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ABSTRACT

Title: Mycorrhiza populations analysis
in corn (Zea mays) cultivated in acid
soils under different agronomic
treatments

A study was carried out to evaluate
the populations of native arbuscular
mycorrhizas (AM) fungi on established
crops on acid soils of the Colombian
Eastern Plains, for a period of five
years (1997-2001). Fungi spores were
isolated from the crop-fungi asso-
ciation of two maize cultivars: ICA-
Sikuani V-110 and the regional cultivar
Clavito. The mycorrhizal behavior was
evaluated under six different organic
fertilization treatments, which inclu-
ded green manure (cowpea), chicken
manure and a control treatment (no
application). From a total of 7924 spo-
res, 24 different types of mycorrhiza
were characterized using morpho-
logical and molecular analysis. The
relation between soil conditions (pH,
organic matter contents, P, K, AI'"”

and % Al saturation) and AM fungi
populations was analysed using a
Stepwise Multiple Regression model.
According to the regression coefficients
obtained (P< 0.001 y R* > 0.83), soil pH
and organic matter content were the
independent variables that explained
most of the variation observed in AM
populations. The molecular metho-
dology was based on the Polymerase
Chain Reaction (PCR) and the use of
specific primers allowed to identify
spores from Glomus, Entrophospora and
Gigaspora. This methodology also pro-
vided the identification of fungi from
the Glomus genera in highly colonized
maize roots.

Key words: acid soils, arbuscular mycorr-
hiza, Cowpea, chicken manure, specific
primers, Zea mays, PCR.

1. Investigadoras del Programa Nacional de
Recursos Biofisicos. Corporaciéon Colombiana
de Investigacion Agropecuaria. Centro de
Investigacion Tibaitata, Km 14 via Mosquera.
Colombia. Mail to: mramirez@corpoica.org.co

REVISTA CORPOICA « VOL 5 N°1 « OCTUBRE 2004

Analisis de poblaciones

de micorrizas en maiz (Zea mays)
cultivado en suelos acidos bajo
diferentes tratamientos agronomicos

RESUMEN

Mediante el seguimiento de cultivos experimentales en suelos 4cidos de los Llanos
Orientales, durante un periodo de cinco afos consecutivos (1997-2001), se evaluaron
las poblaciones nativas de hongos micorricicos arbusculares (MA) asociados con dos
variedades de maiz: ICA- Sikuani V-110 y la variedad regional criolla Clavito, anali-
zando su comportamiento bajo distintos tratamientos con abono organico (gallinaza),
abono verde (Caupi) y testigo sin aplicacion de materiales organicos, para un total
de seis tratamientos. De 7.924 esporas analizadas se aislaron veinticuatro morfotipos
identificados morfologica y molecularmente. Se determiné la relacién de las condi-
ciones del suelo (pH, los contenidos de materia organica, P, K, AI""y % saturacién Al)
con el comportamiento de las poblaciones de MA. Con la aplicaciéon del Analisis de
Regresién Multiple (Stepwise), se obtuvieron coeficientes significativos (P<0.001 y R*
> 83) para todas las variables y se seleccionaron como variables predictivas principa-
les el pH y la materia organica del suelo, que presentaron coeficientes significativos
para cinco y cuatro de los siete modelos establecidos, respectivamente. La técnica
molecular empleada basada en la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), con
el uso de primers especificos, permiti¢ la identificaciéon confirmatoria de las esporas
aisladas de los géneros Glomus, Entrophospora 'y Gigaspora. Ademas, mediante el uso
de esta metodologia se logro identificar la presencia del género Glomus en raices de
maiz altamente colonizadas.

Palabras clave: suelos acidos, micorriza arbuscular, Caupi, gallinaza, primers especifi-
cos, Zea mays, PCR.

INTRODUCCION

Los HONGOS MICORRIcICOs arbuscula-
res (MA) interactian simbidticamente
con cerca del 90% de las plantas terres-
tres formando diferentes tipos de asocia-
ciones micorricicas y, aunque el niimero
total de hongos del suelo involucrados
en esta simbiosis es desconocido, han
beneficiado muchas especies impor-
tantes en agricultura, como el maiz, al
incrementar su adaptacion a diferentes
ambientes y con efectos positivos sobre
la productividad del sistema (Lanfranco
et al., 1995). La relacion simbiotica entre
hongos MA y raices de la mayoria de las
plantas es benéfica ya que el hongo colo-
niza la corteza de la raiz para obtener
carbono a partir de la planta hospedera,
mientras le ayuda a la planta a tomar
fésforo y otros nutrientes minerales del
suelo (Harrison y Van Buuren, 1995).
Por los beneficios propios de esta aso-
ciacién simbidtica mutualista (hongo-
planta) en los altimos afios se han rea-

lizado investigaciones para determinar
el efecto de aislamientos de hongos MA
sobre sistemas de produccién agricola,
con el fin de lograr sistemas de pro-
duccién sostenibles y competitivos. Sin
embargo, el conocimiento acerca de la
ecologia de poblaciones nativas y el
papel de las condiciones edéficas y cli-
maticas en el establecimiento y efectivi-
dad de esta asociacion es limitado.

Por esta razon es necesario realizar el
analisis de poblaciones nativas en rela-
cién con los ambientes edaficos en los
que se desarrollan. La informacién obte-
nida de este tipo de evaluaciones puede
conducir a un uso adecuado de estos
microorganismos como biofertilizantes,
optimizando los resultados en cuanto a
produccién en sistemas agricolas y recu-
peracién de ambientes degradados.

El conocimiento de las interacciones
de hongos MA y las condiciones edaficas
puede llevar al establecimiento de pobla-
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ciones mejor adaptadas y mas efectivas
que garanticen los beneficios de la aso-
ciacion simbidtica, ya que aunque la aso-
ciacion micorricica arbuscular ha sido
definida generalmente como inespeci-
fica, se ha determinado que el compor-
tamiento de las poblaciones de MA es
modulado por diversos factores ambien-
tales pueden afectar su comportamiento
y existe evidencia de que estas asociacio-
nes presentan “especificidad ecoldgica”,
la cual consiste en la posibilidad de
encontrar en un in6culo mixto o bajo
condiciones nativas un tipo particular de
MA que colonice preferentemente a un
hospedero (McGonigle y Fitter, 1990).

En este trabajo se analiza el comporta-
miento de poblaciones de MA asociadas
al cultivo de maiz (Zea mays) en suelos
del Piedemonte llanero con aplicacion
de materiales organicos (Caupi y gallina-
za) con el fin de determinar los factores
edaficos que influyen en las poblaciones
nativas de MA.

