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Resumen

Las HMA son asociaciones mutualistas presentes en un gran nimero de especies de plantas,
poseen una importante funcion ecoldgica e influencia en la estabilidad de los ecosistemas. Se ha
destacado su rol en la degradacién de compuestos téxicos como el TNT, RDX, HMX, etc, en el
suelo como consecuencia del uso de material bélico durante los ejercicios militares. La
caracterizacion de los HMA es esencial para reconocer sus mecanismos degradadores. Se realizé
la extraccion de esporas de micorrizas presentes en el suelo contaminado con municiones,
obteniéndose 8 morfoespecies. Adicionalmente, se realizaron calculos de los indices de
diversidad de los géneros de esporas obtenidos. Ademads, se determind el MIP de las raices
desarrolladas en suelos contaminados para evaluar su capacidad de colonizacién micorrizica. Se
realizaron andlisis estadisticos como la prueba U de Mann-Whitney y la prueba t independiente
para ver si hay diferencias significativas en las muestras con respecto al historial y tiempo de
disposicidon de material bélico. De acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas las morfoespecies
pertenecieron a los géneros Glomus, Septoglomus, Rhizophagus y Acaulospora. El género mas
diverso fue Glomus debido a su capacidad para persistir en suelos contaminados. El MIP
determiné que el suelo de todos los sitios de muestreo es capaz para producir colonizacién
micorrizica. Los analisis estadisticos mostraron que existen diferencias significativas en las

muestras pre y post (detonacidn/ deflagracidn) con respecto al nimero de esporas.

Palabras clave: esporas, MIP, tamizaje en humedo, material bélico.
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Abstract

The AMF are mutualistic associations present in a large number of plant species, which have an
important ecological function and influence on the stability of ecosystems. It’s role in the
degradation of toxic military compounds such as TNT, RDX, HMX, etc., in the soil as a
consequence of the use of war material during exercises, has been highlighted. The
characterization of AMF is essential to recognize their degrading mechanisms. The extraction of
mycorrhizal spores present in the soil contaminated with ammunition was carried out, obtaining
8 morphospecies. Additionally, calculations of the diversity indices of the genera of spores
obtained were made. In addition, the IPM roots of those developed in contaminated soils will be
developed to evaluate their mycorrhizal colonization capacity. Statistical analyzes such as the
Mann-Whitney U test and the independent t test were performed to see if there are significant
differences in the samples regarding the history and time of disposition of war material.
According to the morphological characteristics, the morphospecies belonged to the genera
Glomus, Septoglomus, Rhizophagus and Acaulospora. The most diverse genus was Glomus due
to its ability to persist in contaminated soils. The IPM will reduce that the soil of all sampling
sites is capable of producing mycorrhizal colonization. The statistical analyzes showed that there
are significant differences in the pre and post samples (detonation/deflagration) with respect to

the number of spores.

Key words: spores, MIP, wet sieving, war material.
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Capitulo I: Introduccién

Formulacidn del problema

Términos militares, econdmicos y geopoliticos son los que definen el poder de las
naciones, y estos han tenido un rol en el medio ambiente y los recursos naturales. Debido a que
el poder militar es la pieza elemental del poder nacional, se puede usar para establecer efectos
militares estratégicos (Fernandez-Lopez et al., 2022) Las operaciones militares generan impactos
negativos en el suelo, tanto por la utilizacién de municiones como por el espacio que supone
estas actividades. Mundialmente se estima que entre 750000 y 15000000 Km? de suelo son
utilizados con este propdsito, lo que impide que sea utilizado con otros propdsitos como la

agricultura, preservacion de ecosistemas, entre otros (Gonzales Garrido, 2017).

El riesgo ambiental que supone las operaciones militares afecta de manera particular a
las condiciones naturales del suelo (Certini et al., 2013). Las consecuencias mas importantes de
estas acciones sobre el suelo incluyen carga ambiental, modificacion fisica e hidrolédgica de las
caracteristicas del suelo, cambios en su estructura mecanica, contaminacion con metales
pesados y pldsticos, muchas de estas son causadas por la aplicacion de municiones en la

actividad militar (Stadler et al., 2022).

Los HMA son un importante grupo funcional de microorganismos del suelo que
funcionan bajo una relacion simbiética con la planta. Un sinnimero de investigaciones ha
comprobado importancia de estos microorganismos en los suelos contaminados (Sun et al.,
2023). Se ha demostrado que las plantas con HMA constituyen un posible plan de recuperacién
de suelos contaminados con metales pesados y otros contaminantes provenientes de
actividades militares, y podria llegar a considerarse como una tactica obligatoria de restauracion

en el futuro (Silva-Castro et al., 2022).
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La determinacidn de la diversidad de HMA en suelos contaminados con material bélico
en Ecuador ha sido muy limitada y dada la importancia que representan los HMA en el equilibrio
ecoldgico de los ecosistemas y en la recuperacion de los mismos se ha planteado estudiar su

diversidad ecoldgica y funcional y como esta se ha visto afectada por la actividad militar.

Justificacion del problema

Debido al aumento de las operaciones militares, y reconociendo su papel en la
contaminacion del suelo, cada vez hay una necesidad mayor por minimizar el peligro que

constituye estas actividades hacia la biodiversidad terrestre (Fernandez-Lopez et al., 2022).

Diversos estudios corroboran que la inoculacién de HMA podria acelerar la tasa de
recuperacién de un ecosistema degradado, ademads, aumentan la tasa de supervivencia y
optimizan el crecimiento de sus hospederos en suelos contaminados. En virtud a estos
beneficios se considera a los HMA como un elemento esencial para la recuperacion y

restauracion de ecosistemas degradados (Pilco Pomagualli, 2015).

La identificacidon de especies de HMA asociadas a la rizosfera en sitios contaminados con
material bélico es importante para el monitoreo ecolégico, el seguimiento de las tendencias de
la poblacién de HMA, las evaluaciones de salud de los ecosistemas terrestres, implementar y
examinar los planes de manejo de las poblaciones y, orientado a este trabajo, para informary

evaluar acciones de biorremediacion de suelos (Austen et al., 2016).

Este estudio contribuye a la determinacion de la diversidad ecoldgica y funcional de
micorriza arbuscular en sitios que han sido contaminados con material bélico debido a
actividades militares, sitios que albergan un sinnimero de especies de flora y fauna y que

podrian ser utilizados con otros propdsitos orientados a la preservacion de ecosistemas. La
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informacién que resulta de este estudio podria proporcionar una guia para futuros estudios
sobre diversidad de micorriza arbuscular y como podria utilizarse para recuperacién de suelos

contaminados.
Objetivos

Objetivo general

Determinar la diversidad ecoldgica y funcional de micorriza arbuscular de la rizosfera de

sitios de historial de deposicién de municiones.

Objetivos especificos

e Muestrear los sitios contaminados, mediante un disefio experimental de los sitios de
repeticiones para obtener muestras de micorriza arbuscular.

e Caracterizar morfolégicamente al menos 4 ecotipos de micorrizas detectadas en el sitio
de estudio por medio de una metodologia morfoldgica basada en la espora para poder
identificar y definir géneros de hongos de micorriza arbuscular.

e Determinar el Potencial Micorrizico del suelo a partir del método de porcentaje medio
de infeccién (MIP) a fin de determinar la capacidad que tiene el suelo de producir

colonizacion micorrizica.
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Capitulo Il: Marco Tedrico

Generalidades de las Micorrizas

Las asociaciones mutualistas entre un gran nimero de especies de plantas superiores
(incluidas las principales especies de cultivos de produccién como trigo, maiz y sorgo) con
hongos que forman arbusculos dentro de las células de las plantas son denominadas micorrizas
arbusculares (Cuenca et al., 2007). Los HMA tiene sus raices ubicuas y gracias a ellas se permite

el intercambio de carbono y fésforo entre el hongo y la planta (Aguirre et al., 2012).

Entre un 5-20% del carbono fotosintético es destinado por las plantas para formar
exudados radicales elementales para mantener a los simbiontes de las raices. Resulta menos
costoso energéticamente para la planta establecer relaciones con los simbiontes que producir
raices (Carrillo-Saucedo et al., 2022). Ademas, es bien reconocido que las plantas micorrizadas a
diferencia de las no micorrizadas presentan ventajas en cuanto a la mejora de la nutricién de las
plantas huésped, tolerar estrés por sequia, metales pesados, patégenos, contaminantes (Teste
et al., 2020). En general, los HMA se distinguen por su sustancial funcion ecoldgica y pueden

tener una alta influencia en la estabilidad de los ecosistemas (Restrepo Giraldo et al., 2019).

