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Resumen
Se evaluaron familias de hongos formadores de micorriza arbuscular (HMA) asociados a dos variedades de agua-
cate Persea americana Mill (hass y lorena), en 12 muestras de suelo rizosférico y raíces en Caldas, Colombia. Las 
esporas se obtuvieron por tamizado húmedo y centrifugación en gradiente de sacarosa, y montadas en los reac-
tivos Polivinilactoglicerol y Melzer para determinar su morfología, y las raíces tratadas con hidróxido de potasio, 
ácido acético, azul de tripano y lactoglicerol, para establecer su colonización. El ADN fue extraído por DNeasy 
Plant Mini Kit (QiagenTM) y amplificado por PCR utilizando iniciadores sobre los genes 18S y 28S del ADNr nuclear, 
visualizado y purificado en geles de agarosa, y secuenciado por Macrogen Advancing Through Genomics–Corea del 
Sur. Los resultados muestran presencia de 12 morfotipos pertenecientes a las familias Acaulosporaceae, Gigas-
poraceae, Diversisporaceae y Glomeraceae, y una colonización micorrízica superior al 90% en ambas variedades 
de aguacate. Se logró aislar ADN de nueve morfotipos y amplificar siete. El alineamiento de las secuencias de 
ADN se realizó en el programa ClustalW incluido en el programa Mega 6, junto con secuencias depositadas en el 
GenBank, utilizando el parámetro de distancia Kimura 2 (K2P), permitieron construir un árbol de similitud por 
el método Neighbor-Joining (NJ) agrupando las muestras determinadas por morfología en las familias correspon-
dientes. Estos resultados permitieron estandarizar protocolos para familias de este grupo, donde su taxonomía 
es dificultosa y controversial, registrando familias citadas en la literatura como de elevada importancia para la 
protección e incorporación de nutrientes en la planta.

Palabras clave: Alineamiento de secuencias de ADN, genes ribosomales, morfotipos HMA, simbiosis, taxonomía.

Abstract
Families of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) associated to two varieties of avocado Persea americana Mill (hass 
and lorena), in 12 samples of rhizosphere soil and roots in Caldas, Colombia were evaluated. Spores were obtained 
by wet sieving and sucrose gradient centrifugation, and mounted on polyvinyl alcohol using glycerol and Melzer´s 
reagents, to determine their morphology, and roots treated con potassium hydroxide, acetic acid, Trypan Blue and 
lactoglycerol, to establish colonization. The DNA was extracted by DNeasy Plant Mini Kit (QiagenTM) and amplified 
by PCR using primers for genes 18S and 28S nuclear rDNA, visualized and purified on agarose gels and sequenced 
by Macrogen Advancing throughout Genomics-South Korea. The results show presence of 12 morphotypes belonging 
to the families Acaulosporaceae, Gigasporaceae, Diversisporaceae and Glomeraceae, and mycorrhizal colonization 
higher 90% in both varieties of avocado. It was possible to isolate DNA of nine morphotypes and amplify seven. 
Alignment of DNA sequences carried out in the ClustaW software included in the program Mega 6, together with 
sequences deposited in GenBank, using the distance parameter Kimura 2 (K2P), they allowed to build a tree of 
similarity for the method Neighbor-Joining (NJ) clustering the samples determined by morphology in the corre-
sponding taxonomical families. These results allowed to standardize protocols for families in this group, where 
his taxonomy is difficult and controversial, registering families cited in the literature as highly important for the 
protection and incorporation of nutrients into the plant.

Keywords: AMF morphotypes, DNA sequence alignment, ribosomal genes, symbiosis, taxonomy. 
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Introducción
Colombia ocupa el quinto lugar a nivel mundial 
en producción de aguacate. Las estrategias para 
aumentar la producción de este cultivo con-
templan programas de mejoramiento genético, 
así como la implementación de biofertilizantes 
que mejoran la disponibilidad de nutrientes, 
disminuyen los costos de producción, protegen 
el medio ambiente y mantienen la conservación 
del suelo desde el punto de vista de fertilidad y 
biodiversidad.  

