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RESUMEN

El presente estudio se lo realizd con el fin de determinar la relacién suelo-hongo-planta
en el bosque “Noé Moran” del Humedal Abras de Mantequilla. Para ello se recolectaron
tres muestras al azar de suelo y raicillas a una profundidad de 0-20 cm, por cada especie
forestal de Albizia guachapele (Guachapeli), Cecropia peltata (Guarumo), Eugenia
pustulescens (Guayabo de monte), y Guazuma ulmifolia (Guasmo), por lo general en ese
espacio se encuentra mayor actividad microbiana. La determinacion del porcentaje de
colonizacion fue realizada en raices coloreadas con el método de (Phillips y Hayman,
1970). Para determinar la diferencia entre medias se utilizd la prueba de Tukey al 5% de
significancia. Los resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas entre
los porcentajes de colonizacion, variando de 43,7% Yy 6,3%. En la correlacion de Pearson,
las diferencias entre los promedios fueron determinadas por la prueba de Tukey (P < 0,05)
y nivel de significancia (P < 0,01), la especie G. ulmifolia, present6 correlaciones altas
con pH (0,72), Al (0,83), K (0,63) y Mn (0,53). En A. guachapele correlaciones altas se
tuvieron con Fe (0,849), M.O (0,69), Zn (0,59) y Ca (0,57). En la especie E. pustulescens
con pH, (0,63), Mg (0,58) y Cu (0,61). La especie C. peltata presentd mayor correlacion
con los elementos Ca (0,89), P (0,68), pH (0,56), Al (0,56), Mn (0,68) y M.O (0,42), en
cuanto a los atributos granulométricos la especie G. ulmifolia, presentd correlacion solo
con la textura arcilla con un valor de 0,43 y una significancia de 0,46. A diferencia de la
especie C. peltata que present6 correlacion con la textura arena con un valor de 0,83 y
una significancia de 0,08. Sin embargo, las especies A. guachapele y E. pustulescens no
presentaron correlaciones con ninguna textura del suelo. La especie C. peltata presento
niveles mayores de colonizacion y mayor relacion con los atributos quimicos-

granulomeétricos del suelo.

Palabras claves: colonizacion, micorrizas, HMA, correlacion, elementos quimicos.
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ABSTRACT

This study was conducted to determine the soil-fungus-plant relationship in the "Noé
Moran™ forest of the Abras de Mantequilla wetland. For this purpose, three random
samples of soil and rootlets were collected at a depth of 0-20 cm, for each forest species
of Albizia guachapele (Guachapeli), Cecropia peltata (Guarumo), Eugenia pustulescens
(Guayabo de monte), and Guazuma ulmifolia (Guasmo), as this space is usually the one
with the highest microbial activity. The determination of the percentage of colonization
was carried out on colored roots with the method of (Phillips and Hayman, 1970). To
determine the difference between means, the Tukey test was used at 5% significance. The
results showed statistically significant differences between the colonization percentages,
ranging from 43.7% to 6.3%. In Pearson's correlation, the differences between the
averages were determined by Tukey's test (P < 0,05) and significance level (P < 0,01),
the species G. ulmifolia, presented high correlations with pH (0.72), Al (0.83), K (0.63)
and Mn (0.53). In A. guachapele, high correlations were found with Fe (0.849), M.O
(0.69), Zn (0.59) and Ca (0.57). In the species E. pustulescens with pH, (0.63), Mg (0.58)
and Cu (0.61). The species C. peltata presented a higher correlation with the elements Ca
(0.89), P (0.68), pH (0.56), Al (0.56), Mn (0.68) and M.O (0.42), as for the granulometric
attributes, the species G. ulmifolia, presented a high correlation only with the clay texture
with a value of 0.43 and a significance of 0.46. In contrast, the species C. peltata presented
a high correlation with the sand texture with a value of 0.83 and a significance of 0.08.
However, the species A. guachapele and E. pustulescens did not present correlations with
any soil texture. The species C. peltata presented higher levels of colonization and a

greater relationship with the chemical-granulometric attributes of the soil.

Keywords: colonization, mycorrhizae, AMF, correlation, chemical elements.
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INTRODUCCION

En el Ecuador, uno de los mayores limitantes para la produccion sostenible y eficiente,
es la degradacion y contaminacion de los suelos, también la aclimatacion, adaptacion y
multiplicacion (Azcon y Barea, 1997), debido a que las plantas se encuentran expuestas
a diversas condiciones de estrés que retardan su desarrollo y disminuyen su rendimiento
debido al uso desmedido de insumos quimicos como fertilizantes y pesticidas, lo cual
conlleva a una gran contaminacion, y la degradacién de ecosistemas fragiles (Hernandez
y Salas, 2009).

El uso enorme de los fertilizantes quimicos para tener una mayor productividad, tiene
consecuencia en la contaminacion del suelo y agua, ocasionando que los recursos
naturales se vayan degradando (Adesemove y Kloepper, 2009). Estudios han demostrado
que los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) sobresalen por su funcion ecoldgica,
tienen una alta incidencia en la estabilidad de ecosistemas donde las condiciones edaficas

son extremas (Noda, 2009).

Las micorrizas son asociaciones simbioticas mutualista entre las raices de las plantas
vasculares y las hijas de los hongos micorrizicos, estas incrementan la superficie radical
y asi facilitan la absorcion de agua y elementos esenciales (Mufioz et al., 2009). Una de
las funciones de los HMA es liberar y solubilizar los nutrientes del suelo que se
encuentran parcialmente inmdviles, como el Zinc (Zn) y el Fosforo (P), y colocar los
elementos minerales a disposicion de la planta para lograr un aumento en su crecimiento.,
le brindan proteccién contra patégenos, y a cambio de ello la planta le entrega

carbohidratos y proteinas para su sostenimiento metabdlico (Noda, 2009).

Los (HMA) brindan proteccion a la raiz contra patdgenos durante el crecimiento de las
plantas (Pilco, 2015). Al conocer la relacion suelo-hongo-planta, se contribuye a un
mejor entendimiento de la interaccion existente entre los microorganismos que habitan el
suelo, las caracteristicas quimicas y granulométricas del suelo y las especies forestales
existente en el bosque “Noé Moran”, asi, se puede utilizar técnicas como el aislamiento,

inoculacién y la utilizacion de microorganismos benéficos (HMA) como biofertilizantes



y obtener plantas mas fuertes y protegidas, ya que la planta tendria mejor capacidad de

recibir nutrientes del suelo, y contribuir al conocimiento de estos ecosistemas.

El objetivo principal del presente proyecto de investigacion fue determinar las
correlaciones existentes entre la simbiosis micorrizica, suelo y cuatro especies forestales
de A. guachapele (Guachapeli), C. peltata (Guarumo), E. pustulescens (guayabo de
monte), y G. ulmifolia (Guasmo), presentes en el bosque “Noé Moran” del Humedal

Abras de Mantequilla en la provincia de los Rios.



CAPITULO |

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de la investigacion

1.1.1. Diagndstico.

El bosque “Noé Moran” ubicado en el Humedal Abras de Mantequilla, Canton Vinces,
Provincia de los Rios, posee caracteristicas edafoclimaticas adecuadas para el desarrollo
de microorganismos benéficos como por ejemplo hongos micorrizicos arbusculares, en
vista del desconocimiento existente en el sitio de estudio acerca de las correlaciones entre
estos hongos simbiontes y las especies arboreas, la presente investigacion busca entender
como funciona esa simbiosis utilizando cuatro especies forestales, lo cual provoca
impactos positivos ya que ayudan incrementando la absorcion de nutrientes esenciales
permitiendo asi la supervivencia en época seca, entre otros beneficios ecosistémicos y en

la economia de sus habitantes.

1.1.2. Prondéstico

Desconocimiento de la relacion suelo-hongo-planta presentes en el bosque “Noé Moran”

del Humedal Abras de Mantequilla.

1.1.3. Formulacion del problema.

¢Cudl es la relacion suelo-hongo-planta en el bosque “Noé Moran” del Humedal Abras

de Mantequilla?

1.1.4. Sistematizacion.

¢Cudl es el porcentaje de colonizacidén micorrizica en las especies de A. guachapele, C.

peltata, E. pustulescens y G. ulmifolia?

¢Cudl es la caracterizacion quimica y granulométrica del suelo del bosque Noé Moran?

¢Cudl es el la relacion entre la colonizacion micorrizica y los atributos quimicos y

granulométricos del suelo?



1.2. Objetivos.

1.2.1. Objetivo General.

Determinar la relacion suelo-hongo-planta en el bosque Noé Moran del Humedal Abras

de Mantequilla.

1.2.2. Objetivos Especificos.

e Determinar el porcentaje de colonizacion micorrizica en cuatro especies

forestales.

e Caracterizar quimica y granulométrica el suelo del bosque “Noé Moran”.

e Correlacionar la colonizacion micorrizica con los atributos quimicos y

granulométricos del suelo.



1.3. Justificacion.

La degradacion y contaminacion de los suelos son los mayores limitantes en la produccion
causando baja fertilidad a los sitios de establecimiento, como resultado existen bajas tasas
de crecimiento en campo, ocasionando bajos rendimientos en las plantaciones forestales
en este caso de Albizia guachapele, Cecropia peltata, Eugenia pustulescens y Guazuma
ulmifolia, para lograr un adecuado balance de los elementos nutricionales en el cultivo se
necesita aplicacion de productos de origen organico como insecticidas, fungicidas,
materia organica, sustratos inertes u organicos, fertilizantes dosificados racionalmente o
con el uso de fertilizantes de liberacion lenta e incluso con la interaccion de
microorganismos benéficos (Perotto et al., 1998), como (HMA). Los microorganismos
del suelo juegan un rol en la sostenibilidad del sistema ya que intervienen en procesos
bioguimicos que tienen que ver con la descomposicion de la materia organica,
mineralizacién de nutrientes y su disponibilidad para las plantas, resultando en un
reciclamiento eficiente, importante para el crecimiento y desarrollo de las especies de
planta, se ha determinado que la mayoria de las plantas estan asociadas simbioticamente
con ciertos hongos benéficos del suelo formando micorrizas, principalmente de tipo
arbuscular (Rojas, 2010).

Estos hongos micorrizicos arbusculares merecen especial atencién por sus efectos
benéficos como el aumento en la capacidad de absorcion de las raices, aumento en la
movilizacion y transferencia de nutrientes del suelo a la planta, mejor desarrollo de
microorganismos solubilizadores de P en la micorizdsfera, aumento en el establecimiento,
nodulacién y capacidad de fijacion de nitrégeno atmosférico en leguminosas,
modificacién en las relaciones planta-patdgeno, secrecion de antibiéticos, aumento en la
produccion de hormonas de crecimiento, modificacion de la relacién suelo-planta-agua y

mejor agregacion de las particulas del suelo (Ruiz, 2008).

De este modo los HMA contribuyen con beneficios econdmicos para el productor, se
pueden obtener plantas de mayor calidad, preservar el ambiente, evitando con esto
agravar los problemas de contaminacién que actualmente presenta nuestro planeta
(Alarcén y Ferrera, 1999). Mas del 90% de las comunidades vegetales que se encuentran

habitando el planeta, presentan la caracteristica de formar la simbiosis micorrizica, las



cuales tienen especial importancia para los aspectos ecoldgicos, asi como en los procesos
agricolas y forestales (Malloch et al., 1980). Tienen menores costos de produccion,
manejo de productos organicos, obtencion de plantas con superior vigor y calidad en

menor tiempo (Alarcén y Ferrera, 1999).