Se selecciono esta zona del pais por su
gran potencial para la produccién agri-
cola, aunque es conocido que la extensa
zona del Piedemonte llanero presenta
problemas de acidez, toxicidad por alu-
minio y, por consiguiente, baja fertilidad.
Algunas estrategias convencionales,
como el uso de cal y otras alternativas,
como el uso de abonos verdes y organi-
cos, han sido evaluadas con resultados
promisorios aplicado como enmiendas
en este tipo de suelos (Rojas et al., 1998;
2000; 2001; Baquero and Rojas, 2001).

Adicionalmente, en algunas evalua-
ciones se ha establecido el efecto bené-
fico de la asociacion MA sobre la pro-
ductividad del maiz en condiciones con-
troladas; por esto, el uso adecuado de
hongos MA como biofertilizante es una
herramienta biotecnoldgica que puede
mejorar la produccién a través del esta-
blecimiento de sistemas de produccién
sostenibles y competitivos (Roveda et al.,
1998; Urdaneta y Roveda, 1999).

Se realizd el seguimiento de poblacio-
nes de MA nativas durante un periodo
de cinco afios (1997-2001) para lo cual,
las esporas MA fueron aisladas e iden-
tificadas a nivel de género, con el fin de
establecer los cambios poblacionales en
funciéon de la modificaciéon de las pro-
piedades del suelo que puedan tener un
efecto modelador sobre las poblaciones
de hongos MA.

La dificultad que presenta la identifi-
caciéon taxonomica de micorrizas arbus-
culares por los métodos convencionales
permite plantear el uso de una técnica

molecular basada en PCR (Reacciéon en
Cadena de la Polimerasa) que permita la
identificacion rapida y efectiva de espo-
ras nativas, para confirmar la taxonomia
tradicional basada en las caracteristicas
morfoldgicas de las esporas encontradas
en el suelo.

Con base en la informacion tomada
durante los cinco afos de evaluacion en
cuanto a los pardmetros de suelo y el
comportamiento de poblaciones de MA,
se calcularon modelos matematicos de
regresion multiple que permiten expli-
car las interacciones entre estas varia-
bles. De esta forma se busca identificar
qué tipo (o tipos) de hongo MA puede
ser empleado en esta zona de forma efec-
tiva, gracias a su adaptabilidad ante las
condiciones ambientales predominantes
y a los cambios ocasionados a conse-
cuencia de las enmiendas aplicadas para
solucionar los problemas de acidez y
toxicidad por aluminio en esta zona.

Como primer paso para conocer y
evaluar la biodiversidad de hongos MA
es necesario hacer la identificacion a
nivel de especies y aislamientos. Sin
embargo, no es un trabajo simple, debi-
do a que la identificacién convencional
se basa fundamentalmente en caracteris-
ticas morfoldgicas de las esporas presen-
tes en el suelo y estas estructuras pueden
variar debido a que estan sujetas a alte-
raciones durante su formacion.

Las técnicas moleculares basadas en
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) permiten la caracterizacion de
acidos nucleicos amplificados a partir de
pequenas cantidades de muestra fungi-
ca. La PCR es la técnica mas promisoria
para estudios ecoldgicos de caracteriza-
cién y evaluacion de la biodiversidad de
hongos MA (Clapp et al., 1995).

Materiales y métodos

Disefio experimental. El estudio se rea-
liz6 en parcelas experimentales de maiz,
con un disefio estadistico de Bloques
Completos al Azar, con tres repeticio-
nes y seis tratamientos consistentes en
dos variedades de maiz (ICA- Sikuani
V-110 y la variedad regional Clavito) y
tres fuentes de materiales organicos (sin
aplicacion; aplicacion de 5 t/ha de Caupi,
y 5 t/ha de gallinaza), en parcelas de 6 x
6 m, con una distancia de siembra de 20
cm entre plantas y de 1m entre surcos.
En el afio 2001 no se aplicaron los trata-
mientos sefnalados para determinar su
efecto residual.

Ademas de la materia organica, se
realiz6 la fertilizacion basica del cultivo

aplicando: 100 kg/ha de N (trea) fraccio-
nados a los 15, 20 y 35 dias después de
la siembra; 75 kg/ha de potasio (KCI), 10
kg/ha de MnSO,, ZnO, CuSO,, 12 kg/ha
de MgSO,, y 60 kg/ha de Calcio (CaSO,).
Para el segundo semestre de 2001 se uti-
lizé la mitad de la dosis de fertilizantes.

El cultivo se desarrolld en el piede-
monte llanero (Centro de Investigacion
La Libertad - Corroica, Villavicencio,
Meta) haciendo un seguimiento de las
poblaciones de micorrizas arbusculares
(MA) y las propiedades del suelo para el
segundo semestre de un periodo de cinco
afios consecutivos (1997-2001). El suelo
sobre el cual se realizé la evaluacién
esta clasificado como Typic Hapludox y
presenta en promedio alto contenido de
aluminio (1 a 2 cmol’/kg), un porcentaje
de saturacion de aluminio del 73% y bajo
fésforo disponible (<10 mg/kg).

Muestreo de raices. El muestreo de
raices se realiz6 en la etapa de antesis,
aproximadamente 60 dias después de la
siembra (dds), para las condiciones del
Piedemonte llanero. Se analizaron para
este trabajo las raices de maiz bajo cada
tratamiento en los afios 1999 y 2000, que
fueron evaluadas como un indicador
preliminar de la presencia de asociacién
bajo las condiciones evaluadas. El mues-
treo fue de tipo destructivo, seleccionan-
do plantas al azar de cada repeticion.
Las raices de las plantas seleccionadas se
lavaron con agua corriente y se almace-
naron a 4° C para su posterior tincién y
evaluacion.

Muestreo de suelo. Las muestras de
suelo (1 kg) se tomaron simultaneamen-
te con las raices 60 dds (antesis), durante
los cinco anos (1997 — 2001), tomando
muestras de la rizosfera de la planta, a
una profundidad entre 0-20 cm; fueron
secadas a temperatura ambiente y alma-
cenadas para su posterior evaluacion.
Cada muestra de suelo fue procesada
para aislar las esporas nativas y fue
sometida al analisis quimico para deter-
minar el pH y los contenidos de fésfo-
ro, aluminio, potasio y materia organi-
ca (Laboratorio de Quimica de Suelos,
Corroica, C.I. Tibaitata).

