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RESUMEN

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) desempefian un papel fundamental al facilitar
la absorcién de nutrientes y mejorar el crecimiento de las plantas a través de una simbiosis
mutualista en sus raices. En la regién de San Martin, los cultivos de café y sacha inchi se
benefician de esta simbiosis, sin embargo, la relacién con respecto a esta composicion es
aun desconocida. En tanto, se plantearon los siguientes objetivos: a) Identificar los HMA a
través del secuenciamiento masivo de ADN con Illumina, y b) Investigar la riqueza y
composicion de los HMA en relacién a la geografia y la edad de las plantas. Para lo cual se
realizaron muestreos de raices en cinco localidades de la region de San Martin: Lamas,
Bellavista, El Dorado y Picota para sacha inchi (parcelas de 1 afio y 2 afios); y Lamas, El
Dorado y Moyobamba para café (parcelas de 1 afio, entre 3 y 4 afios, y mayores de 6 afios).
La caracterizacion molecular se realizd mediante una PCR anidada y el secuenciamiento fue
con lllumina. Se determinaron cambios significativos en la diversidad alfa y beta del café en
funcion de las edades del cultivo y las localidades. Probablemente la seleccién ambiental en
el tiempo provoco limitaciones bidticas y abidticas que favorecieron a un conjunto de
taxones de hongos HMA. No obstante, en el caso de la diversidad del sacha inchi solo se
observé influencia de la geografia. Posiblemente el periodo de tiempo no fue lo bastante
largo para mostrar variaciones, pero las alteraciones debido a las practicas agricolas si
tuvieron una relevancia significativa para este cultivo. Esto es un gran aporte para
comprender la relacion de la composicion de HMA con estas plantas y las variables

estudiadas, ademas de servir como base para el mejoramiento de café y sacha inchi.

Palabras claves: Secuenciamiento de nueva generacion, lllumina, edad, geografia, agricultura, hongos
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ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) play a crucial role in facilitating nutrient absorption
and enhancing plant growth through a mutualistic symbiosis in their roots. In the San Martin
region, coffee and sacha inchi crops benefit from this symbiosis, but the relationship
regarding this composition remains unknown. Thus, the following objectives were proposed:
a) ldentify the AMF through DNA sequencing with Illumina, and b) Investigate the richness
and composition of the AMF in relation to geography and plant age. For this, root samples
were taken from five locations in the San Martin region: Lamas, Bellavista, EI Dorado, and
Picota for sacha inchi (plots of 1 year and 2 years); and Lamas, El Dorado, and Moyobamba
for coffee (plots of 1 year, between 3 and 4 years, and older than 6 years). Molecular
characterization was performed using nested PCR, and sequencing was done with Illumina.
Significant changes were determined in the alpha and beta diversity of coffee based on age
and locations. Likely because environmental selection over time caused biotic and abiotic
constraints that favored a set of AMF taxa. However, for sacha inchi diversity, only
geographic influence was observed. Perhaps the time period was not long enough to show
variations, but alterations due to agricultural practices did have significant relevance for this
crop. This is a significant contribution to understanding the relationship of AMF composition
with these plants and the variables studied, and also serves as a basis for improving coffee

and sacha inchi cultivation.

Keywords: Next generation sequencing, Illumina, age, geography, agriculture, fungus
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. INTRODUCCION

Los HMA son una parte fundamental de la microbiota del suelo debido a su simbiosis
mutualista con las raices de la mayoria de las plantas vasculares, esta asociacion se conoce
como micorrizas (Hu et al., 2022). En esta simbiosis micorricica, el micelio del hongo se
asocia con las raices de la planta, donde esta contribuye con compuestos carbonados
derivados de la fotosintesis y le brinda un microambiente, mientras que el hongo absorbe

nutrientes minerales y humedad edafica para transferirlos a la planta (Shi et al., 2023).

La diversidad taxonomica de los HMA es amplia y abarca diversas especies (Mathieu et al.,
2018). Estos hongos, pertenecientes al phylum Glomeromycota, comprenden varias familias
y Ordenes y tienen una importancia que trasciende a los cultivos de interés economico,
ejerciendo una funcién crucial en el desarrollo de los ecosistemas y la preservacion de las
comunidades vegetales (Jacott et al., 2017). Tradicionalmente, la clasificacion de especies
de HMA se ha fundamentado en la morfologia y aspecto de sus esporas (Crossay et al.,
2017). No obstante, este método puede ser limitado debido a variaciones en el aspecto de las
esporas, influenciadas por factores medioambientales o incluso la ausencia temporal o
permanente de esporas (Susila et al., 2022). Por tanto, se requiere la implementacion de

técnicas mas avanzadas y precisas para estudiar y comprender la diversidad de los HMA.

Desde hace mas de un siglo, se ha constatado la presencia de micorrizas arbusculares en las
raices del café (Cogo etal., 2017; De Beenhouwer et al., 2015). Hay estudios que han
demostrado que las plantulas de café dependen significativamente de esta simbiosis
(Vallejos et al.,, 2019). Sin embargo, hasta el momento, el conocimiento acerca de la
diversidad de micorrizas en C. arabica se ha fundamentado principalmente en el analisis
morfologico de las esporas (Alves et al.,, 2015). Sobre la identificacién taxonémica en
Sudamérica, las especies de HMA encontradas en cafetales se concentran principalmente en
Glomeraceae (33%), Acaulosporaceae (28,2%) y Gigasporaceae (20,4%), quedando el

18.4% en otras familias (Lovera et al., 2022).

En la actualidad, existe una escasez de estudios que aborden la interaccion de los HMA con

especies de Plukenetia volubilis y su diversidad (de la Sota Ricaldi etal., 2023).


https://www.zotero.org/google-docs/?RuafAo
https://www.zotero.org/google-docs/?O9wcRK
https://www.zotero.org/google-docs/?bZxpXj
https://www.zotero.org/google-docs/?bZxpXj
https://www.zotero.org/google-docs/?fDLxXX
https://www.zotero.org/google-docs/?o7zLLt
https://www.zotero.org/google-docs/?o7zLLt
https://www.zotero.org/google-docs/?Ht2FOK
https://www.zotero.org/google-docs/?jf9KAf
https://www.zotero.org/google-docs/?ZCXeyK
https://www.zotero.org/google-docs/?NWn0cE
https://www.zotero.org/google-docs/?l4VGul
https://www.zotero.org/google-docs/?D7rSj8

Investigaciones previas en condiciones controladas han revelado que los HMA de los
géneros Paraglomus, Glomus, Acaulospora, Claroideoglomus y Funneliformis promueven
la morfogénesis de las plantulas de sacha inchi, mejorando su tolerancia a la sequia mediante
modificaciones en las caracteristicas estructurales, funcionales y metabdlicos de las raices
(Wiriya et al., 2020). Ademas, se han identificado algunas especies de hongos HMA en la
rizosfera de sacha inchi en la selva peruana y en Tailandia (Corazon-Guivin et al.,
2019;Corazon-Guivin et al., 2021). No obstante, estos informes se basan en la clasificacion
taxondmica de las esporas, mientras que la diversidad y composicién de los hongos AM que

colonizan las raices de sacha inchi atn no han sido exploradas en profundidad.

Las investigaciones sobre HMA han adoptado herramientas de identificacion molecular,
principalmente fundamentadas en el enfoque de PCR (Polymerase Chain Reaction) y el
andlisis de secuencias de ADN. Estas investigaciones se han centrado en distintos criterios,
como regiones, plantas hospedadoras y épocas de muestreo (Rivera etal., 2016; S.
Rodriguez et al., 2017; Varela et al., 2016). La zona mas adecuada para llevar a cabo
amplificaciones de PCR y la determinacion de especies de HMA es el ADN ribosomal
(ADNIr), gracias a su ocurrencia en todos los hongos de interés, su alta cantidad de copias,
simplicidad para amplificar, su aptitud de amplificacion especifica y suficiente variabilidad
de secuencias nucleotidicas para diferenciar grupos taxonémicos (Kumar & Chaurasia,
2016).

Dentro del ADNr, se encuentran regiones conservadas, como 18S, 5.8S y 28S, con zonas
intergénicas variables y polimérficas, como ITS1 e ITS2, que resultan muy informativas
(Krishnamoorthy et al., 2017). La region ADNr LSU-D2 como marcador molecular para la
secuenciacion de alto rendimiento, muestra un poder de resolucién similar a la region ITS,
lo que indica que es util para identificar especies (Drain et al., 2019). Este marcador es un
buen candidato para llevar a cabo la identificacion de especies a partir de muestras
recolectadas en el campo. Ademas, ha sido incluido en el conjunto ampliado de cddigos de
barras de ADN para los hongos micorricicos arbusculares (HMA), lo que implica que ha
sido caracterizado en la mayoria de las especies de HMA recién descritas (Drain et al., 2019).
El proposito de esta tesis es investigar, a través del secuenciamiento masivo de DNA de la
region LSU-D2 con Myseq, la composicion y variedad genética de los hongos que forman
micorrizas arbusculares en relacion con las plantas de café (Coffea arabica L.) y sacha inchi

(Plukenetia volubilis L.).


https://www.zotero.org/google-docs/?u2FFa0
https://www.zotero.org/google-docs/?8aGopd
https://www.zotero.org/google-docs/?8aGopd
https://www.zotero.org/google-docs/?F9mvs7
https://www.zotero.org/google-docs/?F9mvs7
https://www.zotero.org/google-docs/?Kz4icb
https://www.zotero.org/google-docs/?Kz4icb
https://www.zotero.org/google-docs/?OioCAz
https://www.zotero.org/google-docs/?3YCKhw
https://www.zotero.org/google-docs/?977l21

Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 CULTIVO DE CAFE

2.1.1 Origen e distribucién geogréfica.

El origen del café se encuentra en las selvas tropicales de Africa, especificamente en la
familia de las Rubiaceas, que incluye mas de 6,000 especies y 500 géneros (Adepoju et al.,
2017). Entre estos, los géneros Coffea y Psilanthus , pertenecientes a la tribu Coffeeae, estan
estrechamente vinculados al cafe (Stoffelen et al., 2021).

El género Coffea tiene una enorme relevancia econdmica y consta de 103 especies, de las
cuales 41 tuvieron su origen en el continente africano, mientras que 59 son de origen silvestre
y se encuentran en Madagascar (Martinez, 2022). Existen numerosas especies de cafeto y
diversas variedades de cada una de ellas, sin embargo, las especies con mayor relevancia
economica son del género Coffea, identificadas como Coffea arabica Linneo, también
denominada arabica o arabiga, y Coffea canephora Pierrre Ex Froehner, a la que se le conoce

como Robusta (Suarez, 2022).

2.1.2 Descripcién botanica

Los cafetos de la especie arabiga mayormente se clasifican como arbustos, en otras especies

también pueden denominarse arboles.

El tallo de esta planta es lefioso, tiene una posicion erguida y su longitud varia, con una altura
que oscila entre 2.0 y 5.0 metros. Una caracteristica distintiva es la existencia de tres tipos
de yemas que dan origen a diferentes partes de la planta: el tallo, las ramas y las hojas (Arcila
et al., 2007).