El principal reto esta dirigido al manejo de estos hongos con el fin de produccion de
inoculante de calidad, en cantidad suficiente, con el fin de abastecer de manera comercial
a los productores, al igual que se asegure la limpieza de los inoculantes en cuestion de
microorganismos patdgenos (Feldman et al., 1998). EI manejo o establecimiento de la
biotecnologia que representan los hongos micorrizicos arbusculares, se debe realizar en
las primeras fases del crecimiento y/o establecimiento de las plantas, de modo que reciban

el mayor beneficio (Alarcon y Ferrera, 1999).

Estos hongos no presentan problemas por especificidad hacia sus hospedantes, es
necesario realizar ciertas pruebas de seleccion encaminadas a los propoésitos de los
productores, es necesario utilizar aquellos con mayor afinidad hacia su hospedante en
particular, ya que algunos hongos nativos de suelo rizozférico de plantaciones especificas
han promovido mayores efectos que cepas aisladas de otros agroecosistemas (Gonzalez
y Ferrera, 1993). Esto permite inferir que la potenciacion de hongos nativos puede
resultar altamente favorable, ya que estos estan en mayor ventaja por su grado de

adaptacion a las diversas condiciones edafoclimaticas (Alarcon y Ferrera, 1999).



CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual.

2.1.1. Micorrizas.

Se Ilama de esta forma a la simbiosis entre determinados tipos de hongos y las raices de
las plantas. Etimol6gicamente, el término se ha conformado de las palabras griegos mico

= hongo y riza = raiz (Hernandez, 2004).

Las micorrizas son asociaciones simbioticas entre hongos y plantas. Esta simbiosis se
forma en las raices de la mayoria de las plantas terrestres donde los hongos desarrollan
estructuras especificas que intervienen principalmente en el intercambio de nutrientes

entre ambos simbiontes (Urcelay et al., 2005).

2.1.2. Hongos micorrizicos arbusculares.

Los HMA estan compuestos por hifas, las cuales son filamentos tubulares y el micelio es
el grupo de hifas que conforman el cuerpo del hongo. La primordial caracteristica
morfoldgica de dichos hongos son los arbusculos, construcciones tipicas de la
colonizacion que el hongo lleva a cabo en el centro de las células de la corteza de la raiz

por ramificacion dicotémica repetida de sus hifas (Sanchez et al., 2004).

Los hongos micorrizicos proporcionan una mayor superficie de absorcion que los pelos
radiculares, estos ayudan a la absorcion de los iones relativamente inmoviles en el suelo,
como el fosfato, el cobre y el zinc. Ademas, las plantas que son micorrizadas tienen mayor
tolerancia a los metales toxicos, a los patdgenos de las raices, a la sequia, a la temperatura

alta del suelo, al pH adverso del suelo y al shock del trasplante (Munyanziza et al., 1997).

Forman asociaciones mutualistas y simbidticas con las raices de mas del 80% de las
plantas terrestres. Los hongos son incapaces de completar su ciclo de vida en ausencia de
una raiz huésped. Sus esporas pueden germinar y crecer en ausencia de un huésped, pero

su crecimiento de hifas es muy limitado (Akiyama et al., 2005).



El tipo de asociacién hongo-raiz mas extendido en la naturaleza quizas sea la llamada
endomicorriza o micorriza arbuscular, formada por ciertos zigomicetos, los cuales no
desarrollan red de Hartig y colonizan intracelularmente la corteza de la raiz mediante
construcciones especializadas llamadas arbusculos, que trabajan como 6rganos de trueque
de nutrimentos entre la célula vegetal y el huésped. Ciertos géneros de dichos hongos
conforman ademas otro tipo de construcciones denominadas vesiculas, compuestas
primordialmente por lipidos. Estas vesiculas permanecen presentes intercelularmente en
la corteza de la raiz y se consideran reservorios de nutrimentos para el hongo. La
existencia tanto de arbdsculos como de vesiculas dio lugar a que la simbiosis se conociera
originalmente como vesiculo-arbuscular (VA), no obstante, s6lo algunas de las especies
de hongos conforman vesiculas, por lo cual actualmente la agrupacion se denomina como

micorriza arbuscular (MA) (Aguilera et al., 2007).

2.1.3. Simbiosis micorrizica arbuscular.

La planta implicada en la simbiosis es aprovisionada de nutrientes por parte del hongo
que promueve el crecimiento vegetal, a cambio de energia para reproduccion del HMA,
la simbiosis micorrizica da a la planta beneficios como la promocion de crecimiento
vegetal y proteccion contra enfermedades (Quifiones et al., 2019). Uno de los beneficios
mas claros de la simbiosis micorrizica es el incremento de la capacidad de absorcién de
los nutrientes y el agua por las raices micorrizadas y por ende en el rendimiento de los
cultivos, y si bien inicialmente se relacion6 en lo fundamental con la nutricion fosforica,
en los Ultimos afios se ha establecido la existencia de efectos directos de la micorrizacion

sobre los diferentes elementos minerales (Rivera et al., 2006).

Proporciona una gama de beneficios a la planta huésped. Estos incluyen una mejor
nutricion, una mayor resistencia a las plagas y enfermedades transmitidas por el suelo,
una mayor resistencia a la sequia, la tolerancia a los metales pesados y una mejor

estructura del suelo (Gosling, 2006).
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2.1.4. Caracteristicas de las especies forestales.

e Albizia guachepele (Guachapeli).

Originario de América, cultivado en la costa seca/himeda y Amazonia, prefiere suelos
profundos. En altitudes entre 0-800 msnm, en las provincias de EI Oro, Esmeraldas,
Guayas, Los Rios, Manabi, Napo y Sucumbios. Arbol caducifolio de 20-25 m de altura y
40-50 cm de DAP. La madera es amarilla, medianamente dura. Se utiliza en ebanisteria,
construccion, postes. Las hojas, flores y frutos son forraje para el ganado. Se elabora
aguardiente con el azlcar contenido en las semillas. Usada con frecuencia en
ornamentacion de avenidas y parques. Fija nitrogeno atmosférico y provee sombra en

sistemas silvopastoriles (Aguirre, 2012).

e Cecropia peltata (Guarumo).

Es un arbol dioico con una altura de 5- 10 m de altura en ciertos casos de origen, puede
crecer hasta 20 m, pertenece a la familia Cecropiaceae y se encuentra distribuida en
bosques tropicales lluviosos, tiene facilidad de adaptacion en sitios perturbados y es una
de las mejores especies utilizadas para la recuperacion de terrenos degradados, ya que es
la pionera en regeneracion natural de bosques, debido a su poca dependencia de
nutrientes, ademas son muy beneficiosos porque cubren de manera rapida los barrancos,
bordes de caminos, areas deforestadas y aperturas que existen normalmente en un bosque
(Alvarez, 2015).

e Eugenia pustulescens (Guayabo de monte).

Es un Arbol de 7-9 m de altura y 8 cm de DAP. Su fuste es de corteza lisa, rojiza y
exfoliante, se encuentra en las provincias de Bolivar, Carchi, Esmeraldas, Galapagos,
Guayas, Imbabura, Loja, Los Rios, Morona, Napo, Pichincha, Sucumbios y Tungurahua.
La madera es utilizada para lefia, postes, construcciones y cercas muertas. El fruto es
comestible, se usa para preparar jugos, coladas, helados, manjares, mermeladas y
conservas. Las hojas y corteza en coccion se usan para tratar la diarrea y disenteria

(Ramirez y Ramirez, 2019).
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e Guazuma ulmifolia (Guasmo).

Arbol caducifolio tiene una altura de 8-15 m, DAP 30-40 cm, pertenece a la familia
Sterculiaceae (Aguirre, 2002). Crece en bosques secos naturales o con intervencion
humana, su distribucion va de 0-2500 msnm, se encuentra en las provincias de los Rios,
El Oro, Esmeraldas, Galapagos, Guayas, Loja, Pastaza, Napo y Manabi (Jorgensen y
Ledn-Yanez,1999). Especie de gran importancia, su madera es la mas utilizada para
realizar construcciones, tiene beneficios medicinales que proveen sus frutos, alivian

bronquitis y gripe (Gonzélez et al., 2005).

2.1.5. Importancia de la micorriza arbuscular.

Su trascendencia en los ecosistemas naturales y seminaturales es habitualmente aceptada
y materializada por mejorar la productividad de las plantas y la variedad, asi como una
mas grande resistencia de las plantas ante estreses bidticos y abioticos. El estrés ambiental
constituye el primordial impedimento para su superviviencia y reproduccion. Este estrés
implica baja disponibilidad de agua, patrones de lluvia altamente impredecibles, suelos
pobres en nutrimentos (nitrégeno y fosforo) con alta alteracion espacial y temporal y

suelos con alta salinidad (Zak et al., 1995).

A partir de la perspectiva ecoldgica, la existencia, la implementacion y/o aplicacion de
los HMA posibilita minimizar la utilizacion de energia, la degradacion del ecosistema y
las pérdidas de nutrientes de los suelos. Ademas, se conserva la capacidad provechosa del
sistema, se conserva la diversidad bioldgica y se ayuda con una produccion mas estable
y sostenida a extenso plazo en equilibrio con el ambito (Hernandez, 2000).

2.1.6. Tipos de micorrizas.

Se pudo distinguir 3 grupos primordiales de acuerdo con la composicion de la micorriza:
Ectomicorrizas o formadoras de manto, Ectoendomicorrizas que incluye arbustoides y
monotropoides, y las Endomicorrizas conocidas por la colonizacién intracelular del
hongo, paralelamente se subdividen en: Ericoides, Orquidoides y Arbusculares (Pilco,
2015).
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Ectomicorrizas: Sus hifas no penetran las células de la epidermis de la raiz (Garibay et
al., 2013). Dichos hongos ectomicorrizicos resultan muy abundantes en el suelo de los
ecosistemas forestales, donde conforman extensas redes de cordones miceliares y
rizomorfos, que absorben los nutrientes que tienen la posibilidad de ser compartidos entre

plantas de una o algunas especies de diferentes grupos taxonémicos (Garza et al., 2002).

Ectoendomicorrizas: Presentan caracteristicas de las ectomicorrizas y las
endomicorrizas, poseen manto externo como las ectomicorrizas, y ademas penetran el
interior de las células como las endomicorrizas, no hay arbusculos ni vesiculas (Pilco,
2015).

Colonizan de manera dual las raices, externamente conforman un manto cortical y en el
interior penetrando intracelularmente en el cortex. Se muestran en méas porcion en las

angiospermas que en las gimnospermas (Pilco, 2015).

Endomicorrizas: Estas se determinan por la penetracion inter e intracelular, sin la
formacién de manto ni modificaciones morfoldgicas evidentes en las raices, el area de
colonizacion por el hongo estd delimitada al cértex sin llegar a penetrar jamas la

endodermis (Rodriguez, 2013).

Arbuscular: Esta micorriza se caracteriza por la existencia de una hifa intra o
intercelular, arbdsculos (hifas finamente ramificadas que participan en el intercambio de
nutrientes), micelio extraradical que conecta a la raiz con el suelo, y esporas formadas en
el micelio extraradical. VVarias especies conforman construcciones denominadas vesiculas
que son cantidades de hifa que se llenan de cuerpos lipidicos, dando a este conjunto el

nombre de micorriza vesicular-arbuscular (Camarena, 2012).
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2.1.7. Mecanismos de colonizacién.

Las esporas pueden considerarse uno de los tipos de propagulos de los hongos
endomicorrizicos, debido a que las raices de las plantas se colonizan ademas por trozos
de micelio activo que se ramifica para desarrollar la infeccién. Hay dos etapas del sistema
micelial en las micorrizas arbusculares, estas son micelio interno en la corteza de la raiz
de la planta y un micelio externo en el suelo, que cambian en extension y volumen (Harley
y Smith, 1983).