Aislamiento y cuantificacion de esporas.
El método utilizado para el aislamien-
to y cuantificacion de esporas es una
combinacién del método de tamizado y
decantacion propuesto por Gerdemann
y Nicholson en 1963 y el método de cen-
trifugacion en sacarosa de Jenkins, 1964

REVISTA CORPOICA « VOL 5 N°1 « OCTUBRE 2004



Serralde y Ramirez: Micorrizas en maiz cultivado en suelos acidos

33

(Sieverding, 1984). El método de tamiza-
do y decantacién en hiimedo permite la
extraccion de esporas en alto porcentaje
y el método de centrifugaciéon en gra-
diente de sacarosa mejora la separacion
de las esporas del suelo y del material
organico para facilitar el aislamiento y la
identificacion.

Tincion de raices y determinacion del
porcentaje de colonizacién. El método
utilizado es una modificacion del pro-
puesto por Phillips y Hayman (1970)
(Sieverding, 1984), que requiere el mon-
taje de raices teflidas en portaobjetos
para ser evaluadas en microscopio opti-
co. La tincion de raices se realiza a través
de los siguientes pasos: a) clareo, b)
blanqueo, c) acidificacién, d) tincién y e)
decoloracién. El porcentaje de coloniza-
cion se midi6 a partir de 10 fragmentos
de raiz tefiida de aproximadamente 1
cm de longitud, seleccionados al azar,
registrando la presencia de estructuras
propias del hongo MA por cada campo
optico de observacién microscépica, con
un aumento equivalente a 400X. Los
reactivos empleados en la tincién fueron:
hidroxido de potasio (10%); perdxido de
hidrégeno (10%); acido clorhidrico (I1n);
lacto-glicerol y azul de Tripan (0.05%). El
porcentaje de colonizacion se determina
a partir de la siguiente féormula:

% Colon. = (11 intersecc. micorrizadas) ¥ 100

(n intersecc. observadas)

El nimero minimo de intersecciones
observadas debe ser 100 (Giovannetti
and Mosse, 1980).

Evaluacion morfolégica de las pobla-
ciones de micxorrizas. Las esporas tota-
les aisladas de 10 gramos de suelo
seco, fueron evaluadas y agrupadas
por morfotipos para cada muestreo,
para su posterior clasificacion a partir
de caracteristicas morfologicas a nivel
de género, usando la clave taxonomi-
ca de Shenk y Pérez (1990) y la tabla
de colores publicada por el INVAM'
(International Culture Colection of
Arbuscular and Vesicular Mycorrhizal
Fungi). Para esto se hicieron placas de
cada uno de los morfotipos, usando
como medio de montaje PVLG y reac-
tivo de Melzer. La observacion micros-
copica se realizd con objetivos de 40X
e inmersién 100X. Para las medidas se

! www.invam.caf.wvu.edu (2001).
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empled una regla micrométrica con 100
divisiones adaptada al ocular.

Evaluacion molecular de las poblaciones
de micorrizas. La evaluacion del DNA
obtenido a partir de esporas, se llevé a
cabo usando una variacién de la técnica
propuesta por Clapp et al. (1995), que
incluye a amplificacion por PCR anida-
da. La pre-amplificaciéon se realiza con
el par de primers NS21 y VANSI (Clapp,
et al., 1995; Simon et al., 1993). Los pri-
mers especificos para género (VAGIGA,
VAGLO, VAACAU) fueron usados en
combinacién con VANSI1 (Simon et al.,
1993). Las reacciones de amplificacion
por PCR se realizaron en el termocicla-
dor programable, modelo PTC 100® de
M] Research, Inc.

En la Figura 1 se ilustra la posiciéon
del conjunto de primers que han sido
usados para discriminar entre los cinco
géneros. Los resultados de la ampli-
ficacion fueron examinados por elec-
troforesis en geles de agarosa al 1.5%,
en buffer TAE 0.5X, usando la cama-
ra de electroforesis horizontal Bio-Rad
(wide mini-sub® CellGT), y la fuente
de poder programable Bio-Rad, modelo
1000/500® a 120 voltios por aproxima-
damente una hora.

Los geles fueron tefiidos con bromu-
ro de etidio, visualizados bajo luz UV
y analizados usando el documentador
de imagenes Syngene” y el Software
GeneSnap”.

Reactivos y condiciones de reaccion del
PCR. Para un volumen final de 25 pl :
buffer de PCR (1X); MgCl, (1.5 mM);
dNTP’s (200 uM); TagDNApol (1 U);
Primers (1 uM). Con un ciclo inicial:
95°C - 3 min; 60° C -1 min.; 72° C - 1 min.

y 35 ciclos: 95° C - 1 min.; 60° C - 1 min.;
72° C -1 min.; 4° C.

Extraccion de DNA a partir de raices
colonizadas. El tejido vegetal colonizado
por MA fue macerado sobre nitrogeno
liquido, usando buffer de extraccion CTAB
2X precalentado a 65° C y un volumen
de fenol:cloroformo:alcohol-isoamilico
(24:1:1). Después de centrifugar a 4.000 g
por 5 minutos a temperatura ambiente se
adiciona al sobrenadante un volumen de
cloroformo:alcohol-isoamilico y se centri-
fuga nuevamente. Finalmente, se precipita
a —20° C se seca el pellet y se resuspende
en 50 pl de TE (1:10). Una vez obtenido y
purificado el DNA (libre de DNA prove-
niente de tejido vegetal) se sigue el mismo
procedimiento empleado para esporas.

Andlisis de la informacién. Los analisis
estadisticos se realizaron usando el pro-
grama STATGRAPHICS®, version 5.0 y
SAS® version 8.0; las variables medidas
fueron evaluadas mediante el analisis de
varianza (ANOVA) y los contrastes por
tratamiento y afio se realizaron por el
método de Tukey, con un nivel de con-
fiabilidad de 95%, cuando no se encon-
traron interacciones entre genotipo y
materiales organicos.

Con la informacion de los conteos de
esporas por morfotipo y por género, se
calculd la abundancia relativa, mediante
la relacién del nimero de esporas de una
categoria particular (morfotipo o género)
sobre el total de esporas aisladas.