La raiz del cafeto es gruesa y pivotante, penetrando verticalmente hasta 50 0 mas centimetros
de profundidad (Quintana, 2018). Esta requiere una adecuada disponibilidad de agua y
nutrientes en zonas edéaficas (Arcila et al., 2007). Las hojas son opuestas y tienen forma
eliptica, ademas su coloracion temprana es una caracteristica distintiva que permite

identificar diversas variedades de café (Florez et al., 2013; Romero & Camilo, 2019).


https://www.zotero.org/google-docs/?Cddmph
https://www.zotero.org/google-docs/?Cddmph
https://www.zotero.org/google-docs/?duAyQb
https://www.zotero.org/google-docs/?DZQbrC
https://www.zotero.org/google-docs/?68mCCw
https://www.zotero.org/google-docs/?NZ3K6E
https://www.zotero.org/google-docs/?NZ3K6E
https://www.zotero.org/google-docs/?Muri1i
https://www.zotero.org/google-docs/?IEzWdd
https://www.zotero.org/google-docs/?F2hVld

La flor del café cuenta con una corola formada por cinco lébulos, asi como un caliz, cinco
estambres y un pistilo. El ovario se ubica en la base de la corola y contiene dos 6vulos, que

después de la fecundacion se convierten en semillas de café (Arcila, 2004).

El fruto del cafeto es una baya drupacea compuesta por tres elementos distintos: la pulpa, el
exocarpio o epidermis, y el mesocarpio o mucilago que envuelve los dos granos adyacentes
(Cevallos, 2023).

El contenido interno de la semilla de café engloba tanto el endospermo como el embrién,
siendo el primero caracterizado por su tonalidad verdosa y amarillenta, y conteniendo
almiddn, aceites, azucares, cafeina y otras sustancias relevantes para su composicion (Arcila
et al., 2007).

2.1.3 Ciclo Fenologico

Multiples factores ejercen influencia sobre las etapas fenologicas del cultivo del café. Entre
estos factores se encuentran la temperatura y la precipitacion, los cuales tienen implicaciones
en los procesos fisiologicos como la fotosintesis, la transpiracion y las velocidades de
crecimiento y desarrollo (Cuenca, 2020). Ademas, se expone que este periodo se extiende a
lo largo de un periodo de 12 meses, iniciando desde que emerge la planta hasta su

senescencia (Cuenca, 2020).

2.1.3.1 Fase de desarrollo vegetativo

En el contexto del cultivo de café, la etapa de desarrollo vegetativo abarca el periodo en el
cual la planta experimenta el desarrollo de nudos, ramas, hojas y nuevas raices (Cuenca,
2020). También se describe esta fase como una divisidn en tres etapas distintas: la
germinacion hasta el trasplante, que abarca aproximadamente dos meses; el periodo de
almécigo, con una duracion entre 5y 6 meses; y la siembra, que abarca hasta los 11 meses

y coincide con la primera floracién (Cascante, 2017).

2.1.3.2 Fase de desarrollo reproductivo

La etapa reproductiva del cultivo de café inicia con la aparicién de las primeras flores, cuyo
comienzo puede estar sujeto a influencias de diversos factores, como el tiempo de
permanencia del fotoperiodo, periodo de siembra, las condiciones térmicas y la presencia de

agua, como sefiala (Cuenca, 2020).
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2.1.3.3 Fase de senescencia

En esta etapa el café logra su maximo crecimiento y rendimiento, normalmente ocurre desde
los seis hasta ocho afios de edad (Cascante, 2017). Sin embargo, también se proporciona un
analisis minucioso sobre el deterioro gradual de la planta, resultando en una disminucion de

su productividad a niveles de rentabilidad reducidos (Cuenca, 2020).

2.1.4 Importancia econdmica

El café representa un cultivo de significativa trascendencia a nivel global, con un notable
impacto econdmico, particularmente en naciones en desarrollo, como enfatiza el estudio de
Villalta & Gatica (2019). Ocupa el segundo lugar solamente después del petréleo crudo. Por

consiguiente, su relevancia para la sociedad es de gran magnitud (Enriquez et al., 2020).

La produccion de café es un pilar esencial en la economia de naciones tropicales de América
Latina, segun Rahn et al. (2018). Esto brinda a los productores la oportunidad de expandir
sus perspectivas profesionales a través de la creacion de negocios centrados en el café, como
indica el estudio de Dauvis et al. (2019).

2.1.5 Manejo agronomico de café en el Peru

El café (Coffea arabica L.) es el principal producto de agroexportacion del Peru, el cual le
otorga a la caficultura una gran importancia a nivel nacional (Diaz & Williams, 2017). De
acuerdo con datos suministrados por el Ministerio de Agricultura y Riego (MINAGRI,
2020), el cultivo de café ocupa la mayor extension de tierra agricola, abarcando
aproximadamente 425,400 hectareas. Ademas, representa una fuente significativa de
ingresos para el sector agricola, contribuyendo con casi el 30% de las divisas generadas. El
Pert en el ambito global se encuentra en el noveno lugar en comercio exterior de café
tradicional y segundo de café organico y es el niUmero uno en envios a los Estados Unidos

(Comision de Promocion del Peru para la Exportacion y el Turismo, 2023).

Hoy en dia, en Perq, el cultivo del café se distribuye en quince regiones, entre las cuales se
destacan Pasco, Cusco, Amazonas, Junin, San Martin y Cajamarca. Estas regiones son
reconocidas por tener las mayores extensiones de tierras aptas para el cultivo y por ser lideres
en la produccion cafetalera. San Martin es la regiobn mas importante en términos de

produccién de café, representando el 23% de la produccion total del pais y albergando


https://www.zotero.org/google-docs/?jI8Bkr
https://www.zotero.org/google-docs/?zXXOdQ
https://www.zotero.org/google-docs/?ep9udS
https://www.zotero.org/google-docs/?68pgsl
https://www.zotero.org/google-docs/?a9nLtE
https://www.zotero.org/google-docs/?7cZ0DV
https://www.zotero.org/google-docs/?7cZ0DV
https://www.zotero.org/google-docs/?BmqzBQ

alrededor de 90,000 hectéareas de cultivo de café, distribuidas en tres &reas geogréficas
distintas: Huallaga Central, Alto Huallaga y Valle del Alto Mayo (Diaz & Williams, 2017).

Las condiciones éptimas necesarias para el cultivo del café, incluyendo una temperatura
ideal que oscila entre 17 y 23°C, con minimas de 16 a 13°C y maximas de 23 a 27°C.
Asimismo, se requiere una precipitacién anual que se encuentre dentro del rango de 1600 a
1800 mm. La humedad relativa debe situarse en un intervalo de 70-95%. Ademas, es
importante destacar que el suelo debe presentar una ligera acidez, con un pH que oscila entre
55y6.5 (Gonzales, 2015).

A pesar de la significativa importancia del café en la agricultura peruana, su cultivo presenta
algunas restricciones en cuanto a su manejo (Del Aguila etal., 2018). Entre estas se
encuentran la deficiente nutricion del suelo, carencias en técnicas de cultivo como la poda y
el manejo de hierbas no deseadas, asi como la escasa implementacion de medidas para el
control de plagas. Todo esto ha resultado en una productividad media méas baja en
comparacion con la de otros paises productores (Diaz & Williams, 2017). Por consiguiente,
es imperativo poner mas énfasis en el manejo agricola del cultivo, otorgandole un enfoque

prioritario a esta actividad.
2.2 CULTIVO DE SACHA INCHI

2.2.1 Origen y distribucion geogréafica

El sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.) es una especie autoctona de la region amazoénica. Se
encuentra clasificado en el género Plukenetia, cuya evolucion se estima que ocurrio en la
selva amazonica o atlantica de Brasil en el Oligoceno, aproximadamente hace 28.7 millones
de afios. Posteriormente, tuvo una dispersion hacia estas regiones, América Central, México
y otras areas durante el Mioceno (Cardinal et al., 2019). De las 20 especies registradas, 12
se distribuyen en el Neotropico, mientras que 7 se encuentran en Africa y Madagascar.

Ademas, una sola especie ha sido identificada en Asia (Bussmann et al., 2013).

2.2.2 Descripcidn botanica

La especie exhibe una naturaleza trepadora, enredandose de manera enérgica y con un
crecimiento rapido. El eje principal es robusto, logrando alcanzar una altura de soporte o
tutor de 1.8 metros y extendiéndose hasta 10 metros de longitud. La consistencia del tallo es

semilefiosa y la planta es de naturaleza perenne (Manco, 2006).
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Se describe que las hojas se presentan en disposicion alterna, forma de corazon, con un color
verde oscuro y dimensiones que oscilan entre 10 y 12 cm de largo y 8 a 10 cm de ancho. Las
nervaduras emergen desde la base de la hoja, y la nervadura central se dirige hacia el &pice
(Manco, 2006).

La especie tiene flores masculinas y pistiladas, lo que la convierte en una planta
hermafrodita. Las flores masculinas se presentan en grupos de racimos pequeiios y blancos,
mientras que las flores pistiladas se posicionan en la base de los racimos y se disponen de

manera lateral en grupos de una a dos flores (Cachique, 2006).

El fruto del Sacha Inchi tiene forma de estrella y puede tener de cuatro a ocho I6bulos. Los
I6bulos pueden dividirse cuando el fruto esta maduro y sus paredes se endurecen (Gomez,
2004).

Las semillas del Sacha Inchi, en su mayoria, presentan una coloracién marron oscura y una
forma ovalada. Tienen un didmetro que oscila entre 0,85 y 2,1 centimetros, con una ligera

protuberancia en el centro y un aplanamiento hacia los bordes (Follegatti et al., 2009).

2.2.3 Ciclo Fenologico

El Sacha Inchi experimenta un crecimiento vegetativo constante, asi como un proceso de
floracion y fructificacion continuos a lo largo de todo el afio. Sin embargo, durante las épocas
de mayor precipitacion, su productividad biolégica se ve afectada negativamente (Manco,
2006).

2.2.3.1 Fase vegetativa

Esta fase en el sacha inchi abarca la formacion de raiz, tallo y hojas, y se extiende hasta la
etapa de prefloracion por alrededor de tres meses. Siete dias después de la germinacion, se
produce la emergencia del tallo principal, conocido como tallo guia. Durante esta fase, la
planta de Sacha Inchi experimenta un crecimiento vigoroso y acelerado, lo cual requiere la
presencia de tutores para promover su enrame y expansion, facilitando asi un desarrollo mas

rapido y extenso (Ayala, 2016).

El Sacha Inchi exhibe un patron de crecimiento vegetativo, floracion y fructificacion de
forma continua a lo largo del afio. Sin embargo, se ha observado que, durante periodos de

alta precipitacion, su productividad bioldgica tiende a disminuir (Gomez, 2004).
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2.2.3.2 Fase reproductiva

La etapa de floracion del Sacha Inchi inicia aproximadamente 3 meses después de la siembra,
una vez que se ha completado el proceso de trasplante. En un primer momento, emergen las
flores primordiales masculinas, seguidos por la parte femenina, en un intervalo de tiempo
que va de 7 a 19 dias (Arévalo, 1996).

