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Resumen

Se realizé una investigacién con el objetivo de determinar el nimero mds probable de propdgulos micorrizales infectivos
(NMP) procedentes de diferentes suelos del Oriente antioquefio. Los muestreos de suelo fueron realizados en diferentes
coberturas vegetales: suelo agricola, bosque mixto, rastrojo bajo, helechal y suelo minero. A cada suelo se le realizé
la prueba del NMP la cual consiste en cinco diluciones seriales que componen los tratamientos. La primera dilucién
estaba compuesta por 20 g de suelo por 180 g de un sustrato esterilizado, de la cual se extraia 20 g para la segunda
dilucién y asi sucesivamente hasta la quinta. Como planta indicadora se utilizé Tagete patula. Después de la cosecha
del material vegetal, se tineron las raices para facilitar la observacion de estructuras del hongo. La observacién de las
raices se realizé en el estereoscopio con la técnica de presencia-ausencia de hongos micorricico-arbusculares (HMA).
Ademds, se determiné el nimero de esporas por gramo de suelo. Los resultados obtenidos revelan valores que oscilan
entre 2.300y 6.700 esporas/ 100 g de suelo. A pesar de la gran cantidad de esporas encontradas en los suelos evaluados,
el nimero de propdgulos infectivos fue relativamente bajo, con valores que varian entre 39 y 110 propdgulos/100 g de
suelo, siendo mayor los propdgulos infectivos de HMA en las coberturas vegetales como rastrojo bajo y helechal. Caso
contrario se evidencia en bosque mixto, que presenta una baja cantidad de esporas y propdgulos infectivos. Finalmente,
los datos sugieren que la prueba del NMP arroja resultados realistas sobre los propdgulos micorrizales infectivos que
se encuentran en los suelos evaluados.
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Abstract An investigation was conducted to determine the most probable number of infectious mycorrhizal propagules
(NMP), from different soils of Eastern Antioquia. The soil sampling were conducted in several vegetable toppings such
as: agricultural land, mixed forest, low shrubs, bracken and soil mining. To each soil was performed NMP test, which
consists of five serial dilutions up treatments. The first dilution was composed of 20 g of soil per 180 g of a sterilized
substrate, of which 20 g was extracted for the second dilution and so on until the fifth. Tagetes patula plant as an
indicator was used. After harvesting the plant material, the roots were stained to facilitate observation of fungal
structures. The observation of the roots was performed in stereoscopic technique with presence-absence of arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF). Furthermore, the number of spores per gram of soil was determined. The results show values
ranging between 2300 and 6700 spores/100 g soil. Despite the large number of spores found in the soil evaluated
the number of infective propagules was relatively low, with values ranging between 39 and | 10 propagules/100 g soil,
founded more infective propagules of AMF in stubble low and bracken. Otherwise it evidenced by mixed forest, which
has a low amount of spores and infective propagules. Finally, the data suggest that the throws NMP realistic test results
on infective mycorrhizal propagules are evaluated in soils.

Key words: Infective propagules mycorrhiza, arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), vegetable hedges.

Introduccion

La destruccién de los bosques tropicales es
uno de los principales problemas ambientales
con serias consecuencias econdmicas y sociales
(Laurance, 1999). Estos albergan cerca del 70
% de las especies de flora y fauna del mundo,
influyen en el clima local y regional, regulan el
caudal de los rios y proveen una amplia gama de
productos maderables y no maderables (Arnold
y Pérez, 2001; Malhi y Phillips, 2004; Costanza
et al., 1997). En el desarrollo de los suelos de
estos bosques influyen diferentes organismos que
mediante su trabajo con la naturaleza hacen un
aporte significativo al perfeccionamiento de la
estructuracién y desarrollo de los ecosistemas, y
uno de los principales organismos son los hongos.
Se calcula que hay mds de 1.500.000 especies de
hongos, ocupando el segundo lugar en cantidad
después de los insectos (Hawksworth, 1991). La
importancia que tienen los hongos para el medio
ambiente radica en su condicidn desintegradora
de materia orgdnica y en las asociaciones parasi-
tarias o simbidticas que establecen con muchos
organismos (Guzmdn, 1995).

