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Resumen

Tara (Caesalpinia spinosa) ha sido cultivada durante muchos afios en bosques naturales,
principalmente para la recoleccion de sus vainas y sus semillas dado su alto valor por sus
multiples usos desde tiempos antiguos. Sin embargo, poco se conoce sobre la ecologia
y el estado de conservacion de los bosques de tara. La simbiosis micorritica puede de-
sempeifiar un rol central en el crecimiento temprano de esta leguminosa y constituye un
componente clave para la mejora de las practicas de manejo. El objetivo de este estudio
fue describir el estado micorritico de tara en plantaciones localizadas en Pert1 y evaluar el
impacto micorritico sobre el crecimiento temprano de plantulas de Tara en condiciones
de invernadero. Los resultados mostraron que la tara se asoci6 principalmente con hon-
gos micorriticos arbusculares de la familia Glomeraceae, notablemente Rhizophagus spp.
La micorrizacién controlada con esporas de R. irregularis mejord significativamente el
crecimiento de tara en invernadero, asi como la absorcién de nutrientes como el fosforo
(P) y el nitrégeno (N). Por lo tanto, C. spinosa podria ser considerada como “altamente
dependiente de la micorriza”. Estos resultados destacan la necesidad de considerar la
simbiosis micorritica arbuscular para mantener en forma sostenible la productividad y
estabilidad de las plantaciones de tara.
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dencia micorritica.

! Facultad de Ciencias y Filosofia, Unidad de Biomineria y Medioambiente, Universidad Peruana Cayetano Heredia,
Perti. E-mail: sheenasangay@gmail.com

* Laboratoire des Symbioses Tropicales et Méditerranéennes-UMR 113, Instituto de Investigacion para el Desarrollo
(IRD), Francia.

* Laboratoire des Symbioses Tropicales et Méditerranéennes-UMR 113, Centro de Cooperacion Internacional en Inves-
tigacion Agrondmica para el Desarrollo (CIRAD), Francia.

4 Laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive, Universidad de Lyon, Francia.

89



Julio- Diciembre 2017

Impacto de la simbiosis micorritica arbuscular en el crecimiento de

Abstract

Tara (Caesalpinia spinosa) has been cultivated for many years by managing natural forests,
mainly for pod and seed extraction, and is highly appreciated for its multiple uses since
ancient times. However little is known about the ecology and conservation status of tara
forests. Mycorrhizal symbiosis may play a central role in the early growth of this legume
tree and constitute a key component for the improvement of management practices. The
aim of this study was to describe the tara mycorrhizal status in plantations located in
Peru and to evaluate the mycorrhizal impacts on the early growth of tara seedlings in
nursery conditions. The results showed that the tara was mainly associated with AM fun-
gi affiliated to the Glomeraceae family, notably Rhizophagus spp. The controlled mycor-
rhization with spores of Rhizophagus irregularis significantly enhanced the tara growth
in glasshouse, as well as the P and N nutrient uptake. Hence C. spinosa could be considered as
“highly dependent on mycorrhiza” These results emphasize the need to consider the AM
symbiosis in order to sustainably maintain the productivity and stability of tara planta-

Caesalpinia spinosa

tions.

Key words: Caesalpinia spinosa; AM symbiosis; diversity; mycorrhizal dependency.

