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RESUMEN

Los Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA) son microorga-
nismos cruciales en los suelos agricolas por el efecto positivo que tienen sobre
la movilizacién de uno de los nutrientes fundamentales para las plantas como
es el fésforo (P). Los contenidos disponibles de P en los suelos de la Orinoquia
Colombiana son bajos, por lo que la fertilizacién con fosfato es indispensable
en cultivos comerciales como la yuca. El objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto de la fertilizacion fosfatada y de la inoculacion con Rhizophagus irregu-
laris (hongo modelo de los HFMA), sobre las comunidades residentes de este
grupo de hongos. La diversidad de los HFMA fue descrita a partir de las espo-
ras presentes en la rizésfera de plantas de yuca mantenidas bajo condiciones
agrondmicas tradicionales. La riqueza y diversidad de las comunidades de
HFMA se afectaron por la interaccion de los factores analizados. En términos
de estructura de la comunidad de HFMA en la rizésfera de las plantas de yuca,
se detectaron cambios en la abundancia de los géneros Glomus y Acaulospora;
asociados respectivamente a la inoculacion y a la fertilizacion fosfatada. Los
hallazgos de este estudio sugieren que prdcticas agricolas como la aplicacion
de fertilizante fosfatado y la inoculacién con R. irregularis, son procesos que
pueden afectar el ensamblaje de la comunidad de estos hongos, asi también
la diversidad de las comunidades de HFMA nativas en suelos de la Orinoquia
Colombiana. Se requieren investigaciones adicionales para entender la rela-
cion entre la composicion de las comunidades de HFMA vy la respuesta de la
planta hospedera.

ABSTRACT

Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) are important microorganisms in agricul-
tural soils because of their positive effect on plant acquisition of phosphorus
(P); one of the fundamental nutrients for plants. Available P in the soils of the
Colombian Orinoquia are low, so phosphate fertilization is necessary in crops
such as cassava. The objective of this work was to study the effect of phospha-
te fertilization and inoculation with Rhizophagus irregularis (the model AMF
species), on the resident AMF communities. The AMF diversity was described
by morphological and molecular techniques from the spores present in the rhi-
zosphere of cassava plants maintained under traditional agronomic conditions.
The richness and diversity of the AMF communities were affected by the expe-
rimental treatments AMF inoculation and P fertilization. Changes in abundan-
ce were detected in the genera Glomus and Acaulospora. This was significantly
influenced by inoculation and phosphate fertilization. The findings of this study
suggest that the use of phosphate fertilizer and the application of R. irregularis
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in agricultural processes affect the biodiversity of native AMF communities in soils of the Colombian Orinoquia. Further
research is required to understand the relationship between AMF community composition and host plant response.

INTRODUCCION

Los Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA) recientemente reclasificados en el filo Mucoromy-
cota, subfilo Glomeromycotina (Bonfante and Venice, 2020) son prevalentes en los ecosistemas terrestres y en
suelos del neotropico (Cofré et al., 2019; Stirmer and Kemmelmeier, 2021). La estimacion del nimero de espe-
cies de este subfilo no ha sido completamente definida. Se han reportado hasta 244 especies de estos hongos
basados en la morfologia de esporas (Oehl et al., 2011) y hasta 338 especies tomando como referencia el analisis
de ADNr ambiental o por secuencias amplificadas del gen ribosomal (Schussler, 2020). Los HFMA establecen
simbiosis con mas del 70 % de las plantas terrestres (Brundrett and Tedersoo, 2018) y son un elemento funda-
mental en los agro-ecosistemas porque colonizan la mayoria de plantas de interés agronémico.

A nivel mundial, inéculos comerciales que incluyen propagulos de HFMA estan disponibles para la industria
agricola y se han realizado diferentes experimentos para analizar su funcionalidad (Elliott et al., 2020; Frew,
2020). Con el uso de estos productos se incrementa la densidad de HFMA en el suelo para que actiien como bio-
fertilizantes y asi, promover la movilizacion de nutrientes que, al ser absorbidos por el micelio extra-radical, son
transportados a la planta hospedera. La especie de HFMA mas utilizada en la inoculacion comercial es Rhizopha-
gus irregularis. El uso de esta especie como inéculo en la practica agricola y también en estudios experimentales,
se justifica por diferentes razones, por ejemplo, es una especie presente globalmente en diversos ecosistemas
(Savary et al., 2018), puede colonizar de forma efectiva las raices de la mayoria de las plantas (Brundrett and
Tedersoo, 2018) y se establece con éxito después de su inoculacion (Kéhl et al., 2016).

