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Resumen. Se evalué la presencia de hongos micorrizégenos
arbusculares (HMA) en suelos de zonas alteradas y no alteradas
por mineria de aluvion de los subgrupos Tropic Fluvaquent, Typic
Dystropept y Typic Paleudult de terrazas Baja, Media, y Alta,
respectivamente, del rio Cauca a la altura del municipio de Taraza
(Antioquia, Colombia). La multiplicacion de propagulos de HMA se
realizo en jarras de Leonard en invernadero, utilizando sustrato
esteéril, solucion Hoagland "s modificada y como indculo diferentes
fracciones de suelo correspondientes al tamafo de las esporas. Se
realizé un primer ensayo en maiz (Zea mays) en el cual se logro
colonizacion de las raices pero no esporulacion; en un segundo
ensayo en kudzu (Pueraria phaseoloides) se logré colonizacion y
esporulacion en los tratamientos provenientes de suelo de terraza
alta y suelo disturbado y efecto significativo en el rendimiento del
kudzu (P<0,001) respecto a los demas tratamientos. Las esporas
de suelos disturbados y no disturbados por mineria de aluvin en
el Bajo Cauca antioquefio (Colombia) mostraron baja capacidad
infectiva; sin embargo, en cultivos trampa fue posible multiplicar
HMA que produjeron esporas de cuatro morfotipos diferentes, uno
de los cuales se identifico como G. microagregatum. El polimorfismo
de los morfotipos obtenidos mediante la técnica de RAPD ‘s permitio
diferenciarlos con el cebador OPA, y el agrupamiento por UPGMA
con todos los cebadores mostro similitud mayor al 38% entre éllos.
Los resultados moleculares y morfoldgicos, permitieron ubicar
los cuatro morfotipos en el género Glomus pero posiblemente
pertenecen a especies diferentes. Los resultados obtenidos son
promisorios en la diferenciacion de cepas nativas con bajo nimero
de esporas colectadas a partir de muestras de suelos en proceso de
rehabilitacion, de los cuales no se conoce su composicion de HMA.
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Abstract. Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) presence
and diversity were evaluated in undisturbed and disturbed
soils form alluvial mining processes. The soils belong to the
Tropic Fluvaquent, Typic Dystropept, and Typic Paleudult sub-
groups which corresponded to Low, Middle and High terraces,
respectively, of the Cauca river at Taraza town. AMF propagules
were multiplied in Leonard jars under glasshouse conditions
using sterile substrate, modified Hoagland s solution and
different fractions of soil used as sources of inoculum, which
corresponded to the size of the spores. A first assay was made
in maize (Zea mays) which allowed mycorrhizal colonization in
roots but not spore production. In a second assay, in kudzu
(Pueraria phaseoloides) AMF spores and colonized roots were
obtained with the treatments corresponding to propagules
obtained from high terrace and disturbed soil. These treatments
presented a significant effect on kudzu yield (P<0,001) respect
to the other treatments. The AMF spores of undisturbed and
disturbed soils showed low infective capacity. Nevertheless,
propagules of AMF were multiplied in trap cultures, which
produced spores of four morphotypes. One of these was identified
as G. microagregatum. The polymorphism obtained by RAPD ‘s
made possible the differentiation of these morphotypes with the
primer OPA,. Similitude above 38% was achieved using UPGMA
system. The results indicated that four morphotypes belong to
the genus Glomus, but they possibly belong to different species.
Our results are promissory in the differentiation of native strains
of AMF with low number of spores collected from soil samples in
rehabilitation processes, which normally is unknown.

Key words: AMF, Pueraria phaseoloides, Zea mays, PCR,
degraded soils

El Bajo Cauca Antioquefio desde los tiempos de la
colonia ha sido afectado por actividad minera de
aluvién. Dicha accidn ha generado un cambio obligado
del uso del suelo con fuertes impactos ambientales
que incluyen la deforestacion, la erosién, el deterioro
de las fuentes de agua, entre otros (Ldpez, 2002).
Como alternativa para la zona, algunas instituciones
gubernamentales, han propuesto la rehabilitacién de
los suelos mediante el empleo de algunas especies
vegetales introducidas (CORANTIOQUIA, 2002) o

mediante la recolonizacidn con especies vegetales
y microorganismos adaptados a las condiciones y
relacionados con el flujo de nutrientes al sistema
(Orozco y Gdémez, 1994), dentro de los que se
encuentran los hongos micorrizégenos (HMA).