El principio de la colonizacién de la plantay con ello la formacion de la simbiosis empieza
con la germinacion de las esporas de resistencia en el suelo una vez que las condiciones
de temperatura y humedad son favorables, o por medio del incremento de hifas desde
propégulos del suelo que estan cerca del sistema radical susceptible. EI incremento del
micelio aumenta en ocasiones ya que los exudados de la raiz tienen la posibilidad de
proveer sustratos adecuados para el desarrollo de las hifas luego de que las reservas de
nutrimentos mas que nada en las esporas, se hubieran agotado. No obstante, a pesar del
incremento micelial en presencia de raices, las hifas no parecen tomar una direccion hacia
ellas, sino hasta que se hallan bastante cerca, o sea unos pocos milimetros (Bolan y
Abbott, 1983).

La hifa al final tiene contacto con la célula epidérmica o un pelo radical y crea un
apresorio sutilmente engrosado, desde el cual se desarrollan ramificaciones infectivas
cortas, luego se genera la penetracion de la epidermis o del pelo radical por medio de la
presion ejercida por la hifa en incremento sobre el muro celular, lo que provoca que esta
ltima se combe cerca de la hifa y se vuelva muchisimo mas delgada en las células

corticales (Bonfante et al., 2004).

Cuando la hifa penetra la raiz, principalmente en medio de las células epidérmicas, se
dispersa ademas intercelularmente durante la corteza, alcanzando la segunda capa de
celulas corticales. La colonizacion se vuelve intracelular una vez que la hifa degrada la
pared de la célula e invagina la membrana para ramificarse después dicotomicamente

frecuentemente y conformar una composicién parecida a un arbusto, llamada arbusculo,
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en la célula. Este es el lugar donde se desarrolla el intercambio de nutrimentos entre los
dos simbiontes ((Harley y Smith, 1983).

Otras ramificaciones de las hifas intraradicales en ciertos géneros de hongos
endomicorrizicos, conforman vesiculas intercelulares que parecen ser reservorios de
nutrimentos ya que muestran grandes numeros de lipidos (Bowen, 1987). La colonizacién
del hongo puede extenderse por medio de hifas y hongos por el area de la raiz y penetrar

en ésta a intervalos irregulares (Sieverding, 1991).

2.1.8. La asociacion de las micorrizas arbusculares.

La asociacion hongo-raiz mas extendida en la naturaleza tal vez sea la llamada micorriza
arbuscular, formada por ciertos zigomicetos, los cuales no desarrollan red de Hartig y
colonizan intracelularmente la corteza de la raiz mediante estructuras especializadas
denominadas arbusculos, que actian como 6rganos de intercambio de nutrimentos entre

la célula vegetal y el huésped (Aguilera et al., 2007).

Proporcionan una mayor longevidad a las raices, aumenta la absorcion de agua, promueve
mayor eficiencia en la absorcién radical de nutrientes como Nitrogeno (N), especialmente
aquellos de lenta movilidad en el suelo como Fosforo (P), Cobre (Cu) y Zinc (Zn). En
esta asociacion, la planta le proporciona al hongo carbohidratos (azucares, producto de su
fotosintesis) y un microhabitat para completar su ciclo de vida; mientras que el hongo, a
su vez, le permite a la planta una mejor captacion de agua y nutrimentos minerales con
baja disponibilidad en el suelo (principalmente fosforo), asi como defensas contra
patdgenos, también las micorrizas generan mayor tolerancia toxinas del suelo y las duras

condiciones de pH y temperatura (Pilco, 2015).

2.1.9. Los beneficios de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA).

Sus beneficios son evidentes en la transferencia de nutrientes y en la proteccion contra
patdgenos del suelo y factores ambientales adversos a las plantas asociadas. En la
actualidad se reconoce la influencia de los HMA en la conformacion de la estructura y

funcionamiento de los ecosistemas. Se ha llevado a cabo gran variedad de estudios de la
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asociacion micorrizica arbuscular en especies de importancia ecoldgica o agronémica,
con diversidad de enfoques. En regiones neotropicales, los estudios detallados de la
diversidad y funcionamiento de los HMA, especialmente aquellos vinculados con la
produccion y manejo de especies de importancia forestal han sido limitados (Rodriguez
etal., 2011).

2.1.10. Bosque humedal abras de mantequilla.

El humedal Abras de Mantequilla ubicado en la provincia Los Rios, es blanco de una
serie de presiones de origen humano, las cuales incluyen la extraccion de agua para riego
y consumo, deforestacion, intensificacion agricola y explotacion pesquera (Alvarez et
al., 2013).

El bosque climatico en el area del humedal de Abras de Mantequilla se ha reducido a una
pequefia y fragmentada extension de algo méas del 5% de la superficie. La explotacion
agricola y ganadera ha provocado una drastica reduccion, y pérdida de biodiversidad
(Cuasquer et al., 2016).

El area se encuentra con aproximadamente 63.300 ha de extension y con seis cuencas
fluviales del Ecuador, tiene formaciones vegetales muy diversas, desde las propias
comunidades hidrdfitas y helofitas en zonas de inundacion con niveles variables y
estacionales, hasta restos del bosque climéacico deciduo (Bosque siempreverde de tierras
bajas de la Costa) (MAE, 2012).

2.1.11. Importancia de los humedales.

Los humedales asociados a los habitats de rios tropicales poseen una diversa flora y fauna
con alto grado de especializacién (Boavida, 1999). Los humedales tienen funciones
diversas, como la retencion de agua, control de inundaciones, purificacion de agua,

provision de recursos pesqueros y forestales (Alvarez et al., 2013).

Estos son esenciales para la salud, el bienestar y la seguridad de los pueblos que habitan
en ellos o sus alrededores. Un porcentaje de los peces que consumimos dependen de los

humedales en algun ciclo de su vida, cabezas de ganado y herbivoros se alimentan del
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pasto que crece en llanuras de inundacion. Si se alteran los humedales, y no se toma en
consideracién su valor integral, la poblacion local podria sufrir de inmediato las
consecuencias negativas. Toda la economia de una region o de una nacion podria verse

muy perjudicada si las alteraciones son muchas o de gran magnitud (Dugan, 1992).

Los humedales brindan ciertas funciones como el control de inundaciones y proteccion
contra tormentas, que genere productos como vida silvestre, pesqueria y recursos
forestales (Dugan, 1992).

2.2. Marco referencial.

2.2.1. Especies en el tropico que establecen colonizacion micorrizica.

La ecologia y el manejo forestal de los bosques nubosos montanos tropicales del
Neotropico han atraido poca atencion cientifica hasta ahora. Los bosques montanos del
sur de Ecuador son un punto destacado de biodiversidad para las plantas vasculares,

incluyendo una multitud de especies arboreas (Kottke et al., 2004).

La MA es la asociacién micorrizica dominante en las regiones tropicales, en donde se
establece de forma natural en arboles, arbustos y plantas herbaceas, y constituye una parte

fundamental de su estructura y funcionamiento (Pérez y Read, 2004).

En todos los tipos de ecosistemas tropicales se encuentran presentes los HMA, ya que la
simbiosis micorrizica es un elemento esencial en el funcionamiento y regulacién de los
ecosistemas tropicales, actualmente los estudios ecofisioldgicos, de biodiversidad y de
aplicacion tecnolégica de la MA revisten un gran potencial para especies forestales en
estos ecosistemas. Las asociaciones micorrizicas que se encuentran en areas tropicales
han sido menos estudiadas que aquellas en los ecosistemas templados, debido al poco

numero de investigadores que trabajan en estas areas (Rodriguez et al., 2011).

Existe una notoria dificultad en el manejo, aislamiento e identificacién de una gran
diversidad de HMA presentes en areas neotropicales. A pesar de ello, hay interés por

estudiar los HMA en los ecosistemas tropicales, debido al gran potencial que podrian
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tener dichos simbiontes en la restauracion de areas degradadas, muy comunes en el
geotropico, y por su capacidad para mejorar la capacidad de adaptacion e incrementar la
supervivencia de las plantas bajo condiciones desfavorables, tales como compactacion
del suelo, sequia, toxicidad por presencia de metales pesados o hidrocarburos y salinidad
(Rodriguez et al., 2011).

Estos hongos micorrizicos arbusculares estan asociados con la mayoria de las especies
arbdreas en bosques tropicales de montafia. Es de importancia que las plantulas de
especies de arboles tropicales criadas en el vivero deban asociarse con hongos
micorrizicos arbusculares para sobrevivir en mayor cantidad al shock de trasplante
(Urgiles, 2009).

En zonas deforestadas de los trépicos, la forestacion con especies arbdreas nativas podria
valorizar un reservorio creciente de tierras degradadas, previamente sobre utilizadas y
abandonadas. La inoculacion de plantulas de arboles tropicales con hongos micorrizicos
arbusculares puede mejorar el crecimiento y la viabilidad de los arboles, pero la eficiencia
puede depender del genotipo de la planta 'y el hongo AM (Schubler et al., 2016).
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CAPITULO III
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion de la investigacion.

La presente investigacion se realizo en el laboratorio de Quimica y Bioquimica de la

UTEQ, las muestras de suelo y raices se obtuvieron del bosque “Noé Moran”

perteneciente al Humedal Abras de Mantequilla en la provincia de los Rios, rodeado por

tres cantones como son Baba, Vinces y Pueblo viejo.
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Figura 1. Ubicacion geografica de las muestras recolectadas en el bosque secundario
“Noé Moran” del Humedal Abras de Mantequilla, Cantdn Vinces, provincia de los Rios.
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3.2. Caracteristicas edafoclimaticas.

Tabla 1. Caracteristicas edafoclimaticas del bosque “Noé Moran” del Humedal Abras

de Mantequilla.

Datos

Altitud

Temperatura media anual (°C)
Humedad relativa media (%)
Precipitacion media anual (mm)
Dias con precipitacion

Velocidad media del viento (m/s)

Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI), 2013.

3.3. Materiales.

3.3.1. Materiales de campo.

e Botas

e Fundas plasticas

e Machete

e Marcador permanente
e Pala

e GPS

e Cuaderno

3.3.2. Materiales de laboratorio.

e Caja Petri
e Papel toalla

e Cubre objetos

Promedio anual
60 msnm

25,5

82

1.260

116

1,4
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e Embudo pléastico

o Gasas

e Jeringuillas

e Mangos de bisturi

e Porta objetos

e Probetas graduadas

e Resmas de papel bond A4
e Vasos de precipitacion
e Hojas de bisturi

e Mascarillas

e Tubos de ensayo

e Varillas de vidrio

3.3.4. Reactivos.

e Acido clorhidrico

e Acido lactico

e Azul de tripano

e Cloruro de potasio

e Glicerol

e Hidroxido de potasio

e Perdxido de hidrogeno

3.3.5. Equipos.

e Balanza de precision
e Computadora

e Estufa

e Flash memory

e Impresora

e Estereomicroscopio

e pH-metro



3.4. Metodologia.

3.4.1. Tipo de investigacion.

El estudio es de tipo diagnostico, comenzando con la extraccién de raices de A.
guachapele, C. peltata, E. pustulescens y G. ulmifolia, para la evaluacién y determinacién

de la colonizacion de HMA.

3.4.2. Método de investigacion.

Se empled el método inductivo y experimental, que llegd a evaluar el estado de
colonizacion micorrizica arbuscular en las especies de A. guachapele, C. peltata, E.
pustulescens y G. ulmifolia, por parte de los elementos de la investigacion, se cuantifico
el porcentaje de colonizacion micorrizica arbuscular e identificacion de hongos
formadores de micorriza arbuscular a traves de procedimientos que permitieron descubrir

los resultados.