A partir de la cantidad de esporas
de cada género se calculd la diversidad
mediante el indice de Shannon-Wiener,
usando el programa PAST®, version 6.03
(http: //folk.uiop.no/ohammer/past, sep-

5'GTCTAGTATAATCGTTACAGG
5'AATATACGCTATTGGAGCTGG
5'CAAGGGAATCGGTTGCCCCGAT
5'TGATTCACCAATGGGAAACCCC
5'TCACCAAGGGAAACCCGAAGG

VANS1
ﬁ
—
VAGLO
VAGIGA
VAACAU
VANS1
NS21
VAGLO
VAACAU
VAGIGA

NS21

Figura 1. Diagrama de la localizacion de los primers usados y su respectiva secuencia

(tomados de Simon et al., 1993).
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tiembre de 2001). Este indice tiene en
cuenta el numero de individuos asi como
el nimero de grupos taxondmicos (géne-
ros). Varia desde 0, para comunidades
con so6lo un grupo taxondmico, a valores
superiores para aquellas comunidades
con varios grupos taxonémicos, mediante
la formula:

H=-Xn/n[ln(n/n)]

Donde H es la diversidad genética, n,
es el nimero de individuos del taxén iy
n es el total de individuos.

A partir de la variables dependientes
e independientes que se describen a
continuacion, se desarrollaron mode-
los de regresion para determinar la
relacién entre las condiciones edaficas
y la composicion de las poblaciones
de hongos micorrizicos arbusculares
(Statgraphics®, versién 5.0). Se utiliz6 el
método de Regresién Multiple Stepwise
que permite seleccionar el modelo
mejor ajustado, y que selecciona aque-
llas variables que permiten predecir
el comportamiento de cada una de las
variables dependientes.

Resultados y discusion

Poblaciones totales. En la Figura 2 se
presentan los conteos totales de esporas
correspondientes a 1 gramo de suelo
seco. Para esta variable no se encontra-
ron diferencias significativas en el ana-
lisis de varianza (P > 0.05) para ninguno
de los dos factores evaluados (tratamien-
tos y afos).

En términos generales el namero de
esporas por gramo (4-18) no es bajo
para condiciones nativas, si tenemos en
cuenta los datos reportados por Collins
et al. (1991) quienes encontraron entre 0
y 49 esporas en 25 gramos de suelo en
un experimento en el que se evaluaron
poblaciones MA asociadas con cultivos
de maiz y soya de cinco afos. Ademads,
Howeler et al. (1987) registraron conteos
de esporas nativas asociadas a Brachiaria
decumbens, que no superan las 10 esporas
por gramo de suelo seco. Igualmente
Douds et al. (1995) encontraron entre 1y
43 esporas por 50 cm’ (aproximadamen-
te 50 g) de suelo en cultivos de maiz,
soya y trigo en sistemas con labranza
convencional y minima. Aunque en con-
diciones controladas se pueden obtener
poblaciones mas abundantes, bajo con-
diciones nativas los valores encontrados
nos indican un buen establecimiento de
las poblaciones de MA, en condiciones
de acidez y aluminio tdxico.

Enla evaluacién de esporas por gramo
de suelo no se presentan efectos signifi-
cativos de las aplicaciones de materia
organica (abono verde y organico) ni de
la variedad de maiz sobre las poblacio-
nes globales de MA. Esta situacion se
observa, tanto al realizar las evaluacio-
nes cada afio, como en las evaluaciones
a través de los cinco afos.

Morfotipos. Se encontraron 24 morfoti-
pos agrupados segtin su homogeneidad
respecto de la forma, el color, la aparien-
cia de la pared externa, el tamafio de la
espora y la presencia, forma y coloracién
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Figura 2. Esporas totales encontradas bajo cada tratamiento durante los cinco afios del ensayo.
El valor corresponde a esporas/gramo de suelo seco.

de la conexion hifal. En la Figura 3 se
presenta la composicion de la poblacién
de MA a nivel de los morfotipos encon-
trados por 10 g/suelo para los seis trata-
mientos y durante cinco afios. El niimero
de morfotipos varia de 4 a 12 para cada
condicién especifica; estos valores son
similares a los reportados por diversos
autores citados por Brundrett (1991),
ya que para condiciones de cultivos en
campo han encontrado entre 3 y 15
especies nativas de MA. Sin embargo, es
interesante observar que el total de mor-
fotipos (24), es bastante alto comparado
con los reportes mencionados.

Géneros. A partir del analisis morfo-
logico de las esporas aisladas, se encon-
traron cinco de los géneros conocidos
(Glomus, Acaulospora, Entrophospora,
Gigaspora y Scutellospora), siendo el mas
comun el género Glomus al cual per-
tenecen 12 morfotipos, seguido por el
género Acaulospora al que pertenecen 6
de los morfotipos encontrados. Por el
contrario, los géneros menos frecuentes
son Entrophospora y Scutellospora, en los
que sdélo se identific6 un morfotipo. El
género Gigaspora se encuentra represen-
tado por 4 morfotipos y no se encontra-
ron esporas caracteristicas del género
Sclerocystis.

Para cada uno de los géneros encon-
trados se realizo el analisis molecular
empleando los primers especificos, con el
fin de emplear una técnica relativamente
rapida para identificar las esporas de
MA y que permita confirmar una pri-
mera clasificacion morfologica de los
morfotipos encontrados.

Para el manejo del material bioldgico
(esporas), se evaluaron diversas meto-
dologias usando micromaceradores para
tubos de 1.5 ml y con cantidades dife-
rentes de esporas que variaron entre 10
y 1.000; sin embargo, no se obtuvieron
buenos resultados al ensayar diversos
protocolos de extraccion y purificacion
de DNA (Zezé et al., 1998; Van Tuinen,
1998); por esto, se emplearon las meto-
dologias propuestas por Sanders et al.
(1995), Redecker et al. (1997), y Van
Tuinen et al. (1998) en las que la ampli-
ficacién por PCR se realiza directamente
sobre el material total de esporas tri-
turadas (de 10 a 20, dependiendo del
tamafio de la espora) usando macera-
dores directamente sobre los tubos de
PCR. Para lograrlo fue necesario hacer
una modificacién ya que los resultados
obtenidos fueron mejores al realizar la
trituracion de las esporas sobre un volu-
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TRATAMIENTOS

*Letras diferentes indican diferencias significativas para los promedios totales por afio y por
tratamiento, seglin la prueba de Tukey con 95% de confianza.(1) Sikuani, (2) Sikuani +
Caupi, (3) Sikuani + Gallinaza, (4) Clavito, (5) Clavito + Caupi, (6) Clavito + Gallinaza.

Figura 3. Numero de morfotipos encontrados bajo cada tratamiento (1997-2001).

men de agua de 10ul y haciendo presién
con dos laminas portaobjetos cubiertas
con Sigmacote®, inmediatamente antes
de realizar la amplificacion.