Los hongos cumplen un papel fundamental en la
regulacion de los hébitats terrestres, al influir en
la productividad, diversidad y estructura de las
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comunidades vegetales (Van der Heijden, Bard-
getty Van Straalen, 2008). Por tal motivo, cuan-
do los hongos descomponen la materia orgdnica
quedan disponibles en el suelo gran cantidad de
nutrientes que son nuevamente absorbidos por
las plantas; la absorcién puede ser directa a través
de las raices o indirecta, a través de los microorga-
nismos que forman simbiosis con las raices, entre
los cuales estdn los hongos micorrizo arbusculares
(HMA) (Sdnchez, 1999). Los HMA son el grupo
mds representativo al formar asociaciones con el
80 % de las especies de plantas, principalmente
tropicales (Sylvia, Fuhrmann, Hartel y Zuberer,
2005). Son diversos los beneficios que obtiene
la planta por esta asociacién: Incrementa la cap-
tacién de nutrientes, especialmente P, Cu, y Zn
(Bolan, 1991; Sieverding, 1991; Jakobsen et al.,
1992; Johansen etal., 1993), mejora la estructura
del suelo, aumenta la resistencia de la planta al
estrés bidtico y abidtico y favorece las interac-
ciones con otros microorganismos benéficos
(Sieverding, 1991; Haselwandter y Bowen, 1996;
Barea, Azcén y Azcédn, 2002; Mansfeld, Larsen
y Bodker, 2002; Elsen, Baimey, Swennen y De
Waele, 2003; Johansson, Paul y Finlay, 2004).

Por otra parte, la viabilidad, la abundancia y
la riqueza de los HMA se pueden ver afectadas
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por factores climdticos y bidticos como el tipo
de comunidad vegetal, las condiciones fisiol6-
gicas de la planta hospedera y las interacciones
con otros microorganismos del suelo (Jasper,
Abbott y Robson, 1989; Cuenca, Herrera y
Meneses, 1990; Lovelock, Andersen y Morton,
2003; Kabir, 2005; Tchabi, Coyne, Hountondji,
Lawouin, Wiemken y Oehl, 2008), y por activi-
dades antrépicas originadas por la deforestacion,
los sistemas de cultivo y potreros, la aplicacién de
agroquimicos, la explotacidn forestal, la mineria
y el crecimiento y desarrollo de infraestructura
urbana, los cuales causan drasticos desequilibrios
fisicos al suelo y reducen el potencial del inéculo
natural de los HMA (Fischer, Janos, Perry, Lin-
derman y Sollins, 1994; Picone, 2000; Geist y
Lambin, 2002; Aguilar-Fernindez, Jaramillo,
Varela y Gavito, 2009).

Para conocer cémo las actividades antrépicas
afectan negativamente las poblaciones de hongos
simbidticos del suelo, en especial los HMA, se
han realizado estudios de evaluacién de suelos
donde se analizan las raices y el rizoplano y se
determinan variables como: el porcentaje de
colonizacién de raices, la biomasa, la longitud
de hifas y la densidad de propdgulos de HMA
(Pearson y Jakobsen, 1993; Brundrett, Melville y
Peterson, 1994; Corkidiy Rincén, 1998; Simard
y Durall, 2004), con técnicas como tamizado
en himedo o mediante el uso de un método de
flotacién de adherencia (Ohms, 1957; Mosse y
Jones, 1968; Furlan y Fortin, 1975) o se cuentan
directamente las esporas (Allen, Allen, Egerton,
Corkidi y Gémez, 2003; Carvalho, Correia, Ryel
y Martins, 2003). Las anteriores metodologfas
son dispendiosas, imprecisas y no se correlacio-
nan con la efectividad simbiética micorrizal. El
conteo de esporas es un método sencillo y répido
ampliamente utilizado, infortunadamente, no
es un buen indicador del potencial simbidtico
micorrizal de un suelo o un inéculo, debido a

que solo tiene en cuenta un propdgulo micorrizal
infectivo (esporas), y las esporas en si presentan
dificultades de observacién como su tamafo, ya
que algunas son muy pequefias para ser extrai-
das o tienen esporas grandes que se precipitan
y dificultan su extraccién (Hall, 1977; Clarke
y Mosse, 1978), ademds, algunos hongos no
producen esporas y si las producen pueden tener
latencia larga (Baylis, 1969).

