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RESUMEN DEL CONTENIDO: (M&ximo 250 palabras)

Los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HFMA) son organismos eucariotas que forman asociaciones
endosimbioticas en la raiz de la planta, pertenecen al Phylum Glomeromycota, cumplen funciones en el
crecimiento y en la nutricion de los vegetales. Este estudio se caracteriza por reconocer el efecto
biorremediador del hongo en suelos contaminados con lixiviados, en la que se aplicaron técnicas de extraccion,
propagacion e identificacion de esporas, con el fin de conocer el comportamiento de estos microorganismos,
para lo cual, se cred un disefio experimental de dos fases, la inicial y la experimental. Asi mismo, se explica
los procedimientos de evaluacién de la planta en el suelo y el seguimiento se lleva por medio de dos montajes,
un seguimiento control y un seguimiento experimental, teniendo en cuenta como variable el estado del suelo.
Para esto, se realizdé un estudio estadistico a través del programa R y asi reconocer la efectividad de la
asociacién del hongo y la planta, sobre el suelo contaminado.

Ademas, el estudio estadistico nos determind el porcentaje de colonizacién del HFMA. En el tratamiento
experimental tuvo un buen desempefo, bajando las condiciones de pH, algunos nutrientes (Cu y Mn),
mejorando la calidad de la textura y el olor del suelo. Con la técnica de identificacibn de esporas, se
determinaron 16 morfotipos en ambos tratamientos los cuales correspondieron a cuatro géneros:
Claroideoglomus, Funneliformes, Rhizophaguz y Glomus, predominando este dltimo género en los dos
tratamientos. Finalmente, para que un proceso de biorremediaccion en suelos contaminados sea eficaz se
debe tener en cuenta una armonia entre las condiciones fisicas, quimicas y microbioldgicas.
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ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

Arbuscular mycorrhizal fungi (HFMA) are eukaryotic organisms that form endosymbiotic associations at the root
of the plant, belong to the Glomeromycota Phylum, fulfill functions in plant growth and nutrition. This study is
characterized by recognizing the effect of bioremediation of the fungus in soils contaminated with leachate, in
which techniques of extraction, propagation and identification of spores were applied, to know the behavior of
these microorganisms, for which, an experimental design of two phases, the initial and the experimental.
Likewise, the evaluation procedures of the plant in the soil are explained and the monitoring is carried out
through two sets, a follow-up control and an experimental follow-up, taking into account the state of the soil as
a variable. For this, a statistical study was carried out through the R (R and thus the effectiveness of the
association of fungi and plants in the contaminated soil is recognized.

In addition, the statistical study determined the percentage of HFMA colonization. In the experimental treatment
it had a good performance, reducing the pH conditions, some nutrients (Cu and Mn), improving the quality of
the texture and the smell of the soil. With the spore identification technique, 16 morphotypes were determined
in both treatments that corresponded to four genera: Claroideoglomus, Funneliformes, Rhizophaguz and
Glomus, the last genus prevailing in the two treatments. Finally, for a bioremediation process in contaminated
soils to be effective, harmony between physical, chemical and microbiological conditions must be taken into
account.
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RESUMEN

Los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HFMA) son organismos eucariotas que forman asociaciones
endosimbioticas en la raiz de la planta, pertenecen al Phylum Glomeromycota, cumplen funciones
en el crecimiento y en la nutricion de los vegetales. Este estudio se caracteriza por reconocer el
efecto biorremediador del hongo en suelos contaminados con lixiviados, en la que se aplicaron
técnicas de extraccién, propagacion e identificacion de esporas, con el fin de conocer el
comportamiento de estos microorganismos, para lo cual, se cred un disefio experimental de dos
fases, lainicial y la experimental. Asi mismo, se explica los procedimientos de evaluacion de la planta
en el suelo y el seguimiento se lleva por medio de dos montajes, un seguimiento control y un
seguimiento experimental, teniendo en cuenta como variable el estado del suelo. Para esto, se
realizé un estudio estadistico a través del programa R version 2.15.0 (R Core Team, 2013).y asi
reconocer la efectividad de la asociacion del hongo y la planta, sobre el suelo contaminado.

Ademas, el estudio estadistico nos determind el porcentaje de colonizacién del HFMA. En el
tratamiento experimental tuvo un buen desempefio, bajando las condiciones de pH, algunos
nutrientes (Cu y Mn), mejorando la calidad de la textura y el olor del suelo. Con la técnica de
identificacién de esporas, se determinaron 16 morfotipos en ambos tratamientos los cuales
correspondieron a cuatro géneros: Claroideoglomus, Funneliformes, Rhizophaguz y Glomus,
predominando este Ultimo género en los dos tratamientos. Finalmente, para que un proceso de
biorremediaccion en suelos contaminados sea eficaz se debe tener en cuenta una armonia entre las

condiciones fisicas, quimicas y microbiolégicas.



ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (HFMA) are eukaryotic organisms that form endosymbiotic associations
at the root of the plant, belong to the Glomeromycota Phylum, fulfill functions in plant growth and
nutrition. This study is characterized by recognizing the effect of bioremediation of the fungus in soils
contaminated with leachate, in which techniques of extraction, propagation and identification of
spores were applied, to know the behavior of these microorganisms, for which, an experimental
design of two phases, the initial and the experimental. Likewise, the evaluation procedures of the
plant in the soil are explained and the monitoring is carried out through two sets, a follow-up control
and an experimental follow-up, taking into account the state of the soil as a variable. For this, a
statistical study was carried out through the R version 2.15.0 program (R Core Team, 2013) and thus

the effectiveness of the association of fungi and plants in the contaminated soil is recognized.

In addition, the statistical study determined the percentage of HFMA colonization. In the experimental
treatment it had a good performance, reducing the pH conditions, some nutrients (Cu and Mn),
improving the quality of the texture and the smell of the soil. With the spore identification technique,
16 morphotypes were determined in both treatments that corresponded to four genera:
Claroideoglomus, Funneliformes, Rhizophaguz and Glomus, the last genus prevailing in the two
treatments. Finally, for a bioremediation process in contaminated soils to be effective, harmony

between physical, chemical and microbiological conditions must be taken into account.
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INTRODUCCION

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son organismos eucariotas del Phylum Glomeromycota
que establecen simbiosis con el 80% de las plantas terrestres (Barrer, 2009), quienes aparte de
cumplir procesos de nutriciobn vegetal actian como agentes biorremediadores en suelos
contaminados (Asghari, 2011).

Una de las funciones de los hongos formadores de micorriza arbuscular (HFMA) y sus estructuras
es aumentar la captacion de fosforo en las plantas (Parniske, 2008). Las hifas absorben nutrientes
en zonas de dificil acceso para la raiz de la planta (Smith & Read, 2008) para entregarlos a cambio
de carbono. Es asi como las micorrizas mejoran la nutricion de la planta y las condiciones del suelo,
especialmente la de aquellos iones presentes en baja concentracion o con poca movilidad como
fosfato, amonio y zinc, que cusan la sobre saturacién de elementos (Barea et al., 2005), Utilizando
técnicas de extraccion, propagacion e identificacion de esporas de HFMA y evaluando colonizacién
radical en plantas nativas, se evalud la capacidad que tienen estos hongos de crecer y sobrevivir en
suelos contaminados con lixiviados y ademas contribuir al crecimiento de algunas especies de
plantas en estos suelos que contienen altas concentraciones de elementos toxicos y metales
pesados.

Se debe tener en cuenta que los suelos de la region andina colombiana se destacan por su alta
capacidad de fijacion de fésforo. Los iones fosfato se inmovilizan cuando forman complejos con
aluminio (Al), calcio (Ca) o hierro (Fe), las cuales son caracteristicas de suelos contaminados con
metales pesados, causando esterilidad y pérdida de la capa vegetal (Espinosa et al, 2011). Por ser
el fésforo uno de los nutrientes que mas escasea en el suelo, lo ideal seria minimizar la pérdida de
este elemento que ocurre por la rapida fijacién (Chen et al., 2008); una opcion es el manejo de
organismos movilizadores de fosfato como los HFMA.

En este proyecto se identificaron, mediante pruebas de tincién y uso de claves taxonémicas, las
micorrizas arbusculares asociadas a cinco especies de arboles nativos de la ciudad de Neiva con el
fin de propagarlas en un tipo de pastura que sirvi6 como ornato y permitié verificar la funcién
biorremediadora de estos hongos. Los suelos trabajados en este estudio fueron contaminados con

lixiviado obtenido del relleno sanitario de la ciudad de Neiva.



1. DEFINICION DEL PROBLEMA

1.1 ANTECEDENTES DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Se realiz6 un estudio bibliogréafico sobre las caracteristicas de los Hongos Formadores de Micorrizas
Arbusculares (HFMA) en el ecosistema y el comportamiento de este microorganismo en el suelo.
Estos estudios se han hecho a escala mundial y nacional tomando como referencia investigaciones
realizadas en Colombia, Guatemala, México entre otros. En un estudio realizado en el eje cafetero
colombiano, se aislaron e identificaron especies de HFMA nativos asociadas a las raices de cultivos
de lulo, mora y tomate de arbol, donde see muestrearon 26 fincas sembradas con estos frutales. Las
variables fueron el nimero de esporas nativas g de suelo y la colonizacién de raices en estos
frutales. Todos los sitios de muestreo difirieron en las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo y

en el manejo agronémico (Botero et al, 2000).

Los HFMA aportan a la absorcion y ciclaje de nutrientes, la agregacion del suelo e interactdan con
otros microorganismos en suelos pobres en nutrientes y erosionados. Por lo tanto, los HFMA pueden
ser un recurso para mejorar los procesos naturales en suelos que han tenido desgaste de nutrientes

0 sobre saturacion y contribuir a agroecosistemas sostenibles (Salamanca y Silva 1998).

Para evaluar el efecto de los HFMA sobre el crecimiento de las plantas, existen diferentes variables,
como como porcentaje de colonizacién, produccion de biomasa, contenido de nutrientes
(concentraciones de nitrdgeno, fésforo), y componentes de rendimiento como: Vainas totales,
longitud de la vaina, semillas vainal, altura de la planta, masa fresca, volumen radical, hojas totales,

volumen radical y flores totales (Galindo, 2008).

Los HFMA se consideran agentes bioremediadores en los suelos, que mejoran significativamente
los atributos del suelo, aumentan la biodiversidad subyacente y subterranea, ademas mejoran
significativamente la supervivencia y el crecimiento de las plantulas de arboles / arbustos, el

establecimiento de los suelos estresados por humedad y nutrientes.

Se ha demostrado que los hongos impulsan la sucesion de plantas y pueden prevenir la invasién de
especies exéticas. El futuro de los esfuerzos de la investigacion debe centrarse en el efecto de los
HFMA sobre la productividad primaria de la comunidad vegetal y la competencia de las plantas. Las
investigaciones se han centrado en ecosistemas forestales, donde sus métodos de estudio se han
basado en la produccion de inéculos de hongos para la restauracion biolégica de las tierras

degradadas.

En la investigacién de Hernandez et al. (2011) Realizada en Mexico, se identificaron los métodos
para el proceso de propagacion y micorrizacion de plantas nativas con potencial para restauracion

de suelos, donde presenta los resultados obtenidos al propagar e inocular con hongos



micorrizogenos arbusculares con especies de plantas Amelanchier denticulata (tlaxistle) y
Eysenhardtia polystachya (palo dulce), plantas nativas de América, que forman micorriza arbuscular
y crecen en México sobre suelos someros y con escasez de nutrimentes. La propagacién se hizo a
partir de semillas, en vermiculita y turba mezcla (2:1). La mitad de las plantas de cada especie se
inocul6 con una mezcla de tres cepas de hongos micorrizogenos arbusculares aisladas de suelos de
Tlaxcala: Glomus claroideum, Acaulospora laevis y A. morrowiae. El tlaxistle y el palo dulce
alcanzaron valores por arriba del 40% de germinacion y del 80% de supervivencia al trasplante.
Aunque, los porcentajes de colonizacion micorrizica fueron bajos en los dos casos, menores al 10%
para palo dulce y al 20% para tlaxistle, los individuos micorrizados mostraron las mejores respuestas
en diametro, altura, biomasa aérea (p<0.001) y contenido de fosforo. También se analizé algunas
variables indicadoras de calidad de planta en relacién a la micorrizacién. Se concluyé que la
propagacién a partir de semillas es una buena estrategia para la obtencién de plantas de los dos
taxa estudiados y que la micorrizacién favorecié significativamente su desarrollo inicial, ya que
mejoro sus rasgos de crecimiento, lo que es critico para las plantas que seran destinadas al campo

en programas de restauracion



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 Area de estudio

NEIVA — HUILA
Neiva es la capital del departamento del Huila, en Colombia. Se ubicada entre la Cordillera Central

y Oriental, en una planicie sobre la margen oriental del rio Magdalena, en el valle del mismo nombre,

cruzada por el rio Las Ceibas y el Rio del Oro.

Neiva, al igual que otras ciudades de clima calido en Colombia, cuenta con una buena arborizacién
urbana que se evidencia en la gran cantidad de arboles de sus calles, avenidas, parques y en el

malecén del rio Magdalena

Su extension territorial de 1533 km2, su altura de 442 metros sobre el nivel del mar y Debido a su
ubicacion cerca de la linea del ecuador y su baja altitud, la ciudad tiene un clima calido con
temperaturas anuales promedio de 24 a 33 °C. Sus municipios satélites son Rivera, Palermo, Tello,
Baraya, Aipe, Villavieja y Campoalegre. Tiene 481.159 habitantes. (Molina, 2008)

2.2 Problema de investigacion
Esta investigacion se realizé con el fin de estudiar el poder biorremediador que tienen los hongos

micorrizicos en los suelos contaminados con lixiviados, en la ciudad de Neiva. El departamento del
Huila se caracteriza por ser una region agropecuaria, con alta demanda de insumos quimicos en los
cultivos, produciendo grandes cantidades de lixiviados que contaminan suelos y fuentes hidricas,
causando erosion en los suelos, pérdida del manto vegetal, compactacion y esterilidad,
disminuyendo la perdida de agroecosistemas sostenibles para el ser humano, Desde el punto de

vista ambiental, se plantea la siguiente pregunta de investigacion:

¢,Cudl es el efecto biorremediador de los hongos formadores de micorriza arbuscular para el

mejoramiento de suelos contaminados con lixiviado en la ciudad de Neiva?

2.3 Planteamiento de la hipotesis

0 El hongo micorrizico arbuscular en simbiosis con plantas propias de la region ayudan a la

descontamina del suelo favoreciendo el proceso biorremediador.



3. JUSTIFICACION

La micorriza es un hongo que habita en las raices de toda planta, distinguiéndose cinco tipos de
micorrizas: formadoras de manto como: (ectomicorrizas), vesiculo-arbusculares (endomicorriza),
arbustoides (ecten domicorriza), ericoides (endomicorriza), y orquidoides (endomicorrizas)
(Fernandez, 2008). Esta propuesta se enfoca en hongos endomicorrizicos del grupo vesiculo-
arbusculares (HMA) que se encuentran en arboles nativos de la ciudad de Neiva, porque los
ecosistemas naturales contienen diversas poblaciones nativas de HMA que presentan distintos
grados de variacion en sus efectos sobre el crecimiento vegetal y adquisicion de nutrientes. Los
cambios en los entornos edaficos y ambientales han repercutido en cambios en la abundancia y
distribucion de las especies de HMA, como es el caso de algunas especies nativas de la ciudad de
Neiva las cuales seran objeto de este estudio: Acacia forrajera (Leucaena leucocephala), Gualanday
(Jacaranda caucana), Guacimo (Guazuma ulmifolia), Igua (Pseudosamanea guachapele) y Yarumo

(Cecropia peltata).

Con esta propuesta se espera comprobar los efectos biorremediadores de las micorrizas, los cuales
han sido vistos como microorganismos de efectos simbiéticos en plantas individuales, mejorando la
obtencién de nutrientes y minerales disueltos, como fésforo (P). Esta contribucidon se torna
fundamental en el establecimiento y crecimiento vegetal que se desarrolla en condiciones adversas
como en zonas aridas con baja fertilidad, realizandose el manejo de la micorriza en procesos ex situ
y bajo condiciones controladas para realizar el control del proceso de mejoramiento de las plantas
en asociacion con micorrizas y en medio o sustrato contaminado por lixiviados, probando el efecto

biorremediador de la micorriza.

El estudio se llevé a cabo en suelos contaminados por lixiviados, por su contenido alto de materia
organica, de nitrégeno y fosforo, presencia abundante de patdgenos e igualmente de sustancias
téxicas como metales pesados y constituyentes organicos, donde el micelio del hongo al colonizar
la planta establece una conexion entre las soluciones del suelo y ella misma, permitiendo la captacion
de iones desde el suelo; a cambio de este beneficio para la planta, ella le aportard a la micorriza
compuestos carbonados obtenidos por la fotosintesis, disminuyendo la contaminaciéon del suelo

provocada por los lixiviados.

El proceso que se llevé a cabo no obedecié un proceso fitorremediador, aunque se utilizaron plantas
pero al haber hospederos, como el hongo formador de micorriza, donde se asocié a un proceso de
biorremediacién por el manejo de microorganismos para el cambio de algun tipo de suelo. Cuando
se habla de biorremediacion se tiene la idea que so6lo se realiza con bacterias debido a su diversidad
genética y versatilidad metabolica para transformar contaminantes en productos inocuos o, en su
defecto, menos toxicos, que pueden entonces integrarse en los ciclos biogeoquimicos naturales. No
obstante, existen casos aislados de utilizacion de otros tipos de organismos como, por ejemplo, los

hongos y, mas recientemente, las plantas.



Con los estudios ya realizados sobre micorrizas se busca disminuir los contenidos elevados de
fésforo, nitrégeno, potasio, algunos metales pesados como aluminio, hierro y zinc presentes en el
lixiviado, ademas de evaluar la disponibilidad de sulfatos, intercambio catiénico y aspectos fisicos
del suelo como la textura y el color, analisis a realizar en laboratorios especializados de suelos. Este
trabajo es pionero en las investigaciones desarrolladas con HFMA, por el programa de Licenciatura

en Ciencias Naturales en la ciudad de Neiva.



4. OBJETIVOS

4.1 General

« Comprobar el efecto biorremediador de los hongos formadores de micorriza arbuscular en
asociacion con platas para el mejoramiento de suelos contaminados con lixiviado en la ciudad de

Neiva

4.2 Especificos

Caracterizar los morfotipos de HFMA en los diferentes tratamientos

Correlacionar los resultados de colonizacién radicular, abundancia de esporas y riqueza de
morfotipos con el efecto de los HFMA en el suelo

Evaluar durante un periodo de seis meses las condiciones fisicoquimicas del suelo en cada
uno de los tratamientos propuestos

Promover la cultura cientifica en los procesos de formacion de futuros licenciados de ciencias
naturales atraves de efectos biorremediadores de hongos formadores de micorrizas en

suelos contamidos.



