentaje de colonizacion total por HMA
con la férmula:
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C
% colonizacion total por HMA = (;) x100

Donde:

C: Numero de campos colonizados por cualquier estructura de HMA
T: Numero total de campos observados

Anadlisis quimicos foliares

Se recolectaron 300 g de hojas en las condiciones que sugieren Fernandez-
Escobar et al. (1999).

Los analisis fueron realizados por el laboratorio del grupo de investigacion en
estudios moleculares (GIEM) de la universidad de Antioquia, para lo cual
emplearon las siguientes metodologias:

Calcio total: electroforesis capilar, Magnesio total: electroforesis capilar, Potasio
fotal: electroforesis capilar, Sodio ftotal: electroforesis capilar, Zinc total:
electroforesis capilar, Cobre: absorcion atémica, Hierro: absorcién atémica, Boro:
espectrofotometria.

Bromatoldgicos

El analisis de FDN, FDA, LDA y acidos grasos, se realizo por Gravimetria

Disefio experimental

Se implementé un disefio completamente al azar (DCA) como lo explica la tabla
10.
Tabla 10. Disefio experimental del ensayo

Tratamiento Poda Repeticiones Unidades Edad de
experimentales las

plantas

T1 Vaso 4 2 5 anos

T2 Globo 4 2 5 afios

T3 Crecimiento 4 2 5 anos

libre
Variables % colonizacién HMA, numero de esporas, solubilizadores de fésforo,
dependientes | celuloliticos, proteoliticos, fosfatasa, celulasa y composicion quimica
de las hojas.

N=24
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Andlisis estadistico

A los datos obtenidos se les realizaron: pruebas paramétricas de normalidad de
Shapiro Wilk, coeficiente de correlacion de Pearson, analisis de varianza para las
variables que mostraron mas correlacion y pruebas de comparacion de promedios
de Tukey.

El andlisis de componentes principales (CP) fue realizado con la ayuda del
paquete estadistico SAS University Edition (SAS Institute INA, 2017), los
componentes se seleccionaron con base en el criterio de Kaiser, reteniendo
factores con autovalores mayores que 1. Buscando establecer las correlaciones
de interés para la investigacion se analizaron los coeficientes de correlacion de
Pearson junto con el grafico de los patrones de los componentes mediante la
siguiente escala:

90-100 Muy alta
70-90 Alta
50-70 Media
<50 Baja

Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para evaluar las diferencias entre los rangos
de medias de las variables evaluadas. Las comparaciones pareadas se realizaron
con el analisis post hoc utilizando el analisis de comparacién multiple de Dwass,
Steel, Critchlow-Fligner (DSCF). Todos los analisis de realizaron utilizando el
software SAS 9.4 (Cary, NC, USA). Las diferencias significativas se definieron
cuando p<0,05.

RESULTADOS

La relacion entre la colonizacién del hongo micorricico arbuscular, los contenidos
foliares de nutrientes y las caracteristicas bromatoldgicas (Tabla 11, 12 y 13) se
efectué por medio de andlisis de componentes principales utilizando el SAS. Los
autovalores del primer y segundo CP fueron: para T1 0,24 y 0,22, para T2 0,28 y
0,20 y para T3 0,25 y 0,24 respectivamente, como se aprecia en las figuras 2, 3y
4,

Para el caso del nUmero de esporas respecto a la colonizacion (Tabla 9), en T1 se
presentaron valores cercanos a cero para CP 1 y 2, positiva baja, es decir, el
numero de esporas respecto a la colonizacion es independiente. Igualmente
ocurre en T2, donde los CP 1 y 2 son negativos cercanos a cero, de forma similar
a T3. Al parecer el tipo de poda no afecta el comportamiento de estas dos
variables.
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Tabla 11. Resultados promedio % colonizacibn y numero de esporas por tratamiento de las unidades

experimentales

Tratamiento

%

Colonizacién 2ZHMA

3esp/50g s.s.

T1 (poda en vaso) 72,5 3557,5
T2 (poda en globo) 76 4551,25
T3 ('C. libre) 76,25 4538,25

'Crecimiento libre, 2Hongos micorricicos arbusculares, 3esporas por 50 gramos de suelo seco

Tabla 12. Resultados promedio de elementos en hojas por tratamiento de las unidades experimentales del ensayo
en el alto Ricaurte comparados con estudios realizados por Rotundo et al. (2007) y Beutel et al. (1983).

1% 2ppm %

A 4 50 6
Tratamiento Ca Mg K p Fe B Cu SHum. org:\fT. I{:I\(I:IZI esgg .009
T1 0,73 0,37 1,27 0,16 0,005 15,94 0,000 | 52,53 2,16 72,5 3557,5
(“P.Vaso.)

T2 0,71 0,30 1,09 0,11 0,005 15,52 0,000 | 50,23 1,76 76 4551,25
(8P.Globo.)

T3 0,76 0,18 0,98 0,03 0,008 12,39 0,001 | 44,48 1,52 76,25 4538,25
(°C.Libre.)

Rotundo 1,5a25|0,1a02| 1,2 a15 0,1a0,2 - - - - 1,8a2,2 - -

et al, 2007

Beutel >1 >0,1 >0,8 0,1a0,3 - 192150 >4 - 1,5a2,0 - -

et al,1983

"Porcentaje, 2partes por millén, 3Humedad, 4Nitrégeno organico total, Sporcentaje de colonizacién de Hongos micorricicos arbusculares, 8esporas por 100
gramos de suelo seco, “poda en vaso, 8poda en globo, Screcimiento libre
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Tabla 13. Resultados promedio analisis bromatolégico de las hojas de olivo por tratamiento de las unidades
experimentales

o
E % 11
(]
E esp/50g
-g 1 2 3 4 5 6 7 8 9 . Colonizacion S.S.
S Prot.| FDN FDA LDA Miris. Pal. Est. Ole. | Lin.| Linolenato 10
= HMA
T1 13,57 | 46,58 | 40,46| 17,45 0,65 16,20 | 3,21 11,34 | 6,81 28,68 72,5 3557,5
(12P.V.)
T2(3] 10,99| 49,23| 37,79 17,02 0,70 1417 2,70 | 11,49 7,25 27,38 76 4551,25
P.C)
T3 9,54 | 42,78 | 37,21| 17,30 1,08 1437 2,83 | 10,10 6,23 24,85 76,25 4538,25
(“C. L)

oProteina, Fibraigetergente neutra, Fibre detergentejacida, Lignina detergente acida Acido miristico, Acido palmitico, Acido estearico, Acido oleico,

Acido linoleico,

Hongos micorricicos arbusculares,

esporas por 50 gramos de suelo seco, 2 poda en vaso, “poda en copa, '>crecimiento libre.
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La relacidén entre la colonizacion del hongo micorricico arbuscular, los contenidos
foliares de nutrientes y las caracteristicas bromatolédgicas se efectud por medio de
andlisis de componentes principales (CP) utilizando el SAS. Los autovalores del
primer y segundo CP fueron: para T1 0,24 y 0,22, para T2 0,28 y 0,20 y para T3
0,25 y 0,24 respectivamente, como se aprecia en las figuras 5,6y 7.

Figura 5. Componentes principales tratamiento 1, poda en vaso
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Pal= &cido palmitico, LDA= lignina detergente acida, Mg= magnesio, Fe= hierro, K= potasio, FDA= fibra
detergente neutra, Ca= calcio, P= fosforo, Est= esteérico, inoc= % de colonizacién, Prot= proteina,
esp=numero de esporas, por H= % de humedad, Lin= linoléico, Miris= miristico, B= boro, Cen= cenizas, Ole=
oleico.

Para el caso del nimero de esporas respecto al porcentaje de colonizacién, en T1
se presentaron valores cercanos a cero para CP 1 y 2, positiva baja, es decir, el
namero de esporas respecto a la colonizacién es independiente. Igualmente
ocurre en T2, donde los CP 1 y 2 son negativos cercanos a cero, de forma similar
a T3. Al parecer el tipo de poda no afecta el comportamiento de estas dos
variables.

El Cu y FDA reflejaron correlacién positiva media con el % de colonizacion en T1
(figura 5 y tabla 14).