La formacion de los frutos del sacha inchi comienza aproximadamente 3 meses después de
la siembra y finaliza 4 meses después del inicio de la floracion. A partir de entonces, los
frutos entran en su proceso de maduracién, pasando de un tono verde negruzco a un color
marrdn 0scuro o0 negro cenizo, lo que indica que estan listos para ser recolectados (Arévalo,
1996). El proceso de maduracion de esta fase se extiende por un periodo de
aproximadamente 15 a 20 dias, y la recoleccion se realiza de manera ininterrumpida a los

7.5 meses después del trasplante, como sefiala (Manco, 2006).

2.2.4 Importancia economica de sacha inchi

El Sacha Inchi se cultiva en Peru, asi como en diversas zonas tropicales a nivel global, y se
le valora por sus semillas comestibles que tienen un alto valor nutricional debido a su
contenido de acidos grasos esenciales (entre 45-50% de su composicion), proteinas,
tocoferoles, fitoesteroles y antioxidantes. Los acidos grasos poliinsaturados son los
componentes principales (aproximadamente 77,5-84,4%), mientras que los &cidos grasos
monoinsaturados y saturados constituyen entre el 8,4-13,2% vy 6,8-9,1%, respectivamente.
Esto ha llevado a que esta especie tenga una importancia comercial, especialmente para la

industria farmacéutica (Chirinos et al., 2013; Srichamnong et al., 2018).
2.2.5 Manejo agrondmico de sacha inchi en Peru.

En el territorio peruano, es frecuente el cultivo de sacha inchi de forma exclusiva; sin
embargo, también puede encontrarse en sistemas agroforestales, asociado a cultivos de
subsistencia y otros cultivos anuales o perennes, como el cacao o café (Kodahl & Serensen,
2021). Se encuentra en su habitat natural en varias localidades, entre ellas Cuzco, Madre de
Dios, Huanuco, Ucayali, Amazonas y San Martin. En la regién de San Martin, se extiende a
lo largo de la cuenca del Huallaga, en la provincia de Lamas, y también se localiza en los
valles del Sisa (Manco, 2006).
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El cultivo del Sacha Inchi requiere contar con un terreno nivelado y surcado mediante arado
0 rastra como preparacion. La eleccion de semillas de alta calidad, con una tasa de
germinacion elevada, es un factor esencial para el éxito de la siembra directa (Manco, 2008).
La época de cosecha esta determinada por el patron de precipitaciones y se realiza durante
el periodo comprendido entre los meses de noviembre y abril. Bajo condiciones de
monocultivo, en &reas de terreno plano y durante periodos estivales, se recomienda realizar
el riego en intervalos de 15 a 20 dias (Manco, 2008). La fertilizacién es una variable de gran
relevancia, y se sugiere aplicar a la planta un fertilizante foliar que contenga nitrégeno (1,0
- 1,5 I/ha) y fosforo y potasio (1,0 - 2,0 kg/ha) al comienzo del periodo de floracion y del
desarrollo de los frutos. En cuanto al suelo, se sugiere humus de lombriz de tierra a una tasa

de 15 - 30 t/ha/afio, segun las recomendaciones de Manco (2008).

Para controlar el desarrollo de malezas en el cultivo, se lleva a cabo un deshierbo manual
utilizando lampa machete. La poda se ejecuta con el proposito de implementar un adecuado
uso del cultivo, con miras a aumentar el rendimiento y agilizar la cosecha. En el caso de la
siembra directa, la cosecha se realiza aproximadamente entre 6 y 7,5 meses después de la
siembra (Manco, 2008).

2.3 MICORRIZAS

Las micorrizas representan una simbiosis esencial entre las raices de la flora terrestre y los
hongos. Esta asociacion desempefia un papel critico en la consecucion ecologica de la gran

representacion de las plantas en nuestro planeta (Parniske, 2008).

2.3.1 Origen de las micorrizas

Debido a su importancia en los ecosistemas antiguos y actuales, la evolucién de las
micorrizas se ha explorado en varias revisiones basadas en datos de estudios de paleontologia
gendmica y filogendmica, asi como en la diversidad de plantas y hongos con el objetivo final
de descifrar el origen de su éxito ecologico generalizado (Tedersoo et al., 2020). Basandonos
en las pruebas fosiles y los estudios moleculares, se infiere que la simbiosis micorricica se

establecié hace unos 462-353 millones de afios atrds (Camargo & Montafio, 2012).
2.3.2. Clasificacion de las micorrizas

La gran mayoria de las plantas terrestres establecen simbiosis micorricica, lo que sugiere que

las especies restantes probablemente descienden de plantas micorrizadas que han perdido


https://www.zotero.org/google-docs/?0MCI4U
https://www.zotero.org/google-docs/?I98NFY
https://www.zotero.org/google-docs/?7kAXhZ
https://www.zotero.org/google-docs/?M2r8RS
https://www.zotero.org/google-docs/?9O789B
https://www.zotero.org/google-docs/?lE7Myk
https://www.zotero.org/google-docs/?jd0a6J

esta caracteristica en etapas posteriores (Ordofiez, 2015). La mayoria de las
aproximadamente 5000 especies de hongos identificadas en las micorrizas pertenecen a la
division Basidiomycota, mientras que en casos menos comunes se encuentran miembros de
la division Ascomycota. Ademas, se ha observado que la tercera division, Glomeromycota,
establece exclusivamente relaciones micorricicas, y sus miembros mueren cuando se ven

privados de la presencia de raices (Jara, 2019, Chahal et al., 2022).

Se identifican tres grupos de micorrizas segun su grado de intercomunicacion con las células
de laraiz: ectendomicorrizas, endomicorrizas y ectomicorrizas (Smith & Read, 2008, Sharma
& Gupta, 2014).

2.3.2.1 Ectomicorrizas y ectendomicorrizas

Las ectomicorrizas representan un tipo de simbiosis micorricica en la cual las hifas fangicas
no invaden las células de la raiz, sino que se desarrollan en el espacio intercelular o en la
cuticula creando la red de Hartig (Farid, 2021). Asimismo, generan una manta micelial
alrededor de la raiz llamada vaina (Vanegas et al., 2019). Estas micorrizas son ampliamente
observadas en arboles forestales, siendo presentes en sélo el 3% de las plantas vasculares
(Massone et al., 2023). En este tipo de micorrizas se pueden encontrar dos subtipos:
arbustoide, que se encuentran en ciertos géneros como Arbutus, Pyrola y Arctostaphylos, y
monotropoide, que se encuentra en Monotropaceae (Rodriguez, 2020). Las
ectendomicorrizas se caracterizan por tener una capa externa similar a las ectomicorrizas,
pero también exhiben la habilidad de invadir el interior de las células, al igual que ocurre
con las endomicorrizas. A diferencia de estas ultimas, no forman vesiculas ni arbusculos
(Abarca, 2021) .Estas micorrizas se pueden encontrar tanto en hongos Basidiomycota como
en Ascomycota y se presentan en mayor cantidad en plantas angiospermas que en
gimnospermas. Ademas, se consideran poco especificas en cuanto a las especies de plantas

con las que forman esta simbiosis (Roncal, 2023).
2.3.2.2 Endomicorrizas

Son las mas comunes en el ambiente y tienen la peculiaridad de invadir las células de las
raices mediante las hifas fangicas, sin el desarrollo de un manto. Se dividen en tres tipos
segun las plantas con las que se asocian: orquidioides, que se encuentran en las Orchidaceae;
ericoides, que se encuentran en las Empetraceae, Epacridaceae y Ericaceae; y vesiculo-

arbusculares o arbusculares (Andrade et al., 2010; Sanchez, 2009).
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2.3.3 Hongos micorricicos arbusculares

La simbiosis de los HMA es ampliamente distribuida en nuestro planeta tanto en entornos
agricolas como en ecosistemas naturales (Huerta, 2019). Segun se ha demostrado, que desde
400 millones de afios antes los HMA fueron las formadoras primigenias de las simbiosis con

las plantas originarias (Selosse et al., 2015).

Los HMA forman diferentes estructuras en arbusculos y vesiculas en las células corticales
del bulbo, cuya estructura puede ser variable entre especies de hongos. Los arblsculos
permiten el intercambio nutricional entre las plantas y los hongos, mientras tanto las
vesiculas almacenan carbono. Ademas, los HMA pueden formar hifas extrarradiculares,
esporas Yy células auxiliares en algunas familias, lo que incrementa la facultad de asimilacion
de las raices (Chinchay, 2016).

Los HMA han establecido asociaciones simbioticas con las raices en el 90% de las especies
de plantas, abarcando incluso cultivos de gran relevancia como leguminosas, cereales y
miembros pertenecientes a la familia Solanaceae (Floc’h et al., 2022). Estos vinculos se
establecen a través de una serie de procesos bioldgicos, generando efectos beneficiosos
tanto en el ecosistema natural como en la agricultura. Esta relacion mutualista ejerce un
papel crucial en la regulacidn del crecimiento y desarrollo de las plantas (Van der Heijden
et al., 2015).

Una extensa red micelial de hongos se desarrolla bajo las raices de la planta, lo cual
beneficia la absorcion de nutrientes que, de otra manera, no estarian accesibles. El micelio
fungico coloniza las raices de muchas plantas, incluso si pertenecen a diferentes especies,
lo que da como resultado una red micorricica comin (CMN). CMN es reconocida como un
elemento esencial del ecosistema terrestre, ejerciendo efectos significativos en diversas
comunidades vegetales, especialmente en plantas invasoras y en nitrogeno (N) y el
transporte de fésforo (P) facilitado por hongos hacia las plantas (Pringle et al., 2009).
Asimismo, se observa el transporte de nutrientes esenciales de los hongos hacia la planta,
junto con otros efectos conexos, lo que posiblemente contribuye a mejorar la capacidad de
las plantas para tolerar factores bi6ticos y abidticos (Plassard & Dell, 2010). Demuestran
la habilidad para enriquecer las caracteristicas del suelo y, por ende, estimular el

crecimiento vegetal en circunstancias estandar y estresantes (Hijri, 2016).
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2.3.3.1 Asociacion simbiotica de los HMA con plantas

Para establecer una simbiosis entre las plantas y los HMA, se necesitan diversos procesos de
reconocimiento que se fundamentan en la comunicacion de sefiales particulares entre ambas
entidades bioldgicas. La planta inicialmente emite una sefial a través de los exudados de sus
raices, los cuales son liberados en respuesta a la escasez de nutrientes esenciales como el
fosforo. Estos exudados promueven una alta actividad mitocondrial y aumento de la
respiracion en los hongos, lo que a su vez provoca la formacion de ramificaciones de hifas

con alta energia (Camarena, 2012).

Como consecuencia, esta sefializacion activa procesos en las raices que desencadenan la
expresion de genes especificos, cambios organizativos en las células y el desarrollo del
aparato de prepenetracion (Harrison, 2012). Este proceso de sefializacion se repite en las
células de la epidermis, actuando como guia para la colonizacion de las hifas hacia las células

corticales, donde se inicia la constitucion del arbdsculo (Hogemap & Kiister, 2013).

Al adentrarse la hifa en las células corticales, la membrana plasmatica de la planta
experimenta una modificacion y se desarrolla en una region particular donde se produce el

intercambio nutricional entre la planta y el hongo (Ortiz et al., 2015).

Es fundamental resaltar que para que la micorrizacion arbuscular alcance el éxito, es
imperativo disminuir la reaccion defensiva de la planta. Esto se obtiene a través de la
descomposicion de los elicitores exdgenos, la supresion de los elicitores endogenos y la

implementacion de otras estrategias (Garcia & Ocampo, 2002).