3.4.3. Campo.

Se recolecto las raices en la estacion lluviosa, el muestreo fué realizado al azar de 4
especies forestales obteniendo 3 submuestras por cada especie del bosque “Noé Moran”,
cada muestra estuvo compuesta aproximadamente de 2 kg de suelo y entre 60 y 80 g de
raices. La extraccion de las muestras de suelo y raices fue comprendida a una profundidad
entre 0 a 20 cm bajo la proyeccion de la copa de los arboles, por lo general en ese espacio
se encuentra mayor actividad microbiana. Las muestras se recolectaron y almacenaron en
fundas pléasticas, previamente identificadas y transportadas en una caja térmica hasta el

laboratorio de Quimica y Bioquimica de la UTEQ.
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3.4.4. Muestreo de suelo.

El suelo se recogio con la ayuda de un barreno holandés, con una profundidad de 0-20
cm, la herramienta se limpié con alcohol de 98% entre recolecciones para evitar la
contaminacion. Las muestras de suelo se pusieron en bolsas de plastico y se almacenaron
en cajas frias llenas de hielo, posteriormente se llevaron al laboratorio de Quimica y
Bioquimica de la UTEQ, para luego ser colocadas en refrigeracion a una temperatura de

6 a 10° C para andlisis quimico-granulométrico del suelo.

3.4.5. Muestreo de raiz.

En el bosque “Noé Moran” se obtuvieron muestras de raices, con el objetivo de evaluar
la colonizacién micorrizica, se recolect6 entre 60 y 80 g de raices de 3 individuos adultos
por cada una de las especies A. guachapele, C. peltata, E. pustulescens y G. ulmifolia,
con un total de 12 muestras de raices en la estacion lluviosa.

Las raices se lavaron con agua corriente hasta que se elimine toda impureza y se

almacenaron en botellas que contenian 50% de alcohol hasta el momento del andlisis de

la tasa de colonizacién micorrizica.

3.4.6. Laboratorio.

3.4.6.1. Preparacion de soluciones para evaluacion de micorrizacion radicular.

a) solucion de &cido clorhidrico (CIH) a 1 normal.

Afadir 82,90 mL-1 de CIH al 37% en 917,10 ml-1 de agua destilada. Finalmente se
obtiene 1000ml-1 de solucion 1N.
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b) solucion de hidroxido de potasio (KOH) al 10%.

Afadir 100g de KOH en 750 ml-1 de agua destilada, diluir y luego aforar a 1000 ml-1

con mas agua destilada.

c) Solucidn de glicerol al 50% para decoloracion y aclaramiento de raices.

Afadir 250mL-1 de glicerol en 250 mL-1 de agua destilada, para obtener 500mL-1

de solucion de glicerol 50%.

d) Preparacion de lactoglicerol en proporcion 1:1:1.

Mezclar 100mL-1 de agua destilada, 100mL-1 de glicerol y 100 mL-1 de &cido lactico,

homogenizar y tapar.

e) Solucién de azul de tripano al 0,05% (peso/volumen).

Afadir 0,15¢ de azul de tripano en 300 mL-1 de lactoglicerol

3.4.6.2. Tincién de raices.

Se determino el porcentaje de colonizacion micorrizica en las raices usando el método de

Philips y Hayman (1970) que consistio en:

% Lavar las raices con abundante agua corriente.

+«» Cubrir las raices con solucion de Hidroxido de potasio (KOH) al 10% y

colocarlas al bafio de Maria (90°C) durante 15 minutos.
% Eliminar el hidroxido de potasio, lavando con agua corriente las raices,

utilizando preferiblemente un tamiz adecuado para evitar pérdidas durante el

enjuague.

25



L X4

L X4

L X4

L X4

L X4

L X4

Si las raices son muy oscuras y pigmentadas, un tratamiento adicional de
blanqueo con perédxido de hidrogeno (3 %) por 20 minutos sera necesario. Las

raices clareadas y blanqueadas se lavaron con abundante agua.

Lavar las raices por inmersién en solucién fresca de KOH al 10% y H20: al

10 % mezclado en proporcién 1:1 (V/V). Debera dejarse 10 minutos.

Lavar en agua corriente las raices.

Acidificar con una solucién de acido clorhidrico (HCI) al 1N durante 10

minutos.

Decantar el HCI y sin lavar adicionar Azul de Tripano al 0.05% en
lactoglicerol o cualquier otro colorante y colocar las raices al bafio de Maria

por 15 minutos.

Retirar el colorante y guardarlo en un recipiente.

Lavar las raices en agua destilada y dejarlas en reposo por 12 horas para
eliminar el exceso de colorante, o destefiirlas durante la noche con

lactoglicerol o glicerol (50 %).

Montar en ldmina y laminilla, 50 raices de mas 0 menos 1 cm de largo cada

una y observar al microscopio.

Por cada muestra se realiz6 montajes al microscopio. En una lamina porta objetos se

colocd 50 segmentos de raices adicionando gotas de glicerol (50 %). Se efectuaron 3

repeticiones. Las observaciones se realizaron en un microscopio a 40Xx.

La frecuencia (%) de colonizacion radicular se determiné considerando los segmentos

colonizados y los no colonizados. Se obtuvo la relacion del total de segmentos

colonizados con respecto a los segmentos totales evaluados. Se contabilizd con base a

colonizacion total por arbdsculos o/y por vesiculas.
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3.4.6.3. Medicién de pH del suelo.

En los suelos procedentes del bosque que se estudid, se midié el pH empleando la
metodologia propuesta por (Steubing et al., 2001) que mide el pH en agua (H20). El
procedimiento consistié en depositar en un vaso de precipitacion 20 g de suelo seco y
tamizado con 50 mL™* de agua destilada. Se agito las suspensiones durante 10 minutos, la
lectura del pH se registré en el sobrenadante de las suspensiones con un pH -metro marca
OHAUS modelo starter 3100 series.

3.4.6.4. Aclaracion, coloracion y evaluacion de la colonizacion micorrizica de raices.

El proceso de blanqueo y tincion de raices almacenadas de A. guachapele, C. peltata, E.
pustulescens y G. ulmifolia, se realiz6 de acuerdo con la metodologia propuesta por
(Koske y Gemma, 1989). Se basa en cortar las raices en trozos de hasta 1 cm y colocarlas
en botellas de vidrio con tapa hermética, luego cubrir las raices con una solucion de KOH
al 10% y dejar reposar durante la noche para aligerar el tejido vegetal, si es necesario, se
colocaran en una solucion de peroxido de hidrogeno (3%) durante 20 minutos.

Posteriormente se colocaron en una solucion de HCI al 1% y luego se tifieron con una
solucion de azul de tripano al 0.05% en lacto-glicerol (acido lactico glacial 1: 1: 1, glicerol
y agua). Por ultimo, las raices se lavaron con agua destilada y se almacenaron en botellas
de vidrio que contienen 50% de glicerol para una evaluacion adicional de la tasa de

colonizacién micorrizica.

La evaluacion de la tasa de colonizacion micorrizica presente en las raices de A.
guachapele, C. peltata, E. pustulescens y G. ulmifolia, se realizé siguiendo el método
propuesto por (Giovanetti y Mosse, 1980).

La estimacion de este pardmetro es analizar la presencia de estructuras fungicas en la
region de la corteza de la raiz (hifas, arbustos y vesiculas que ocurren inter e
intracelularmente). Los segmentos de raices previamente tefiidos y cortados en trozos de
1 cm, se extenderan en portaobjetos. La observacion de la presencia y ausencia de
colonizacion se realizara con la ayuda de un microscopio. Por cada muestra se realizd

montajes al microscopio. En una lamina porta objetos se coloc6 50 segmentos de raices
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adicionando gotas de glicerol (50 %). Se efectuaron 3 repeticiones. Las observaciones se

realizaron en un microscopio a 40x.

3.4.7. Analisis estadistico.

Todos los analisis estadisticos se realizaron en el programa estadistico IBM SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) version 23, para las diferencias de medias se
utiliz6 la prueba de Tukey (P< 0,05). Para determinar el porcentaje de colonizacion
micorrizica en las raices de A. guachapele, C. peltata, E. pustulescens y G. ulmifolia,
primero se transformaron mediante un arcsenVx antes del analisis, las diferencias entre
muestras relacionadas con el porcentaje de colonizacién micorrizica se compararon
mediante la prueba de t-Student. Los atributos quimicos-granulométricos de las muestras
de suelo recolectadas se realizaron mediante un anélisis de varianza por ANOVA. Se
realiz6 un andlisis de correlacion de Pearson para dilucidar la relacién entre los atributos
quimicos-granulométricos y la colonizacion de HMA, las diferencias entre los promedios
que presentan en la correlacion fueron determinadas mediante la prueba de Tukey (P <

0,05) y nivel de significancia con (P < 0,01).
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CAPITULO IV
RESULTADOS



4.1. Resultados esperados.

4.1.1. Porcentaje de colonizacién micorrizica en raices de C. peltata, E.
pustulescens, A. guachapele y G. ulmifolia en el bosque secundario “Noé

Moran".

En el porcentaje de colonizacion micorrizica obtenidos de las especies presentes en el bosque
secundario “Noé Moran” mostraron diferencias significativas en cuanto al porcentaje de
colonizacion, el mayor valor lo tuvo la especie C. peltata con un porcentaje de 43,7% y un
arcsenVx de 0.029; seguido de A. guachapele con un porcentaje de 31,2% y un arcsenVx de
0,027, con valores bajos G. ulmifolia con porcentaje de 18 8% y un arcsenVx de 0.025, la
especie menos colonizada fue E. pustulescens con un porcentaje de 6.3% con un arcsenVx
de 0.022 (Tabla 2).

Tabla 2. Colonizacion micorrizica en raices de G. ulmifolia, A. guachapele, E. pustulescens
y C. peltata en el bosque secundario “Noé Moran” del Humedal Abras de Mantequilla.

. Colonizacion
Especies
% arcsen\x
Guazuma ulmifolia 18,8% 0,025b
Albizia guachapele 31,2% 0,027b
Eugenia pustulescens 6,3% 0,022c
Cecropia peltata 43,7% 0,029ab

Significancia obtenida con el nivel de probabilidad del 5% segun la prueba de Tukey.
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4.1.2. Asociaciones forestales y pH del suelo en el bosque secundario

“Noé Moran”.

Las especies vegetales asociadas a la colonizacion micorrizica identificadas en el bosque
“Noé Moran”, fueron G. ulmifolia, A. guachapele, E. pustulescens y C. peltata. El valor
de pH de suelo en solucién de Agua (H20) presente en las muestras de suelo recolectadas
fue de 5,98 mediante un promedio de todas las muestras; indicando que la zona de estudio

presenta suelos moderadamente acidos (Tabla 3).

Tabla 3. Asociaciones forestales y pH del suelo en solucion de Agua (H20) en el bosque

secundario “Noé Moran” del Humedal Abras de Mantequilla ubicado en el cantdn Vinces.

VARIABLES Bosque secundario “Noé Moran ”
ASOCIACIONES Guazuma ulmifolia, Albizia guachapele, Eugenia
FORESTALES pustulescens y Cecropia peltata
pH DEL
5,98
SUELO
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4.1.3. Analisis quimico de las muestras de suelo en las diferentes especies
forestales del bosque secundario “Noé Moran” del Humedal Abras de

Mantequilla.