De otra parte, la variable B presentd correlacién positiva media con numero de
esporas en el mismo tratamiento y para el caso de los acidos grasos el miristato
mostrd correlacion negativa media con nimero de esporas mientras que oleato y
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linoleato tuvieron correlacion positiva media, entre tanto la variable FDA respecto a
numero de esporas presentd correlacion negativa media.

Tabla 14. Matriz de correlaciéon tratamiento 1,
poda en vaso

% colonizacion [Numero de esporas
% colonizacién 1 0.0685
Numero
de esporas 0.0685 1
Ca 0.0489 -.0228
Mg -.3590 -.1996
K 0.2579 0.3548
Cu 0.6448 0.2867
Fe -.3433 -.4585
B 0.0443 0.6194
Cen 0.2244 0.1704
P 0.0460 0.3377
porH -.4540 0.0208
NOT 0.3051 -.0902
Prot 0.3061 -.0919
FDN -.0855 -.5072
FDA 0.7178 -.0092
LDA -.2087 0.1600
Mirs 04857 |NNTISANN
Pal 0.2606 -.2878
Est -.0299 -.2135
Ole -.2606 0.7807
Lin -.3088 0.7433
Linolenato -4771 -.0215
Corr_glacién I Corre!acién
Positiva negativa

Pal= acido palmitico, LDA= lignina detergente acida, Mg= magnesio, Fe= hierro, K= potasio, FDA= fibra detergente neutra,
Ca= calcio, P= fésforo, Est= estearico, inoc= % de colonizacién, Prot= proteina, esp=nimero de esporas, por H= % de
humedad, Lin= linoléico, Miris= miristico, B= boro, Cen= cenizas, Ole= oleico.



62

El segundo tratamiento, poda en globo T2 (figura 6 y tabla 15), reportd6 una
correlacién negativa media con N organico Total al igual que con proteina y Fe,
mientras que con K la correlacidén negativa fue alta.

Figura 6. Componentes principales tratamiento 2, poda en globo.
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Ca= calcio, Mg= magnesio, K= potasio, Cu= cobre, Fe= hierro, B= boro, Cen= cenizas, P= fésforo, porH=
porcentaje de humedad, NOT= nitr6geno orgaanico total, Prot= proteina, FDN= fibra detergente neutra, FDA=
fibra detergente &cida, LDA= lignina detergente acida, Miris= &cido miristico, Pal= &cido palmitico, Est= &cido
estearico, Ole= &cido oleico, Lin= acido linolénico.



Tabla 15. Matriz de correlacién tratamiento 2, poda en

globo
% colonizaciéon | Numero de esporas
% colonizacion 1 -.1476
Ng;”p%r;ge -1476 1
Ca 0.1285 -.4520
Mg 0.3269 -.2891
K 0.1303
Cu -.4270
Fe -.2307
B -.1700 -.0038
Cen -.1563 0.2696
P -.3992 0.1293
porH 0.1266 0.1143
NOT 0.1013
Prot 0.1031
FDN -.3452 0.4405
FDA -.0632 0.0772
LDA 0.1812 0.3473
Miris -.0398 -.0614
Pal -.2025 -.1036
Est -.0167 -.1885
Ole 0.3566 -.2073
Lin 0.4514 -.3847
Linolenato 0.1293 0.0813
J Cor_r(_alacién I Corre!acién
positiva negativa

63

Pal= acido palmitico, LDA= lignina detergente acida, Mg= magnesio, Fe= hierro, K= potasio, FDA= fibra
detergente neutra, Ca= calcio, P= fésforo, Est= estearico, inoc= % de colonizacion, Prot= proteina,
esp=numero de esporas, por H= % de humedad, Lin= linoléico, Miris= miristico, B= boro, Cen= cenizas, Ole=

oleico.
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En el T3, crecimiento libre (figura 7 y tabla 16), el acido palmitico mostr6 una
correlacion negativa media con el % de colonizacion, mientras que en la variable
numero de esporas la correlacién con FDN fue positiva media y con LDA negativa
media, pero con respecto al B la correlacion resulté negativa alta.

Figura 7. Componentes principales tratamiento 3, crecimiento libre

Component Pattern
1.0 . p
08 JFe o) é
FDA
06 - oMg o) OEQ
— 0.4+
) LDA
N o
< 0.2 1
a Pal inoc
~ © Cu o
E 00 o
Ole EDN Prot © NOT
g 02 © BoMiris © o™
§ Cen
04 - Linolenato<>
Lin
o
-0.6
c>porH
-0.8 -
-1.0
T T T T T T T T T T
-0 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 1.0
Component 1 (25.88%)

Pal= acido palmitico, LDA= lignina detergente acida, Mg= magnesio, Fe= hierro, K= potasio, FDA= fibra
detergente neutra, Ca= calcio, P= fosforo, Est= esteérico, inoc= % de colonizacion, Prot= proteina,
esp=numero de esporas, por H= % de humedad, Lin= linoléico, Miris= miristico, B= boro, Cen= cenizas, Ole=
oleico.
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Tabla 16. Matriz de correlaciéon tratamiento 3,
crecimiento libre

% colonizacién | Nimero de esporas
% colonizacién 1 -.0639
Numero
de esporas -.0639 1
Ca 0.0304 0.1894
Mg -.3224 -.2641
K 0.2124 -.4155
Cu 0.0000 0.0000
Fe -.1385 -.5723
B 0.0605 | NEG0S0NI
Cen -.4523 -.1484
P 0.3516 -.2027
porH 0.2663 -.1473
NOT 0.1249 0.5195
Prot 0.1197 0.5264
FDN -.3512 0.6276
FDA -.0949 0.4433
LDA 0.6319 _
Miris -.1826 0.0961
Pal - -1004
Est -.4444 0.1062
Ole -.5311
Lin -.1398 -.0536
Linolenato 0.1369 0.4431
J Corrglacién Corre!acién
Positiva negativa

Pal= &cido palmitico, LDA= lignina detergente acida, Mg= magnesio, Fe= hierro, K= potasio, FDA= fibra detergente neutra,
Ca= calcio, P= fésforo, Est= estearico, inoc= % de colonizacién, Prot= proteina, esp=nimero de esporas, por H= % de
humedad, Lin= linoléico, Miris= miristico, B= boro, Cen= cenizas, Ole= oleico.
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La prueba Kruskal-Wallis revelé que hubo efecto significativo de la poda en los
contenidos de P (x?= 13,64, p<0,001), Cu (x?>= 10,44, p<0,005) y FDN (x?= 7,29,
p<0,05) en las hojas de plantas de olivo tomadas. Las pruebas DSCF para P
mostraron diferencias significativas entre T1 y T3 (p=0,0021), para Cu diferencias
significativas entre T1 y T3 (p=0,001) y para FDN diferencias entre T2 y T3
(p=0,0416).

Para la determinacion de diferencias entre los efectos y los tratamientos en los
contenidos de acidos grasos (miristico, palmitico, oleico, linoleico y estearico) se
realizd un Anova y una prueba de comparacion de Tukey; asi mismo en los casos
en los cuales los datos no satisficieron los supuestos de normalidad y de varianza
se realiz6 andlisis de varianza no paramétrico.

Para la variable Fibra Detergente Neutra (FDN) se usé la prueba no paramétrica
por la violacion del supuesto de homocedasticidad (homogeneidad de varianzas),
el reporte mostré diferencia significativa a nivel de 0,005 entre T2 y T3; mientras
que para la Fibra Detergente Acida (FDA) y la Lignina Detergente Acida (LDA) no
hubo diferencia significativa.

Tabla 17. Efectos de los tipos de poda en los contenidos de elementos,
bromatolégicos y contenidos de acidos grasos en hojas de plantas de olivo (Olea
Europaea L.).