Los HMA presentan grandes beneficios como permitir
una mejor exploracién del sistema radical, compensar
la infertilidad, incrementar el nivel de tolerancia frente
a situaciones de estrés como la sequia, las alteraciones
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del suelo, y la presencia de otros organismos (Smith
et al., 1997);contribuir a la creacion de unidades
estructurales del suelo (Jastrow et al,, 1998), ejercer
un efecto directo en la captacion de amonio, intervenir
en la captacion de nutrientes poco méviles como P, Zn,
Cu y otros (Smith et a/,, 2001) y ayudar a la absorcién
de nutrientes a partir de fuentes poco solubles
(Orozco, 1978). En este sentido, el conocimiento
de la diversidad de hongos micorrizdgenos en esos
suelos, contribuye con el establecimiento posterior
de programas de rehabilitacion que inicien con el
analisis de las especies nativas o por lo menos de
aquellas adaptadas a esas condiciones.

El estudio de la diversidad de hongos micorrizdgenos
mediante criterios morfoldgicos, presentan la dificultad
de encontrar caracteres morfoldgicos apropiados para
la diferenciacion entre especies (Walker et al., 2007).
Aunque los criterios morfoldgicos siguen siendo
validos, se ha impulsado el empleo de otras técnicas
como el analisis de marcadores genéticos de ADN
menos influenciados por el ambiente (Wiss y Bonfante,
1993) basados en PCR que permitan la deteccion
de polimorfismo como los RAPDs (Williams et al.,
1990), entre otros. Este tipo de analisis ha permitido
diferenciar aislados de HMA de regiones geograficas
similares (Wyss y Bonfante, 1993), disefiar cebadores
especificos para diferenciar HMA a partir de esporas
individuales (Gadkar y Rillig, 2005) y obtener sondas
(Yokoyama et al., 2002); lo que facilita el estudio de
los aspectos ecoldgicos, fisioldgicos y taxondmicos de
estos hongos (Bentivenga et al., 1997; Yokoyama et
al., 2002). Por lo anterior, en este trabajo se pretende
probar que en suelos alterados por mineria de aluvién
persisten hongos endomicorrizégenos Utiles para un
proceso posterior de recolonizacion vegetal; para
esto, se estudid la abundancia y diversidad de hongos
micorrizégenos arbusculares de una cronosecuencia
de suelos aluviales degradados por actividad minera
en el Bajo Cauca Antioquefio, mediante el muestreo
y analisis de los suelos degradados y no degradados,
la multiplicacién de los HMA en cultivos trampa, la
caracterizacion morfoldgica en forma directa y el
analisis del polimorfismo mediante RAPD s de algunos
morfotipos obtenidos.

MATERIALES Y METODOS
Zonas de muestreo. La region esta ubicada en las
coordenadas LN8°8’ LS7017" LE74028" y LW76°8’

correspondiente a una zona de vida bosque himedo
tropical (bh-T), con temperatura media anual de 28 °C,
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precipitacion media de 3.500 mm y con materiales
litolégicos influenciados por rocas sedimentarias
terciarias (IGAC, 1990). Para el muestreo de cada zona,
se tomaron 20 submuestras a una profundidad de 20
cm, segun metodologia del ICA (ICA, 1992) sobre un
transecto de la margen izquierda del rio Cauca (Bajo
Cauca Antioqueio) entre altitudes de 80 y 130 m. En
estos sitios se zonificaron areas de suelos aluviales
sin disturbar, con diferente grado de desarrollo de
una cronosecuencia evaluada (Orozco y Gomez,
1999) y suelos disturbados, con diferente tiempo de
abandono. Los suelos sin disturbar comprendieron la
terraza baja (Tb), terraza media (Tm), terraza alta
(Ta) y bosque secundario (B) y los suelos disturbados
correspondieron a dos tipos de material de alteracion
por mineria, uno con presencia de hierro mas oxidado
que se denomind “carguero rojo” (R) y el otro con
hierro reducido al cual se denomind “carguero pardo”
(P) (Tabla 1).

Criterios para la seleccion de los tratamientos
y evaluacion morfolégica de las esporas de
HMA. Se seleccionaron como tratamientos aquellas
fracciones de suelo para cada sitio correspondientes
al tamafo donde se tenia mayor probabilidad de
encontrar propagulos de hongos HMA, para lo cual
los tratamientos se codificaron de acuerdo a las
fracciones de suelo. La fraccion uno (f,) comprendio
el material de suelo que contenia las esporas entre
38 y 75 pm, la fraccién 2 (f,) de 75 a 147 ym y
la fraccion 3 (f,) de 147 a 500 ym (Tabla 1). Las
esporas se extrajeron mediante el procedimiento
propuesto por Sieverding (1991) y se identificaron
por caracteristicas morfoldgicas (Schenck y Pérez,
1990) como la forma, la superficie, el tamafio relativo
y el color (segun nomenclatura INVAM International
Vesicular Arbuscular Mycorrhizal).