5. MARCO TEORICO

5.1 Biorremediacion

La biorremediacion es un proceso que utiliza las habilidades cataliticas de los organismos vivos para
degradar y transformar contaminantes tanto en ecosistemas terrestres como acuaticos, presenta un
enorme potencial en la mitigacion de la contaminacion ambiental (Garbisu et al, 2002). La
biorremediacién se ha centrado en la explotacién de la diversidad genética y versatilidad metabdlica
que caracteriza a las bacterias para transformar contaminantes en productos inocuos o, en su
defecto, menos téxicos, que pueden entonces integrarse en los ciclos biogeoquimicos naturales. No
obstante, existen casos aislados de utilizacion de otros tipos de organismos como, por ejemplo, los
hongos y, mas recientemente, las plantas (la llamada "fitorremediacién" es un campo altamente
prometedor). (Garbisu et al 2002)

5.2 Impacto de la biorremediacion

El interés en la biodegradacion microbiana de los contaminantes se ha intensificado en los Gltimos
afios como la humanidad se esfuerza por encontrar formas sostenibles para ambientes de limpieza
contaminados. Estos métodos de biorremediacién y biotransformacion se esfuerzan por aprovechar
la diversidad microbiana catabdlica para degradar, transformar o acumular una enorme variedad de
compuestos incluidos los hidrocarburos (por ejemplo, aceite), bifenilos policlorados (PCB),
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), sustancias farmacéuticas, radionucleidos y metales
(figura 1). Los principales avances metodolégicos en los Ultimos afios han permitido el analisis
gendmico, metagenoémico, protedbmico, bioinformatico de microorganismos de relevancia ambiental
que proporcionan conocimientos sin precedentes en vias de biodegradacion clave y la capacidad de
los organismos para adaptarse a las cambiantes condiciones ambientales de alto rendimiento (Diaz
2008).
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Figura 1. Parametros implicados en la biorremediacion (modificado Walter (1997)).



5.2.1 Interacciones microbianas con los contaminantes
La complementacion de las actividades metabdlicas se lleva a cabo mediante relaciones de
cometabolismo y/o sintrofia. EI cometabolismo es una actividad importante desde el punto de vista
ambiental, con matices complejos, que no podemos desarrollar en este espacio. Implica,
esencialmente, el metabolismo "gratuito” (es decir, no util para el crecimiento u obtencion de energia)
de un substrato secundario (compuesto contaminante) por enzimas que requieren otro substrato
primario diferente, el cual proporciona la energia y/o los cofactores reductores necesarios (Valencia,
H. A. 2010). Ambas actividades enzimaticas pueden ser diferentes y el resultado es, en teoria, la
acumulacion de productos de reaccion a partir del contaminante. En la practica, la existencia de otros
microorganismos hace factible la degradacién posterior de esos productos mediante reacciones

sintréficas y, en Gltima instancia, su mineralizacién (Sanchez , 2004)

5.3 Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA)

Los hongos micorrizicos arbusculares viven en simbiosis 0 asociados a plantas, donde el significado
etimolégico griego significa: micos (hongo) y riza (raiz). La simbiosis micorrizica es la asociacion
hongo-planta mas antigua del mundo, presente incluso en ecosistemas aridos, degradados y/o
alterados por la actividad humana, incluidos los suelos altamente contaminados con residuos
industriales (Finlay, 2008). Histéricamente la investigacion referente a las asociaciones micorrizicas
se ha centrado en los efectos de la simbiosis en plantas individuales, en particular, en la mejora de
adquisicion de nutrientes minerales disueltos, como fésforo (P). Esta contribucion se torna
fundamental en el establecimiento y crecimiento vegetal de plantas que se desarrollan en

condiciones adversas como zonas aridas con baja fertilidad (Mohammad et al 2003).

Las micorrizas son asociaciones mutuamente benéficas entre las raices no lefiosas de las plantas y
un ndmero importante de especies de hongos altamente especializados (Barrera, 2009). Su
presencia es tan comun en las raices como lo es la clorofila en las hojas, por lo cual no se debe
preguntar si una planta esta micorrizada o no, sino qué tipo de micorriza esta presente y cual es su
grado de colonizacion en la raiz. En suelos pobres se encuentra el mayor impacto en la respuesta
de los arboles debido a los beneficios causados por la micorriza (Galindo , 2008). Segun Diaz, 2008
se distinguen cinco tipos de micorrizas: formadoras de manto (ectomicorrizas), vesiculos-
arbusculares (endomicorriza), arbutoides (ecten domicorriza), ericoides (endomicorriza), Yy

orquidoides (endomicorrizas) (tabla 1) (figura 2).

Tabla 1. Clasificacion de las simbiosis micorricicas de acuerdo a su clase, caracteristicas y tipos deplanta que colonizan
(Ferndndez, 2008).
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Figura 2. Tipos de micorrizas (Barea, 1990).

5.3.1 Ectomicorrizas

La colonizacion de la raiz por este tipo de micorriza induce la ramificacion y el engrosamiento y/o el
cambio de coloracién de las raices lo cual puede observarse visualmente en el sistema radical. Su
sistema esta formado por un tejido de hifas llamado el manto que cubre la superficie de la raiz, ellas
penetran dentro de la raiz de la planta pero no dentro de la célula lo que la deferencia de las
endomicorriza. Las ectomicorrizas son importantes para la nutricion forestal y el proceso de reciclaje

de nutrientes en los ecosistemas forestales (Medina et al 2010)

5.3.2 Endomicorrizas

Son mas del 90% de la poblacion de las micorrizas, que son del tipo llamado vesiculo- arbuscular,
conocidas como hongos micorrizicos arbusculares (HMA), que forman divisiéon dicotomica de las
hifas del hongo en el interior de las células de la corteza de la raiz y la vesicula, érganos de reserva
inter o intracelulares. Segun Barea (2005) los HMA se forman entre los hongos de la clase

Zigomycetes (tabla 2).
Tabla 2. Clasificacion taxondmica de los hongos HMA, (Kriiger, M. et al. 2012)



Supe-reino: Eukaryota

Reino: Fungi
Subgénero: Mucoromyceta
Division: Glomeromycota
Subdivision: Glomeromycotina

La taxonomia de este tipo de micorrizas se basa en la morfologia de las esporas, en los procesos
de esporogenesis y en las caracteristicas de la germinacion de las esporas para la identificacion del

género y especies (Medina et al 2010)

5.3.30rquideomicorrizas
Asociadas a Orquidiaceas. Poseen la caracteristica distintiva de infectar cormos y rizomas, y rara

vez raices terrestres (Galindo , 2008).

5.3.4 Ericomicorrizas
(Ligadas a la Familia Ericaceas y con muchas similitudes estructurales con las ectendomicorrizas).
Caracterizadas por presentar tipicas estructuras intracelulares enrolladas e hifas extramatriciales, no

forman ni vesicula ni arbusculo, pudiendo formar un manto rudimentario (Galindo , 2008).

5.4 Funcion en la absorcion de nutrientes.
La capacidad de la raiz para tomar nutrientes y los movimientos de estos en el suelo definen la
absorcion de nutrientes por la planta. La tasa de absorcion de iones de alta movilidad en el suelo
(como el nitrato) esta determinada por la especie vegetal o la variedad y la de los iones poco maviles,
como el Fosforo (P), Zinc (Zn), Molidedno (Mo), y en menor grado del Potasio (K), Asufre (S), Amonio
(NH4), dependen més de la densidad de raices por volumen de suelo. En este caso la absorcion de
nutrientes la determinan la morfologia de la raiz y el crecimiento del hongo micorrizico en el suelo
(Barrera, 2009). El acceso de las plantas a los fosfatos es limitado y depende en gran medida de las
caracteristicas de su sistema radical, el cual determina la eficiencia en la exploracion y absorcién del
fésforo. En plantas con un sistema radical poco desarrollado, esta limitacion puede ser superada si

es establecida una simbiosis con hongos formadores de micorrizas (Pefia et al 2007).

5.5 Proceso de colonizaciéon de los hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HFMA).

El proceso de colonizacion comienza con la penetracion de las hifas entre dos células epidérmicas;
entre hifas se ramifican intercelularmente en la corteza, sin llegar a penetrar el endodermo, tejidos
vasculares, ni meristemos. El plasmalema de la célula hospedadora no es perforado sino que se

invagina, de forma tal que la hifa de penetracion y todas sus ramificaciones quedan rodeadas por él.



A medida que el proceso de colonizacién avanza, se forman dos tipos de estructuras caracteristicas:
los arbdsculos y las vesiculas dependiendo de la especie de simbionte fingico que colonice. Las
vesiculas son estructuras que contienen material lipidico de almacenamiento y constituyen una
reserva energética del hongo. Los arbusculos se originan del crecimiento dicotdmico de una hifa de
penetracion, formando asi un sistema profuso de hifas ramificadas. Estos son d&rganos
especializados, capaces de una gran actividad metabdlica y bien adaptada para el intercambio de

nutrientes entre el hongo y la planta (Caceres , 1998).

5.6 El grado de dependencia de la planta a las micorrizas.
La dependencia de la planta esta relacionada con el grado con el que precisan de la condicion de
estar micorrizadas para producir un crecimiento optimo. Estos van desde la independencia total,
como en cruciferas y quenopodiaceas que no suelen formar micorrizas, hasta una dependencia
absoluta en el caso de ciertas plantas que son incapaces de desarrollarse, incluso en suelos de
elevada fertilidad, si no estan micorrizadas, pasando por una extensa gama de tipos intermedios
(Barea, 2005)

5.7 Efectividad del hongo.

Aunque en algunos casos existe una correlacion positiva entre extensién intrarradical de la
interaccién del HFMA y respuesta de la planta, esto no puede considerarse una norma general.
Efectivamente, tal es el caso de asociaciones planta-hongo escasamente compatibles, en las cuales
tanto el grado de infeccion como la respuesta producida son bajas, o cuando las diferencias en la
extension de la infeccidon son debidas a la existencia de factores limitantes del poder infectivo del
hongo, como por ejemplo, la escasez de propagulos, pero en general los hongos mas infectivos no
tienen porque ser los mas infectivos (Barea, 2005). Este factor es absolutamente clave para decidir
la necesidad de inocular en una combinacion suelo-planta en la que potencialmente cabe esperar
gque haya una respuesta positiva a las micorrizas. En principio, hay que partir de la base tedrica de
la omnipresencia de propagulos de HFMA pero, evidentemente, esto no es asi en la practica (Galindo
, 2008).

5.8 Morfologia y formacioén de la simbiosis micorriza arbuscular
El hongo es un simbionte obligado, lo que significa que no puede completar su ciclo de vida sin
haberse asociado con la raiz de la planta hospedadora (figura 3). Esto es asi hasta el punto que tras
germinar una espora del hongo en el suelo, si no encuentra cerca una raiz de una planta
hospedadora, a las 2 0 4 semanas el crecimiento de la hifa se detiene, la hifa se tabica desde el
apice, y a la vez se produce una extensién de las vacuolas y una retraccion del protoplasma hacia

la espora que arrastra a los nicleos (Logi et al., 1998). En cambio, la presencia de exudados de raiz



en el suelo estimula el crecimiento y la ramificacion de las hifas, que tras encontrarse con la raiz y

colonizarla consigue completar su ciclo de vida (Galindo , 2008).
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Figura 3. Ciclo de vida de los hongos micorricico arbuscular, (Herrera, 2008)

5.9 Lixiviados

Los lixiviados son el resultado de la percolacion de liquidos a través de los desechos en proceso de
estabilizacion; es decir, liquidos que brotan a la superficie o se infiltran hacia el terreno donde se
encuentra instalado un relleno sanitario o un vertedero de basura. Una de sus principales fuentes es
el agua de lluvia depositada sobre el area de influencia, o el agua de composicién y de la humedad
de los desechos que drenan y percolan a través de los intersticios y capas de basura, proporcionando
a su paso toda suerte de reacciones y procesos fisicoquimicos y biol6gicos (Giraldo, 2001). El color
del lixiviado varia entre 3000 y 15000 unidades de color (UC), en tonos que van del café—pardo—
grisaceo cuando estan frescos, hasta un color negro-viscoso cuando envejecen. Sus olores
altamente fétidos y sus caracteristicas fisicoquimicas, fuertemente variables en cantidad y calidad,
hacen que el lixiviado se clasifigue como uno de los desechos mas contaminantes y que mayor
repugnancia genera sobre la comunidad involucrada y el personal técnico que lo debe manipular
(Mendez , y otros, 2009).

5.9.1. Calidad de los lixiviados

La calidad de los lixiviados en un relleno sanitario varia ampliamente en el tiempo, al igual que con
el tipo de relleno sanitario que se tenga. En particular vale la pena mencionar las diferencias que se
tienen en las calidades de los lixiviados entre aquellos de los paises desarrollados con los de los
paises en via de desarrollo. De manera resumida se puede decir que los lixiviados de los rellenos
sanitarios de los paises en desarrollo presentan concentraciones mucho mayores de demanda

bioquimica de oxigeno (DBO), amoniaco, metales y sustancias precipitables que aquellos de paises



desarrollados. Esto tiene importantes implicaciones para la operatividad y el rendimiento de los
procesos de tratamiento, y debe tenerse cautela cuando se busque hacer la adaptacion de las

tecnologias a los casos locales (Giraldo , 2001).

5.10 Plantas nativas de Neiva

5.10.1 Estado actual de la arborizacion Neiva
Al igual que otras ciudades de clima célido en Colombia, cuenta con una buena arborizacion urbana
gue se evidencia en la gran cantidad de arboles de sus calles, avenidas, parques y en el malecon
del rio Magdalena. Esta arborizacién urbana, dentro de la que se destacan altas poblaciones de
especies tanto nativas como introducidas, como el oiti Licania tomentosa, la acacia forrajera
Leucaena leucocephala, el pomo roso Syzygium malaccense, el almendro Terminalia catappa, el
chicald Tecoma stans, el guasimo Guazuma ulmifolia y el caucho de la india Ficus elastica, entre
otros, ha generado en los Ultimos afios afectaciones severas a las redes de infraestructura de la
ciudad, especialmente a los sistemas de conduccion de aguas limpias y aguas servidas; asi como a

las redes eléctricas y telefonicas en muchos sectores (Molina , 2008).

5.10.2 Especies nativas

Las especies nativas que cuentan con poblaciones representativas son: la acacia forrajera Leucaena
leucocephala, el carbonero Calliandra pittieri, el achiote Bixa orellana, el balso Ochroma pyramidalis,
el cacao Theobroma cacao, el castafiete Pachira acuatica, el ceibo amarillo Hura crepitans, el
cambulo Erythrina fusca, el caracoli Anacardium excelsum, la ceiba Ceiba pentandra, el chirlobirlo
Tecoma stans, el cuji Prosopis juliflora, el flor morado Tabebuia rosea, el gualanday Jacaranda
caucana, el guasimo Guazuma ulmifolia, el guayacan amarillo Tabebuia crhysantha, el igua
Pseudosamanea guachapele, el mamoncillo Melicoccus bijugatus, el matarraton Gliricidia sepium, el
orejero Enterolobium cyclocarpum, el palo de cruz Brownea ariza, el payandé Pithecellobium dulce,
el saman Samanea saman, el totumo Crecentia cujete, el yarumo Cecropia peltata y el zapote Matisia
cordata (Molina , 2008).

5.10.3 Criterios para la seleccion de especies
Se seleccionaron especies que fortalecen la estructura ecologica principal en tres de sus
componentes: suelo, agua y fauna. Ademas, se incluyeron especies que dinamizan los ecosistemas,
o incrementan la diversidad de la flora y la fauna propias de los mismos, aunque lo hagan de manera
indirecta (componente ecosistema). Fijacion de nutrientes al suelo: algunos microorganismos, como
las micorrizas, entran en simbiosis con las raices de ciertas especies de arboles (especialmente las
leguminosas), y gracias a este proceso, nutrientes provenientes del aire y requeridos para el
desarrollo de las plantas (como el nitrdgeno) son fijados al suelo. Esto ademas contribuye a una mas

facil absorcion de otros nutrientes (Molina , 2008).



5.10.4. Especies usadas para el proceso de propagacion

La graminea es un pasto que se usa en adornos de jardineria; las especies utilizadas fueron Lollum
perenne, Cynodon dectylon y Paspalum notatum.

Lollum perenne: Se caracteriza por su rapida germinacion. A los 5-7 dias después de sembrar ya
esta la hierba fuera y se ve todo verde (Demanet, 2012)

Cynodon dactylon: Se puede utilizar como especie Unica 0 en combinacion con otras especies
conociendo de antemano su caracter invasor y desequilibrante de la mezcla (Hernandez Y
Bolafios, 2007)

Paspalum notatum: Especie para climas calidos o tropicales y Especialmente adaptados a areas

de bajo mantenimiento. (Hernandez Y Bolafios, 2007)



6. METODOLOGIA
6.1 FASE PREELIMINAR

En este trabajo se hizo uso de los recursos propios de la region como el suelo y las especies
vegetales nativas presentes en el area urbana de la ciudad de Neiva, con el fin de trabajar con

microorganismos adaptados a los cambios climatolégicos del area de estudio.

6.1.1 Lugares y especies vegetales muestreados

Se realizé muestreos en algunos puntos de la ciudad de Neiva, escogidos de forma aleatoria como
parques y zonas boscosas (Figura 4.), para extraer parte del suelo y la raiz de la planta y dar inicio
al trabajo sobre HFMA.

Figura 4. Mapas de los lugares de toma de muestras (Tomado de Google Maps)

Los lugares sefalados, son seleccionados de forma aleatoria en direccién al norte de la ciudad de
Neiva, cercano al relleno sanitario, con el fin de manejar la adaptabilidad del HFMA; estas zonas

son:

Zona boscosa de la Universidad Surcolombiana
Zona boscosa del barrio Mansiones del norte
Zona boscosa Carrera 23, via al barrio La Trinidad
Orillas de la calle 26, via al barrio Galindo

Zona boscosa frente al barrio Villa Marcela

Laderas del camino via a Fortalecillas

N o g s~ w DN E

Laderas del camino al relleno sanitario y dentro del terreno del relleno
La recoleccidn de las muestras de suelo se hizo en la base de la planta tomando el suelo rizosférico
de las plantas nativas con el propésito de obtener este tipo de hongos endomicorrizicos los cuales

corresponden a mas del 90% de la poblacién de los Hongos Formadores de Micorrizas (HFM).



Se seleccionaron especies vegetales, por ser originarias de la zona, de uso agropecuario y forestal,
con gran importancia en la relacion simbidtica con los microorganismos del suelo. Las especies en
mencién fueron las siguientes:

Acacia forrajera (Leucaena leucocephala)

Gualanday (Jacaranda caucana)

Guacimo (Guazuma ulmifolia)

Igua (Pseudosamanea guachapele)

Yarumo (Cecropia peltata)
6.1.2 Toma de muestras de suelo y de raiz en las plantas a estudiar
Luego de seleccionar los lugares de muestreo en la ciudad de Neiva, se recolectaron de forma
aleatoria 30 muestras de suelo rizosférico y de raiz a una profundidad de 15 cm obteniendo un total

de 210 muestras, sin tener en cuenta el nimero de individuos de cada planta (figura 5).