Al realizar este ajuste metodoldgico,
los resultados de la pre-amplificacién
con los primers VANS1 y NS21 no fue-
ron facilmente observables al realizar la
electroforesis en gel de agarosa, debido
posiblemente a la baja cantidad de DNA
molde y a que el producto de la ampli-
ficacién fue muy bajo para ser eviden-
ciado en el gel. Teniendo en cuenta esto
se realizé la PCR anidada directamente
sobre el producto de la primera ampli-
ficacion, usando los primers especificos
para cada género en combinaciéon con
VANSI.

Los ciclos de amplificaciones fueron
realizados siguiendo las recomendacio-
nes para amplificacion de Simon et al.
(1993) ya que, aunque se evaluaron otro
ciclos de amplificacién, aquel fue el que
presentd los resultados que se pueden
observar en la Figura 4, al aumentar el
tiempo de alineamiento de los primers de
45 segundos a 1 minuto.

Con la metodologia empleada en este
trabajo se logré obtener amplificacio-
nes polimérficas para tres de los cinco
géneros encontrados, obteniendo pro-
ductos de amplificaciéon reproducibles
(Figuras 4 B y C). Para Gigaspora, se
obtienen dos productos de 198 y 392
pb aproximadamente, que son repro-
ducibles y consistentes para el género;
en este caso, el fragmento de menor
tamano ha sido reportado al usar la com-
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binacién de primer VANSI y VAGIGA
(Simon et al., 1993; Clapp et al., 1995).
En el caso del género Glomus soélo se
obtuvo un producto de amplificacion de
aproximadamente 190 pb (Figuras 4 A
y B); este tamafio se aproxima al encon-
trado por Simon et al. (1993), quienes

obtuvieron fragmentos de 188 pb para
tres especies de Glomus (G. mosseae, G.
intraradices 'y G. vesiculiferum). Para el
género Entrophospora se obtuvieron tres
productos de amplificacion (Figura 4
B y D), aunque no en todos los casos
se presentan los fragmentos de mayor
tamafio (Figura 4 A), el producto de
menor tamafo ha sido encontrado para
la combinacién de los primers VANSI y
VAACAU (Simon et al., 1993).

Con los primers seleccionados en este
trabajo se ha reportado la produccion
de un unico producto especifico; sin
embargo, con los resultados obtenidos
se puede observar la aparicién de mas de
una banda para los géneros Gigaspora y
Entrophospora, lo que puede ser el resul-
tado de una mayor variabilidad para los
morfotipos encontrados bajo las condi-
ciones de los Llanos Orientales, que no
han sido evaluadas previamente. Aunque
la metodologia empleada se estandarizo
con buenos resultados, no se lograron
productos de amplificacién por PCR para
los géneros Acaulospora y Scutellospora.
Por esta razon es necesario evaluar otros
primers especificos que permitan la iden-
tificacion de estos dos géneros.

Al analizar la colonizacion de las
raices de maiz para los afios 1999 y

G = Gigaspora E = Entrophospora g = Glomus R = Raiz Colonizada
PM = Marcador de Peso Molecular (123 pb)

Figura 4. Resultado de la amplificacion por PCR anidado usando los primers especificos para
género (Simon et al., 1993). Ay B: Glomus; C: Gigaspora; D: Entrophospora.
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Tabla 1. Porcentaje de colonizacion encontrado bajo cada tratamiento.
Promedio de tres repeticiones por tratamiento y dos afios (1999 y 2000).

Tratamiento

% Colonizacién

Sikuani sin materia organica
Sikuani + Caupi

Sikuani + Gallinaza
Clavitosin materia orgdnica
Clavito + Caupi

Clavito + Gallinaza

8r.77
92.42
83.28
86.11
94.00
94.69

2000, se encuentra una alta actividad
micorricica (>83% de colonizacién) de
acuerdo con los valores presentados en
la Tabla 1, sin observarse diferencias
significativas entre tratamientos, lo cual
puede ser el resultado del estableci-
miento de poblaciones MA adaptadas
a las condiciones propias de los suelos
analizados. Teniendo en cuenta que, en
algunos casos, se ha reportado relaciéon
entre las esporas libres en el suelo y el
porcentaje de colonizacion (Howeler et
al., 1987; Douds et al., 1990), se puede
inferir que para este caso la abundancia
de esporas es producto de un alto nivel
de colonizacion.

Por esta condiciéon de colonizacion
alta, se realizaron pruebas moleculares
a partir de raices colonizadas usando
las mismas condiciones de amplifica-
cién empleadas para esporas MA, con
el fin de tratar de establecer una meto-
dologia que permitiera identificar cual
de los géneros presentes en el suelo es
el (los) que se encuentra(n) en simbiosis
activa.

Para la extraccion de DNA de las
raices se emplearon protocolos disefia-
dos para la extraccion de DNA de teji-
dos vegetales de maiz (Zea mays), papa
(Solanum tuberosum) y yuca (Manihot escu-
lenta), aplicados y estandarizados por el
Laboratorio de Recursos Genéticos y
Biotecnologia Vegetal de Corrorca en el
C.I. Tibaitata, obteniendo los resultados
que se presentan en la Figura 4B, donde
se observa el resultado de una prueba
realizada a partir de DNA obtenido de
la raiz de maiz colonizada, en el que se
puede apreciar una banda que coincide
con el patron obtenido para las esporas
de Glomus. Este resultado podria confir-
mar lo encontrado a partir del analisis
de la comunidad de MA con relacién a
la abundancia relativa de esporas por
género, ya que como se comentd antes,
éste es el género dominante en la pobla-
cion y es posible que se encuentre en

simbiosis activa en mayor proporcién
que los demas.

Estos resultados son promisorios, ya
que es posible emplear las metodologias
para esporas aqui sefialadas, con el fin
de identificar géneros a partir de raices
colonizadas; sin embargo, como se trata
de una técnica que esta en proceso de
desarrollo y estandarizacién, y no se ha
aplicado de manera generalizada para
identificar hongos en condiciones nati-
vas, es necesario seguir realizando ensa-
yos, primero bajo condiciones de simbio-
sis controladas sobre raices jovenes y con
inéculos puros para poder validarlas con
asociaciones naturales.

Por la presencia de cada uno de los
géneros bajo la mayoria de las situa-
ciones estudiadas, es importante eva-
luar estas poblaciones en términos de
la diversidad que representan bajo cada
tratamiento y afio, por medio del indice
de Shannon-Wiener (Tabla 2).