El suelo, al ser un entorno diverso y complejo, las asociaciones resultan no ser tan
simples como aparentan, en concreto una planta es capaz de formar asociaciones micorrizicas
con varios especies de hongos y un hongo puede hacer simbiosis con diferentes plantas, de
manera que se tornan muy variadas las posibles combinaciones (Carrillo-Saucedo et al., 2022).
De igual forma, los micelios de los HMA pueden extenderse desde las raices de una planta hasta
las raices de otra planta y asi formar redes micorrizicas comunes influyendo en la competencia

entre plantas y en la diversidad y dindmica de la poblacidn vegetal (He et al., 2003).
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Los HMA establecen asociaciones con alrededor del 80-95% de las familias de plantas
gue existen. Algunas estructuras como los arbusculos son esenciales para el intercambio de
elementos entre el hongo y la planta, en algunos casos se desarrollan estructuras que sirven
como reserva para el hongo ubicadas en el micelio interno, denominadas vesiculas (Cué Garcia
& Torres Garcia, 2019). El carbono fotosintético producido por las plantas es recibido por los
hongos micorrizicos a cambio de los recursos del suelo, principalmente nitrégeno y fésforo
(Gehring & Bennett, 2009). Ademas, solubilizan los nutrientes del suelo que se encuentran
inmoviles para ponerlos a disposicion de la planta y asi ayudarla con su crecimiento (Restrepo

Giraldo et al., 2019).

Por lo regular la diversidad de especies de plantas estd determinada por la presencia de
los hongos micorrizicos en el suelo, de igual forma, se ha comprobado que las comunidades
micorrizicas influyen directamente en las interacciones entre la planta y la microbiota del suelo

(Restrepo Giraldo et al., 2019).

Dentro de las principales estructuras observadas en las micorrizas arbusculares esta el
sistema micelial, el cual estd compuesto por dos fases; el micelio externo, que coloniza el suelo y
gue se puede extender considerablemente , y el micelio interno que se sitia dentro de la
corteza de las raices (Aranda, 2005). Las esporas, son estructuras que contienen el material
genético del microorganismo y son responsables de la reproduccion asexual de los hongos (Ortiz
et al.,, 2018). Ademas, son el punto de inicio de colonizacién de la planta cuando las condiciones
son favorables. La hifas se generan a partir de las esporas y son filamentos que en conjunto
formaran el micelio, las hifas forman ramificaciones laterales que se extienden a través de las

paredes de las células de la planta rodeandolas completamente, estas estructuras son
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denominadas arbusculos (Gomez et al., 2007). Las vesiculas son estructuras esféricas de

almacenamiento que se forman en la parte terminal de las hifas (Berdugo, 2009).

Figural

Estructuras principales de los HMA.

Micelio externo

Micelio interno Arbiisculo

Nota. Tomado de (Aranda, 2005).

Clasificacion de las Micorrizas

Existe una clasificacién de las micorrizas que estd en funcion de las estructuras que los
hongos desarrollan en las raices cuando interactian y modifican su morfologia. Esto ayuda a que
las plantas tengan un mejor rendimiento, productividad y a optimizar el ciclo de nutrientes.

(Diaz et al., 2016).
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Ectomicorrizas

En este tipo de micorrizas la raiz es ocupada por el micelio sin que haya una penetracién
intracelular, las hifas se colocan alrededor de las raices y se pueden ver a simple vista (Moposita,

2020).

Ectendomicorrizas

Esta micorriza tiene las mismas particularidades de la ectomicorriza al tiempo que hay

una penetracién intracelular por el micelio (Carrillo Sdnchez, 2015).

Endomicorrizas

En este tipo de micorrizas el micelio invade la raiz sin formar un manto externo, la
invasién es originalmente, pero después entra en el interior de las células radicales (Carrillo

Sanchez, 2015).

Biodiversidad de las asociaciones micorrizicas

En el mundo de las plantas existe una extensa diversidad de asociaciones micorrizicas,
se estima que alrededor del 74% de todas las especies del planeta forman alianzas con los HMA
del clado Glomeromycota, 2% de las plantas forman asociaciones con ectomicorrizas, 9% de las
plantas forman micorrizas orquideas y el 1% forma micorrizas ericoide. Los dlamos, los
eucaliptos y algunas otras especies de plantas tienen la particularidad de formar asociaciones

simbidticas duales (van der Heijden et al., 2015).

Esporas de los HMA

Son los propagulos infectivos de nuevos hospederos, ademas que son la Unica fase
independiente del micobionte. Son estructuras de forma redondeada con una pared celular

gruesa y un didmetro promedio entre 50 y 100 um, pero pueden llegar a medir hasta 500 um de
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didametro (Garg & Chandel, 2010). Su interior estd constituido por una gran cantidad de lipidos
de reserva, carbohidratos y paredes reforzadas de quitina, caracteristicas primordiales al
momento de resistir hasta que las condiciones sean las adecuadas para su germinacién, su

supervivencia se debe en parte a su capacidad de dispersién (Parra et al., 2019).

El proceso de colonizacidn cuando las esporas hallan un posible hospedero se divide en
5 etapas: 1) germinacion de la espora; se han detectado condiciones ambientales que inician
este proceso entre ellos esta el pH, la temperatura, humedad, los nutrientes minerales y
organicos, los microorganismo, entre otros (Mugnier & Mosse, 1987), 2) formacién del tubo
germinal; es el primer crecimiento multicelular, aqui comienza el proceso de diferenciacion. 3)
fase hifa; el tubo germinal empieza a transformarse en hifas que después van a ser clave parala
recopilacion de nutrientes y energia, las hifas liberaran enzimas que ayudardn a descomponer
los alimentos para aumentar el crecimiento (Sayner, 2021), 4) colonizacién de la raiz; las hifas
invaden la raiz y dependiendo del tipo de hongo micorrizico y crean una red interna de
estructuras fungicas dentro de las células radiculares como los arbusculos y las vesiculas, 5)
expansion de las hifas; en esta etapa las hifas se encargan de ocupar todo el area de suelo que
mas puedan, llegando a cubrir hasta 700 veces mads area de suelo que las propias raices de las

plantas (Phohlo, 2021).

Las esporas pueden persistir por mucho tiempo, pero su presencia esta determinada
por varios factores como las condiciones ambientales, la estimacién de vida de cada especie de
HMA, la fenologia de la planta hospedera, el grado de perturbacion del suelo, entre otras (Ruiz,

2020).



25

Especies de micorrizas

Taxonomia y clasificacion de los HMA

La taxonomia y clasificacién de los HMA hasta finales del siglo XX se basaba en el analisis
morfoldgico de las paredes de esporas diferenciadas en estos hongos. A principios, de este siglo,
los rasgos genéticos se utilizaron para proponer nuevas clasificaciones y nuevos taxones, y como
resultado la taxonomia y clasificacién de los HMA ha pasado por un periodo de debate y

cambios (Luiz Stirmer, 2023).

La clasificacion de los HMA estd basada comunmente en la estructura de sus esporas. La
morfologia de las esporas producidas por los hongos micorrizicos son el fundamento para poder
realizar la identificacion de especies. Algunas de los criterios tomados en cuenta son: la forma, el

tamafio, el color, el nUmero y el grosor de las paredes de las esporas (Bolafios-B et al., 2000).

Existe una diversidad de propuestas de clasificaciones de HMA, para los taxones
superiores a la familia, depende el individuo decidir que esquema seguir, sin embargo, para
familias e inferiores, el sistema publicado por Stlirmer (2012) se ajusta a una filogenia natural.
En este sistema se propone cuatro clases (Zygomycetes, Glomeromycetes, Archaeosporomycetes
y Paraglomeromycetes), seis érdenes (Endogonales, Glomerales, Diversisporales,

Paraglomerales, Archaeosporales y Gigasporales), 15 familias y 29 géneros.