Dentro de los organismos empleados como 
biofertilizantes se encuentran los hongos forma-
dores de micorriza arbuscular (HMA). Un grupo 
de hongos simbiontes pertenecientes al Phylum 
Glomeromycota, los cuales realizan asociación 
con la mayoría de especies vegetales presentes, 
derivando su nombre de la formación de unas es-
tructuras ramificadas denominadas arbúsculos, 
ubicados en el interior de la células corticales de 
las raíces de las plantas, donde se lleva a cabo el 
intercambio de nutrientes (Schüβler et al. 2001). 
Es la simbiosis fúngica más extendida en las 
plantas, con cerca de 240000 especies capaces 
de establecer este tipo de asociación con más de 
6000 especies de hongos (Barea, 1998). La ab-
sorción y translocación de agua y nutrientes poco 
móviles como fosfato, amonio y micronutrientes, 
es una de las más sobresalientes adaptaciones de 
la raíz para desenvolverse adecuadamente en el 
ambiente edáfico, aumentando el área superficial 
efectiva de absorción.  

Los HMA intervienen en el crecimiento y esta-
blecimiento exitoso de especies cultivables, ayu-
dan en el control biológico de hongos patógenos y 
nematodos, inmovilizan metales pesados, proveen 
resistencia a diferentes condiciones de estrés y en 
conjunción con otros microorganismos edáficos 
contribuyen a la formación de agregados estables; 
necesarios para mantener la estructura y calidad 
del suelo, siendo útiles en la restauración de sitios 
degradados con un efecto positivo en la creación 
de comunidades de plantas (Peterson et al. 2004). 

Tradicionalmente la clasificación taxonómica 
de este grupo de organismos se ha realizado con 
base a la morfología de sus esporas y en ausen-
cia de ellas, la estructura intraradical permite 
la identificación a nivel de familia. Sin embargo, 
la determinación de especies por morfología es 
complicada y es así, que recientemente se han 
implementado técnicas moleculares a partir del 
análisis de secuencias de ADN, las cuales han 
apoyado la sistemática de estos organismos, 
que pasaron de estar inicialmente incluidos en 
un solo género hasta llegar a nivel de orden. La 
última clasificación comprende alrededor de 248 
especies distribuidas en 18 géneros, 11 familias 
y 4 órdenes (Schüβler & Walker, 2010). 

En Colombia, el estudio de estos organismos 
ha sido escaso, las investigaciones han estado 
centradas a unas cuantas especies productivas 
dentro de las hortalizas, frutales, cultivos tra-
dicionales (maíz, sorgo, soya y caña) y algunas 
especies forestales, por lo que los inventarios de 
HMA son pocos y el conocimiento de la diversidad 
biológica es aún muy limitado. En este contexto el 
objetivo de la presente investigación es contribuir 
al conocimiento de las familias de HMA asocia-
dos a dos variedades de Persea americana en el 
departamento de Caldas, Colombia mediante 
el uso de análisis morfológicos y herramientas 
moleculares, que puedan ser utilizados en futu-
ras investigaciones de carácter productivo y de 
simbiosis específicas.

Materiales y Métodos

Zona y material de estudio

La zona de estudio comprendió un cultivo per-
teneciente a la variedad Hass con una edad de 
tres años y medio (Finca “el Chagualo”, Vereda 
San Rafael, 1930 m.s.n.m. 75º 30’ 33.45’’ N, 5º 
12’ 3.77’’ W, Aranzazu – Caldas, Colombia) y un 
cultivo perteneciente a la variedad Lorena con 
una edad de seis años (Finca “Aquí no es”, Vere-
da San Pedro, 1610 m.s.n.m. 75º 47’ 50.37’’ N, 
5º 14’ 12.15’’ W, Anserma - Caldas, Colombia). 
Las zonas de estudio se encuentran ubicadas 
dentro de la zona de vida bmh-PM (Bosque muy 
húmedo-premontano). El patrón nativo del por-
tainjerto para la variedad Hass, corresponde a 
una variedad de aguacate de origen Californiano 
y Guatemalteco, traído en el año de 1988 por la 
Federación Nacional de Cafeteros de Colombia, 
mientras que para la variedad Lorena, el portain-
jerto corresponde a un Patrón Criollo.

Se evaluaron 12 muestras de suelo rizosfé-
rico y raíces de aguacate colectadas en ambos 
municipios, seis pertenecientes a cada zona de 
estudio en época de sequía. El muestreo de suelo 
se llevó a cabo seleccionando simultáneamente 
raíces finas para su posterior tinción y evaluación 
de la simbiosis. 