Variable Tipo de poda
Vaso Globo Crecimiento
libre
Contenidos de elementos
K (%) 1,270,102 1,09+0,12° 0,98+0,10°
Mg (%) 0,37+0,112 0,30+0,17% 0,19+0,11°
“**B (ppm) 15,9441 ,242 15,53+1,332 12,39+0,76°
Analisis bromatoldgico (%)
N orgénico total 2,1740,212 1,76+0,30° 1,52+0,29°
Humedad 52,54+0,90? 50,24+1,13° 44,4941 ,13°
Proteina 13,58+1,332 11,00+1,88° 9,55+1,85°
Acidos grasos (%)
Acido miristico 0,66+0,162 0,71+0,212 1,09+0,46°
Acido linolénico 28,682,092 27,39+2,66% 24,8612,43°

Medias (+ desviacion estandar con n= 8 por tratamiento) con la misma letra no son significativamente
diferentes (p-valor < 0,05) al ser analizadas con un ANOVA de una via y una prueba de TUKEY.

Para el caso del acido Miristico hubo efecto de los tratamientos respecto del
contenido, las pruebas de Comparacién Mudaltiple (CM) mostraron que los
contenidos de este acido graso fueron mayores en T3 que en T1 y T2; sin
embargo, para los acidos: palmitico, estearico, oleico y linéleo no hubo diferencia.
Por su parte, el acido linolenico mostro diferencia significativa asi: fueron menores
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los contenidos en T3 con respecto a T1, pero T3 Vs T2,y T1 Vs T2 no mostraron
diferencia.

Respecto al porcentaje de humedad, se encontrd diferencia significativa alta entre
T3 Vs T1 y T2 a un P valor menor de 0,0001 con significancia alta. Para T1y T2
hubo diferencia significativa alta a un P menor de 0,0001; asi se tiene que:
T1>T2>T3 en contenido de humedad con valores de: 52,5--50,2--44,49
respectivamente; la diferencia entre T1 y T3 fue muy alta.

En la variable contenido de proteina hubo diferencia significativa entre T1 y T3 a
nivel de P< 0.001 y para T1 Vs T2 a un nivel de P< 0,05. Para la variable
Nitrogeno orgénico total se encontrd diferencia altamente significativa, donde T1
Vs T3 muestran diferencia significativa a un nivel P< 0,001. Para T1 Vs T2
significativa a un nivel P< 0,05; T1>T2>T3.

Por otro lado, en las variables porcentaje de colonizacién de raiz y numero de
esporas en suelo rizosférico no se encontraron diferencias significativas, y los
reportes de elementos como Ca no mostraron diferencias para los tratamientos, no
obstante, el Mg mostré diferencia significativa en T1 Vs T3 a un P < 0,05, pero
para T1 Vs T2 y T2 Vs T3 no hubo diferencias; en los contenidos de Mg hubo
diferencia significativa en T1 Vs T3a P < 0,05y T1 Vs T2; T2 Vs T3 no mostraron
diferencia, los contenidos de Mg T1 0,37 >T2 0,30y T2 > T3 0,18.

Con referencia al K, se reportd diferencia significativa entre T1 y T2a P < 0,01 y
entre T1 y T3 a P< 0,0001 altamente significativa; no obstante entre T2 y T3 no
hubo diferencia T1>T2>T3.

En razén a que la variable Cu no cumplié con los supuestos, se realiz6 el analisis
no paramétrico que expreso diferencia significativa entre T1 y T3 a P< 0,001;
mientras que T1 Vs T2 y T3 no mostraron diferencia (T1 0,00038, T2 0,00054 y T3
0,001). Por su parte, el Fe no mostr6 diferencia entre tratamientos, al igual que la
variable cenizas. Asi mismo, el B mostr6 diferencia significativa entre T1 Vs T3 a
P< 0,0001 y T2 Vs T3 a P < 0,0001, mientras que en T1 Vs T2 no hubo diferencia.
Por altimo, para la variable P que no cumplié los supuestos de homocedasticidad
se uso la prueba no paramétrica la cual arroj6 diferencias significativas entre T1 y
T3, pero no entre T1 Vs T2 y T2 Vs T3 donde los valores fueron: T1 0,16; T2 0,09
y T3 0,008.

DISCUSION

La colonizacion radicular en todos los tratamientos estuvo en un promedio superior
al 70%, sin embargo, no mostr6 relacién ni con la presencia de esporas en el
suelo, ni con la absorcién de P, Ca, B, K, N, Fe, Mn, Zn y Cu, asi por ejemplo, el
elemento P, en el tratamiento poda en vaso (T1) estuvo en un promedio de 0.16%,
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considerado adecuado para los niveles de P en la hoja, mientras que en el
tratamiento poda en globo (T2) en un promedio de 0.009% y en el tratamiento con
crecimiento libre (T3) en 0.003%; lo que de acuerdo con Rotundo et al. (2007),
corresponde a una cantidad muy baja; Abdel-Fattah et al. (2014) explican que la
presencia de P esta directamente relacionada con la presencia de HMA en razén
al intercambio bidireccional de C y P que ocurre entre el hongo y la raiz. De otra
parte, la absorcién de fosfato por los HMA ocurre contra un gradiente de
concentracién, el transporte de P ocurre por un gradiente de protones creado por
el ATP que demanda el transporte de ellos fuera de la célula del hongo (Pasqualini
et al., 2007).

Sin embargo, se infiere de este estudio que la asociacidon no necesariamente se
da para el favorecimiento de la busqueda de este nutriente, en este sentido,
Palase et al. (2000) afirman que los requerimientos de P por la planta son
menores que los de N, K, y Ca en cualquier estado fenoldgico, y para el estado de
los olivos en el presente estudio, poda y produccién, los requerimientos de
acuerdo con estos autores serian para N: 231,2; P: 42,1; K: 223,8; Mg: 18,6 y Ca:
124,6 g/planta.

De otra parte, los niveles de P, mayores a 40 ppm, encontrados en la rizosfera de
las plantas muestreadas son altos, ademas el pH estd entre 4.46,
extremadamente acido, y 5.71, moderadamente acido, el cual impide la absorcidén
de este elemento por precipitacién con Fe y Al (Castro & Gémez, 2014), lo que
puede explicar los bajos niveles de P en el &rea foliar y la razén por la cual no hay
correlacién con la colonizacion radicular de HMA; lo que coincide con Tekaya et al.
(2016), quienes consideran que el contenido de P en hojas de plantas
micorrizadas aumenta, especialmente si crecen en suelos de baja disponibilidad
del nutriente.

Adicionalmente, los cambios generados en la rizosfera por la presencia de HMA
afectan directamente los procesos de fijacion y solubilizacién de P, asi como la
mineralizacion de la materia organica y la presencia de otras poblaciones
microbianas como actinomicetos de esta zona (Mechri et al., 2014) y diazétrofos,
celuloliticos y solubilizadores de fosfatos también encontrados en el presente
ensayo. En este sentido, Welch et al. (2002), Hamdali et al. (2008a).y Hamdali et
al, (2008b) demostraron que la presencia de las cepas de actinomicetos en el
suelo excretan sustancias quelantes, como los sider6foros, que forman complejos
estables con adsorbentes de fésforo; si se considera que para la época del estudio
la precipitacidén en la region estuvo en 598,6 mm en promedio (IDEAM, 2016), por
debajo de los requerimientos del olivo y que las plantas mostraron estrés hidrico,
se presume entonces que los bajos niveles de agua impidieron la absorcion de P
que es tomado por las plantas por difusion, puesto que el fésforo es un nutriente
de baja movilidad en el suelo y la raiz debe llegar a él para absorberlo.
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En algunos estudios se reporta que la colonizacién micorricica puede aumentar la
absorcion del Ca (Liu et al, 2002), del Mg (Liu et al, 2002; Jentschke et al.,
2001),) y del K (Giri et al., 2007;). No obstante, los niveles de P en el suelo de este
ensayo pueden estar generando antagonismo con Ca, Fe, Zn, Cu y B. (Castro &
Gomez, 2014), asi, para el caso del Ca, el cual se encuentra en niveles
apropiados en la rizésfera (5,57 a 11,34 meqg/100g de suelo), esta por debajo del
nivel adecuado en el area foliar de acuerdo con los reportes en todos los
tratamientos, y debe ser de 1,5% como minimo (Fernandez, 2009; Rotundo et al.,
2007). Por su parte, en los estudios de Mechri et al. (2014), la cantidad de Mg en
las hojas de las plantas micorrizadas aumenté en un 17% en comparacién con las
plantas no micorrizadas por lo que concluyeron que el aumento de glicolipidos en
las plantas micorrizadas de olivo obedecié a la presencia del cation. Por su parte,
Gaude et al. (2007) encontraron una disminucion de glicolipidos cuando faltaba el
Mg.