Luego del analisis de los atributos quimicos del suelo y con un nivel de significancia de
probabilidad del 5% con prueba de Tukey, se determind que en suelos donde hay
presencia de la especie G. ulmifolia tienen un mayor contenido medio de K, B, seguido
de pH, M.O, Al, Sy Mn. En la especie A. guachapele con mayor contenido medio fueron
K, Cuy Mn; y en menor proporcion pH, P, M.O, Al, Sy Zn. La especie E. pustulescens
presenta contenido medio de pH, M.O, P, Ca, Mg, Al, Fe, Zn y B. La especie C. peltata
presenta un mayor contenido medio de B y en menor proporcién de pH, M.O, P, K, S,
Ca, Cu, y Zn (Tabla 4).
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Tabla 4. Atributos quimicos de las muestras de suelo recogidas en la estacion lluviosa en presencia/ausencia G. ulmifolia, A. guachapele, E.

pustulescens y C. peltata en el bosque secundario “Noé Moran” del Humedal Abras de Mantequilla.

Especies

Atributos quimicos Guazuma ulmifolia Albizia guachapele Eugenia pustulescens Cecropia peltata Media
pH 6,26 £ 0,49a 5,61+ 0,42a 6,14 + 0,81a 590+0,86 a 5,98
M.O 23,60 £ 1,82a 23,00+ 1,14a 24,40 £ 1,52a 24,40 £ 2,97a 23,95
P 5,60 + 1,14a 7,00 £ 1,00a 6,40 + 1,82a 6,40 + 1,14a 6,35
57,20 + 1,48ab 54,60 + 12,72ab 40,60 + 15,09b 61,80 * 4,86a 53,55
Ca 1,40 £ 0,55a 1,40 £ 0,55a 2,00 = 1,00a 2,00 £ 0,70a 1,70
Mg 1,20 + 0,44a 1,60 + 0,55a 1,40 + 0,55a 1,80 + 0,45a 1,50
Al 6,40 £ 1,14a 6,20 + 1,48a 6,80 £ 0,45a 6,60 + 1,67a 6,50
S 7,40 + 1,52a 7,60 £ 0,89 6,40 + 0,552 7,40 £ 1,52a 7,20
Cu 0,62 + 0,11ab 0,5+0,12ab 0,42 +0,13b 0,65+0,11a 0,55
Fe 8,80 + 1,48b 8,20 + 1,48b 11,40 + 1,14a 7,60 £1,52b 9,00
Zn 0,28 £ 0,05a 0,37 £0,11a 0,37 £ 0,092 0,42 £ 0,12a 0,36
Mn 11,19 £ 0,81a 8,65 + 0,80ab 7,74 +191b 4,25 + 2,22¢ 7,96
B 0,25 + 0,06ab 0,18 + 0,01b 0,28 +0,432 0,22 £+ 0,06ab 0,23

Significancia obtenida con el nivel de probabilidad del 5% segun la prueba de Tukey.
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4.1.4. Andlisis granulométrico de las muestras de suelo correspondientes a las diferentes especies forestales del

bosque secundario "Noé Moran” del humedal abras de mantequilla.

Al realizar los andlisis para los atributos granulométricos del suelo, se mostro diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
granulometria de arena, limo y arcilla en las diferentes especies. En la concentracion de arena y limo los valores mas altos se presentaron en
presencia de las especies A. guachapele con valor de 281,20 y E. pustulescens con 270,60. En la concentracién de limo los valores mas altos se
presentaron en presencia de las especies E. pustulescens con valor de 83,40 y A. guachapele con valor de 65,40. En concentracion de arcilla los
valores mas altos los tuvieron A. guachapele con 164,00 y G. ulmifolia con 158,40 presentando diferencias significativas con respectos a las
especies E. pustulescens con 91,22 y C. peltata con 92,60. Todos estos valores fueron obtenidos estadisticamente significativos (P< 0,05 al

95%) (Tabla 5).

Tabla 5. Atributos granulométricos de las muestras de suelo recogidas en la época lluviosa de las especies forestales: G. ulmifolia, A.

guachapele, E. pustulescens y C. peltata en el bosque secundario “Noé Moran™ del Humedal Abras de Mantequilla.

Especies
Textura Guazuma ulmifolia Albizia guachapele Eugenia pustulescens Cecropia peltata Media
Arena 269,60 + 44,34 a 281,20+ 52,75 a 270,60 £ 55,67 a 232,20+ 57,01 a 263,4
Limo 64,80+9,31a 65,4 +13,05a 83,40+ 18,12 a 59,00 + 14,78 a 68,15
Arcilla 158,40+ 8,76 a 164,00 + 28,53 a 91,220+5,26 b 92,60+512b 126,5

Significancia obtenida con el nivel de probabilidad del 5% segun la prueba de Tukey.
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4.1.5. Porcentaje de colonizacion micorrizica entre individuos de la misma
especie: C. peltata, E. pustulescens, A. guachapele y G. ulmifolia en el
bosque secundario “Noé Moran.

Al evaluar el porcentaje de colonizacidén micorrizica en el bosque secundario “Noé Moran”,
mostro diferencias estadisticamente significativas entre especies, siendo la especie C. peltata
quién presentd mayor diferencia significativita respecto a las otras tres especies con un valor
de 1,40%. Las especies A. guachapele, E. pustulescens y G. ulmifolia presentaron valores de

colonizacion micorrizica de 1,09%; 0,96% y 0,75% respectivamente. Véase en (Figura 2).

Bosque "Noé Moran"

2,004

150

1.00 b

050

Densidad de colonizacion micorrizica (%)

0,00

Cecropia peltata  Albigia guachapele Eugenia pustulescens Guazuma ulmifolia
Especies

Figura 2. Porcentaje de densidad de colonizacion micorrizica en raices C. peltata, Eugenia
pustulescens, A. guachapele y G. ulmifolia en el bosque secundario “Noé Moran”.
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4.1.6. Correlacion entre la colonizacion micorrizica y los atributos

guimicos-granulométricos del suelo.

(En latabla 6) se muestra que la colonizacion micorrizica de esporas de HMA se correlaciona
con varios atributos quimicos del suelo. La especie G. ulmifolia, presentd correlaciones altas
con pH (0,72), Al (0,83), K (0,63) y Mn (0,53). En A. guachapele correlaciones altas se
tuvieron con Fe (0,849), M.O (0,69), Zn (0,59) y Ca (0,57). En la especie E. pustulescens la
colonizacion micorrizica se correlacion6 con los elementos quimicos pH, (0,63), Mg (0,58)
y Cu (0,61). La especie C. peltata presenté mayor correlacién con los elementos Ca (0,89),
P (0,68), pH (0,56), Al (0,56), Mn (0,68) y M.O (0,42), todo esto se obtuvo con (P <0,01) y
(P< 0,05).
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Tabla 6. Correlacion (r) entre colonizacién micorrizica de esporas de HMA y los atributos quimicos del suelo en las especies G. ulmifolia, A.

guachapele, E. pustulescens, y C. peltata en el bosque secundario “Noé Moran”.

Especies
Atributos Guazuma ulmifolia Albizia guachapele Eugenia pustulescens Cecropia peltata
quimicos . Nivel de . Nivel de ] Nivel de ) Nivel de
Correlacion Correlacion Correlacion Correlacion
significacion significacion significacion significacion
de Pearson de Pearson de Pearson de Pearson
(Sig) (Sig) (Sig) (Sig)

pH 0,727** 0,164** 0,267ns 0,664ns 0,633* 0,251* 0,567* 0,319*
M.O 0,172ns 0,782ns 0,691* 0,196* -0,326ns 0,593ns 0,426* 0,474*

P -0,551ns 0,336ns -0,475ns 0,419ns -0,620ns 0,264ns 0,688** 0,199**

K 0,636* 0,249* -0,294ns 0,631ns 0,223ns 0,718ns -0,580ns 0,305ns

Ca 0,288ns 0,639ns 0,572* 0,313* 0,149ns 0,811ns 0,892 0,042**
Mg -0,705ns 0,184ns -0,572ns 0,313ns 0,587* 0,298* -0,004ns 0,995ns
Al 0,83** 0,82** 0,424ns 0,477ns -0,015ns 0,981ns 0,566* 0,320*

S -0,389ns 0,162ns 0,355ns 0,558ns -0,006ns 0,992ns 0,207ns 0,738ns

Cu -0,389ns 0,517ns -0,382ns 0,526ns 0,618* 0,267* -0,609ns 0,276ns

Fe -0,639ns 0,246ns 0,849** 0,690** 0,837 0,077 0,724 0,167
Zn -0,099ns 0,874ns 0,597* 0,288* -0,040ns 0,950ns -0,252ns 0,683ns

Mn 0,534* 0,354* -0,812ns 0,950ns -0,320ns 0,600ns 0,688* 0,199*

B 0,024ns 0,970ns 0,272ns 0,658ns -0,543ns 0,345ns -0,230ns 0,710ns

*, La correlacion es significativa en el nivel 0,05. **. La correlacion es significativa en el nivel 0,01
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La colonizacidén micorrizica de esporas de HMA se encuentra correlacionada con varios atributos granulométricos del suelo (Tabla 2). La especie
Guazuma ulmifolia, present6 correlacion alta solo con la textura arcilla con un valor de 0,43 y una significancia de 0,46. A diferencia de la
especie Cecropia peltata que presentd correlacion alta con la textura arena con un valor de 0,83 y una significancia de 0,08. Sin embargo, las

especies Albizia guachapele y Eugenia pustulescens no presentaron correlaciones con ninguna textura del suelo. Todo esto se obtuvo con (P <
0,01) y (P < 0,05).

Tabla 7. Correlacién (r) entre colonizacion micorrizica de esporas de HMA y la granulometria del suelo en las especies G. ulmifolia, A.
guachapele, E. pustulescens y C. peltata en el bosque secundario “Noé Moran”

Especies

Guazuma ulmifolia Albizia guachapele Eugenia pustulescens Cecropia peltata
Textura > Nivel de ~ Nivel de - . - Nivel de
Correlacion sianificacion Correlacion significacion Correlacion Nivel de Correlacion de sianificacion

de Pearson gnim de Pearson gnitie de Pearson significacion (Sig) Pearson gnitie

(Sig) (Sig) (Sig)

Arena -0,264ns 0,668ns -0,106ns 0,865ns -0,062ns 0,922ns 0,823** 0,087**
Limo 0,172ns 0,782ns -0,511ns 0,379ns -0,118ns 0,851ns 0,141ns 0,821ns
Arcilla 0,432* 0,468* -0,511ns 0,379ns -0,582ns 0,303ns -0,206ns 0,739ns

*. La correlacidn es significativa en el nivel 0,05.
**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01
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4.2 Discusion.

En relacion con el porcentaje de colonizacion en las raices de las especies evaluadas el
porcentaje vario de 43,7% y 6,3%. A diferencia de (Santillana y Toro, 2018) realizaron
estudios de asociacion micorrizica arbuscular en pastizales de la Comunidad Alto Andina
de Ccarhuaccpampa — Ayacucho, que determind que la asociacion micorrizica presente
en las raices de las cuatro especies evaluadas en época de sequia variaron entre 20 y 27%,
sin diferencias significativas entre ellos. (Macedo, 2018) encontr porcentajes mas bajos
en su estudio de ldentificacién, nivel de propagacion y colonizacion de hongos
micorriticos arbusculares asociados a Manilkara bidentata (quinilla colorada) en un
bosque humedo tropical en la zona de Macuya, Huanuco, Amazonia Peruana, en la que
se obtuvo resultados donde el arbol 3 fue el que presentd mayor colonizacion con 18%,
el arbol 4 con 15,7%, y los valores méas bajos se mostraron en el &rbol 1y 5 con 4,2% en
ambos arboles, e indica que el porcentaje mas alto se encontrd en sitios que se podrian
clasificar como buenos. (Allen et al., 1998, citado por Da Silva) menciona que varios
autores indican que los mayores porcentajes de colonizacion micorrizica se encuentran
en la época lluviosa. (Pérez et al., 2012) han sugerido que el porcentaje minimo de
colonizacion de HMA debe ser superior al 40% para que favorezca la relacion simbiotica

con la planta y sirva como indicador bioldgico de la calidad del suelo.