Introduccion

Los bosques secos son los ecosistemas trop-
icales mas debilitados que resultan de las altas
presiones antropogénicas. Se ha reportado que
el 66% del ecosistema de bosque tropical seco
ha sido asignado a otros usos de la tierra, par-
ticularmente en Pertl donde el porcentaje de
pérdida ha alcanzado el 95% (Portillo-Quin-
tero y Sanchez-Azofeifa 2010). Factores antro-
pogénicos, como practicas culturales insos-
tenibles o sobreexplotacion de especies con
alto valor comercial, han llevado a problemas
de regeneracién que afectan negativamente
la sostenibilidad del bosque (Varghese et al.
2015). Por ejemplo, Balaguer et al. (2011), re-
portaron que un bosque de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze (tara) fue sometido a bajos
niveles de regeneraciéon en Atiquipa (Peru).
Mas recientemente, se ha informado de que en
la mayoria de las plantaciones de tara evalua-
das en diferentes localidades del Peru se detectd
un proceso de regeneracién limitado como re-
sultado de la excesiva recoleccién de semillas o
pastoreo (Cordero et al. 2016). La tara se ha
cultivado durante muchos afios a través del
manejo de bosques naturales, principalmente
para la recoleccion de vainas y semillas (Larrea
2011). Aunque esta especie arbdrea es alta-
mente apreciada por sus multiples usos desde
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la antigiiedad, poco se sabe sobre la ecologia
y el estado de conservacion de los bosques de
tara, limitando el desarrollo de practicas de
manejo sostenible (Larrea 2011). La estruc-
tura de la poblacién y los patrones espaciales
de las cubiertas forestales se han considerado
ampliamente para evaluar su dinamica de re-
generacion (Niklas et al. 2003). Por lo general,
estos criterios resultan del efecto y la interac-
cion entre los factores ambientales, las carac-
teristicas de las especies arbodreas, las intra e
interacciones especificas entre planta y planta,
las interacciones entre planta y animal y el im-
pacto antropogénico en el tiempo (Wiegand y
Moloney 2004). Numerosos estudios también
han indicado que las interacciones micorriticas
pueden impulsar las funciones de los ecosiste-
mas y éxito del establecimiento de las plantulas,
uno de los procesos mas criticos que determi-
nan la sostenibilidad de los ecosistemas (Dickie
et al. 2002; van der Heijden et al. 2006; Ibanez
et al. 2015). Aunque algunos estudios han re-
portado que Caesalpinioideae presenta una
gran variacién de colonizacion radicular con
hongos micorriticos arbusculares (AM) (Frio-
ni et al. 1999), no existe informacion sobre el
estado micorritico de C. spinosa y su depend-
encia micorritica. Los objetivos en la presente
investigacion fueron: (i) determinar el estado
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micorritico de tara en plantaciones ubicadas
en Pert y (ii) evaluar los impactos micorriticos
sobre el crecimiento temprano de plantulas de
tara en condiciones de invernadero. Se plantea
la hipétesis de que esta especie arborea se aso-
cia en condiciones de campo con hongos AM y
que el manejo de la infectividad micorritica del
suelo podria incrementar de forma sostenible
la productividad y estabilidad de las plantaciones
de tara en el Perti.

Materiales y Métodos
Materiales
Material vegetal

- Raices de arboles de tara C. spinosa (Molina)
Kuntze

- Semillas de tara C. spinosa (Molina) Kuntze
Métodos
Lugar de ejecucion

La parte experimental de la presente investi-
gacion se realiz6 en el Laboratorio de Simbiosis
Tropicales y Mediterraneas (LSTM), en el cam-
pus internacional de Baillarguet en Montferrier
sur lez en la ciudad de Montpellier en Francia.

Toma de muestra

La recoleccion de muestras de raices (10
cm de profundidad) se llevd a cabo en una
plantacion de tara en Canchacaya, de 2 zonas
diferentes que denominamos H1 y H2 para
el presente estudio. Ubicadas en la region de
Huénuco (S 10°10.654’; W 076°10.129’), pro-
vincia de Ambo a 2459 msnm. Por cada zona,
se seleccionaron cinco drboles al azar, y por
cada arbol se recolectaron 3 muestras de raices.

Las muestras de raices fueron colocadas
en bolsas de plastico de primer uso las que se
encontraban debidamente rotuladas y luego
transportadas en una caja frigorifica portatil que
mantuvieran la temperatura a 4°C aproximada-
mente, hasta que fueran procesadas en el labo-
ratorio.

En el laboratorio, las raices fueron lavadas
cuidadosamente con agua de cafio y se ob-

servaron bajo un estereomicroscopio (Olym-
pus SZ H10 research stereomicroscope) con
aumentos de 4x para detectar la presencia de
nddulos rizobianos y/o ectomicorrizas, luego
se secaron para analisis molecular.

Evaluacion dela estructura dela comunidad AM
- Extraccion de ADN

Se trituraron las raices secas en nitrégeno
liquido para homogenizacién y se extrajo el
ADN en una submuestra (40 mg) usando un
homogeneizador FastPrep-24 (MP biomed-
icals Europe, Illkirch, France) y el kit FastD-
NA®SPIN (MP biomedicals Europe), de ac-
uerdo con las instrucciones del fabricante. Se
mejord la calidad de los extractos de ADN,
afladiendo 20-30 mg de polivinilpolipirro-
lidona (PVPP) durante la primera etapa de
extraccion de ADN. Se realizaron tres repeti-
ciones por muestra de raiz. Se comprobd la in-
tegridad del ADN en gel de agarosa al 1,5% y
se realizé la cuantificacion del ADN utilizando
el kit de ensayo Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA
(Invitrogen, St. Aubin, Francia).