La eficacia de estos inoculantes ha sido comprobada en cultivos de importancia mundial para la seguridad ali-
mentaria, como son Manihot esculenta (Ceballos et al., 2013), Solanum tuberosum (Hijri, 2016) y Oryza sativa
(Campo et al., 2020). Sin embargo es fundamental tener en cuenta que cada interaccion inéculo-cultivo debe
ser analizada de forma independiente y que la respuesta de la inoculacion con HFMA depende de la variedad de
la planta y del hongo que participan (Ceballos et al., 2019; Garcia de Ledn et al., 2020; Soonvald et al., 2020) En
particular, para cultivos de yuca (M. esculenta) el beneficio de la inoculacion ha sido demostrado en términos de
productividad, es decir, en condiciones de campo y bajo practicas agricolas estandar. Asi, en condiciones de cul-
tivo comercial, en la Orinoquia Colombiana (Ceballos et al., 2013) y en Nigeria (Aliyu et al., 2019) se reportaron
aumentos en el rendimiento de mas del 20y 12 % respectivamente, cuando R. irregularis fue inoculado.

Alafechayentérminos de las comunidades locales de HFMA, no existe un concepto definitivo sobre las consecuen-
cias ecoldgicas de utilizar un producto comercial que contenga una especie de estos hongos, por ejemplo R. irregu-
laris, como indculo en los sistemas agricolas. Algunos estudios indican que la inoculacién puede considerarse como
undisturbio porque puede generar cambios en las comunidades pre-existentes de HFMA, con el reemplazo parcial
(Kochetal., 2011) o completo de los hongos residentes (Jin et al., 2013). También se han reportado casos donde no
se observé ninguna alteracion (Renaut et al., 2020; Victorino et al., 2021), por lo tanto es dificil predecir el grado en
el que la inoculacion con HFMA puede alterar las comunidades residentes en un suelo (Hart et al., 2017). Adicio-
nalmente, las evaluaciones reportadas sobre las consecuencias ecolégicas de la inoculaciéon, no se han realizado en
sistemas experimentales en campo, ni tampoco en condiciones agricolas comerciales del trépico en donde hay una
enorme presion para aumentar la produccién de alimentos con el fin de satisfacer la creciente poblacion humana.

En los Gltimos afos, para la descripcion de las comunidades de HFMA asociadas a diferentes plantas de interés
agronomico, se ha utilizado secuenciacion masiva debido a las ventajas en términos de profundidad y cobertura
de los andlisis (Knerr et al., 2018; Song et al., 2019; Massa et al., 2020). Sin embargo, los estudios de HFMA a
partir de esporas siguen siendo una estrategia fundamental dada la biologia y genética de estos hongos. Se ha
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observado que hay un creciente interés en continuar los estudios de los HFMA utilizando los caracteres morfo-
I6gicos y no exclusivamente, como fue la tendencia anterior, basados en secuenciacién. Recientemente se han
publicado investigaciones donde, con base en el reconocimiento y recuento de morfotipos (grupos de esporas
similares morfoldgicamente), se describieron las comunidades micorricicas (Ramirez-Gémez et al., 2019; Melo
et al., 2020; Montenegro et al., 2020), se identifico el efecto que pueden tener la intensidad de labranza, la tex-
tura del suelo y el tipo de vegetacion sobre las comunidades de HFMA (De la Cruz-Ortiz et al., 2020; Vieira et
al., 2020); también se ha estudiado el efecto que tiene la deposicidn de nitrégeno y fosforo sobre la densidad de
esporas de este grupo de hongos HFMA (Lin et al., 2020).

Los estudios publicados sobre la diversidad de los HFMA en suelos acidos del trépico son escasos y se han cen-
trado en la descripcién de las comunidades sin abordar los cambios que pueden generar practicas tradicionales
agricolas como, por ejemplo, lafertilizacién fosfatada. Los efectos del uso de fertilizantes sobre las comunidades
de HFMA han sido estudiados en ecosistemas no agricolas (Alguacil et al., 2010; Camenzind et al., 2014), sin
embargo existe poca informacion de referencia sobre posibles alteraciones en la composicién de las comuni-
dades de HFMA, como consecuencia de la concentracion de fésforo disponible en la rizésfera de las plantas de
importancia agricola (Séry et al., 2018). Esto es especialmente importante dado que se hareportado una pérdida
global de fésforo en suelos agricolas (Alewell et al., 2020), que conlleva al uso estricto de fertilizantes fosfatados
en la produccién agricola, mas aln, en los suelos acidos del trépico caracteristicos de la Orinoquia Colombiana,
y que tipicamente presentan niveles bajos a muy bajos de este mineral.

