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RESUMEN

La mineria genera un impacto sobre los suelos, habitat que soporta la cadena tréfica. A
pesar de ser evidentes los cambios en el suelo y la cobertura vegetal por la accion
minera, poco se conoce sobre los organismos en estos ambientes. Los Hongos
Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA), son fundamentales por establecer
relaciones simbidticas con la mayoria de las plantas, caracteristica esencial para la
recuperacion de los suelos. El objetivo de este estudio fue caracterizar la abundancia y
diversidad de la vegetacion y HFMA en una zona afectada por la mineria de oro en Santa
Isabel-Tolima. La vegetacion fue evaluada en dos areas; una adyacente a los depdésitos
mineros y con vegetacion nativa (SI-N) y otra intermedia con desechos mineros e inicio
de sucesion vegetal natural (SI-SV) y los HFMA en el area SI-N y el &rea de desechos
de mineria (SI-M). La vegetacién se cuantifico por la metodologia RAP y los HFMA por
el método de tamizado en humedo a partir de suelo directo y cultivos trampa.
Identificando 605 individuos, pertenecientes a 29 familias, 46 géneros y 54 especies
vegetales y de HFMA 13 especies y 11 géneros, siendo 23 veces mayor en el area Sl-
N, con Glomus microcarpum, como el mas frecuente en ambas areas. La diversidad, se
determin6 mediante los numeros de Hills, donde el &rea SI-N fue mayor en la vegetacion
(Q1:11,94) y el &rea SI-M en los HFMA (Q1: 4,17). Se destacan las especies vegetales
Baccharis latifolia, Agrostis sp, y Miconia sp y los HFMA del genero Glomus por ser

potenciales en la fitorremediacion.

Palabras claves: Micorrizas, Suelo, Relaves, Fitorremediacion
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ABSTRACT

Mining produces impact in the soils, the habitat that supports trophic chain. In spite of the
evident changes in land and in vegetal cover due to mining activity, little is known about
organisms in this environment. Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are key organisms
that stablish symbiotic relations with most of the plants, this being an essential trait for
soil recovery. The goal of this study is to characterize abundance and diversity of the
vegetation and AMF in a gold mining affected zone in Santa Isabel, Tolima. Vegetation
was evaluated in two areas, one adjacent to mining deposits and with native vegetation
(SI-N) and another intermediate with mining waste and starting to have natural ecological
succession (SI-SV); and AMF were measured in SI-N and mining waste area (SI-M).
Vegetation was quantified by RAP methodology and AMF by wet sieving from direct soil
and trap cultures. We identified 605 individuals, belonging to 29 families, 46 genera, and
54 vegetal species and 13 AMF species and 11 genera, being 23 times greater in SI-N
area, Glomus microcarpum being the most frequent in both areas. Diversity was
determined by Hills number, in which vegetation was higher in SI-N (Q1:11.94) and AMF
was greater in SI-M (Q1:4.17). Vegetal species to highlight are Baccharis latifolia,
Agrostis sp, and Miconia sp and AMF from Glomus genus, for having potential uses in

phytoremediation.

Keywords: mycorrhizae, Soil, Tailings, Phytoremediation
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INTRODUCCION

El suelo es un sistema complejo que soporta miles de organismos y sus interacciones
biologicas, una de las simbiosis mas importantes es la relacion entre las plantas y los
Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA), los cuales forman asociacion
con el 90% de las plantas (Harley & Smith, 1983) donde actian como promotores del
establecimiento vegetal por sus beneficios en la nutricion, tolerancia a patdgenos
(Ramirez & Rodriguez, 2012), ademas de contrarrestar la compactaciéon del suelo
gracias a la segregacion de la glomalina, la cual es una glicoproteina que protege a las
hifas, y una vez estas empiezan su proceso de senescencia, la glomalina es liberada en
el suelo, donde actia como un aglutinante de minerales y materia organica, lo cual esta
directamente relacionado con la estabilidad y estructura del suelo (Griimberg, Conforto,
Rovea, Boxler, March, & Luna, 2010; Genre, Chabaud, Faccio, Barker, & Bonfante,
2008;)

Diversas actividades antropicas como, la deforestacion, mineria, quema indiscriminada,
cultivos agricolas, ganaderia, entre otras, causan alteraciones en la composicion fisica,
guimica y bioldgica del suelo, modifican el paisaje y la biodiversidad (Casas, 2012). De
estas acciones, la minera es una de las mas fuertes, debido a los diferentes impactos en
la superficie terrestre; como la deforestacion, perdida de la biodiversidad y de nutrientes,
erosion y depdsitos de desechos mineros donde se acumulan metales pesados que
generan toxicidad en el suelo y en las fuentes hidricas superficiales y subterraneas (Gill,
2010).

El interés por la recuperacion de areas impactadas con algun tipo de intervencién, cada
dia toma mas importancia; una de las estrategias mas empleadas es encontrar
organismos in situ, que puedan soportar estas condiciones y posteriormente puedan
emplearse para el restablecimiento de las mismas(Marrugo, Marrugo, Pinedo, Durango,
& Diez, 2016).

12



Asi la fitorremediacion y la micorremediacion, surgen como una alternativa para la
reduccion de este tipo de impactos (Hakeem et al., 2015). El uso de plantas y hongos
con capacidad de desintoxicacion y estabilizacion de ambientes contaminados, junto con
el efecto acumulador de las plantas pioneras de la zona, potenciadas con la asociacién
de los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) es una estrategia usada
en diferentes partes del mundo (Audet & Charest, 2007; Hildebrandt et al., 2007;
Schneider et al., 2013).
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la abundancia y diversidad de la vegetacion y de los Hongos Formadores

de Micorrizas Arbusculares en un area de mineria del municipio de Santa Isabel-Tolima.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar los cambios en la composicion fisicoquimica de los suelos afectados por la

mineria en el municipio de Santa Isabel-Tolima.

Determinar el efecto de la mineria sobre la abundancia y diversidad de la vegetacion en
el municipio de Santa Isabel-Tolima

Determinar el impacto de la mineria sobre la abundancia y diversidad de HFMA de los

suelos afectados por la mineria en el municipio de Santa Isabel-Tolima.
Seleccionar al menos un género potencial de HFMA y una especie vegetal para el

establecimiento de estrategias de recuperacion en las zonas minerias en el municipio de

Santa Isabel-Tolima.
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2. MARCO TEORICO

2.1. LA MINERIA EN LA ACTUALIDAD

La extraccion de minerales ha tenido un ascenso constante a nivel mundial, ejemplo de
esto es el oro, del cual se extrae un total de 3'020.000 Kilogramos (Kg) por afio, el mayor
productor es China con 451.799 Kg; Colombia es el décimo cuarto con un reporte de

57.015 Kg por afo (British geological survey, 2014).

En Colombia, durante los afios 2012, 2013 y 2014 se present6 una produccion de oro de
13,52, 14,92 y 13,86 toneladas respectivamente, ya en el primer trimestre del 2015 la
produccion de oro disminuyé a 8,46 toneladas(Ministerio de Minas y Energia, 2015);En
este mismo afio, en el pais se registrd6 que el departamento de Antioquia lidera la
produccién de oro nacional con el 38,72%, seguido de Choc6 (24,69%), Narifio (19,13%),
Bolivar (5,18%), Cauca (5,14%), Caldas (4,06%) y Cérdoba con el 1,02%; en cuanto a
los departamentos del Huila, Santander, Quindio y Tolima suman el 1,25% (Ministerio de

Minas y Energia, 2015).

El nivel de tecnificacion, el sistema de extraccion, el capital de trabajo y los estandares
de seguridad, entre otras, son caracteristicas que varian dependiendo del tipo de mineria
(Fedesarrollo, 2008), condiciones que permiten clasificar, de acuerdo con el censo
minero 2011, las 14,357 minas que existen en el pais, en minas pequefias (10.384),
medianas (3749) y a gran escala (208) (Gtuiza, 2013).

La mineria de pequefia escala o artesanal, es donde la actividad se da de manera
rudimentaria, accionada por la fuerza humana, y su produccién no sobrepasa las 250
toneladas anuales (Guiza, 2013). Este tipo de mineria representa el 72% de las minas
del pais, de las cuales el 66% son ilegales y en total generan entre el 17-20% de la

produccion oficial de oro en Colombia; se estima que se extrae entre 41.400 y 50.800 Kg
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por afo, considerandose como el tipo de extraccion minera comunmente encontrada en

nuestro pais (Seccatore, Veiga, Origliasso, Marin, & De Tomi, 2014).

La mineria a mediana escala, presenta un sistema eficiente de explotacion y
procesamiento del mineral, con mano de obra calificada y no calificada (Fedesarrollo,
2008). Y la mineria a gran escala opera en forma integrada, con el mayor nivel de
formalizacién y legalidad. Adicionalmente, su proceso productivo es el mas tecnificado y
tiene mayores garantias de seguridad industrial (Guiza, 2013).

En el departamento del Tolima 40.8% de las unidades mineras poseen titulo (Ministerio
de Minas y Energia, 2012). Es de resaltar que en el departamento se extrae oro
principalmente por mineria subterrdnea de Filon (72%) y en menor proporcidon con
mineria de aluvién en un 28%, siendo la primera mas tecnificada (mediana escala), la
cual es aplicada en minerales que se encuentran a gran profundidad, esta incluye la
excavacion de depdsitos verticales y horizontales denominados socavones, utilizados
para el acceso de personal y de equipos especiales. Estas perforaciones pueden generar
impactos en los niveles freaticos, causar el hundimiento, generar residuos y polvo, e
introducir cambios quimicos en el suelo y en el agua (Mossa & James, 2013). En cuanto
a la mineria de aluvién, este tipo de extraccién, se centra en la recoleccion de minerales
valiosos que se encuentra en los sedimentos del lecho de una corriente de agua. Se
usan excavadoras, dragas o bateas, para extraer el mineral y la explotacion por lo general
tiene por obijetivo retirar oro de los sedimentos o arena aluvial de un rio (ELAW, 2010;
SIMCO, 2011).