Contaminacion del suelo por material militar

Las operaciones militares repercuten considerablemente en la condicion natural del
suelo. Las consecuencias mas importantes de estas acciones incluyen: carga medioambiental,
modificacion de sus caracteristicas fisicas e hidroldgicas, cambios en su estructura mecanica,

contaminacidn con metales pesados, contaminacién quimica, radioactiva y microbiana, entre
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otras (Stadler et al., 2022). Como resultado, las zonas con intenso flujo de actividades militares
son consideradas, incluidos los lugares de eliminacidn de explosivos se consideran entre las

principales fuentes de contaminacidn para los ecosistemas terrestres (Broomandi et al., 2020).

Los contaminantes orgdanicos introducidos al suelo por actividades militares se han
agrupado como compuestos potencialmente tdxicos (PTCs), compuestos energéticos (ECs),
agentes de guerra quimica (CWAs) y compuestos quimicos militares. La concentracion de estos
componentes en el suelo enfocado en areas militares es excesivamente alta y junto con su alta
toxicidad y persistencia, esto podria acarrear a tener considerables problemas ambientales

(Fernandez-Lopez et al., 2022).

Los sitios militares contaminados con compuestos explosivos como el 2,4,5-
trinitrotolueno (TNT) o el hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (RDX) estdan muy diseminados y
presentan problemas medioambientales persistentes. Estos explosivos son altamente estables y
tienden a mezclarse con la materia organica del suelo, contaminandola. Estudios toxicoldgicos
realizados a multiples organismos, como plantas y hongos han comprobado los efectos toxicos y

mutagénicos de estos explosivos militares comunmente usados (Aguero & Terreux, 2019).

La contaminacidn se puede efectuar durante su transporte, almacenamiento de
municiones obsoletas y operaciones de deflagracion y detonacién (Thijs et al., 2018). La primera
etapa del ingreso y dispersion de estos contaminantes en el ambiente subterrdneo es la
disolucién de TNT, RDX y HMX de los residuos de fase sdlida, que se han expandido alrededor de
los campos militares después de los eventos de detonacion, estos residuos cuando entran en
contacto con los eventos de precipitacidn se disuelven por flujo de escorrentia superficial o por

la filtracidn de poros en el suelo (Wang et al., 2012).
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Los efectos indirectos de las actividades militares en el suelo son mucho mas grandes,
por ejemplo, el incremento de la erosién por la aplicacidon de defoliantes quimicos y cuya
propagacion es mucho mas rapida en superficies empinadas e incineradas (Stadler et al., 2022).
Ademas, debido a la formacién de una capa hidrofébica provocada por el fuego a poca
profundidad que previene o limita la infiltracidn, estas zonas son altamente propensas a la
escorrentia y la erosidon pudiendo provocar deslizamientos de tierra y flujo de escombros
(Broomandi et al., 2020). Asimismo, la deforestacién como consecuencia de bombardeos ha
causado mucha preocupacién, no solo por los problemas medioambientales que trae consigo,

sino también por la pérdida del habitat de millones de especies (Stadler et al., 2022).

Importancia de las micorrizas en suelos contaminados

Con el aumento de la contaminacidn por metales pesados y compuestos tdxicos
provenientes de las actividades militares, se ha intentado descifrar como el suelo logra
sobrellevar este problema, pues, las micorrizas juegan un papel sumamente importante, ya que
no solo suministran nutrientes a las plantas, sino que también mejoran las propiedades fisico-
guimicas del suelo y actian como filtros para bloquear xenobiéticos dentro de su micelio (Riaz
et al., 2021). Los hongos micorrizicos imparten tolerancia a los metales pesados a causa de su

capacidad para sobrevivir en entornos estresantes (Garg & Cheema, 2021).

Hipdtesis

No existen diferencias en la diversidad ecoldgica y funcional de micorriza arbuscular de

la rizosfera entre los tipos de disposicion de material bélico.
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Capitulo lll: Materiales y Métodos

Muestreo

La recoleccion de muestras del presente trabajo se llevd a cabo en la brigada militar “El
Corazén”, depésito conjunto de municiones, ubicado en la provincia de Pichincha en el cantén
Mejia. La recoleccion se realizé en dos fechas: la primera el 24 de octubre, previo a la

detonacion de municiones y la segunda el 2 de diciembre, después de la detonacion.

Para recoleccién de muestras de suelo se visité los lugares destinados para la
detonacién y deflagracién de material bélico en la brigada militar, se escogié dos sitios de
principal relevancia; el primero fue la zona de detonacién de municiones y explosivos en donde
se recogié muestras de 4 puntos especificos en un radio de 5 mts, con la ayuda de un barreno se
recolectaron las muestras de suelo de aproximadamente 30 cm de profundidad, la segunda fue
la zona de deflagracién de pirotecnia y cartuchos, en esta zona se tomaron 3 muestras del
centro de las fosas de incineracidn respectivamente, de igual manera se utilizé el barreno para
hacer un agujero y se recogié suelo de aproximadamente 30 cm de profundidad. Las muestras
se recolectaron en bolsas ziploc debidamente etiquetadas y se las almacend en un lugar fresco y

seco hasta su analisis en el laboratorio.

Tabla 1

Ubicaciones del muestreo

Punto Ubicacion Coordenadas Altitud

0 Zona de detonacidén 0°30'02.6"S78°37'48.6"W 3505 m.s.n.m.
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1 Zona de detonacién  0°30'02.6"S 78°37'48.7"W 3505 m.s.n.m.

2 Zona de detonacién  0°30'02.6"S 78°37'48.6"W 3505 m.s.n.m.

3 Zona de detonacién  0°30'02.5"S 78°37'48.5"W 3505 m.s.n.m.

Pre-detonacion 1 Zona de deflagracion  0°30'00.0"S 78°37'52.8"W 3514 m.s.n.m
2 Zona de deflagracion  0°29'59.5"S 78°37'52.7"W 3512 m.s.n.m

3 Zona de deflagracion  0°29'59.4"S 78°37'52.2"W 3510 m.s.n.m

1 Zona de detonacién  0°30'02.6"S 78°37'48.6"W 3505 m.s.n.m.

Post- 2 Zona de detonacién  0°30'02.6"S 78°37'48.6"W 3505 m.s.n.m.

detonacion

1 Zona de deflagracion  0°30'00.0"S 78°37'52.8"W 3514 m.s.n.m

2 Zona de deflagracion  0°29'59.5"S 78°37'52.7"W 3512 m.s.n.m

Nota. Coordenadas tomadas con GPS
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Figura 2

Ubicacion geogrdfica del lugar de muestreo.
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Nota. Tomado de Perdomo (2020)

Analisis fisico-quimico del suelo

Se tomaron y se juntaron las muestras de pre-detonacién en una sola muestra conjunta,
las de deflagracidn se dividieron en la zona de cartuchos y pirotecnia y se obtuvieron un total de
7 muestras. Se mandaron a los laboratorios del INIAP para que se les realicen analisis fisico-

guimicos.

Porcentaje Medio de Infecciéon (MIP)

Para la implementacion del ensayo de determinacidn del potencial micorrizico del suelo

se utilizé el método descrito por Tester et al (1986).
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Germinacion de Sorgo (planta trampa)

Se colocd las semillas de sorgo en una superficie plana que tenia una base himeday se
dejoé germinar por aproximadamente 2 semanas, se procurdé mantener siempre himeda la base.
Una vez que emergiod el embridn se colocd la semilla germinada en un semillero con arena
humeda estéril para asegurar su crecimiento. Se regé las plantas aproximadamente 2 veces por

semana.

Preparacion de la arena de rio

Se recogié la arena tratando de retirar rocas grandes y se llend en 3 beakers de 2000 ml,
se tapo con papel aluminio, se llevé los beakers a la autoclave a 121 °C por 2 horas. Se realizaron

dos ciclos de autoclavado con intervalo de descanso de 24 horas.