En resumen, se requieren estudios sobre cambios en la diversidad de HFMA causados por la fertilizacién fosfa-
taday por el uso de biofertilizantes que contienen HFMA como R. irregularis, para entender el impacto que ge-
neran estas practicas agricolas sobre lacomunidad de HFMA y asi proporcionar informacion util a los pequefios
y grandes productores en la seleccion de inoculantes o de enmiendas inorganicas sin alterar la biodiversidad.

En la presente investigacion, se midio el disturbio causado por la fertilizacion fosfatada y la inoculacién con Rhi-
zophagus irregularis sobre la comunidad local de HFMA al final de un ciclo de cultivo, para lo cual se utilizaron mé-
todos morfoldgicos y moleculares que permitieron describir las comunidades de esporas de HFMA asociadas a las
plantas de yuca en la Orinoquia Colombiana. Previamente, se reporto el efecto de estas variable en términos de
productividad agricola, donde el mejor rendimiento del cultivo de yuca se alcanzé con la inoculacién y utilizando
fertilizante fosfatado al 50% de lo aplicado tradicionalmente por los agricultores de la zona (Ceballos et al. 2013).

METODO
Disefio y establecimiento del experimento de campo

La parcela experimental se instalé en la zona rural de Yopal, Casanare, Colombia, finca “Mate Pantano” de la Uni-
versidad de la Salle (72° 17’ 48” W, 5° 19’ 31” N). El terreno no habia sido cultivado en los tltimos 14 afios y era
una pastura en rastrojo. La variedad de yuca (Manihot esculenta Crantz) seleccionada fue MCOL2737 por ser una
de las variedades mas utilizadas por los agricultores de la zona'y como inoculante se utilizé el producto comercial
(Glomygel® Hortalizas (http://eigr.grupoei.com/i/i6833/index.php)) que contiene propagulos de R. irregularis.

Se establecié un disefio en bloques de dos factores y parcelas subdivididas. En cada uno de los cuatro bloques, la
inoculacién definié la parcela principal mientras que las parcelas subdivididas fueron marcadas por los tres nive-
les de fertilizacion fosfatada, para un total de seis tratamientos (Cuadro 1). Cada subparcela, contenia 24 plantas
de yuca, sembradas a una distancia de 0,76 m, donde las plantas tratamiento recibieron aleatoriamente un nivel
de fertilizacién fosfatada: Sin fertilizacion (0 % P), 50 % P (100,5 g ha ! fosfato diamdnico) o 100 % de fertilizacién
(100 % P, 201 Kg ha™* fosfato diamdnico). Las plantas no inoculadas y fertilizadas con 100 % P representaron el
manejo de un cultivo tradicional de yuca en la regién. Alrededor de cada subparcela se sembraron dos filas de
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plantas de yuca para reducir el efecto borde. El manejo del cultivo fue convencional y no se requirié la aplicacién
de fungicidas. El impacto de la inoculacion sobre el rendimiento del cultivo fue publicado previamente en Ceba-
llos et al., (2013) por esta razén, detalles adicionales sobre la descripcion del sitio de estudio, la implementacion
del experimento, el origen del material vegetal, entre otros, se encuentran publicados en ese estudio.

Cuadro 1. Tratamientos y variables en estudio.

Nudmero de tratamiento Inoculacién Fertilizante Fosfatado
1 Sl 0%
2 Sl 50%
3 Sl 100 %
4 NO 0%
5 NO 50%
6 NO 100 %

Descripcion de la comunidad de HFMA en el suelo rizosférico

Tres plantas por cada bloque y tratamiento fueron seleccionadas aleatoriamente y muestras de suelo rizosférico
(100 gramos) fueron colectadas al momento de la cosecha (12 meses después de la siembra), las cuales fueron
secadas a temperatura ambiente y almacenadas a 4 °C hasta su procesamiento. El suelo rizosférico por bloque
y tratamiento fue agrupado en una muestra compuesta, para tener al final cuatro replicas por tratamiento. Para
hacer un reporte cuantitativo de la diversidad de HFMA presente en el suelo rizosférico, se realizd la extraccion
de esporas en cada una de las muestras (INVAM, 2021a). Las esporas fueron clasificadas segtin su forma, color
y tamafio en morfotipos. Se registré el nimero de morfotipos y la abundancia de cada morfotipo por muestra.
Estos datos se utilizaron para calcular el indice de diversidad de Shannon y la riqueza de especies.