Para el afio 2016, el Tolima obtuvo una produccién de 67,95 kg de oro, en donde los
municipios del Libano y Santa Isabel presentaron la mayor produccion para el afio 2016
con 43 Kg y 14 Kg respectivamente, ambos municipios bajo la extraccion minera a
mediana escala de filon (Marique & Perico, 2016).

16



2.2. IMPACTOS DE LA MINERIA SOBRE EL SUELO Y LA VEGETACION

La mineria presentan dos grandes efectos sobre el suelo, en primer lugar la acumulacion
de contaminantes organicos e inorganicos que alteran sus caracteristicas fisicoquimicas
por los desechos denominados “Relaves”, que son el resultado del procesamiento de la
roca, para la extraccion de metales valiosos (ELAW, 2010). Los desechos mineros,
generalmente pueden contener metales pesados tales como Arsénico (As), Cadmio (Cd),
Plomo (Pb), Zinc (Zn), Cianuro (CN) (usado en el proceso de lixiviacion) entre otros
(Oblasser & Chaparro, 2008; ELAW, 2010). Ademas el material removido es depositado
en tierras de posiciones mas bajas y/o cerca de ecosistemas acuaticos, proceso que
genera un importante impacto ambiental sobre el recurso hidrico (Brunel & Seguel,
2011).

En segundo lugar se encuentra la erosion, debido a la remocion de la capa vegetal y la
exposicion de materiales removidos y procesados, se genera un fenédmeno de
disgregacion y arrastre de particulas por escorrentia, el suelo queda con limitaciones
guimicas de nitrégeno (N), fosforo (P) total y disponible, reduccion de la materia organica
(MO), calcio (Ca), magnesio (Mg) entre otros nutrientes; junto con las marcadas
limitaciones fisicas, como son las alteraciones de la porosidad, la compactacion del suelo
y la capacidad del suelo para infiltrar y retener agua son cambios asociados a los
primeros horizontes de suelos degradados, que limitan el normal desarrollo y elongacién
del sistema radical de las plantas; es por esto que las comunidades biolégicas que logran

establecerse son bastante bajas (Brunel & Seguel, 2011).

Ademas de los efectos sobre el suelo, la vegetacion se ve fuertemente afectada, por la
actividad minera, la cual causa dafios inmediatos en esta, como: la inhibicion del
crecimiento y desarrollo anormal, y con ello una disminucién de la cobertura vegetal (la
fotosintesis, respiracion e inactivacion de la sintesis de enzimas y proteinas se ve
afectada) (Bashan, Puente, Bashan & Hernandez, 2008; Prieto, Gonzélez, Roman &
Prieto, 2009).También, se da una pérdida de su productividad, reduccion de la

biodiversidad e indirectamente la contaminacion del aire y las aguas superficiales y
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subterraneas (Becerril, Barrutia, Garcia, & Hernandez, 2007). Las plantas que logran
establecerse en areas degradadas por la mineria aparte de tolerantes, son capaces de
utilizar compuestos contaminantes para completar sus ciclos bioldgicos y sintesis de

energia (Jeremic et al., 2016; Schneider, Stirmer, Guilherme, Moreira & Fonséca, 2013).

2.3. VEGETACION ASOCIADA A AREAS DE MINERIA

La vegetacion asociada a areas degradadas es clave en el desarrollo de procesos de
recuperacion ambiental, ya que plantas resistentes a metales pesados, enfermedades y
otros tipos de estrés son fuentes valiosas para establecer diferentes estrategias que
permitan estabilizar contaminantes presentes en el suelo, aire y agua (Hakeem et al.,
2015; Vasavi, Usha, & Swamy, 2010).

Asi el uso de plantas para la limpieza o restauracion del medio ambiente, son la base de
diferentes estrategias de fitorremediacion, por procesos como la fitoextraccion, la cual
requiere de plantas capaces de absorber metales provenientes del suelo y translocarlos
hacia sus brotes; la fitoestabilizacién, cuyo fin es estabilizar el suelo, por medio de la raiz,
la cual retiene el metal (Vasavi et al., 2010; Hakeemet al., 2015); la fitovolatilizacién
implica el uso de plantas para extraer ciertos metales del suelo y luego liberarlos a la
atmosfera mediante la volatilizacion. Algunas plantas toleran y acumulan altas
concentraciones de metales en sus tejidos, pero no al nivel requerido para ser llamadas

hiperacumuladoras (Vasavi et al., 2010).

Para el establecimiento de estrategias de fitorremediacion se requiere conocer la
vegetacion circundante en las areas afectadas (Fernandez et al., 2016), asimismo, se
hace necesario saber como este tipo de ambientes degradados influyen sobre la
vegetacion, con el fin de aplicar estrategias (Fernandezet al., 2016; Marrugo, Marrugo,
Pinedo, Durango, & Diez, 2016). La familia Asteraceae, ha sido reportada por su
capacidad de bioextraccién tanto de contaminantes urbanos como de areas rurales
fuertemente impactadas, ademas dentro de esta familia se encuentran especies del

genero Baccharis, las cuales son claves en el control de la erosion, debido a su
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capacidad de afianzar los primeros milimetros del suelo y asi dar paso a nuevas especies
vegetales (Sarmiento, 2008; Nikoli¢ & Stevovi¢, 2015)

En Espafia, Fernandez y colaboradores (2016), lograron encontrar especies vegetales
con un alto potencial en procesos de fitorremediacion en lugares intervenidos por la
actividad minera y con altos contenidos de metales pesados (Pb, Zn, As y Hg). Entre las
80 especies representativas, se destaca Agrostis durieui y Coincya monensis por su
dominancia en sitios con altos contenidos de Pb-Zn y C. monensis por ser

hiperacumuladora de Zinc.

En Colombia, se identificaron especies de plantas nativas que crecen en suelos
contaminados con mercurio (Hg), por extraccion de oro artesanal a mediana escala; el
Hg vy el total (THg) fue evaluado en las veinticuatro especies vegetales en diferentes
tejidos (raices, tallos y hojas) y en el suelo, con el fin de definir su potencial como
sistemas de fitorremediacion; dentro del estudio se destacan las especies Piper
marginathum, Sticherus bifidus, y los sub arbustos J. curcas y Capsicum annuum para
ser utilizadas en la fitorremediacion de suelos contaminados por Hg en zonas tropicales
(Marrugo et al., 2016).

2.4. HONGOS FORMADORES DE MICORRIZAS ARBUSCULARES (HFMA)
ASOCIADOS A AREAS DEGRADADAS

Los Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares, son mutualistas obligados, que se
asocian con mas del 90% de las plantas (Le6n, 2006; Serralde & Ramirez 2004); la
caracteristica principal de esta asociacion es facilitar la captacion de agua y nutrientes
(Rios et al., 2013). Las plantas son una fuente de carbono para el hongo, mientras los
HFMA son los encargados de captar nutrientes de lenta movilidad, principalmente
fosforo, por medio de su red hifal (Smith, Charvat & Jacobson, 2008; Lee et al., 2008;
Bashan, Khaosaad, Salazar, Ocampo, Wiemken, & Oehl, 2007; Daza, 2010; Rios et al.,
2013).
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Los HFMA generan beneficios directos en las plantas en su crecimiento, aumento en el
peso seco Yy nutricion, ademas aumentan la tolerancia a metales pesados, patégenos,
sequia, altas temperaturas y alteraciones de pH, entre otros (Daza , 2010; Ramirez &
Rodriguez, 2012; Leung et al., 2006; Bagyaraj & Sturmer, 1995; Daza & Osorio, 2011).
Adicionalmente, contrarresta la compactacion del suelo debido a la segregacion de
glomalina que actia como pegamento de las particulas organicas e inorganicas
(Grimberg et al., 2010).

Por otro lado se ha demostrado que los HFMA son capaces de colonizar las raices de
plantas asociadas a zonas contaminadas con metales pesados (Leung et al., 2007). En
suelos con altas concentraciones de Arsénico (As),el metal pesado influy6 en la riqgueza
de HFMA; sin embargo las especies Paraglomus occultum, Acaulospora morrowiae y
Glomus clarum son de gran relevancia, al liderar la frecuencia de ocurrencia tanto en el

area nativa, como en el area contaminada con el metal (Schneider et al., 2013).

Wei y colaboradores (2015), reportaron que la diversidad de HFMA disminuy6 con el
aumento en la concentracién de antimonio (Sb), sin embargo este no fue el Gnico factor
gue influyd, también los bajos valores de contenido para nitrdgeno extraible y materia
organica se atribuyen a la pérdida de diversidad; se encontré como grupo dominante a

las especies pertenecientes al género Glomus.