Se limpia la primera
Se realiza una
calicata de 20 x 20
x 20

capa y se extrae la
parte del suelo que
estd cercana a la

raiz

Se extrae el suelo La muestra se

y se deposita en cierra

una bolsa plastica adecuadamente

Se asigna un

cédigo a cada
] Luego de extraer el
muestra con el fin
) _ suelo, se toman las
de identificar el i
_ raices de 2mmde la
lugar, la especie y
. planta
el numero de

muestras totales

Figura 5. Pasos de extraccion de suelo y de raiz



6.1.3 Extraccion de esporas

Después de tomar las 210 muestras de suelo, se llevaron al laboratorio de Biologia de la Facultad
de Ciencias Exactas de la Universidad Surcolombiana para homogenizar y obtener submuestras;
éstas se estudiaron siguiendo el protocolo sugerido por (Botero et al, 2000) modificado de acuerdo
con las recomendaciones del Grupo de Biotecnologia de Hongos Formadores de Micorrizas de la
Universidad Nacional de Colombia y en el entrenamiento bésico realizado en la Universidad de la

Salle sede Yopal. El procedimiento a seguir se describe a continuacion (figura 6):

El proceso se inicia con el tamizado de 10 gr de suelo, previo remojo en agua por 15 minutos, usando
un juego de tamiz de 750 y 400 micras; al residuo obtenido en el Ultimo tamiz se le agrega una
mezcla de agua con azucar al 80%, luego se lleva a la centrifuga a 3500 revoluciones por segundo,
durante un tiempo de 15 minutos, el sobrenadante obtenido se deposita en un papel filtro para ser

observado al estereoscopio.

_ _ Extraccion de
Macerado de la muestra Tamizado Centrifugado ]
residuos

Figura 6. Pasos para la extraccion de esporas

En el proceso de identificacion de esporas se tuvo en cuenta caracteristicas como su color, formacion

y tamario.

6.1.4 Porcentaje de colonizacion de la raiz por HFMA

Para la tincion de raices se realizé la técnica de Phylips y Hyman 1970, modificada por Rivillas (1995)
utilizada en el trabajo de (Botero et al, 2000): se extrajo la raiz de la planta, posteriormente se lavo
con agua y se refrigerd hasta el dia en que se utilizo; antes de la observacion la raiz fue decolorada

y tefiida con tinta sheaffer al 5% en vinagre (Sanchez et al 2010), (figura 7).
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Figura 7. Pasos para sacar el porcentaje de colonizacion del hongo formador de micorriza

Para analizar el porcentaje se utilizé la técnica de “Interseccion de cuadrantes” o “Interseccion de
campos en placa” (Marsh, 1971; Sieverding, 1984; Gonzalez, 1993; Brundrett, Melville y Peterson,
1994).

Se toma una caja de Petri en la cual se traza, de manera clara, una malla compuesta por cuadrados
de 1 cm, se pone la raiz tefiida para la ohservacian y determinacion del parcentaje de colanizacian
con ayuda de la formula propuesta por Sieverding (figura 8).

Namero de campos infectados

100
Nimero total de campos observados £

% de infeccion =
Figura 8. Formula propuesta por Sieverding (1983)

6.1.5 Suelo rizosférico propagado

Luego de estudiar las esporas y el porcentaje de colonizacién del hongo, el resto de muestra
homogenizada tomada de las especies nativas seleccionadas, se utiliza para el proceso de
propagacion, al que se denomind suelo inicial.

La propagacion de las esporas se llevo a cabo de manera artesanal mezclando 50% de un sustrato
compuesto por suelo estéril y cascarilla de arroz con 50% de suelo inicial, mezcla que fue dispuesta
en una maseta de 20 cm de alto y en la cual se sembraron plantas gramineas (pastos de jardineria
de clima célido: 80% Lollum perenne, 10% Cynodon dectylon y 10 % Paspalum notatum) (figura 9); este
montaje se dej6é aproximadamente durante tres meses.

Posteriormente, se repiten los protocolos de estudio de esporas y el porcentaje de colonizacién,
descritos en la seccion 6.1.3 y 6.1.4, los cuales se realizaron en 100 macetas.

Suelo rizosférico
recolectado

Unificacion y

preparacion de suelo

Distribucién en las

masetas

Siembra de la
semilla de pasto

Figura 9. Propagacion de las esporas del HFM



Los primeros 15 dias de germinacion y crecimiento se realizé un riego periédico y luego se suspendié
durante 7 a 15 dias. Segun Sieverding (1991), se debe suspender durante 15 dias el riego para

provocar estrés hidrico en las plantas hospedadoras e inducir la esporulacion de los HMA.

6.1.6 Toma de lixiviado y suelo contaminado

Para probar el efecto biorremediador del hongo formador de micorrizas, se utilizd un suelo
contaminado (figura 10) tomado del relleno sanitario “Los Angeles” de la ciudad de Neiva y lixiviado
extraido de las piscinas ubicadas dentro del mismo relleno. El suelo y el lixiviado recolectados se
llevaron hasta el hangar, lugar de disposicion y transformacion de los residuos sélidos de la

Universidad Surcolombiana.

Las cantidades dispuestas en el hangar correspondieron a 100 Kg de suelo y 50 L de lixiviado
(relacion 2:1) durante los seis meses que tardd el procedimiento; se realizaron observaciones
periddicas (cada tres a cinco dias) para establecer la humedad del suelo y en caso de ser necesario
se adicionaron cinco litros de lixiviado; posteriormente, se realizé el primer andlisis fisico-quimico del

suelo en el laboratorio de suelos de la Universidad Surcolombiana.

Todo estos procedimientos se reumen en la rutade la fase descriptiva planteada, (figura 11).

Conservacion del

Toma de suelo o
lixiviado

Preparacion de el suelo Regando el suelo con Disposicion de los )
o ] Lugar de trabajo
lixiviados elementos de trabajo

Figura 10. Sucesos de la toma de lixiviado y preparacion del suelo
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Figura 11. Ruta de la fase descriptiva

6.2 FASE EXPERIMENTAL

En esta fase se llevan a cabo los montajes experimentales, el seguimiento a cada uno de ellos, los
analisis fisico-quimicos y estadisticos.

6.2.1 Preparacion de tratamientos

Terminado el proceso de preparacion de suelo contaminado, se establecen dos tratamientos: el
tratamiento experimental, el cual consiste en el suelo rizosférico propagado (6.1.5) con suelo
contaminado y semillas de pasto y sorgo y el tratamiento control, el cual consiste en suelo
contaminado con semillas de pasto y sorgo.



6.2.2 Seguimiento visual de la planta en el tratamiento experimental y de la planta en
el tratamiento control

En los dos tratamientos las plantas monitoreadas correspondieron a dos gramineas: maiz sorgo y
pasto de jardin; el seguimiento a las plantas (estado y crecimiento) se inicié6 a partir del 11 de
noviembre de 2016, con intervalos de una semana tanto en el tratamiento experimental (ver anexo
1) como en el tratamiento control (ver anexo 2). Debido a que en los montajes se presentaron ataques
por plagas (hormiga arriera) se opté por sembrar plantulas de café (Coffea sp.) en compaiiia de la

grama y el sorgo, con el proposito de evaluar la planta y relacionarlo con el estado del suelo.
Los montajes se llevaron a cabo en macetas con un método de siembra aleatorio.

6.2.3 Toma de muestra de suelo para el estudio fisico-quimico
Se recolectd una muestra compuesta de suelo (1 Kg) de cada uno de los tratamientos (suelo
inoculado y suelo sin inocular) a partir de cinco submuestras tomadas a una profundidad de 15 cm

en diferentes puntos y haciendo uso de un tubo pvc de 2 pulgadas. La muestra recolectada se

sometio al analisis fisico-quimico. (figura 12).

Se lleva a un balde y se homogeniza Se obtiene 1 Kg de suelo

Figura 12. Toma de muestra de suelo para andlisis fisico-quimico

En total se realizaron tres muestreos de suelo para los analisis fisico-quimicos, con intervalos de tres
meses. En el Ultimo muestreo, las muestras se tomaron por triplicado con el fin de realizar el analisis

estadistico (figura 13).
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Figura 13. Ruta de la fase experimental

6.2.4 Analisis estadistico
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Inicialmente, se determind la diversidad de HFMA presentes en el suelo rizosférico y se cuantificé la

densidad de esporas del hongo en cada tratamiento; las esporas fueron clasificadas en morfotipos

segun su forma, color y tamario.

En el analisis por morfologia se tuvo en cuenta que las esporas de HFMA no representan individuos,

son unidades discretas que pueden ser asignadas a morfotipos y usadas para cuantificar la



diversidad de una comunidad de HFMA en suelo (Smith y Read, 2008). Por lo tanto, se cuantifico el

numero de morfotipos y la abundancia de cada morfotipo por muestra.

Con el fin de establecer la dispersién de los datos obtenidos tanto en el porcentaje de colonizacion
como en la densidad de esporas, se determiné la desviacion estandar.

La diferencia significativa para los datos de riqueza fue evaluada por un analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias o Kruskall-Wallis para pruebas no-paramétricas; las diferencias fueron
consideradas significativas con un valor p=0.05. Se realiz6 la prueba de Tukey para encontrar la
diferencia entre medias; estos analisis fueron realizados con el programa R version 2.15.0 (R Core
Team, 2013).



7 RESULTADOS
7.1 FASE PRELIMINAR - FASE |

7.1.1 Caracterizacion de morfotipos

Inicialmente, se determinaron 6 morfotipos a partir de las esporas de HFMA aislados en 10 gr de

suelo rizosférico de la muestra inicial (tabla 3).

Tabla 3. Morfotipos determinados en zonas boscosas de Neiva

Morfotipo Color Tamafio Forma
1 Café Pequefio Ovalado
2 Café Pequefio Redondo
3 Beige Pequefio Redondo
4 Beige Mediano Redondo
5 Amarillo Mediano Ovalado
6 Amarillo Mediano Redondo

7.1.2 Porcentaje de colonizacién de HFMA
De las 10 muestras de raices analizadas, se encontrd que el porcentaje de colonizacién promedio

de los HFMA fue de 25% con una desviacion estandar de 8,50 (figura 14).
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Figura 14. Porcentaje de colonizacion de los HFMA en plantas propias de la ciudad de Neiva

7.1.3 Extraccion de esporas de HFMA a partir del suelo rizosférico propagado

El promedio de la densidad de esporas fue de 156 por 10 gr de suelo (figura 15) a partir de tres

submuestras de las diez muestras seleccionadas.

En el suelo rizosférico propagado se determinaron nueve morfotipos (tabla 4).
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Figura 15. Cantidad de esporas propagadas en 10 gramos de suelo
Tabla 4.Morfotipos determinados en suelo rizosférico propagado

Morfotipo Color Tamafo Forma
1 Café Pequefio Redonda
2 Amarillo Pequefio Redonda
3 Café Mediano Redonda
4 Café Mediano Ovalada
5 Amarillo Grande Redonda
6 Beige Mediano Redonda
7 Beige Pequefio Redonda
8 Amarillo Mediano Ovalada
9 Café Grande Redonda

7.1.4 Porcentaje de colonizacién de HFMA en suelo rizosférico propagado

El porcentaje de colonizacion para las raices de las gramineas (especie vegetal utilizada en el suelo

propagado) fue en promedio de 23,5% con una desviacion estandar de 3,6 (figura 16).
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Figura 16.Porcentaje de colonizacion de HFMA en suelo rizosférico propagado

7.2 FASE EXPERIMENTAL — FASE I

7.2.1 Seguimiento a la planta en el tratamiento control y a la planta en el tratamiento
experimental

De la observacion realizada en las plantas de cada tratamiento se establecieron diversos cambios,

los cuales se consignan en el figura 17. .
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Figura 17.Seguimiento al crecimiento de las plantas (tratamiento experimental y tratamiento control)

Con los registros obtenidos se realizaron graficas de crecimiento de las especies vegetales como las

gramineas y la planta de café, tanto en el tratamiento experimental (figura 18) como en el tratamiento

control (figura 19).
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Figura 18. Crecimiento de las plantas con los hongos formadores de micorriza (muestra experimental)

Se puede observar que el crecimiento de la planta no es continuo debido a que se presentaron
inconvenientes de adaptacion al terreno y por la presencia de plagas como las hormigas arrieras. En
la semana 7, la grama de jardin presenté un problema de adaptacion en el terreno observandose la

germinacion de la semilla que a los pocos dias murié.

Las plantas de sorgo crecieron hasta la semana 9, donde las hormigas consumieron toda la parte
foliar de la planta. Por lo tanto, se decide sembrar plantulas de café que son plantas que menos
atacan las hormigas.

El mismo seguimiento se realiz6 con las plantas sin los hongos formadores de micorriza (HFMA), a
lo que se denomind tratamiento control (figura 19).
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Figura 19. Crecimiento de la planta sin el hongo formador de micorriza (tratamiento control)



En el tratamiento control se observé que las plantas presentaron dificultad para su adaptacion,
obligando a reiniciar la germinacién de las gramineas y sembrando cada vez que se morian las
plantulas; en el seguimiento que se realiz6 se observd que en la semanas 3, 7 y 14 se tuvo que
resembrar por muerte de un suelo totalmente alcalino (anexo 1). Se observé un ataque de hormigas

durante la semana 10.

Al comparar el desarrollo de la planta de sorgo en los dos montajes (figura 20) se aprecia que las
condiciones del suelo no son suficientes para el desarrollo de la planta; se puede deducir que la

planta de sorgo al no tener la interaccién con el hongo presento dificultad en su adaptacion al terreno.

Las gramineas son las plantas que fueron usadas en estos montajes debido a que resisten los
cambios bruscos de clima y las malas condiciones del terreno; en el figura 21 se observa que en el
montaje experimental la planta tuvo menos dificultades para su establecimiento en comparacion con

el montaje control.
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Figura 20. Crecimiento de la planta de sorgo en los dos tratamientos realizados
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Figura 21. Crecimiento de la grama en los dos tratamientos realizados
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Figura 22.Crecimiento de la planta de café en los dos tratamientos realizados

La implementacion de la planta de café en este estudio se basé en razén a que esta planta no es
atacada por las hormigas y porque germino en el suelo de cada uno de los tratamientos. Segun
Watts(1979) todo organismo vivo, cada especie vegetal, incluido el cafeto, tiene un ciclo de vida y
un potencial productivo caracteristicos; en el transcurso de este ciclo es posible distinguir una serie
de fases de desarrollo en las cuales la planta o sus érganos permanecen por periodos de corta o
larga duracién, dependiendo de sus caracteristicas genéticas y de las condiciones ambientales que
ocurran en el sitio de cultivo. Esto implica, ademas, que la condicion apropiada para una fase de
desarrollo, por ejemplo, el ciclo de vida y fases fenolégicas del cafeto puede ser desfavorable para
otra fase como la floracion y, por consiguiente, los requerimientos de manejo sean diferentes en cada

caso.

En el figura 22 se observa que la planta de café requiere del hongo para sobrevivir segin las
condiciones del suelo (pH alcalino) (anexos 3, 4 y 5), las cuales pueden afectar notablemente a la
plantula y que puede apreciarse en el tratamiento control: la planta no solo se esta viendo afectada
en el crecimiento, sino en su desarrollo durante el crecimiento (anexos 1 y 2); en el tratamiento
control se observa que la cantidad de hojas es minima, los bordes se presentan quemados o son
muy pequefias, mientras que las plantas del tratamiento experimental tienen el mismo crecimiento

pero su estado foliar se encuentra en las mejores condiciones debido a la asociacion con el hongo.

7.2.2 ESTADO DE LA PLANTA
Las figuras 23, 24, 25y 26 reflejan el efecto de los dos tratamientos (planta inoculada con HFMA y
planta no inoculada con HFMA) sobre la altura foliar, la longitud de la raiz, la longitud total de la

planta y el peso seco. Los resultados corresponden al tltimo muestreo
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7.2.3 ANALISIS ESTADISTICO DE LA PLANTA DE ESTUDIO

Tabla 5. Probabilidad significativa entre tratamientos

Estados de la planta Tratamiento Media Mediana Valor p
Control 2,040 2,000

Crecimiento de la raiz 0,0159
Experimental 2,814 2,333
Control 11,280 9,600

Altura foliar 0,0409
Experimental 14,370 13,222




Control 11,560 10,400

Tamairio total 0,0305
Experimental 15,628 14,666
Control 0,184 0,165

Peso seco 0,0287
Experimental 1,356 1,109

Las diferencias fueron consideradas significativas con un valor P =0.05, cundo son menor se
concideran no significativas.

7.2.4 PORCENTAJE DE COLONIZACION ENTRE TRATAMIENTOS
Esta variable de medida mostr6 que no se presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos, una vez se estudiaron las raices de las cinco plantas nativas seleccionadas para

este estudio.

Comparando los resultados del porcentaje de colonizaciéon entre los dos tratamientos (figura 27) se
observé que este porcentaje es mayor en el tratamiento experimental donde las plantas fueron
inoculadas con el HFMA; sin embargo, la diferencia entre los dos tratamientos no es
estadisticamente significativa (anexo 10). La colonizacion por HFMA en el tratamiento control se
puede explicar por la persistencia de esporas en el suelo después del tratamiento de solarizacion.
Smith y Read (1997) afirman que en el suelo las poblaciones de HFMA estan compuestas de esporas

de diferentes edades y en diferentes estados de dormancia.
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Figura 27. Porcentaje de colonizacion de los HFMA




Tabla 6. Andlisis estadistico del porcentaje de colonizacion entre tratamientos

Estados de la _ ) )
Tratamiento Media Mediana Valor P
planta
% de Control 2,850 2,710
lonizacic 0,0001
colonizacion Experimental 4,480 4,480

Las diferencias fueron consideradas significativas con un valor P =0.05, cundo son menor se

concideran no significativas.

7.2.5 IDENTIFICACION DE ESPORAS
Se identificaron 16 morfotipos en el dltimo muestreo realizado (figura 28), los cuales fueron

diferenciados teniendo en cuenta color, tamafio y forma de las esporas (tabla 7).

Morfotipo # 1 (100x), espora 2
Género Glomus

Morfotipo # 1 (100x), espora 1 Género
Glomus

. -‘rh

. o b
S
o T ™

Morfotipo # 2 (100x)
Género: Glomus

Morfotipo # 1 (100x), espora 3
Género: Glomus.




Morfotipo # 3 (100x)
Género: Glomus

Morfotipo # 4 (100x)
Género: Glomus

Morfotipo # 5 (100x), espora 1
Género: Glomus.

Morfotipo # 5 (100x), espora 2
Género: Glomus.

i

Morfotipo # 6 (100x)

Género: Rhizophagus .

Morfotipo # 7 (100x), espora 1

Género: Claroideoglomus .




Morfotipo # 7 (100x), espora 2

Género: Claroideoglomus.

Morfotipo # 8 (100x)
Género: Glomus.

# I'.-

Morfotipo # 9 (100x), espora 1
Género: Glomus.

Morfotipo # 9 (100x), espora 2
Género: Glomus.

Morfotipo # 10 (100x)

Género: Rhizophagus.

Morfotipo # 11 (100x)
Género: Funneliformis.