2.3.3.2 Importancia de los HMA en la agricultura

Los HMA desempefian un papel crucial al aumentar la superficie de absorcion radicular,
mejorando asi la eficiencia de la captacion nutricional. Ademas, estos organismos
contribuyen a la mejora de la estructura edafica (Morell & Hernandez, 2009) y proporcionan
a la planta un mecanismo de proteccién y mayor tolerancia frente a situaciones de estrés
abidtico y bidtico (Garzon, 2015). Estos factores ejercen un efecto beneficioso en el

desarrollo y rendimiento de las plantas (Falcén et al., 2013).

La mayoria de los cultivos agricolas son hospedadores de HMA y, por lo tanto, pueden
beneficiarse potencialmente de la inoculacion con HMA. De hecho, muchos estudios han

demostrado que la aplicacion de in6culo comercial de HMA beneficila a los cultivos en
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condiciones agricolas (Weber, 2014). Diversas investigaciones han comprobado que los
HMA pueden potenciar la vitalidad y la productividad vegetal (Hijri, 2016). Estos hongos
desempefian un papel fundamental en la nutricion vegetal al absorber y transportar nutrientes
minerales més alla de las areas de agotamiento en la rizosfera de las plantas, provocando
cambios en el metabolismo secundario que mejoran los valores nutracéuticos. Ademas, los
HMA intervienen en el equilibrio de las fitohormonas de las plantas hospedantes, influyendo
en su desarrollo como biorreguladores y aumentando la tolerancia al estrés del suelo y el
ambiente como bioprotectores (Rouphael et al., 2015). Un aspecto importante de esto es la

promocion del desarrollo del sistema de raices (Gutjahr & Paszkowski, 2013)

2.3.3.3 Diversidad de los hongos micorrizicos arbusculares

Los HMA se encuadran en el filo Glomeromycota, conformado por 9 familias
(Archaesporaceae, Geosiphonaceae, Paraglomeraceae, Diversisporaceae, Pacisporaceae,
Entrosphoraceae, Acaulosporaceae, Gigasporaceae, Glomeraceae) clasificadas en 4 érdenes

(Archaeosporales, Paraglomerales, Diversisporales, Glomerales) (Schiifler et al., 2001).

La diversidad en HMA se ha investigado extensamente en diferentes ecosistemas y tipos de
suelo (Espitia & Perez, 2016). Se ha descubierto que la composicidn de especies de HMA
varia segun las condiciones ambientales, como el tipo de suelo, la vegetacion circundante y
el uso de la tierra (Pérez et al., 2012). Ademas, se ha observado una alta especificidad de
hospedero en las interacciones entre los HMA vy las plantas, lo que significa que ciertas

especies de HMA tienden a asociarse con ciertas especies de plantas (Lugo, 2021).

2.3.3.4 Tecnicas moleculares para investigar la diversidad de los HMA

Historicamente, la taxonomia de los HMA ha sido abordada mediante el analisis de la
estructura y morfometria de sus esporas. Sin embargo, este enfoque puede no ser
completamente preciso, ya que algunos HMA pueden presentar variaciones en la forma de
sus esporas, influenciados por factores ambientales o su ausencia temporal 0 permanente
(Dorantes et al., 2012).

Por consiguiente, se han utilizado técnicas de identificacion molecular basadas
principalmente en la técnica de PCR y el andlisis de secuencias de ADN para realizar
investigaciones sobre la diversidad de los HMA. Las investigaciones se han enfocado en

diferentes aspectos, como la ubicacion geografica (Rodriguez et al., 2017; Sanchez, 2009),
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las plantas huéspedes (Rivera et al., 2016), y el momento de recoleccion de las muestras

(Varela et al., 2016), entre otros.

El ADNr (acido ribonucleico ribosomal) es un marcador fundamental para el estudio de los
HMA. El ADNr se ha utilizado ampliamente en estudios de filogenia y ecologia de los HMA,
ya que ayuda a identificar y clasificar diferentes especies de hongos HMA y a entender su

evolucion (Maeda et al., 2017).

Se pueden encontrar en los genes de ADNr ciertas regiones que son conservadas y que
facilitan el disefio de cebadores para su uso en técnicas de identificacién de especies. Entre
estas regiones se encuentran la region 18S o subunidad pequefia (SSU), la region 5.8S y la
region 28S o subunidad grande (LSU). Ademas, se encuentran regiones intergénicas
variables y con polimorfismo en longitud, tales como los espaciadores transcritos internos
ITS1yITS2, que se localizan entre las &reas previamente mencionadas. La eleccion de estas
regiones para su uso en identificacion de especies puede variar segun la capacidad para
distinguir las especies de interés y la base de datos disponible. Estos conceptos han sido
mencionados en publicaciones de autores como M. Kriger et al., (2009) y Kohout et al.,
(2014).

Es importante elegir cuidadosamente las regiones del ADNr a utilizar, ya que se pueden
emplear individualmente o en conjunto, y su capacidad para distinguir los HMA y los datos

disponibles pueden variar significativamente (Kohout et al., 2014; M. Kriger et al., 2009).

Se ha utilizado ampliamente la técnica de TRFLP para evaluar la diversidad de los
microorganismos de un ecosistema en particular. Esta metodologia se fundamenta en la
amplificacion de genes codificantes del ADN ribosdémico, utilizando cebadores marcados
con moléculas fluorescentes, y en la subsiguiente digestion de los fragmentos generados con
enzimas de restriccién especificas. De esta manera, se obtienen diferentes patrones de
fragmentos que pueden ser utilizados para crear una huella genética Gnica para cada muestra.
El tamafio de los fragmentos terminales de restriccion varia debido a las diferencias en la
secuencia de los sitios de corte de las enzimas de restriccion elegidas (Dickie & FitzJohn,
2007; Mummey & Rillig, 2007). Tras la digestién con enzimas de restriccion, los fragmentos
resultantes se separan mediante electroforesis capilar en un secuenciador de ADN que
emplea un sensor de fluorescencia para determinar las longitudes de los distintos fragmentos
finales (Van Geel et al., 2016)
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Para la caracterizacion de la diversidad de HMA en las raices, se ha desarrollado la técnica
PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR), demostrado como un método adecuado para la

cuantificacion especifica de taxones HMA en las raices (Ferrol & Lanfranco, 2020).

Se ha descubierto que en ciertas especies de HMA, existen polimorfismos intracelulares en
el ADNr (ITS), lo que significa que hay variaciones en las secuencias de ADNTr entre
diferentes copias dentro de una misma célula o genoma. Es por ello que la heterogeneidad
del ADNr podria tener un impacto significativo en la comprension de la heterogeneidad de
especies de HMA, la identificacion de taxones y la evolucion de estos hongos simbiontes
(Maeda et al., 2017).

Las técnicas de secuenciacion de proxima generacion (NGS), como la secuenciacion de
[llumina, han tenido un impacto significativo en los estudios de ecologia microbiana
(Igiehon & Babalola, 2017). Esta tecnologia ha transformado de manera integral el
conocimiento acerca de la diversidad y la distribucion espacial de las poblaciones
microbianas, las cuales eran previamente inaccesibles mediante enfoques basados en huellas
genéticas, bibliotecas de clones o cultivos microbianos (Metzker, 2010). concluye que estas
metodologias son valiosas para obtener una comprension mas precisa de la composicion y

la variedad de comunidades de HMA que habitan en el ambiente edafico (Cui et al., 2016).

Se ha demostrado que diversos microorganismos viven en la superficie y dentro de su
micelio, lo que da como resultado un metagenoma cuando se obtienen datos de
secuenciacion del genoma completo (WGS) a partir de la secuenciacion de HMA cultivados
in vivo. El metagenoma contiene no solo las secuencias de HMA, sino también las de los

microorganismos asociados (Kang et al., 2020).

Para un analisis taxonomico de los datos obtenidos mediante secuenciacion de genoma
completo (WGS) de HMA cultivados in vivo es un desafio debido a la complejidad de estos
datos. Los datos de WGS representan un metagenoma complejo que contiene secuencias de
microorganismos procarioticos y eucarioticos. Para abordar esta clasificacion taxondmica,
se utilizan dos enfoques principales: métodos basados en la composicion y métodos de

busqueda basados en la similitud (Kang et al., 2020).

2.3.3.5 Estudios de HMA asociados a café y sacha inchi

La deteccion inicial de HMA en las raices del café se atribuye a Janse en 1897 (Medina,

2017). Hay estudios que han demostrado el efecto de una asociacion simbiética entre
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hongos y raices de café, en comparacién con el grupo de café inoculado con HMA con el

grupo no inoculado en Coffea arabica (Al-Areqi et al., 2014).

También se registraron estudios en sacha inchi, en la regioén san Martin, se logro aislar y
propagar HMA del tipo Acaulospora sp., Rhizophagus intraradices y Acaulospora
tuberculata (Del Aguila, 2016). Se han realizado escasos estudios sobre la relacion de los
HMA con Plukenetia volubilis y su diversidad. A pesar de lo anterior, se ha observado en
estudios controlados (invernaderos) que ciertos géneros de HMA, como Paraglomus,
Glomus, Acaulospora, Claroideoglomus y Funneliformis, promueven el crecimiento y
mejoran la tolerancia a la sequia en las plantulas de sacha inchi. Este efecto se da a través
de cambios en los rasgos morfologicos, fisiologicos y bioguimicos de las raices (Wiriya
et al., 2020).

Se han encontrado algunas especies de HMA en suelos rizosféricos de sacha inchi en la
selva tropical peruana y en Tailandia, segun informes que se basan en la clasificacion
taxonomica de las esporas (Corazon-Guivin et al., 2019). Sin embargo, aun se desconoce

la diversidad y composicion de los HMA que se encuentran en las raices de Sacha Inchi.
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I1l. METODOLOGIA

3.1. DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Esta investigacion se llevé a cabo en el departamento de San Martin, que se encuentra en
la parte nororiental de Perd. San Martin limita con los departamentos de Loreto al este,
Amazonas al norte, La Libertad al oeste y Huanuco al sur. La region esta ubicada en la

selva alta y sus coordenadas son 7°12' de latitud sur y 76°48' de longitud oeste.

La colecta se realizo en 5 localidades de la region San Martin: Lamas, Bellavista, El Dorado
y Picota para sacha inchi (Parcelas de 1 afio y 2 afios) ; y Lamas, EI Dorado y Moyobamba
para C. arabica L. (Parcelas de 1 afio, entre 3 y 4 afios, y mayores 6 afios). La informacion
de las zonas muestreadas se detalla en la Tabla 1 y Figura 1. Por cada parcela se escogieron

3 plantas aleatoriamente que fueron rotuladas.