El K, cuyo nivel ideal es 1,2%, en T1 estuvo en 1,27%, pero T2 y T3 esuvieron por
debajo de este valor, mientras que el Mg tuvo un comportamiento diferente y T1
reporta una media de 0,37, T2 de 0,30% considerado alto y T3 de 0,19%,
estimado como nivel adecuado; al respecto Jentschke et al. (2001), indicaron que
el aumento de las concentraciones de Mg y K en las plantas puede ser
consecuencia del aumento de la disponibilidad del P por la actividad micorricica,
también demostraron que la translocacién de K y Mg a la planta micorrizada se
reduce al bajar la actividad de P-hifal, como parece ocurrir en el presente estudio
donde el K que esta en exceso en la rizosfera, muestra niveles bajos en las hojas
para T3y T2 <1 % y en el limite inferior 1,20 %, ideal para T1.

En relacion al N, para T1 se reportd un valor de 2,17, considerado adecuado, para
T2 1,76 y para T3 1,52, considerados bajos. La mayor participacién de HMA en la
captacion de N ocurre en la absorcién de amonio que es poco mdvil y constituye la
forma de N en suelos con acidez moderada, (Smith and Read 2008) encontraron
enzimas responsables de la absorcion del N, nitrato reductasa y glutaminasa
sintetasa, sin embargo, las tasas de absorcién de N por parte de las hifas de HMA
son pequefnas para contribuir sustancialmente a la nutricion de las plantas
micorrizadas.

Respecto al B, en T1 se present6 un nivel promedio de 15,94; en T2 de 15,53 y en
T3 de 12,39 considerado deficiente, sin embargo, no hubo correlacion con el % de
colonizacion, aunque si se presenté correlacién positiva media en T1 con el
namero de esporas y negativa alta en el T3; este elemento participa en la
induccion ontogénica, germinacién del polen, fecundacion, reproduccion celular
elongacién celular, y desarrollo radicular, entre otras funciones fisiolégicas, el B
forma complejos con manitol, mananos, &cido polimanurdnico y otros
constituyentes de las paredes celulares, también actua en el metabolismo de los
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acidos nucleicos; interviene en la sintesis de hormonas, azucares, proteinas y
carbohidratos, transporta carbohiratos y regula la maduracion.

En el presente estudio, el B estaria afectado por antagonismo con el P, Ca, Ky
NO-3, razén por la cual el ciclo reproductivo de la planta se encontraria alterado, y
por ello su floracidén se presenta de forma irregular.

Investigadores como Barranco et al. (2008) y Alcanzar et al. (2014) han reportado
niveles de elementos como P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Si, Na, Cl y S en hojas,
considerados similares a los reportados en la literatura especializada. Una mayor
concentracién de CIl, P y K se observo en las hojas mas jovenes porque estos
elementos son moviles y se mueven a los puntos de mayor intensidad metabdlica;
por el contrario, mientras que el Mg también es un elemento movil, su
concentraciéon es mayor en las hojas maduras y para el caso del tropico la
situacion es diferente dado que para el mediterraneo el nivel 6ptimo es de 0,2% y
lo encontrado en la region del Alto Ricaurte fue mayor a este valor para las plantas
podadas con 0,37% en promedio, mientras que en las de crecimiento libre fue de
0,19%, en consecuencia este elemento que muestra sinergismo con el B, Ca Ky
P, participando en la sintesis de proteinas, azucares y transporte de carbohidratos,
también puede estar generando desbalance al interior de la planta, pero ademas
puede estar contribuyendo en la transferencia de grupos fosfato dado que es un
cofactor enzimatico (Mengel & Kirkby 2000).

Respecto a los contenidos en las hojas se establecen diferencias entre lo
reportado por Rotundo et al. (2007) y lo encontrado en el trpico en el presente
ensayo, asi por ejemplo, el P adecuado seria > 0,3%, y lo encontrado en el tropico
fue 0,1%; para el K en el mediterraneo es 0,9% mientras que en el tropico fue de
0,1%; para el Ca lo reportado por estos dos autores es de 1,9% y en el trépico
0,7%; respecto al K que mostrd diferencia de T1 con T2 y T3, la mayor demanda
ocurrié en T1 debido seguramente a que este elemento es el principal catién en el
establecimiento de la turgencia celular y al ser el tratamiento que por su forma de
poda presentaria mayor entrada de luz al interior de la planta, debié requerirlo
para garantizar la apertura y cierre de estomas.

Finalmente, para el N, el porcentaje adecuado reportado por Barranco et al. (2008)
es de 2,0% mientras que Rotundo et al. (2007) presentan un valor de 2,2% y el
reporte para el tropico en las plantas podadas fue entre 1,72 'y 2,17% y para los no
intervenidos 1,52%; en consecuencia, se infiere que el T1 tuvo una mayor
demanda de N mientras que en T2 y T3 los olivos no estan supliendo sus
demandas respecto a los de zonas productoras, esto resulta relevante teniendo en
cuenta la participacion del N en funciones fisiol6gicas importantes como la
reproduccién celular, el desarrollo radicular, la sintesis de hormonas, proteinas,
azucares, carbohidratos y amino &cidos; lo que puede explicar el hecho de no
tener un comportamiento reproductivo normal.
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En la correlacion establecida entre el porcentaje de colonizacion y las variables:
%H, N organico total, proteina, FDN, FDA, LDA, &cidos miristico, palmitico,
estedrico, oleico, linoleico y linolenico, el T1 solo mostrd relacion positiva media
con FDA, el T2, negativa media con N org.total, proteina y FDA, mientras que T3
negativa media con niumero de esporas, acido palmitico y oleico y positiva media
con LDA. Respecto al % de colonizacion, se evidencio correlacion positiva alta de
T1 con FDA y de T3, media con LDA.

Hubo diferencia significativa respecto al % H, lo que explicaria el alto porcentaje
de colonizacién de HMA, teniendo en cuenta que las plantas presentaron un
porcentaje de humedad de 52,5, 50,2 y 44,49% para T1, T2 y T3 respectivamente,
lo que llevd a presumir que la alta colonizacibn puede obedecer a las bajas
precipitaciones, ocurridas en los afos 2012 al 2016 en la zona de estudio, lo cual
coincide con el planteamiento de Mekahlia (2013). Los parametros micorricicos del
olivo plantado en zonas aridas son muy importantes desde el punto de vista de la
frecuencia e intensidad micorricica, desarrollada en climas adversos, lo que
permite a los HMA realizar una especie de adaptacion en condiciones dificiles.

Los mecanismos de tolerancia de las plantas micorrizadas a la escases de agua
en el suelo, se relacionan con el P y el K que regulan la apertura y cierre de
estomas, también a los efectos de las hormonas y al incremento de la exploracion
de la raiz mediante el micelio externo de la HMA que funciona como puente
externo estrechando el contacto entre la raiz y el agua del suelo de tal manera que
se forma una pelicula de agua con flujo hacia la raiz (Sanchez, 1999), de esta
manera se da una contribucién para tolerar el estrés hidrico al mejorar la
hidratacion de los tejidos y la fisiologia de las plantas Mekahlia et al. (2013), y esto
puede explicarse por el hecho de que los olivos presentan una mayor colonizacion
micorricica en condiciones adversas para compensar el déficit hidrico.

En relacion a los &cidos orgénicos, T1 y T2 no mostraron correlacién con el % de
colonizacion, mientras que T3 presentd correlacidbn negativa media del % de
colonizacion con los acidos palmitico y oleico; los 4cidos grasos se sintetizan en el
cloroplasto, desde aqui se trasladan al reticulo endoplasmatico donde son
modificados quimicamente tras hidroxilacién y/o epoxidacion, después son
transferidos hasta la membrana plasmatica y desde aqui a la pared celular y la
cuticula (Lépez, 2006), ejerciendo un mecanismo de proteccion.