Se establecieron cultivos trampa para promover la multiplicacion de los HFMA existentes en las muestras de
suelo, con el objetivo de tener esporas jévenes que favorecieran el analisis morfologico mas detallado (INVAM,
2021b). Con las esporas provenientes de estos cultivos, se realizé un montaje en placa portaobjetos usando po-
livinil-lacto glicerol (PVLG) y reactivo de Melzer. Se hizo clasificacién morfoldgica hasta nivel de orden y género
cuando fuese posible, utilizando claves taxondémicas (Schenck and Perez, 1990). La caracterizacion a nivel de
género se confirmé por métodos moleculares, para lo cual, entre dos a cinco esporas de cada morfotipo fueron
agrupadas para la extraccion de ADN (Sanders et al., 1995), sin el uso del Chelex® o sonicacion. Las esporas
fueron lavadas tres veces con agua destilada desionizada estéril (H,O-dde) y suspendidas en 20 yL de H,O-dde,
se colocaron en tubos de polipropileno de 0,2 mL a 4 °C, y luego presionadas con mini-pistilos estériles hasta
romperlas y liberar su contenido; 2 uL de esta suspension fueron colocados como templete directamente en
la reaccion de PCR utilizando 0,5 mM de cada cebador AML1-AML2 (Lee et al., 2008), 0,2 mM de dNTPs para
una reaccién con volumen final de 25 pL. El producto de la PCR fue diluido 1:100 y 2 pL fueron usados como
templete para la segunda PCR, donde se utilizé la pareja de cebadores NS31-AM1 (Helgason et al., 1998), con
las siguientes condiciones: 94 °C por 3 minutos, 30 ciclos de 1 min de denaturacién a 95 °C, 1 min de hibridacién
de cebadores a 58 °C y 1 min de extensién a 72 °C, seguido por una extensién final de 72 °C por 10 min. Como
control positivo se utiliz6 ADN de R. irregularis extraido de un cultivo in vitro. El analisis filogenético se realizé
utilizando las secuencias de la regién SSU rDNA obtenidas en este estudio y tomando como base un arbol fi-
logenético de referencia construido con las secuencias del gen ribosomal publicadas para el filo Glomeromy-
cota (ahora subfilo Glomeromycotina) (1,5 kb, SSU-ITS-LSU) (Kriger et al., 2012), bajo el método RaxML-EPA
(Senés-Guerrero etal., 2020)

Andlisis de diversidad

Lariquezade especies (S'), el indice de diversidad de Shannon (H’) y el indice de Pielou (J"), fueron calculados parala
comunidad extraradical de HFMA con base en la abundancia relativa de morfotipos. La distribucion de los HFMA
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entre tratamientos fue observada utilizando escalamiento multidimensional no-métrico (NMDS), con los datos de
abundancia relativa de cada morfotipo y sobre matrices de distancia Bray-Curtis. Estos datos fueron empleados
también para el analisis de varianza multivariado permutacional (PERMANQOVA) con el objetivo de comparar la
composicién de las comunidades entre tratamientos e identificar el efecto de la fertilizacion fosfatada y la inocu-
lacion. Los indices de diversidad alfa, asi como NMDS y PERMANOVA fueron calculados utilizando las funciones
‘estimateR, ‘diversity, ‘metaMDS’ y ‘adonis’ en el paquete vegan (Oksanen et al., 2020) en R Core Team (2018).

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa R versién 3.5.1 (R Core Team, 2018). Las diferen-
cias entre tratamientos fueron encontradas significativas para un valor p<0,05 en todos los andlisis. Para eva-
luar las diferencias estadisticas entre los indices de diversidad alfa causadas por la inoculacién con R. irregularis
y la fertilizacién fosfatada, se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) para el disefio en bloques al azar con
arreglo en parcelas divididas utilizando los paquetes “agricolae” y “data.table”. Para la comparacion multiple de
medias de los indices de la diversidad alfa se utilizé la prueba Tukey, y la comparacién entre la abundancia rela-
tiva de géneros de HFMA por tratamiento, fue realizada con la prueba de Kruskal-Wallis.