En términos generales, se muestra que la familia Glomeraceae es la mas predominante
en zonas con elevadas concentraciones de metales pesados como As, Sb, Mn, Zny Cd
(Krishnamoorthy et al., 2015; Wei et al., 2014; Schneider et al., 2013). Se ha demostrado
gue las plantas mejoran su tolerancia a altos contenidos de metales pesados,
especialmente al Cd con la colonizacién de las raices por parte de los HFMA; en especial
las plantas de Cassia italica Mill, presentaron una mayor actividad antioxidante y un
aumento en el contenido de prolina y fenol para asegurar el crecimiento bajo condiciones
de estrés luego de la inoculacibn de los HFMA (Hashem, Allah, Algarawi, &
Egamberdieva, 2016).
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Los HFMA también demuestran un potencial para aumentar la tolerancia de Leucaena
leucocephala (Lam.) al As; plantas inoculadas con Glomus clarum y la mezcla de
Acaulospora morrowiae, Gigaspora albida y Glomus clarum, provenientes de suelos
contaminado por As, permitieron un mejor crecimiento de L. leucocephala en suelos

contaminados con este mismo elemento (Schneider et al., 2013; Spruyt et al., 2014).

A nivel mundial, en areas degradadas por la acciobn minera, han sido identificadas las
especies de Glomus macrocarpum y Glomus microcarpum, asociadas a mineria de
piedra caliza y lugares con acumulacion de cenizas volantes a causa de la fabricacion
de cementos (Rios et al., 2013; Selvam & Mahadevan, 2002). G. macrocarpum, junto con
Glomus etunicatum y Entrophospora colombiana, han sido identificados en suelos
degradados por la extraccion de arcilla, asociados a especies vegetales como Acacia
mangium, Sesbania virgata y Eucalyptus camaldulensis (Colodete, Dobbss, & Ramos,
2014; Shiavo, 2005). En cuanto a suelos contaminados con elementos traza, se reportan
la persistencia de especies como Acaulospora morrowiae, Glomus albida y Glomus
clarum, las cuales estan asociados a Brachiaria decumbens (Colodete et al., 2014;

Siqueira, Santos, Schneider, & Carneiro, 2007).

En Colombia la mayoria de los estudios relacionados con la diversidad micorrizica se
han enfocado principalmente a cultivos comerciales (Le6n, 2006). Frente a é&reas
degradadas por mineria, se demostré que Glomus microaggregatum tiene un efecto
positivo sobre el crecimiento de plantulas de Leucaena (Leucaena leucocephala), al
aumentar cinco veces su capacidad de absorcion de fosfato y dos veces el crecimiento
de la plantula (Daza, 2011).

2.5. ESTUDIOS DE DIVERSIDAD EN VEGETACION Y HFMA EN ZONAS
INTERVENIDAS

La diversidad de especies es un tema central, tanto en ecologia de comunidades como

en biologia de la conservacion. Su estudio ha generado relevancia en los dltimos afios
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gracias a su relacion con el funcionamiento de los ecosistemas (Moreno, Barragan,
Pineda, & Pavon, 2011).

Actualmente, la evaluacién de la diversidad se hace a partir de los indices de diversidad
alfa, los numeros Hills y Shannon-Wiener (H’) (Leon, 2015; Morenoet al., 2011). El indice
de H’ varia en HFMA desde <1 en algunos campos agricolas, hasta >2 en bosques
tropicales y tierras humedas templadas; sin embargo, una de sus principales
probleméticas es que al expresar en indices de diversidad, los patrones de distribucién
de los HFMA en una comunidad, varian mucho entre sitios, ecosistemas y a través de
épocas estacionales, con diferentes niveles de dominancia en los taxones evaluados
(Leon, 2006). Debido a lo anterior, es aplicado el andlisis de los numeros de Hill, que
tiene como ventaja expresar la diversidad de una comunidad en niameros de especies
efectivas, compara en niumeros reales la magnitud de la diferencia en la diversidad de 2
0 mas comunidades e incorpora las especies segun su abundancia en la comunidad, la
diversidad de orden cero (q = 0) es completamente insensible a las abundancias de las
especies; por lo tanto, el valor obtenido equivale simplemente a la riqueza de especies,
caso contrario para g= 1, donde se representa la abundancia relativa de las especies y
g = 2 muestra el numero de las especies dominantes de la muestra (Hill, 1973; Moreno
et al., 2011).

Estudios que utilizan el indice de Shannon suelen, en su gran mayoria, comparar la
diversidad mediante pruebas t o intervalos de confianza al 95% para comparar 2
comunidades (Moreno et al., 2011). Este tipo de pruebas estadisticas pueden ser Utiles
para concluir si hay diferencias significativas entre los valores del indice de Shannon,
pero desde el punto de vista biologico, ademas de las diferencias estadisticamente
significativas, resulta aun mas interesante conocer la magnitud de la diferencia en la
diversidad de 2 o0 mas comunidades (Moreno et al., 2011). Por ende, autores como Ledn
(2015), confirman la importancia del uso de los numeros efectivos, para analizar la
abundancia y composicion de las comunidades nativas de HFMA, asociados a las raices

de la yuca silvestre y suelo de dos paisajes (de inundacién y llanura aluvial), y con ello
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determinar que el paisaje y la época, generan efectos en las comunidades de HFMA en

suelo y raices.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. AREA DE ESTUDIO Y ZONAS DE MUESTREO

El area de estudio se encuentra ubicada en las proximidades de la mina las Animas, la
cual esté ubicada a una altura de 1945 msnm, en la cual se realiza extraccion desde el
afo 1990, usa explotacion subterrdnea de filon y sus desechos son depositados en
terrazas; esta localizada en el municipio de Santa Isabel, ubicado en el norte del
departamento del Tolima y se caracteriza por ser una zona de proteccion con 13.200 ha

de paramo, las cuales hacen parte del parque natural de los nevados.

Fueron evaluadas tres areas: la primera, terrazas de depdsitos de los desechos mineros
(SI-M) geograficamente encontrada a 1945 msnm; la segunda, es un area intermedia,
con desechos de mineria y un inicio de sucesion vegetal natural (SI-SV) localizada a
1988 msnm; finalmente un area adyacente a los deseches mineros, sin depésitos de la

mineria y con vegetacion nativa (SI-N) geoposicionada a 1845 msnm (Figura 1).

La vegetacion asociada a la zona de estudio, solo fue evaluada en las areas SI-SV y SlI-
N, porque el area SI-M no presentd vegetacion. En cuanto a la caracterizacion de los
factores fisicoquimicos y la evaluacion de HFMA, estos fueron caracterizados en las

areas SI-M y SI-N, con el fin de observar los cambios en las areas.

En el area SI-M y SI-N, se tomaron 4 muestras compuestas, a partir de la mezcla de 5
submuestras. El suelo se colecté a una profundidad entre 10 y 20 cm, con un barreno de
Pressler. Las muestras colectadas se llevaron en una nevera de icopor, para ser

almacenadas en refrigerador a 4°C.
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Figura 1.Sitios de muestreo: Area de depoésitos mineros (SI-M), Area de inicio de

sucesion vegetal (SI-SV) y Area sin intervencion minera (SI-N).
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3.2. CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DEL SUELO

Los andlisis fisicoquimicos de las areas en estudio (SI-M y SI-N) se llevaron a cabo en el
Laboratorio de suelos Agroanalisis (pH, MO, P, S, Al+H, Bases de Cambio, CIC,
Elementos Menores, CE.). El contenido de metales pesados (Arsénico, Cadmio, Cromo,
Cobalto, Plomo, Zinc, Cobre, Vanadio, Mercurio, Niquel, Selenio), se determind con

fluorescencia de rayos X en el Laboratorio ALPHA 1 S.A.S.

3.3. CARACTERIZACION VEGETAL

La caracterizacion vegetal se realizé mediante la metodologia de parcelas de area rapida
(RAP) para el area SI-N con parcelas de 2x50m y en el area SI-SV al ser tan pequefna
se usaron parcelas de 4x14m (Ariza et al., 2009). El material colectado fue prensado en
papel periddico, preservado con alcohol 70%, se realizaron anotaciones de las
caracteristicas efimeras de cada muestra (Ariza et al., 2009) y se determinaron con
colaboracion del Herbario Toli y consultas de herbarios virtuales.

25



3.4. AISLAMIENTO, CUANTIFICACIONY MULTIPLICACION DE ESPORAS DE
HFEMA.

El suelo colectado en cada uno de los puntos de muestreo de las areas SI-M y SI-N se
utilizé para evaluar la cantidad y diversidad de esporas. Las esporas fueron obtenidas a
partir de 10 g de suelo, mediante el método de tamizado en humedo y centrifugacion en
gradiente de sacarosa (Gerdemann & Nicolson, 1963) con modificaciones (Anexo 15).
Las evaluaciones se realizaron a partir del suelo obtenido directamente en la colecta y
del suelo obtenido por cultivo trampa. Este ultimo consistié en tomar 150 g de suelo,
homogenizarlo con 150 g de la combinacion 3:1 de suelo y arena estéril, el cual se
deposité en macetas sembradas con 20 semillas de Brachiaria decumbens, después de
un mes, solo se seleccionaron 3 plantas por maceta. Las plantas se regaron a capacidad
de campo diariamente (debido a las altas temperaturas del invernadero) y fueron
fertilizadas una vez por mes, con una solucién de extractos humicos con bajo contenido
de fosforo; al termino de los tres meses, las plantas se sometieron a estrés hidrico y corte
de las hojas y a los 15 dias el suelo se llevé al proceso de extraccion de esporas
propuesto en la metodologia (Anexo 16) (Usuga, Castafieda & Franco, 2008; Sieverding
1983).