Ensayos para la obtencion de propagalos de
HMA. Para la multiplicacion, se seleccionaron dos
especies de plantas tropicales ampliamente conocidas
y contrastantes.

- Multiplicacion en maiz (Zea mays ICA-V-303).
Se emplearon jarras Leonard (1943) de un litro de
capacidad con un sustrato una mezcla de carbdn
molido, cisco de arroz, vermiculita y cuarzo (en
relacion 1:1:1:1/2) suplementado con fosforita Huila
(P a razon de 50 kg hat); las jarras con el sustrato
se esterilizaron a 15 PSI por 40 min. Las semillas de
maiz se trataron con etanol al 96% e hipoclorito de
sodio comercial al 1,3% y se sembraron 3 semillas
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por jarra con indéculo de las respectivas fracciones
a razon de 60 esporas por jarra. El ensayo se
mantuvo con solucién de Hoagland’s (Millner y
Kitt, 1992) sin KNO, para causar un poco de estrés
a la asociacién, 10 yM de KH,PO,, sin adicién de
HCl y se ajusté el pH a 5,7-5,8 con KOH. Para
la evaluacidon se empled un diseno completamente
aleatorizado con 19 tratamientos y 5 repeticiones
por tratamiento. La colonizacidn por las diferentes
estructuras se determind mediante tincién con azul
de tripano modificada de Phillips y Hayman (1970),
se realizd extraccion y conteo de esporas en el
sustrato y con base en los resultados, se realizd un
nuevo ensayo de esporulacion.

- Evaluacion y seleccion en kudzu (Pueraria phaseoloides).
Los tratamientos seleccionados del ensayo anterior que
presentaron arblsculos representativos de la colonizacién
por HMA, se evaluaron en kudzd con las mismas
condiciones y parametros del ensayo anterior; en un
disefio completamente aleatorizado con 12 tratamientos
y 4 repeticiones por tratamiento. Las semillas de kudzu
se escarificaron con H,SO, al 96% por 1 min., se lavaron
cinco veces con agua destilada estéril, se pregerminaron
en agar PDA y luego se transplantaron tres plantulas por
jarra de Leonard. Como indculo se emplearon trozos de
raiz de maiz colonizadas de 1-2 cm y ademas se evaluaron
nuevamente los tratamientos Tmf,, Tmf,, Tmf,de la terraza
media (Tabla 1) que no presentaron colonizacion en maiz.

Tabla 1. Taxonomia y caracterizacion de los suelos analizados en la regidn del Bajo Cauca Antioqueio, Colombia.

Elementos** (mg kg™)

M.0. Cmol (+)/ kg de suelo

Subgrupo Tratamientos* H T
arup Fe Mn Cuzn B P F % CIC Al Ca Mg K
Terraza Tbfl
baja: Tropic Tbf2 211 12 8 2 0,1 16 6,1 Ar 4,5 143 - 97 45 0,12
Fluvaquent Tbf3
Terraza media: Tmfl
. ’ Tmf2 58 25 3 1 1,4 3 53 F 4,2 4,9 05 34 09 0,11
Typic Dystropept
Tmf3
Terraza alta: Tafl
. ) Taf2 151 34 2 2 0,1 4 49 Far 3,5 3,5 o7 1,7 09 0,17
Typic Paleudult
Taf3
Bosque Bf1
Secundario: Bf2 748 62 5 3 01 5 41 FA 56 11,8 77 21 1,7 0,29
Typic Paleudult  Bf3
Carguero Pardo: Pf1
arguero rardo: - pe, 7 12 2 1 013 55 Fr 04 17 - 09 07 0,06
Typic Dystropept
Pf3
Carguero Rojo: Rf1
9u A7) 2 8 2 1 013 52 F 07 25 09 1,0 05 0,09
Typic Dystropept Rf3

* Tratamientos: T (terraza), b (baja), f (fraccion de suelo), m (media), a (alta), B (bosque), P (suelo disturbado pardo),

R (suelo disturbado rojo).

** Metodologias para las determinaciones: Fe, Mn, Cu, Zn: Olsen-EDTA; B: agua caliente; P: Bray II; pH: agua (1:1);
Textura: Bouyoucos; Materia Organica: Walkley Black: Capacidad de Intercambio Catidnico: suma de cationes de cambio;

Al: KCI 1M; Ca, Mg, K: acetato de amonio.