La diversidad calculada por medio
del indice de Shannon-Wiener, que toma
en cuenta dos componentes: el nimero

de grupos taxonémicos y la homoge-
neidad en la distribucién de indivi-
duos dentro de cada grupo, no presenta
diferencias estadisticamente significa-
tivas. Sin embargo, resulta interesante
observar los cambios temporales y por
tratamientos. El indice de diversidad
se calculd a partir de los conteos por
género, donde la variaciéon temporal de
la diversidad presenta un valor maximo
para el afio 2001, mientras permanecid
casi constante durante el periodo 1997-
1999, con un valor minimo para el afio
2000 (Tabla 2).

Bajo las condiciones evaluadas se
observa una diversidad media y esta-
ble, si se tienen en cuenta los resulta-
dos reportados para poblaciones MA en
diversos agroecosistemas. Collins et al.
(1991) reportan valores de diversidad por
el indice de Shannon-Wiener que varian
entre 0.42 y 1.59, para dos localidades
con cultivos de maiz y soya. Ademas,
An et al. (1993) reportan fluctuaciones en
el valor de este indice para poblaciones
de MA, que varian entre 0.55 y 2, como
resultado del analisis mensual de este
parametro en un cultivo de soya.

Con los resultados obtenidos para el
analisis de la poblaciéon global se observa
de forma consistente que no hay un efec-
to de los tratamientos sobre las poblacio-
nes de MA a nivel de género.

Aunque no en todos los casos, la eva-
luacién de la abundancia de esporas y el
porcentaje de colonizacién han sido corre-
lacionados (Howeler ef al., 1987; Douds et
al., 1990; Black et al., 1979), encontraron
una correlacion de 0.94 en un ensayo con
trigo, de forma tal que se encuentra un

Tabla 2. Promedio del indice de diversidad Shannon-Wiener (+ desviacion estandar, n=18 para

el afio; n=15 para el tratamiento).

indice Shannon-Wiener

TRATAMIENTOS Promedio Desv. Estand.

Sikuani Sin M.O 0,914 0,271
Sikuani Caupf 0,893 0,281
Sikuani Gallinaza 0,887 0,289
Clavito Sin M.O. 0,908 0,212
Clavito Caupi 0,829 0,301
Clavito Gallinaza 0,782 0,316
ANOS

1997 0,870 0,232
1998 0,882 0,253
1999 0,803 0,286
2000 0,781 0,344
2001 1,010 0,219
TOTAL 0.868 +0.29

REVISTA CORPOICA « VOL 5 N°1 « OCTUBRE 2004



Serralde y Ramirez: Micorrizas en maiz cultivado en suelos acidos

37

mayor numero de esporas a mayor por-
centaje de colonizacién de la raiz, para
un tipo particular de micorrizas. Esta
correlacion se explica porque las esporas
de MA contienen grandes cantidades de
lipidos, por lo que su produccién requie-
re altas cantidades de C; en consecuencia,
una raiz altamente colonizada presenta
mas conexiones hifales hacia la fuente de
carbono para la produccién de esporas
(Douds et al., 1990). Se puede inferir en
este analisis que las poblaciones domi-
nantes estan en simbiosis activa bajo las
condiciones evaluadas; teniendo en cuen-
ta lo anterior, los géneros dominantes
bajo las condiciones edaficas son en su
orden: Glomus, Acaulospora, Entrophospora,
Gigaspora 'y Scutellospora.

Efecto de las condiciones eddficas sobre las
poblaciones de micorrizas. Aunque el anali-
sis anterior no permitié detectar efectos
significativos de los tratamientos evalua-
dos en el comportamiento de poblaciones
de MA, diversos ensayos han reporta-
do que las variables quimicas del suelo
pueden incidir sobre las poblaciones de
micorrizas arbusculares (MA) como es
el caso del pH (Habte y Sodearjo, 1995;
Skipper y Smith, 1979; Noyd et al., 1996),
el potasio (Howeler ef al., 1987; Ouimet et
al., 1996), el fosforo (Menge, 1977; Menge
et al., 1978; Yost y Fox, 1979; Amijje et al.,
1989; Ratnayake et al., 1978; De Miranda
et al., 1989; Habte y Aziz, 1991) y las prac-
ticas agroculturales (Evans y Miller, 1990;
Gavito y Miller, 1998; Nurlaeny ef al.,
1996; Dodd et al., 1990; Collins et al., 1991;
Howeler et al., 1987).

Es necesario tener en cuenta la baja
especificidad de las asociaciones mico-
rricicas con el hospedero, lo cual lleva a
que éste no sea un factor determinante
para el establecimiento de las asociacio-
nes. Ademas, se ha demostrado que la
especificidad ecoldgica puede ser apli-
cada por lo menos a algunas de las
asociaciones micorricicas en términos de
su habilidad para colonizar las raices, la
cual puede verse afectada por las con-
diciones edaficas (McGonigle y Fitter,
1990). Los resultados del analisis de
esporas indican una mejor adaptacion a
las condiciones del suelo para los mor-
fotipos pertenecientes al género Glomus,
reflejada en su mayor abundancia. Sin
embargo, el efecto del hospedero sobre
el establecimiento de poblaciones nati-
vas de MA puede variar de acuerdo a
la dependencia micorricica del cultivo
(Manjunath y Habte, 1991) sobre el cual
se esté realizando la asociacion, en com-
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binacién con las condiciones edaficas
(Howeler et al., 1987).

La “dependencia micorricica” se defi-
ne como el grado en el cual una planta es
dependiente de su condicién micorricica
para producir su maximo crecimiento
bajo una condicién de fertilidad dada,
(Gerdemann, 1975, citado por Harley
y Smith, 1983); en otras palabras, es la
relacion en producciéon de materia seca
entre una planta no micorrizada y una
micorrizada con niveles minimos de fos-
foro (Sanders et al., 1999). Howeler et al.
(1987) encontraron que en maiz, usando
niveles controlados de fdsforo (0, 100
y 500 kg/ha), la dependencia es baja
(26%) en comparacion con otras especies
vegetales que pueden presentar hasta
un 95%; esta baja dependencia del maiz
se debe principalmente a que presenta
un sistema radical delgado y ramificado.
Para las variedades de maiz utilizadas,
Sikuani y Clavito, no se determiné la
dependencia micorricica pero los valores
obtenidos para el porcentaje de coloniza-
cion indican que la simbiosis es altamen-
te activa (> 83%).

Por esto, a continuacion se realiza el
analisis de las correlaciones estadisticas
entre los parametros de suelo y la com-
posiciéon de la poblacion de hongos MA,
en términos de la abundancia relativa de
los géneros encontrados.