- Analisis molecular de la diversidad de hongos
micorriticos arbusculares a través de secuencia-
miento (tecnologia Illumina)

Las muestras de ADN extraidas a partir de la
raiz de arboles de tara, fueron purificadas para
amplificar el gen 18S ARNr, utilizando ceba-
dores especificos NS31 y AML2 (Simon et al.
1992; Lee et al. 2008) con la finalidad de eval-
uar la diversidad de los hongos AM (Glom-
eromycota). Los amplicones obtenidos fueron
secuenciados por medio de una cadena de
secuenciamiento obtenidos a través de la tec-
nologia Miseq illumina (1x300 pb) (Genotoul,
Toulouse, Francia). Las reacciones de PCR
para la amplificacién fueron realizadas en dos
etapas: i) la primera etapa se llevo a cabo en
un volumen final de 50 uL usando cebadores
modificados NS31 (5-ctttccctacacgacgctcttc-
cgatctTTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC-3’)
y AML2 (5-ggagttcagacgtgtgctcttecgatct-
GAACCCAAACACTTTGGTTTCC-3’) 0,6
uM de cada uno respectivamente, 2 uL  de
ADN (2 repeticiones de ADN extraido por
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muestra), 200 uM de cada ANTP, 200 ng/mL
BSA, GoTaq® ADN Polimerasa (2 unidades) y
1X Green GoTaq®, Buffer de reaccién (Prome-
ga, Charbonnieres, Francia). Las condiciones
de PCR fueron las siguientes: 94°C por 5 min;
30 ciclos de 94°C por 30s, 58°C por 1 min, 72°C
por 80s; una etapa de elongacion final a 72°C
por 5 min. Se agruparon tres repeticiones de
PCR por cada muestra, los cuales fueron pu-
rificados utilizando GFX PCR ADN vy el kit
de purificacién de bandas a partir del gel (GE
Healthcare Life Sciences, Vlizy-Villacoublay,
Francia) siguiendo las indicaciones del fabri-
cante; para la segunda etapa, se enviaron los
productos de PCR a secuenciar a la platafor-
ma Genotoul (Toulouse, Francia), a través de la
tecnologia Illumina.

- Procesamiento de secuencias generadas por el
secuenciamiento con la tecnologia Illumina.

Las secuencias de una hebra (NS31) obteni-
das con el secuenciamiento por la tecnologia
[umina fueron analizadas y se verificé su cali-
dad usando el software Mothur de acuerdo con
el procedimiento operativo estandar (http://
www.mothur.org/wiki/MiSeq_SOP) propuesto
en Kozich et al. (2013), sin embargo, la calidad
de las secuencias ubicadas en los extremos de
los fragmentos de ADN obtenidos fue verifi-
cada usando la configuraciéon Q30 (comando
trim.seqs). A continuacion, todas las secuen-
cias fueron agotadas con codigos de barras y
cebadores, y se eliminaron todas las secuencias
<150 pb (bases ambigiias u homopolimeros su-
periores a 8 pb). Enseguida, se realiz6 un paso
de pre-agrupamiento (Huse et al. 2010) para
eliminar secuencias erréneas formadas prob-
ablemente por errores del secuenciamiento,
también se elimind quimeras basandose en el
algoritmo Uchime (Edgar et al. 2011). Por talti-
mo, se clasificaron las secuencias alineandolas
con una base de datos basada en Glomeromy-
cota de Kriiger et al. (2012) y el método clas-
ificador RDP-naive implementado en Mothur
(comando classify.seq). Todas las secuencias
no-Glomeromycota (<40% de confianza limite
a nivel familiar) fueron eliminadas. Se realizo
el agrupamiento de secuencias en unidades

taxondmicas operacionales (OTUs) utilizan-
do dist.seqs y comandos de agrupamiento en
Mothur, los OTUs solitarios fueron elimina-
dos. Se normalizaron el nimero de secuencias
entre cada muestra con el comando sub.sam-
ple (19,114 secuencias por muestra). El paso
de submuestreo permitié reducir el numero
de falsos OTUs, lo cual es crucial para obtener
una comparacién confiable entre las muestras
(Gihring et al. 2012) Finalmente, los OTUs
definidos con una divergencia del 3% (97% de
similitud) fueron seleccionados para la afilia-
cién taxondmica usando el comando classify.otu.