Análisis morfológico y colonización 
micorrízica

Las muestras se trasladaron al laboratorio de 
Genética de la Universidad de Caldas y cada una 
fue procesada para aislar las esporas nativas 
presentes mediante el tamizado húmedo y centri-
fugación en gradiente de sacarosa. Una parte de 
la muestra se envió para el análisis fisicoquímico 
al laboratorio de química y fertilidad de suelos en 
la Universidad de Caldas, Colombia. 
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Los morfotipos fueron separados con la ayuda 
de microscopio de luz, a partir del reconocimiento 
de parámetros morfológicos usados en la taxono-
mía de este grupo como el color, forma, tamaño 
de las esporas, características de sus paredes 
(grosor, color, presencia de ornamentaciones) 
y conexión hifal. A cada morfotipo se le realizó 
montajes en los reactivos P.V.G.L (Polivinilacto-
glicerol) y Melzer, para observar la estructura y 
composición de la espora y la reacción positiva o 
negativa. En la evaluación de simbiosis, se reali-
zó un conteo de esporas de la rizósfera (número 
de esporas.20g de suelo-1), utilizando el mismo 
método de aislamiento descrito anteriormente y 
ubicándolas en una caja de Petri para proceder 
a contarlas con la ayuda del microscopio de 
luz; realizando tres repeticiones por cada árbol 
de aguacate y el debido proceso de tinción de 
raíces. Para evaluar la colonización de los HMA 
al interior de las raíces. Terminado éste último 
proceso, se cortaron fragmentos de raíces teñidas 
de 1 cm de longitud y se montaron paralelamente 
en placas, realizando tres repeticiones por cada 
árbol de aguacate. El porcentaje de colonización 
total, por vesículas y por arbúsculos se determinó 
estimando el número de fragmentos colonizados 
sobre el número de fragmentos totales (=10 frag-
mentos totales por placa) y finalmente sacar un 
promedio. Los morfotipos y la colonización mi-
corrízica fue fotografiada utilizando Microscopio 
Nikon - Modelo Eclipse 80i.

Análisis Molecular

La extracción del ADN se realizó con el DNeasy® 

Plant Mini Kit (QiagenTM) conforme al protocolo 
standard sugerido por el fabricante, a partir de 
un número variable de esporas, tiempo de in-
cubación en buffer de lisis y el uso de nitrógeno 
líquido. La cantidad y calidad del ADN fue deter-
minada con el espectrofotómetro - Nanovue Plus.

El ADN extraído de cada muestra fue some-
tido a la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR Duplex y anidados), amplificando ADNr 
nuclear correspondientes a regiones SSU-ITS-
LSU, utilizando los iniciadores propuestos 
por Krüger et al. (2009) SSUmA1/LSUmA3 
(F) 5´-TGGGTAATCTTTTGAAACTTYA-3´ y (R) 
5´-TGCTCTTACTCAAATCTATCAAA-3’; SSUmA2/
LSUmA1 (F) 5’-TGGGTAATCTTRTGAAACTTCA-3’ 
y (R) 5’-GCTCACACTCAAATCTATCAAA-3’ que 
amplifican un fragmento de 1800 pb que sirven 
de molde para amplificar posteriormente un 
fragmento final de 1500 pb (el cual es conside-
rado de ADN “Barcoding” en Glomeromycota), 
utilizando los iniciadores SSUmC3/LSUmB1 
(F) 5’- TATTGCTCTTNAACGAGGAATC-3’ y (R) 
5’-DAACACTCGCATATATGTTAGA-3’; SSUmC1/

LSUmB5 (F) 5’-TCGCTCTTCAACGAGGAAT-3’ y 
(R) 5’-AACACTCGCATATATGCTAGA-3’.

La reacción de amplificación por PCR se realizó 
en microtubos de 200 μl, que contenían 4 μl de buffer 
5X, 1.6 μl de la mezcla (10 mM) de dNTP’s, 0.3 μl 
de cada primer (25 μM), 1 unidad de GoTaq Flexi 
DNA polimerasa (Promega), 1.2 - 2.0 μl de MgCl2 
(25mM), 2 μl de ADN (aproximadamente 100 ng 
de ADN), y aforando a 20 μl con agua ultrapura 
(en la PCR anidada se tomaban 2 μl de la primera 
reacción de amplificación en remplazo de los 2 
μl de ADN).