Morfotipo # 12 (100x) Morfotipo # 13 (100x)
Género: Glomus. Género: Rhizophagus.

Morfotipo # 14 (100x) Morfotipo # 15 (100x)
Género: Funneliformis. Género: Glomus.

Morfotipo # 16 (100x)
Género: Glomus.

Figura 28. Identificacion de morfotipos

Los morfotipos encontrados se clasificaron en los géneros Claroideoglomus sp., Funneliformes sp.,

Rhizophagus sp. y Glomus sp., siendo este ultimo el de mayor abundancia en el tratamiento control.




Tabla 7. Parametros de clasificacion de los morfotipos

Color al
Morfotipo estereoscopio Tamafo Forma Formacién

1 Pequefio Ovalada Glomoide

2 Mediano Ovalada Glomoide

3 Pequefio Redonda Glomoide
4 Beige Pequefio Redonda Glomoide
5 Beige Mediano Redonda Glomoide

6 Amarillo guemado Mediano Ovalada Glomoide
Pequefio Redonda Glomoide

Mediano Ovalada-frijol Glomoide

Redonda con

1

Mediano hifa Glomoide

Muy pequefio
10 Beige (enanas) Redonda Glomoide
11 Amarillo Pequefio Redonda Glomoide
12 Beige Mediano Ovalada Glomoide
13 Amarillo Mediano Redonda Glomoide

Muy pequeiio

i

14 (enanas) Redonda Glomoide
15 Mediano Redonda Glomoide
16 Mediano Redonda Glomoide

7.2.6 INDICES DE DIVERSIDAD

Durante el Ultimo muestreo se analizé la cantidad de esporas contenida en 100 gramos de suelo,
con el fin de establecer la diferencia entre tratamientos (figura 29).
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Figura 29. Comparacion de la cantidad de esporas en 100 gramos de
suelo




Después del analisis e identificacién de morfotipos, se midio6 la riqueza y abundancia de los HFMA
en el espacio extra radical, a partir de tres réplicas por tratamiento (tabla 8). T1 corresponde al
tratamiento experimental y T2 al tratamiento control.

Tabla 8. Variables de diversidad de esporas

= TRATAMI Indice de Indice de Rigqueza
ENTO REPLICAS Eveness Simpson Shannon de
iT 1 0.87190596 0.87090804 220638462 13
2T 2 0.B5730105 0.B7755102 2.2624E6562 14
am 3 0.8898337 0.Ba52 2.:34832213 14
4 T2 1 0.B3395949 0.6688 2,1965568 12
5 T2 2 0.B6717052 0.8806 234834131 15
6 T2 3 0.B4625004 0.82382341 1.94856474 10

7.2.7 DIVERSIDAD DE ESPORAS:

Los procedimientos estadisticos para analizar la diversidad de esporas se presentan en los anexos11
a 16.

Tabla 9. Andlisis estadistico para la diversidad de esporas de HFMA entre tratamientos

DIVERSIDAD DE

Tratamiento Media Mediana Valor p
ESPORAS

Control 14,200 14,200

Densidad de esporas 0.0001
Experimental 43,000 43,000
Control 13,666 13,666

Riqueza de morfotipos 0.0001
Experimental 12,333 12,333
Control 2,2823 2,2823

indice de Shannon 0.0001
Experimental 2,1644 2,1644
Control 0,8778 0,0878

indice de Simpson 0.0001
Experimental 0,8577 0,8577

No se presentaron varianzas iguales (tabla 8), por lo cual se aplico el test Welch en el que un valor

p < 0.05 sugiere diferencias significativas entre tratamientos (anexo 17).



Los valores de diversidad como de Riqueza, indice de Shannon, indice de Simpson y Uniformidad

no reflejaron diferencias significativas entre tratamientos (anexo 18 y 19).

En la tabla 9 se observa que, de acuerdo con los valores del indice de Simpson, entre mas se acerca
a cero mayor es la biodiversidad; respecto al indice de Shannon, valores inferiores a 2 se relacionan
con baja diversidad (anexos 20 y 21).

Tabla 10. Valores normales de los tratamientos del indice se Shannon y Simpson

INDICE DE

TRATAMIENTO INDICE DE SIMPSON
SHANNON
Control 0,87788670 2,2823945
Experimental 0,85779114 2,1644876

En los dos tratamientos se observo diferencia en los porcentajes de esporas: en el tratamiento
experimental se determin6 una mayor cantidad de esporas en el morfotipo 4 (figura 30), mientras

que en el tratamiento control se observé una gran cantidad de esporas en el morfotipo 5 (figura 31).

Promedio de morfotipos por tratamiento
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Figura 30. Promedio de esporas segtn los morfotipos identificados en plantas inoculadas
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Figura 31. Promedio Morfotipos en el tratamiento control

La disminucion de algunos macro y microelementos del suelo (anexo 22) ademas de las condiciones
ambientales para cada especie de hongo, determina el aumento o disminucion de las esporas segun

el morfotipo.

7.2.8 ANALISIS QUIMICO DEL SUELO

Se realiz6 el analisis quimico del suelo (anexos 3, 4 y 5) para conocer las concentraciones de los
compuestos quimicos presentes alli como los elementos menores y mayores y para evaluar el estado
de recuperacion que causo el HFMA en interaccion con la planta.

En los dos los tratamientos las concentraciones de los elementos quimicos estudiados se
determinaron tanto en ppm (mg/L) (figura 32 y 33) y centimoles/kilogramo (cmol+.kg-1) (figura 34 y
35); de igual forma, se evalué el pH (figura 36) para conocer el estado de acidez del suelo y su

influencia en los elementos analizados.
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Figura 32. Andlisis quimico del tratamiento experimental (ppm)
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Figura 34. Andlisis quimico del tratamiento experimental (cmol+.kg-1)
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Figura 35. Andlisis quimico del tratamiento control (cmol+.kg-1)
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Figura 36. pH de los tratamientos

7.2.9 ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS ANALISIS QUIMICOS DEL SUELO
El estudio estadistico se realizd en el Ultimo periodo del andlisis quimico con tres réplicas por
tratamiento (anexo 5) (tabla 11).

Figura 37. Diferencias significativas de los elementos y temas analizados entre tratamientos

Elemento o tema

Tratamiento Media Valor p
evaluado

Control 9,8100

pH 0,0145
Experimental 8,8366
Control 1,4133

Carbono organico 0,7945
Experimental 2,1233
Capacidad de Control 13,1633

. . I 0,7898
intercambio catiénico Experimental 12,2467
Control 861,78

Fosforo 0,8190
Experimental 828,35
Control 103,99

Calcio 0,6081
Experimental 83,123

Magnesio Control 25,3033 0,8359




Experimental 26,5667

Control 220,32

Sodio 0,4086
Experimental 187,45
Control 2686,57

Potasio 0,6493
Experimental 2297,38
Control 3015,31

Bases totales 0,6659
Experimental 2615,39
Control 12,4700

Azufre 0,9205
Experimental 6,1567
Control 106,79

Hierro : 0,4184
Experimental 121,42
Control 75,8067

Manganeso 0,0240
Experimental 27,2200
Control 1,6333

Cobre 0,0345
Experimental 3,1466
Control 18,9467

Cinc 0,9255
Experimental 20,1800
Control 88,5133

Boro 0,6135
Experimental 64,5000
Control 3,2305

(Ca+tMg)K 0,3153
Experimental 3,6534
Control 0,0105

Mg/K Experimental 0,6894
0,0115

Las diferencias fueron consideradas significativas con un valor P =0.05, cundo son menor se

concideran no significativas.



8. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados de la fase preliminar mostraron una baja colonizacion del hongo y un nimero
de morfotipos relativamente bajo (6), debido a las condiciones del suelo boscoso de la
ciudad de Neiva (Pérez y Vertel. 2010); durante el proceso de propagacion de forma
artesanal en el que incremento el porcentaje de colonizacién y el nimero de morfotipos (9)
el cambio de especie vegetal de tipo arboreo al grupo de las gramineas afect6 el resultado
debido a que el ciclo vegetativo de estas Ultimas especies es mas corto. Segun (Cuervo y
Rivas, 2007) el nimero de esporas en el suelo y el porcentaje de colonizacion de la raiz
puede ser considerado como un indicativo del establecimiento de los hongos en el suelo
mas que un indicativo de la efectividad en el crecimiento de las plantas; algunos estudios
han demostrado el efecto de la inoculacion de pasturas con micorrizas nativas sin
fertilizacién con respecto al suelo estéril (sin inoculacion y sin fertilizacion) sobre el
desarrollo, calidad nutricional y contenido de nutrientes en el tejido de las pasturas, nimero
de esporas y porcentaje de colonizacién siendo de mayor eficiencia el que usa cepas

nativas (Salamanca, 1999).

Los analisis fisico-quimicos indicaron que las condiciones del suelo no son aptas para el
desarrollo de las plantas, lo cual se atribuye a la sobresaturacion de lixiviados que altera
las condiciones fisicas y quimicas del suelo, no garantizan la vida microbiana ni la facil
movilidad de los minerales para su aprovechamiento; segun Vega y Mendoza (1999), el
conjunto de propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas hacen del suelo un sistema clave,
con especial importancia en ciclos biogeoquimicos superficiales. En los tratamientos
experimental y control se observd que las plantas gramineas usadas presentaron
dificultades en la adaptabilidad al suelo contaminado por la alteracién en sus micro y macro
nutrientes; sin embargo durante el tratamiento experimental se facilitd la germinacion de las
semillas lo que demuestra la importancia de la simbiosis micorrizas arbusculares y plantas
en el mejoramiento de las condiciones fisico-quimicas del suelo, la estimulacion del
crecimiento e incremento de la calidad nutricional de las especies vegetales haciéndolas
mas tolerantes a condiciones adversas tanto abioticas (degradacion del suelo por su alto
contenido de nutrientes y presencia de metales pesados) como bibticas (Bago y Azcon,
biolégica diversa y activa esencial para incrementar la sostenibilidad de los

agroecosistemas. La inoculacién con hongos formadores de micorrizas es conocida por



incrementar el crecimiento y produccion de las plantas (Raman et al., 2001; Boby et al.,
2008).

La mayor adaptabilidad de las plantulas de café durante el tratamiento experimental se
debi6 a que durante sus primeras fases de vida o etapa de vivero son mas resistentes a los
ataques por hormigas lo que hace que sea este el momento adecuado para la inoculacién
con hongos micorrizicos (Sieverding, 1991; Trejo et al., 1998); de igual forma, las plantas
de café, segun Lopez et al. (1983) son consideradas especies endomicorrizicas obligadas.
En el grafico 10 se observa que la planta de café requiere del hongo para sobrevivir segun
las condiciones del suelo (pH alcalino) (anexos 3, 4 y 5), lo cual puede apreciarse en el
tratamiento control: la planta no solo se esta viendo afectada en el crecimiento, sino en su
desarrollo (anexos 1y 2); en el tratamiento control se observa que la cantidad de hojas es
minima, los bordes de la planta se presentan quemados o0 son muy pequefos, mientras que
las plantas del tratamiento experimental tienen el mismo crecimiento pero su estado foliar

se encuentra en las mejores condiciones debido a la asociacién con el hongo.

El estado de la planta durante el tratamiento con HFMA (tratamiento experimental) fue
significativamente diferente al tratamiento control, en particular en aspectos como la altura
foliar (mayor cantidad de hojas), el crecimiento de la raiz, la cantidad de raicillas y el peso
seco. El tratamiento con HFMA determiné el desarrollo de las plantas (Smith et al., 2000) y
podria, incluso, significar que una amplia diversidad de HFMA puede estar relacionada con
un incremento en la eficiencia de extraccion de nutrientes y, por lo tanto, en los beneficios
al hospedero (Kernaghan, 2005) y explicaria la presencia de diversos HFMA en suelos y en

raices en los tratamientos (Lodge, 2000).

Se presentaron diferencias significativas entre tratamientos cuando se analizo el porcentaje
de colonizacién durante el Ultimo muestreo, aunque se observé que en el tratamiento
experimental hubo mayor colonizaciébn que en el tratamiento control, en este ultimo las
esporas lograron mantenerse latentes en el suelo, aunque no fue suficiente para ayudar en
el proceso de biorremediacion del suelo. Segun Pérez y Fuentes (2009), durante el proceso
de modelacion logistica la densidad de esporas de HFMA puede variar en los terrenos

dependiendo las condiciones edafolégicas, para favorecer el estado de las plantas.

De acuerdo con el indice de Simpson las diferencias significativas encontradas entre
tratamientos al momento de estudiar la densidad de esporas se debe a que la simbiosis

entre el hongo y la planta favorece la tolerancia del estrés abiético del suelo (Smith y



Gianinazzi-Pearson, 1988; Smith y Read, 2008), lo que ayuda a mejorar las caracteristicas

fisicas y quimicas del suelo (Smith and Read, 2008).

Las variaciones en el pH del suelo inicial respecto a los tratamientos control y experimental
indica que estos cambios produjeron un desequilibrio en los micros y macro elementos
como el fésforo, calcio, magnesio, sodio, potasio, azufre, hierro, manganeso, cobre, cincy

boro.

La sobresaturacion de fosforo, potasio, azufre y boro, ademas de las deficiencias de calcio,
magnesio, hierro, manganeso, cobre y cinc, modificaron el pH del suelo disminuyendo su
valor de 10.3 en el suelo inicial a un valor de 8.33. Segun (Pérez y Vertel, 2010) en los
suelos el efecto del pH es dificil de evaluar, debido a que las propiedades quimicas cambian
con el pH, al igual que la solubilidad y disponibilidad de otros elementos hacia las raices de

las plantas en el suelo.

Los HFMA tienen amplia capacidad de adaptacion: se han encontrado esporas de HFMA
en suelos con rangos de pH desde 2.7 (acidos) a 9.2 (alcalinos); sin embargo, en suelos de
produccion agropecuaria se requiere de un suelo con pH de 4.5 a 5.5 (Alloush et al., 2000;
Sanchez, 1999).

Segun Bolafios B., Rivillas O., Suarez V. (2000) el promedio de la densidad de esporas por
cada 10 gramos de suelo oscila entre 100 y 450 esporas, rango en el que se encuentra el
valor promedio obtenido en este estudio: 155 esporas por 10 gramos de suelo (gréfica 5).
En relaciéon con el porcentaje de colonizacion de las raices en las plantas, Luna (2002)
afirma que este valor debe ser superior al 40% para que una muestra de suelo sirva como

indculo; en este estudio se obtuvo un valor promedio de porcentaje de colonizacién de 26%.

En este estudio, los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) fueron un
componente del suelo sobre el cual se evalué el efecto biorremediador in situ. Los HFMA
son componentes naturales del ecosistema, representan entre el 5 al 50% de la biomasa
de los microbios del suelo y son considerados como una comunidad biol6gica diversa y
activa, esencial para incrementar la sostenibilidad de los agroecosistemas (Pérez y Vertel.,
2010). Se ha reportado que el hongo formador de micorriza (HFMA) influye en la absorcion
de fosforo y de iones minerales como N, K, Ca, Mg, Fe, Mn (Johansen et al., 1994) asi
como en el buen desarrollo de la planta facilitando la absorcién de nutrientes de forma
directa a través de las raices o de forma indirecta a través de los microorganismos que

forman simbiosis con el micelio extraradical (Pérez et al., 2011). La relacion de mutualismo



hongo-planta facilita a la mayoria de las plantas complementar sus requerimientos de

nutricién y absorcion de agua en la naturaleza (Barrer, 2009).

En relacién con la cantidad de esporas, se pudo determinar que el género Glomus presento
la mayor abundancia de esporas y de morfotipos en el tratamiento experimental; Wei y
colaboradores (2006) encontraron que el género Glomus domina en suelos alcalinos o
neutros, debido a que soporta las condiciones alcalinas del terreno mas que los demas
géneros determinados. Mientras que en el tratamiento control la cantidad de esporas de los
géneros Glomus, Rhizophagus y Funeliformis disminuyé sin que esto afectara el proceso
de biorremediacion en suelos con sobresaturacion de nutrientes y pH alcalino. Este efecto

se observo en la disminucion del pH y de elementos como el manganeso y el cobre.

Otros estudios como el de (Botero, Franco y Saldarriaga 2000), han estudiado el efecto
biorremediador de HFMA relacionandolo con la presencia de los géneros Acaulospora,
Scutellospora y Gigaspora como posibles agentes biorremediadores; sin embargo, en este
estudio no se aislaron estos géneros posiblemente como consecuencia de la alcalinidad del
suelo y saturacion de elementos. Segun (Serralde y Ramirez, 2004) estudios realizados en
suelos &cidos de Colombia han mostrado una correlacién positiva entre el pH y la
abundancia y diversidad de HFMA, especialmente de los géneros Acaulospora,
Scutellospora y Entrophospora, mientras que el pH alcalino presenta una correlacion
positiva entre el nUmero total de esporas del género Glomus y correlacion negativa entre el

nuamero de esporas de los géneros Entrophospora y Gigaspora.

La relacion HFMA-planta no es considerada especifica, debido a que cualquier especie de
HFMA puede colonizar o formar simbiosis con cualquier planta, ya que practicamente se
encuentran en todo tipo de suelos. No obstante, bajo ciertas condiciones edafoclimaticas
algunos hongos pueden beneficiar en mayor grado un determinado hospedero (Pérez C y
Vertel M,. 2010). En este estudio no se pudo evaluar la especificidad planta-género; sin
embargo, es una de las recomendaciones para estudios futuros en suelos contaminados

por lixiviados.

La abundancia de esporas de HFMA en los suelos estudiados estuvo directamente
relacionada con la concentracion de los elementos intercambiables magnesio (Mg) y sodio
(Na) y con los valores de densidad aparente (Da) e inversamente relacionada con los
valores de Cobre (Cu) y Manganeso (Mn). Por otro lado, la colonizacion de HFMA estuvo

directamente relacionada con los valores de los elementos intercambiables potasio (K),



sodio (Na), zinc (Zn) y del porcentaje de hidrégeno (pH) e inversamente relacionada con

los valores de los elementos Ca y Mg intercambiable (Pérez et al., 2011).

Los andlisis fisicoquimicos realizados en esta investigacion reflejan una disminucion del
azufre, manganeso, boro, cobre y hierro y un aumento del fésforo, calcio, magnesio y zinc,
segun los analisis de laboratorio realizados, lo que origina una disminucion del pH pasando
de valores de 10,3 a 8,83 en s6lo 6 meses, efecto que contribuyé a la supervivencia de la
vida microbiana, medido en nimero de esporas de HFMA. De acuerdo con (Barea y Jefries,
1995) existen evidencias de alta colonizacion de HFMA en otras especies de pasturas
cuando en los suelos los valores de pH son medianamente alcalinos; ademas, los HFMA
contribuyen a la facil absorcién de las plantas por los elementos dispuestos en el suelo;
segun Barea J, (2002) se ha evidenciado la importancia que tiene la colonizacién de los
HMA en las raices de las plantas en relacién con el mejoramiento de las condiciones fisico-
quimicas del suelo, la estimulacién del crecimiento vegetal e incremento de la calidad
nutricional de las especies vegetales, convirtiéndolas en mas tolerantes a condiciones

adversas tanto abidticas como bidéticas.