Ensayos a nivel de invernadero

- Desinfeccion y germinacion de semillas de C.
spinosa

Las semillas de C. spinosa, recogidas de la
misma plantacién de tara, se esterilizaron su-
perficialmente con é4cido sulfurico concen-
trado (H,SO,) al 95% (Sanon 2009) durante
15 min. Luego, se retird la solucién 4cida y
se enjuagaron las semillas durante 12h cuatro
veces en agua destilada estéril. Posteriormente,
se transfirieron asépticamente en placas petri
llenas con agar al 1% (w/v) y germinaron en la
oscuridad a 25°C durante 1 semana. Las semi-
llas germinadas se utilizaron cuando las raices
tenian 1-2 cm de largo, las cuales se cultivaron
en macetas de 250 cm’® llenas con una mezcla
de tierra/arena (1/4; v/v).

- Inoculacion del hongo

Se produjo el in6culo fungico R. irregularis
en condiciones axénicas segin Bécard y Fortin
(1988). Considerando que 1 kg de este indculo
contiene 10° esporas, se realizé un célculo sim-
ple para obtener la cantidad necesaria segtn el
tratamiento. Se procedié a inocular a razén de
0, 125, 250 y 500 esporas por maceta. Luego,
estas se dispusieron en un disefio de bloques
completos al azar con 10 repeticiones por trat-
amiento. Las plantas se mantuvieron con luz
natural (duracion del dia aproximadamente:
10h, temperatura media de 22°C, temperatura
maxima (de dia) de 25°C y minima (de noche)
de 15°C). Estas fueron regadas diariamente con
agua osmotica sin aporte de fertilizantes.
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- Tratamiento de plantas post-cosecha

Las plantulas de tara se cosecharon después
de 4 meses de cultivo y sus raices se lavaron con
agua de cafio. Se llevaron cinco plantulas de C.
spinosa al horno (1 semana a 65°C) para deter-
minar el peso seco de la parte aérea. Se realizd la
determinacion de nitrégeno y fosforo a partir de
tejidos vegetales tal y como se describe en Boud-
iaf et al. (2013). Se evalud la colonizacién de AM
como se describe en Ouahmane et al. (2006)
utilizando la tincién con azul de tripano y la de-
pendencia micorritica de C. spinosa se expres6
como el porcentaje de la diferencia entre la bio-
masa total de una planta micorrizada y la bioma-
sa total de una planta no micorrizada dividido
entre la biomasa total de la planta micorrizada
(Plenchette et al. 1983). Se evalu6 la longitud
radicular de las plantas restantes de acuerdo con
van der Heijden et al. (1998). Finalmente, las
raices fueron llevadas al horno (por 1 semana a
65°C) para su secado y luego se pesaron.

Analisis estadisticos

Se trataron todos los datos con un andlisis de
varianza unidireccional (ANOVA). Las medias
se compararon mediante la prueba de New-
man-Keul’s (P<0,05).

Resultados

Presencia de nédulos rizobianos y/o ectomi-
corrizas

Los érboles muestreados de tara de 5 anos de la
plantacién de Canchacaya en Huanuco, de ambas
zonas, H1 y H2, no presentaron ectomicorrizas ni
nddulos rizobianos en las raices de tara recolecta-
das, lo que indica un estado simbidtico especifico
AM en tara.

Evaluacion dela estructura dela comunidad AM

La diversidad de hongos AM registrada en
raices de tara mostré un predominio de la fa-
milia de Glomeraceae (98% de secuencias), no-
tablemente asociado a Rhizophagus, Sclerocystis
y Glomeraceae incertae sedis (Figura 1).

Tratamientos de plantas post-cosecha
- Pardmetros de crecimiento

El tratamiento que se resalta corresponde a la
inoculacién con 250 esporas que en compara-
cién al control incrementa en 1,8 para el peso
seco de la parte radicular, en 2,6 para la parte
aérea, en 2,2 para la biomasa total, en 2,1 para la
longitud radicular (Cuadro 1).