Montaje del experimento

Se prepararon 11 muestras, y por cada muestra se realizé 3 replicas, danto un total de
33 ensayos. Se utilizé una dilucién 1:10 suelo de campo: sustrato de arena de rio estéril por lo
gue se midié 45 mL de arena de rio en un tubo falcon y 5 ml de cada muestra y se colocd en un
vaso de 3 oz. por cada muestra y réplica respectivamente. Se mezcld la arena con la muestra de
estudio, se cambié de implementos en cada muestra para evitar una posible contaminacién. Se
obtuvieron un total de 33 ensayos, en cada uno de ellos se colocé la “planta trampa” que en
este caso era el sorgo (Sorghum spp.) y se la dejo crecer por 21 dias, se regd las plantas minimo
2 veces por semana. Una vez culminado los 21 dias se retird las raices de las plantas trampa, se

quitd toda la tierra con la ayuda de agua y un colador, se las dejo envueltas en papel filtro.
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Tincién y montaje de raices

Para la tincidn de raices se adaptd el método establecido por Phillips & Hayman (1970) y
Aldrich-Wolfe et al (2020). Se colocd las raices envueltas en papel filtro en una solucién de KOH
al 10% por un dia, luego se lavé las raices con agua destilada y se las sumergié en una solucién
de HCL al 1% por 15 minutos, se retird las raices y sin lavar se metid las raices en una solucién de
azul de metileno al 0,05% por un dia. Pasado el tiempo se hizo varios lavados de las raices con

agua destilada hasta que el agua salié sin residuos de colorante.

Las raices lavadas se colocaron en portaobjetos de forma paralela con la ayuda de unas
pinzas limpias, se verificd que las raices se encuentren los mas extendidas posible y se cubrid

con cubreobijetos.

Determinacion del MIP

Las placas obtenidas se visualizaron en un microscopio dptico utilizando el objetivo 10X
y 40 X, se establecieron 20 puntos de insercidon en cada placa y se contabilizé el nimero de
puntos de insercién que presenté colonizacién micorrizica. Se tomd en cuenta la presencia del
micelio externo e interno. El nUmero de puntos de insercién con colonizacion se dividié para el
total de puntos de insercion (20) y se multiplicé por 100 (Ecuacion 1), siguiendo el método de

MCcGONIGLE et al (1990). El potencial micorrizico fue calculado mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1

Ecuacion para la determinacién del MIP (%).

% Infeccion (MIP) = Lo CamPos Mf ectados (promedio) . 4,
o imjeccion "~ Total de campos observados
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Extraccion de esporas

Se siguio el método de extraccidén de esporas mediante tamizaje en humedo y

decantacion de Gerdemann & Nicolson (1963).

Combinacion de muestras

Las muestras se combinaron segun la ubicacién y tiempo; es decir se combind 50 cc de
cada punto en la zona de detonacion, 50 cc de cada punto en la zona de deflagracién, para las
muestras post-detonacidn se combiné 100 cc por cada punto. Todas estas muestras compuestas
se colocaron en un beaker, respectivamente. De cada beaker se realizé 3 réplicas cada una con
50 cc de muestra combinada y se colocé en otro beaker de 2L, se obtuvo un total de 12 réplicas
(Figura 3).

Preparacion de sacarosa al 70%

Se prepard una solucién de sacarosa al 70%, se usé 140 g de azlcar comun y se depositd
en un matraz que tenia 200 mL de agua destilada, se colocé un agitador magnético y se puso el
matraz en una plancha de calentamiento a 30 °C para que se disuelva el azlcar. El proceso
demord aproximadamente 15 minutos hasta que se disuelva el azlcar, se tapd con papel

aluminio la boquilla del matraz y se guardd en la refrigeradora para posterior uso.

Tamizaje en himedo

La extraccion de esporas se realizé mediante el método de tamizaje en himedo, a cada
réplica se le afiadid 2 L de agua y se mezcld con una varilla de agitacion asegurandose de quitar
todos los grumos, se agitd y se dejé asentar las particulas gruesas minimo 10 minutos. Por otro

lado, se utilizd un juego de tamices de 1000 um, 150 um y 38 um, respectivamente,
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colocandolos en orden descendente segln su abertura, la mezcla se dejé pasar a través del
juego de tamices evitando pasar la parte de la tierra que se asenté, se hizo lavados constantes
con una piseta con agua destilada asegurandose que no quede ninguna particula retenida. Se
colectd la fraccion de los tamices de 150 um y 38 um en un tubo falcon de 50 mL,
respectivamente, ayudandose de una piseta para recolectar todo. Al tubo se le afiadid la
solucién de sacarosa al 70%, hasta completar los 35- 45 mL aproximadamente. Se pesoé los tubos
individualmente asegurandose que tengan el mismo peso, se llevé los tubos a la centrifuga a

2500 rpm por 3 minutos.

Al terminar la centrifugacion se observd en los tubos las fases de precipitado y
sobrenadante, posteriormente se volvid a pasar la interfase de agua y sacarosa de cada tubo por
los tamices de 150 um y 38 um y se lavo el exceso de sacarosa con una piseta de agua destilada,

se colectaron las esporas retenidas en cada fraccién en cajas Petri rotuladas.

Este proceso se realizé con las 12 réplicas de los dos sitios, antes y después de la

detonacion.

Identificacion de morfoespecies

Las esporas aisladas y depositadas en las cajas Petri se llevaron al estereoscopio y se
observaron. Se realizé el conteo de las esporas encontradas en 50 cc de suelo, se agrupd en una
tabla de acuerdo a su forma, color, el # del tamiz y el cédigo. Con la ayuda de un tubo capilar se
recolectaron al menos 6 esporas respectivamente de las distintas morfoespecies encontradas y

se las colocé en portaobjetos para ser observadas en un microscopio, posteriormente.
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Figura 3

Ejemplo de obtencion de muestra compuesta.
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Nota. Creado en Biorender

Descripcidon Morfolégica

Se considerd caracteristicas como la forma, diametro, el color presentado al observar en
el microscopio, la coloracién de las capas y de las ldminas de la espora al reaccionar con el
reactivo de Melzer, simetria. El criterio que se considerd para definir los diferentes morfotipos

fue el color de la espora.

Para realizar la descripcidn basado en los criterios morfoldgicos antes mencionados, se

contrastaron los resultados utilizando las claves de INVAM (2023), las descripciones originales
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de Stirmer (2023), los criterios de la morfologia de la espora de Brundrett et al (1996) y en los

criterios publicados en Redecker et al (2013).

Se hizo uso de los microscopios épticos del laboratorio de fitopatologia de Agrocalidad,
se utilizé un objetivo de 40x para fotografiar las esporas, a excepcién de las esporas grandes
cuyo didmetro sobrepasaba el enfoque, en ese caso se utilizd el objetivo 10x. Se utilizé el

software y camara Olympus para las fotografias y para la medicion del diametro de la espora.

Analisis estadistico

Se utilizé el programa Jamovi, y se realizé una prueba de U de Mann-Whitney (P < 0,05)
para analizar los datos y estimar diferencias entre el MIP de las muestras pre/post-
detonacion/deflagracion. Adicionalmente de realizé la prueba t de student para corroborar si
hay diferencias significativas en el MIP de las muestras. Las variables que se analizaron fueron el
MIP (%) con el tipo de disposicidon del material bélico (detonacion y deflagracion ), del mismo

modo, el MIP(%) con el tiempo (pre y post).

Los datos de densidad de esporas fueron comparados mediante la prueba de
independencia Mann-Whitney U (P < 0.05). Las variables comparadas fueron el nimero de
esporas con el tipo de disposicion del material bélico (detonacién y deflagracién) y, de igual
manera el nimero de esporas con el tiempo (pre y post). Se realizé graficos descriptivos de los

dos andlisis.
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Capitulo IV: Resultados

Andlisis fisico-quimicos de muestras de suelo

Los analisis al perfil del suelo de la brigada militar “El Corazén” mostraron altos niveles
de nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, magnesio, zinc, cobre y hierro en las muestras de pre-
detonacion/deflagracion y post-detonacion/deflagracion. Los niveles de manganeso se
mantuvieron entre medios y altos en todas las muestras. El pH practicamente neutro en las
muestras pre/post-detonacidén, mientras que en las muestras pre-deflagracion permanecieron
altos. En las muestras post-deflagracion el pH resulté ligeramente 4cido para el punto 1

(cartuchos) y medianamente alcalino para el punto 2 (pirotecnia) (Tabla 2.).

Tabla 2.

Andlisis fisico-quimico de muestras de suelo con disposicion de material bélico.