La amplificación de los genes mitocondriales 
se realizó en un termociclador (Techne – TC Plus), 
utilizando el perfil térmico: desnaturalización 
inicial a 94 oC por 3 min, 35 ciclos de desnatu-
ralización a 94 oC por 45 s, anillamiento en un 
rango de (48 oC, 53 oC, 55 oC y 58 oC) por 1 min10 
s y extensión a 72 oC por 1 min30s, seguido de 
una extensión final por 10 min a 72 oC.

Todos los productos de PCR fueron sometidos 
a electroforesis horizontal en gel de agarosa 2% 
con tampón de corrido TBE 1X pH 8.0 a 110v/
50mA, coloreado con bromuro de etidio y visuali-
zado en fotodocumentador Gel Doc-It2 310 (UVP). 
Los productos de la PCR fueron purificados uti-
lizando QIAquick PCR purification y QIAquick Gel 
Extraction (QiagenTM), según las instrucciones del 
fabricante y enviados para obtener las secuencias 
de ADN a Macrogen Advancing Through Genomics 
– Corea del Sur (las secuencias obtenidas serán 
depositadas en el GenBank).

Análisis de datos

Se realizó un análisis de dependencia para eva-
luar la correlación entre el porcentaje de coloni-
zación de raíces con respecto a la concentración 
de fósforo en el suelo. El análisis de la calidad 
de las secuencias de ADN fue realizado en el sof-
tware Geneious v8.14 (Drummond et al. 2009). 
Con las secuencias de buena calidad se realizó 
un BLAST con la base de datos de micorrizas 
MaarjAM (http://maarjam.botany.ut.ee/?ac-
tion=sBlast&method=create), lo que confirmó 
la identidad de los aislados. Los alineamientos 
de las secuencias se realizaron en el programa 
ClustalW (Thompson et al. 1997) incluido en el 
sotware Mega 6 (Tamura et al. 2013). La iden-
tificación y confirmación de familias y géneros 
se realizó mediante la estimativa de similaridad 
entre las secuencias obtenidas en el estudio y 
las secuencias depositadas en el GenBank por 
Krüger et al. (2009, 2012). La divergencia de 
las secuencia de ADN fue estimada utilizando el 
parámetro de distancia Kimura 2(K2P), un árbol 
fue construido por el método Neighbor-Joining 
(NJ). Los análisis de soporte por bootstrap fueron 
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realizadas en 1000 réplicas, el parámetro K2P fue 
seleccionado como modelo de distancia genética 
en el programa Mega 6 (Tamura et al. 2013). 

Resultados y discusión

Análisis morfológico y colonización 
micorrízica

Un total de 12 morfotipos de HMA se registra-
ron en las zonas de estudio, pertenecientes a 
las familias Glomeraceae, Acaulosporaceae, 
Gigasporaceae y Diversisporaceae (Figura 1). La 
familia Glomeraceae estuvo representada por 
seis morfotipos en los dos cultivos de aguacate, 
lo que es acorde con la literatura que la registra 
como la familia con mayor distribución geográfica 
y especies cosmopolitas. En cultivos de aguacate 
ha sido reportada en Israel, California, México 
y Colombia (Hass & Menge, 1990; Montañez et 
al. 2010). Especies de esta familia han sido uti-
lizadas como inóculo en plántulas micropropa-
gadas y semillas sometidas a estrés, mejorando 
la formación del sistema radical, incrementando 
significativamente el desarrollo y nutrición de las 
plantas y su resistencia al estrés generado por el 
trasplante (Azcón-Aguilar et al. 1992; Banuelos 
et al. 2013). 

La Familia Acaulosporaceae actualmente con 
un único género (Acaulospora), estuvo represen-
tado por la presencia de cuatro morfotipos en 
ambos cultivos. Este número de morfotipos está 
acorde a lo registrado en la literatura, donde sus 
especies después de Glomeraceae son las que 
presentan mayor registro en todo el mundo, con 
una distribución muy amplia y se ha reportado 
como la más abundante en inventarios de cultivos 
de aguacate en México, y segunda familia más 
abundante en los llanos Orientales de Colombia 
(Montañez et al. 2010). 