Ademas de ser una barrera fisica, la cuticula es una estructura que cumple
funciones importantes en la fisiologia de la planta, como: mantener limpia y seca la
superficie de la planta o del fruto, y asi evitar la acumulacién de agua, particulas
de polvo y esporas; también influyen en las interacciones planta-plaga, mediante
el reconocimiento de sefales de patdgenos e insectos; sirven de soporte
mecanico; y son termorreguladores importantes en las interacciones de las plantas
con el ambiente, ademas sirven de proteccion contra la radiacién UV muy fuerte,
como la que ocurre en el alto Ricaurte, por otra parte, tienen participacion indirecta
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en la correcta formacion de los érganos en las primeras fases de desarrollo de la
planta, ya que impide la adhesion incontrolada de las células epidérmicas de los
organos en formacién (Tafolla, Gonzalez, Zacarias & Baez, 2013).

Estos acidos componen y dan la calidad del aceite de oliva, pero no son
traslocados de las hojas al fruto, sino que alli se sintetizan a partir sus precursores
acetil CoA, aminoacidos y acidos organicos, que pueden provenir de las hojas
producto del anabolismo de los acidos grasos en un proceso reversible.

CONCLUSIONES

El tratamiento poda en vaso fue el que mostré mejor absorcion de Mg, K, P, By N,
siendo ademas el de menor % de colonizaciéon y menor nimero de esporas, lo que
indica que este tipo de poda afecta estas variables.

En todos los tratamientos la disponibilidad de nutrientes como P, K, Mg y B que
estan en el suelo en exceso, no son disponibles para la planta debido a que el pH
estuvo en el nivel “muy fuertemente &cido” y también al desbalance ocasionado
por las relaciones catidnicas, sin embargo, la poda en vaso, logré absorber las
cantidades requeridas por la planta a excepcién del B.

El B fue el elemento que mostr6 relacion en los tratamientos y diferencia
significativa, lo que seguramente ocurrié debido a los bajos niveles de absorcion
que tuvieron todos los tratamientos.

Las plantas de olivo requieren poco P en su nutricion, sin embargo, el alto % de
colonizacion puede ser la razén para que la micorriza contribuya con su absorciéon
debido a que este P esta fijado por Al y Fe que reportan los analisis del suelo
rizosferico
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CAPITULO IV

IDENTIFICACION DE GENEROS DE HONGOS MICORRICICOS
ARBUSCULARES EN LA RIZOSFERA DEL OLIVO

GENUS OF ARBUSCULAR MICORRIZIC FUNGI IDENTIFIED ON THE
RHIZOSPHERE OF THE OLIVE TREE

Resumen

El olivo es una planta micotrofica y se presume que la existencia de la
micorrizacién ocurre como una estrategia de la planta para su adaptacion a las
condiciones de clima y suelo dificiles, situacion que se ve incrementada en el
tropico. La colonizacibn micorricica observada en regiones tropicales es
abundante, presentando ademas diversidad de géneros y especies de acuerdo a
lo observado a partir de la identificacibn de algunos géneros de hongos
micorricicos en los olivos cultivados en el Alto Ricaurte a través de parametros
morfolégicos, actividad que permiti6 encontrar quince géneros y algunas especies
que corresponden igualmente a los que colonizan el olivo en regiones del
mediterraneo: Glomus, Acaulospora, Sclerocystis, Funeliformis, Paraglomus,
Claroideoglomus, Intraspora y Diversispora entre los mas abundantes. Sin
embargo, se encontr6 que bajo las condiciones edafo climaticas del trdpico,
Glomus Intraradices es mas abundante en esta zona geografica respecto a Jaén
Espana; y que otras especies de Glomus referenciadas en distintas regiones no
estaban presentes en el tropico; de otra parte, las condiciones de pH fuertemente
acido limitan la actividad de los hongos presentes y no permiten la presencia de
otros géneros por el bloqueo de nutrientes como el P, Mg, Ca y B. No obstante, es
preciso efectuar a partir de la identificacion mediante técnicas de morfologia
realizada en este estudio, una caracterizacidn con técnicas moleculares que
permita mayor precisidn en la identificacién de las especies presentes en esta
zona para avanzar en el conocimiento de su relacidén con los olivos en esta region
en particular.

Palabras Clave
Acaulospora, fosfatos, géneros, glomus, tropico.
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Abstract

The olive tree is a mycotrophic plant and, the existence of mycorrhization might
occur as strategic of the plant to adapt itself to the climate conditions and difficult
soils, and this situation is increased in the tropic. Therefore, in tropical regions the
mycorrhizal colonization is abundant also, it has diversity of species according to
what the research observed from the identification of some genera of mycorrhizal
fungi in the olive trees grown in the Alto Ricaurte through morphological
parameters. Hence this activity allowed to find fifteen genera and some species
which also, they are who colonize the olive tree in Mediterranean regions as they
are Glomus, Acaulospora, Sclerocystis, Funeliformis, Paraglomus,
Claroideoglomus, Intraspora and Diversispora among the most abundant.
However, under the edaphoclimatic conditions of the tropics the Glomus
Intraradices is more abundant in this geographical area compared to Jaen in Spain
moreover, other Glomus species referenced in different regions were not present in
the tropics. From elsewhere, the strongly acids conditions of pH. restrict the activity
of the fungi present and do not allow the presence of other genera by blocking
nutrients such as, P, Mg, Ca and B. Nevertheless the identification by morphology
techniques are carried out in this study and, characterization with molecular
techniques that allows greater precision in the identification of the species present
in this area to move along knowing the relation of the olive trees in this region
particularly.

Key words
Acaulospora, phosphates, genera, Glomus, tropics

INTRODUCCION

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) estan presentes en la mayoria de los
suelos y su distribucion puede ser muy heterogénea en un mismo sitio en cuanto a
diversidad y numero (Sieverding, 1986). Se sabe que la micorriza no solo
contribuye en la nutricién de la planta al explorar mediante su micelio un mayor
area de suelo del que esta al alcance de la raiz, facilitando asi la adquisicién de
minerales por la planta (Smith & Read, 1997), sino que ademas aumenta la
actividad microbiana, mejorando la nutricibn del suelo  (Bethlenfalvay &
Linderman, 1992), sin embargo, su presencia puede alterarse por los fosfatos de
hierro y aluminio que tienden a formarse con mayor frecuencia en suelos
extremadamente &cidos y que afectan la esporulacion de los HMA (Pefa et al.,
2007).
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Los HMA tienen un efecto diferente de acuerdo con la especie vegetal a la que
estén asociados, es decir, no son especificos (Rodriguez et al., 2004; Posada,
2001; Clark et al., 1999; Smith et al., 1997;), sin embargo, los efectos que los HMA
causan sobre el crecimiento de las plantas, indican que responden a especies
concretas de HMA (Van Der Heijden, et al., 1998;) y consecuentemente, hay un
aumento en la diversidad y productividad de los vegetales en un ecosistema
determinado (Van Der Heijden, 1998), entre variedades de olivo se presentan
diferencias con respecto a la colonizacion del sistema radicular (Chatzistathis et al,
2013). Esta planta, que se adapté a las condiciones del trépico alto andino,
produce frutos de alta calidad organoléptica, aunque su estado siempre verde
propio en este ambiente, probablemente haya impactado su actividad fisioldgica,
situacién que redunda en la microbiologia del suelo.

Entre las particularidades de la simbiosis HMA-planta se consideran: su beneficio
para equilibrar el estrés salino (Sheng et al.,, 2009) y edafico (Doubkova et al.,
2012), proteccidén contra nematodos (Castillo et al., 2006), mejora de la eficiencia
en el uso del agua (Boland Nazar et al., 2007, Gonzalez, et al., 2004) y la captura
de nutrientes del suelo, especialmente del fosforo, mediante la produccion de
exudados, compuestos de naturaleza volatil o difusible, para la elongacién hifal
que es mayor en plantas deficientes en fésforo (Elias & Safir, 1987), el cual es
solubilizado y transferido a la planta por algunos HMA, dado que en los suelos del
tropico, tiende a inmovilizarse por las condiciones propias de la zona (Warda et al.,
2012; Cardoso & Kuyper, 2006; Colozzi & Cardoso, 2000; Sieverding, 1991; Allen,
1991), circunstancias que repercuten en la calidad del fruto (Nzanza et al., 2012).
Entonces, teniendo en cuenta las anteriores consideraciones, se presume que la
naturalizacién de estas plantas al medio obedece a la existencia de HMA,
encontrados por Sanchez (2014) en los olivos en el Alto Ricaurte, en un periodo
en el que la precipitacidén en los tres ultimos afos ha sido de menos del promedio
anual (IDEAM, 2013); adicionalmente no se observan sintomas de carencia
nutricional.