Tabla 1: Ubicacion geogréafica de las parcelas de sacha inchi y café muestreadas en la regién de
San Martin para analisis de diversidad de HMA mediante NGS-Illumina

Regidn Provincia Localidad Latitud Longitud (rﬁlgaur%) Cultivo
'San Martin ~ Lamas Paucarpata '6°26'36" 76°31'39" 462  sachainchi
'San Martin  ElDorado Cashnahuasi 6°26'52" 76°51'37" 900  sacha inchi
'San Martin  Picota  San Antonio 6°59'45" 76°12'33" 250  sachainchi
| | " Nuevo ' | | |
San Martin  Bellavista Progreso  7°10'12" 76°18'0" 305 sacha inchi
'San Martin  El Dorado Cashnahuasi 6°26'52" 76°51'37" 900  Café
‘SanMartin ~ Lamas  ElMirador 6°20%6" 76°300" 860  Café

'San Martin'Moyobamba'Shucshuyacu' 6°9'23"  76°480" 1027  Café
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Figura 1. Ubicacion geogréfica de las localidades de muestreo de HMA en la region San Martin

3.2. OBTENCION DE MATERIAL BIOLOGICO

El muestreo se llevo a cabo durante los meses de julio y agosto de 2019, que corresponden
a la época seca en la region. Durante los dias de muestreo, la temperatura fluctuo6 entre 19°C
y 29°C. Se tomaron muestras de raices de estas poblaciones. Para cada rango de edad, se
eligieron al azar 3 plantas sanas, que fueron debidamente codificadas y georreferenciadas
(Anexo 1). En cada una de estas plantas, se realizaron dos sub-muestreos en puntos
equidistantes al tallo principal. Con la ayuda de una pala estéril, se extrajo cuidadosamente
aproximadamente 20 g de biomasa radicular. Luego, se homogeneizaron las submuestras
para obtener una muestra compuesta por planta, obteniendo un total de 51 muestras (Varela
et al., 2016).

3.3 PROCESAMIENTO Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

El tratamiento de las muestras se llevd a cabo en el LBGM (Laboratorio de Biologia y
Genética Molecular) de la Universidad Nacional San Martin. Las raices delgadas se
limpiaron con agua corriente, luego se aclararon con agua destilada y se secaron usando

papel toalla. Después, se segmentaron en tramos de 1 a 2 cm. A continuacion, se combinaron
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las muestras de las cuatro plantas de cada parcela y se uniformaron manualmente. A partir
de la muestra extraida de raices, se realizd un lavado adicional con agua filtrada de
membranas de 0.22 um, se secaron con papel absorbente y se pesaron en alicuotas de 200
mg. Posteriormente se almacenara en un ultracongelador a -80 °C hasta que se realice la

extraccion de ADN.
3.4 PROCEDIMIENTOS DE BIOLOGIA MOLECULAR Y BIOINFORMATICA

3.4.1 Amplificacion del marcador molecular por PCR anidada

Se realiz6 la extraccién de ADN de las muestras utilizando un protocolo CTAB modificado
de la Sota Ricaldi et al.(2023). Posteriormente se realizd la amplificacion del marcador
molecular con una PCR anidada. Cada PCR se realizo por triplicado. Para el primer PCR,
las mezclas de cebadores SSUMATFy LSUmAr (M. Kriger et al., 2009) fueron utilizados.
Estos cebadores especificos de HMA amplificaron un fragmento de aproximadamente 2 kb
que cubre una parte del gen SSU rRNA, la region ITS (ITS1-5.8S-1TS2) y una parte del
gen de ARNr de LSU. EI ADN se amplifico en 15 pul de la mezcla de PCR que contiene 0,5
ul de extracto de ADN, 0,75 pmol de cada cebador y 7,5 ul de KOD- High fidelity DNA
polymerase mastermix (Sigma-Aldrich Ipswich, MA, EE. UU.). Las condiciones del ciclo
incluyeron la desnaturalizacion inicial a 99° C para 5 min, seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 99 ° C durante 10 s, recocido a 60 ° C durante 30 s y extensién a 72 °
C durante 1 min; una la extension final se llevara a cabo a 72 ° C durante 10 min. Cada
producto de PCR se utilizd como plantilla para una PCR anidada y generar un fragmento
de 1500 pb con los primers SSUCmf y LSUmBr (M. Kriiger et al., 2009). EI ADN se
amplifico en 10 ul Mezcla de PCR 0,5 pul de extracto de la lera PCR, 0,4 uL (0.4 uM) de
cada primer, 0,4uL (0.2mM) de dNTPs, 0.6 uL MgCl (1.5mM), 2uL de Buffer, 0.05 KOD-
High fidelity DNA polymerase mastermix (Sigma-Aldrich Ipswich, MA, EE. UU), y
6.45uL de H20 molecular. Las condiciones del ciclo incluyeron la desnaturalizacién inicial
a 95° C para 5 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién a 95 ° C durante 30 s, recocido
a 62 ° C durante 45 s y extension a 72 ° C durante 2 min; una la extension final se llevara
a cabo a 72 ° C durante 10 min. Tras completar el PCR, se comprobd la amplificacién de
los productos mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% usando tampén TAE
1Xa 100 V 'y 400 mA durante 40 minutos. Se emple6 un marcador de peso molecular ADN

Ladder de 1 Kb (Invitrogen TM). EIl gel se visualizé en un fotodocumentador Cleaver
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Scientific con iluminacion azul (Anexos 1-7). Cada producto de PCR se utiliz6 como
sustrato para la secuenciacion metagendmica dirigida de un fragmento de 450 pb (ADNr
LSU-D2 region) con los primers : Forward: LSUD2Af  (5-
GTGAAATTGTTRAWARGGAAACG-3") (C. Kruger, 2013), y reverse LSUMBr (M.
Kriger et al., 2009). La secuenciacion de extremos emparejados (2 x 300 pb) se realizé con
un kit de reactivos MiSeq v3 (Illumina, San Diego, CA, EE. UU.) en la empresa MR DNA

(Molecular Research LP) (https://www.mrdnalab.com/).

3.4.2 Andlisis bioinformético

Se implement6 el programa QIIME2 v.2023 (Bolyen et al., 2019) para los primeros pasos
analiticos, que incluyo control de calidad base; eliminacion de lecturas quiméricas, y union
de lecturas emparejadas. Se utilizé el flujo de trabajo de DADAZ2 v.1.18 (Callahan et al.,
2016) para procesar los archivos de extremos emparejados FASTQ y crear las variantes de
secuencia del amplicon (ASV). El filtrado de calidad, el recorte y la eliminacion de ruido
de las lecturas directas e inversas se realizaron antes de que se fusionaran en los ASV. Para
curar aun mas los posibles errores de secuenciacion, aplicamos el algoritmo LULU (Freslev
et al., 2017), y para reducir el potencial de ASV falsos, se filtraron todas las secuencias
Unicas con una abundancia total inferior a 10 lecturas en todas las muestras. La base de
datos para la anotacion taxonomica se cre6 con el complemento ReScript de QIIME2
(Robeson etal.,, 2021) utilizando secuencias publicadas (M. Kriger etal., 2012) y
secuencias correspondientes adicionales de especies de HMA recién descritas disponibles
en repositorios publicos. Esta asignacion taxondmica de secuencias "representativas™ (RS)
se obtuvo mediante el uso del clasificador integrado Naive Bayes ajustado en QIIMEZ2,
previamente entrenado en la base de datos generada. Las tablas de ASV se filtraron para
eliminar los phylum no HMA. Los RS restantes, después del filtrado de calidad, la
remocién de quimeras y la eliminacion de secuencias no HMA, se utilizaron para analisis

posteriores.
3.5. ANALISIS ESTADISTICO.

Los efectos potenciales de la profundidad de muestreo de lectura en los calculos de
diversidad microbiana se evaluaron mediante el examen de las curvas de rarefaccion con el
paquete iNext (Hsieh et al., 2016) en R version 4.3.1 (Core team, 2020). Normalizamos los

datos enrareciendo las muestras al nimero de secuencia de la muestra mas baja. La
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diversidad alfa se determind mediante los indices: ACE, Chao, Observed ASV, Pielou,
Shannon, y Simpson; con el paquete phyloseq (McMurdie & Holmes, 2019) en R. Se
evaluaron las disparidades entre los conjuntos empleando las pruebas de suma de rangos de
Kruskal-Wallis, y se aplico el método de Holm-Bonferroni para ajustar los valores de p en
las pruebas de comparaciones multiples, todo aquello con el paquete de Microbiotaprocess
(Xu et al., 2023) en R. Se llevo a cabo el andlisis de coordenadas principales (PCoA)
empleando el indice de disimilitud de Bray-Curtis con el paquete Microbiotaprocess (Xu
et al., 2023) para observar las variaciones en la composicion de la comunidad entre distintos
grupos. Se evaluaron las variaciones en la diversidad beta entre las muestras usando
MANOVA permutacional de dos vias (PerMANOVA) con 999 permutaciones en R,
utilizando el paquete vegan v2.5-6 (Oksanen etal., 2019). Finalmente, los datos se

presentaron graficamente con la ayuda del paquete ggplot2 v3.2.1 (Wickham, 2011) en R.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS

Se procesaron un total de 51 muestras para la generacion de las bibliotecas, la cuales
contemplan dos cultivos (n=2), tiempo de muestreo (n=3 para café, n=2 para sacha inchi) y
réplicas (n=3) (Tabla 2). Todas las réplicas de amplicon de PCR de cada una de estas

muestras dieron como resultado productos medibles que se agruparon y secuenciaron, tanto

para café (Anexos 1,2,3,4) y sacha inchi (Anexos 5,6,7).

Tabla 2: Distribucion de las muestras de HMA en las localidades de San Martin.

Muestras Planta Provincia Localidad Edad de la planta
LP-A2 Sacha Inchi Lamas Paucarpata Menor a un afio
LP-A4 Sacha Inchi Lamas Paucarpata Menor a un afio
LP-A5 Sacha Inchi Lamas Paucarpata Menor a un afio
LP-B4 Sacha Inchi Lamas Paucarpata Mayor a tres afos
LP-B2 Sacha Inchi Lamas Paucarpata Mayor a tres afos
LP-B5 Sacha Inchi Lamas Paucarpata Mayor a tres afos
BP-Al Sacha Inchi  Bellavista  Nuevo Progreso Menor a un afio
BP-A2 Sacha Inchi  Bellavista Nuevo Progreso Menor a un afio
BP-A3 Sacha Inchi  Bellavista  Nuevo Progreso Menor a un afio
BP-B3 Sacha Inchi  Bellavista  Nuevo Progreso  Mayor a tres afios
BP-B4 Sacha Inchi  Bellavista  Nuevo Progreso  Mayor a tres afios




Continuacion ...