Un morfotipo de la familia Gigasporaceae fue 
encontrado en ambos cultivos, especies muy es-
tudiadas en plantas forestales, y solo reportada 
en cultivos de aguacate en México pero con un 
número muy bajo de especies. En Colombia, ha 
sido encontrado en los Departamentos de Amazo-
nas, Caquetá y Guaviare asociada a leguminosas, 
pastos y arreglos agroforestales respectivamente 
(Peña-Venegas et al. 2006). 

La familia Diversisporaceae, presentó un único 
morfotipo asociado exclusivamente a la variedad 
lorena. La familia se distribuye a lo largo de Euro-
pa, reportada principalmente en Suiza (Oehl et al. 
2009) en diferentes agroecosistemas. En América 
es asociada a especies forestales (Rodríguez-Mo-
relos et al. 2014), pero no existen registros para 
cultivos de aguacate y tampoco para Colombia. 

La distribución de los morfotipos entre los 
arboles de aguacate en ambos sitios fue muy 
similar, el cultivo de la variedad Lorena presentó 
el mayor número de morfotipos (12). La variedad 
Hass (9), en la cual no se encontró la presencia 
de la familia Diversisporaceae, así como un mor-
fotipo de la familia Acaulosporaceae y otro de la 
familia Glomeraceae. Esto puede deberse a que la 
variedad lorena tiene casi el doble de la edad de 
Hass y coincide con los reportes de Rodríguez-Mo-
relos et al. (2014), en especies forestales; en donde 
se indica que la edad influye en la diversidad de 
HMA, ya que la riqueza de géneros y especies de 
HMA fue dos veces mayor en árboles maduros 
que en plántulas y árboles jóvenes, o también 
estar relacionado con el origen del portainjerto 
Californiano y Guatemalteco para la variedad has 
y Criollo para la variedad Lorena. Es de resaltar 
que las variantes registradas en la literatura como 
altamente relevantes en la diversidad de HMA, 
no presentaron diferencias significativas para las 
dos variedades de aguacate, donde la textura del 
suelo en ambos cultivos fue Franco Arenosa (FA), 
pH entre 4.6-5.2 para la variedad Hass y 4.6-5.5 
para la variedad Lorena, y materia orgánica entre 
15.2 – 19.36. 

La simbiosis entre HMA y P. americana, mos-
traron un número de esporas en los tres conteos 
para cada uno de los árboles en un rango entre 

Figura 1. Morfotipos encontrados en los análisis morfológicos. (A-F) Familia 
Glomeraceae; (G-J) Familia Acaulosporaceae; (K) Familia Diversisporaceae; 
(L) Familia Gigasporaceae. 

Caracterización molecular, análisis morfológico y colonización micorrízica 
en la rizósfera del aguacate (Persea americana Mill) en Caldas, Colombia
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73 – 124 en la variedad Lorena y 121 - 265 en 
la variedad Hass por cada 20g de suelo, valores 
muy altos comparados con estudios en donde a 
partir de 25 g de suelo, se encuentra entre 0 y 40 
esporas de HMA en cultivos de maíz y soya. Sin 
embargo, en condiciones controladas se pueden 
obtener poblaciones más abundantes (Douds et 
al. 1995). Los valores encontrados indican un 
buen establecimiento de las poblaciones de HMA, 
esto debido en gran parte a la acidez del suelo que 
influye tanto en la solubilidad del fósforo como 
en la abundancia de estos organismos (Porter et 
al.1987).

La presencia de esporas en la rizósfera indica 
la riqueza de especies que se pueden encontrar 
asociadas al aguacate, sin embargo para saber si 
realmente la planta está siendo colonizada por los 
HMA y la simbiosis se encuentra activa, es nece-
sario evaluar las estructuras al interior de la raíz, 
lo cual fue comprobado al evidenciar estructuras 
como la formación del apresorio, la presencia de 
micelio interno intercelular, vesículas y arbúscu-
los al interior de las células corticales (Figura 2).