El pH influye sobre la solubilidad del fésforo y sobre la solubilidad y disponibilidad de otros
elementos hacia las raices de las plantas en el suelo, incluyendo hierro, manganeso, cobre,
zinc y cantidades téxicas de aluminio (Safir y Duniway, 1991). Altos niveles de fésforo en el
suelo pueden inhibir la infeccion y el crecimiento de la plantas, los efectos del fosforo en el
suelo pueden deberse a otros factores como el tipo de suelo, pH y niveles de nitrégeno. Las
respuestas de los HFMA al pH del suelo son variables (Clark et al., 1999), encontrdndose
respuestas positivas de algunos HFMA en suelos con pH &cido y en otros con pH alcalino
(Guzman-Plazola et al., 1988) El efecto del pH puede estar relacionado con la disponibilidad
de la distribucién de los elementos que hacen parte del suelo, lo cual puede afectar la
funcién del HFMA, aunque se considera que los HFMA pueden tolerar condiciones
adversas de pH por modificacién de la micorrizésfera durante el proceso de toma de

nutrientes.

Los hongos formadores de micorriza (HFMA) facilitaron la asimilacion de nutrientes y
contribuyeron a la resistencia de la planta frente al ataque de algunas plagas (graficas 6, 7,
8, 9 y 10), lo cual se evidenci6 durante el tratamiento experimental. Todos los
microorganismos deben contribuir con el ciclaje de los elementos donde hay que elevar o
disminuir la sobre saturacion o la deficiencia de los elementos buscando el estado normal

de la planta. Segun Pérez C y Vertel M., (2010) el pH, la humedad del suelo y la



disponibilidad de nutrientes influyen no sélo en la colonizacion sino también en el nimero
de esporas producidas por los hongos formadores de micorrizas arbusculares. Ademas, el
suelo estudiado en este proceso biorremediador con el HFMA, durante seis meses
contribuy6 a disminuir el pH, dando manejo a elementos como azufre, manganeso, boro,
cobre y hierro y un aumento del fésforo, calcio, magnesio y zinc y puede ser utilizado como
un abono en suelos deficientes de estos elementos y de esta forma contribuir a la normal

disposicién de los elementos para la planta.

Las micorrizas arbusculares son un importante factor biolégico dentro de la estructura y
funcionamiento de los suelos e inciden sobre el comportamiento ecolégico, productividad y
composicion de comunidades vegetales naturales, asi como de cultivos agricolas y
plantaciones forestales. Los hongos formadores de micorrizas arbusculares deben ser
considerados, entonces, como parte de la diversidad bioldgica de los suelos y deben ser
incluidos tanto en los inventarios como en los analisis de la biodiversidad a nivel de
ecosistemas y agroecosistemas. La produccion sostenible de pasturas en los trépicos es
severamente limitada por la fragilidad de los suelos, siendo propensos a diversas formas
de degradacion. Hacer un mejor uso de los recursos biolégicos en estos suelos puede
contribuir a aumentar la sostenibilidad; los hongos micorrizicos constituyen un recurso
biologico importante en este sentido. Su contribucion a la quimica biolégica y la calidad
fisica del suelo ha sido reconocida, aunque aun quedan muchas preguntas de como
gestionar de forma éptima estos hongos benéficos. Mas informacién fundamental y estudios

estratégicos dirigidos a la influencia de las micorrizas sobre las praderas, son necesarios.



O9.-INTERVENCION PEDAGOGICA

Promocién de la cultura cientifica mediante el aprendizaje de los efectos
biorremediadores de las micorrizas en estudiantes de segundo semestre de la
Licenciatura en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia de la Universidad

Surcolombiana

En esta investigacion que estudia los efectos biorremediadores que tiene los hongos formadores de
micorriza arbuscular (HFMA) en suelos contaminados con lixiviados se trabajé un componente
pedagdgico que buscé promover la cultura cientifica en profesores en formacion de segundo
semestre de la Licenciatura en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia de la Universidad
Surcolombiana. Teniendo en cuenta que segun Vaccarezza (2008) la comprension de la dindmica
social de la ciencia, es de manera que se tejen, en una interrelacién entre productores de
conocimientos cientificos y otros grupos sociales, todos ellos como participes del devenir de la
cultura, produciendo significados cuyos origenes y justificaciones provienen desde distintas
practicas, intereses, codigos normativos y relaciones de poder, entendiéndose como un devenir

continuo.

Se realizaron una serie de actividades para la compresion de los efectos de biorremedacion con
micorrizas y de esta manera el profesor en formacion pueda ensefiar las ciencias naturales desde
diferentes formas aplicandola a casos reales, aunque el estudiante no vaya ser un agrobnomo o un
ambientalista. El estudiante debe tomar conciencia cientifica de lo que sucede alrededor de su vida,
llegando asi a conocer y hasta encontrar métodos de mejoramiento en zonas afectadas, como parte

del aprendizaje de una cultura cientifica.

En este sentido para iniciar este trabajo en el aula, un futuro profesor debe poseer la informacion, la
preparacion y las habilidades para situar el conocimiento en su esencia y su sentido. Asi desarrollaria
una capacidad de analisis y contextualizacién de lo que sucede en el mundo de la ciencia (Zamarron,
2006).

El docente de ciencias naturales ensefia conceptos, procedimientos, analiza situaciones problema,
para que el estudiante incremente su capacidad de interpretar las cosas que pueden surgir a su
alrededor y pueda tomar sus propias decisiones en los procesos de aprendizaje partiendo de una

conciencia cientifica un poco mas contextualizada, “...la comprension de la dinamica social de la
ciencia: quién la produce, hacia qué fines, con qué consecuencias, frente a qué costo de oportunidad,
para qué beneficiarios”, refiriéndose fundamentalmente a la capacidad de la sociedad a tomar

decisiones sobre el tema. (Cruces y Vessuri, 2004).



Sobre todo en temas que tienen que ver con la resolucién de problemas ambientales mediante la

biorremediacién, como la eliminacién o neutralizacién de un contaminante ambiental o desecho

Figura 38. Aulas de clase, laboratorios de la universidad Surcolobiana

Utilizando el potencial metabdlico de los microorganismos (fundamentalmente bacterias, pero
también hongos y levaduras) convirtiendo los dominantes en compuestos mas simples poco o nada
perjudiciales (Glazer y Nikaido, 1995). En este caso los efectos biorremediadores que tiene los

hongos formadores de micorriza (HFM) y asi promover la cultura cientifica.

De esta manera los futuros profesores tendran conciencia de los dafios que se pueden causar al
ambiente y a la vez su mejora de forma natural sin intervenir con quimicos, que pueden ser perjudicial
para un ecosistema estratégico. Asi, podran contribuir con la detoxificacion de suelos, los cuales en
su mayoria son contaminados con lixiviados, causando pérdida del manto vegetal, erosion y muerte
total del terreno, ensefiando la composicién y el impacto negativo que tienen estos liquido en

cualquier ambiente.

También ayudaria el docente a disefiar nuevas formas de aprendizaje, cumpliendo lo establecido en
los estandares propuesto en la educacion colombiana, sobre la explicacion de la diversidad bioldgica
como consecuencia de cambios ambientales, genéticos y de relaciones dinamicas dentro de los
ecosistemas; las relaciones entre especies en los ecosistemas y las adaptaciones de los seres vivos.
En este sentido esta experiencia pedagoégica contribuye a convertir la educacion cientifica en parte

de una educacion general, como lo propone la UNESCO (2005).
Metodologia

Desde una investigacién cualitativa se analizaron los datos para conocer los aprendizajes de 30
estudiantes de la asignatura de microbiologia, periodo 2016-2 del programa Licenciatura en ciencias
naturales: fisica, quimica y biologia, de la Universidad Surcolombiana, dirigidos por la docente Sonia

Echeverry sobre los efectos biorremediadores de los hongos formadores de micorriza (HFM).



Se disefiaron unas actividades (ver tabla 11), donde se ejecutaron en diferentes lugares de la

universidad Surcolombiana (aulas de clase, laboratorios. Ver figura 38) y en el hangar (lugar de

transformacion de residuos sélidos de la universidad. Ver figura 39).

Figura 39. Trabajo prdctico en el hangar y en el laboratorio, de los estudiantes de la licenciatura en ciencias naturales, en
la materia de microbiologia 2016-2

Tabla 11. Actividades disefiadas para aprender sobre los efectos biorremediadores de los hongos formadores de
micorriza (HFM).

ltem  Actividad Objetivo Evaluacion
Aplicacién de un cuestonario o
) ] Se aplico un pre
(pre-test), para indagar las ideas
. . ) test (ver anexo)
previas de los estudiantes sobre  Conocer las ideas de los
. L ) de 11 preguntas,
1 los conceptos biorremediacion, estudiantes sobre los efectos
o ) ) ) recolectando los
aplicaciones, manejo y biorremediadores con HFM.
o datos de los
reconocimientos de los hongos )
o estudiantes
formadores de micorriza.
N ] La observacion
Identificar un suelo contaminado )
. o del estudiante
Recoleccion de muestras de con lixiviado.
2 i ) ) sobre la
suelo y raiz en suelos Analizar de forma visual, los L
) descripcion
contaminados. efectos que causan HFM en unos
) hecha en el
suelos contaminado.
hangar.
Reconocimiento de las esporas  Reconocer protocolos de Morfologia de la
de los HFMA. extraccion, identificaciéon y espora
3 Conocer el porcentaje de cuantificaciéon de los HFM. ) y
o ) . La interaccion
colonizacion de los hongos Observar la interaccion planta —
i i i planta — hongo
extraidos. hongo al microscopio.
o L Conceptos
Socializacion y explicacion de la  Establecer conceptos generales
4 creados por lo

practica de laboratorio.

de la actividad segun la préactica.

aprendido.




i o Se aplic6 un pos
o Conocer cual fue el aprendizaje, .
5 Evaluacion final (post test). i o ) test (el mismo
segun las actividades realizadas.
pre-test).

Resultados y discusioén de resultados

Los resultados obtenidos en la actividad 1 que es el pre-test aplicado al grupo de microbiologia
2016-2, tuvo 11 preguntas abiertas y cerradas, los resultados se muestran en el figura 40, en la que
podemos notar los resultados de la preguntas cerradas, obtenidos en el pre-test, observando que

sus ideas se encuentran un poco alejados de los conceptos aceptado por la comunidad cientifica.

Figura 40.Resultados del pre-test de las preguntas cerradas

En la pregunta 1 (Si fuera por la calle y vez un letrero con la palabra "MICORRIZA"’, ¢ cual seria su

concepto frente a esta palabra?). Se preguntd por el concepto de la palabra micorriza. Los
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PREGUNTAS CERRADAS DEL PRE-TEST

estudiantes lo asocian con el hongo pero la micorriza no solo es el hongo, sino que hace parte de
una simbiosis con la raiz, como lo platea Cano y Salamanca (2004) al definir el hongo formador de
micorrizas como: la asociacién que se establece entre algunos hongos benéficos del suelo y la raiz
de una planta. Esta relacién simbiética se denominada mutualismo, pues se beneficia tanto el hongo

como la planta.

En la pregunta 2, sobre ¢Qué tipo de vida microbiana se encuentra en el suelo? las respuestas de
la mayoria de estudiantes fueron mas acertadas, seguramente debido a que su aprendizaje en
microbiologia basica ayudd a que el estudiante considere que los tipos de vida que se hospedan en
el suelo sean los hongos y las bacterias. Segun (Alexander, 1980; Lynch, 1983; Parkinson y
Coleman, 1991; Killham, 1994) las bacterias tienden a ser los miembros mas numerosos de la

comunidad microbiana del suelo y su selectividad de los substratos varia gradualmente de una



especie a otra, ademas los hongos son los que contindian en la dominancia del micro-biota del suelo,
donde poseen un amplio rango de funciones en el suelo incluyendo su papel como simbiontes de

plantas, patdgenos de plantas y animales.

En la pregunta 3: si te preguntaran sobre una parte especifica de dénde se hospedan los
microorganismos del suelo, ¢,qué contestarias?, aunque la mayoria de sus respuestas no son claras,
hacen entender cual es el hospedaje del hongo, en la que se refieren del suelo y la raiz, Segin
Ramos (2004) para entender la fisiologia de un microorganismo en el suelo, es necesario
comprender la naturaleza fisica y quimica del ambiente del suelo. El suelo se compone de minerales
de varios tamafios, formas y caracteristicas quimicas, junto con las raices de las plantas, poblacion

de organismos vivos y un componente de materia organica en varias etapas de descomposicion.

En la pregunta 4, en la cual se puede medir la comprension lectora del estudiante, donde el objetivo
es evaluar el poder restaurador que causa el hongo, pero el estudiante se confunde su interpretacion

con la asociacién que el hongo establece con la planta.

En la pregunta 9, sobre ¢Qué procesos puede causar la micorriza en un ambiente con malas
condiciones? En esta pregunta, ningun estudiante vio la biorremediaciéon como un efecto que causa
la micorriza que segun Suéarez (2001), las micorrizas (hongos benéficos) son organismos que forman
asociaciones con las plantas brindando a éstas un sin nimero de beneficios como resistencia a la

sequia, mejor absorcion de nutrimentos y resistencia al ataque de patégenos.

En la pregunta 10, sobre ¢ Cudles son las causas que tiene la unién entre una planta y un hongo? El
estudiante alin no maneja términos de asociaciones entre organismos vivos, como la asociacién del
hongo y la planta, que es la interaccion que hay entre dos organismos donde uno de ellos se
aprovecha del otro sin que reciba nada a cambio. Para dar claridad a la respuesta, Osorio, Sanchez
y Franco (2008) definen que los hongos que forman micorriza arbuscular (HFMA) establecen

asociacion simbiética mutualista con la mayoria de las plantas vasculares.

Analizadas las preguntas cerradas como son la pregunta 1, 2, 3, 4, 9 y 10 se procese a interpretar
los datos correspondientes de las preguntas realizadas de forma abierta (5, 6, 7, 8 y 11) donde se
pregunta sobre los conocimientos acerca de la clasificacion, identificacion, relacién y usos de los

hongos formadores de micorriza arbuscular (HFMA), se analizaron de forma individual.

En la pregunta 5 se pregunta sobre la opinién de cada tipo de (HFM). El estudiante poco maneja
estos términos (verificar en las figura 41, 42 y 43). Segun Cano y Salamanca (2004) existen tres

grandes grupos de HFM: ectomicorrizas, endomicorrizas y ectendomicorriras y se definen asi:

Las ectomicorrizas: Se caracterizan por formar una extensa red de hifas que se ubican en la

corteza de la raiz. Se encuentran especialmente asociadas a pino, eucalipto y ciprés



Las endomicorrizas: Son las mas comunes en la naturaleza, éstas penetran profundamente
en la raiz, la colonizan y cambian su forma, mientras sus estructuras externas exploran el
suelo. Se asocian con mas del 90% de las plantas terrestres; a este grupo pertenecen las

Micorrizas Arbusculares.

Las ectendomicorriras: Son una combinacién de las ecto y endomicorrizas, se encuentran
en !a corteza y penetran profundamente la raiz. Estan presentes en algunas especies

forestales, especialmente en bosques naturales.

Ectomicorrizas Endomicorrizas

B No conocen del tema
W micorrizas neutras que asimilan el P.
B Se encuentran fuera de la superficie

# Se desarrollan dentro de la superficie

® No conocen del tema

H Son los que hacen parte del hongo y absover fosfatos y
glucidos

m Son las que se forman o se encuentran dentro de la raiz
Almacenan agua

B Se encuentran en el interior de la planta

m Se dearrollan fuera de la planta

Figura 41. Concepto del estudiante sobre Figura 42. Concepto de los estudiantes sobre
Ectomicorri Endomicorrizas




Ectendomicorriza

B No conocen del tema
M Son las que trasmiten informacion

B se encuentran en ambos lugares
(afuera y adentro de la raiz)

Se desarrollan en diferentes lugares

Figura 43. Concepto de los estudiantes sobre Ectendomicorrizas

En la pregunta 6 se muestra una imagen sobre las esporas de un hongo partir de la cual los
estudiantes debian escribir las partes que conocieran. Como respuesta nombraron algunas partes
significativas de la imagen pero no son las suficientes para poder identificar una espora de HFMA
(figura 44)

IMAGEN DE LA ESPORA

DE HFMA
B No saben B Hifas M Esporas
® Micorrizas HMTalo M Raiz

M Rizoides M Esporangios M Micelio

H Nucleo

Figura 44. Identificacion de las partes de la espora con ayuda de una imagen

Se puede notar que el estudiante no conoce muy bien la morfologia de una espora, lo cual se puede

analizar en el pre-test aplicado.



En la pregunta 7, se pregunta de forma abierta sobre cual es el conocimiento que tiene sobre la
relacién planta — hongo, a lo cual la mayoria de estudiantes no contestaron por desconocimiento del
tema (figura 45).

W no saben

m El aprovechamiento de nutrientes en ambos casas Relaci.ﬁ nta = hnngu

B Que los hongas toman forman de planta

La planta es hospededera para ayudar al hongo a la
réproduccion y nutricion

B 5 puede ver la interaccion de forma de parasitismo v
mutualizmo

B Pareceuna asociacion mutualista como la delos liquenes

B es una relacion mutualista

B EL hongo 25 el encargado de absorver agua para la planta

m Entar el hongo por la raiz de la pelanta

® Beneficio planta - hongo

Figura 45. Respuesta de los estudiantes acerca de la relacién planta — hongo

En la pregunta 8 se indaga por las funciones o usos que tienen los hongos formadores de micorriza
(HFM) (figura 46), notandose la ausencia de conocimiento que los estudiantes tienen sobre el tema;
so6lo el 7% se acerca a la idea de que estos microorganismos se usan para la restauracion de un
suelo. Idea expresada por Cano y Salamanca (2004), al explicar que el beneficio de la Micorriza
radica en el hecho de que el hongo al entrar en contacto con la corteza de la raiz de la planta
desarrolla un abundante micelio externo en el suelo que incrementa el volumen de exploracion de la
raiz, encargandose de mejorar la eficiencia en la absorcién y transferencia de agua y nutrientes

desde el suelo hacia la planta. Esto mejora la estructura del suelo con la agregacién de las particulas.



USOS DE LOS HFM EN EL
SUELO

B No saben

B Ayudan a la captacion de agua y nutrientes

B Son ricos en nutrientes y minerales para el crecimiento
de la planta

W Sirve para el optimo desarrollo de la planta

B Ayuda a la restauracion del suelo

Figura 46. Conocimiento de los estudiantes sobre el uso de los HFM en el suelo

En la pregunta 11 se explora la capacidad de analisis del estudiante y propone al estudiante en un
texto corto, propuesto en el pre-test, donde el estudiante puede crear opciones de respuesta o podria
dejar tal cual la opinién del texto, ya que estan proponiendo el uso del hongo formador de micorriza
en un suelo que se encuentra en malas condiciones. Su aplicacion es necesaria para poder restaurar

biolégicamente el suelo y pueda recuperarse y volverlo nuevamente (til.