Muestras Planta Provincia Localidad Edad de la planta
BP-B5 Sacha Inchi  Bellavista Nuevo Progreso  Mayor a tres afos
PS-Al Sacha Inchi Picota San Antonio Menor a un afio
PS-A4 Sacha Inchi Picota San Antonio Menor a un afio
PS-A5 Sacha Inchi Picota San Antonio Menor a un afio
PS-B1 Sacha Inchi Picota San Antonio Mayor a tres afios
PS-B2 Sacha Inchi Picota San Antonio Mayor a tres afios
PS-B3 Sacha Inchi Picota San Antonio Mayor a tres afios
DC-A2 Sacha Inchi  El Dorado Cashnahuasi Menor a un afio
DC-A3 Sacha Inchi  El Dorado Cashnahuasi Menor a un afio
DC-A4 Sacha Inchi  El Dorado Cashnahuasi Menor a un afio
DC-B1 Sacha Inchi  El Dorado Cashnahuasi Mayor a tres afos
DC-B2 Sacha Inchi  El Dorado Cashnahuasi Mayor a tres afos
DC-B3 Sacha Inchi  El Dorado Cashnahuasi Mayor a tres afos
MS-A1l Café Moyobamba  Shucshuyacu Menor a un afio
MS-A2 Café Moyobamba  Shucshuyacu Menor a un afio
MS-A3 Café Moyobamba  Shucshuyacu Menor a un afio
MS-B1 Café Moyobamba  Shucshuyacu Entre 3 a 4 afios
MS-B2 Café Moyobamba  Shucshuyacu Entre 3 a 4 afios
MS-B3 Café Moyobamba  Shucshuyacu Entre 3 a 4 afios
MS-C1 Café Moyobamba  Shucshuyacu Mayor a 6 afios
MS-C2 Café Moyobamba  Shucshuyacu Mayor a 6 afios
MS-C4 Café Moyobamba  Shucshuyacu Mayor a 6 afios




Continuacioén ...

Muestras Planta Provincia  Localidad Edad de la
planta
LM-A2 Café Lamas Mirador Menor a un afio
LM-A3 Café Lamas Mirador Menor a un afo
LM-A4 Cafée Lamas Mirador Menor a un afio
LM-B1 Cafée Lamas Mirador Entre 3 a 4 afios
LM-B4 Cafée Lamas Mirador Entre 3 a 4 afios
LM-B5 Café Lamas Mirador Entre 3 a 4 afios
LM-C3 Café Lamas Mirador Mayor a 6 afios
LM-C4 Café Lamas Mirador Mayor a 6 afios
LM-C5 Café Lamas Mirador Mayor a 6 afios
DH-A1 Café El Dorado  Cashnahuasi  Menor a un afio
DH-A2 Café El Dorado  Cashnahuasi Menor a un afio
DH-A3 Café El Dorado  Cashnahuasi  Menor a un afio
DH-B1 Café El Dorado  Cashnahuasi Entre 3 a 4 afios
DH-B2 Café El Dorado  Cashnahuasi Entre 3 a 4 afios
DH-B3 Café El Dorado  Cashnahuasi  Entre 3 a 4 afios
DH-C2 Café El Dorado  Cashnahuasi Mayor a 6 afios
DH-C3 Café El Dorado Cashnahuasi Mayor a 6 afios
DH-C5 Café El Dorado  Cashnahuasi Mayor a 6 afios

Se filtraron con éxito las secuencias quiméricas y no HMA. Se generaron un total de 1066200
ASV, con un promedio de 20905 por muestra (Tabla 3). La minima cantidad de secuencias
fue de 2269 para la muestra LM-B1, y la maxima cantidad para la muestra DH-C2 con 62494

secuencias (Tabla 3).
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En la figura 2 se observa el agrupamiento de las muestras por tipo de planta (café y Sacha
Inchi), y esta agrupacion es estadisticamente significativa por el anélisis permanova (p-
value=0.0001) (Tabla 4). El grupo de las HMA asociadas a café es mas heterogéneo a

comparacion del grupo de HMA asociadas a las plantas de sacha inchi.

Las graficas de rarefaccion de las muestras indicaron que las bibliotecas analizadas
presentaban una cercana o completa saturacion de especies de HMA asociadas a café, lo que

sugiere una amplia diversidad de HMA en todas las muestras (Figura 3).

En la figura 4, los indices de alfa diversidad (ACE y Shannon) disminuyen
significativamente con la edad, especialmente al comparar rangos de 3 a 4 afios con aquellos
mayores de 6 afios. Este patron también se observa en los indicadores (ACE, Pielou,
Shannon, Simpson) al evaluar el grupo menos de un afio y el grupo mas de 6 afios. Ademas,
se observan mayores niveles de diversidad en el rango entre 3 a 4 afios a comparacion de los

otros grupos de edades.

En la figura 5, se observan los indices de alfa diversidad agrupados por las tres localidades
distintas. Se evidencian diferencias significativas entre las localidades de Mirador y
Shucshuyacu en los indices de Chaol (p = 0.013), Observe (p = 0.015) y Pielou (p = 0.024).

No se encontraron diferencias significativas en las demas comparaciones de localidades.

En la figura 6, se aprecia la beta diversidad donde el grupo con edades menores a un afio,
muestra mayor homogeneidad. En cambio, para los rangos de edades comprendidos entre 3
a 4 afios y mayores a 6 afos, se observa una mayor variabilidad en la agrupacion. EIl impacto
de la edad de las plantaciones se confirma mediante el test estadistico PERMANOVA,

evidenciando la significancia de estas variables (Tabla 5).
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Tabla 3: Resultados de la generacion de ASV, de remocidn de quimeras y secuencias no HMA provenientes de muestras de café y sacha inchi

Denoising en Denoising en

Muestras  Secuencias Filtradas Forward Reverse Unidas  No quimeras Solo HMA
BP-Al 42031 30143 29318 29728 19335 10060 9409
BP-A2 62615 48723 47464 48253 34014 19359 17979
BP-A3 50894 38026 36960 37407 21269 12918 12139
BP-B3 104718 79124 77648 78403 58181 18871 17382
BP-B4 51578 39016 37997 38579 26445 14253 12849
BP-B5 83919 62803 61440 62001 40155 16572 14658
DC-A2 30745 23411 22798 23113 16552 12081 11513
DC-A3 87125 65207 63999 64608 46807 27256 25300
DC-A4 62986 47528 46052 47000 27849 16027 14720
DC-B1 73191 54023 52500 53495 35543 22430 20865
DC-B2 40568 30542 29484 30005 19000 12512 11721
DC-B3 36245 21932 21394 21569 13792 9086 8468
DH-Al 63427 43754 43273 43504 38089 25627 25020

DH-A2 54791 41957 41827 ' 41708 39854 36409 35417




Continuacion ...

Denoising en Denoising en
Muestras Secuencias Filtradas Forward Reverse Unidas No quimericas  Solo HMA
DH-A3 87849 72140 71594 ' 71718 60618 26659 25681
DH-BL 28422 21302 21187 ' 21212 20221 15089 15622
DH-B2 105850 86908 86139 ' 86481 - 75132 41871 40732
DH-B3 57092 47694 42514 ' 47506 28741 16137 15796
DH-C2 149673 113884 113000 113805 110083 61735 62494
DH-C3 86468 72602 72585 ' 72595 70089 57644 54441
DH-C5 40657 33139 33109 ' 32966 32412 271192 24780
LM-A2 58264 48306 48115 ' 48064 41555 20514 20191
LM-A3 63440 52121 51874 ' 51985 46207 24164 23047
LM-A4 25568 20013 19856 ' 19940 15259 9721 | 7953
LM-BL 107286 18226 18122 ' 18193 16382 15619 2269
LM-B4 41174 33638 33478 ' 33605 32011 24649 23947
LM-B5 102837 75063 74823 ' 74970 72677 62577 40422
LM-C3 59140 46497 46195 ' 46253 41122 31262 30703
LM-C4 85230 62923 62722 ' 62495 60265 42328 38650
LM-C5 46983 36279 35996 ' 36156 33344 237112 23002

LP-A2 66972 49091 48119 ' 48622 36142 14698 ' 12825




Continuacion ...

Denoising en Denoising en
Muestras Secuencias Filtradas Forward Reverse Unidas No quimericas  Solo HMA
LP-A4 72638 54433 53417 ' 53731 38777 14385 12266
LP-A5 35823 28062 27266 ' 27746 18592 7879 | 7099
LP-B2 39801 28442 27625 ' 28006 18460 10613 8875
LP-B4 32465 24757 23935 ' 24359 16200 9340 | 8556
LP-B5 94022 72407 68182 ' 71874 5310 17971 14340
MS-Al 115903 89346 88746 ' 89099 78582 53252 51419
MS-A2 50523 30372 39117 ' 39250 31803 21057 20093
MS-A3 66775 50077 49440 ' 49776 45004 28909 28622
MS-BL 46037 37750 37544 ' 37533 34819 23941 23344
MS-B2 84563 66826 66143 ' 66569 53042 27153 26943
MS-B3 32600 26505 26137 ' 26249 21074 13448 12954
MS-C1 34616 24609 24216 ' 24364 18142 10286 10030
MS-C2 44383 31493 31360 ' 31440 27560 18416 18041
MS-C4 79814 64331 64179 ' 64071 61554 35801 34878
PS-AL 46116 36848 36181 ' 36478 26048 11983 11305

PS-A4 58790 44909 41553 ' 44421 31504 17317 ' 16662




Continuacion ...

Denoising en Denoising en
Muestras Secuencias Filtradas Forward Reverse Unidas No quimericas  Solo HMA
PS-A5 64638 49961 49016 49279 32124 10599 9729
PS-B1 54809 44007 43426 43557 31270 12340 11613
PS-B2 48275 39049 38246 38495 26536 12166 11011
PS-B3 166624 127746 125676 126644 98698 31000 28425
Total 3327043 2496945 2452987 2478880 1994644 1157878 1066200
Tabla 4: PERMANOVA de las HMA de café y sacha inchi
Df SumOfSqs R2 F Pr(>F)
Tipo de planta 1 2.8938 0.12994 7.3181 0.0001***
Residual 49 19.3762 0.87006
Total 50 22.2699 1

Nota: (***) indica un valor altamente significativo con p-value <0.001
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La Figura 7 ilustra la beta diversidad en distintas localidades, evidenciando una mayor
homogeneidad en Cashnahuasi y Mirador. Por el contrario, en Shucshuyacu se destaca una
variabilidad méas pronunciada en la agrupacién. Se evidencia una influencia significativa por
las localizaciones, lo cual se confirma mediante el analisis estadistico PERMANOVA. El
analisis arroja una significancia considerable de esta variable presentando un valor de p de
0.0001 (Tabla 5).

Las graficas de rarefaccion de las muestras indicaron que las bibliotecas analizadas
presentaban una cercana o completa saturacion de especies de HMA en Sacha Inchi, lo que
sugiere una amplia diversidad de HMA en todas las muestras (Figura 8). En la figura 9, se
observa los indices de alfa diversidad en dos distintos niveles de edad. Se observa que, en
todos los indicadores, no existen diferencias significativas entre los indices de los rangos de

edad de menos de un afio y mas de tres afos.

La Figura 10 destaca diferencias significativas en los indices de diversidad entre localidades
de plantaciones de Sacha Inchi. Las comparaciones entre las localidades Cashnahuasi y San
Antonio mostraron significancia en ACE (p = 0.0087) y Chaol (p = 0.013). Entre
Cashnahuasi y Paucarpata revelaron indices significativos en ACE, Chaol y Observe (todos
con p = 0.0043). Nuevo Progreso y San Antonio exhibieron diferencias en ACE, Chaol,
Observe y Shannon. Finalmente, entre Nuevo Progreso y Paucarpata, las diferencias se

observaron en ACE, Chaol, Observe y Shannon.

La Figura 11 ilustra la diversidad beta de dos rangos de edades: menores a un afio y mayores
a tres afios. Se percibe una escasa distincion entre ambos grupos, sugiriendo una inclinacion
hacia la homogeneidad. Esta constatacion esta sustentada por el analisis PERMANOVA que
demuestra la no significancia de la influencia de esta variable con un valor de p de 0.223
(Tabla 6).