3.5. IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LOS HFMA.

La identificacion de las esporas se inicio a partir del agrupamiento en morfotipos
diferenciados por caracteristicas como: color, tamafio, forma y ornamentaciones. De
cada morfotipo fueron tomadas en promedio cinco esporas para realizar el montaje en
portaobjetos con polivinil lactoglicerol (pvlg), y pvlg + reactivo de Melzer. Las
caracteristicas necesarias para su identificaciébn taxonémica, como: diametro de la
espora, numero de paredes y su tamafio, tipo de ornamentacion, forma y tamaifio de la
conexion hifal y coloracion en melzer fueron registradas fotograficamente con un
microscopio compuesto (Primo star con adaptador de 0.5x y cAmara acoplada Axiocam

ERc 5s de 5 megapixeles programa Zen).
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La identificacibn taxondmica se realizO con la comparacion de las descripciones
morfoldgicas reportadas por el INVAM (2017), Blaszkowsky (2003), Oehl y Sieverding
(2016) y SchiBler (2013), junto con el apoyo de personal especialista en la taxonomia
de HFMA.

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

La diversidad y abundancia de los HFMA vy la vegetacion, se evalud a través de los
numeros efectivos, propuesto por Hill (1973). Las propiedades fisicoquimicas del suelo,
junto con la abundancia de los HFMA, fueron analizadas mediante la prueba de
Normalidad (Shapiro-wilks modificado); a partir de los resultados, se utiliz6 en el analisis
de Varianza Anova (Método de comparacion: tukey) o Kruskal wallis segun datos
paramétricos o no paramétricos. Finalmente se utiliz6 el analisis multivariado de
componentes principales y la prueba de correlacion de Pearson entre las
concentraciones de metales en el suelo y la diversidad de especies de HFMA. Las
diferentes pruebas se aplicaron mediante el programa estadistico InfoStat.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS SUELOS

Los resultados de los analisis fisicoquimicos, relacionados con la fertilidad de los suelos
en las areas SI-M y SI-N, presentan diferencia significativa (p<0,05) en los parametros
de densidad aparente, pH, Na, Ca, Mg, Al+H, Zn, Cu, Fe y Mn (Figura 2).

Ambos suelos pertenecen a la clasificacion del tipo franco arenosa, caracteristica comun
para esta zona (CORTOLIMA, 2014). En cuanto al pH, es acido en el area SI-N, con
valores de 4,95 y 5,24, rango comun para los suelos alto andinos de Colombia (Bravo,
Arboleda, & Peinado, 2014), como los de la Reserva Natural Pueblo Viejo, localizada en
el suroeste de Colombia, Departamento de Narifio; zonas andinas de alta montafia en el
departamento del Cauca y la franja continua en direccién sur-norte, en los limites del
Tolima con los departamentos de Huila y Caldas, donde se reportan pH acidos a muy
acidos (Ceron & Garcia, 2009; CORTOLIMA, 2014; Bravo et al., 2014).

En el caso del area SI-M, el suelo es neutro a ligeramente alcalino, con valores entre
5,99y 7,56, este tipo de suelos con influencia de procesos de mineria, pueden presentar
pH o muy &cidos o alcalinos (Sheoran, Sheoran & Poonia, 2010), la alcalinidad
posiblemente se debe a los altos niveles de Calcio (Ca), ya que la Cal utilizada en el
proceso de cianuracién para controlar el pH, y con ello evitar la volatilizacién del cianuro
(CN) (Sobral, Barreto, & Carballo, 2005), ademas, la oxidacion de fragmentos de rocas
y minerales como los carbonatos (Ca / MgCO3), también contribuyen en los altos valores
de pH del suelo (Sheoran et al., 2010). Lo anterior, se ha observado en desechos mineros
con procesos similares, encontrandose valores cercanos con rangos de pH entre 49y
5,3 (Sheoran et al. 2010; Maiti, 2003).

Los valores de Al+H en SI-M fueron 0 cmol/Kg, lo que puede tener una influencia en los

niveles de pH del area, debido la relacion inversa de estos dos parametros, donde altos
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valores de pH van a representar bajos contenidos de Al+H (dos Santos, 2010; Veiga,
Barboza, Ferreira, Cosma & Schlindwein, 2011). Una de las medidas mas utilizadas que
permiten conocer el estado fisico del suelo es la densidad aparente (D. apa), la cual se
define como la masa del suelo en unidad del volumen y representa el grado de
compactacion de este (Rojas, 2013). En el area SI-M (D. apa: 1,16; MO.: 1,88) y SI-N
(D.apa: 0,9; MO.: 3,62) se puede observar la relacion inversamente proporcional entre la
materia organica (MO) y la densidad aparente, puesto que a medida que aumenta la D.
apa, aumenta la compactacion y disminuye la MO (Salamanca & Sadeghian, 2005). En
el area SI-N, al existir un bosque sin intervencion, este contribuye en la generaciéon de
MO, lo cual permite el aumento del espacio poroso del suelo y la proliferacion de
microorganismos capaces de contrarrestar la compactacion del suelo, viéndose reflejado
en los bajos niveles de la D. apa (Salamanca & Sadeghian, 2005; Rojas, 2013; Ramirez,
2014).

El Punto de muestreo 1 (P1) del area SI-M, al encontrarse cerca de una pendiente con
cobertura vegetal, la cual puede generar depdsitos de material vegetal en épocas de
lluvias a causa de deslizamientos, posee valores de MO similares a los observados en
el area SI-N, a diferencia de los demés puntos del area SI-M, que presentaron valores
muy bajos. Lo anterior hace que no se observe diferencia significativa entre las areas
(Figura 2).

El porcentaje de materia organica a pesar de no haber presentado diferencia significativa,
es un parametro que se encuentra directamente relacionado con varios factores del suelo
como la D. apa, el pH, entre otros y presenta una estrecha relacion con la dinamica de
la vegetacion (Arguello, 1991; Salamanca & Sadeghian, 2005); el porcentaje de MO en
el area SI-N fue superior con respecto al area SI-M, debido a la vegetacién asociada al
area SI-N y por la reduccion de esta en el area SI-M ademas de los altos contenidos de
Fe, Mny Zn en esta Ultima area, ya que estos compuestos se correlaciona negativamente
con la MO; estos tres parametros fueron significativamente diferentes entre las areas de
estudio (Figural) (Sheoran et al., 2010).
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Es de resaltar que el suelo del area SI-N posee niveles bajos de P, Mg y Na,
considerandose el suelo como pobre al arrojar niveles de muy bajo a bajo, en la
clasificacion de Rioja (2002), por el método de Olsen; lo cual es comun para zonas alto

andinas (Sheoran et al., 2010; Bravo et al., 2014).
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Figura 2. Parametros fisicoquimicos del area con depdositos mineros (SI-M) y el area de sin intervencion minera (SI-N).

Media n=4. Parametros con letras iguales, no poseen diferencia significativa.
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Fuente: Autor
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Los metales pesados, o los elementos traza en general, estan presentes de forma natural
y en bajas concentraciones en el suelo y las plantas, sin embargo su peligrosidad viene
dada no so6lo por su concentracion total, sino especialmente por su disponibilidad (Galan
& Romero, 2008). En el presente estudio se evaluaron los metales pesados: As, Cd, Cr,
Co, Cu, Ni, Pb, Vny Zn, de los cuales As, Cd, Cu, Ni y Pb son los mas toxicos y de facil
disponibilidad (Galan & Romero, 2008). Es de tener en cuenta, que en el analisis de
similitud, la mayoria de los metales pesados presentaron diferencia significativa entre las

areas de estudio a excepcion de Ni, y Cr (Figura 3).

Figura 3. Concentracion de metales pesados del area con depdsitos mineros (SI-M) y el
area sin intervencion minera (SI-N) (Composicion: partes por millén (ppm)). Media n=4.

Parametros con letras iguales no presentan diferencia significativa.
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Fuente: Autor

Los valores del area SI-N, para As y Pb estan dentro de los rangos normales en areas
nativas y suelos agricolas en buenas condiciones con 6,25 y 9,5 ppm respectivamente;
sin embargo el Cd no debe sobrepasar 0,5 ppm en condiciones naturales y se encuentra
en el &rea SI-N con 7 ppm (Miguelafez, 2014; CETESB, 2005; Bravo et al., 2014, dos
Santos, 2010; Rueda, Rodriguez, & Madrifian, 2011).

32



A pesar de que el contenido de Cd en el area SI-N fue alto, esto se encuentra
posiblemente asociado con el pH del suelo y el Fe (Bravo et al., 2014). En suelos con
valores de pH menores a 5 y con presencia de Fe, hacen que la biodisponibilidad de
elementos como Cd, Pb y Ni aumente; ademas algunas de las rocas que presentan el
metal y conforman el suelo también contribuyen a la generacién de este; sin embargo, el
contenido alto de MO en el area SI-N, contribuye en la reduccién de la movilidad del Cd,
con lo cual se previene cualquier contaminacibn de aguas subterraneas vy
bioacumulacién del elemento en las plantas (Bravo et al., 2014; Sheoran et al., 2010).
En cuanto a la distribucion de los metales pesados en el area SI-M, Las concentraciones
totales de As, Pb y Cd estan dentro de los valores reportados para areas mineras
contaminadas por metales pesados, con rangos entre 70 y 5.330 ppm, 755y 10.660 ppm,
y 18 y 160 ppm respectivamente; asi mismo se conoce que la direccion del viento y las
caracteristicas del terreno como la pendiente, influyen en la concentracion y distribucion
de los metales pesados como As, Pb, Cu y Zn en zonas mineras; esto se ve reflejado en
el P1 del area SI-M, por su altura sobre el nivel del mar con respecto a los demas puntos
(P1: 1953msnm; P2: 1943msnm; P3: 1945msnm; P4: 1942msnm), ademas, se encuentra
bajo una barrera de sedimentos, la cual no permite que influya la direccion del viento
sobre la concentracion de los metales pesados. Lo anterior, puede permitir que en este
punto se encuentren las concentraciones mas elevadas de metales pesados del area Sl-
M (Ding, Cheng, Wang, & Zhuang, 2016).