En el anélisis quimico-granulométrico, los suelos del bosque “Noé Moran™ presentan un
pH moderadamente &cido (5,98). Estos valores coinciden con (Restrepo et al., 2019) en
su investigacion de Caracterizacion de hongos micorrizicos arbusculares de suelos
ganaderos del tropico alto y trépico bajo en Antioquia, sus resultados mostraron valores
similares de pH en los suelos ubicados en los municipios de la subregion norte, donde
fueron moderadamente acidos (5,5-7). (Barea y Jeffries, 1994 citado por Ledn, 2006)
argumentan que los hongos micorrizicos arbusculares tienen amplia adaptacion a varios
tipos de pH ya que los podemos encontrar en suelos con pH que van desde 2,7 hasta 9,2.,
teniendo respuestas positivas a pH acidos como alcalinos dependiendo de las especies o
géneros. (Pérez et al., 2011) menciona que la respuesta de los HMA al pH del suelo puede
ser variable, aunque se considera que los HMA pueden tolerar condiciones adversas de

pH por modificacion de la micorrizésfera durante el proceso de toma de nutrientes.
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(Moina et al., 2018) menciona que el factor pH es de gran relevancia para la adaptacion

de los HMA, prefiriendo pH neutros, aunque pueden llegar a desarrollarse en pH acidos.

Mediante la correlacion de Pearson, los atributos quimicos-granulométricos y el
porcentaje de colonizacién, presentaron relacion con pH, K, Al, Mn, M.O, Ca, Fe, Zn,
Mg, Cu, P. Mientras los atributos granulométricos solo presentaron correlacion con la
textura arcilla en la especie G. ulmifolia, (Condé et al., 2012) indica que en un alto
porcentaje de arcilla los poros del suelo se cierran y se forma una capa superficial sellada,
lo cual afecta la infiltracién y aumenta el riesgo de erosion, y la textura arena en la especie
C. peltata, (Coral, 2015)) indica que varios estudios mostraron que cultivos instalados en
suelos con mayores concentraciones de arena, experimentan mayor grado de colonizacién
micorrizica. A diferencia de (Restrepo et al., 2019) en su investigacion de Caracterizacion
de hongos micorrizicos arbusculares de suelos ganaderos del tropico alto y trépico bajo
en Antioquia, encontrd una correlacién positiva en Py K en la subregion norte, e indica
que la planta mejora su sistema de trasporte de este elemento a través de la colonizacion
de las raices por parte del micelio, mientras que en los demés parametros evaluados no se
hallé correlacion alguna. (Ulloa y Montalvo, 2019) en su estudio de Caracterizacion de
micorrizas arbustivas en diferentes materiales genéticos de palma aceitera, concordia-
ecuador, mediante un andlisis de correlacion sélo en la materia organica se encontré una
correlacion negativa significativa, pero ésta es inversamente proporcional, de acuerdo a
(Pérez y Ossa, 2013) mencionan que a niveles bajos de materia organica mayor es la

colonizacion.

(Pilco, 2015) en su estudio de micorrizas asociadas a miconia bracteolata bonpl. en el
bosque de ceja andina sector guangra, parroquia Achupallas, cantén Alausi, provincia de
Chimborazo, encontrd niveles de materia organica altos en la parcela 1, e indic6 que a
contenidos altos de materia organica el porcentaje de colonizacion radicular disminuye,
a diferencia de la parcela 3, que presenta un alto valor de colonizacion radicular cuando
el contenido de materia organica disminuye., (Pérez y Vertel, 2010) argumenta que los
niveles de colonizacion de HMA son altos cuando los suelos presentan niveles bajos a
moderados de materia organica, fosforo y nitrogeno. En la relacion con el hierro, cuando
el porcentaje de colonizacion micorrizica aumenta, la cantidad de hierro disminuye, (Pefia

et al., 2007) agregan que donde los fosfatos de hierro son abundantes, la produccion de
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esporas aumentara proporcionalmente a la cantidad de fosforo fijado al hierro. La relacién
existente entre la cantidad de esporas, la colonizacion micorrizicay la cantidad de fosfatos
de hierro, podria ser explicada por la solubilizacion de fosforo para la produccion de

esporas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones.

El porcentaje de colonizacion micorrizica presente en las especies forestales estudiadas
son los siguientes: C. peltata con un porcentaje de 43,7%, la especie A. guachapele
31,2%, G. ulmifolia 18,8% Y la especie E. pustulescens con 6,3%, presentando ésta el

menor porcentaje de colonizacion.

En el analisis quimico-granulométrico del suelo, mediante una media del total de cada
unade las especies con los atributos quimicos-granulomeétricos, los valores de pH fueron
de (5,98) moderadamente acido, y presentaron mayor contenido con., M.O, K., seguido
de pH, P, Ca, Mg, Al, S, Fe Mn y en menor contenido Cu, B. Mientras que en los
atributos granulométricos el mayor contenido se encontré en arena, todas las especies

tuvieron mayor relacion con este tipo de suelo.

En la correlacion de Pearson con los atributos quimicos-granulométricos y el porcentaje
de colonizacién, la especie G. ulmifolia presento correlaciones con pH, K, Al y Mn, en
A. guachapele M.O, Ca, Fe y Zn, en E. pustulescens pH, Mg, y Cu, por ultimo la especie
C. peltata con pH, M.O, P, Ca, Al, y Mn. Estas especies podrian ser inoculadas para
obtener mejores resultados de produccién, aumento de supervivencia, rehabilitacion y
conservacion de suelos., sin embargo la especie C. peltata fue la que mayor relacion
tuvo con estos atributos, pudiendo llegar a obtener mejores resultados de inoculacion,

es una especie ideal para funciones de reforestacion y es un arbol de crecimiento rapido.
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5.2. Recomendaciones.

Realizar muestreos en diferentes épocas climaticas, ya que se ha demostrado que la

colonizacion en los suelos bajo distintas épocas presenta variaciones.

Realizar capacitaciones sobre el beneficio, produccion, uso y conservacion de estos HMA,

como alternativa bioldgica para mejorar las condiciones quimicas-granulométricas del suelo.

Realizar estas investigaciones con otro tipo de metodologia, utilizando equipos de mejor

tecnologia.
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CAPITULO VII
ANEXOS



Anexo 1. Recoleccion y almacenamiento de las muestras de suelo y raiz.

Anexo 2. Preparacion de las soluciones.

54



Anexo 3. Procedimiento para tincion de raices.

Se lavo las raices con abundante Se cubrié las raices en una
agua. solucion de hidroxido de potasio al
10 %

Bafio Maria (90°C) durante 15 Eliminacion del hidroxido de
minutos. potasio con agua corriente
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Blanqueo con perdxido de

hidrégeno (3%) por 20 minutos.

Retirar el HCI, y sin lavar
adicionar el azul de tripano al
0,05% en lactoglicerol vy
colocara bafio maria por 15
minutos.

Acidificar con una solucion de
acido clorhidrico al 1IN por 10
minutos.

Luego lavar las raices en agua
destilada para eliminar el exceso
del colorante, y dejarlas en
glicerol.
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Anexo 4 Medicion del pH del suelo y observacion de las muestras de raices.

Anexo 5. Fotografias de las raices observadas.

Guachapeli 3 repeticion 4: Guarumo 2  repeticion  1:
presencia de vesiculas. Observacion de pelos radicales y
micelios.

57



Guachapeli 2 repeticion  4: Guachapeli 1 repeticion 4:
Presencia de esporas. Presencia de vesiculas.

Guachapeli 1 repeticion 2: Guazuma 2 repeticion 1:
Presencia de pelos radicales. Presencia de vesiculas vy
micelio.
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Guayabo 1 repeticion 5: Presencia Guarumo 2 repeticion 5:
de micelio. Presencia de micelio.

Guarumo 2 repeticion 3: Presencia Guarumo 2 repeticion = 2:
de micelio. Presencia de micelio.
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Anexo 6 Cuadro del registro de las observaciones.