RESULTADOS
Diversidad de HFMA en el suelo rizosférico de plantas de yuca en condiciones de campo

En las muestras de suelo rizosférico de las plantas de yuca, se identificaron 37 morfotipos sobre los cuales se
realizé la asignacion taxondémica a nivel de género, de acuerdo con los resultados del andlisis morfolégico y
molecular. Las secuencias obtenidas para 23 de los 37 morfotipos fueron depositadas en la base de datos del
GenBank bajo los cédigos consecutivos, desde MW486549 hasta MW486574 (https://bit.ly/3togkqH ). Para
los morfotipos restantes no se logré obtener una secuencia de ADN debido a que los amplicones no lograron
clonarse, arrojaron un resultado en la secuenciacién que no correspondia a Mucoromycota o las esporas aisla-
das no eran apropiadas para el estudio genético (esporas viejas o parasitadas); para estos casos, la asignacién
taxondmica se basé en las caracteristicas morfoldgicas. De los 37 morfotipos identificados, 30 morfotipos se
ubicaron en el orden Glomeralesy los 7 restantes en el orden Diversisporales. A nivel de género, 18 morfotipos
pertenecian a Claroideoglomus, siete a Rhizophagus, cinco a Glomus, seis a Diversispora y uno a Acaulospora. Mor-
fotipos del género Claroideoglumus tuvieron la mayor proporcién en la comunidad de esporas, para la mayoria
de las muestras analizadas (Figura 1).

La comunidad de esporas de HFMA en todos los suelos analizados estuvo conformada por morfotipos de dos
ordenes taxonémicos: Glomerales y Diversisporales. En promedio general, y teniendo en cuenta la informacién
de todas las muestras analizadas, los Glomerales ocuparon mas del 80 % de la comunidad extraradical, donde
Claroideoglomus fue el género dominante y ocupé el 62 %, seguido del género Glomusy Rhizophagus. En el orden
Diversisporales, Diversispora y Acaulospora estuvieron presentes en 10y 3 % respectivamente (Figura 2). Otros
estudios. que describen la diversidad de comunidades de HFMA a partir de esporas en suelos del territorio co-
lombiano, han reportado la dominancia de Glomerales en cultivos de platano (Cabrales-Herrera et al., 2018),
uchuva (Ramirez-Gomez et al., 2019) y en pasturas (Restrepo-Giraldo et al., 2019). Estudios en suelos de Africa
también reportan la predominancia de Glomerales en la rizosfera de plantas de yuca (Séry et al., 2018).
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Figura 1. Mapa de calor que presenta la abundancia relativa de los morfotipos en cada una de las
muestras analizadas, donde la intensidad del color se relaciona a una mayor abundancia.
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Figura 2. Distribucion porcentual de los géneros que conformaron la comunidad de HFMA en el espacio
extraradical de las plantas de yuca en el experimento en campo.
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Comparando las comunidades de plantas inoculadas y plantas no inoculadas, la abundancia de morfotipos iden-
tificados como Rhizophagus (morfotipos 10, 15, 19, 24, 25, 34 y 35, Figura 1), no fue dominante en la comunidad,
lo cual sugiere que el hongo inoculado no tiene un comportamiento invasivo que ponga en peligro la diversidad
de los HFMA locales y ademas, que la comunidad local de HFMA fue resiliente a la inoculacion.

Efecto de lainoculacion y de la fertilizacion fosfatada sobre la comunidad de HFMA

El anélisis de varianza mostré que la interaccion entre la inoculacion y la fertilizacion fosfatada tuvo un efecto
significativo sobre los indices de diversidad (p=0,017) y riqueza de morfotipos (p=0,009) (Cuadro 2a). Las comu-
nidades inoculadas con una dosis de 50 % de fertilizacion fosfatada, fueron mas diversas y con mayor nimero de
morfotipos, mientras que las comunidades inoculadas que no recibieron fertilizante fosfatado, fueron las menos
diversasy con el menor nimero de morfotipos (Cuadro 2b).

Cuadro 2. Efecto de los tratamientos sobre la diversidad alfa de la comunidad de HFMA (a) Datos de valor p para resultados
del ANOVA en el experimento factorial (b) Medias para cada tratamiento, las letras indican las diferencias estadisticamente
significativas seguin la prueba de Tukey.