Muestra de suelo  pynto de N P K Ca Mg 1Zn Cu Fe Mn
pH

Unidad muestreo (ppm) (meq/100g) (ppm)

Pre-Detonacion 1-4 221,7 26,16 0,62 10.07 2,03 108 31,5 331 6,8 6,64

Pre-Deflagracidon 1 77,38 153,08 583 1493 1,4 128 26 78 13,5 10,85
Pre-Deflagracidn 2 70,92 163,88 13,99 21,4 2,69 104,4 46,7 130 23,7 10,91
Pre-Deflagracion 3 90,77 174,71 8,19 13,95 1,66 15 55 64 19,8 9,95

Post-Detonacion 1-2 273,75 28,22 0,52 10,41 2,03 151 46,9 395 6,8 6,76
Post-Deflagracion 1 248,92 24,81 0,59 10,44 2,24 171 27,3 454 85 6,37

Post-Deflagracidn 2 72,58 26,9 2,16 22,37 3,76 17,7 115,7 93 15,3 8,05
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Nota. Datos tomados de analisis en INIAP.

En cuanto al %MIP (Tabla 3), los valores resultantes muestran valores similares entre
cada punto, siendo los valores de MIP mas bajos de 53,3% correspondiente al punto 2 del suelo
pre-detonacion, seguido del 55% y 56,7% respectivo al punto 2 de la muestra post-detonacion y
al punto 1 de la muestra pre-deflagracidn, respectivamente. Los valores mas altos se
relacionaron con el punto 2 del suelo post-deflagracidn con un MIP del 85%, seguido del punto 1

de la muestra de pre-detonacion.

Tabla 3

Cdlculo del MIP de los puntos de insercidn en raices.

Puntode Historial del suelo Conteo de puntos de insercion Promedio MIP Ln del
muestreo Puntosde promedio MIP
R1 R2 R3
insercion (%)
PO Pre-Detonacidn 11 20 15 15,3 76,7 4,34
P1 Pre-Detonacion 15 9 16 13,3 66,7 4,20
P2 Pre-Detonacion 16 16 10 14,0 70,0 4,25
P3 Pre-Detonacion 14 13 17 14,7 73,3 4,30
P1 Pre- Deflagracion 14 10 10 11,3 56,7 4,04
P2 Pre- Deflagracion 8 14 10 10,7 53,3 3,98

P3 Pre- Deflagracion 16 17 12 15,0 75,0 4,32
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P1 Post- Detonacion 13 16 13 14,0 70,0 4,25
P2 Post- Detonacion 13 11 9 11,0 55,0 4,01
P1 Post-Deflagracién 14 11 12 12,3 61,7 4,12
P2 Post-Deflagracién 18 17 16 17,0 85,0 4,44

Al realizar una comparacién entre los porcentajes de MIP con respecto al tipo de
disposicion del material bélico, el MIP promedio en los sitios de detonacion es 68.6%, en tanto
que en el sitio de deflagracién es de 66,3%. Si se hace una comparacion del tiempo (pre/post) se
tiene que el promedio de MIP antes de la detonacion/deflagracién es de 67,4%, mientras que

después de la detonacién/deflagracién es de 67,9%.
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Figura 4

MIP en los distintos tipos de disposicion de material bélico.
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Nota. Realizado en programa Prism 9.

En el calculo del logaritmo del MIP en los distintos tipos de disposicién de material

bélico los valores se mantienen en un rango minimo de 4.01 a un maximo de 4.44.

Con el fin de confirmar la presencia de HMA en las muestras y de determinar el MIP se
analizd las raices tefiidas. Se encontro colonizacidn micorrizica en todas las muestras de las
raices colectadas. Ademas, se pudo visualizar estructuras como arbusculos, esporas, vesiculas, el

micelio interno y externo (Figura 5).

El analisis de 20 puntos de insercidn permitié divisar algunos fragmentos de la raiz que

no tenian la presencia de HMA (Figura 6), solo se observo las paredes celulares intactas.
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Figura 5.

Diversas estructuras de HMA asociadas con raices.

Nota. Imagenes obtenidas con microscopio dptico. A-B,E. Raiz mostrando hifas externas (HE) e hifas internas
(HI). Objetivo 10x. C. fragmento de raiz con hifas internas. Objetivo 10x. D. Raiz muy colonizada con hifas
internas y externas y con presencia de arbusculos (A). Objetivo 10x. F. Fragmento de raiz con hifas externas e

internas y presencia de vesiculas (V). Objetivo 40x.
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Figura 6

Puntos de insercion en raices sin presencia de colonizacion micorrizica.

Nota. Imagenes obtenidas con microscopio dptico. Se puede observar las fotografias de las raices donde se
diferencia su pared celular sin ningun tipo de hifa externa e interna. A-D Objetivo 10x. B-C objetivo 40x.

Taxonomia de los HMA

Densidad de esporas

Las réplicas obtenidas del tamizaje en humedo de cada muestra de suelo mostraron
cantidades variables de esporas (Tabla 4), el nimero maximo de esporas que se logré encontrar

fue de 12 de esporas en 50 g de suelo correspondiente al sitio pre- detonacidn, seguido de 8
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esporas paras las muestras 7 y 8 pertenecientes a al suelo pre- deflagracidon. En muestra 3y 21

del suelo pre-detonacién y del suelo post-deflagracion, respectivamente, no se logré observar

ningun tipo de espora. Los colores de las esporas visualizadas en el estereoscopio fueron negras,

verdes, gris traslucido, tomates, amarillas, cafés y rojas. Se logrd recolectar esporas tanto del

tamiz de 150 um como del de 38 um. El nimero de esporas colectadas de las muestras de

detonacion (pre y post) fue mayor (50) en comparacién al nimero de esporas colectadas en la

zona de deflagracion (37).

Tabla 4.

Conteo y caracterizacion del color de esporas observadas en estereoscopio.

Muestra Codigo* Tamiz Color # de esporas
1 PRDT-R1-T150 150 pm Café 2
2 PRDT-R1-T38 38 um Café, Roja y negra 5
3 PRDT-R2-T150 150 pm No hay 0
4 PRDT-R2-T38 38 um Café y negra 6
5 PRDT-R3-T150 150 pum Café, gris traslicido y tomate 8
6 PRDT-R3-T38 38 um Tomate y café 12
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11

12

13

14

15

16

17

18

PRDF-R1-T150

PRDF-R1-T38

PRDF-R2-T150

PRDF-R2-T38

PRDF-R3-T150

PRDF-R3-T38

PSDT-R1-T150

PSDT-R1-T38

PSDT-R2-T150

PSDT-R2-T38

PSDT-R3-T150

PSDT-R3-T38

150 pm

38 um

150 pm

38 um

150 pm

38 um

150 pm

38 um

150 pm

38 um

150 um

38 um

Roja, tomate, verde y amarilla

Roja, café y amarilla

Café y gris traslucida

Gris traslucido

Gris traslucido

Café, gris traslucido, rojay

tomate

Roja y gris traslucida

Amarillay café

Café

Amarilla y café

Café

Café y gris traslucida

44
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19 PSDF-R1-T150 150 pm Amarilla 1
20 PSDF-R1-T38 38 um Tomate 2
21 PSDF-R2-T150 150 pm No hay 0
22 PSDF-R2-T38 38 um Gris traslucido y amarilla 3
23 PSDF-R3-T150 150 um Gris traslucido 2
24 PSDF-R3-T38 38 um Gris traslucido 1

Total 87

Nota: *PRDT: pre- detonacion, PRDF: pre-deflagracion, PSDT: post- detonacién, PSDF: post-deflagracion. R1:
réplica 1, R2: réplica 2, R3: réplica 3. T150: tamiz de 150 um, T38: tamiz de 38 um.

Se encontrd un porcentaje mayor de esporas (70,1%) en las muestras que se
recolectaron del suelo antes de la disturbacidon con material bélico, mientras que en la muestra
de suelos post-detonacién/deflagracidn el porcentaje de esporas se redujo considerablemente
(29.9%). Algunas esporas de las muestras post-detonacidn/deflagracion estaban muy
deterioradas por lo que no se las considerd en el conteo. Solo se considerd las esporas que

estuviesen completas o parcialmente completas.
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Figura 7.

Comparacion del nimero de esporas antes y después de la detonacion/deflagracion.

Densidad de Esporas

[0 Post-Detonacion/Deflagracion

B Pre-Detonacién/Deflagracion

Total=87

Nota. Realizado en programa Prism 9.