Evaluacion por RAPDs de los aislados de
hongos micorrizégenos. Se ha encontrado que el
cebador OPA, diferencia entre especies de HMA del
género Glomus (Wyss y Bonfante, 1993), por esa

Rev. Fac. Nac. Agron. Medellin 62(1): 4749-4759. 2009

razén en este trabajo se exploraron cebadores de la
Operon Technologies de las Series A (OPA, a OPA,))
y M (OP26, a OP26,,) para evaluar los morfotipos de
HMA de la region del Bajo Cauca Antioqueio.
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- Extraccion de ADN. Se realizd a partir de esporas
mediante los protocolos CTAB (cetil trimetil amonio
bromuro) (Weising et al, 1995) y el protocolo
modificado  Chelex-100 con  congelamiento/
descongelamiento posterior en nitrégeno liquido para
ambos protocolos (Wyss y Bonfante, 1993).

- Condiciones de amplificacion y de separacion. Cada
tubo de reaccién contenia un volumen total de 25
pl distribuidos asi: 2,5 pl Tris-HCI 10 mM; 2,5 pl KCl
50mM; 2,5 pl dNTPs 0,25 mM; 2,5 ul MgCl, 2,5 mM;
1,2 pl cebador 0,48 pM (de stock 20 uM); 0,2 pl Taq
polimerasa (CIAT) 0,1 U; 9,6 pl agua; 4 pl muestra
de ADN y 15 pl de aceite mineral. La amplificacion se
realizd con las siguientes condiciones: 1 min 94 °C;
4 ciclos: 1 min 94 °C, 1 min 35 °C, 2 min 72 °C; 33
ciclos: 15 seg. 94 °C, 30 seg 35 °C, 1 min 72 °C; 5
min 72 °C, en termociclador Perkin Elmer 9000. Las
condiciones de corrido electroforético fueron: gel de
agarosa al 1,2% en buffer TBE 0,5X a 75 voltios y 120
watios durante tres horas, se empled un marcador
de peso molecular de 1 kb (Promega) y bromuro de
etidio (0,5 pg/ml) para visualizar el ADN.

- Andlisis estadistico de las bandas. A cada banda se le
asignd uno (1) si estaba presente y cero (0) si estaba
ausente. Se analizaron mediante el método de Ward's
del programa Statgraphics plus y el nivel de similitud se
determind segun Nie y Li (1979) asi:

Numero de bandas compartidas

%S, = *100

Numero de bandas totales

Ademas, se empled el método de agrupamiento UPGMA
utilizando el indice de similitud de Jaccard mediante el
programa NTSYS.

RESULTADOS

Evaluacion de los hongos HMA en suelos
degradados del Bajo Cauca Antioquefio. En la
Tabla 2 se muestran los principales tipos de esporas
(1-10 esporas g') obtenidos en las muestras de suelos
colectadas en el campo. La mas baja cantidad de esporas
se encontrd en los suelos de la terraza baja (Tb) y el lote
pardo (P), mientras que la mayor cantidad se presentd en
el suelo bajo cobertura de bosque (B) y en la terraza media
(Tm). El mayor nimero y la mayor diversidad de esporas
se presentaron en el suelo del bosque, caracterizado por
su acidez, mayor contenido de materia organica, Fe, Mn
y una concentracion muy alta de Al, limitante para la
mayoria de las plantas cultivadas (Tabla 1).
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Obtencién de propagulos de HMA.

- Evaluacion en maiz (Zea mays). El ensayo se cosechd
a los cuatro meses y en todos los tratamientos se
detectd la presencia de micelio en raices, no obstante
la presencia de arbusculos es la que garantiza que el
micelio es micorrizal (Figural). La adicién de esporas
del suelo provenientes de la terraza alta mostrd
una colonizacién micorrizal mayor del 70% con los
tratamientos de terraza alta (Taf, y Taf,) (Tabla 1),
mientras que con la adicion del suelo de bosque no se
presento colonizacidn con ninguna de las tres fracciones.
Por otro lado, al inocular con las fracciones 2 y 3 (75-147
y 147-500 pm) provenientes de la terraza alta y suelo
disturbado pardo (carguero pardo) (Tabla 1) generaron
una colonizacién micorrizal mayor del 40% en la cual
se detectaron micelio y arblsculos, pero no esporas,
mientras que con la fraccion 2 del lote pardo (Pf,) se
produjo un morfotipo de espora que fue posteriormente
usada para la caracterizacién por RAPDs. Debido a la
poca esporulacion encontrada en maiz, se selecciond
kudz( como segundo hospedero y se emplearon como
indculo las raices colonizadas de maiz; que a pesar de
no presentar esporulacion, si se encontrd colonizacion
diferencial por los HMA presentes en esos suelos.