De acuerdo a Ruiz et al. (2012), las plantas micorrizadas requieren de un
suministro de nutrientes para garantizar sus requerimientos, este efecto fue
observado tanto en condiciones de micorrizacién efectiva via colonizacién de
especies eficientes, como en situaciones de menor efectividad como la obtenida a
través de la colonizacion nativa, sin embargo, dosis altas de fertilizantes
disminuyen fuertemente la eficiencia de la micorrizacion e inclusive inhiben este
proceso, aplicaciones altas de fertilizantes minerales, por encima del 50 % NPK
conllevan a inhibiciones crecientes de la simbiosis, la cual practicamente
desaparece en presencia de la dosis de 100 % NPK, probablemente en razén a
que si el nivel de P en el suelo es alto, la raiz de la planta puede absorberlo por si
misma (Blanco & Salas, 1997).

En otros trabajos, como el del CIAT (1981) existen reportes de que Glomus es el
género que mejor se adapta a suelos acidos de baja fertilidad, por su parte, Ruiz
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et al. (2012) encontraron que el tipo de suelo parece ser el factor fundamental que
gobierna la efectividad de la colonizacion con una u otra especie, siendo por tanto
este, el criterio fundamental para seleccionar los hongos mas eficientes, ya que de
forma general todo parece indicar que los mismos seran efectivos para muchas de
las especies vegetales que se cultiven y que establezcan este tipo de simbiosis.

En este sentido, Gianinazzi & Diem (1982), determinaron que las bacterias de vida
liore como Azotobacter y Azospirillum aumentaron su poblacién en la rizosfera de
la planta hospedera al estar micorrizadas las raices. Por su parte, Edwards et al.
(1998) senalan que las micorrizas podrian captar los iones fosfato que se liberan
por accion de las bacterias solubilizadoras de fésforo, debido a la mayor
capacidad que poseen para explorar el suelo a través de las hifas.

Considerando la micotrofia de esta planta, ha surgido la necesidad de identificar
morfolégicamente los géneros de HMA nativos habitantes de su rizésfera y
conocer el porcentaje de colonizacién, asi como el nUmero de esporas presentes,
ahondando tanto en sus estrategias para tolerar las condiciones edaficas y
climaticas del tropico alto andino dentro de practicas de poda: vaso y globo, y
crecimiento libre, que alteran la composicién de los exudados de la raiz, pero que
hacen parte del manejo agronémico requerido por los olivos para conseguir
produccidon mas constante y exuberante, como en su diversidad en esta zona
geografica en particular, con el fin de proyectar un manejo que favorezca a esta
poblacién nativa identificada.

La medicidén del numero de esporas de HMA y los géneros presentes en la raiz de
olivos se realizé en el departamento de Boyaca, en el municipio de Sutamarchan,
vereda Roa, en el huerto “Olivanto”, en plantas de 5 anos de edad. Las
observaciones se realizaron en olivos podados en vaso y globo y en crecimiento
libre. Durante la fase de campo se recolectaron 200 gramos de suelo de la zona
de plateo para cuantificar las esporas a 20 cm de profundidad por 15 cm de ancho
en cuatro submuestras.

El método de laboratorio para la extraccion de esporas se desarrollé empleando
los siguientes reactivos: solucion de sacarosa al 70%, PVLG (Koske & Tessier,
1983) y PVLG: Melzer (Morton & Benny, 1990), también materiales como: jeringa
normal para limpieza estereoscopica de las esporas, porta y cubreobjetos, gotero,
espatula de punta fina, tubos para centrifuga de 50 ml y frasco lavador y equipos
como: juego de tamices N°. 10, 35, 125y 325 (2 mm — 450 ym — 120 ym y 40 pm,
respectivamente), microscopio, estereoscopio, centrifuga a 3350 rpm. en angulo
libre, jeringa para sacarosa, dispositivo colector de esporas y balanza con dos
cifras significativas.

El método para extraccion de esporas empleado fue el de Sieverding (1984), el
cual consistioé en la utilizacion de tres tamices superpuestos (710 um, 45 uym y 38
Mm respectivamente), en el tamiz superior (710 uym) se deposité cada muestra de
50 gramos de suelo, se lavoé con abundante agua hasta que se estimoé incolora al
fluir por el ultimo tamiz (38 um), el material que quedo filtrado en el tamiz de 45 pm
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se deposité en dos tubos de centrifugado con capacidad para 13 ml, del mismo
modo se hizo con el que quedé acumulado en el de 38 um; luego se agit6 el fondo
de cada tubo con ayuda de una espatula de punta fina, en seguida, con la jeringa
para sacarosa se tomaron aproximadamente 40 ml de sacarosa al 70% y se
adiciond a presién al fondo de cada tubo preparado hasta completar 13 ml. La
jeringa se lavd superficialmente con agua, después de cada adicién. A
continuacién, se llevaron los tubos a una centrifuga con angulo libre, se
equilibraron los pesos de los tubos con agua y se centrifugaron a 3600 rpm
durante 4 minutos. Pasado este tiempo se extrajo con la jeringa para sacarosa la
fase intermedia de los tubos llevando la manguera hasta este nivel y tomando todo
lo existente hasta la unién de la fase acuosa con el suelo, principalmente el
material contenido en el limite sacarosa—agua, donde se acumulan las esporas, el
contenido de la jeringa se pasé por un tamiz de 45 y otro de 38 pm, se lavd con
agua de grifo y con frasco lavador se pas6 el material restante a cajas de Petri
para limpieza y extraccidn manual de las esporas, las fracciones extraidas de cada
tamiz se procesaron por separado.

La identificacion de los géneros de HMA por morfologia de las esporas se llevé a
cabo mediante la observacién de las caracteristicas morfolégicas, en cajas de
Petri se efectué la limpieza de las esporas (eliminacion de restos de otros
materiales). Se separaron las esporas en dos grupos, por tamafo 38 y 45 ym.

Se tomaron cada uno de los dos grupos sobre portaobjetos y se secaron al
ambiente, se les agreg6 una o dos gotas de PVLG.

Después de 2 minutos se cubrieron con cubreobjetos y se rotularon las placas.
Para la identificacién de los géneros de HMA, se buscé reconocer las estructuras
morfolégicas y caracteristicas de desarrollo de las esporas, asi como sus
variaciones, teniendo en cuenta lo siguiente: hifa de conexién o soporte, saculo
esporifero, formacién, pared y capa, tallo, cicatriz, escudo de germinacién, células
auxiliares, vesiculas, ornamentacién y color (INVAM, 2009).

Tradicionalmente, los estudios de identificacion de HMA se han fundamentado en
la morfologia y en las caracteristicas de las esporas y, a pesar de que en la
actualidad se hace uso de técnicas moleculares, no se puede desconocer el valor
de los métodos morfolégicos en la identificacion y caracterizacion de géneros.
Existen reportes de la presencia de diversos géneros de HMA que colonizan de
manera abundante a los olivos de suelos tropicales como lo demostré6 Sanchez
(2012) en plantas de tres afios de edad que mostraron una colonizacion entre 68 y
98%, también reportd niveles de nutrientes en la rizésfera para P de hasta 753
ppm en promedio, para Ca entre 35.9 Cmol/Kg y 46.1 Cmol/Kg y para K 2,36
Cmol/Kg, lo que representa exceso de estos elementos y como consecuencia,
entre los olivos y los HMA no existiria asociacion en razén a que la raiz tomaria
directamente los nutrientes; de la misma manera, determiné que en 50 g de suelo
hubo una media de 290 esporas, valor catalogado como alto y coincide con el
presente estudio donde el promedio para cada uno de los tratamientos en una
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muestra de 50 g mostré lo siguiente: en 50 g de suelo hubo un promedio de 4215,
es decir; para poda en vaso 1799, para poda en globo 2276 y para crecimiento
libre 2269 esporas, y la media de colonizacién en 74.9% donde en T1 (poda en
vaso) se encontraron 1779 esporas, en T2 (poda en globo), 2276 y en T3
(crecimiento libre), 2269.