Debido a esta problemdtica, para conocer el
potencial simbidtico de los HMA existen téc-
nicas mds precisas que evaldan la infectividad y
efectividad de un inéculo o suelo, en donde se
tienen en cuenta todos los propdgulos micorriza-
les infectivos (Sieverding, 1991). Métodos como
la determinaci6n de la capacidad de organismos
de hongos para formar micorriza arbuscular
con hospederos (Moorman y Reeves, 1979) o la
técnica del nimero més probable (NMP) pro-
puesta por Porter (1979). Estas técnicas permiten
evaluar la calidad de un inéculo o suelo, ya que
tienen en cuenta todos los propdgulos infectivos
de los HMA, y proporcionan una estimacién
realista global de la condicién de los HMA (An,
Hendrix, Hershman y Henson, 1990; Cabello,
1997) e incluso permiten la deteccién de espe-
cies de HMA que no producen esporas (Troch
y Loynachan, 2003). En este sentido, la técnica
de NMP de Porter (1979) se presenta como una
posible solucién a los problemas que se enfren-
tan al utilizar los métodos habituales del conteo
de esporas. Por tal motivo, el presente estudio
pretende determinar el nimero mds probable
de propdgulos micorrizales infectivos, en suelos
contrastantes del Oriente antioquefo.

Metodologia

Area de estudio: Fl estudio se realizé en dreas
aledafas de tres municipios del departamento
de Antioquia (Colombia), todos ellos ubicados
al oriente del mismo, en la zona de vida bosque
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himedo montano bajo (bh-MB) propuesta de
Holdridge (1967). Las 4reas de estudio estdn ubi-
cadas en la vereda Santa Bdrbara del municipio
de Rionegro, vereda La Honda del municipio
de Guarne y el corregimiento de Santa Elena en
el municipio de Medellin. Cada uno de estos
presentd diferentes caracteristicas en su geografia
y condiciones climdticas, variando as{ sus rangos
altitudinales y temperaturas.

Seleccion de sitios de muestreo: Se seleccionaron
cinco sitios de muestreo, que presentan diferentes
coberturas vegetales. Bosque mixto (BM), Ras-
trojo bajo (RB), Helechal (HL), Suelo agricola
(SA) y Suelo minero (SM). Estas coberturas
permitieron conocer en parte la dindmica de los
HMA en los diferentes suelos (Figura 1).

Figura 1. Coberturas vegetales evaluadas: Suelo minero (SM), Rastrojo bajo (RB), Suelo agricola (SA),
Bosque mixto (BM) y Helechal (HL).
Fuente: archivo propio.
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Helechal (HL): Ubicado en la vereda La Honda
del municipio de Guarne, presenta escasos in-
dividuos, excepto por Pteridium arachnoideum
que tiene una marcada dominancia que impide
que otras especies se desarrollen.

Rastrojo bajo (RB): Ubicado en la vereda La
Honda del municipio de Guarne, es un suelo con
gran cantidad de restos vegetales, consecuencia
de una tala de la vegetacion del bosque. Ademds
cuenta con presencia de especies pioneras tipicas,
pertenecientes principalmente a las familias As-
teraceae, Ericaceae y Melastomataceae.

Suelo agricola (SA): Ubicado en la vereda
Santa Bédrbara del municipio de Rionegro, alli
se encuentran establecidos diferentes cultivos
como maiz, frijol y papa que aprovechaban las
condiciones de fertilidad y de disponibilidad de
superficie para crecer.

Bosque mixto (BM): El muestreo fue realizado
en un bosque en el corregimiento de Santa
Elena del municipio de Medellin. Cuenta con
buena diversidad de especies de plantas, lo que
permite interacciones importantes y complejas
de diferentes organismos.