Identificacion de morfoespecies

Cada morfoespecie se identificd con un género de HMA, de las cuales predominaba el
género Glomus con 41 esporas, seguido del género Septoglomus con 15 esporas, Rhizophagus
con 5 esporas, y por ultimo el género Acaulospora con 1 espora (apéndice 1). Hubo una

morfoespecie que por sus caracteristicas no pudo ser identificada.

Tabla 5

Numero de esporas recolectadas por cada morfoespecie.

Género de
Morfoespecie Numero de esporas
HMA

Morfoespecie 1  Septoglomus 10
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Morfoespecie 2 - 1
Morfoespecie 3 Glomus 18
Morfoespecie 4 Glomus 4
Morfoespecie 5 Septoglomus 5
Morfoespecie 6  Rhizophagus 5

44
Morfoespecie 7 Glomus

1

Morfoespecie 8  Acaulospora

Las caracteristicas
morfoldgicas se observaron bajo un microscopio dptico y se encontraron 7 colores diferentes de
acuerdo con la carta de colores para hongos Glomelanos de Brundrett et al (1996). La forma de
las esporas también fue considerada, la mayoria tenia globosa. Ademas, su reaccidn al reactivo
de Melzer, la cual se considerd como positiva si se tefiia las paredes internas de la espora 'y
negativa de no haber coloracién. También se distinguié el tamafio del tamiz del que provenia

cada morfoespecie siendo este de 150 um o 38 um.



Tabla 6.

Caracteristicas morfoldgicas observadas en las esporas.

Reaccion al reactivo

Morfoespecie Diametro Color* Forma Género Identificacion
de Melzer
1 112-192 um Negra (60,100,80) Globosa Negativo Septoglomus  Figura 9 (A-D)
2 102 um Verde (30,60,0) Globosa a ovoide Negativo - Figura 9 (W-X)
Globosa a ovoide
3 41-167 pum Rojo (40,90,80) Negativo Glomus Figura 9 (E-H)
irregular
4 58-96 um Tomate (0,40,20) Ovoide Negativo Glomus Figura 9 (M-P)
Globosa a ovoide
5 32 um Gris (20,20,20) Negativo Septoglomus  Figura 9 (U-V)
irregular
6 89-113 um Amarilla (0,50,0) Globosa a Ovoide Negativo Rhizophagus Figura 9 (Q-T)
7 10-118 pm Café (40,80,60) Globosa a Ovoide Negativo Glomus Figura 9 (J-L)
8 85 um Café (40,80,60) Globosa Positivo Acaulospora Figura 9 (1)

Nota: *Spore colour chart for Glomalean Fungi de Brundrett et al (1996).

48
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Comparacién de morfoespecies

La diversidad de morfoespecies de HMA encontradas fueron 8, con diferentes colores
caracteristicos y de tamafios variados. La mayoria de las formas de las esporas varian entre
globosa y ovoide, pero también se pudo encontrar formas elipsoidales (Figura 9 R) e irregulares
(Figura 9 P) . Ademds, se puede visualizar en unas esporas la hifa. Se aplasto las esporas con
ayuda del cubreobjetos para que los reactivos tifian las paredes, dependiendo de la especie. Una
sola morfoespecie dio positivo al reactivo de Mezler (Figura 9 |). Se puede visualizar la presencia
de lipidos internos en algunas esporas (Figura 9 F,B). También, a nivel de la pared celular se

reflejan paredes gruesas y delgadas.

Figura 8

Imdgenes en estereoscopio de esporas.

Nota. Imagenes de las esporas de HMA detectadas en las muestras de suelo de los sitios pre/post-

detonacion/deflagracion. A: Morfoespecie negra (Septoglomus). B: Morfoespecie verde (género no
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identificado). C: Morfoespecie amarilla (Rhizophagus). D: Morfoespecie tomate (Glomus). E: Morfoespecie

gris (Septoglomus). F: Morfoespecie roja (Glomus). G: Morfoespecie café (Glomus).

Figura 9

Esporas de HMA en suelo de historial de deposiciéon de municiones.

Y (2) Length 858, /%

Nota. Imagenes de morfoespecies de HMA detectadas en la rizosfera del drea de estudio. Objetivo 10x y 40x.
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A-B: Morfoespecie negra (Septoglomus) en reactivo de mezler. C-D: Morfoespecie negra en PVLG.E-F:
Morfoespecie roja (Glomus) en reactivo de mezler. G-H: Morfoespecie roja en PVLG. Hifa (H). I: Morfoespecie
café (Acaulospora) en reactivo de mezler, J: Morfoespecie café (Glomus) en reactivo de mezler. K-L:
Morfoespecie café en PVLG. M-N: Morfoespecie tomate (Glomus) en reactivo de mezler. O-P: Morfoespecie
tomate en PVLG. Q-R: Morfoespecie amarilla (Rhizophagus) en reactivo de mezler. S-T: Morfoespecie amarilla
en PVLG. U: Morfoespecie gris (Septoglomus) en reactivo de mezler. V: Morfoespecie gris en PVLG. W-X:

Morfoespecie verde (género no identificado) en reactivo de mezler.

Abundancia y diversidad de los géneros de HMA

A lo largo del estudio se identificaron un total de 87 esporas de diferentes géneros, 61
para las muestras analizadas antes de la detonacién/deflagraciéon y 26 para las muestras
posteriores a la detonacidén/deflagracién. De estas 86 pertenecian a 4 géneros descritos. La
Morfoespecie 7 fue la mds comun, constituyendo el 53.4% de la comunidad, seguida de la
morfoespecie 1 con un 18.39%, la menos abundante fue la morfoespecie 2 y 8 con <2%. Basado
en la abundancia de esporas, el género mas comun es el Glomus constituyendo el 64.99% del
total, seguido del género Septoglomus con un 23.9%, Rhizophagus con un 7.93% y Acaulospora
con 1.59%, Solo el 1,59% de las morfoespecies no pudieron asignarse a un género de HMA

descrito.
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Figura 10

Diversidad de morfoespecies encontrada

a) Abundancia b) Riqueza

@ Septoglomus (23.9%)

B Glomus (64.99%)
Rhizophagus (7.93%)

@ Acaulospora (1.59%)
Desconocido (1.59%)

B Septoglomus (25%)

@ Glomus (33.33%)
Rhizophagus (25%)

B Acaulospora (8.33%)
Desconocido (8.33%)

Nota. Abundancia relativa (a) y riqueza (b) de géneros de HMA de un total de 12 muestras de suelo de

pre/post-detonacion/deflagracion. Realizado en el programa Prism 9.

indice de Shannon (H) y Simpson (S)

El indice de Shannon tuvo diferencias insignificantes entre las muestras de detonacién y
deflagracion. En relacion al tiempo, las muestras post-detonacion/deflagracién muestran un

indice (H) relativamente mas alto que las muestras pre-detonacion/deflagracion.

Respecto al indice de Simpson existe una diferencia parcial entre los indices resultantes
de las muestras post-detonacion/deflagracion y pre-detonacion/deflagracion, siendo el dltimo el

indice mas elevado.
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Figura 11

Diferencias de las morfoespecies en suelos de historial de deposicion de municiones.
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Nota. Realizado en el programa Prism 9. A: Diferencias entre los indices de Shannon en los lugares con historial
de deposicidon de municiones antes y después de la actividad militar. B: Diferencias entre los indices de

Simpson en los lugares con historial de deposicién de municiones antes y después de la actividad militar.

Analisis Estadisticos

Para establecer las diferencias que existen entre las muestras de los sitios de estudio
con respecto al MIP se utilizé la prueba de Mann-Whitney U (P<0,05), el cual revelé diferencias
no significativas entre los tiempos pre-detonacién/deflagracidn y post-detonacién/deflagracién
(P=0.925) y en relacién a las diferencias entre las muestras de detonacion y deflagracion

tampoco se vieron diferencias significativas (P=0.670).

Analizando los datos de nimero de esporas entre las muestras de los sitios de estudio
mediante la prueba de Mann-Whitney U (P<0,05) no se hallé diferencias significativas entre los

suelos de detonacion y deflagracion (P=0.162). Sin embargo, un cambio significativo fue



detectado en el nimero de esporas entre las muestras pre y post detonacién/deflagracidn

(P=0.040).