Teniendo en cuenta que por la misma condicion existe una alta colonizacion y un
alto contenido de esporas, a partir del analisis morfolégico de las esporas se
lograron identificar 15 géneros de HMA asociados al olivo, siendo Glomus el mas
comun con presencia en la totalidad de los tratamientos, seguido por Acaulospora,
presente en seis repeticiones de T1, en cinco de T2 y en tres de T3.

El género Glomus del orden glomerales familia glomeraceae tiene formacion de
esporas terminales en las hifas, la espora muestra una pared, tiene un tubo
germinal a través de hifas, y dentro de la planta se logran identificar vesiculas
arbusculos e hifas tefiidas con azul de tripano. A este género pertenecen varios
grupos que se diferencian como grupos Aa, Ab y Ac, asi: Glomus Grupo Aa:
muestra esporas solitarias e hifa de soporte del mismo color de |la espora ademas,
hifa de conexién tipo glomoide, Glomus Grupo Ab: Esporas agregadas y
desarregladas y Glomus Grupo Ac: tiene esporas agregadas alrededor de un
punto central, caracteristico en Glomus taiwanense (Sanchez de P. et al., 2010).

En la rizésfera de los olivos cultivados en el Alto Ricaurte se identificaron 15
géneros (figura 8) dentro de los cuales, el que estuvo presente en mayor medida
fue Glomus, identificado en todos los tratamientos, Glomus intraradices solo se
hall6 en una de las ocho repeticiones del tratamiento T3 (crecimiento libre), siendo
esta situacidén muy diferente a lo encontrado por Calvente et al. (2004), quienes
reportaron que G. intraradices en la variedad de olivo Arbequino y Lechino mostré
el nivel de colonizacion mas alto, influyendo en la respuesta de crecimiento
considerable (33% de la eficacia del indculo) en este cultivar, en la provincia de
Jaén en Espafa en olivos de cinco afos de edad.

Por su parte Meddad-Hamza et al. (2010) encontraron que G. mosseae, aunque
con un nivel significativamente mas bajo de colonizacién (51,06%) que G.
intraradices (69,96%), tuvo efecto sobre el crecimiento de la planta del olivo. Los
valores del aumento de peso total en fresco fue de 376% en el caso de G.
mosseae y de 226% para G. intraradices, 1o que puede explicar la participaciéon del
hongo en la recuperacién de las plantas con poda.

También fue identificado Glomus brohultii en tres plantas con poda en vaso (T1),
en cuatro con poda en globo (T2) y en cuatro también en crecimiento libre (T3), el
que representa el mayor numero de esporas por cada 50 g de suelo en esas
condiciones de poda, lo que puede estar relacionado con que este tipo de poda
permite la mayor area foliar de estas plantas. Boldt et al. (2011) y Harris et al.
(1985) encontraron que la tasa de fotosintesis en las plantas micorrizadas fue
significativamente mas alta que la de las plantas no micorrizadas, la clorofila
aumenté cuando era colonizada por Rhizophagus irregularis, un hongo que no se
encontrd en el tropico.
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Por otra parte, Glomus brohulti forma esporas elipsoides a subglobosas o
irregulares o globosas, de color marron amarillento a marréon, con tamarno entre 95
y 105 ym de diametro, la pared laminada lisa de 3,5-16 ym de grosor con dos
capas que son las delgadas externas. La conexion de las hifas suele ser
recurvada, frecuentemente tiene una forma bulbosa o bifurcada, o es recta. El
poro de la conexién de hifas a menudo esta cerrado por un tabique. La forma de la
conexion de hifas diferencia a esta especie de otras especies de Glomerales.

Por su parte, Kachkouch et al. (2012) encontraron varias especies pertenecientes
al género Glomus (G. clarum, G. etunicatum'y G. versiforme), pero diferentes a las
presentes en el tropico.

El género Acaulospora, del orden Diversisporales, familia Acaulosporaceae, tiene
formacién de esporas acaulosporoide, la mayoria de las esporas son
ornamentadas, solo cinco especies, no lo son. Las especies se diferencian por la
ornamentacion de la pared, presenta tres paredes externas con tres capas,
mediana, delgada y hialina con dos capas, la interna con 2-3 capas; la
germinacion ocurre a través de la pared; se diferencian por la tincion con azul de
tripano, presentan hifa, vesicula y arbusculo, hay presencia de saculo, pero es
lateral y no terminal, por lo tanto no presentan tallo. Este género se encontré en el
tratamiento con poda en vaso (T1) en seis repeticiones, en cinco con poda en
globo (T2) y en tres con crecimiento libre (T3).

De este género se encontraron: A. mellea en tres plantas con manejo de poda en
vaso (T1), en cuatro con poda en globo (T2) y en cuatro también en plantas con
crecimiento libre (T3), lo que también parece estar relacionado con la mayor area
foliar consecuencia de la mayor densidad de hojas, mayor presencia de esporas
por cada 50 g de suelo; de este género también se reportan A. paulinae,
encontrado en una de las plantas en poda en vaso, A. scrobiculata con cuatro en
el tratamiento poda en globo y A. denticulata, con una en poda en globo, varios
factores (practicas agricolas como aplicacion de pesticidas, fertilizantes,
fungicidas, podas, etc.) pueden afectar el desarrollo de los HMA y sus relaciones
con las plantas hospedadoras (Moreira & Siquiera, 2006), no obstante, tanto los
altos niveles de P en la rizésfera de los olivos muestreados en el Alto Ricaurte, el
% de colonizacion, el nimero de esporas y la diversidad presentes en el tropico
son altos respecto a estudios en el mediterraneo.

En estudios de Kachkouch et al. (2012), el género Acaulospora, caracterizado por
presentar esporas que se vuelven sésiles después del desprendimiento de su
saco esporifero, encontraron solo una especie, pero no la identificaron, diferente a
lo observado en el Alto Ricaurte, donde existe una importante presencia de este
género llegando a 31 individuos de diferente especie, lo que puede estar
relacionado con la afinidad de estos con los exudados de la raiz en el trépico;
Tekaya et al. (2016) comenta de su trabajo que los azucares exudados por la raiz
son disimiles en las diferentes variedades de olivo y que esto es dependiente de
las condiciones edaficas y climaticas del lugar, para el caso del tropico en
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particular y debido a que no se conoce con certeza la variedad, ser presume por el
resultado del porcentaje de colonizacién que existe afinidad entre hongos vy raiz.

En lo referente al género Sclerocystis, el cual pertenece al orden glomerales,
familia glomeraceae, con la especie coremioides, las esporas estan dispuestas en
una capa hemisférica, formando una "cabeza" y un tallo corto; no se forman
esporas en la base del esporocarpo. El género Sclerocystis se mantiene con una
especie, S. coremioides, S. coccogena, S. dussii y S. alba. Se consideran
sinénimos de S. coremioides. Otras cinco especies de Sclerocystis se trasladan a
los géneros Glomus, G. clavisporum, G. liquidambaris, G. rubiforme, G. sinuosum
y G. taiwanense. Las cinco especies restantes de Sclerocystis descritas se
consideran sindnimas de una de estas ultimas especies (Rogerico, 1990). En el
tropico este hongo se encontrd en cinco olivos podados en vaso, cinco en globo y
cuatro en crecimiento libre del cual no se identificaron especies.