Variables Riqueza S’ indice de Shannon H’ indice de Pielou J’
Inoculacion 0,201 0,248 0,663
c)) Fertilizacion fosfatada 0,078 0,093 0,521
Interaccién de variables 0,009 * 0,017 * 0,811
Tratamiento Riqueza S’ indice de Shannon H’ indice de Pielou J’
Sin inoculacion 0 % P 21,00 ab 2,70 ab 0,88
Sin inoculacién 50 % P 19,75 ab 2,66 ab 0,89
b) | Sininoculacion. 100 % P 21,50 ab 2,78 ab 0,91
Coninoculacién.0 % P 17,00 b 2,47b 0,87
Con inoculacion 50 % P 24,50 a 2,87 a 0,90
Coninoculacién 100 % P 18,75 ab 2,61ab 0,89

En el escalamiento multidimensional no métrico, las comunidades de HFMA del tratamiento control - aquellas
que no recibieron inoculacion ni fertilizante fosfatado (No Inoculadas - 0 % P) - se agruparon visiblemente se-
paradas; asi también las comunidades de HFMA que no recibieron fertilizante fosfatado, pero si fueron inocula-
das (Inoculadas - 0 % P) (Figura 3). Estas diferencias halladas con base en la presencia y nimero de morfotipos
compartidos entre tratamientos, dan un indicio de la dindmica de estas comunidades y de la respuesta de estos
hongos a los cambios en su entorno.
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® 100%P
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Figura 3. NMDS calculado para la comunidad de HFMA en larizésfera de plantas de yuca,
bajo los seis tratamientos en estudio.
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Los analisis multivariados, que detectan los cambios en el ensamblaje de las comunidades entre sitios (diversi-
dad beta), mostraron diferencias significativas en la distribucién de los morfotipos dentro de las comunidades
de HFMA (PERMANOVA, p<0,05), con alteraciones a causa de la inoculacién, la fertilizacion fosfatada y la inte-
raccion de estas variables (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resultados del analisis PERMANOVA para las comunidades de HFMA presentes
en larizésfera de plantas de yuca, medida por medio de esporas. Valor p con un alfa=0,05.

Variable Valor F R? Valor p
Inoculacion 1,848 0,071 0,027*
Fertilizacion fosfatada 2,0943 0,080 0,011*
Interaccion de variables 2,0133 0,07757 0,012*

Por lo tanto, ocurrieron diferencias en la composicion de las comunidades extraradicales de HFMA (diversidad
beta), asitambién en lariquezay diversidad, asociadas a la interaccién de los tratamientos analizados en este es-
tudio, aunque no existieron resultados estadisticamente significativos a nivel de uniformidad (diversidad alfa).
Algunos estudios en comunidades de HFMA han mostrado correspondencia entre los resultados de la diversi-
dad alfa cuando se comparan con los resultados de la diversidad beta ( Séry et al., 2018; Renaut et al., 2020). Sin
embargo, resultados contrastantes entre diversidad alfa y beta han sido publicados previamente, sin que esto
indique unresultado contradictorio. Por ejemplo, Pefia-Venegas et al., (2019) estudioé las comunidades de HFMA
en suelos de la Amazonia colombianay encontré que la variedad de las plantas de yuca no tuvo efecto significa-
tivo sobre los indices de diversidad alfa, sin embargo generé diferencias en la composicién de las comunidades
de HFMA, tanto en el espacio intra como extraradical.

Efecto de la inoculacion sobre las comunidades extra-radicales de HFMA

Cuando se analiza la composicion de las comunidades de HFMA a partir de las esporas presentes en el suelo ri-
zosférico, es importante tener presente que las esporas de HFMA se consideran como estructuras de reposo y
reservorios del material genético, las cuales pueden tener periodos de dormancia con diferente respuesta a la ger-
minacion, dependiendo del pH, el contenido de minerales, y la temperatura del suelo (Giovannini et al., 2020), ade-
mas que no necesariamente representan la comunidad fisiolégicamente activa en interaccién con la planta. Por lo
tanto, no es posible afirmar que los morfotipos que se describieron en la comunidad extraradical de las plantas de
yuca, estaban en una relacion simbidtica activa para el momento del muestreo; sin embargo, son unaradiografiade
aquellas especies que una vez presentes en la rizésfera, podrian colonizar al hospedero cuando las condiciones ed-
aficas fuesen mas favorables. En este contexto, registrar los cambios de los diferentes géneros dentro de la comu-
nidad extraradical, representa un paso hacia la comprension de la respuesta de este grupo de hongos simbiontes
ante el disturbio en suelos agricolas del trépico, mas cuando se ha observado que la composicién de la comunidad
HFMA es especifica de la planta 'y del suelo analizado (Renaut et al., 2020; Pefa-Venegas et al., 2019).