- Evaluacion y seleccion en kudzu (Pueraria
phaseoloides). Los resultados de colonizacion
micorrizal obtenidos con kudzi fueron muy similares
a la colonizacion obtenida en maiz. Esta evaluacion
permiti6 establecer la presencia de diferencias
significativas en el peso seco de la planta con los
diferentes tratamientos (Figura 2). Los resultados con
la inoculacién proveniente de los tratamientos Pf, y
Pf, de suelos de carguero pardo y Taf, de la terraza
alta, mostraron una diferencia en peso seco altamente
significativa (P<0,0001) con respecto a los demas
tratamientos evaluados. El peso seco correspondiente
a la inoculacion con el tratamiento Pf; del suelo
disturbado pardo presentd la mejor respuesta, con
un incremento del 65% en el peso seco de kudzd con
respecto a los otros dos tratamientos superiores. Al
comparar con el otro suelo disturbado rojo (Rf,), se
encontré un incremento del 300%.

A pesar de la baja produccion de esporas encontradas
en el sustrato, la inoculacion con los tratamientosTaF,,
PF, y PF, produjeron un rendimiento superior en kudzi y
presentaron ademas las estructuras de HMA (Tabla 3), lo
que permitio su seleccion para la evaluacion por RAPDs.
Por otro lado, los demas tratamientos correspondientes
a TbF,, RF,, RF,, PF,, TmF, TmF, y TmF, no mostraron
colonizacién ni produccion de esporas.
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Tabla 2. Descripcion morfolégica y conteo de los diferentes tipos de esporas de hongos micorrizégenos

obtenidas de suelos no disturbados y disturbados por mineria en el Bajo Cauca Antioquefio, Colombia.

Mediana del No.

Rango de tamafio Color

Zona czlte) ;s;::erla:’s*en (um) (INVAM) Forma Superficie
9,2 100-105 0/0/20/0 Globosa Globular
Terraza baja 5 130-136 x 135-144 40/60/70/10 Subglobosa Grabada
(Tropic fluvaquent) 53 85-92 20/60/80/0 Subglobosa Lisa
2,1 120-130 30/0/30/0 Globosa Globular
22 110-113 20/20/100/0 Globosa Globular
15,3 60-64 20/20/30/10 Globosa Granular
Terraza media (Typic 61,4 88-113 x 108-123 20/40/100/0 Ovoide Lisa
Dystropept) 64,2 74-80 60//80/100/0 Globosa Granular
11,8 74-78 0/0/20/0 Globosa Lisa
10,2 108-112 x 98-104 0/40/60/0 Subglobosa Globular
22,2 126-133 20/20/30/10 Globosa Lisa
44,7 81-90 x 61-72 20/40/70/0 Elipsoide Globular
Terraza alta 8,4 100-107 0/40/80/0 Subglobosa Lisa
(Typic Paleudult) 15,2 104-108 x 80-85 0/30/100/0 Elipsoide Grabada
22,8 64-69 60/80/100/10 Subglobosa Granular
10,1 100-103 0/0/20/0 Globosa Lisa
49,6 92-95 x 78-80 20/40/60/0 Ovoide Lisa
48,4 130-135 20/40/40/0 Globosa Lisa
13,4 10-110 60/80/100/10 Subglobosa Granular
Bosque secundario 27 107-117 x 80-86 0/20/40/0 Ovoide Lisa
(Typic Paleudult) 25,1 115-122 x 75-78 0/60/80/0 Ovoide Lisa
22,9 91-98 x 68-84 0/60/80/0 Subglobosa Grabada
51 82-86 20/20/50/10 Globosa Granular
8,8 75-88 0/0/20/0 Subglobosa Lisa
9,4 82-85 x 73-78 0/40/100/0 Ovoide Lisa
: 19,7 69-74 x 88-84 60/80/100/0 Elipsoide Grabada
§;§.‘g,,d'5t”rbad° 25,1 85-88 x 80-87 0/60/100/0 Subglobosa  Grabada
) 8 89-91 x 70-71 0/60/100/0 Elipsoide Grabada
(Typic Dystropept) 6,2 110-115 0/40/100/0 Globosa Lisa
7,3 108-113 20/20/50/10 Globosa Granular
5 85-85 x 104-110 20/40/70/10 Ovoide Granular
Suelo disturbado 5,2 105-112 20/40/40/0 Subglobosa Lisa
“Pardo” 6,4 125-133 40/80/100/0 Globosa Granular
(Typic Dystropept) 3 60-68 20/20/20/0 Globosa Lisa
3,1 112-118 60/80/100/10 Globosa Granular

* Valores obtenidos de 10 submuestreos por cada sitio.