4.2. CARACTERIZACION VEGETAL

4.2.1. Rigueza y abundancia floristica: La evaluacién de la riqueza y abundancia
floristica se desarrollé en las zonas que presentaron vegetacion, donde el area SI-N fue
la mas diversa con caracteristicas propias del bosque Andino humedo-montano bajo, y
el area SI-SV presento caracteristicas de una zona en recuperacion, e intermedia entre
el area SI-M y SI-N, por presentar vegetacion comun de areas degradadas y una

cobertura vegetal caracteristica de la zona.
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En el presente estudio se registro un total de 605 individuos, pertenecientes a 29 familias,
46 géneros y 54 especies (Tabla 1).Las familias mas abundantes en las areas de estudio
fueron Poaceae con 231 individuos (4 especies), es decir el 38% del total, Asteraceae
con 95 individuos (8 especies), Melastomataceae con 38 individuos (8 especies) y
Solanaceae con 15 individuos (4 especies); las cuales conforman el 24% del total del

estudio, el 37% correspondi6 a las 24 familias restantes (Figura 4; Tabla 1).

Tabla 1. Listado de la vegetacion asociada a las areas de estudio.

Areas de estudio Categoria
de
Orden Familia Género/ Especie
SI- SI- SI- amenaza
Dipsacales Adoxaceae Viburnum sp 0 0 1 NE
Philodendron
_ hederaceum (Jacq.) 0 0 7 NE
Alismatales Araceae
Schott
Anturium sp. 0 0 1 NE
Baccharis latifolia 0 79 0 NE
Baccharis sp. 0 1 0 NE
Baccharis inamoena
0 2 0 NE
Gardner
Critoniopsis sp. 0 0 1 VU
Clibadium
Asterales Asteraceae trianae (Hieron.) 0 2 NE
S.F.Blake
Ageratina
ampla (Benth.)R.M.Ki 0 0 3 NE
ng & H.Rob.
Gnaphalium
2 0 NE

americanum Miller
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Areas de estudio

Categoria

de
Orden Familia Género/ Especie
SI- SI- SI- amenaza
M sV N UICN
Liabum
melastomoides 0 0 5 NE
(Kunth) Less.
Boraginales Boraginaceae Tournefortia sp. 0 0 2 NE
Lomariocycas aurata
Polypodiales Blechnaceae (Fée) Gasper & 0 0 10 NE
A.R.Sm.
_ Garcinia sp. NE
Clusiaceae :
Clusia sp. NE
Malpighiales Euphorbiaceae Croton sp. 0 0 NE
_ Vismia baccifera (L.)
Hypericaceae ) 0 0 1 NE
Triana & Planch.
Salicaceae Banara sp. 0 0 1 NE
) Pteridium aquilinum
Dennstaedtiaceae 0 0 15 NE
. (L.) Kuhn.
Polypodiales i
Dryopteridaceae Elaphoglossum sp. 0 0 2 NE
) Diplazium longisorum
Athyriaceae 0 0 5 NE
(Baker) C. Chr.
Quercus humboldtii
Fagales Fagaceae 0 0 34 VU
Bonpl.
Kohleria hirsuta
0 0 18
. (Kunth) Regel.
Geisneraceae NE
Lamiales Besleria solanoides
0 0 3
Kunth.
Acanthaceae Blechum sp. 0 0 4 NE
o Marantaceae Calathea sp. 0 0 5 NE
Zingiberales — :
Zingiberaceae Renealmia sp. 0 0 1 NE
Myrtales Melastomataceae = Miconia sp. 0 0 7 NE
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Areas de estudio

Categoria

de
Orden Familia Género/ Especie
SI- SI- SI- amenaza
M sV N UICN
Miconia aeruginosa
0 0 4 NE
Naud.
Miconia jahnii Pittier. 0 0 1 NE
Miconia cf. Aponeura
_ 0 0 1 NE
Triana.
Miconia caudata
0 0 15 NE
(Bonpl.) DC.
Conostegia schlimii
_ _ 0 0 6 NE
(Triana) Kriebel.
Clidemia sp. 0 0 3 NE
Tibouchina sp. 0 0 1 NE
Myrtaceae Eucalyptus sp. 0 0 1 EN
Siparunaceae Siparuna sp. 0 0 3 NE
Laurales Nectandra
Lauraceae . . 0 0 1 NE
martinicensis Mez.
Piper acutiusculum C.
0 0 12 NE
. _ DC.
Piperales Piperaceae :
Piper cf.
o 0 O 1 NE
crassinervium Kunth.
Paspalum
saccharoides Neesex O 9 0 NE
Trin.
Paspalum sp. 0 27 0 NE
Poales Poaceae Lasiacis maculata
0 14 0 NE
(Aubl.) Urb.
Rhipidocladum
racemiflorum (Steud.) O 0 180 NE

McClure.
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Areas de estudio

Categoria

de
Orden Familia Género/ Especie
SI- SI- SI- amenaza
M sV N UICN
_ _ Myrsine coriacea
Ericales Primulaceae 0 0 2 NE
(Sw.) R. Br.
Cyatheales Cyatheaceae Cyathea sp. 0 1 0 NE
_ _ Coccocypselum
Gentianales Rubiaceae _ 0 10 NE
hirsutum Bartl. ex DC.
Sapindales Sapindaceae Cupania glabra Sw. 0 0 1 NE
_ _ Selaginella silvestris
Selaginellales Selaginellaceae 0 76 NE
Aspl.
Physalis peruvianaL. 0 1 0 NE
Solanum bicolor
Willd. ex Roem. & 0 0 6 NE
Solanales Solanaceae Schult.
Solanum quitoense
0 1 NE
Lam.
Cyphomandra sp. 0 0 1 NE
Lantana rugulosa
Verbenaceae 2 4 NE
Kunth.
Total individuos 0 138 467 NE

VU: Especies con un riesgo alto de extincién en categoria silvestre segun la UICN.

NE: Especies no evaluadas por la UICN. Fuente: Autor
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Figura 4. Frecuencia de ocurrencia de las familias evaluadas en la caracterizacion

vegetal de las areas SI-SV y SI-N.

Solanaceae Verbenaceae argceae

206\ /.

. 0 -
Selaginellacea 1% Familias entre

€ N\ 1-5 individuos
12% 6%
Rubiaceae

2% Blechnaceae

2%

Dennstaedtiac

eae

2%
Dryopteridace

ae

1%
Fagaceae

6%

Geisneraceae
Melastomatace 3%

Piperaceae ae
2% 6%

Fuente: Autor

La composicion floristica y riqueza de los grupos taxonémicos, es similar a lo reportado
en otros estudios de bosques andinos; el estudio realizado en la Reserva Torre Cuatro,
la cual hace parte de la zona amortiguadora del Parque Nacional Natural Los Nevados
(Cordillera Central de los Andes colombianos) a una altura entre 2650-2900 msnm,
reportdé 61 especies vegetales, en donde las familias Asteraceae, Melastomataceae y
Solanaceae fueron las mas representativas (Alvear, Bentancur & Franco, 2010). Lo
anterior, se relaciona con la informacién encontrada en este estudio, puesto que las
familias mas dominantes fueron Poaceae, seguida de Asteraceae, Selaginellaceae y

Melastomataceae (Figura 4).

Las familias Asteraceae, Poaceae, Solanaceae y Verbenaceae no solo fueron relevantes

por su abundancia, también por su frecuencia en el area SI-SV como en el area SI-N, lo
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cual podria demostrar un inicio de la sucesion vegetal del area SI-SV, con familias que
son parte de la flora nativa y con capacidad de establecerse en estas condiciones,
acoplandose a un modelo de sucesion tipo facilitador, donde las especies presentes van
a preparar el terreno, para dar paso a futuras especies colonizadoras (Torres & Benitez,
2013).

El nimero de especies del presente estudio, fue similar con lo encontrado en la Cuenca
Mayor del Rio Totare, en el municipio de Anzoategui en relictos boscosos de la vereda
el Palomar (2750 msnm), donde fueron identificadas 52 especies, 7 mas con respecto al
presente estudio. En ambos trabajos, predominé Quercus humboldtii; con 34 individuos,
que representaron 6% del total de especies del area SI-N (Tabla 1; Figura 4) (Cortolima,
2009).

En cuanto a la vegetacion del area SI-SV, esta se compone por vegetacion primaria,
comun en zonas en recuperacion, en donde se resalta la presencia de Asteraceae y
Poaceae, por ser familias que han sido reportadas en antiguas zonas mineras por su
capacidad de establecerse en sitios abiertos y en zonas de regeneracion temprana,
gracias a sus estrategias de dispersion anemdcora, que les permite llegar a areas mas
alejadas de las plantas parentales y de colonizar suelos descubiertos (Arias & Barrera,
2007).