G000 -
5000 4
4000 +
3000 4

2000 4

P adsorbido (mgkg1)

1000

+

0 ++

Suelo minero (SM): Ubicado en la vereda La
Honda del municipio de Guarne. Presenta poca
diversidad en especies vegetales por la erosién
del suelo, fruto de labores de mineria que alli se
desarrollaban.

Toma de muestras de suelo: Para la toma de
muestras se removid la primera capa de hojaras-
ca, se tomaron 10 submuestras al azar de 100 g
aproximadamente a 10 cm de profundidad de
cada una de las coberturas vegetales evaluadas.
Las muestras de suelo fueron llevadas al labora-
torio para ser tamizadas y realizar los diferentes
analisis.

Sustrato de crecimiento: Se utilizé un sustrato
esterilizado en autoclave a 120 oC y 129 PSI,
compuesto por arena (100 %). A dicho sustrato
se le realizé una isoterma de adsorcién de P (Fi-
gura 2), con el fin de ajustarlo a una concentra-
cién de P soluble de 0,02 mg L-1, nivel 6ptimo
para que exista asociacién micorrizal (Habte y
Osorio, 2001). Se aplicaron 8,49 g de KH2PO4
por kg de suelo.

y = -565476x* + 108014x

0,0000 0,0200 0,0400

0,0600 0,0300 0,1000

P solucion suelo (moL-)

Figura 2. Isoterma de adsorcién de P
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Niimero mds probable: Se determiné el ndmero
més probable (NMP) de propdgulos micorri-
zales infectivos a las muestras de suelos de las
diferentes coberturas vegetales evaluadas (Porter,
1979). Para este propdsito se realizaron mezclas
de cada unidad experimental con 20 g de suelo
seco de la cobertura vegetal evaluada y 180
g de sustrato esterilizado. Para el montaje, se
emplearon diluciones de 10-1 a 10-5, cada una
con 5 repeticiones por dilucién, para un total
de 25 unidades experimentales. Como especie
indicadora se utilizé6 Zagete patula, especie de
reconocida respuesta a la condicién micorrizal
(Restrepo, Giraldo y Cardona, 1997). Semanal-
mente se aplicé la solucién nutritiva Hoagland
libre de P hasta el final del experimento (Porter,
1979). Una vez germinadas las semillas, se dio
un plazo de 65 dias para realizar el protocolo
de tincién propuesto por Kormanik, McGraw
y Schultz (1980). La observacién de la raices
se realizd en el estereoscopio con la técnica de
presencia-ausencia y los resultados se analizaron

con la tabla de Cochran (1950).

Tincion de raices: Una vez colectadas las raices de
la especie indicadora Tagete patula, se les hizo
un triple lavado y se cortaron en segmentos de 1
cm, posteriormente se depositaron 0,6 g de raices
frescas en frascos de 30 ml previamente rotulados.
Para remover el contenido citoplasmdtico de las
células de las raices, se agregé KOH al 10 %,
cubriendo completamente las raices durante 24
h a temperatura ambiente. Pasado este tiempo,
se realiz6 un triple lavado con agua destilada para
eliminar el exceso de KOH, luego se cubrieron
las raices con HCL al 10 % durante 5-10 min
para acidificarlas y facilitar el proceso de tincidn.
Una vez retirado el HCL, se adiciond la solucién
colorante de fucsina 4dcida (10%), y se dejando
sumergida la muestra de raiz durante 24 h. Final-
mente, se removid la fucsina dcida con una solu-
cién decolorante (10 %) (Kormanik ez 2/, 1980).
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Conteo de esporas: Para el conteo de esporas se
utiliz6 una submuestra del suelo de las cobertu-
ras vegetales, cada submuestra se trasladé a un
beaker con 300 ml de agua corriente y 0,15 g de
pirofosfato de sodio. Se agito y se dej6 reposar
por 30 s, el sobrenadante pasé por una bateria
de tamices (250, 106 y 53 pum didmetro poro).
El material colectado en el tamiz de 53 pum se
centrifugd junto con una solucién de sacarosa al
70 % durante 5 m. Posteriormente, el sedimento
fue recogido en papel filtro de acuerdo con lo
sugerido por Habte y Osorio (2001). Finalmente
se realizé el conteo del nimero de esporas de
HMA bajo el estereoscopio.