En el presente estudio, se detectaron cambios en el ensamblaje de la comunidad de HFMA causados por la inocu-
lacion (Cuadro 3), lo cual refleja la respuesta de este grupo de organismos edaficos ante la presencia de un aislado
foraneo. Aunque R. irregularis se ha sido descrito como un hongo ubicuo, y estudios de diversidad de HFMA en los
suelos de la Orinoquia colombiana sugieren que esta especie es un habitante natural en los suelos analizados (Or-
dofez etal.,2016), lainoculacién con un hongo de alta variabilidad genética, se podria asemejar a la introduccién
de una especie diferente. Recientes resultados reportados por Savary et al. (2018) quienes analizaron los geno-
mas de 81 aislados de R. irregularis provenientes de todo el mundo, establecen que existen al menos cuatro grupos
genéticos principales dentro de la especie, y que la altisima diversidad intraespecifica ha sido subestimada y poco
estudiada en el pasado. Adicional a este hecho, se ha evidenciado y reportado una alta diversidad funcional de R.
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irregularis. Diversidad funcional consiste en que, diferentes aislados de R. irregularis provocan una respuesta di-
ferente en la misma especie vegetal (Ceballos et al., 2019). Es por lo tanto interesante estudiar, como es que esta
diversidad funcional se extiende a la interaccién con la comunidad de HFMA presente en el suelo y se convierte
en un aspecto a tener en cuenta al momento de utilizar estos hongos como biofertilizantes.

Por otro lado, Hart et al. (2017) han propuesto que la intensidad de los cambios generados por el hongo ino-
culado, sobre la comunidad de HFMA residente, depende de la estrategia de vida del hongo inoculado y de los
hongos presentes en el suelo. Por ejemplo, hongos con estrategia de vida tipo r, efectivos en colonizar nuevos
ambientes, podrian crecer rapidamente en la rizésfera y desplazar a hongos residentes con estrategias de vida
tipo K, aquellos que persisten en entornos con fuerte competencia por los recursos (Maherali and Klironomos,
2012; Powell and Rillig, 2018).

Sin embargo, a pesar de que R. irregularis, que por capacidad de colonizacién y velocidad de crecimiento, es con-
siderado como un estratega tipo r, su comportamiento en este estudio no refleja un crecimiento invasivo en el
espacio extra-radical 12 meses después de la inoculacion. Las esporas de esta especie solo ocuparon en prome-
dio el 12 % del total de la comunidad, tanto para tratamientos inoculados como no inoculados (Figura 1). Futu-
ros estudios, que tengan por objetivo comprobar el tipo de estrategia de un hongo HFMA y su efecto sobre la
comunidad local de HFMA, deberan considerar hipdtesis de exclusién o adaptacion (Millar and Bennett, 2016)
auna escala de especie, poblacion y comunidad.

Efecto combinado de la inoculacidn y la fertilizacion fosfatada
sobre la estructura de las comunidades extra-radicales de HFMA

Para entender, desde el contexto ecoldgico, los cambios que pudieron surgir por la inoculacién y la fertilizacion
fosfatada, los morfotipos fueron agrupados a nivel de género y sus abundancias fueron fusionadas para ser com-
paradas entre tratamientos (Figura 4). Para el género Glomus, la fertilizacidén fosfatada causé una disminucion
en la abundancia relativa de esporas en la rizésfera (p=0,0084). Previamente se ha reportado la disminucién en
la abundancia de Glomus como respuesta a la fertilizacion fosfatada (Alguacil et al., 2010). Se sugiere que esto
ocurre, porque, cuando se aumenta la cantidad de minerales disponibles para las plantas, principalmente el P, se
reduce el volumen de compuestos carbonatados que exudan las raices para sostener la simbiosis micorricica y
como consecuencia se limita el crecimiento de algunas especies de la comunidad de HFMA (Kobae, 2019). Es alli
donde las especies con mayor afinidad simbidtica seran las que permanezcan en la interaccién.