Especie Nl]me_rc? ,de Num,ero ¥ Densidad visual Escala Pelos radicales
repeticion raices
Guayabo 1 1 0 0.0 0
Guayabo 1 2 0 0.0 0
Guayabo 1 3 1 1.0 0
Guayabo 1 4 3 15.5 0
Guayabo 1 5 2 2.5 0
Guayabo 1 6 1 1.0 0
Guayabo 1 7 3 15.5 0
Guayabo 1 8 2 2.5 0
Guayabo 1 9 1 1.0 0
Guayabo 1 10 1 1.0 0
Guayabo 2 11 3 15.5 0
Guayabo 2 12 1 1.0 0
Guayabo 2 13 1 1.0 0
Guayabo 2 14 0 0.0 0
Guayabo 2 15 1 1.0 0
Guayabo 2 16 1 1.0 0
Guayabo 2 17 0 0.0 0
Guayabo 2 18 0 0.0 0
Guayabo 2 19 0 0.0 0
Guayabo 2 20 1 1.0 0
Guayabo 3 21 0 0.0 0
Guayabo 3 22 0 0.0 0
Guayabo 3 23 1 1.0 0
Guayabo 3 24 1 1.0 0
Guayabo 3 25 1 1.0 0
Guayabo 3 26 1 1.0 0
Guayabo 3 27 1 1.0 0
Guayabo 3 28 0 0.0 0
Guayabo 3 29 1 1.0 0
Guayabo 3 30 1 1.0 0
Guayabo 4 31 1 1.0 0
Guayabo 4 32 1 1.0 0
Guayabo 4 33 2 2.5 0
Guayabo 4 34 2 2.5 0
Guayabo 4 35 2 2.5 0
Guayabo 4 36 1 1.0 0
Guayabo 4 37 1 1.0 0
Guayabo 4 38 0 0.0 0
Guayabo 4 39 1 1.0 0
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Guayabo 4 40 1 1.0 0
Guayabo 5 41 0 0.0 0
Guayabo 5 42 1 1.0 0
Guayabo 5 43 1 1.0 0
Guayabo 5 44 1 1.0 0
Guayabo 5 45 1 1.0 0
Guayabo 5 46 0 0.0 0
Guayabo 5 47 1 1.0 0
Guayabo 5 48 1 1.0 0
Guayabo 5 49 0 0.0 0
Guayabo 5 50 1 1.0 0
Guayabo 1 51 1 1.0 0
Guayabo 1 52 1 1.0 0
Guayabo 1 53 2 2.5 0
Guayabo 1 54 0 0.0 0
Guayabo 1 55 1 1.0 0
Guayabo 1 56 0 0.0 0
Guayabo 1 57 1 1.0 0
Guayabo 1 58 0 0.0 0
Guayabo 1 59 1 1.0 0
Guayabo 1 60 2 2.5 0
Guayabo 2 61 0 0.0 0
Guayabo 2 62 1 1.0 0
Guayabo 2 63 0 0.0 0
Guayabo 2 64 1 1.0 0
Guayabo 2 65 0 0.0 0
Guayabo 2 66 1 1.0 0
Guayabo 2 67 2 2.5 0
Guayabo 2 68 1 1.0 0
Guayabo 2 69 1 1.0 0
Guayabo 2 70 1 1.0 0
Guayabo 3 71 0 0.0 0
Guayabo 3 72 0 0.0 0
Guayabo 3 73 1 1.0 0
Guayabo 3 74 1 1.0 0
Guayabo 3 75 0 0.0 0
Guayabo 3 76 1 1.0 0
Guayabo 3 77 1 1.0 0
Guayabo 3 78 1 1.0 0
Guayabo 3 79 1 1.0 0
Guayabo 3 80 1 1.0 0
Guayabo 4 81 1 1.0 0
Guayabo 4 82 0 0.0 0
Guayabo 4 83 1 1.0 0
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Guayabo 4 84 1 1.0 0
Guayabo 4 85 1 1.0 0
Guayabo 4 86 0 0.0 0
Guayabo 4 87 1 1.0 0
Guayabo 4 88 0 0.0 0
Guayabo 4 89 1 1.0 0
Guayabo 4 90 1 1.0 0
Guayabo 5 91 2 2.5 0
Guayabo 5 92 1 1.0 0
Guayabo 5 93 1 1.0 0
Guayabo 5 94 1 1.0 0
Guayabo 5 95 1 1.0 0
Guayabo 5 96 1 1.0 0
Guayabo 5 97 1 1.0 0
Guayabo 5 98 0 0.0 0
Guayabo 5 99 1 1.0 0
Guayabo 5 100 1 1.0 0
Guayabo 1 101 0 0.0 0
Guayabo 1 102 1 1.0 0
Guayabo 1 103 1 1.0 0
Guayabo 1 104 2 2.5 0
Guayabo 1 105 1 1.0 0
Guayabo 1 106 0 0.0 0
Guayabo 1 107 1 1.0 0
Guayabo 1 108 2 2.5 0
Guayabo 1 109 1 1.0 0
Guayabo 1 110 1 1.0 0
Guayabo 2 111 1 1.0 0
Guayabo 2 112 1 1.0 0
Guayabo 2 113 1 1.0 0
Guayabo 2 114 0 0.0 0
Guayabo 2 115 0 0.0 0
Guayabo 2 116 2 2.5 0
Guayabo 2 117 1 1.0 0
Guayabo 2 118 1 1.0 0
Guayabo 2 119 1 1.0 0
Guayabo 2 120 1 1.0 0
Guayabo 3 121 1 1.0 0
Guayabo 3 122 2 2.5 0
Guayabo 3 123 1 1.0 0
Guayabo 3 124 2 2.5 0
Guayabo 3 125 1 1.0 0
Guayabo 3 126 1 1.0 0
Guayabo 3 127 1 1.0 0
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Guayabo 3 128 1 1.0 0
Guayabo 3 129 1 1.0 0
Guayabo 3 130 1 1.0 0
Guayabo 4 131 2 2.5 0
Guayabo 4 132 2 2.5 0
Guayabo 4 133 1 1.0 0
Guayabo 4 134 2 2.5 0
Guayabo 4 135 1 1.0 0
Guayabo 4 136 1 1.0 0
Guayabo 4 137 2 2.5 0
Guayabo 4 138 1 1.0 0
Guayabo 4 139 0 0.0 0
Guayabo 4 140 1 1.0 0
Guayabo 5 141 1 1.0 0
Guayabo 5 142 1 1.0 0
Guayabo 5 143 2 2.5 0
Guayabo 5 144 1 1.0 0
Guayabo 5 145 1 1.0 0
Guayabo 5 146 1 1.0 0
Guayabo 5 147 1 1.0 0
Guayabo 5 148 1 1.0 0
Guayabo 5 149 1 1.0 0
Guayabo 5 150 1 1.0 0
Guazuma 1 151 1 1.0 0
Guazuma 1 152 1 1.0 0
Guazuma 1 153 1 1.0 0
Guazuma 1 154 2 2.5 0
Guazuma 1 155 1 1.0 0
Guazuma 1 156 2 2.5 0
Guazuma 1 157 1 1.0 0
Guazuma 1 158 0 0.0 0
Guazuma 1 159 1 1.0 0
Guazuma 1 160 1 1.0 0
Guazuma 2 161 0 0.0 0
Guazuma 2 162 1 1.0 0
Guazuma 2 163 1 1.0 0
Guazuma 2 164 1 1.0 0
Guazuma 2 165 0 0.0 0
Guazuma 2 166 0 0.0 0
Guazuma 2 167 1 1.0 0
Guazuma 2 168 0 0.0 0
Guazuma 2 169 1 1.0 0
Guazuma 2 170 1 1.0 0
Guazuma 3 171 1 1.0 0
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Guazuma 3 172 1 1.0 0
Guazuma 3 173 1 1.0 0
Guazuma 3 174 0 0.0 0
Guazuma 3 175 1 1.0 0
Guazuma 3 176 0 0.0 0
Guazuma 3 177 1 1.0 0
Guazuma 3 178 0 0.0 0
Guazuma 3 179 1 1.0 0
Guazuma 3 180 1 1.0 0
Guazuma 4 181 1 1.0 0
Guazuma 4 182 1 1.0 0
Guazuma 4 183 1 1.0 0
Guazuma 4 184 1 1.0 0
Guazuma 4 185 1 1.0 0
Guazuma 4 186 1 1.0 0
Guazuma 4 187 0 0.0 0
Guazuma 4 188 1 1.0 0
Guazuma 4 189 1 1.0 0
Guazuma 4 190 0 0.0 0
Guazuma 5 191 0 0.0 0
Guazuma 5 192 1 1.0 0
Guazuma 5 193 0 0.0 0
Guazuma 5 194 0 0.0 0
Guazuma 5 195 0 0.0 0
Guazuma 5 196 0 0.0 0
Guazuma 5 197 1 1.0 0
Guazuma 5 198 1 1.0 0
Guazuma 5 199 0 0.0 0
Guazuma 5 200 1 1.0 0
Guazuma 1 201 2 2.5 0
Guazuma 1 202 1 1.0 0
Guazuma 1 203 1 1.0 0
Guazuma 1 204 1 1.0 0
Guazuma 1 205 1 1.0 0
Guazuma 1 206 2 2.5 0
Guazuma 1 207 0 0.0 0
Guazuma 1 208 1 1.0 0
Guazuma 1 209 1 1.0 0
Guazuma 1 210 1 1.0 0
Guazuma 2 211 1 1.0 0
Guazuma 2 212 1 1.0 0
Guazuma 2 213 1 1.0 0
Guazuma 2 214 1 1.0 0
Guazuma 2 215 1 1.0 0
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Guazuma 2 216 1 1.0 0
Guazuma 2 217 1 1.0 0
Guazuma 2 218 1 1.0 0
Guazuma 2 219 0 0.0 0
Guazuma 2 220 1 1.0 0
Guazuma 3 221 1 1.0 0
Guazuma 3 222 1 1.0 0
Guazuma 3 223 0 0.0 0
Guazuma 3 224 1 1.0 0
Guazuma 3 225 0 0.0 0
Guazuma 3 226 0 0.0 0
Guazuma 3 227 0 0.0 0
Guazuma 3 228 1 1.0 0
Guazuma 3 229 1 1.0 0
Guazuma 3 230 1 1.0 0
Guazuma 4 231 1 1.0 0
Guazuma 4 232 0 0.0 0
Guazuma 4 233 1 1.0 0
Guazuma 4 234 1 1.0 0
Guazuma 4 235 1 1.0 0
Guazuma 4 236 1 1.0 0
Guazuma 4 237 1 1.0 0
Guazuma 4 238 1 1.0 0
Guazuma 4 239 1 1.0 0
Guazuma 4 240 1 1.0 0
Guazuma 5 241 1 1.0 0
Guazuma 5 242 0 0.0 0
Guazuma 5 243 0 0.0 0
Guazuma 5 244 0 0.0 0
Guazuma 5 245 0 0.0 0
Guazuma 5 246 1 1.0 0
Guazuma 5 247 1 1.0 0
Guazuma 5 248 1 1.0 0
Guazuma 5 249 0 0.0 0
Guazuma 5 250 1 1.0 0
Guazuma 1 251 1 1.0 0
Guazuma 1 252 1 1.0 0
Guazuma 1 253 1 1.0 0
Guazuma 1 254 0 0.0 0
Guazuma 1 255 0 0.0 0
Guazuma 1 256 1 1.0 0
Guazuma 1 257 1 1.0 0
Guazuma 1 258 1 1.0 0
Guazuma 1 259 0 0.0 0
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Guazuma 1 260 1 1.0 0
Guazuma 2 261 1 1.0 0
Guazuma 2 262 0 0.0 0
Guazuma 2 263 1 1.0 0
Guazuma 2 264 1 1.0 0
Guazuma 2 265 0 0.0 0
Guazuma 2 266 0 0.0 0
Guazuma 2 267 1 1.0 0
Guazuma 2 268 0 0.0 0
Guazuma 2 269 1 1.0 0
Guazuma 2 270 1 1.0 0
Guazuma 3 271 1 1.0 0
Guazuma 3 272 0 0.0 0
Guazuma 3 273 1 1.0 0
Guazuma 3 274 1 1.0 0
Guazuma 3 275 0 0.0 0
Guazuma 3 276 1 1.0 0
Guazuma 3 277 1 1.0 0
Guazuma 3 278 1 1.0 0
Guazuma 3 279 1 1.0 0
Guazuma 3 280 0 0.0 0
Guazuma 4 281 1 1.0 0
Guazuma 4 282 1 1.0 0
Guazuma 4 283 1 1.0 0
Guazuma 4 284 1 1.0 0
Guazuma 4 285 0 0.0 0
Guazuma 4 286 1 1.0 0
Guazuma 4 287 1 1.0 0
Guazuma 4 288 1 1.0 0
Guazuma 4 289 1 1.0 0
Guazuma 4 290 1 1.0 0
Guazuma 5 291 0 0.0 0
Guazuma 5 292 1 1.0 0
Guazuma 5 293 1 1.0 0
Guazuma 5 294 1 1.0 0
Guazuma 5 295 1 1.0 0
Guazuma 5 296 0 0.0 0
Guazuma 5 297 1 1.0 0
Guazuma 5 298 1 1.0 0
Guazuma 5 299 1 1.0 0
Guazuma 5 300 1 1.0 0
Guachapeli 1 301 1 1.0 0
Guachapeli 1 302 0 0.0 0
Guachapeli 1 303 1 1.0 0
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Guachapeli 1 304 0 0.0 0
Guachapeli 1 305 1 1.0 0
Guachapeli 1 306 1 1.0 0
Guachapeli 1 307 1 1.0 0
Guachapeli 1 308 1 1.0 0
Guachapeli 1 309 1 1.0 0