Caracterizacion morfolégica y por RAPDs de
los morfotipos de HMA. Mediante la reaccién
de Melzer’s sdblo se detectaron carbohidratos
tipo dextrinoide a los morfotipos MICUNMS32
y 33 (MICUNMS corresponde al codigo de la
coleccidn de Micorrizas Universidad Nacional
Microbiologia de Suelos) (Tabla 4), mientras que
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los otros morfotipos no mostraron carbohidratos
detectables con Melzer’s. Estos morfotipos se
enviaron para identificaciéon, de los cuales por
criterios morfoldgicos se identificé el morfotipo
MICUNMS33 como Glomus microagregatum
(identificado por Dr. Jhon Dodd del Banco Europeo
de Glomales).

4753



Medina, M.; Orozco, F.; Marquez, M.

80
70
60
50
40
30
20 L
10+ L micelio
0 q Z L arbusculo
T baja T media T alta Bosque C Pardo C Rojo

Zona
Figura 1. Estimacion de la colonizacion por HMA en maiz (ICA-V-303) bajo condiciones de invernadero, en
suelos degradados del Bajo Cauca Antioquefio, Colombia.

Colonizacion (%)

Peso seco (mg/jarra)

Tbf3 Taf2 Taf3 R f2 Rf3 Pf1 Pf2 Pf3 Tmfl Tmf2 Tmf3  Testigo
Tratamientos

Figura 2. Evaluacion la colonizacion por HMA en kudzu bajo condiciones de invernadero, en suelos degradados
del Bajo Cauca Antioquefio, Colombia. Letras diferentes sobre las barras indican diferencia entre tratamientos,
segun la prueba de Duncan (P<0,05).

Tabla 3. Evaluacion de la colonizacidon y morfologia de las esporas obtenidas por HMA en Pueraria phaseoloides
sembrado bajo condiciones de invernadero en suelos degradados del Bajo Cauca Antioguefio, Colombia.

Tratamiento Estructuras de HMA en raices (%) Evaluacion morfoldgica de esporas/20g de sustrato
Micelio Arbusculo  Vesicula Esporas No. Tamafo (um) Color Forma Superficie
TaF2 % 23 18 68 i 273;-?80 x100-115 33?23?53518 Slljcl))t;]?zgosa élrsgbado
TaF3 95 17 14 81 3*  88-100 x100-115 40/80/70/10 Subglobosa Grabado
PF2 94 42 11 78 9 54-63 10/0/20/0  Globosa Grabado
PF3 90 26 12 72 23* 54-63 10/0/20/0 Globosa Grabado
PF3 90 26 12 72 2*  165-170x173-180 20/80/80/0 Subglobosa Granular

* Esporas seleccionadas para la caracterizacion molecular.

A pesar de haber estandarizado los dos protocolos menos costoso y se amplificd el ADN con cada uno de
propuestos para la extraccion de ADN; en este trabajo, los cebadores de la Serie A. De estos, los cebadores
se empled el protocolo Chelex-100 por ser mas cortoy ~ OPA, y OPA, no amplificaron, se encontraron bandas
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similares con los cebadores OPA,, OPA_, OPA _, OPA ,
OPA , y OPA,  y se diferenciaron claramente los cuatro
morfotipos con el OPA, (Figura 3).

Por otro lado, la evaluacion con la Serie M, bajo
las mismas condiciones de amplificacion y corrido

electroforético, mostrd amplificacion leve con los
cebadores OP26-1, OP26-2, OP26-12 y OP26-13.
Por esta razon se evalud la amplificacion a diferentes
temperaturas (32, 33, 35, 37 y 39°C). Sin embargo,
tampoco fue posible obtener un patrén de bandas
que diferencie los morfotipos como el OPA,.

Tabla 4. Morfotipos estudiados de hongos micorrizdgenos de suelos degradados por mineria de aluvion del

Bajo Cauca Antioquefio, Colombia.

Morfotl_po Y Cultivo Color Tamaiio (u) Forma Superficie Capas de Reacq?n al
tratamiento paredes Melzer's
* - _ -
g'fICUNMS 317 kudzg 20/80/80/0 1857073 gupgiobosa  Granular 2 No cambia
3
MICUNMS32 - , Interior se torna
PY, Maiz 0/0/20/0 140-145 Globosa Grabado 2 Marrén oscuro
MICUNMS33 - \udza  10/0/20/0 5463 Globosa  Grabado 4 Interior se torna
Pf marron claro
MICUNMS34 - ) 88-100x 100-
Taf, Kudzu 40/80/70/10 115 Subglobosa  Grabado 2 No cambia
* MICUNMS: Micorriza Universidad Nacional Microbiologia de Suelos
CUNMS 32
OPA, CUNMS 34
CUNMS 33
CUNMS 31
L ] ] ] ] ] |
3 2,5 2 1,5 10 05 O

Figura 3. Discriminacion con OPA, de los morfotipos de HMA de suelos degradados y no degradados del Bajo

Cauca Antioquefio, Colombia (método de Ward’s).