Se destaca la presencia del género Baccharis, en el area intermedia, por su alta
abundancia y antiguos reportes (Rangel, Lowy & Aguila, 2011; Plan de Desarrollo
Municipal, 2012) que indican su presencia en el municipio de Santa Isabel-Tolima, en
areas sin intervenciéon (Tabla 2). También, es de gran importancia, por su capacidad de
establecerse en etapas previas e indicar un avance en el proceso, debido a que permite
afianzar los primeros milimetros del suelo, lo cual es clave en el control de la erosion
(Sarmiento, 2008).
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Tabla 2. Antiguos reportes de areas nativas y con poca intervencion antropogénica en el

municipio de Santa Isabel-Tolima donde se encontraron los géneros asociados al area

de sucesion vegetal del presente estudio (SI-SV)

Géneros encontrados en Geéneros encontrados Géneros reportados por el Plan

la zona SI-SV

por Rangel et al., de Desarrollo Municipal (2012)

(2011)
Baccharis Baccharis Baccharis
Physalis Paspalum
Paspalum Panicum
Panicum Ghaphalium
Ghaphalium Agrostis
Agrostis Cyathea
Cyathea Lantana
Lantana

Fuente: Autor

4.2.2. indices de diversidad: Los indices de diversidad y dominancia, Shannon y

Simpson respectivamente, muestran que la composicion floristica de las zonas

analizadas fue homogénea, en donde el area conservada o sin intervencion fue la que

presenté una mayor diversidad de especies respecto al area intermedia (Tabla 3).

Tabla 3. indices de diversidad y nimeros de Hills. SI-M (Area de depdsitos mineros);

SI-SV (Area de sucesion vegetal; SI-N (Area sin intervencion minera).

Areas de estudio

Variables

SI-M SI-SV SI-N

Especies - 10 45

Individuos - 138 467
Simpson_1-D - 0,6187 0,8127
Shannon_H (H’) - 1,34 2,48
Diversidad en orden Q1 - 3,81 11,94
Diversidad en orden Q2 - 1,62 1,23

Fuente: Autor
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El analisis de diversidad se realiz6 con los numeros de Hills, los cuales permiten obtener
en nameros reales o efectivos la diversidad de las especies evaluadas, con el fin de
evaluar la diversidad en orden cero o QO, la cual es equivalente a la riqgueza de especies,
encontrdndose 10 y 45 especies para el area SI-SV y el area SI-N respectivamente
(Tabla 3).

Con la medida de diversidad de orden 1 se encontré que el area SI-SV presenta una
diversidad igual a la que tendria una comunidad tedrica de 3,8 géneros, donde todos
ellos tuvieran la misma abundancia. Por su parte, en el &rea conservada se encontré una
diversidad igual a la que tendria una comunidad de 11,9 géneros efectivos. Al expresar
esta equivalencia, se concluye que el area conservada es 8.12 mas diverso que el area
intermedia, lo cual puede estar relacionado con los relaves mineros y la dominancia de
especies como Baccharis latifolia (79 individuos), Paspalum sp. (27 individuos), Panicum
glutinosum (14 individuos) y Paspalum Sacharoides (9 individuos) por parte del area
intermedia (Tabla 1). Sin embargo al encontrarse en un proceso sucesional, la
vegetacion permitird contrarrestar el proceso erosivo, hasta dar lugar a una sucesion
secundaria la cual es un proceso ecologico por el cual se recupera la cobertura boscosa
en lugares que anteriormente estuvieron sometidos a algun tipo de perturbacién natural

o antrépica (Barrera, Contreras, Garzén, & Moreno, 2010).
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4.2.3. Especies potenciales para iniciar un plan de recuperacion en la zona: se
recomiendan para iniciar un plan de recuperacion en la zona, debido a su presencia y
potencial, las siguientes especies vegetales: la primera opcion es Baccharis latifolia,
considerada pioneray capaz de favorecer la aparicion de propagulos de especies nativas
(Rodriguez, 2010; Sarmiento, 2008). Ademas la capacidad de crecer en suelos con
metales pesados junto con su potencial en la fitoextraccion de Plomo (Pb) y Zinc (Zn)
(Desde 2120 hasta 3060 mg kg Pb y desde 1090 hasta 1490 mg kg Zn) la convierten
en una de las especies mas importantes para el desarrollo de planes de manejo en zonas
degradadas a causa de la actividad minera (Bech et al., 2012); y el género Agrostis, que
se ha encontrado potencial en algunas de sus especies durante procesos de
recuperacion en suelos contaminados por metales pesados, gracias a su tolerancia y
composta (Ernst, 2006; Meier, Borie, Bolan, & Cornejo, 2012). Reportdndose resistencia
a altas concentraciones de Pb y por presentar especies dominantes en lugares con altos

contenidos de Pb-Zn como Agrostis durieui (Fernandez et al., 2016).

Como segunda opcién, se recomienda las especies arbustivas Vismia baccifera y
Miconia sp., porque facilitan la regeneracion vegetal a partir del mejoramiento de las
condiciones edéficas y junto con Clusia sp.y Clidemia sp. han sido utilizadas como parte
de la vegetacion pionera o nativa en areas afectadas para que sirvan como propagulos

y un micro habitat adecuado para la regeneracion de especies lefiosas (SINCHI, 2014).
Por ultimo se recomienda realizar un seguimiento a Quercus humboldtii, especie
catalogada como vulnerable, para que esta no se vea afectada en un futuro por la
actividad minera, ademas, podria estar involucrada dentro del proceso de recuperacion

de la zona, en una segunda etapa de reforestacion, lo cual beneficiaria a la especie.

4.3. IDENTIFICACION DE HFMA
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4.3.1. Riqueza y abundancia de esporas de HFMA: El conteo de HFMA, a partir de las
muestras directas del suelo (S), mostré que las esporas presentes en el area SI-N son
23 veces mas abundantes (508/22) que en el &rea SI-M; y 2,2 veces (689/308) més
cuando el conteo se realizd a partir de cultivos trampa (CT). EI CT incrementé la riqueza
de los HFMA tanto para el area SI-M (308 esporas y 8 especies) como para el area SI-N

(680 esporas Y 12 especies) (Tabla 4).

En total, desde S y CT, se registraron 13 morfotipos diferentes (Figura 5 y Tabla 4), 10
en SI-My 12 en SI-N, correspondientes a un total de 4 familias, 13 géneros, y 10 especies
(Tabla 5). La familia Glomeraceae, presento el mayor numero de morfotipos, con las
especies Glomus macrocarpum (Anexo 2), Glomus microcarpum (Anexo 3)y Glomus
badium (Anexo 4).Resultados que confirman la amplia tolerancia de esta familia a
perturbaciones en el suelo a causa de la actividad antrépica (Rios et al., 2013).

A partir de los numeros de Hills, se observé que el area SI-M aumento en CT con
respecto a S tanto en la diversidad en orden Q0 como en Q2, sin embargo se encontraron
mas especies con abundancia similar (S Q1: 4,17; CT Q1: 2,43 ) en el S en comparacion
con los CT. En cuanto al &rea SI-N, se encontré que la diversidad en orden Q0 como Q1,
aumento en los CT respecto a los encontrado directamente en el S. Sin embargo las
especies dominantes son las mismas para Sy CT, y se mantuvo el valor de la diversidad

en orden Q2.

La diversidad en orden QO, mostrd que el area SI-N es la mas rica en especies de HFMA,
con 8 especies (Tabla 5). Sin embargo el andlisis de diversidad en orden Q1 muestra
gue el area SI-M es mas diversa que el area SI-N, al presentar 4 especies efectivas con
una abundancia similar, respecto a las 3 especies del area SI-N. Finalmente en la
diversidad en orden Q2, se hallaron 2 especies con una alta dominancia en el area SI.N,
correspondientes a G. macrocarpum y G. microcarpum, esta ultima fue la mas dominante
en SI-M.
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Figura 5. Espora de HFMA de las areas SI-M y SI-N en CT de Brachiaria decumbens. a.
Glomus macrocarpum 40x; b. Glomus microcarpum 40x; c. Glomus tenebrosum 40x; d.
Glomus badium 100x; e. Glomus etunicatum 40x; f. Entrophospora infrequens 40x; g.
Morfotipo sin identificar (2) 100x; h. Acaulospora cavernata40x; i. Morfotipo sin identificar
(1) 100x; j. Archaeospora myriocarpa 100x; k. Diversispora eburnea 100x; |. Diversispora

spurca 100x; m. Diversispora sp 40x.

Fuente: Autor
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Tabla 4. Diversidad y abundancia de HFMA asociados a las areas de estudio SI-M: area
de depositos mineros y SI-N: area sin intervencion adyacente a los depdsitos mineros,

tanto en el suelo (S) como en los cultivos trampa (CT).

SUELO CULTIVOS TRAMPA
SI-M SI-N SI-M SI-N
Glomeromycetes
Morfotipo sin identificar (1) 3 63 9 16
Morfotipo sin identificar (2) 25 17 54
Archaeosporales
* Archaeosporaceae
Archaeospora myriocarpa 3 3
Diversisporales
* Acaulosporaceae
Acaulospora cavernata
Entrophospora infrequens 8
* Diversisporaceae
Diversispora eburnea 2 6 2 14
Diversispora spurca 1
Diversispora sp. 1 4
Glomerales
* Glomeraceae
Glomus badium 1
Glomus macrocarpum 4 69 235 238
Glomus microcarpum 11 338 33 322
Glomus etunicatum 3 19
Glomus tenebrosum 1 2 8
Total: 19 417 282 688

*Familias a las que pertenecen las diferentes especies y géneros. Fuente: Autor.

Fuente: Autor
En los suelos asociados a cultivos trampa, la diversidad en orden QO permaneci6

superior en el area SI-N con 12 especies. En la diversidad en orden Q1 y Q2 se encontrd

un resultado contrario al hallado en las muestras de suelo directo, dado que se observo
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mayor diversidad en el area SI-N con respecto al area SI-M, el area SI-N presento 4
especies efectivas, las cuales en teoria tendrian abundancia similar, es decir dos veces

lo encontrado en el area SI-M (Tabla 5).

Tabla 5. Diversidad de los HFMA de suelo (S) y cultivos trampa (CT), aislados de las
areas SI-M y SI-N. Riqueza de especies (diversidad de orden QO); diversidad (diversidad

de orden Q1) y dominancia (diversidad de orden Q2).