Todas las raíces de aguacate evaluadas pre-
sentaron colonización por estructuras de HMA, 
con porcentajes de colonización total por encima 
del 90% para ambas variedades, lo que demuestra 
la capacidad tan elevada que tiene esta especie 
para realizar este tipo de asociaciones, dada por la 
ocurrencia de arbúsculos y vesículas (Tabla 1). Así 
mismo por la presencia de hifas al interior de las 
células corticales de las raíces (Figuras 2B-2C). 

El porcentaje de colonización fue alto, lo que se 
comprueba en el elevado número de vesículas y 
arbúsculos formados dentro de la raíz, y teniendo 
en cuenta que se trata de estructuras de reserva, 
se puede sugerir la alta dependencia del aguacate 
con los HMA que lo colonizan (Dorantes et al. 
2012). La alta presencia de arbúsculos en ambas 
variedades a pesar de tener una vida media tan 
corta (4 a 15 días), indica lo activa que se en-
contraba la simbiosis al momento del muestreo. 
Teniendo en cuenta que la literatura registra que 

el principal nutriente implicado en la asociación 
micorrízica es el fósforo (Azcón-Aguilar et al. 
1992; Barea, 1998; Oehl et al. 2009; Montañez 
et al. 2010), el análisis de dependencia realizado 
mostró que no se presenta correlación entre el 
porcentaje de colonización de raíces con respecto 
a la concentración de fósforo.

Análisis Molecular 

El ADN extraído por el DNeasy® Plant Mini Kit 
(QiagenTM), siguiendo las instrucciones del fabri-
cante con la cepa Glomus manihotis IVIC 476, 
(actualmente Rhizopagus manihotis), variando la 
cantidad de esporas (5, 10, 20, 40) para deter-
minar el número mínimo con la concentración 

Tabla 1. Valores promedio del porcentaje de colonización por HMA en raíces de aguacate. V.HS: variedad Hass; V.L: variedad Lorena.

Lugar de muestreo Muestra
variedad Colonización Total  Colonización por vesículas  Colonización por arbúsculos

Aranzazu

V.HS 1 93.3% 90.0% 83.3%
V.HS 2 90.0% 73.3% 56.7%
V.HS 3 93.3% 60.0% 20.0%
V.HS 4 93.3% 90.0% 43.3%
V.HS 5 86.7% 46.6% 33.3%
V.HS 6 90.0% 33.3% 20.0%

Anserma

V.L 1 93.3% 36.7% 30.0%
V.L 2 100.0% 53.3% 26.7%
V.L 3 93.3% 43.3% 13.3%
V.L 4 100.0% 3.3% 20.0%
V.L 5 100.0% 40.0% 63.3%
V.L 6 100.0% 40.3% 26.7%

Figura 2. Colonización micorrízica en raíces de aguacate. (A) Apresorio: (B, 
C) Micelio interno; (D) Vesículas; (E, F) Arbúsculos.
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adecuada de ADN para llevar a cabo la amplifica-
ción por PCR, registraron los mejores resultados 
a partir de extracciones con 20 esporas. 

Con el número mínimo de esporas definido, 
con el fin de verificar la eficiencia en el rom-
pimiento de la pared celular y así optimizar el 
tiempo y calidad del proceso, los resultados de 
los ensayos en la maceración con Buffer AP1 y 
ARNasa suministrados por el kit y en nitrógeno 
líquido, mostraron que después de una incuba-
ción por 1 hora las esporas quedaron intactas, 
después de 12 horas algunas se rompen pero la 
mayoría quedaron enteras y después de 24 horas 
se logra ver la mayoría de las esporas rotas. En 
contraste las esporas maceradas en nitrógeno 
líquido se rompen de inmediato, sin embargo la 
más alta concentración de ADN se obtuvo a par-
tir de un tiempo de incubación equivalente a 40 
minutos. Todos los morfotipos se trabajaron con 
base en estos resultados, consiguiendo extraer el 
ADN de nueve morfotipos, con una concentración 
de ADN que oscilo en un rango entre 18.6 ng/µl 
y 73.1 ng/µl. 

El tipo de amplificación que mejor funcionó 
fue la PCR Duplex y anidada, modificada de 
Römpler et al. (2006), utilizando cuatro parejas 
de iniciadores, aumentando el volumen de los 
dNTPs, MgCl2 y Taq polimerasa al doble, y una 
temperatura de anillamiento de 55 o C. Con estos 
resultados, se procedió a realizar las amplifica-
ciones por PCR de todos los morfotipos. 