El andlisis de los productos de amplificacion de los
morfotipos con los cebadores OPA, al OPA,, mediante
el indice de Nei y Li (1979) proporcioné un porcentaje
de similitud entre ellos, asi: MICUNMS31-MICUNMS32
(48,5%), MICUNMS32-MICUNMS33 (41,6%), MICUNMS33-

MICUNMS34 (47,5%), MICUNMS31-MICUNMS33 (42,6%),
MICUNMS31-MICUNMS34  (44,6%) vy MICUNMS32-
MICUNMS34 (38,4%) vy el agrupamiento por UPGMA
mostrd que todos los cebadores muestran similitud mayor
al 38% entre los morfotipos estudiados (Figura 4).

CUNMS 31 CUNMS 31
CUNMS 32 CUNMS 32
CUNMS 33 CUNMS 33
CUNMS 34 CUNMS 34
1 1 1 1 1 1 ] L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
60 50 40 30 20 10 0 0 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
A. B.

Figura 4. Dendogramas de cuatro morfotipos de HMA de suelos degradados y no degradados del Bajo Cauca
Antioquefio, Colombia. (A) Nivel de similitud de Nei y Li (1979). (B) Indice de similitud de Jaccard.
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DISCUSION

Hongos HMA en suelos degradados del
Bajo Cauca Antioquero. El nimero de esporas
encontrados en estos suelos fue bajo si se compara
con suelos agricolas (Sieverding, 1991). Sin embargo,
en las zonas evaluadas de los suelos Typic Paleudult
(ultisoles) se encontraron alrededor de 7 esporas g*
(Tabla 2), similar a lo encontrado (6 esporas g!) para
suelos Typic Hapludult (ultisoles) de una zona de
bosque intervenido de la region del Caguan (Caqueta)
(Martinez y Montenegro, 1990). Uhlmann et al. (2006)
hallaron atn mas baja cantidad de esporas (alrededor
de 2 esporas g!) en suelos de zonas aridas degradadas
del sur de Namibia (Africa), otros investigadores
encontraron también, HMA del género Glomus en
suelos degradados (Tian et al, 2009). Esto indica
que es normal encontrar baja cantidad de esporas
de HMA para las condiciones de degradacion en las
gue se encuentran los suelos como consecuencia de
la actividad minera que influyd significativamente en
la pérdida de biodiversidad (Lépez, 2002).

Los resultados muestran que los suelos aluviales de
terraza baja (Tb) presentaron un bajo nimero de
esporas viables, contrario a lo esperado. Esto podria
explicarse por las condiciones de reduccién quimica
durante periodos prolongados, lo cual es caracteristico
en este tipo de suelo (Fluvaquent). Este resultado es
similar a lo encontrado en un suelo aluvial de Caqueta
(Fluvaguent), con un maximo de 3 esporas g, el
cual es el valor mas bajo de los suelos analizados
por Martinez y Montenegro (1990). En este estudio
las pocas esporas de HMA encontradas no mostraron
conexion hifal y estaban vacias, que es caracteristico
de zonas degradadas en donde la vegetacion es
dispersa y escasa. Otro estudio realizado en la misma
zona, mostrd buena produccidn de esporas del género
Glomus (13 esporas g*) en la rizosfera de balso. Si
se compara con suelos aledafios sin ningun tipo de
cobertura (1 espora g se puede apreciar el efecto
benéfico de las plantas pioneras (Arango, 1996) en la
presencia de HMA en suelos degradados.

Multiplicacion de HMA

- Evaluacion en maiz (Zea mays). Al evaluar la
infectividad de los propagulos de los diferentes
tratamientos, se encontr6 que las fracciones
provenientes del bosque no presentaron colonizacion
en maiz. Esto se puede atribuir a que el componente
arbéreo posee mas afinidad con hongos de tipo
ectomicorrizdgeno  (Anderson y Cairney, 2007),
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o posiblemente los HMA posean una condicion de
latencia o mortalidad debido al parasitismo (Lee y
Koske, 1994).

Sin embargo, en la terraza alta (Ta), que estaba
ubicada en el mismo tipo de suelo que el bosque
(Typic Paleudult) si se obtuvo colonizacién en la planta
hospedera. Esto podria explicarse, como ya se indico,
por el tipo de vegetacion, que en la terraza alta es de
tipo herbaceo, o por la acidez del suelo de bosque,
que como ha sido ampliamente informado, afecta la
comunidad microbial del suelo (Leake et al, 2006).
Los resultados de este primer ensayo, condujeron a
una segunda evaluacién en otro hospedero con el fin
de buscar esporulacion para realizar la caracterizacion
molecular y garantizar una planta hospedera Util para
conservar los organismos encontrados en esos suelos
para posteriores estudios.