TaraH2

TaraH1

mGlomus (260,7)
mSeptoglomus {0, 61)
mGlomeraceae incertae sedis (4537, 421)
MRhizophagus (9621,17281)
mSclerocystis (4369,1000)
M Diversispora (33, 9)
mGigaspora(52,2)
w Redeckera (79, 215)
Scutellospora (2, 0)
mParaglomus (125,101)

Glomeromycota unclassified {26, 17)

0% 10%  20%  30%  40%  50%  60%

70%

80%  90%  100%

Fi
(

a 1. Estructura taxondmica de las comunidades de hongos AM asociados con los arboles de C. spinosa (tara)
E antaciones H1 y H2). Los datos se normalizaron a 19114 secuencias por muestra. Los datos se expresan como
abundancia relativa de cada grupo taxonémico (% del numero total de secuencias) para cada drbol. Los nimeros

entre paréntesis indican el numero de secuencias para Hly H2 respectivamente.
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Numero de esporas AM inoculadas por maceta
Control (0) 125 250 500
Biomasa aérea (mg peso seco) 161,3 (26,9) Ma® | 302,5(79,2) b 417,9 (55,7) b 392,3(26,9) b
Biomasa fag‘;igl)“ (mg peso 184,1 (23,8) a 380,2 (95,6)b | 336,8 (20,5 b | 324,1(90,1)b
Biomasa Total (mg peso seco) 345,4(259) a 682,77 (174,4)a | 754,7(69,9)b 716,4 (24,8) b
Longitud radicular (cm) 259,1 (11,5) a 438,6 (59,4)b | 542,3(93,9)bc | 585,5(24,5)c
Dependencia micorritica (%) - 47,4 (11,9) a 54,1 (4,1)a 51,2(7,3) a
Contenido de N en la parte
aérea (mg g peso seco) 2,12 (0,07) a 2,98 (0,12) b 3,04 (0,09) be 3,12 (0,02) ¢
Contenido de N en la parte
radicular (mg g* peso seco) 0,78 (0,02) a 0,89 (0,03) b 0,91 (0,04) b 0,98 (0,08) b
Contenido de P en la parte 0,11 (0,02) a 023 (0,04)b | 029(0,02)bc | 038(0,02)c
aérea (mg g peso seco)
Contenido de P en la parte
radicular (mg g peso seco) 0,23 (0,02) a 0,25(0,03) a 0,31 (0,02) b 0,32 (0,03)b

Cuadro 1. Impacto de la inoculacion de esporas de R. irregularis en el crecimiento y contenido de nutrientes
de plantulas de C. spinosa después de 4 meses de cultivo en condiciones de invernadero. " Error standard. @
Dato en la misma linea seguido por la misma letra no son significativamente diferente de acuerdo a la prueba

Newman-Keul’s (P < 0,05).

- Contenido de nutrientes (nitrégeno y fosforo)

Todas las plantas inoculadas fueron significa-
tivamente mejores que el control sin inocular,
a excepcion del tratamiento inoculado con 125
esporas, cuyo contenido de fosforo (en la parte
radicular) fue similar al control (Cuadro 1).

- Dependencia micorritica

La dependencia micorritica fue de aproxi-
madamente al 50% en C. spinosa.

Discusion

Las Glomeraceae son las mas ampliamente
distribuidas en los ecosistemas (Opik et al.
2010), con especies AM (por ejemplo, Fun-
neliformis mosseae y R. irregularis), mostrando
una distribucién geografica extremadamente
grande, potencialmente resultante de una falta
de especializacion de las condiciones ambien-
tales (Rosendahl et al. 2009). La comunidad de
hongos micorriticos arbusculares asociados a
la C. spinosa en el presente estudio, estan de ac-
uerdo con los registrados en arboles Ceratonia
siliqua L., una leguminosa escleréfila pertene-

ciente también a la subfamilia de Caesalpinace-
ae (Manaut et al. 2015). El predominio de Rhi-
zophagus spp. (70% de las secuencias) puede
sugerir un rol funcional importante en relacion
con el cultivo de tara. En consecuencia, se uti-
lizé una cepa de R. irregularis en experimentos
de micorrizacién controlada para evaluar el
efecto en el crecimiento y nutricion del cultivo.
Numerosos estudios han demostrado el efecto
benéfico de R. irregularis sobre el crecimiento
de otras especies arboreas en condiciones con-
troladas (Duponnois y Plenchette 2003; Dabi-
re et al. 2007; Kisa et al. 2007) y después de
la siembra en campo (Duponnois et al. 2007;
Bilgo et al. 2012). En el presente estudio, la
inoculacién con dicho hongo micorritico au-
mento significativamente el crecimiento de las
plantulas de tara en comparacion a plantas no
inoculadas.

Dado que los resultados de dependencia
micorritica en C. spinosa fue de 50%, esto in-
dica que esta especie podria clasificarse como
“micorritica obligatoria” (Brundett 1991) o
como “altamente dependiente de la micorriza”
(Habte y Manjunath 1991).
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