Figura 12

Diferencias estadisticas del No. Esporas las muestras del suelo estudiado.
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Nota. Gréfico realizado en Prism 9.
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Capitulo V: Discusion

La diversidad ecolégica de HMA en este estudio se refiere al variedad de morfoespecies
encontradas, Bravo-Nufiez (1991) sefiala que estas incluyen diferencias en los patrones y
variaciones de las comunidades, y como estas se componen, ademds abundancia y abundancia
relativa de cada morfoespecie. En cambio la diversidad funcional de HMA seguin Canimas Brugué
(2015) abarca la estabilidad, salud y viabilidad, en este caso el MIP, porque esto nos indica la
funcionalidad de las micorrizas que se encuentran en el suelo. De igual manera evidencia la
capacidad de ciertos suelos para inducir la formacién de micorrizas. De cierto modo tambien
indica la influencia de factores bidticos y abidticos en las poblaciones de micorrizas nativas

(Azcén-Aguilar et al., 2003).

Caracterizacion de las muestras de suelo

La contaminacidn en suelos de zonas de impacto militar usualmente depende de la
actividad militar que se esta ejecutando, las propiedades del suelo, el tiempo de exposicion del
de componente bélico en el suelo y el clima (Broomandi et al., 2020). Aguilar Sanchez & Cubas
Irigoin (2021) sefala que un pH alcalino en los suelos se debe al exceso de fosforo, potasio,
calcio, carbono, etc. Seguin (ATSDR, 1997) en las actividades militares se usa el fésforo blanco
para las municiones y para producir humo, por lo que el fésforo se va a acumular en el suelo con
este tipo de disposicion. Lo cual corresponde a los resultados obtenidos en la caracterizacion del
suelo en donde se obtuvo niveles >150 ppm de P y >10 meq/100m de Ca en las zonas de

deflagracion destinadas a la quema de pirotecnia y cartuchos.

La relacion que tienen las micorrizas con el suelo es que suponen una gran union
mediante la cual la planta se ve beneficiada en términos de supervivencia como de

funcionamiento por lo que los niveles de nutrientes y elementos en la rizosfera van a afectar las
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interacciones planta-hongo (Fertibox, 2019). De hecho Bolafios et al (2000) sefiala que los
niveles de fésforo, calcio, potasio y en general la fertilidad del suelo influyen sobre la poblacién
de HMA. Los valores elevados del contenido de estos elementos en el suelo disminuyen la
dependencia micorrizica de las plantas y al mismo tiempo establece una menor presencia de
este tipo de simbiontes. Esta informacién hace relacién a la proporcionada por Brundrett et a/
(1996) que plantea que el control de los niveles de fosforo es el mas critico para la produccidn
de indculo, niveles altos de este pueden influir negativamente en el desarrollo de HMA sin son

demasiado altos.

Otros EPT como el Zn son liberados al suelo por residuos de armas en zonas de impacto

militar lo que causa un exceso de estos metales pesados en el suelo (Broomandi et al., 2020)

MIP

En la presente investigacion se demostro la capacidad que tiene el suelo de colonizar un
hospedero, este caso la “planta trampa”. La seleccion de plantas hospedantes utilizadas para
propagar HMA en cultivos puede tener una gran repercusion en la esporulacion y formacion de
raices micorrizicas y por lo tanto en los niveles de infectividad obtenidos. Especies de Sorgo son
comunmente utilizadas como plantas huésped debido a su extensivo sistema de raices que

produce mds formacién micorrizica (Brundrett et al., 1996).

Sin embargo, la investigacion de Tenzin et al (2022) sefiala que la eficacia de
propagacion micorrizica en cultivos de plantas trampa depende de las interacciones entre el
genotipo de planta, el medio ambiente, los HMA y la gestidn del agroecosistema. Si bien en este
estudio se encontro altos y medianos porcentajes de MIP en todos los ensayos con raices el
estado del suelo afectado por la actividad humana (uso de material bélico) y la ausencia de

cobertura vegetal contribuyen a la erosion del suelo y, por lo tanto, reducen el nimero de
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propagulos (Sangabriel-Conde et al., 2010), lo que influye en la colonizacidn y al mismo tiempo
en el nimero de esporas producidas por hongos formadores de micorrizas arbusculares (Pérez

& Vertel, 2010).

Los HMA son organismos bidtrofos cuya hifa germinativa al entrar en contacto con las
raices adecuadas forman estructuras de infeccion que invaden las células huésped (Giovannetti
& Citernesi, 1993). En el presente estudio se logré ver la formacidn micorrizica a los 21 dias (3
semanas). La formacién micorrizica cesa después de unas 2-4 semanas en la mayoria de plantas
(Garg & Chandel, 2010), pero depende de la tasa de crecimiento de las raices de las especies y
las cantidades de propagulos micorrizicos en el suelo (Brundrett et al., 1996). Lo que es
consistente con los hallazgos de Kilpeldinen et al (2020) que vio resultados a las 3 semanas en

plantulas de Populus agustifolia pero puede llegar a tardar hasta 7 semanas.

El procedimiento utilizado en la tincidn de raices determina el tipo de estructura
observada, de modo que la tincién con azul de metileno posibilita la determinacién del potencial
micorrizico y la densidad visual de HMA (Valencia & Zuiiiga, 2015). El protocolo utilizado para
teiiir raices en esta investigacidn permitié diferenciar varias estructuras micorrizicas, sin
embargo, algunas muestras tenian un exceso de azul de metileno por lo que fue dificil distinguir
algunas estructuras o en general si habia colonizaciéon micorrizica. Por el contrario, el protocolo
descrito por Barcenas et al (2013) en donde, previo a la clarificacién con KOH sumerge las raices
en H,0;al 3% y utiliza una concentracién de KOH al 15%, ademas reduce el tiempo de pre-
tincién con HCl a 5 minutos, adicionalmente la decoloracion la realiza con lactoglicerol y deja
reposar las raices por 8 dias antes de visualizar en el microscopio, permitié obtener mejores

resultados para una observacién anatdomica de raices micorrizicas.
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El potencial micorrizico es un término utilizado en muchos estudios como indicador de
la densidad de propagulos existentes en un suelo y de su viabilidad estos incluyen esporas,
fragmentos de raiz colonizada y micelio externo (Robles Martinez, 2006). Aquello permite
evaluar la calidad e infectividad del inéculo del suelo, asi como su uso como indicador biolégico

(Andrango et al., 2016).

Por lo dafios mecanicos hubo una disminucion en el numero de esporas de HMA (Garcia
et al., 2019), que era un resultado esperado, sin embargo también se esperd ver una
disminucién en los porcentajes de MIP, esto se puede justificar comparando el método
empleado con método de la Ul el cual mide la colonizacién micorrizica primaria (14 dias) antes
de que suceda otro tipo de colonizacién secundaria posiblemente por otro tipo de endéfitos
(Bever et al., 2023). Por otro lado, se podria realizar un tratamiento control en los que usar solo

|”

la matriz “estéril” (arena de rio) en el montaje del experimento podria ayudar a comprobar la no

viabilidad de ese suelo para producir colonizacién micorrizica (Gryndler et al., 2018).

Taxonomia de morfoespecies

La fase inicial de la taxonomia de los HMA considera pocas variables como color,
diametro, forma, entre otras, sin embargo Kehri et al (2018) acota que luego se afiadieron mas
parametros como las capas de la pared celular, el grosor de la pared celular, la ontologia de Ia
espora del HMA, ademas, luego se orientd la identificacion con la serologia, ELISA, y otras

técnicas de biologia molecular.

El resultado de identificacién de morfoespecies arrojé 3 géneros distintos de HMA:
Glomus, Septoglomus y Rhizophagus. El INVAM proporciond una base sélida para el
establecimiento de la taxonomia de los HMA. SchiiRler & Walker (2010) menciona que Glomus

es genero con esporas glomoideas, cuya pared externa se desprende conforme la edad de la
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espora, ademas esta capa tiene la propiedad de correlacionarse con una reaccién de dextrinoide
(rojo) en el reactivo mezler. Los colores de las esporas de este género varian desde hialino a
blanco, a amarillo, rojo, café y negro. El tamafo varia considerablemente dentro de la misma
especie por lo que las esporas maduras e inmaduras se tienen en cuenta al describir la especie
(Rodrigues & Rodrigues, 2020). Bever et al (2023) reporta esporas del género Glomus de

diametro entre 40 y 220 um, lo cual es consistente con los resultados obtenidos en este estudio.