Como en las otras preguntas, la mayoria de estudiantes no saben o no comparten su opinion del
texto (Grafico 8), ademas se basaron mas en la forma de la escritura del texto que en proponer sobre

el estudio de caso, segun lo escrito en sus respuestas del post-test

Después del andlisis del pre-test, se disefiaron varias actividades para que los estudiantes puedan
reconstruir su propio conocimiento, a través de practicas de laboratorio y de protocolos de extraccion
de esporas para saber el porcentaje de colonizacion del hongo donde se dio por terminadas las
actividades 3, segun lo disefiado en la metodologia de trabajo. La préactica de laboratorio como
actividad 4, se dividi6 en tres clases: un trabajo en grupo sobre lo que realizaban en el laboratorio,
un andlisis sobre la diferencia aprendida entre biorremediacion y fitorremediacion (tabla 12) y el

concepto que construyeron sobre la relacién planta—hongo (tabla 13).

En la que trabajo sobre lo que observaron en la practica de campo en donde se estudi6 sobre el tipo
de vida que se observo, que se referia al efecto que causa el hongo formador de micorriza, en el

suelo contaminado (tabla 14), sobre las observaciones de los estudiantes al microscopio, sobre las



ventajas y desventajas del proceso de biorremediacion en un suelo contaminado (tabla 15), se
socializ6 la clasificacion de los tipos de micorrizas (tabla 16) y por Gltimo se invité a los estdiantes a
proponer un objetivo de todas las actividades para comparar si coinciden los objetivos con los del
profesor (tabla 17).

ESTUDIO DE CASO

B No saben

B Cambiaria la pregunta sobre si ¢ merece aplicar la micorriza
a la planta? por ¢ merece la pena aplicar un hongo a la
planta?

M Aplicaria nutrientes y micorrizas para facilitar el
aprovechamiento del suelo

% Quefuncion cumpliria la revegetacion del suelo

Figura 47. Estudio de caso aplicado a los estudiantes sobre el uso de los HFM

Tabla 12. Construccion sobre el concepto de biorremediacion y fitorremediacion en los estudiantes

GRUPO CONCEPTO DE LOS ESTUDIANTES

1 Su principal diferencia es que la biorremediacion se utiliza para la
restauracién de ambientes contaminados utilizando hongos y plantas, por
otra parte en la fitorremediacién es la descontaminacion de los suelos con
ayuda de plantas

2 La biorremediacién son organismos vivos (hongos, bacterias y plantas)en la
eliminacion de desechos en ambientes contaminados, ademas la
fitorremediacion se utilizan las plantas para que asimilen metales pesados

hasta descontaminar

3 La biorremediacion se refiere a todos aquellos métodos que se utilizan
organismos vivos (bacterias, hongos, plantas o algin otro organismo) en la




eliminacién de desechos en ambientes contaminados buscando que el
ambiente quede en sus condiciones naturales. La fitorremediacion
aprovecha la capacidad de ciertas plantas para absorber algunos

contaminantes presentes

La biorremediacion es el manejo que se le da a un microorganismo para
mejorar un ambiente y la fitorremediacion tiene el mismo proceso pero con

ayuda de las plantas.

En la biorremediacion se busca fertilizar la tierra por medio de
microorganismos, por otra parte la fitorremediacion se utilizan las plantas

para que cumplan la misma funcién

La biorremediacion hace referencia a los métodos para el uso de organismos
vivos en la eliminacion de desechos vy la fitorremediacion cumple la misma

funcion de restaurar pero con ayuda de las plantas

La biorremediacion se basa en los métodos de utilizacion de organismos

vivos y la fitorremediacion es la utilizacion de las plantas

La biorremediacién se refiere a todos aquellos métodos que se basan
utilizando organismos vivientes en la eliminacion de desechos y la

fitorremediacion es la descontaminacion del suelo con la ayuda de plantas

Hay una clara diferencia en cada una de estas ya que la fitorremediacion
consta de ventajas muy buenas con ayuda de las plantas vy la

biorremediacién es el proceso que se basa en la ayuda de organismos vivos

10

La biorremediacién es el uso de hongos para restaurar el ambiente
contaminado y la fitorremediacion es la descontaminacion del suelo y demas

utilizando las plantas

Tabla 13. Construccion del significado de la relacion hongo—planta

GRUPO CONCEPTO DE LOS ESTUDIANTES

1 Se observa que hay una simbiosis, donde el hongo ayuda al crecimiento de
la planta y la absorcion de nutrientes, favoreciendo su desarrollo

2 La préactica nos ayudé a ver que la relacién entre la planta y el hongo es
simbidtica, porque se ayudan entre las dos especies

3 Durante la practica concluimos que entre el hongo y la planta hay una
simbiosis mutualista

4 Existe una relaciéon simbidtica

Es una simbiosis en la cual en la que se efectlia una asociacion mutualista

ya que el hongo se aprovecha de la planta y viceversa




6 La relacion que se observa entre el hongo y la planta, que el hongo le ayuda
a la planta absorber nutrientes y agua a cambio de las misma condiciones

7 Es un proceso simbiético entre los organismos que se ayuda de forma
positiva
8 La relacion entre la planta y hongo es una relacién buena, donde los hongos

se establece en la raiz de la planta formando una relacién micorrisica

9 Es una relacién simbidtica entre estos dos organismos vivos

10 La relacion entre la planta y el hongo es una relacion simbiética — mutualista

gue beneficia ambas partes

Tabla 14. Observaciones de los estudiantes sobre esporas y raices en compaiiia de los HFM

Observaciones al microscopio

Esporas Raiz con el hongo

Grupo 1

Grupo 2




Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Tabla 15. Opinidn sobre el tipo de vida observada en la prdctica

GRUPO CONCEPTO DE LOS ESTUDIANTES

1 Se observaron esporas de hongos, que se extraian del suelo de la raiz

2 Observamos esporas

3 Vimos parte del hongo

4 Se observaron varios organismos vivos, pero nuestro objeto de estudio

eran los hongos

5 Observamos esporas durante la practica de extraccion

Tabla 16. Opiniones de los estudiantes sobre las ventajas y desventajas de los procesos de biorremediacion

GRUPO VENTAJA DESVENTAJA

1 Es que son efectivos en cuanto alos Requiere de mayor tiempo de
costos tecnologicos y que ayudan a tratamiento, s6lo se puede emplear
mas beneficios para el ambiente sobre un suelo que favorezca el

crecimiento microbiano

2 Es menos costoso que otras Dificultad para predecir el crecimiento

tecnologias en este tratamiento para el suelo




3 Generalmente soélo origina cambios Es aplicable a soélo compuestos
fisicos menores sobre el medio y biodegradables
permite la revegetalizacién natural

4 Es de féacil propagacion para poder Se requiere de un tiempo largo para
aplicarlos con facilidad ver resultados

5 Es una tecnologia poco masiva y El tiempo necesario para el desarrollo

generalmente  no

requiere de

componentes mecanicos para ser

ejecutada

del proceso puede ser un poco largo

Tabla 17. Conceptos de los estudiantes sobre los tipos de micorrizas

GRUPO ECTOMICORRIZAS ENDOMICORRIZAS ECTENDOMICORRIZAS

1 Se forman hifas por Se forman hifas por Tiene las dos formaciones
fuera dela raiz dentro de las raices de hifas, por dentro y fuera

2 Son aquellas que se Penetran la raiz y la Se encuentran en la
encuentran en la colonizan corteza y penetran la raiz
corteza de laraiz

3 Se caracteriza Se caracteriza porque Tiene caracteristicas ecto y
porque se hospedan se desarrollan muy endo
fuera de la raices profundamente dentro

de laraiz

4 Crecen sobre las Crecen dentro de la Tienen lafacultad de crecer
raices raiz dentro y fuera de la raiz

5 Se caracterizan por Penetran Se encuentra en la corteza

formar una extensa
red de hifas, ubicada
en la corteza de la

raiz

profundamente en la
raiz, colonizan vy

cambian su forma

y penetran profundamente

la raiz

Tabla 18. El objetivo planteado por los estudiantes sobre las prdcticas recibidas

GRUPO OBJETIVO DE LA CLASE EXTRACCION E IDENTIFICACION HFMA

1 Identificar el tipo de hongos a través de varios protocolos, con el fin de
conocer sobre el proceso de simbiosis con ayuda de hongos

2 Aprender a través de la observacion de esporas y otros montajes, el

significado de los HFM




3 Determinar a través de la extraccion de esporas y el porcentaje de

colonizacién, el manejo de hongos formadores de micorrizas

4 Conocer los procesos de biorremediacién con ayuda de los hongos

formadores de micorriza

5 Aprender sobre los procesos de biorremediacion y fitorremediacion

Segun la tabla 7 los objetivos de los estudiantes coinciden con el objetivo de la clase, sobre cémo
se extrae y se identifica un hongo formador de micorriza orbicular, (HFMA), y cual es su la funcién

de este microorganismo en el suelo.

Con las actividades realizadas en tres secciones de trabajo: practicas de laboratorio, salidas de
campo Yy socializacién se fue guiando al estudiante para la reconstruccion del concepto sobre los

hongos formadores de micorrizas y biorremediacion.

Se aplica de nuevo el pre-test, ahora como post-test, para establecer qué tanto pudo aprender los
estudiantes, y de esta manera nutrir la cultura cientifica de los futuros docentes y contribuir al

desarrollo de actividades de clases sobre temas de ecologia y microbiologia.

Después de aplicar el pos-test como actividad 5, siendo la evaluacion final de los estudiantes se
continué con varias clases participativas y practicas que ayudaron al futuro docente a desarrollar
mas los conceptos que podemos utilizar en varios procesos de biorremediacion; a través de un pos-
test que contenia preguntas de tipo abierto y cerrado donde se evalu6 conceptos, opiniones e ideas
del HFM.

Después de aplicar el post-test se analizaron los datos y se encontré segin la figura 48
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Figura 48. Resultado de las preguntas de tipo cerrado del pos-test

Que los estudiantes analizaron las preguntas a la luz de clases practicas y tedricas recibidas, como

también se puede confirmar e la comparacion de las respuestas del pre-test y del pos-test (figura

49).

100%
90%
80%
70%
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40%
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% DE ESTUDIANTES

900 93K 93%

83%
72%
49951% 23%
36%
23%
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P.1 (b) P.2 (a,b) P.3(ac0) P.4 (b) P.9 (b) P.10 (a,d)
RESPUESTAS

M Pre-test m Pos-test

Figura 49. Comparacion de las respuestas del pre-test y pos-test

Las respuestas de los estudiantes a las preguntas de tipo abierto dejaron ver un mejor desempefio

respecto a las respuestas vistas en el pre-test, como es el caso de las respuestas sobre la

clasificacion de los HFMA (figura 50, 51 y 52) en las cuales la mayoria de los estudiantes ampliaron

sus conceptos basados en las actividades realizadas.

Ectomicorrizas

M Fuera de la planta

® No sabe

M Se forma o se desarrolla, hospenadoen
la corteza de la raiz, donde se
encuentran las hifas del hongo

13%

o




Figura 50. Concepto de los estudiantes sobre las ectomicorrizas en el pos-test

Endomicorrizas

M Dentro de la planta
# No sabe

W Se caracteriza por que se forma o penetra en
interior de la raiz para colonizarla

Figura 51. Concepto de los estudiantes sobre las endomicorrizas en el pos-test
Ectemicorrizas
M se encuentran adentro y afuera de la planta
W No saben

HE Tienen la facultad de formar colonia en la
corteza o dentro de la raiz de la planta

Figura 52. Concepto de los estudiantes sobre las ectemicorrizas en el pos-test

Los estudiantes fueron evaluados por sus conocimientos. Sus conceptos se modificaron de acuerdo
con lo observado durante la practica realizada; los futuros docentes ya tenian criterios para poder

identificar una espora de un HFM con base en una imagen del pos-test (figura 53).



Imgen De La Espora

B No saben W Espora M Hifa
M Capas de la espora B Micelio W vesiculas
M arbusculos HTalo

Figura 53. Identificacion de las partes de la espora con ayuda de una imagen en el pos-test

La opinién de los estudiantes sobre la relacién planta—hongo también mejoré para los estudiantes

con un concepto mejor construido sobre el HFM, segun podemos ver. (figura 54).

RELACION PLANTA - HONGO

M Ayuda a la restauracion del suelos

M Hay una relacion simbiotica - mutualista, donde donde la planta ayuda
como hospedador y el hongo ayuda con nutrientes

B Ayuda en la reaccion metabolica de la planta

4% 6% .

Figura 54. Opinidn de los estudiantes acerca de la relacion planta-hongo en el pos-test

Igualmente se volvié a preguntar a los estudiantes sobre lo que saben de los HFM, pregunta
realizada durante el pre-test acerca de los usos que tienen estos hongos en el medio ambiente (figura
55)



USO DE LOS HFM EN EL SUELO

M Hay una relacion simbiotica

B Son de la familia Glomeromycetes ademas pertenecen al
reino Fungi

M Ayudan a la fertilizacion y ayuda a la biorremediacion

Figura 55. Opinion de los estudiantes durante el post-test acerca del uso de los HFM en el suelo

Por ultimo, se analiz6 en el post-test la comprension de la lectura sobre un estudio de caso que trata
del uso de los hongos formadores de micorriza, en la cual el estudiante debe pensar qué debe

mejorar o cambiar segun la informacién que esta en el documento suministrado (figura 56).

ESTUDIO DE CASO

B No le cambian nada

B Que s puede mejorar un suelo dafiado

B El uso de los hongos es muy beneficos

® Depende de la cantidad de esporas para borremediar el suelo
B Ayuda a revegetar el suelo

M Los suelos no estan muertos, sino escasos de nutrientes

B No saben que hacer

10%10%
3%

24% i

13% | N27%

Figura 56. Opinidn de los estudiantes durante el post-test acerca del estudio de caso sobre los HFM en el suelo



Conclusiones

Las actividades disefiadas y aplicadas al grupo de trabajo permitieron alcanzar en los estudiantes
un buen desempefio durante su aprendizaje, asi mismo manejar una buena concepcion sobre los
procesos de biorremediacién y el concepto sobre los hongos formadores de micorrizas alcanzando
mejorar su aprendizaje en un 10%. Este aprendizaje se baso en el deseo de que la ciencia es una
formacién para todos, pensando en la cultura cientifica que todo ciudadano debe recibir en la
escuela, mediante la instruccién de sus futuros profesores. Las practicas realizadas en campo y en
el laboratorio, con el fin de que los estudiantes comprendan la importancia del proceso de

biorremediacién fueron acertadas y pertinentes para el objetivo perseguido.

En lo fundamental, las actividades partieron de las ideas previas y dificultades encontradas en los
estudiantes y se centraron en su participacion, en el desarrollo de capacidades de analisis y de
establecimiento de relaciones. Los estudiantes desarrollaron el potencial para poder reconstruir sus
propios conceptos y nutrir su vocabulario como futuros docentes de ciencias naturales; asi mismo
para proponer actividades relacionadas con estos temas orientados de manera no tradicional que
permitan generar en sus estudiantes un aprendizaje mas contextualizado a las problematicas del

entorno.



10. CONCLUSIONES

Las plantas inoculadas con hongos formadores de micorriza arbuscular (HFMA) se
desarrollaron en buenas condiciones, mostrando una buena altura, las condiciones en la raiz
son buenas, teniendo una longitud y mayor ramificaciones, contribuyendo a mejorar el nivel
nutricional de la planta lo que se ve reflejado en mayor masa seca, crecimiento y area foliar
de la planta.

Los HFMA son encontrados en todo tipo de suelos y pueden colonizar cualquier planta que
establezca simbiosis con ellos, sin embargo, las condiciones fisico-quimicas del suelo
podrian estar generando cierto tipo de especificidad con respecto a las plantas hospederas,
segun las respuestas que muestran las plantas a determinadas especies de HFMA.

El porcentaje de colonizacién del HFMA, en el tratamiento experimental tuvo un buen
desempefio, bajando las condiciones de pH, macro y micro nutrientes, la textura y el olor ,
sin embargo, no se mostré diferencias significativas con el tratamiento control
Se determinaron 16 morfotipos en ambos tratamientos los cuales correspondieron a cuatro
géneros: Claroideoglomus, Funneliformes, Rhizophaguz y Glomus
La biorremediacion con HFMA, resulta ser una alternativa eficaz para la recuperacién de
agroecosistema, con esta se busca la optimizacion de técnicas y el aprovechamiento de las
interacciones entre microorganismos como los HFMA, que mediante sus procesos
metabdlicos y la segregacién de enzimas, biotransforman compuestos organicos e
inorganicos generados de la contaminacién por lixiviados obtenido por el mal usos de
sustancias en sus trabajos agropecuarios.

Para que un tratamiento de biorremediacion en el suelo sea eficiente es necesarios tener en
cuento variables como las condiciones fisicas y quimicas (pH, temperatura, humedad,
aireacion, nutrientes, textura, color y consistencia) las condiciones biolégicas del hongo y las
caracteristicas de los contaminantes, la estructura y su procedencia.

Se encontrd un porcentaje en la densidad de esporas en el tratamiento experimental de
26,6% y en el tratamiento control de 12,3%, creando diferencias significativas entre los
tratamientos.

No se encontré variedad entre los morfotipos en los tratamientos, segun las caracteristicas
fisioldgicas del hongo, donde se determinaron 16 morfotipos, basandonos en el color, forma,
tamanio y textura.

El género de hongos de mayor resistencia a suelos alcalinos, es el género Glomus, que es
el tipo de HFMA, que ayuda a los proceso de bhiorremediacion
Las condiciones fisicas y quimicas evaluadas en el suelo se modificaron de forma
considerable durante seis meses, mejorando las condiciones de pH y la concentracion de

algunos elementos como manganeso Y zinc.