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos con la técnica del nime-
ro més probable revelan valores que oscilan entre
2.300y 6.700 esporas/100 g de suelo. A pesar de la
gran cantidad de esporas encontradas en los suelos
evaluados, el niimero de propdgulos infectivos fue
relativamente bajo, con valores que varfan entre 39
y 110 propdgulos/100 g de suelo, siendo mayores
los propdgulos infectivos y esporas de HMA en
las coberturas vegetales como RB y HL; caso con-
trario se evidencia en BM, que presenta una baja
cantidad de esporas y propdgulos infectivos (72bla
1) (Figura 3). Estos resultados son consistentes
con los trabajos de Stiirmer y Siqueira (2011 en
el Amazonas, donde encontraron que el menor
ntmero de esporas estaba en el bosque pristino en
comparacién con cultivos y bosques secundarios.
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Tabla I. NMP y nimero de esporas encontradas en los suelos de las diferentes coberturas evaluadas

Bosque mixto (BM) 39 3.700
Helechal (HL) 85 6.700
Suelo agricola (SA) 70 4.300
Rastrojo bajo (RB) 110 5.200
120
100
=
S a0
= 60
g
E 40
-5
0
BM HL SA RB S
Cobertura vegetal evaluada
Suelo minero (SM) 39 2.300

Figura 3. Propagulos micorrizales infectivos encontrados en suelos procedentes de las diferentes coberturas.

Bosque mixto (BM), Helechal (HL), Suelo agricola
(SA), Rastrojo bajo (RB) y Suelo minero (SM).

Existe controversia al relacionar el nimero de
esporas de HMA vy la colonizacién micorrizal
de la rafz (Hayman y Stovold, 1979), es decir,
el nimero de esporas de HMA del suelo no estd
fuertemente correlacionado con la infectividad, ya
que existen variables que afectan las esporas como
la latencia y su germinacién; por el contrario, el
NMP es una técnica que tiene en cuenta todos los
propdgulos infectivos del hongo (Habte y Osorio,
2001). Estas diferencias en el nimero de esporas
de los HMA del suelo podrian estar relacionadas
con distintas estrategias de supervivencia de las

especies de HMA al habitar en un ecosistema
determinado (McGee, 1989; Allen, 1991). Es
decir, el ciclo de vida de los HMA presenta una
alta adaptacién al ambiente que los rodea, sobre
todo durante la etapa de formacién de las esporas
(Camargo-Ricalde, 2002), y su habilidad com-
petitiva puede ser afectada por diversos factores,
tales como la fenologfa propia de cada una de las
especies de los HMA y de la planta hospedera, la
frecuencia del inéculo, el tiempo diferencial de in-
cubacién, la distribucién espacial de los propagu-
los que interacttian, el rasgo genético especifico del
HMA y la presencia de ectomicorrizas (Whitford,
1984; Koske, 1987; Sanders, Clapp y Wiemken,
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1996; Moyersoen, Fitter y Alexander, 1998).

De otro lado, los HMA se pueden ver afectados
por varios factores, como la fertilidad del suelo.
Cuando el nivel de la solucién del fésforo es in-
ferior 2 0,02 mgy es poco accesible para las raices
de las plantas hospederas, estas plantas responden
dramdticamente y se ve afectada la colonizacién de
los HMA (Habte y Osorio, 2001). Asimismo, son
fuertemente afectados por actividades agricolas y
mineras, las cuales deterioran el suelo de manera
irreversible y evitan que la inoculacién simple de
los HMA cumpla la funcién simbiética de los
hongos (Habte y Osorio, 2001).