Guachapeli 1 310 1 1.0 0
Guachapeli 2 311 2 2.5 0
Guachapeli 2 312 1 1.0 0
Guachapeli 2 313 1 1.0 0
Guachapeli 2 314 1 1.0 0
Guachapeli 2 315 1 1.0 0
Guachapeli 2 316 3 15.5 0
Guachapeli 2 317 1 1.0 0
Guachapeli 2 318 1 1.0 0
Guachapeli 2 319 0 0.0 0
Guachapeli 2 320 2 2.5 0
Guachapeli 3 321 1 1.0 0
Guachapeli 3 322 1 1.0 0
Guachapeli 3 323 1 1.0 0
Guachapeli 3 324 0 0.0 0
Guachapeli 3 325 1 1.0 0
Guachapeli 3 326 1 1.0 0
Guachapeli 3 327 1 1.0 0
Guachapeli 3 328 1 1.0 0
Guachapeli 3 329 2 2.5 0
Guachapeli 3 330 1 1.0 0
Guachapeli 4 331 2 2.5 0
Guachapeli 4 332 1 1.0 0
Guachapeli 4 333 1 1.0 0
Guachapeli 4 334 1 1.0 0
Guachapeli 4 335 2 2.5 0
Guachapeli 4 336 1 1.0 0
Guachapeli 4 337 1 1.0 0
Guachapeli 4 338 0 0.0 0
Guachapeli 4 339 1 1.0 0
Guachapeli 4 340 1 1.0 0
Guachapeli 5 341 1 1.0 1
Guachapeli 5 342 2 2.5 1
Guachapeli 5 343 1 1.0 1
Guachapeli 5 344 1 1.0 1
Guachapeli 5 345 1 1.0 0
Guachapeli 5 346 1 1.0 1
Guachapeli 5 347 1 1.0 1
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Guachapeli 5 348 1 1.0 0
Guachapeli 5 349 1 1.0 1
Guachapeli 5 350 1 1.0 1
Guachapeli 1 351 1 1.0 0
Guachapeli 1 352 1 1.0 0
Guachapeli 1 353 2 2.5 0
Guachapeli 1 354 1 1.0 0
Guachapeli 1 355 0 0.0 0
Guachapeli 1 356 0 0.0 0
Guachapeli 1 357 1 1.0 1
Guachapeli 1 358 1 1.0 0
Guachapeli 1 359 1 1.0 1
Guachapeli 1 360 0 0.0 0
Guachapeli 2 361 1 1.0 1
Guachapeli 2 362 1 1.0 2
Guachapeli 2 363 1 1.0 0
Guachapeli 2 364 1 1.0 1
Guachapeli 2 365 2 2.5 0
Guachapeli 2 366 1 1.0 0
Guachapeli 2 367 1 1.0 2
Guachapeli 2 368 0 0.0 0
Guachapeli 2 369 1 1.0 1
Guachapeli 2 370 1 1.0 0
Guachapeli 3 371 1 1.0 2
Guachapeli 3 372 1 1.0 0
Guachapeli 3 373 1 1.0 0
Guachapeli 3 374 2 2.5 0
Guachapeli 3 375 1 1.0 0
Guachapeli 3 376 1 1.0 1
Guachapeli 3 377 1 1.0 0
Guachapeli 3 378 1 1.0 0
Guachapeli 3 379 1 1.0 0
Guachapeli 3 380 1 1.0 1
Guachapeli 4 381 1 1.0 0
Guachapeli 4 382 1 1.0 0
Guachapeli 4 383 2 2.5 0
Guachapeli 4 384 1 1.0 0
Guachapeli 4 385 1 1.0 0
Guachapeli 4 386 1 1.0 0
Guachapeli 4 387 1 1.0 3
Guachapeli 4 388 0 0.0 1
Guachapeli 4 389 1 1.0 0
Guachapeli 4 390 1 1.0 0
Guachapeli 5 391 1 1.0 1
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Guachapeli 5 392 1 1.0 1
Guachapeli 5 393 1 1.0 0
Guachapeli 5 394 1 1.0 0
Guachapeli 5 395 1 1.0 0
Guachapeli 5 396 1 1.0 1
Guachapeli 5 397 2 2.5 1
Guachapeli 5 398 1 1.0 0
Guachapeli 5 399 1 1.0 0
Guachapeli 5 400 1 1.0 0
Guachapeli 1 401 1 1.0 0
Guachapeli 1 402 1 1.0 1
Guachapeli 1 403 1 1.0 0
Guachapeli 1 404 1 1.0 1
Guachapeli 1 405 1 1.0 1
Guachapeli 1 406 1 1.0 1
Guachapeli 1 407 1 1.0 1
Guachapeli 1 408 2 2.5 0
Guachapeli 1 409 1 1.0 0
Guachapeli 1 410 1 1.0 0
Guachapeli 2 411 2 2.5 0
Guachapeli 2 412 1 1.0 0
Guachapeli 2 413 2 2.5 0
Guachapeli 2 414 1 1.0 0
Guachapeli 2 415 1 1.0 0
Guachapeli 2 416 2 2.5 0
Guachapeli 2 417 2 2.5 0
Guachapeli 2 418 2 2.5 0
Guachapeli 2 419 1 1.0 0
Guachapeli 2 420 2 2.5 0
Guachapeli 3 421 1 1.0 0
Guachapeli 3 422 1 1.0 0
Guachapeli 3 423 2 2.5 0
Guachapeli 3 424 1 1.0 0
Guachapeli 3 425 1 1.0 0
Guachapeli 3 426 0 0.0 0
Guachapeli 3 427 1 1.0 0
Guachapeli 3 428 1 1.0 0
Guachapeli 3 429 1 1.0 0
Guachapeli 3 430 2 2.5 0
Guachapeli 4 431 1 1.0 0
Guachapeli 4 432 0 0.0 0
Guachapeli 4 433 1 1.0 0
Guachapeli 4 434 2 2.5 0
Guachapeli 4 435 1 1.0 0
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Guachapeli 4 436 2 2.5 0
Guachapeli 4 437 1 1.0 0
Guachapeli 4 438 1 1.0 0
Guachapeli 4 439 1 1.0 1
Guachapeli 4 440 0 0.0 0
Guachapeli 5 441 1 1.0 0
Guachapeli 5 442 1 1.0 0
Guachapeli 5 443 1 1.0 1
Guachapeli 5 444 1 1.0 0
Guachapeli 5 445 2 2.5 0
Guachapeli 5 446 2 2.5 0
Guachapeli 5 447 2 2.5 0
Guachapeli 5 448 1 1.0 0
Guachapeli 5 449 1 1.0 0
Guachapeli 5 450 0 0.0 0
Guarumo 1 451 1 1.0 3
Guarumo 1 452 1 1.0 3
Guarumo 1 453 2 2.5 1
Guarumo 1 454 2 2.5 1
Guarumo 1 455 2 2.5 3
Guarumo 1 456 2 2.5 0
Guarumo 1 457 1 1.0 1
Guarumo 1 458 1 1.0 0
Guarumo 1 459 2 2.5 1
Guarumo 1 460 2 2.5 1
Guarumo 2 461 1 1.0 0
Guarumo 2 462 1 1.0 0
Guarumo 2 463 2 2.5 0
Guarumo 2 464 1 1.0 1
Guarumo 2 465 2 2.5 2
Guarumo 2 466 1 1.0 2
Guarumo 2 467 1 1.0 1
Guarumo 2 468 2 2.5 1
Guarumo 2 469 1 1.0 0
Guarumo 2 470 1 1.0 0
Guarumo 3 471 2 2.5 0
Guarumo 3 472 1 1.0 1
Guarumo 3 473 2 2.5 1
Guarumo 3 474 1 1.0 1
Guarumo 3 475 1 1.0 1
Guarumo 3 476 1 1.0 0
Guarumo 3 477 1 1.0 0
Guarumo 3 478 2 2.5 0
Guarumo 3 479 3 15.5 0
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Guarumo 3 480 2 2.5 0
Guarumo 4 481 1 1.0 0
Guarumo 4 482 1 1.0 0
Guarumo 4 483 1 1.0 0
Guarumo 4 484 1 1.0 1
Guarumo 4 485 1 1.0 0
Guarumo 4 486 1 1.0 0
Guarumo 4 487 2 2.5 0
Guarumo 4 488 3 15.5 1
Guarumo 4 489 1 1.0 1
Guarumo 4 490 1 1.0 2
Guarumo 5 491 1 1.0 4
Guarumo 5 492 1 1.0 2
Guarumo 5 493 2 2.5 1
Guarumo 5 494 1 1.0 1
Guarumo 5 495 1 1.0 1
Guarumo 5 496 1 1.0 0
Guarumo 5 497 1 1.0 0
Guarumo 5 498 1 1.0 0
Guarumo 5 499 1 1.0 1
Guarumo 5 500 1 1.0 2
Guarumo 1 501 1 1.0 0
Guarumo 1 502 1 1.0 0
Guarumo 1 503 1 1.0 0
Guarumo 1 504 1 1.0 0
Guarumo 1 505 1 1.0 0
Guarumo 1 506 2 2.5 0
Guarumo 1 507 1 1.0 0
Guarumo 1 508 3 15.5 3
Guarumo 1 509 1 1.0 0
Guarumo 1 510 2 2.5 0
Guarumo 2 511 3 15.5 0
Guarumo 2 512 2 2.5 0
Guarumo 2 513 2 2.5 0
Guarumo 2 514 1 1.0 0
Guarumo 2 515 2 2.5 0
Guarumo 2 516 1 1.0 0
Guarumo 2 517 1 1.0 0
Guarumo 2 518 1 1.0 0
Guarumo 2 519 1 1.0 0
Guarumo 2 520 2 2.5 0
Guarumo 3 521 1 1.0 0
Guarumo 3 522 2 2.5 0
Guarumo 3 523 1 1.0 0
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Guarumo 3 524 1 1.0 0
Guarumo 3 525 1 1.0 0
Guarumo 3 526 1 1.0 0
Guarumo 3 527 1 1.0 0
Guarumo 3 528 2 2.5 0
Guarumo 3 529 1 1.0 0
Guarumo 3 530 1 1.0 0
Guarumo 4 531 1 1.0 0
Guarumo 4 532 1 1.0 0
Guarumo 4 533 1 1.0 0
Guarumo 4 534 1 1.0 0
Guarumo 4 535 2 2.5 0
Guarumo 4 536 1 1.0 0
Guarumo 4 537 0 0.0 0
Guarumo 4 538 2 2.5 0
Guarumo 4 539 1 1.0 0
Guarumo 4 540 1 1.0 0
Guarumo 5 541 1 1.0 0
Guarumo 5 542 1 1.0 1
Guarumo 5 543 1 1.0 0
Guarumo 5 544 1 1.0 0
Guarumo 5 545 1 1.0 0
Guarumo 5 546 2 2.5 0
Guarumo 5 547 1 1.0 0
Guarumo 5 548 1 1.0 1
Guarumo 5 549 2 2.5 0
Guarumo 5 550 2 2.5 0
Guarumo 1 551 2 2.5 0
Guarumo 1 552 1 1.0 1
Guarumo 1 553 2 2.5 1
Guarumo 1 554 3 15.5 1
Guarumo 1 555 2 2.5 1
Guarumo 1 556 1 1.0 0
Guarumo 1 557 2 2.5 0
Guarumo 1 558 1 1.0 2
Guarumo 1 559 2 2.5 1
Guarumo 1 560 1 1.0 0
Guarumo 2 561 1 1.0 1
Guarumo 2 562 2 2.5 1
Guarumo 2 563 2 2.5 1
Guarumo 2 564 2 2.5 3
Guarumo 2 565 3 15.5 2
Guarumo 2 566 1 1.0 1
Guarumo 2 567 1 1.0 1
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Guarumo 2 568 2 2.5 1
Guarumo 2 569 2 2.5 1
Guarumo 2 570 2 2.5 1
Guarumo 3 571 1 1.0 0
Guarumo 3 572 3 15.5 0
Guarumo 3 573 2 2.5 1
Guarumo 3 574 1 1.0 0
Guarumo 3 575 1 1.0 1
Guarumo 3 576 1 1.0 0
Guarumo 3 577 1 1.0 0
Guarumo 3 578 2 2.5 0
Guarumo 3 579 1 1.0 1
Guarumo 3 580 2 2.5 0
Guarumo 4 581 1 1.0 1
Guarumo 4 582 1 1.0 1
Guarumo 4 583 2 2.5 1
Guarumo 4 584 1 1.0 1
Guarumo 4 585 1 1.0 0
Guarumo 4 586 1 1.0 1
Guarumo 4 587 1 1.0 0
Guarumo 4 588 0 0.0 1
Guarumo 4 589 1 1.0 1
Guarumo 4 590 1 1.0 1
Guarumo 5 591 1 1.0 1
Guarumo 5 592 2 2.5 1
Guarumo 5 593 1 1.0 2
Guarumo 5 594 2 2.5 0
Guarumo 5 595 2 2.5 0
Guarumo 5 596 1 1.0 0
Guarumo 5 597 2 2.5 1
Guarumo 5 598 2 2.5 1
Guarumo 5 599 1 1.0 0
Guarumo 5 600 1 1.0 1
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