» Se consideran que el resultado obtenido del suelo en este tiempo, se puede trabajar como
un fertilizante o acondicionador de algunos elementos, ya que las condiciones del pH son

aptas para manejarla en algunos agroecosistemas.
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Anexo 1. Tabla de seguimiento de plantas inoculadas con HFMA

ANEXOS

UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA (USCO)
PROGRAMA DE LICENCIATURA EN CIENCIAS NATURALES: FISICA, QUIMICA Y BIOLOGIA
SEMILLERO VIRHOBAT

SEGUIMIENTO
AL TALLO
2016

PLANTA: sorgo, grama y café

FECHA DE INICIO: 11- 11- 2016

FECHA DE FINALIZACION

MEDIO DE SIEMBRA: suelo contaminado con lixiviados CANTIDAD DE PLANTAS OBSERVADAS: 3 por muestra

Especie de . Promedio de
TAMANO de ]
FECHA planta hojas por | Color de la planta OBSERVACIONES
la planta
planta
11-11-2016 | Sorgo Siembra
11-11-2016 | Grama Siembra
18-11-2016 | Sorgo lcm Verde limén claro Son muy pocas las que han nacido
18-11-2016 | Grama 0.5cm Verde limén Son mayoria en las masetas
Sorgo 1 o Se notan semillas con una lama blanca
25-11-2016 5cm Verde limén claro )
donde se consideran que son hongos
25-11-2016 | Grama 3cm 1 Verde limén Ninguna
2-12-2016 Sorgo 7cm 2 Verde claro Son plantas muy delgadas y débiles
2-12-2016 Grama 6cm 2 Verde claro La grama es muy delgada y pegajosa
9-12-2016 | Sorgo 10 cm 2 Verde claro Son plantas muy delgadas y color muy claro
9-12-2016 Grama 7cm 2 Verde claro El pasto se encuentra un poco marchito




Sorgo 3 Algunas plantas sean han marchitado y
16-12-2016 11cm Verde claro
muerto
Grama 2 Son muy pocas las plantas que hay, se
16-12-2016 7cm Verde claro )
considera que debo resembrar
23-12-2016 | Sorgo 12 cm 4 Verde claro Se debe resembrar por la cantidad
23-12-2016 | Grama - Se sembr6 nuevamente
30-12-2016 | Sorgo 12cm 4 Verde claro Se inicia nuevamente, se resiembra
30-12-2016 | Grama lcm 1 Verde limon claro Son muy pocas las que han nacido
6-01-2017 | Sorgo l4cm-1cm |4 Verde claro Las plantas grandes siguen normal
6-01-2017 | Grama 2.5cm 1 Verde limon claro Ya se ve parejo las plantas de grama
Sorgo Muestras trozadas por las hormigas, se
13-01-2017 ]
resiembra
13-01-2017 | Grama Muestras trozadas por las hormigas, se
resiembra
13-02-2017 | Sorgo 1cm 1 Verde claro Ninguna
20-02-2017 | Grama lcm 1 Verde claro Ninguna
Planta de Café Verde claro Se decide trasplantar plantulas de café, aun
20-02-2017 3cm )
no brota la hoja
2 Verde claro La planta reacciona bien al medio donde se
27-02-2017 | Plantas de café | 4 cm trasplantadas, HAY TEMPORADA DE
LLUVIA
27-02-2017 | Grama 3cm 2 Verde claro Todo normal
2 Verde claro Todo normal, en la plantas en la semilla se
27-02-2017 | sorgo 7cm

ponen algunas blancas (con lama)




4 Verde claro Hay  algunas hojas que sufren

3-02-2017 Plantas de café | 4 cm malformaciones, pero todo lo demas esta
bien.

3-02-2017 | Grama 5cm 2 Verde claro Hay temporada de lluvia
3-02-2017 sorgo 12 cm 3 Verde claro Hay temporada de lluvia
10-02-2017 | Plantas de café | 4.5 cm 4 Verde claro Hay temporada de lluvia
10-02-2017 | Grama 7 cm 3 Verde claro Hay temporada de lluvia
10-02-2017 | sorgo 19 cm 3 Verde claro Hay temporada de lluvia
17-02-2017 | Plantas de café | 5cm 6 Verde claro Hay temporada de lluvia
17-02-2017 | Grama 10 cm 4 Verde claro Hay temporada de lluvia
17-02-2017 | sorgo 26 cm 4 Verde claro Hay temporada de lluvia
24-02-2017 | Plantas de café | 5cm 6 Verde claro Hay temporada de lluvia
24-02-2017 | Grama 12 cm 4 Verde claro Hay temporada de lluvia
24-02-2017 | sorgo 34 cm 6 Verde claro Hay temporada de lluvia

8 Verde limén claro las hojas
03-03-2017 | Plantas de café | 5cm nuevas y verde limén las | Temporada de lluvia

hojas antiguas

03-03-2017 | Grama 14 cm 5 Verde claro Temporada de lluvia

7 Verde limén claro las hojas ) )
03-03-2017 | sorgo 40 cm nuevas y verde limén las temporada de lluvia, las hojas a hacen ver

hojas antiguas

alta




Anexo 2. Tabla de seguimiento de plantas sin HFMA
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UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA (USCO)
PROGRAMA DE LICENCIATURA EN CIENCIAS NATURALES: FISICA, QUIMICAY BIOLOGIA
SEMILLERO VIRHOBAT

SEGUIMIENTO
AL TALLO
2016

PLANTA: sorgo, grama y café

FECHA DE INICIO: 11- 11- 2016

FECHA DE FINALIZACION

MEDIO DE SIEMBRA: suelo contaminado con lixiviados CANTIDAD DE PLANTAS OBSERVADAS: 3 por muestra

Especie de . Promedio de
TAMANO de )
FECHA planta hojas por | Color de la planta OBSERVACIONES
la planta
planta
11-11-2016 | Sorgo Siembra
11-11-2016 | Grama Siembra
18-11-2016 | Sorgo lcm 1 Verde limén Son muy pocas las que nacen
Grama 1 o Son mayoria en el montaje, pero no han
18-11-2016 lcm Verde limén )
nacido todas.
Sorgo Se resembro nuevamente, las platas se
25-11-2016 )
murieron
Grama - Se resembro nuevamente, las platas se
25-11-2016 )
murieron
2-12-2016 | Sorgo lcm 1 Verde limén Plantas muy delgadas y se ven débiles
2-12-2016 | Grama 1cm 1 Verde limon Crecen de forma uniforme
9-12-2016 | Sorgo 3cm 1 Verde limon Todo igual
9-12-2016 Grama 5cm 1 Verde limén Cresen parejo pero son plantas muy débil
16-12-2016 | Sorgo 4 cm 2 Verde limén Son muy pocas las plantulas que quedan




Grama 2 o Quedan muy pocas donde se debe
16-12-2016 6 cm Verde limén
resembrar
Sorgo Se resembro nuevamente, las platas se
23-12-2016 )
murieron
Grama Se resembro nuevamente, las platas se
23-12-2016 )
murieron
30-12-2016 | Sorgo lcm 1 Verde claro Crecen de forma uniforme
30-12-2016 | Grama 1.5cm 1 Verde claro Crecen parejos
6-01-2017 | Sorgo 2cm 1 Verde claro Todo igual
6-01-2017 Grama 3cm 1 Verde claro Plantad muy débiles
Sorgo Muestras trozadas por las hormigas, se
13-01-2017 )
resiembra
13-01-2017 | Grama Muestras trozadas por las hormigas, se
resiembra
13-02-2017 | Sorgo 1cm 1 Verde claro Son muy pocas las plantulas que nacen
20-02-2017 | Grama 1cm 1 Verde claro Ninguna, son la de mayor cantidad
Planta de Café Verde claro Se decide trasplantar plantulas de café, aun
20-02-2017 3cm )
no brota la hoja
27-02-2017 | Plantas de café | 3cm 2 Verde claro Temporada de lluvias, planta no mejora
27-02-2017 | Grama 3cm 1 Verde claro Temporada de lluvias
27-02-2017 | sorgo 5cm 1 Verde claro Temporada de lluvias
3-02-2017 | Plantas de café | 3.2cm 2 Verde claro Temporada de lluvias
3-02-2017 | Grama 4 cm 1 Verde claro Temporada de lluvias
3-02-2017 | sorgo 6 cm 2 Verde claro Temporada de lluvias




10-02-2017 | Plantas de café | 3.5cm 2 Verde claro Son plantas que se encuentra en mal estado
Se resembro nuevamente, las platas se
10-02-2017 | Grama ]
murieron
Se resembro nuevamente, las platas se
10-02-2017 | sorgo ]
murieron
2 Es una planta muy marchita, sus hoja tiene
17-02-2017 | Plantas de café | 4 cm Verde muy claro los borde quemados ( hay temporada de
lluvia)
3 La temporada de lluvia, le ha servido para el
17-02-2017 | Grama 3cm Verde claro o
crecimiento
2 La temporada de lluvia, le ha servido para el
17-02-2017 | sorgo 2cm Verde claro o
crecimiento
24-02-2017 | Plantas de café | 4 cm 2 Verde muy claro Es una planta apestada
24-02-2017 | Grama 9cm 5 Verde claro Son la de mayor abundancia
24-02-2017 | sorgo 5cm 3 Verde claro Hay muy pocas y muy débiles
i 3 . Sus hojas pequefias y muy quemadas sus
03-03-2017 | Plantas de café | 4 cm Verde muy pélido
bordes.
7 Son muy abundantes, y tiene mayor
03-03-2017 | Grama 15cm Verde claro o
dominio.
4 Son muy escasa y hay muy pocas en este
03-03-2017 | sorgo 1lcm Verde claro

montaje.




Anexo 3. Andlisis fisico-quimico del suelo contaminado con lixiviados (suelo inicial), Noviembre del 2016

me 1D clinrvte: Cristian Camila Cardozo 101_15
Municipio: Neiva Fecha muestran: Mo reporta
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MUESTRA CONTROL, SUELO SIN EL HONGO FORMADOR DE MICORRIZA

GAA
INFORME DE ENSAYOS ANALISIS DE SUELOS j LAZC
| ERFRO1 | VERSION | 4 [ VIGENCIA @ 2016 | Pigina | 1del
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MUESTRA CONTROL, SUELO CON EL HONGO FORMADOR DE MICORRIZA

_ : NEIVA
Email; ccov-0317@ho

_NFORWACISN GE LA MUESTR Pl s |
Finca: no reporta Matriz: Suelo N* Muestra:
ID cliente: Cristian Camilo Cardazo L
Feicha muestreo: no reporta 004-17
Fecha recepcién

Fecha analisis: 18 de marzo da 3017
Fecha ontrega: 24 de marzo de 3017

NTC 5264
NTC 5403 método B
: NTC 5350
 Magnssio (Mg] kg 5.30
Sodig (Na) emal E[T 1013 NTC 5349
Potaso (K) cmal kg 67,11 ]
Azutre i5) ppm 5326 | NIC 5402
Hisrmo — _E—. = = i 12877 |
Cobre (Cu) " b 510 NTC 6526 método DTPA
Shcizn) BoM 10,01
AL ppm 35,98 H0 Calienis
A lilenow. Arsreillans T=Trmes Ciase Arfr Bouyucos

NOTA 1: Los resultados son vblides (nicamenie por la muesiva analizada,
NOTA 2: E| presente informe no debera raproducirse total o parcialmente sin & Butonzacicn del |aboratario,

MOTA.3: |.os datos i hmmummmﬁnﬂmqumminmummﬂuﬁmﬂu

JHON JAIRO AREVALO HERNANDEZ
Coordinader Laboratorio

FIN DEL INFORME

Hniversiaad Surcolombiana Av. Pastryiia Cra. 1§ Newa - Hulla, Blogus de Ingeniéria primer 5is6, Tel, B754753 ext 109¢.
Email: labgaa @usen. edu eo



Anexo 5. Andlisis fisico-quimico del suelo contaminado con lixiviado, sequndo muestreo por triplicado con la muestra
control y experimental, Mayo del 2017

MUESTRAS DEL SUELO SIN EL HONGO FORMADOR DE MICORRIZA (MUESTRA CONTROL)
MUESTRA 1.

INFORME DE ENSAYOS ANALISIS DE SUELOS

Vereda: No Reporta 1D cliente: SINHFMA 036-1 ?
 Municipio: Neiva Fecha muestrec: No reporta
: Huilla Flﬂlw: OMOSR017
%mw '_%
W Pian da muestreo: No aplica Hu- N 636
- 873 | Fuertemerte Alcaing
| Carbono %ﬂmm B 424 Altn
ol kg 15.08 Medio
e ﬁg il Ao
F i i 1
Magnesio (Mg) cmol®, 21 64 Alte
Soudic cmol® kg 176528 Allo
cmol* kg 144576 Al
Bases Totales (BT) emal” kg 1807 -
Satwacion de basas [G8) = =1 —
Hiemo E 10166 Alto
ppm 4934 Al
Cobm (Cu) ppm 0.90 Bajo
Cinc [Zn) ppm 38.57 Alta
Boro (B) ppm 0.85 Alto
ALK : ool kg’ : s
= ] - 241 =
Relackin [ Ca + Mg WK E 0.05 .
_ Relacion Mgik =S 002 -
Clase Franco Aranoso

mme'ﬂnmthm
NOTA 2: ﬂmﬁmum“im wnmm & sulorizacitn del lshoraiorio,
| : ta infarmackbn son suministrados por quien radica la muesir an of Laboratoria.

FiIN DEL INFORME

mm Av. Pastrana Crn. 1 Nesva - Hulla. Blogueo de ingemieris prineer piso, Tel. B754753 w1096,



MUESTRA 2




MUESTRA 3.




MUESTRAS DEL SUELO CON EL HONGO FORMADOR DE MICORRIZA (MUESTRA
CONTROL)

MUESTRA 1.

Vereda: No Reporta 1D efiente: CONHFMA 037- 17
Munijcipio: Neiva Facha muestreo: No reporta
Huita Fecha mecopeion: 0NDS2017
Facha anirega; O1/0RZ0NT
: No aplica entroga:
| ¥ Plan do muestreo: No aplica infarme de resuliades N* 037
pH
Carbano Organico (CO)
C.LG. cmol” kg B
Fosforo ! ppm ; Alto
Calcio (Ca) mm*.u;: = m ,
Magnesio (Ma) cmei®, 1B -
uru‘.;q 1%' g_ Hlh B4R
585 ; g o ’ : - Suma cationes
Saturacion da %&u (58) % =100 = Relacian
Anulre (5) ppm 522 Bap NTC 5402
Hiammo (Fe) ppIm 83 88 Madio , _
Mﬂ%' {Mn} ppm 24,50 Alle | NTC 5528 método
{Cu) ppm 303 Madio e DTPA
Cinc (Zn) ppm 3529 Allg |
Boro (B) ppm 56.72 Alto H:0 Caliants
Aclasz intercambiable cmol” kg’ - NTC 5263
Relacién { Ca + Mg K - 004 Relacion cationica
Redacion Mg/K - 001 = S ——
TEXTURSA Clase Franco Arsnoso Omanaléptico

NOTA 1: Lmnmndumﬂmmwhmm
NOTA 2: El me no deberd reproducirsa. tofal o parcialments sin 1o aulonzacion del Eboreiona.
NOTA 3: Los daios del giigrite y In informacién son suminisiradas por guisn radica ls muesira en el Laboratoro

FIN DEL INFORME

 Universidad Surcalomibsiana Aw, Pastrana Cra. 1 Neba - Hoila, Blogue de ingenieria primer pso. Tel, 8754753 sat.1056.
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Anexo 6.Texto de varianza aplicado al Crecimiento de la raiz

Hipotesis nula: los datos tienen una distribucién normal

Hipotesis alterna: los datos no tienen una distribucion normal.

Goodness-of-Fit Test

Shapiro-Wilk W Test

w Prob<W
0.877876 0.0162*

MNote: Ho = The data is from the Normal distribution. Small p-
values reject Ho.

Hipotesis nula: los datos son homocedasticos

Hipotesis alterna: los datos no son homocedasticos

* Tests that the Variances are qu.lﬂl
40
E 3.0+
20~
- el
1.0+
oo HEMA ' NO-HFMA
P lasidn
MeanAbsDil MeanAbsDif
Level Count Sid Dev to Mean to Median
HFMA 0 3745388 2 814815 2.333333
NO-HFMA 10 2.485514 2.040000 2. 000000
Test F Ratic DFNum DFDen p-Value
O'Brien].5] 0.7844 1 17  0.9041
Brown-Farsylhe 0.0813 1 17 07682
Levens 0.8806 1 17 03612
Bartlatt 1.3203 1 . 02489
F Test 2-sided 2.2707 B 3 0.2435
Grafico 1. Texto de varianza del crecimiento de la raiz

Los datos no presentan heterocedasticidad. Valor p es mayor a q, la hipétesis nula es aceptada

Segun el texto de varianza, no se debe aplicar ANOVA, pero si pruebas no paramétricas

Hipotesis nula: las raices tienen una longitud igual en las plantsas inoculadas y no inoculadas.

Hipotesis alterna: las raices no tienen una longitud igual en las plantas inoculadas y no inoculadas.
Si hay un efecto de la inoculacion.



* Wilcoxon / Kruskal-Wallis Tests (Rank Sums)

Expected
Levwal Count Scorg Sum Score Score Mean (Mean-MeanO)Stdd
HFMA ] 118.500 80.000 13.2778 2412
MO-HEMA, 10 T0.500 100.000 7.0500 2412

* 2-Sample Test,
Normal Approximation

5 Z Prob=lZi
118.5 241160 0.0159*

* 1-way Test, ChiSquare

Appmximatinn
ChiSquare DF Prob=ChiSg
B.0181 1 0.0142*

Valor P es menor a alfa, la hipotesis nula es rechazada, si hay diferencia entre tratamientos




Anexo 7. Texto de varianza aplicado a la altura de las plantas de cada tratamiento.

Hipotesis nula: los datos tienen una distribucion normal

Hipotesis alterna: los datos no tienen una distribucion normal.

Goodness-of-Fit Test

Shapire-Wilk W Tesi
w Prob<W
0.000338 D.0418°

MNote: Ho = The dafa is from the Momnal distribution, Small p-
vahsas reject Ho,

Shapiro wilk es el test para identificar la normalidad en los datos.
Se rechaza la hipotesis nula.
Hipotesis nula: los datos son homocedasticos

Hipotesis alterna: los datos no son homocedasticos

= Tagts that the Varlances are Equal
is
£
o
-]
E
- TTHx T WO THA
L o
Masnibalil  KaanAbaCi
[ il ol D oM Madian
HFkds L P IEERE TR
M- FRA n 195 11 25000 AR0om
Tert Fhetio DFRum BF0ue @Yol
Ak = .50 i 7S
B Fovrathe LEE Lo f 87 e
Luwurra LEL-0 1 T omcT
Baiell AR | nEsIT
F Tast @sided tEsi (] R T

Se acepta la hipotesis nula

Hipotesis nula: los tallos tienen una altura igual en las plantsas inoculadas y no inoculadas.

Hipotesis alterna: los tallos no tienen una altura igual en las plantas inoculadas y no inoculadas. Si
hay un efecto de la inoculacion.

Wilcoxoen / Kruskal-Wallis Tests (Rank Sums)

Expacind
Lewnl Count  Soore Eum Boorg  Boors Momn  (Moan Mo ed
HFMA a4 115, S [ ] 12023 RS
ROHHFRAR L) T&.5600 100000 T.&500 -2.0d45

= 2-Sample Test,
Normal Approximation
5 Z Probg=—Z
1155  E04485  O.0400°

* 1-way Test, ChiSquara

Approximation
ChiBguans DF  ProabeChiBg
LR I [ R ihy=i

Se rechaza la hipotesis nula. Si hay efecto de la inoculacién.



Anexo 8. Andlisis estadistico aplicado la longitud total de las plantas (raiz y parte aérea) medida en
centimetros en los dos tratamientos

Hipotesis nula: los datos tienen una distribucion normal

Hipotesis alterna: los datos no tienen una distribucion normal.

Goodness-ol-Fil Test

Shapeo-hilk W Test
W Prob<id
[RE= T OLis2d

hefa: Ho = Tha dala & froem e Momrnal distibuton. Smal pe
il et Ha

Se acepta la hipotesis nula de distribucion normal en los datos.