Se seleccionaron aquellos parametros
de suelo que, de acuerdo con la revisiéon
de literatura, podrian influir directa o
indirectamente sobre el comportamiento
de las poblaciones de MA. La informa-
cion fue analizada teniendo en cuenta el

efecto de los tratamientos sobre las carac-
teristicas del suelo (promedio 5 afios)
y las variaciones de éstas a través del
tiempo (Tabla 3). Se hallaron diferencias
altamente significativas para todos los
parametros seleccionados entre afios de
evaluacién, de acuerdo con el analisis de
varianza (p < 0.001) y la prueba de Tukey
(p < 0.05). Este analisis no mostrd efecto
de significativo los tratamientos en nin-
guno de los parametros seleccionados.

Para determinar la relacion entre
estos parametros y la composicién de
las poblaciones de MA, se realizé6 un
analisis de regresion multiple (Tabla 4); a
partir de los valores promedio de las tres
repeticiones de los parametros de suelo
seleccionados se realizaron los mode-
los ajustados por regresion multiple
(Stepwise), evaluando su significancia
como posibles variables para predecir la
abundancia de esporas por género.

Ya que los resultados obtenidos indi-
can que hay variaciones temporales sig-
nificativas, los andlisis estdn encamina-
dos a evaluar los cambios en la com-
posicién de la poblacién en funcién del
tiempo, con relacion a los cambios en las
condiciones edaficas. Para este andlisis
se seleccionaron como variables depen-
dientes la abundancia de cada género,
el indice de diversidad de Shannon-
Wiener y el total de esporas, mientras los
parametros de suelo se trabajaron como
variables independientes, para las regre-
siones que se discuten a continuacion.

Los modelos de regresion multiple pre-
sentaron coeficientes altamente significati-
vos (P <0.001 y R*>83.4) (Tabla 4) para las

Tabla 3. Promedio del los resultados del andlisis quimico de suelo: pH, materia orgdnica (MO),
fosforo (P), aluminio (Al), potasio (K) y porcentaje de saturacion de aluminio (%Al).

pH MO P Al'™ K Saturacion

Tratamiento % (ppm)  (cmol/kg) (cmol/kg) (%Al)
ANAVA NS NS NS NS NS NS
Sikuani 511 2,49 22,0 0,90 0,20 29,33
Sikuani + Caupf 4,86 2,16 19,5 0,75 0,14 32,37
Sikuani + Gallinaza 4,88 2,35 25,5 0,56 0,18 25,17
Clavito 5,08 1,99 17,2 0,99 0,16 34,80
Clavito + Caupi 5,30 2,21 22,8 0,95 0,17 35,26
Clavito + Gallinaza 5,02 2,11 21,6 0,56 0,21 25,03

Ao

ANAVA o *ox o . o .
1997 4,85 ab 1,71¢ 12,0d 1,54 a 0,19 ab 54,68 a
1998 5,07 ab 2,62 a 221D 0,79b 0,25a 22,72 be
1999 523a 1,93 be 19,4 be 0,58 bc 0,16 ab 27,98 b
2000 524 a 2,42 ab 142D 0,23¢c 014D 11,87 ¢
2001 482b 2,42 ab 39,6a 0,77b 0,14 b 34,38 b

(**) Diferencias significativas segun el andlisis de varianza (P < 0.001); (NS) no hay diferencias significativas. Letras diferentes indican

diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P < 0.001).
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Tabla 4. Coeficientes para los modelos de regresion (Stepwise), para predecir la abundancia de
esporas de géneros de hongos MA bajo seis tratamientos y durante cinco afios.

Variables independientes

R® PH MO P Al K % Al
Glomus 98.97 +0.1668 -0.0788 -—- - -—-
Acaulospora 83.92 e +0.0393 - - - +0.001
Entrophospora 92.84 -0.6721  +0.6951 — — - 3.9628
Gigaspora 94.78 -0.6793 e +0.0272 e -—-
Scutellospora 83.40 -—-- +0.0964 -—-- -—-- -—--
indice Shannon 96.40 -—- +0.2937 -—- - -—- +0.070
Total esporas 98.91 +0.8680 — - — .

*Todos los coeficientes de correlacion son altamente significativos (P < 0.001).

abundancias relativas de cada género, el
total de esporas y el indice de diversidad,
en funcién de algunos de los parametros
de suelo antes mencionados (Tabla 3).
Los coeficientes de regresion presentan
diferencias en cuanto a las variables pre-
dictivas para cada variable dependiente,
lo que indica diferencias en cuanto a la
adaptabilidad de cada género evaluado.

Debido a que el principal problema
para el establecimiento de sistemas de
produccién en la zona evaluada es el
bajo pH de los suelos, es importante
evaluar su comportamiento con relacion
a otros parametros que han sido corre-
lacioados con las condiciones de acidez.
Por ejemplo, para los afos 1999 y 2000,
en los que el pH aumentd alcanzando
valores > 5.2, los contenidos de alumi-
nio intercambiable (Al™) presentaron los
menores valores; este tipo de correlacion
negativa sefala el efecto acumulativo de
los tratamientos con materia organica, ya
que para el afio 2001, en el que no se rea-
lizé aplicacion de Caupi o gallinaza, el
pH disminuyé nuevamente alcanzando
un valor de 4.8 , mientras el contenido
de aluminio aumenté. Lo mismo ocurrid
con la saturacion de aluminio (%Al),
aunque es menos evidente, ya que este
valor depende de otros elementos meno-
res presentes en el suelo.

Este tipo de relacion negativa, tam-
bién se presenta entre el contenido de
aluminio y fésforo, ya que a medida que
aumenta el contenido de aluminio, dismi-
nuye la cantidad de fosforo disponible. Se
observa un aumento del P disponible con
respecto al afio de inicio del ensayo, para
los afios en los que el aluminio disminuye
(1999 y 2000), pero la correlacion negativa
que se espera para estos dos parametros
no es clara en este caso.

En cuanto a las poblaciones de hon-
gos MA, el fésforo puede llegar a ser un
componente importante ya que varios

autores han reportado un efecto directo
de este elemento sobre el desarrollo y
la efectividad de la colonizacién. Sin
embargo, bajo las condiciones evalua-
das, en las que el contenido de fésforo
permanece relativamente bajo, no es un
factor determinante para el desarrollo
micorricico, ya que no alcanza valo-
res que puedan inhibir la asociacién
micorricica. Algunos ejemplos de las
relaciones encontradas, se encuentran
representados en funcién del tiempo en
la Figura 5.