Areas de estudio

S CT

Variables SI-M SI-N SI-M SI-N

Especies 6 8 8 12
Individuos 22 508 307 689
Simpson_1-D 0,686 0,5208 0,3978 0,6541
Shannon_H (H’) 1,427 1,075 0,8873 1,376
Diversidad en orden Q1 4,17 2,93 2,43 3,96
Diversidad en orden Q2 1,46 1,92 2,51 1,53

Fuente: Autor

En las muestras de cultivos trampa (CT), frente a la diversidad en orden Q2, el area Sl-
M, presentd una mayor dominancia (CT Q2: 2,46), con alrededor de 3 especies efectivas,
las cuales se relacionan con G. macrocarpum, G. microcarpum y Morfotipo sin identificar
(2) (Anexo 9). En el area SI-N, G. macrocarpum y G. microcarpum presentaron una alta
dominancia; sin embargo, fue G. macrocarpum la mas favorecida por las condiciones del
invernadero, al aumentar la esporulacién de 69 esporas en S a 238 en CT (Tabla 5.). A
pesar de que G. microcarpum fue una de las especies con mayor dominancia en CT del
area SI-N, esta no se vio favorecida por las condiciones de invernadero, donde su
abundancia fue similar e incluso menor que lo encontrado directamente en el suelo
(Tabla 5.).
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Especles

4.3.2. Frecuencia de ocurrencia de los HFMA: La especie con mayor frecuencia de
ocurrencia en las muestras de suelo de ambas areas fue G. microcarpum (SI-M: 52,4%;
SI-N: 65,9%) (Figura 6). En los cultivos trampa esta misma especie fue la mas frecuente
para SI-N (47,4%) pero fue G. macrocarpum la de mayor frecuencia de ocurrencia en el

area SI-M (76,5%). y G. microcarpum en el &rea SI-N con un porcentaje de 47,4%.

Figura 6. Frecuencia de ocurrencia de HFMA en las area SI-M y SI-N, a partir del suelo
(barras azules) y cultivos trampa (barras rojas).

SI-M SI-N
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El género Glomus, fue el mas representativo en el presente estudio, con lo cual se
establece su importancia en las zonas andinas con efecto de la mineria de oro, con ello
se confirma su amplia distribucion y su tolerancia a condiciones adversas, como son la
contaminacién con arsénico, donde Glomus clarum fue aislado (Schneider et al., 2013),
sequia (Ledn, 2015), niveles de pH acidos (Serralde & Ramirez, 2004), baja cantidad de
materia organica, entre otras, lo cual ratifica su tolerancia a este tipo de ambientes
(Schneider et al., 2013; Wei et al., 2015, Cavalcanti et al., 2014).

En especial, se reporta la especie G. macrocarpum, como resistente a las alteraciones
por agricultura intensiva (Ramos et al., 2014), y por mineria de piedra caliza y
acumulacion de cenizas volantes a causa de la fabricacion de cementos (Rios et al.,

2013; Selvam & Mahadevan, 2002), se evidencia que las especies de la familia
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Glomeraceae en su gran mayoria son generalistas; esto puede estar relacionado con su
gran capacidad de esporulacion y su facil adaptacion a suelos degradados (Ramos et
al., 2014) (Cavalcanti et al., 2014), ademas de encontrarse en varias regiones de
Colombia, incluido el departamento del Tolima (Monroy et al., 2013; Pefia, Cardona,

Mazorra, Arguellez, & Arcos, 2006; Aranguen, 2015).

Es de resaltar la presencia de la especie Glomus tenebrosum (Anexo 6), por su presencia
en los CT de las dos é&reas, y solo fue encontrada una espora directamente en el suelo,
a causa de posible sensibilidad a las condiciones adversas de los relaves mineros. G.
tenebrosum, ha sido reportada en cultivos trampa de areas degradadas por acumulacion
de cenizas volantes a causa de la fabricacion de cementos (Selvam & Mahadevan,
2002). En Colombia, Salamanca & Silva, (1998) la encontraron directamente en el suelo
del municipio de San José de Guaviare, en cuanto al departamento del Tolima, este seria

el primer reporte.

La especie Entrophospora infrequens (Anexo 7), fue encontrada solo en los CT de las
dos éareas evaluadas; E. infrequens al igual que G. macrocarpum y G. microcarpum ha
sido observada directamente en el suelo de areas degradadas a causa de la mineria por
extraccion de caliza (Rios et al., 2013). En Colombia se ha encontrado en los llanos
orientales, tanto en cultivos de citricos como en cultivos de dos variedades de maiz

(Monroy, Salamanca, Cano, Moreno, & Orduz, 2013; Sarralde & Ramirez, 2004).

Otra de las especies que se logré observar solo en cultivos trampa fue Acaulospora
cavernata (Anexo 10), con 5 esporas. Esta especie se encuentra registrada a nivel
mundial en cultivos agricolas y cultivos forestales de la especie Thuja occidentalis
(Béarcenas, Varela, Stirme, & Chavez, 2011; Ramos et al., 2014; Souza, 2015). Sin
embargo no ha sido asociada a areas degradadas por la accion minera, por lo cual seria
el primer reporte para este tipo de areas, al igual que las especies Glomus badium, y

Diversispora eburnea.
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Los 10 morfotipos identificados en el presente estudio, han sido reportados en los suelos
de Colombia; sin embargo para el departamento del Tolima las especies G. tenebrosum;
G. badium; G. etunicatum; E. infrequens; A. cavernata; A. myriocarpa; D. eburnea y D.

spurca probablemente representan nuevo reporte para dicho departamento.

4.3.3. Influencia de los factores fisicoquimicos sobre los HFMA: El coeficiente de
correlacién de Pearson, indicé que el numero de esporas encontradas tanto en el area
SI-M como SI-N, presenta diferencia significativa y correlacion positiva con el Boro (B) y

negativa con la Densidad aparente (D. apa), Sodio (Na) y el pH.

Pérez & Vertel (2010), reportan que los bajos contenidos de Na permite una mayor
presencia de micorrizas, en cuanto al pH, es un parametro fundamental que influencia
la aparicién de los HFMA, dado que la mayoria de ellos se aisla en un rango entre 4.0 y
5.0, debido a que dentro de estos valores, se da de forma natural el desarrollo de la
simbiosis, el establecimiento en el suelo y la esporulacion (Pefia, Cardona, Mazorra,
Arguellez & Arcos, 2006). Lo anterior, corrobora el alto nUmero de esporas presentes en

el &rea SI-N, donde se presenta dicho rango de pH.

Estudios realizados en suelos acidos de Colombia, muestran que el pH puede ser un
indicador de la distribucién de los HFMA, ya que se ha encontrado una correlacion
negativa con los géneros Acaulospora, Entrophospora y Gigaspora y una correlacion
positiva con el numero de espora del género Glomus, el cual se mantiene en rangos de

pH acidos (Serralde & Margarita Ramirez, 2004).

Sin embargo, el pH no es la Unica medida que influye o asegura la presencia de HFMA,
esto se puede ver reflejado en el P4 del area SI-M, donde se encontré el mayor nimero
de esporas (20) y presenta un pH neutro, lo cual ratifica la capacidad de adaptacién de
los HFMA a diferentes escalas de pH (Pérez & Vertel, 2010).

El porcentaje de MO presentd una relacion inversamente proporcional con la D. apa y

directamente proporcional con los HFMA (Perez & Vertel , 2010). En el analisis de
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componentes principales (Figura 7), se puede visualizar las variables que influencia cada
uno de los puntos de muestreo. El area SI-N muestra una fuerte relacion entre los HFMA
y la MO, lo cual es comun, debido a que el contenido de materia organica puede ser
altamente determinante para el establecimiento de poblaciones de HFMA y se ha
reportado una correlacion positiva entre la MO y la abundancia relativa de los géneros
Acaulospora, Entrophospora y Scutellospora (Serralde & Margarita Ramirez, 2004). Lo
anterior, concuerda con lo encontrado en el area SI-N; puesto que esta presentd altos

contenidos de MO y una alta abundancia de esporas, en especial el género Glomus.

Figura 7. Analisis de componentes principales de la variable biolégica (HFMA) vy las
variables fisico-quimicas.
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En el analisis de componentes principales entre los HFMA y los metales pesados (Figura
8), se encontro que los HFMA estan relacionados con el area SI-N y los metales pesados
al area SI-M. La pérdida de HFMA en el area SI-M con respecto al area SI-N se puede
dar por la disminucién abrupta de las especies vegetales (Tabla 1, Tabla 4), debido a su

asociacion simbidtica obligada, y a las condiciones adversas del suelo, como son las
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altas concentraciones de Arsénico, Niquel, Zinc, Cadmio, Vanadio y Cromo; que no
permiten el mantenimiento y viabilidad de las esporas (Schneider et al., 2013). Lo que
trae como consecuencia, la reduccién en abundancia y diversidad de los Hongos, en
especial a causa del Cromo (Cr) y el Vanadio (V) los cuales se correlaciona de manera

negativa con el nimero de esporas, con un valor de -0,65 y -0,86 respectivamente.

Figura 8. Analisis de componentes principales para los resultados de metales pesados

asociados a las areas de estudio y la abundancia de HFMA.
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El Vanadio (V) reduce la colonizacién micorrizica en plantas de Leguminosas, hasta en
un 73% en promedio, sin embargo, a pesar de su toxicidad, las comunidades micorrizicas
son capaces de establecerse en suelo contaminados por el metal, los cuales no afectan
el establecimiento de la simbiosis (Vidal, 2012). Para el caso del Cromo se reporta que
este metal afecta los indices de riqueza de las comunidades de Micorrizas, reportandose

una influencia negativa por parte del metal en muestras de arboles en suelos
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contaminados por Cromo, donde solo se relacionan con especies de Gigaspora (Khan,
2001).