Hipotesis nula: los datos son homocedasticos

Hipotesis alterna: los datos no son homocedasticos

* Tests that the Variances are Equal

HFIA HO-HFWA
I Ll

MesmnibsDil  MeanAbsDH

Lovol Couni  Sid Dev fc Moan o Medisn
HEMA 0 18.55472 15,6203 1468687
MOUHFRAA 10 14.07283 11,56000 1043000
Test FFafic DFMum  DFDen  p-value
OBrien].5 1. 2650 1 17 DErsh
Braen-Fromythe 0.5E08 1 17 DudEED
Lo 1. 3514 1 17 Duds
Bartloll 0.0 1 0 AS4T

F Tesl 2-sikd 1T B 8 DaET0

Se acepta la hipotesis nula de homocedasticidad
Hipotesis nula: longitud total de las plantas es igual en plantas inoculadas y no inoculadas.

Hipotesis alterna: longitud total de las plantas no es igual en las plantas inoculadas y no inoculadas.
Si hay un efecto de la inoculacion.

T Wilcoxon f Kruskal-Wallis Tests (Rank Sums)

Eupaemtesd
Lewel Cownt  Beore Bum Beore Boose Bomn (R o Moon O Sndl
HF A g 117.000 O0.000 13. 0000 14
POHF LA id To.000 100, BN 3000 -EAEA

+ 2-Sample Test,
Hormal Approximation

- = Proo=@
117 248372 OLBE05"

= 1-way Test, ChiSquare
Approximation

ChiSquars OF  Proke-ChiSg
A, 2600 1 LoETS"



Texto de variancia aplicado al peso seco de las plantas de los diferentes tratamientos
Se rechaza la hipotesis nula, si hay diferencias entre tratamientos
Hipotesis nula: los datos tienen una distribucién normal

Hipotesis alterna: los datos no tienen una distribucion normal.

* Peso seco

1 -

il

Normal(1.32688,1.63478)

Anexo 9. Varianza del peso seco

v Goodness-of-Fit Test
Shapiro-Wilk W Test

w Prob<W
0.684090 0.0001*
Note: Ho = The data is from the Normal distribution. Small p-
values reject Ho.

No hay normalidad



Hipotesis nula: los datos son homocedasticos

Hipotesis alterna: los datos no son homocedasticos

v Tests that the Variances are Equal
P -
= 1.5
= 4
IE 1.0+
i
A F=T T 0 FIFWR
Irecakacadn
MesnAbsDil  MeanAbaDu
Laval Counl  Sbd Doy o Maan 1o Median
HEMA 8 1018796 1358460 1108635
HO-HFMA B 0248397 134063 0. VEEGTS
Tesl F Pativ DFNum DFDen  p-Valua
Brier] 5] 1 6 1 14 02170
Brown-Forzyibs 20510 1 14 01740
Lavena ESB4E 1 14 O.oear
Bl 176738 i <. 0001*
F Tasl 2-5ided RRETIS ¥ T oo
* Welch's Test
Walch Anova testing Means Equsl, alloving Std Deva Mol
Equal
F Ratlo DFMum DFDens Prob=F
74172 1 7.248  Q.0287
t Tost
27235

Texto de varianza del peso seco

Se rechaza la hipotesis nula.
Hipotesis nula: peso seco de las plantas es igual en plantas inoculadas y no inoculadas.

Hipotesis alterna: peso seco las plantas no es igual en las plantas inoculadas y no inoculadas. Si hay
un efecto de la inoculacion.

" Welch's Test
‘Welcn Anova besting Mesns Equal, alowing Std Oava Mol
Equal
F Restia DFMusm DFDen Prab = F
4172 1 T2ME  Ooo2ert
b Tast
27235

Se rechaza la hipotesis nula, si hay un efecto en la inoculacion.



PORCENTAJE DE COLONIZACION

Goodness-of-Fit Test
Ehapim—W’llh VY Test
w Prob<W
0,933567 0.1808

Mote: Ho = The data is from the Normal distribution. Small p-
values reject Ho.

='Poreentaje de Colonizacion
a4
P

a5 -
\
20 4
a5 My

M|

Mcemal] 19,405 B B4424)

' Tests that the Variances are E'QI..IE.‘I

T

A
3]
= 5
@y,

1

- FELA a WO HFWA

I kst
MeanAbsDit  MeanAbsDIf

Lewel Caunt St Dew 1o Mean o Median
HFRA 10 E.518043 4 480000 4400000
MO-HFMA 10 3.589460 2.BEDDD 2.710000
Test F Ratle DFNum DFDen  p-Valus
O'Brien(. 5] 1.1844 1 18 (.2008
Brown-Foreythe 1.1785 1 18 0.2028
Lewang 11097 1 18  0.307H
Barilett 28448 1 00917
F Tes! 2-sided 3.2 a 9 0.091B8

Texto de varianza del porcentaje de colonizacion entre los tratamientos

* Summary of Fit

ASquare 0671729
ASquare Adj 0.653401
Root Mean Square Ermor 5. 265026
Mean of Responsa 19.495
Ohservations (or Sum Wagls) 20

* Analysis of Variance

Sum of
Source DF Squares
Medel 1 1021.0205
Error 18 4083600
C. Total 19 1510.9805

Mean Square  F Ratio
1021.02  35.8327
27.72 Prob=F
<.0001*



Anexo 10. Texto de varianza aplicado a la diversidad de esporas

DENSIDAD DE ESPORAS:

Se observa que si tienen distribuciéon normal entre los resultados.

Goodness-of-Fit Test

Shapiro-Wilk W Test
w Prob<W
0.858979 0.0076*

Nole: Ho = The data is from the Nommal distribution. Small p-
values reject Ho.

* Tests that the Variances are Equal

i
50—
50—
Frs
50 -
A
10
o FIF A T NO-HFMA
Incculacion
MeanAbsDil MeanAbsDif
Lewvel Count Sid Dev to Mean to Median
HFMA 10 5B.23859 4580000 45 80000
MO-HFMA, 10 17.20483 14.20000 14. 20000
Test F Ratic DFNum DFDen p-Value
O'Brien[.5] 4.0081 1 18 0.0606
Brown-Forsythe 7.7483 1 18 0.0123"
Leavens B.7895 1 i8 0.0083*
Bartlett 10.3255 1 . D.0013*
F Test 2-sided 11.3394 9 9 0.0013"
* Welch's Test
Welch Anova testing Means Equal, allowing Std Devs Nol
Equal
F Ratloc DFMNum ODFDen Prob=F
1524418 1 10575 <0001*
L Test
12.3467

Grafico 2. Texto de variancia de la diversidad de esporas.



Anexo 11. Ajuste de cuadrados

Respuesta Evenness
Modelo completo

Real por predicho diagrama

0.89
0 BEh 1
.88 -
- ;
= A=
< .
@ '].B_Fr_ ; r .
$ 0 865 -
£ 86 ;
LIJ -
0 A —
IR 38 I
8. 5] - I ] T ] T
0E45 0855 0855 0875 0835

Evanese Predictad P=0.6425
R3y=0.08 RMSE=0.0178

Analysis of Variance

Sum of
Source DF Squares Mean Square
IModel 1 0.00007819 L.000078
Err 4 0.00124484 2.000311
C. lctal o 0.00132303

Parameter Estimates

Term
Irtercept
AT AMIEN .('][I 1]

Residual by Predicled Plot

0.89684036 0.007202
oEeT  DO07202

F Ralio
0.2512
Prob = F
00425

Estimate Std Error tRatio Probedtl
120.72

<0001

.50 L6495



Anexo 12. Ajuste de minimos cuadrados

Respuesta Evenness
Modelo completo

Residual por Lote Previsto

0020
0.015
0.010-
0.005
0.000
0005 —
0.010~
-0.015 -
-0.020 R S Y T pwe p P
0B8a5 0BS5S 0865 0875 0885
Eveness Pradicted

E
&
4
-
g

Anexo 13. Tratamiento de Parcela de apalancamiento

0.88-

Evanass Levaraga
Feskusls
=] (=R
8§
|
1
|
|

0.85=

11T —
0.B8E 0867 0OBBZ2 087 0873
TRATAMIENTO
Leverage, P=06425

Least Squares Means Table

Least
Level S0 Mean Std Error Mean
T1 D.87301357 D.01018511 D.EBE73014

T2 D.BE572365 0D.01018511 D.BGE5T94
Response Indice de Simpson

Ajustes de minimos cuadrados
Respuesta Eveness
Respuesta Indice de Simpson
Modelo completo

Real por predicho diagrama



L&
WEES
L RTTL
8 2 naa- =

D85 2

et -~
>

AR ’

s e

DES 083 084 026 C.36 DET 1.83 0EC
IrEace de SEmpacn | neaded
Pl 5706 RS =1 24 AR 19718

Summary of Filt
REqums C.243E85
FByuare Adj C.053810
Feoct Mean Squane Croor 002178
haan of Hesoones It HIirH1 3
Dbsenvetions {or Sum Wits) i
Analysis of Variance
Srsm af
= ¥ Snuarex  Mean Souane F Hrfin
LLET T M-S LEREH T g
Emcr L PR R Bh VU4 Proh= F
G. Total 5 DUOCES0620 B
Parametar Estimates
Lnrrm Estimnte  Etd Ereor tHAten Probesib
Inz& L LEEATRY  JLUders AR - AT T
TRATAMIENTZ(T1] Cu00TZ8  O.008892 113 03306

Residual by Predicted Plot

Ajustes de minimos cuadrados
Respuesta Indice de Simpson

Modelo completo

Residual por Lote Previsto

0,03
(.02 <

.01 <

g-ﬂ.{ﬂ-

003 ~

Indica da

=
0.0 =
B [T 0 4 P PRNURES
=
o

0.04 ,
0.82 0.83

1 1 | J 1
0.84 0B85 086 087 0828 080

Indice de Simpson Predicted




Parcela de aplacamiento

Y- E—
0.860

T [= 1} T,
oess 04870 0875 0.8B0
TRATAMIENTO

Leveraga, P=0.3208

Least Squares Means Table

Least
Level Sq Mean Std Error Mean
T1 0.87 788670 0.01257485 0877887
T2 085774114 0.01257485 0.B57741

Response Indice de Shannon

Ajustes de minimos cuadrados
Respuesta Indice de Simpson
Respuesta Indice de Shannon

Modelo completo

Real por predicho diagrama



T I T T Li T T T
19185 2 2052121522 22523235
Indice da Shannon Predicted
P=0.3862 R5q=0.10 RMEE=0.1488

Analysis of Variance

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Ratio

hodel 1 D.02085303 0020853 00445

Error 4 [.08831284 0022078 Prob>F

C. Total 5 D.10916587 0.3862
Parameter Estimates

Term Estimate Sid Error tRatio Probeiti
Intercept 2223441 D.060661 3665 <0001"

TRATAMIENTO[T1] 0.0589534 D.0G0EG1 097 0.3882
Residual by Predicted Plot

Ajustes de minimos cuadrados
Respuesta Indice de Shannon

Modelo completo

Residual por Lote Previsto

= E ool T ool =l
1.9185 2 2053121522 22523205
Indice de Shannon Predictad

Tratamiento de Parcela de aplacamiento



24
c & 23 -
1 ot
g E gads ==
o
g 21
€8,

14 T T f T ] 1

216 218 220 222 224 226 228 230
TRATAMIENTD
Leverage, P=0.3862

Least Squares Means Table

Least
Level Sqg Mean Std Error Mean
T1 22823845 0.08578697 2.28233
T2 21844876 0.08578697  2.16449

Response Riqueza de morfotipos

Ajustes de minimos cuadrados
Respuesta Indice de Shannon
Respuesta Riqueza de morfotipos

Modelo completo

Real por predicho diagrama

= R B8 & O3
f vl e
Y,

Ricuezade
moroipoE A

__/-

=
i

=

T T T T
] B 1M1 12 & 1% 1E "8
R IR a da mrelipes Srecicied
Fail 215 HEqel) | HMEE=" B F

Analysis of Variance
RISIII (Ir
Soree CF Suquares e Souare F Ralia
L=l | 7 RRARRT P ARARY 1 AC0
[Error 4 15533333 33333 FProb> F
. Todal 5 16000000 LA
Parameler Estimates
Temm Eatimate Etd Emor 1Ratia  Probeldt
Irteremrd 17 n74RG 1744 <OMW"

TRATAMIFNTO[TI] N GGGT N TR A3 042G
Residual by Predicted Plot




Ajustes de minimos cuadrados
Respuesta Riqueza de morfotipos

Modelo completo

Residual por Lote Previsto

-
-3 T T T T T T
o o0 M 12 13 14 15 18
Hiquaza de
morfotipos Pradicted

Tratamiento por parcela de aplacamiento

9 T T T T |
12.25 12.50 1275 13.00 13.25 1350
TRATAMIENTD
Leveraga, P=0.4316

Least Squares Means Table

Least
Level Sq Mean Std Error Mean
T1 13.666667 10540926  13.6667

T2 12.333333 10540926  12.3333



Ajustar Y por Grupo X

Analisis unidireccional de la uniformidad por TRATAMIENTO

U - —
0.805= =
0.85-|
0875
® uni-
2 opes-
LLE
0RA-|
LIR. o ]
Qo=
NRa5 - = , =
TRATAMIFNTD
Prueba que las Variaciones son Iguales
1100
0015
7 d
,E; -
= _
0.005-
[BEHEY = - =
THATAMIENTOY
MeanAbsDif MeanAbsDif
Level Count Sid Dev fo Mean tn Median
T 3 DOAZ045 Q112134 0.018T125
T2 3 D.0188818 0.0130285 0.0151658
Test F Ratie DFNum DFDen p-Value
O'Brien 5] Q.0750 1 4 07977
Brown-Forasylhe 1.9275 i 4  D.2373
Levene 0.05652 1 4 0.8259
Bartieti 00345 1 0.8514
F Test 2-sided 1.34472 2 2 0B53Z

Warning: Small sample sizes. Use Caulbion.

Welch's Test



Anexo 14. Ajustar Y por Grupo X de andlisis unidireccional de la uniformidad por TRATAMIENTO
Prueba de Welch

Advertencia: Pequefios tamafios de muestra. Con precaucion.

Prueba Welch Anova significa igual, lo que permite a los desarrolladores de Std no Igual

F Ratio DFNum DFDen Prob>F
0.2512 1 39156 0.6431

t Test
0.5012

Andlisis unidireccional de indice de Simpson por TRATAMIENTO

Q.88
BH —
g ORT - -
£ o6
B oas
8
2 nas-
D — -
i T ; T7
TRATARMIZHNTC
Prueba que las Variaciones son Iguales
0.035
0030~ .
- 0025 -
-
& 0o -
D 0OMh-
o 0010 -
0.005 -
0.000
T : T2
TRATAMIENTO

MeanAbsDif MeanAbsDif
Level Count Sid Dev to Mean lo Median



Anexo 15. Ajustar Y por Grupo X, andlisis unidireccional de indice de Simpson por TRATAMIENTO

Prueba que las Variaciones son Iguales

MeanAbsDIf MeanAbsDH
Laval Count Std Dav to Maan 10 Madian
T1 3 00071514 00048755 DO0BL T 6
T2 3 0.0292603 0.0226116 00228589
Test FRatio DFNum DFDen p-Value
O)'Bran &) 1 5759 1 4 02777
Srown-Forsythe 2.0e04 1 4 02245
_Bveng 8.4387 1 4 00839
Sartletl 2.5435 1 - D1ls
F Tesl 2-zided 17.5515 2 2 01078
Warning: Small sample sizes. Use Caulicn.
Welch's Test
Welch Anova 12sling Means Equal, allowing S1d Devs Nol
Equal
FRatla DFNum DFDen Prob>F
126853 1 22372 .3645
t Test
115378

Anexo 16. Prueba de Welch

Oneway Analysis of Indice de Shannon By TRATAMIENTO

2.35
23

225 -

g 55
L a5
8 21-

% a0
£l
1.95]

i T4 T

TRATAMIENTC

T2

Tests that the Variances are Equal

Ajustar Y por Grupo X
Andlisis unidireccional de Indice de Simpson por TRATAMIENTO

Prueba que las Variaciones son Iguales



-] '
=N
200 i
] E
06—
[ T ' T2
HATAMIEN T
Mean/bsDil  MeanAbsDil
Level Coumt Shd Oav o Maan o Median
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Anexo 17. Ajustar Y por Grupo X andlisis unidireccional de Riqueza de morfotipos Por TRATAMIENTO
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Anexo 18. Ajustar Y por Grupo X Oneway Andlisis de Riqueza De morfotipos Por TRATAMIENTO

Prueba que las Variaciones son Iguales

Advertencia: Pequefios tamafios de muestra. Con precaucion.

Prueba de Welch

Prueba Welch Anova significa igual, lo que permite a los desarrolladores de Std no es igual.

Distribuciones
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Parameter Estimates

Type Parameter Estimate Lower 95% Upper 956%
Location p 0.8624036  0.8523327 0.8864745
Dispersion o 0.0162667 0.0101538 0.0398959

-2log(Likelihocd) = -33.3963560918677

Goodness-of-Fit Test

Shapiro-Wilk W Test
W Proh<W
0.873424 0.9267

Mote: Ho = The data is from the Normal distribution. Small p-
values raject Ho.

Fitted Normal
Parameter Estimates

Type Parameter Estimate Lower 95% Upper 95%
Location p 0.8694036  0.8523327 (0.BEG4T45
Dispersion o 0.0162667 0.0101538 0.0398959
-2Ing(l ikelihood) = -33 396R35A091RRTY
Goodness-of-Fit Test
Shapiro-Wilk W Test
w Prob<W
0.975424 0.9267

Mote: Ho = The data is from the Normal distribution. Small p-
values raject Ho.

Anexo 19. Distribuciones de indice de Simpson

Indice de Simpson
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o
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Equipado Normal
Prueba de bondad de ajuste
Nota: Ho = Los datos son de la distribucion Normal. Pequefios evalles Rechazar Ho.

Anexo 20. indice de Shannon

Indice de Shannon
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Nota: Ho = Los datos son de la distribucion Normal. Pequefios valores de p
Rechazar Ho.

Anexo 21. Riqueza de morfotipos

Rigqueza de morfotipos

16 \
15 \
14 \

13

12 L

11

o
o

Mormal{13,1.78885)

Quantiles

100.0% maximum 15
99 5% 15
97.5% 15
a0.0%: 15

75.0% quartile 14.25
50.0% median 13.5

250%  quartile 11.5
10.0%% 10
2.5% 10
0.5% 10
0.0 mimimum 10
Moments

Mean 13
Std Dev 1. 7888544
Std Err Mean 0. 7302967

Upper 95% Mean 14877288
Lower 25% Mean 11.122712
N g

Fitted Normal

Parameter Estimates

Type Parameter  Estimate Lower 95% Upper 95%
Location p 13 11122712 14.877288



Parameter Estimates

Type Parameier  Estimate Lower 95% Upper 95%
Dispersion o 1.7888544 1.1166172 4.38 736593

-2iog(Likelihood) = 23.0061672572902

Goodness-of-Fit Test

Shapiro-Wilk W Test
W Prob<W
0933414 06067

Mote: Ho = The data is from the Normal distnbution. Small p-
values reject Ho.