También se encontré una diferencia en la abundancia relativa de Acaulospora en las comunidades inoculadas,
siendo mas abundante con la inoculacién (p=0,042) (Figura 4c). Para los demas géneros no se encontraron dife-
rencias significativas por efecto de la inoculacion o la fertilizacion fosfatada (Figura 4a). Reportes previos han
descrito al género Acaulospora como un estratega K, con una baja capacidad de colonizar las raices (Maherali
and Klironomos, 2012), siendo competidores débiles y sensibles al disturbio (De la Cruz-Ortiz et al., 2020). Esto
se reflejo en los resultados aqui presentados, por cuanto la abundancia relativa de este género estuvo en pro-
medio en el 3 % del total de la comunidad extraradical. Estudios en suelos andinos, han reportado con sorpresa
la presencia de una especie del género Acaulospora como la mas abundante en las raices de cultivos de papa
después de lainoculacion con R. irregularis (Lojan et al., 2017). Estas comparaciones son un reflejo de la reducida
posibilidad de prediccién sobre ensamblaje de las comunidades de HFMA, lo cual justifica el anélisis de cada
agroecosistema teniendo en cuenta la interaccién suelo-planta-hongo.
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Respuesta de la planta a lainoculacién y la fertilizacién fosfatada

Bajo este mismo experimento, la respuesta de las plantas de yuca a los tratamientos también fue evaluada. Se
realizé la medicion de variables como: peso fresco y seco de las raices de yuca y el porcentaje de colonizacién
intraradical. Los resultados se publicaron previamente por Ceballos et al. (2013) quienes reportaron un impacto
positivo y estadisticamente significativo de la inoculacion sobre el rendimiento del cultivo de yuca, siendo esa
publicacién una de las pioneras en demostrar la eficiencia de la inoculacién con R. irregularis en experimentos en
campo. Ademas, se reporté que los niveles de fertilizacion fosfatada interacttian con lainoculaciéon e influyen en
la respuestade la planta, describiendo el tratamiento de inoculaciény 50 % P como el tratamiento que presentd
mayor productividad de raices de yuca en los suelos estudiados. De forma interesante, este mismo tratamiento
presentd los mayores valores de diversidad y riqueza de morfotipos en este estudio.

Poco se haexplorado sobre la relacidn entre las comunidades de hongos micorricicos que habitan en larizésfera
y los cambios fisiolégicos en las plantas hospederas. Sin embargo algunos autores sugieren la posibilidad de un
efecto directo o indirecto de la inoculacién de HFMA en cultivos agricolas (Rodriguez and Sanders, 2015). El
efecto directo ejercido especificamente por la actividad del hongo inoculado, el cual debera ser competitivo y
eficiente traslocando nutrientes; y un efecto indirecto como consecuencia de los cambios en la comunidad local
de HFMA causados por la inoculacion. Debido a que los HFMA cumplen un papel esencial en la rizésfera, otra
posibilidad de un efecto indirecto se presenta por los cambios generados sobre otras comunidades microbianas
como consecuencia de lainoculacién con R. irregularis y los cuales han sido reportados recientemente (Changey
etal., 2019; Lammel et al., 2019). Sin embargo, estudios adicionales se requieren para identificar si los cambios
en lacomunidad de esporas detectados en este estudio, doce meses después de la inoculacion, estan relaciona-
dos con larespuesta de la planta.

CONCLUSIONES

Las comunidades de HFMA asociadas a las plantas de yuca en la Orinoquia Colombiana estuvieron conforma-
das por especies de los géneros Claroideoglomus, Glomus, Rhizophagus, Acaulospora y Diversispora. Claroideoglo-
mus predominé en el espacio extraradical con el 62% de abundancia promedio en las muestras analizadas. La
distribucién de morfotipos de los géneros Acaulospora y Glomus, que habitaron el suelo rizosférico de las plantas
de yuca de la variedad MCOL2737, estuvo afectada por la inoculacién con R. irregularis y por la aplicacion de
fertilizante fosfatado.

Los resultados de esta investigacion son importantes ya que demuestran que la cepa de R. irregularis empleada
en este estudio, ademas de ser eficiente en términos de productividad del cultivo de yuca (Ceballos et al., 2013),
también presenté un comportamiento deseable desde el punto de vista ecolégico, sin generar cambios drasticos
en la diversidad de la comunidad de HFMA locales. Posteriores estudios donde se analicen las comunidades de
HFMA intra y extraradicales en cultivos de yuca podran aportar informacion sobre el comportamiento de la
comunidad de estos hongos, asi como también en su relacién con la productividad del cultivo.
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