El contenido de materia organica,
resultdé ser la mejor variable para pre-
decir la composicion de la comunidad,
afectando cinco de las siete variables
dependientes evaluadas. Este parame-
tro presenta coeficientes positivos para
la abundancia relativa de Acaulospora,
Entrophospora, Scutellospora (Figura 5A)
y el indice de diversidad calculado y un
coeficiente negativo para la abundancia
relativa del género Glomus.

De la misma forma el pH se encuentra
como variable predictiva de la abun-
dancia de Entrophospora (Figura 5B),
Gigaspora, Glomus (Figura 5D), y el total
de esporas (Tabla 4), con coeficientes
positivos para las dos primeras y negati-
vos para las dos ultimas mencionadas.

Por otro lado, las variables correspon-
dientes al contenido de fosforo y potasio
en el suelo son significativas para prede-
cir las abundancias relativas de los géne-
ros Gigaspora (Figura 5C) y Entrophospora,
respectivamente (Tabla 4).

La concentracion de aluminio inter-
cambiable en el suelo (Al) no es signi-
ficativa en ninguno de los modelos de
regresion multiple encontrados. Esto se
explica por la gran correlacion que existe
entre esta variable y el pH del suelo; sin
embargo, por el interés particular que
representa el aluminio intercambiable
para este trabajo, su efecto —aunque no

es significativo en los analisis de regre-
sion multiple- indicaria que las varia-
ciones en este tipo de suelos modelan
algunos de los parametros poblacionales
evaluados.

El género Acaulospora parece sensi-
ble a los cambios edaficos que inclu-
yen aumento de pH; esto coincide con
lo reportado por Wilson et al. (1987),
quienes aislaron esporas de Acaulospora
mellea a partir de suelos dcidos con un
valor de pH de 4.4. Otros investigadores
(Siquiera et al., 1984) han reportado que
especies de este género presentan prefe-
rencias exclusivamente por pH bajos.

El contenido de aluminio intercam-
biable en el suelo presentd una disminu-
cién continua desde el inicio de ensayo
(1997) hasta el ano 2000, seguida por un
marcado aumento en el 2001, bajo todos
los tratamientos, incluso en los que no
hay aplicacion de materia orgdanica.
Estas diferencias son significativamente
mayores para todos los tratamientos en
el primer afno y la reduccién es conse-
cuente con lo encontrado para la variable
fésforo, ya que a medida que disminuye
el A", el contenido de fésforo disponi-
ble aumenta (Tabla 3).

Conclusiones

El estudio del comportamiento de las
poblaciones de MA en el Piedemonte
llanero, C.I. La Libertad, permite concluir
que bajo las condiciones del presente
trabajo se observan niveles relativamente
altos de esporas nativas en el suelo. Estas
poblaciones presentan una diversidad
media-alta (segin géneros) de acuerdo
con el indice de Shannon-Wiener, al com-
pararla con otros sistemas de produccion
agricola reportados en la literatura. El
comportamiento de esta poblacion fue
estable en el tiempo y no se vio afectado
ni por las aplicaciones de materia organi-
ca, ni por el hospedero evaluado.

El género micorricico predominante
con mayor abundancia relativa dentro
de la poblaciéon fue Glomus, mostran-
do a su vez una mayor diversidad (12
morfotipos), seguido por Acaulospora (6
morfotipos), Gigaspora (4 morfotipos) y
Entrophospora y Scutellospora (con un solo
morfotipo cada uno).

El género Glomus mostré una mayor
persistencia a través del tiempo, lo
que refleja su capacidad de adapta-
cion a las condiciones edaficas del
Piedemonte llanero y, por lo tanto,
ofrece un alto potencial para su uso
como biofertilizante.
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Figura 5. Representacion grafica de algunas de las relaciones entre variables, encontradas mediante con

los modelos de regresion maltiple (Stepwise).

Se pudo establecer que las condicio-
nes edaficas modelan la composicién de
las poblaciones de MA dentro de las cua-
les el pH del suelo y los contenidos de
materia organica pueden ser empleados
como indicadores del comportamiento
de las MA. Sin embargo, las aplicaciones
de materia orgdnica (Caupi y gallina-
za) no tuvieron un efecto determinante
sobre las poblaciones posiblemente debi-
do a las altas tasas de mineralizaciéon
bajo las condiciones del experimento.

En los suelos del Piedemonte llanero
existe una estrecha relacion (de tipo inver-
so) entre el pH y el contenido de Al'", que
se refleja en las poblaciones de hongos
MA, mostrandose un efecto del conteni-
do de aluminio intercambiable inverso al
presentado por el pH del suelo.

El contenido de materia organica
bajo las condiciones evaluadas resul-
ta ser altamente determinante para el
establecimiento de poblaciones MA y
muestra una correlaciéon positiva con
las abundancias relativas de Acaulospora,
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Entrophospora 'y Scutellospora y, por lo
tanto, con el indice de diversidad de
Shannon-Wienner. Ademds, se presen-
ta una relacion negativa con el género
Glomus.

Los contenidos de fésforo en el suelo
registrados se mantienen durante todo
el periodo de evaluacion con valores de
aproximadamente 40 ppm, sin alcanzar
en ningin momento valores que inhi-
ban el desarrollo de micorrizas arbus-
culares. Por esto, a pesar de los cam-
bios que presenta este parametro, sélo
tiene incidencia sobre las poblaciones
de Gigaspora, en este caso con un coefi-
ciente positivo.

Esta investigacion permitié estanda-
rizar metodologias para el manejo del
material biologico (esporas) y el uso de
técnicas moleculares (PCR) a partir de
una cantidad minima de material fun-
gico (esporas y/o raices colonizadas).
La herramienta ofrece un gran potencial
para solucionar los problemas de identi-
ficacion y caracterizacion de esporas por

los métodos convencionales y, ademas,
para determinar los simbiontes activos
en los procesos de micorrizacién, lo cual
permite profundizar en el entendimiento
de la dindmica de las poblaciones de MA
y de sus interacciones con el hospederoy
con el ambiente.

Los coeficientes de regresion encon-
trados son diferentes para cada género
evaluado, indicando diferencias adapta-
tivas entre éstos. Por ello, los estudios de
poblaciones de hongos MA y su relacién
con el suelo permiten seleccionar aisla-
mientos efectivos (rendimiento) y que se
establezcan de forma estable (adaptados
a condiciones bidticas y abioticas).
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