La Figura 12 muestra la beta diversidad en cuatro localidades diferentes. Es evidente la
variabilidad en las especies de micorrizas entre estas localidades, con Paucarpata
destacandose por su notable heterogeneidad, a diferencia de Cashnahuasi, que presenta
menor variabilidad. Esta variacion en las localidades esta respaldada por el test estadistico
PERMANOVA, que confirma la significancia de esta variable con un p-value de 0.001
(Tabla 6).
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Tabla 5: Two-way PERMANOVA de HMA de café

Df SumOfSqs R2 f Pr(>F)
Rango de edad 2 1.1235 0.09545 1.4193 0.0489*
Localidad 2 1.9134 0.16256 24172 0.0001***
Rango de edad:
Localidad 4 1.6091 0.13671 1.0164 0.4258
Residual 18 7.1244 0.60528
Total 26 11.7705 1

Nota: (***) indica un valor altamente significativo con p-value <0.001, (*) con p-value < 0.05

En base a promedios totales sobre la composicion taxonémica de las comunidades de HMA
asociadas a cafe, con relacion al Orden, se observo en las localidades una predominancia
general de Diversisporales (81.60%), sequida por Glomerales (17.82%), y se resalta que esta
altima fue predominante en las muestras DH-A2, LM-B5, LM-C4, MS-Al (Anexo 10). En
la Figura 13, a nivel de familia, se evidencié una predominancia de Acaulosporaceae
(58.24%) en las tres localidades, aunque en la regidn de Shucshuyacu se destaco también la
presencia de Gigasporaceae (20.25%), y esta aparece en menor medidas en las otras
localidades. En tercera posicion tenemos a la familia Glomeraceae (17.76%), y con gran
representacion en las muestras DH-A2, LM-B5, LM-C5, y MS-Al. La familia
Diversisporaceae (3.10%) también estuvo presente de manera importante en algunas
muestras de la localidad de Cashnahuasi. Las otras familias (Claroideoglomeraceae, y

Paraglomeraceae) tuvieron una baja representacion menor que el 1% total (Figura 13).

El género Acaulospora muestra la mayor predominancia (58.97%), seguida por Dentiscutata
(15.08%), que se presenta con mayor medida en Shucshuyacu, y en menor medida en las
otras localidades. Seguidamente tenemos a Septoglomus (8.34%), Rhizophagus (6.23%) y
Gigaspora (5.27%), mientras que Diversispora (3.40%) solo se observa en Cashnahuasi,

pero no en el rango de edad mayor a 6 afios (Figura 14).
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Tabla 6: Two-way PERMANOVA de HMA asociadas a sacha Inchi

Df SmOfSgs R2 F Pr(>F)
Rango de edad 1 0.2495 0.03383  1.1975 0.223
Localidad 3 3.0072 0.40768  4.8103  0.00099***
Rango de edad:Localidad 3 0.7855 0.10649  1.2565 0.149
Residual 16 3.3341 0.45201
Total 23 7.3763 1

Nota: (****) indica un valor altamente significativo con p-value <0.001

Con respecto a la especies de HMA asociadas a sacha inchi (Anexo 11), se destaca la
predominancia de las siguientes especies: Acaulospora lacunosa (45.51%), Dentiscutata
heterogoma (15.88%), Acaulospora scrobiculata (9.06%), Aucaulospora colombiana
(7.09%), Gigaspora margarita (6.9%), Septoglomus viscosum (4.2%), Diversispora

trimurales (4.11%), Acaulospora spinosa (3.17%), Diversispora celata (1.94%).

En las comunidades de HMA asociadas a sacha inchi con relacion a promedios totales, se
observa una predominancia general de los Ordenes Diversisporales (56.68%) y Glomerales
(43.04%) (Anexo 12). En la figura 15, con respecto a la taxonomia en Familia de se denota
una predominancia de Glomeraceae (57.46%) en las tres localidades, seguido por
Diversisporaceae (28.14%), y Acaulosporaceae (13.86%). Las demas familias obtuvieron un

porcentaje menor al 1%.

En cuanto a los géneros (Figura 16), se resalta la predominancia de Diversispora (30.11%)
en las localidades. Seguidamente se resalta la predominancia de los géneros Dominikia
(23.14%), Septoglomus (19.58%), Acaulospora (14.53%), Rhizophagus (7.80%), vy
Microkamienskia (3.06%).

En el Anexo 13, se ilustra la distribucion taxonémica con respecto a especies en sacha inchi.
Presentando una uniformidad en todas las localidades, no hay mucha variacién entre si. Las
especies mas importantes son: Diversispora trimurales (24.68%), Septoglomus viscosum
(20.37%), Dominikia disticha (15.67%), Acaulospora scrobiculata (7.57%), Acaulospora

kentinensis (6.61%), Microkamienskia peruviana (5.36%).
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Figura 15. Composicién taxonomica nivel de familia de HMA asociadas a Sacha Inchi
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Figura 16. Composicion taxonémica nivel de género de HMA asociadas a Sacha Inchi



4.2 DISCUSIONES

Este estudio corrobora las diferencias altamente significativas en las comunidades
micorricicas segun el tipo de planta, ademéas de desigualdades significativas por el tipo
localidad, tanto en sacha inchi como en café. También, se ha encontrado una relacién entre

la edad de las plantaciones y la riqueza de HMA en café.

Se encontraron diferencias significativas en la composicion de HMA entre las muestras de
café y Sacha Inchi. Asimismo, en una investigacién sobre distintos grupos de plantas, como
pastos, plantas C4 y plantas no ruderales, encontraron que el tipo de planta era crucial para
estructurar las comunidades de HMA (Davison et al., 2020). Estos resultados sugieren que
las diferentes necesidades de nutrientes de cada tipo de planta pueden contribuir a la
composicion unica del suelo y, por lo tanto, a la diversidad de hongos micorrizicos en cada

planta.

Con relacion a la Figura 4, se visualiza la disminucién de la diversidad alfa significativa en
el cultivo de café con la edad mas avanzada, ademas de una influencia significativa de la
edad en la composicion de las comunidades de HMA. Esto es constatable con un estudio de
diversidad de HMA en café (Rengifo-Del Aguila et al., 2022), en donde se observé que la
relacion entre la riqueza y la edad de las plantaciones de café fue constante. No obstante, en
aquel estudio se utilizé la técnica de longitud de fragmento de restriccion terminal (T-RFLP),
esta tiene menor resolucion que la generada por la secuenciacion de alto rendimiento de
Myseg-lllumina. Por otra parte, nuestro hallazgo es consistente con un trabajo previo en
ginseng donde se identificaron una disminucion de la diversidad alfa de HMA en relacién a
la edad (Kil et al., 2014). También en Cunninghamia lanceolata (Lu et al., 2019) se observo
esta misma tendencia. Se ha destacado que tanto la identidad como la edad de las plantas
anfitrionas son factores cruciales que influyen en la estructura y composicion de las
comunidades de HMA (Martinez et al., 2015). Sin embargo, se sugiere que existen otros
factores potenciales que desempefian un papel importante en la composicién de la
comunidad de HMA (Rengifo-Del Aguila et al., 2022).

Por otra parte, se denota una alta influencia de las localidades en la riqueza de las
comunidades de HMA de café, ademas de su impacto en la beta diversidad. Esto es
concordante con la investigacion de Rengifo-Del Aguila et al., (2022), donde se indica una

influencia de la localidad en la diversidad beta. En términos generales, es conocido que las
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propiedades del terreno pueden influir considerablemente en las comunidades de hongos
presentes en el suelo (Hazard etal., 2013). Estas diferencias podrian atribuirse a la
perturbacion relacionada con el uso de la tierra, como el cultivo convencional, y la calidad
del suelo, seglin lo mencionado por Garcia de Leon et al., (2018), donde analizaron muestras

de diversas ubicaciones para evaluar la alteracion de la diversidad alfa.

En relacién con la Figura 9, se pudo observar la ausencia de significancia estadistica en
cuanto a la riqueza entre dos diferentes rangos de edades en la planta Sacha Inchi. Este
resultado concuerda con el hallazgo de otro estudio de HMA en Sacha Inchi (de la Sota
Ricaldi et al., 2023), donde también se concluyé que no se encontrdé ninguna variacion
significativa en la riqueza en funcion de la edad de la planta. Ademas, en la figura 11 se
presentO la representacion grafica de la diversidad beta de las muestras de Sacha Inchi,
considerando dos grupos de edades distintos. No se observo una significativa variabilidad
entre las composiciones de estas comunidades en base al rango de edad, pero si al tipo de
localidad. Sin embargo, el estudio realizado por de la Sota Ricaldi et al. (2023) sobre la
diversidad beta en Sacha Inchi reporté que la edad si influyo en la beta diversidad, ya que se
evidencio un aumento con el tiempo. Al igual que en café, este estudio realizo la tecnologia

T-RFLP, siendo esta probablemente el origen de obtencion de resultados no tan similares.

Las diferencias significativas en las comparaciones de las localidades de Sacha Inchi en
riqueza y composicion de comunidades de HMA pueden atribuirse al manejo agricola al que
estdn expuestas estas plantaciones, que sigue diferentes practicas de agricultura
convencional en cada localidad, y asi mismo en las variables fisicoquimicas de los suelos.
Este hallazgo concuerda con investigaciones previas, como la de Manoharan et al., (2017),
quienes también encontraron una relacion significativa entre las practicas agricolas
convencionales y la disminucidn de la diversidad de HMA en plantaciones de cereales. Este
efecto del manejo agricola en la comunidad de HMA también ha sido respaldado por
estudios como el de Liu etal., (2020), quienes observaron respuestas significativas y
diferenciadas en la composicién de la comunidad de HMA debido a la fertilizacion a largo
plazo en plantaciones de maiz. Ademas, Cheng et al., (2023) relacionaron los incendios leves
y moderados en Bosques de China con el impacto significativo en la composicién de la
comunidad de HMA y también sus propiedades fisicoquimicas en distintas areas

geograficas. Dando correlaciones significativas de la relacion en las variables presentadas.
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A pesar de estas diferencias de la composicion de comunidades microbianas entre
localidades, se encontr6 algunas similitudes en los taxones identificados de HMA en general
para ambas especies, café y Sacha Inchi. Este hallazgo se respalda con la investigacion de
Rincon et al., (2021), quienes estudiaron la diversidad de HMA en plantaciones de cacao,
donde se destaca que la mayoria de los taxones presentes en HMA tienen una distribucién
global. A nivel de Orden en café se observo la predominancia general de Diversisporales y
Glomerales. Esto también ha sido reportado por Medina, (2017) que estudié la biogeografia

de HMA en cultivos de café donde observo la predominancia de Glomerales.

Es notable la limitada presencia de la familia Gigasporaceae en café (Figura 15) mencionada
por Aldrich-Wolfe et al. (2020). Las practicas antropogénicas suelen reducir la aparicion de
estas familias, como se sefiala en los estudios de De Souza et al., (2005) y Chagnon et al.
(2013).