A partir del andlisis morfolégico de las esporas aisladas, se encontro el género
Septoglomus, las caracteristicas principales de este género incluyen una pared de 2-3 capas, una
hifa subyacente cilindrica, colores que van desde el amarillo pdlido, paja pdlida a negro, con una
superficie opaca. En este tipo de género ninguna de las capas de la pared se mancha en el
reactivo de mezler (Btaszkowski et al., 2014). El didmetro varia entre los 50-190 um (Bever et
al., 2023). Esto guarda relacién con las caracteristicas de las esporas observadas en este estudio

perteneciente al género Septoglomus.

El género Rhizophagus corresponde a esporas glomoideas individuales o en racimos
pequefios y tiene el mismo desarrollo esporulativo que Glomus, lo tamafios comprenden desde
los 40 a los 360 pm, usualmente tienen colores hialinos y blancos pero puede llegar a colores

marrones y marrones naranja oscuro (Bever et al., 2023).

Cabe aclarar que la identificacién basada Unicamente en la morfologia de las esporas
requiere de personal altamente capacitado al igual que afios de experiencia visual, por lo que
estas pautas ahora se complementan con la realizacién de técnicas moleculares, herramientas

valiosas y rentables para estos fines (Medina et al., 2010).
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Influencia de la actividad militar en la densidad de esporas

Con el paso de los afios el suelo se ha contaminado con diferentes EPT como metales
pesados entre los que se encuentra el arsénico (As), cadmio (Cd), plomo (Pb), mercurio (Hg),
entre otros. Esto debido a la accion humana, las actividades militares toman asunto en esta
problematica con el uso de material bélico generando un impacto negativo en el medio
ambiente (McNeill & Painter, 2022). Con el fin de enfrentar estas condiciones estresantes, la
microbiota del suelo, en particular los HMA imparten tolerancia a este tipo de contaminantes y
logran sobrevivir a estos entornos estresados. Con base a los estudios de Garg & Cheema (2021)
se sabe que un conjunto de hongos HMA como Glomus, Gigaspora y Entrophospora suelen
tener mas éxito de supervivencia y habitan en suelos contaminados por metales pesados y con
alta incidencia de estrés. Estos datos corresponden a los datos obtenidos en esta investigacion

al haber obtenido el mayor nimero de esporas identificadas dentro del género Glomus.

En comparacion con las muestras post-detonacién/deflagracidn, el nimero de esporas
en las muestras pre-detonacién/deflagracidn fue notoriamente superior. Los analisis
presentados por Jami Gémez (2016) sefialan que los suelos del destacamento “El corazén” estan
contaminados en gran parte por explosivos militar como el TNT, RDX, HMX, pentolita, dinamita,
entre otros, y esto perjudica la salud del suelo e induce a su erosidn. Los resultados obtenidos
por Lozano Sanchez et al (2015) apuntan a que el nimero de esporas disminuye en areas de

bosque y suelo erosionado a diferencia de suelos con manejo agroecoldgico.

Abundancia y diversidad de los géneros de HMA

En la caracterizacidon de comunidades de HMA en los suelos de historial de deposicion
de municiones se encontrd que las medidas de riqueza general no difieren entre los tiempos

(prey post) y los tipos de disposicidon del material bélico. El nimero de morfoespecies diferentes
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encontradas fue 7, la riqueza en el género de esporas de la zona pre-detonacién fue inferior (2)
con las otras zonas (3). El género mds diverso en términos de riqueza fue Glomus esto podria
explicarse con base a lo planteado por Salgado Salomén et al (2009), quien sefiala que no todos
los HMA reaccionan de igual manera frente a los cambios en la composicién del suelo
influenciado en este caso por material bélico, hay géneros que prevalecen mas que otras en

ciertas circunstancias.

Glomus presentd la mayor abundancia con 66 esporas a comparacién de Septoglomus
(15) y Rhizophagus (5). Los analisis resultantes de la investigacién de Lozano Sanchez et al
(2015) sostienen que al ser Glomus el género con mayor nimero de Glomeromycetos es, por lo
tanto, el mas significativo. Afiadiéndole la capacidad que tienen para sobrevivir a entornos sanos

como perturbados.

Acaulospora solo se encontré en un caso, y se la identificé por su coloracidn dextrinoide

en la pared germinal interna, tincion caracteristica de este género de HMA (Bever et al., 2023).

Los indices de Shannon y Simpson son una respuesta no solo del a riqueza de especies,
sino también de que tan equitativas se distribuyen las poblaciones de dichas especies en la

comunidad (Lozano Sanchez et al., 2015).

Analisis estadisticos

La prueba U de Mann-Whitney es una prueba no paramétrica que se utiliza como
alternativa a la prueba t independiente para comparar dos medias muestrales que provienen de
la misma poblacidn, asi mismo sirve para analizar si dos medias muestrales se asemejan
(Narvaez, 2022). La prueba U de Mann-Whitney revelo diferencias significativas en el nimero de

esporas obtenidas con respecto al tiempo (pre y post). De acuerdo con Bolafios-B et al. (2000) a
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pesar de que las esporas son muy resistentes a situaciones adversas, su viabilidad tiende a
disminuir en suelos con algln tipo de perturbacidn, en este caso los componentes toxicos de las

municiones y los metales pesados disrumpen la subsistencia de la comunidad micorrizica.

Comparacion en suelos remanentes

El estudio de MIP y taxonomia de la espora se realizé por Vaca (2023) en sitios
remanentes. En el que se encontré mas riqueza de HMA (6) y el porcentaje de MIP fue
ligeramente entre el 76-95%. Estos resultados se justifican por los dafios, disrupciones
mecanicas, contaminates, EPTs, metales pesados, entre otros, que se encuentran en sitios con

actividad militar (TUV, 2022), en donde la viabilidad de los HMA se ve perjudicada.
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Capitulo VI: Conclusiones

En el presente proyecto de investigacion se determind la taxonomia por medio de la
morfologia de las esporas de HMA obtenidas en sitios con historial de disposicidn de municiones

de la brigada militar “El corazén”, obteniendo 8 ecotipos diferentes de micorriza.

Las caracteristicas morfoldgicas de las esporas (color, didmetro, forma, reaccién al
reactivo de mezler) de HMA indican que pertenecen a los géneros: Glomus, Septoglomus,

Rhizophagus y Acaulospora.

Las esporas de HMA estan presentes tanto en los sitios de pre-detonacion/deflagracion
como en los de post-detonacion/deflagracion, siendo este dltimo, el lugar con una diferencia
estadisticamente significativa en el nimero de esporas, presuntamente por la accién militar

ejercida.

Glomus fue el género mas diverso en términos de riqueza y abundancia posiblemente
por su capacidad y prevalencia para hacer frente a los cambios en la composicién de suelos

contaminados con material bélico.

La aplicacidn del método de MIP permitié determinar el potencial micorrizico de los
suelos con historial de deposicidon de material bélico, donde estadisticamente no se encontré
diferencias significativas para el MIP entre los sitios, ademas el potencial micorrizico del suelo

fue superior al 50%.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Las actividades militares con material bélico son procedimientos que afectan al medio
ambiente, en el suelo causan erosion y afectan su microbiota, por lo que su cuidado no se debe
descuidar, mucho menos si se utilizan compuestos de explosivos como el TNT, RDX y HDM, por

lo que se recomienda realizar constantemente fitorremediaciones de este tipo de suelos.

Morfolégicamente los géneros de las esporas de HMA son visualmente dificil de
diferenciar, criterios como el nimero y didmetro de las capas de la pared de |la espora permiten
una mejor exactitud al momento de diferenciar cada género pudiendo incluso llegar a la especie
en particular, se recomienda trabajar con microscopios y softwares que permitan la
determinacién de estos parametros a la hora de la caracterizacién de la espora. Ademas, se
recomienda complementar con técnicas moleculares que permitan mas certeza en la
identificacion de HMA

Se debe considerar que al momento de la determinacién del MIP es importante poder
diferenciar bien las estructuras de micorrizas en el microscopio para definir con exactitud el
potencial micorrizico del suelo, se recomienda aplicar metodologias optimizadas que permitan
verificar estos pardmetros.

Existen muy pocos estudios sobre la diversidad de HMA en zonas de paramo, por lo que
se recomienda ampliar el campo de investigacién para que pueda ser utilizado en futuros

estudios.
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