De los 12 morfotipos registrados, 9 de estos 
presentaron el número y condición de las espo-
ras que permitieron realizar la extracción de su 
ADN. La amplificación por PCR Duplex con los 
iniciadores SSUmA1/LSUmA3 y SSUmA2/LSU-
mA1 que amplifican un fragmento de 1800 pb, 
y posteriormente realizando un PCR anidado y 
Duplex con los iniciadores SSUmC3/LSUmB1 y 
SSUmC1/LSUmB5 que amplifican un producto 
final de 1500 pb (el cual es considerado de ADN 
“Barcoding” en Glomeromycota), consiguió ampli-
ficar 7 morfotipos, cuatro de ellos pertenecientes 
a la familia Glomeraceae y los otros tres a la 
familia Acaulosporaceae (Figura 3). Al comparar 
las secuencias obtenidas de estos hongos con 
las que se encuentran depositadas en la base 
de datos MaarjAM se confirmó la identidad de la 
familia Glomeraceae y se determinó que todos los 
aislados pertenecen al género Glomus, así mismo 
se confirmó la identidad para los tres aislados 
de la familia Acaulosporaceae, y su taxón quedó 
determinado como Acaulospora sp. 

Los alineamientos de las secuencias en el 
programa ClustalW y la divergencia estimada 
utilizando el parámetro de distancia Kimura 2 
(K2P), permitieron construir un árbol por el mé-
todo Neighbor-Joining (NJ) con las secuencias 

depositadas en el GenBank por Krüger et al. 
(2009, 2012), y las secuencias que presentaron 
una calidad, identidad y cobertura superior 
al 90% (dos aislados pertenecientes a la fami-
lia Glomeromycota, dos aislados de la familia 
Acaulosporaceae), así como dos secuencias del 
aislado de referencia Rizhophagus manihotis, 
que confirmaron la identificación morfológica de 
los morfotipos en las familias, géneros y especie 
correspondientes (Figura 4). 

Las secuencias de los morfotipos dentro de la 
familia Glomeraceae, presentaron una divergen-
cia elevada, que merecen atención porque aún 
no corresponden a una familia bien determinada, 
esto se evidencia con las recientes investigacio-
nes donde se han retirado géneros o especies de 
esta familia, así como Schüßler y Walker (2010) 
crearon la nueva familia Claroideoglomeraceae 
con especies previamente reportadas como Glo-
meraceae.

La clasificación molecular de este grupo de 
organismos es aún compleja, lo que se dificulta 
llegar a la determinación de especie, aún más 
teniendo en cuenta que de las 248 especies 
descritas actualmente, 132 se encuentran en 
posición incierta a la espera de datos moleculares 
relevantes que permitan ubicarlas correctamente. 

Conclusiones 
Se evidenció la simbiosis de HMA en dos varie-
dades de P. americana, con altos porcentajes de 
colonización al interior de las raíces, así como 
también una cantidad significativa de esporas por 
gramo de suelo. Las herramientas morfológicas y 

Figura 3. Amplificación de ADNr nuclear correspondientes a regiones SSU-
ITS-LSU (1500 pb). Gel de Agarosa al 2% visualizado con bromuro de eti-
dio. (1) Marcador de peso molecular (1 Kpb); (2) control de reacción; (3-4) 
controles negativos; (5) Rizhophagus manihotis; (6) Glomus sp. Glomeraceae 
M4; (7) Glomus sp. Glomeraceae M1; (8) Glomus sp. Glomeraceae M2; (9) 
Glomus sp. Glomeraceae M3; (10) Acaulospora sp. Acaulosporaceae M1; (11) 
Acaulospora sp. Acaulosporaceae M2; (12) Acaulospora sp. Acaulosporaceae 
M3. M: Morfotipo.
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moleculares permitieron caracterizar morfotipos 
de HMA asociados a la rizósfera de las dos va-
riedades de P. americana, así como estandarizar 
protocolos para familias de este grupo, donde su 
taxonomía es complicada y controversial.
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Figura 4. Árbol de similitud Neighbor-Joining utilizando secuencias de ADNr nuclear correspondientes a regiones SSU-ITS-LSU (1500 pb).
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