En los cultivos de cafe, el género Acaulospora es el mas predominante, seguido por
Dentiscutata y Diversispora. Varios estudios, incluyendo Corazon-Guivin et al. (2021) y De
Beenhouwer et al., (2015), han identificado una predominancia de Acaulospora en cultivos
de café y sacha inchi. Otros estudios, como los de Coral, (2015) y Medina, (2017), reportaron
la prevalencia de los géneros Acaulospora, Glomus y, en algunos casos, Claroideoglomus.

Diaz, (2022) también destaco la abundancia de Acaulospora y Glomus en cafetales.

Por otra parte, se observo una prevalencia de dos érdenes, Diversiporales y Glomerales en
sacha inchi. Segun el estudio De Acosta, (2021), en las plantaciones de Sacha Inchi, se
menciona que los hongos del orden Diversisporales son colonizadores méas lentos que los
miembros del orden Glomerales, a pesar de esto, también se observé la predominancia de

ambos 6rdenes.

En sacha inchi, la familia de hongos predominante es Glomeraceae, seguida por
Diversisporaceae y Acaulosporaceae, como confirma el estudio de De la Sota Ricaldi et al.,
(2023). A nivel de género, Acaulospora, Diversispora y Septoglomus son los mas comunes,
variando sus proporciones segun Acosta, (2021). Sin embargo, De la Sota Ricaldi et al.,
(2023) también destacan la presencia de los géneros Diversispora, Glomus, Rhizophagus y

Funneliformis en sacha inchi.

48


https://www.zotero.org/google-docs/?et2ONV
https://www.zotero.org/google-docs/?G4Hxc2
https://www.zotero.org/google-docs/?lzVWiN

V. CONCLUSIONES

-Se generaron productos PCR medibles e idoneos que secuenciaron o por la plataforma

Illumina-Myseq para realizar estudios de diversidad de HMA en café y sacha inchi.

- Se obtuvieron archivos Fastq pareados de las 51 muestras de HMA obtenidas de distintas

localidades de café y Sacha Inchi.

-Se realizé la anotacion taxondmica de las 51 muestras de HMA obtenidas de distintas

localidades de café y Sacha Inchi.

-Se determinoG que las variaciones en la diversidad del café estan influenciadas de manera
significativa por la antigliedad del cultivo y su ubicacion, dado que posiblemente la
evolucion favorecié a ciertos HMA asociadas a café debido a restricciones bidticas y

abioticas.

-Se identifico un impacto geografico significativo en la variabilidad de la diversidad de
HMA de las plantaciones de sacha inchi que indica que probablemente solo las adaptaciones
derivadas de las técnicas agricolas mostraron tener una relevancia significativa para este

cultivo.

-No se detect6 una influencia de la edad en la diversidad de los HMA asociados a sacha inchi
que sugiere que el lapso de tiempo evaluado no haya sido suficientemente extenso para

reflejar variaciones.



VI. RECOMENDACIONES

Con miras a profundizar en la investigacion, se recomienda ejecutar analisis
fisicoquimicos en las muestras de suelo se presenta como una medida esencial, ya que
estos andlisis poseen el potencial de esclarecer las variaciones observadas en los indices
de alfa diversidad en relacion con la edad de los cultivos de café. Asimismo, estos
analisis pueden proporcionar una comprension mas profunda de las fluctuaciones en la
beta diversidad, particularmente en lo que respecta a las diferencias geograficas entre las

localidades de estudio.
Realizar analisis de metadiversidad de suelos rizosférico en las parcelas estudiadas.

Aumentar la cantidad de repeticiones en un estudio subsiguiente se plantea como una
medida necesaria, ya que la limitacion actual de réplicas compromete la robustez de

nuestros andlisis centrados en la tematica de la variacion en funcién de la edad.

Emplear una tecnologia de mayor calidad como PacBio-HiFi se vislumbra como una
eleccion pertinente, dado que esta tecnologia tiene la capacidad de amplificar la totalidad
del marcador 18S y ofrecer resultados mas precisos en lo que concierne a la anotacion

taxonomica a nivel de especie.

Validar los resultados de metadiversidad obtenidos con ensayos de aislamiento de suelos

y especias de HMA mas representantes.

Complementar el estudio con técnicas microscopicas para identificacion de HMA de las

muestras utilizadas para analisis de metadiversidad.
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VIIl. ANEXOS



Anexo 1: Productos PCR de los primers SSUCmf y LSUmBr (1500 pb) para muestras de sacha inchi correspondientes a la localidad de San
Antonio.

Nota: Marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen). El tamafio de las bandas es de
aproximadamente 1500 pb.
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Anexo 2: Productos PCR de los primers SSUCmf y LSUmBr (1500 pb) de sacha inchi correspondientes a la localidad Nuevo Progreso.

Nota: Marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen). El tamafio de las bandas es de aproximadamente 1500 pb.
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Anexo 3: Productos PCR de los primers SSUCmf y LSUmBr (1500 pb) de sacha inchi correspondientes a la localidad Cashnahuasi.

Nota: Marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen). El tamafio de las bandas es de aproximadamente 1500 pb.
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Anexo 4: Productos PCR de los primers SSUCmf y LSUmBr (1500 pb) de sacha inchi correspondientes a la localidad de Paucarpata.

Nota: Marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen). El tamafio de las bandas es de aproximadamente 1500 pb.
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Anexo 5: Productos PCR de los primers SSUCmf y LSUmBr (1500 pb) de café correspondientes a la localidad EI Mirador.

Nota: Marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen). El tamafio de las bandas es de aproximadamente 1500 pb.
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Anexo 6: Productos PCR de los primers SSUCmf y LSUmMBTr (1500 pb) de café correspondientes a localidad de Cashnahuasi

Nota: Marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen). El tamafio de las bandas es de aproximadamente 1500 pb.
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Anexo 7: Productos PCR de los primers SSUCmf y LSUmMBTr (1500 pb) de café correspondientes a localidad de Shucshuyacu

Nota: Marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen). El tamafio de las bandas es de aproximadamente 1500 pb.
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Anexo 8: Factura del servicio de secuenciacion de la empresa MR.DNA LAB

Molecular Research (MRDNA)

503 Clovis Road
Shallowater, Texas,
806-789-7084

Fax (866) 789-7292

SALESIERSON

Dowd

QUANTITY

51

51

79363

Date: January 21, 2021

INVOICE # [009837]

PO nesded

1o National University of San Martin
Department: Agricultural science
Professors name and email: M.Sc Mike

Corazon Guivin -

Address: Jr. Amorarca N° 334 - Morales

Phone: +51 945655865

Richard Estrada C. <20150098@lamolina.edu.pe=

JOB PAYMENT TERMS
Diversity amplicon study ﬁ; 23 Receipt
DESCRIPTION UNIT PRICE
Diversity assay bTEFAPE illumina custom assay primers 65
PCRLIbrary manual mixing validaton 10
Setup custom assay HFLC 450
DA cleanup 15
Make Payments to:
Molecular Research (MRDNA)
PO BOX 639
Shallowater, Texas, 79363
806-789-7984
Fax (866) 789-7292

Subtotal

Sales Tax

Total

DUE DATE

LINE TOTAL
£3315uwsd
262 0usd
2450usd
£765

£5150usd

£5150usd

Make all checks payable to [Molecular Research, LP.]

THANEK YOU FOR YOUR BUSINESS!
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Anexo 9: Archivos fastq de las 51 muestras de café y sacha inchi
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Anexo 10: Composicion taxondmica de las muestras de HMA asociadas a café (Nivel taxondmico: Orden)

Cashnahuasi Mirador Shucshuyacu
_Menoraiafio Entre3adafios Mayora6afos _Menoralafo Entre3a4afios Mayora6 afios Menor a 1 afio  Entre 3 a 4 afios _Mayor a 6 afios
Orden

S
2 Diversisporales
8 s Glomerales
o
2 Paraglomerales
< No identificado

® 3 B 2 B B @ 8 & & & 2 ¥ ¥ B & @ 9 = B B 2T B ® 2 @ Q

Muestras
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Anexo 11: Composicion taxondmica de las muestras de HMA asociadas a café (Nivel taxondmico: Especie)

Abundancia

_Menorai afio  Entre 3 a 4 afios Mayor a 6 afios

1¥-HO

Y-HO

EV-HO

Cashnahuasi

18-Ha

Z8-Ha

£8-Ha

20-Ha

£0-HO

§3-Ha

_Menoraiafio Entre 3 a4 anos Mayoraé6 afios

V-

Ev-in1

Y-

Mirador

18-

- [ [ [ [y =
F F F F F %
(o] m (2] (2] (=] =
e o w - o -
Muestras
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Vs

EV-SIN

Shucshuyacu

18-S

28-S

£8-SW

LO-SWN

20-SW

_Menora 1 afo Entre 3 a4 afios _Mayor a 6 afios

#2-SIN

Especies

Acaulospora brasiliensis
Diversispora celata
Acaulospora colombiana
Dominikia compressa
Septoglomus constrictum
Dominikia disticha
Dentiscutata heterogama
Acaulospora kentinensis
Paraglomus laccatum
Acaulospora lacunosa
Claroideoglomus lamellosum
Gigaspora margarita
Paraglomus occuftum
Microkamienskia peruviana
Acaulospora scrobiculata
Rhizophagus sp.
Acaulospora spinosa
Diversispora trimurales
Setoglomus viscosum

No identificado



Anexo 12:: Composicion taxondmica de las muestras de HMA asociadas a sacha inchi (Nivel taxondmico: Orden)

Cashnahuasi Nuevo Progreso Paucarpata San Antonio
_Menoratafio Entre2a3afios _Menoralafio Entre2a3afos Menor a 1 afio Entre 2 a 3 afios Menor a 1 afio  Entre 2 a 3 afios

Orden
Diversisporales
Glomerales
Paraglomerales
No identificado

Abundancia

EEEEEEIEEEEEEEEEEEEEEEEEE
E 5B £ 2 3 3 =2 » 5 B aﬁkmﬁagkkﬁﬂﬁﬁ
Muestras
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Anexo 13: Composicion taxondmica de las muestras de HMA asociadas a sacha inchi (Nivel taxonomico: Especie)

Cashnahuasi Nuevo Progreso Paucarpata San Antonio

Menor a 1 afio Entre 2 a 3 afios Menor a 1 afio  Entre 2 a 3 afios Menor a 1 afio  Entre 2 a 3 afios Menor a 1 afio  Entre 2 a 3 afios

100 Especies
Sclerocarum amazonicum
Dominikia aurea
Diversispora celata
Rhizophagus clarus
Dominikia compressa
Septoglomus constrictum
Oehlia diaphana
Dominikia difficilevidera
Dominikia disticha
Claroideoglomus etunicatum
Dentiscutata heterogama
Dominikia indica
Rhizophagus intraradices
Rhizophagus irregularis
Acaulospora kentinensis
Paraglomus laccatum

50- Acaulospora lacunosa
Claroideoglomus lamellosum
Microdominikia litorea
Gigaspora margarita
Septoglomus nigrum
Paraglomus occultum
Microkamienskia peruviana
Rhizophagus prolifer
Acaulospora scrobiculata
Glomus sp
Rhizophagus sp
Acaulospora spinosa
Diversispora trimurales
Diversispora vesiculiferum
Septoglomus viscosum
No identificado

o -

Abundanci

-r - [ - L W w W ©wW W W
8 388 88 $ % TP FE PRERPERE 3G S
1 [
» » P» @D @O @
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