El género Funneliformis pertenece al orden Glomerales, familia Glomeraceae, sus
esporas tienen de 18 a 370 um de diametro, forman esporas agregadas, de color
claro a oscuro, unida a la hifa en forma de V invertida, la espora tiene una pared
de varias capas (Sanchez de P. et al., 2010), su estructura germinativa es el tubo
germinal y desarrolla hifa, vesicula y arbusculo (Oehl et al. 2011). En el presente
estudio se identific6 Funneliformis mosseae en cuatro olivos podados en vaso, en
uno podado en globo y en dos con crecimiento libre

El género Entrophospora (Acaulosporaceae) se caracteriza generalmente por
esporas formadas dentro de una hifa en forma de embudo que termina en una
vesicula. Este género solo se identific6 en un olivo con poda en vaso lo que
coincide con Kachkouch et al. (2012), quienes identificaron una sola especie:
Entrophospora kentinensis, caracterizada por esporas globosas a subglobosas.
Las paredes de estas esporas estan compuestas de dos capas: la capa externa es
hialina y la capa interna (capas) es amarillo - marrén.

El género Paraglomus, orden Paraglomeromycetes, familia Paraglomeraceae,
presenta una pared con varias capas, la externa se desprende, la media es
laminada y la interna lisa u ornamentada, tiene esporas de hialinas a colores muy
palidos, pequenas y presencia de hifa de conexién en forma de colita de marrano.
Germinan por la luz de la hifa de soporte. No producen vesiculas, las esporas
miden entre 50-130 uym de diametro. P. brasilianum, P. laccatum, P. occultum
forman hifa y arbasculo. En los olivos del Alto Ricaurte estan presentes en los
tratamientos de manejo con poda en vaso en seis repeticiones, en poda en globo
en una y en crecimiento libre en tres, como se aprecia, tiene un comportamiento
similar a Funneliformis, asi mismo se puede inferir que la mayor presencia esta en
un pH promedio de 4,89, catalogado como muy fuertemente acido.

El género Claroideoglomus, del orden Glomerales, familia Claroideoglomeraceae,
es un hongo simbiético del filo Glomeromycota. Estos hongos son todos
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mutualistas biotrépicos. La mayoria forman micorrizas arbusculares para
intercambiar nutrientes con las plantas. La formacion de esporas presenta una
pared, tiene una estructura germinativa a través de las hifas, se encontré en olivos
con poda en vaso en tres repeticiones, en globo en cuatro y en crecimiento libre
en dos.

Intraspora, pertenece al orden Archaeosporomycetes Archaeosporales, Familia
Archaeosporaceae; Formacion de esporas: Bimorfo: Entropho-& Glomo-
intrasporoide globosas a subglobosas, usualmente piriformes como en [. schenkii.
Con espora de dos paredes (Ac) 1 (Gl); no se conoce estructura germinativa
especifica, forma arbusculo e hifas. En el estudio se encontraron dos en poda en
vaso, en globo cuatro y en crecimiento libre cuatro.

El género Diversispora, pertenece al orden Diversisporales, familia
Diversisporaceae, Formacién de esporas: Glomoide Diversisporoide sensu stricto;
Sus esporas presentan una pared; su germinacion se da a partir de una estructura
germinativa especifica o tubo germinal a través de hifas; forma vesicula y
arbusculo, se conocen: Glomus grupo diversispora. D. eburnea, D. spurca y D.
versiforme. En la rizosfera de los olivos en el Alto Ricaurte se identific6 uno en
olivo podado en vaso, tres en poda en globo y cuatro en crecimiento libre, lo que
puede estar relacionado con que la mayor presencia esta asociada al % de
materia organica que esta en 1,8%, mientras que en las otras dos condiciones de
poda esta en 0,76 para vaso y 0,77% para globo.

Se hallaron otros géneros en pocas cantidades, lo que puede deberse a la
condicién de pH, al contenido de materia organica y el de fosforo del suelo; estos
son parametros que definen en gran parte la eficiencia de los HMA que se
desarrollan (Williams et al., 1992; Schweiger et al., 2007). Asi por ejemplo, se
encontraron Ambispora, la cual estuvo presente en cinco olivos, de ellos, dos con
poda en vaso, uno en globo y dos en crecimiento libre, lo que sugiere que las
condiciones abidticas del trépico no permiten una mayor proliferacion. También
fueron identificados dos Tricispora, dos Archaeospora, dos Kuklospora y un
Scutellospora; este ultimo género se caracteriza por esporas que tienen una hifa
expandida hasta la salida de la espora con la presencia de un escudo de
germinacion (Kachkouch et. al., 2012), de acuerdo a los trabajos de este
investigador este género fue reportado con una sola especie que no fue
identificada.
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Figura 8. Géneros identificados
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CONCLUSIONES

La mayor diversidad de géneros se encontré en el tratamiento poda en vaso y la
menor en el tratamiento poda en globo.

Se encontraron 15 géneros, el mas abundante fue Glomus que estuvo presente
en todos los tratamientos, de este se destaca G. Broultii presente en todos los
tratamientos y G. intraradices con un solo hallazgo en crecimiento libre.

De Acaulospora, se encontraron cuatro especies, de las cuales se identificaron
tres especies (A. mellea, A. paulinae, A. scrobiculata'y A. denticulata).
Sclerocystis estuvo presente en todos los tratamientos al igual que Paraglomus,
Claroideoglomus e Intraspora.
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CONCLUSIONES GENERALES

El % de colonizacion de HMA y las formas de poda en el olivo no mostraron
relacion entre si, sin embargo, para el caso del nUmero de esporas encontradas en
suelo rizosférico se aprecia que hay efecto del factor poda, que ademas mostro
diferencia significativa entre T1 y T3 para %MO, y entre T2 y T3 para P.

El pH tuvo relacion positiva en T1 y T2 con niumero de esporas; por otro lado ,el Al
tuvo relacion positiva en T1 con % de colonizacién y negativa en T2 con numero
de esporas, ademas, el Ca, Mg y CICE tuvieron relacion positiva en T1 con
nuamero de esporas y el Mg relacién negativa en T3 con la misma variable.

Para los microorganismos se encontrd relacion positiva de solubilizadores de
fésforo en T2 con % de colonizacion, y negativa con T3, mientras que para la
actividad de la celulasa se observo relacion positiva en T1y T3.

Respecto a la absorcién de nutrientes, el tratamiento poda en vaso fue el que
mostré mejor absorcion de Mg, K, P, B y N, siendo ademas el de menor % de
colonizacion y menor nimero de esporas, lo que indica que este tipo de poda
afecta estas variables; no obstante, en la poda en vaso, hubo absorcion de las
cantidades requeridas por la planta a excepcién del B.

El B fue el elemento que mostré relaciéon positiva en T1 y negativa en T3 y
diferencia significativa en los mismos tratamientos lo que seguramente ocurri
debido a los bajos niveles de absorcion que tuvieron todos los tratamientos.

De los acidos organicos, miristato tiene relacion negativa con nimero de esporas
en poda en T1, palmitico en T3 tiene relacion negativa con inoculacion. Oleato
tiene relacion positiva con nimero de esporas en T1 y negativa con inoculacién en
T3, linoleato tiene relacion positiva en T1 con numero de esporas y negativa con
% de colonizacion en T3, Tambien se encontré diferencia significativa de T1y T3
de &cido miristico y linoleato.

La mayor diversidad de géneros se encontrd en el tratamiento poda en vaso y la
menor en el tratamiento poda en globo. Se encontraron 15 géneros, el mas
abundante fue Glomus que estuvo presente en todos los tratamientos, de este se
destaca G. Broultii presente en todos los tratamientos y G. intraradices con un solo
hallazgo en crecimiento libre. De Acaulospora se encontraron cuatro especies, de
las cuales se identificaron tres (A. mellea, A. paulinae, A. scrobiculata y A.
denticulata). Sclerocystis estuvo presente en todos los tratamientos al igual que
Paraglomus, Claroideoglomus e Intraspora.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios con otros tipos de poda que se asemejen mas al crecimiento
libre, pero que mantengan una altura de maximo tres metros.

Hacer un estudio para determinar la razén de los niveles excesivos de P en la
rizosfera; asi como Mg y K.

Corregir el pH para mejorar la disponibilidad de los elementos en los que la
planta muestra deficiencia.

Evaluar si los HMA estan relacionados con el transporte de agua para la planta
teniendo en cuenta que las precipitaciones son mas bajas de acuerdo a los
requerimientos del olivo.

Determinar las especies de HMA presentes en la rizésfera a través de biologia
molecular.