En general el suelo agricola presenta reportes sobre
la afectacién directa de los HMA vy la reduccion
del ntimero de propdgulos infectivos de HMA
por influencias de actividades continuas en el
suelo, como labranza, fertilizacién con productos
sintéticos y el uso constante de plaguicidas (St.
John, 1987; Munyanziza, Kehri y Bagyaraj, 1997;
Rillig, 2004). Reportes obtenidos en diferentes
estudios en este suelo muestran que en el 2006 se
encontraron 2.700 propagulos infectivos de HMA
y el cultivo dominante fue frijol; en el 2009 se
encontraron 411 esporas/100 g suelo, teniendo
el pimentén como cultivo agricola establecido
(Sierra, 2000), a este suelo se le realiz6 la prueba de
efectividad simbidtica micorrizal, que arrojé alta
efectividad simbidtica micorrizal (Osorio, Diez,
Sierra y Paternina, 2008), lo que sugiere que el
manejo del suelo, la especie de planta y la rotacion
de cultivos pueden cambiar dramdticamente las
poblaciones de HMA y afectar su dindmica. Sin
embargo, el SA utilizado para este estudio presentd
70 propdgulos/100g suelo y gran cantidad de
esporas (4.300), lo que sugiere que los HMA son
adaptables incluso a condiciones desfavorables,
y que ademds los ciclos cortos de producciones
agricolas (menores a seis meses) enriquecen los
HMA por acciones de diferentes plantas presentes
en algunos cultivos, como por ejemplo el maiz y
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el frijol (Osorio et al., 2008).

Por otro lado, en dos de los suelos evaluados de
las coberturas BM y SM se encontré un bajo
nimero de esporas con respecto a los demds
suelos evaluados (HL, SA y RB). De acuerdo con
algunos estudios, las variaciones en el niimero de
esporas de HMA pueden estar ligadas a patrones
estacionales de esporulacién, lo cual puede variar
de acuerdo con la especie de HMA o de la planta
(Mosse y Bowen, 1968; Dhillion y Anderson,
1993; Jacobson, 1997). De la misma manera,
algunos estudios han determinado que la distri-
bucidn, actividad y supervivencia de los HMA
pueden recibir la influencia de diferentes factores
y procesos quimicos, fisicos y biolégicos del
suelo, como fertilidad, humedad, compactacién,
profundidad, saturacién de agua, pH y topografia
(Green, Graham y Schenck, 1976; Anderson,
Liberta y Dickman, 1984; Virginia, Jenkins y
Jarrell, 1986; Cooke, Butler y Madole, 1993;
Nadian, Smith, Alston y Murray, 1997), pero
también pueden ser influenciadas por inundacio-
nes, sismos, incendios, temperatura, intensidad de
luz, latitud y altitud (Allen et al. 1995; Gibson y
Hetrick, 1988), y ademds por la actividad propia
de la fauna asociada al suelo.

Diferentes autores sugieren que los propdgulos
infectivos y las esporas de los HMA permane-
cen en dreas de rastrojo y sitios abandonados
influenciados por diferentes actividades fisicas
y bioldgicas como la quema de grandes dreas, la
colonizacién de especies pioneras, y las grandes
corrientes de viento que dispersan las esporas de
estos hongos (Warner, Allen y MacMahon, 1987;
Jordan, Zhang y Huerd, 2000; Guadarrama, Cas-
tillo, Ramos, Camargo y Alvarez, 2008; Lekberg,
Koide y Twomlow, 2008; Aguilar et al., 2009).
El conteo de esporas realizado a las coberturas
vegetales provenientes de los HL y RB superan
valores de 5.200 esporas/100 g suelo, valores altos
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para estos estudios en comparacién con las demas
dreas evaluadas. Esto puede estar influenciado por
el inicio de la creciente colonizacién de nuevas
raices procedentes de especies pioneras (Siqueira,
Colozzi, de Oliveira, Fernandes y Florence, 1987;
Zangaro, Bononi y Trufen, 2000; Zangaro, Nisi-
zaki, Domingos y Nakano, 2003) y por una mayor
adquisicién de nutrientes durante la temporada de
crecimiento de nuevas especies de plantas (Corkidi
y Rincén, 1997).

Finalmente, se puede inferir que la técnica del
nimero mds probable de propdgulos micorri-
zales infectivos es un excelente indicador de la
condicién micorrizal, lo que la convierte en una
herramienta prictica para tomar decisiones, bien
sea para enriquecer los HMA de un suelo deter-
minado o abstenerse de aplicar inéculos de HMA
comerciales.
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