- Evaluacion y seleccion en kudzd (Pueraria
phaseoloides). Asi como en maiz, la mayoria de
propagulos infectivos se obtuvieron en los suelos
de “carguero pardo”, la zona mas alterada por la
actividad minera. Algunos autores sugieren que
la colonizacion puede ser similar a partir de suelos
disturbados y no disturbados y plantean que a pesar
de la destruccion del micelio extrarradical de las
micorrizas por la disturbancia ejercida en un suelo,
este micelio puede servir como propagalo (McGonigle
y Miller, 2000; Enkhtuya et al., 2000). No obstante,
aunqgue se obtuvo la mayor cantidad de esporas en
las muestras de bosque (10 esporas g*) (Tabla 2) y
en terraza media (9 esporas g!), no fueron infectivas
bajo estas condiciones. Esto posiblemente se debe a
la alta concentracion de boro (1,4 mg kg*) presente
en el suelo de terraza media (Tabla 1) que podria
ser responsable de la pérdida de la infectividad. Se
ha mencionado que concentraciones superiores a
0,7 mg kg* puede afectar el desempefio de los HMA
(Enkhtuya et al., 2000).

Caracterizacion morfolégica y por RAPDs
de los morfotipos de HMA. En este trabajo se
confirma la baja diversidad de los suelos afectados
por actividad minera ya que se encontraron pocos
morfotipos de HMA susceptibles de multiplicarse en
hospederos conocidos. La caracterizacion morfoldgica
fue Util; sin embargo, a nivel de especie solamente
se logré identificar el morfotipo MICUNMS33 como G.
microagregatum. La caracterizacion por RAPDs con la
serie OPA de cebadores (Figura 3) permitié encontrar
un patrén de bandas con el cebador OPA,; mientras
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que los polimorfismos encontrados con OPA,, OPA
y OPA, no permitieron diferenciarlos. Esta misma
serie fue empleada por Wiss y Bonfante (1993)
quienes informaron sobre polimorfismo entre aislados
de Glomus mosseae de dos regiones geograficas
con OPA_; lo que indica la utilidad de esta serie en
la caracterizacion de hongos HMA; a diferencia de
la serie M que no mostré amplificacién clara ni ain
cuando se variaron las condiciones de corrido.

El andlisis mediante el indice de Nei y Li entre
los morfotipos de HMA evaluados, proporciono
porcentajes de similitud entre el 38-49%; Wiss y
Bonfante (1993) encontraron similitud entre el 46-
64% para aislados de G. mosseae; otros autores
describen indices de similitud mayor al 95% para
morfotipos del género Glomus mediante el empleo de
técnicas moleculares mas especificas (Calvente et al.,
2004). Estos resultados moleculares y morfoldgicos,
permitieron ubicar los cuatro morfotipos en el
género Glomus pero posiblemente pertenecen a
especies diferentes. El dendograma mostrado en
la Figura 4A, sugiere cuatro poblaciones diferentes
y el agrupamiento por UPGMA reveld que todos los
cebadores muestran similitud mayor al 38% entre
los morfotipos estudiados (Figura 4); se recomienda
hacer estudios moleculares posteriores con el empleo
de técnicas mas especificas para la diferenciacion
entre especies. Los resultados obtenidos son
promisorios en la diferenciacién de cepas nativas
con bajo nimero de esporas colectadas a partir de
muestras de suelos en proceso de rehabilitacion,
de los cuales no se conoce la composicion de HMA,
lo cual los convierte en una herramienta util en la
sostenibilidad de suelos, como también lo comentan
otros autores (Jeffries y Barea, 2001).

CONCLUSIONES

Las pocas esporas de HMA obtenidas de suelos
disturbados y no disturbados por mineria de aluvion en
el Bajo Cauca Antioquefio mostraron baja capacidad
infectiva. Mediante el empleo de diferentes fracciones
de suelo de tamafio similar al de esporas de HMA, se
logré multiplicar en condiciones asépticas morfotipos
de suelos disturbados.

El uso de indculo contenidos en las fracciones gruesas
de la terraza alta no disturbada y del suelo disturbado
pardo produjeron la mayor colonizacion de HMA en
maiz y en kudzd. Asi como la esporulacion extra
e intra radical del kudzu, la fraccién gruesa de los
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suelos disturbado pardo y terraza alta no disturbada
favorecieron el rendimiento en kudzu.

El morfotipo de mayor frecuencia en los suelos pardos,
sobre todo en la fraccion gruesa, se identifico como
Glomus microagregatun.

Los morfotipos de HMA mostraron baja diversidad
cuando se analizaron por RAPDs y solo el cebador
OPA, diferencia los cuatro morfotipos estudiados.
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