4.3.4. Especies de HFMA potenciales para iniciar un plan de recuperacion en la zona:
Las capacidades o funciones de los HFMA, varian segun el suelo donde encuentran,
donde su actividad puede ir desde transporte de agua y nutrientes como es el caso del
genero Glomus, abundante en cultivos de aguacate (Persea americana Mill) con
deficiencia de materia organica y pH acido, hasta fitoestabilizacion de metales pesados
como el Plomo, en asociaciones con Tagetes erecta, sin embargo existen autores que
indican que los HFMA promueven mas la fitoextraccion de metales pesados en partes
aéreas de la planta que la fitoestabilizacién (Alvarado, Dasgupta, Ambriz, Sanchez, &
Villegas, 2011; Aranguen, 2015).

Dentro de sus actividades también se encuentra la promocion de crecimiento vegetal,
donde el género Glomus ha sido evaluado como inoculante en plantas como Medicago
sativa (alfalfa) en suelos contaminados con cadmio (Cd), donde se encontr6 que Glomus
tortuosum, mejoré el rendimiento de la alfalfa junto con fertilizacion con Nitrogeno (N) y
es recomendadada como una practica ecologica que debe ser utilizada en suelos
contaminados con Cd como lo observado en el areas SI-M (Liu, Sun, Li, & Xiao, 2017).
Ademas Schneider y colaboradores (2013), resaltan como la mezcla de diferentes
especies de HFMA permitieron un mejor crecimientos de Leucaena leucocephala (Lam.)
en suelos con altos contenidos de Arsénico (Schneider et al., 2013), donde se utilizaron

especies de los géneros Acaulospora y Glomus.

En el presente estudio se dividieron las especies de HFMA en dos grupos, las primeras
G. microcarpum, G. macrocarpum y Morfotipo sin identificar (1) como generalistas, al
encontrarse entre 50 y 100 esporas en promedio por area de estudio, tanto en cultivos
trampa como el suelo y las especies Archaeospora myriocarpa (Anexo 11),
Entrophospora infrecuens, Acaulospora cavernata, Glomus tenebrosum, Glomus badium
y Diversispora sp. como especialistas, por encontrar entre 1 y 5 esporas en promedio por

area de estudio.
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Segun la variacion en las funciones de los HFMA de acuerdo al suelo, y la riqueza de
especies encontradas, recomendamos evaluar diferentes combinaciones entre las
especies generalistas G. microcarpum, G. macrocarpum y Morfotipo sin identificar (1) y
especialistas como Entrophospora infrecuens, Acaulospora cavernata y Glomus
tenebrosum, las cuales se han reportado en otras &reas degradadas por la agricultura,
cultivos forestales y/o explotaciones mineras, y podrian llegar a ser mas eficientes que

los HFM méas abundantes.
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5. CONCLUSIONES

Se encontré que efectivamente el area SI-M esta contaminada con metales pesados
como As, Cd, Co, Pb, Zn, Cu y Vn; y los parametros fisicoquimicos que estan mas

alterados con respecto al area SI-N son pH, Na, Ca, Mg, Al+H, Zn, Fe y Mn.

La composicion floristica de las zonas analizadas fue homogénea, en el area SI-N se
present6 la mayor diversidad de especies, y en el area SI-SV se evidencio la reduccién

de la cobertura vegetal a causa de los relaves mineros.

Las condiciones de D. apa, el pH alcalino y la disminucién de MO, junto con la
concentracion de los metales pesados Cr y Vn afectaron considerablemente la

abundancia de los HFMA en el area SI-M.
Se destaca la especie vegetales Baccharis latifolia, y los generos Agrostis y Miconia,
junto con los HFMA Glomus microcarpum, Glomus macrocarpum y Morfotipo sin

identificar (1) por presentar un potencial en procesos de fitorremediacion.

Por ultimo se resalta la presencia de Quercus humboldtii, como Unica especie maderable

y vulnerable del estudio.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere utilizar la especie Baccharis latifolia y los géneros Agrostis y Miconia sp
principalmente, en planes de restauracion, por su capacidad de crecer en suelos con

metales pesados y por su potencial en la fitoextraccién de Plomo (Pb) y Zinc (Zn).

Evaluar de manera in vitro la influencia real que existe entre el Cr y el V, en el
establecimiento de la simbiosis de los HFMA asociados al area SI-M, con el fin de
entender si existe una fitoestabilizaciéon o fitoextraccidon entre los hongos de la zona y las

especie herbaceas Baccharis latifolia y Agrostis sp.

Se recomienda valorar las inoculaciones con especies generalistas de HFMA (G.
microcarpum, G. macrocarpum Yy Morfotipo sin identificar (1)), en estrategias de
recuperacion ambiental del area, dado que fueron las especies mas abundantes del area,

lo cual indica una alta tolerancia.

Realizar un seguimiento a Quercus humboldtii, especie catalogada como vulnerable,
para que esta no se vea afectada en un futuro por la actividad minera, ademas, podria
estar involucrada dentro del proceso de recuperacion de la zona, en una segunda etapa

de reforestacion, lo cual beneficiaria a la especie.
Continuar con la identificacion completa de la especie Agrostis sp. y los morfotipos sin

identificar 1 de HFMA, por su posible potencial en proceso de fitorremediacién debido a

su abundancia.
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ANEXOS



Anexo A. Resultados fisicoquimicos por punto de muestreo.

SI-M SI-N
AREA S-M  SI-MP2 SI-MP3 SIkM SN SN SN SI-NP4
P1 P4 P1 P2 P3

Textura % 62,50 77,50 54,50 7250 73,50 79,50 78,50 80,50
A

Textura % 34,00 19,00 38,00 20,00 19,00 17,00 18,00 16,00
L

Textura % 3,50 3,50 7,50 7,50 7,50 3,50 3,50 3,50
Ar
D.apag/cc 1,24 1,08 1,07 1,24 0,93 0,88 0,89 0,89

C.Elect. 3,00 581,9 505,6 6094 184,7 216,6 1729 150,5
mS

Ph 5,99 7,56 7,37 7,06 5,02 4,95 5,09 5,24
MO % 4,79 0,56 0,56 1,59 3,76 4,23 3,52 2,96
Smg/Kg?t 111 14,4 23,3 26,7 12,3 16,7 17,7 13,1
P mg/Kg? 0,98 2,98 4,00 6,06 1,98 0,98 1,98 12,5
Na 0,38 0,46 0,40 0,38 0,16 0,10 0,18 0,25
cmolc/Kg?
K 0,30 0,19 0,20 0,30 0,20 0,20 0,18 0,16
cmolc/Kg?
Ca 3,66 4,22 3,93 3,66 2,87 2,62 3,01 3,36
cmolc/Kg?
Mg 0,92 1,05 0,99 0,92 0,76 0,71 0,79 0,87
cmolc/Kg?
Al+H 0,00 0,00 0,00 0,00 0,72 0,83 0,60 0,37
cmolcd/Kg?
CIC 3,15 3,15 3,15 3,15 3,15 3,15 3,15 3,15

Cu mg/Kg- 0,65 0,62 0,54 0,50 0,28 0,12 0,20 0,30
1
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SI-M SI-N
Zn mg/Kg- 1,33 1,45 1,12 1,10 0,66 0,46 0,75 0,85
1
Fe mg/Kg- 78,85 112,60 110,60 95,26 65,25 40,22 61,23 86,62
1
Mn mg/Kg- 48,66 85,65 80,44 42,32 27,56 10,26 27,45 33,68
1
B mg/Kg?! 0,30 0,35 0,33 0,46 0,54 0,28 0,38 0,69
PUNTO SI-M SI-N
SI-M SI-M P2 SI-MP3 SI-MP4 SI-N SI-N SI-N SI-N
P1 P1 P2 P3 P4
Arsénico 122 13 14 51 4 7 7 7
ppm
Cadmio 506 22 18 54 7 7 7 7
ppm
Cromo 60 60 79 5 1 1 18 12
ppm
Cobalto 155 11 9 11 1 1 3 1
ppm
Plomo ppm 1687 45 80 340 14 10 7 7
Zinc ppm 6120 450 436 755 101 92 71 92
Cobre ppm 143 22 24 57 2 7 7 7
Vanadio 74 82 115 96 38 32 30 6
ppm
Niquel ppm 47 11 8 47 9 8 13 10
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Anexo B. Descripcion de Glomus macrocarpum Tul. & C. Tul. (Tulasne & Tulasne, 1844)

Esporas globosas a subglobosa, con un diametro entre 120-180 um y de color marrén
naranja la mayoria (0-40 -80-0) (Figura 1. a). Presenta una pared finamente laminada de
9-12 um de ancho que no reacciona en Melzer (Figura 1. b). El subtendido de la hifa es

continuo con la pared de la espora y no presenta septo (Figura 1. cy d).

-

Figura 1. Glomus macrocarpum en cultivos trampa de Brachiaria decumbens. a) diametro
de G. macrocarpum, 40x PVLG; b) tamafio de la pared y laminas de G. macrocarpum,
100x PVLG c) G. macrocarpum, 40x en reactivo de melzer d) y e) conexion hifal de G.

macrocarpum, 40x PVLG. f) Espora de G. macrocarpum abierta en el objetivo de 40x.
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Anexo C. Descripcion de Glomus microcarpum Tul. & C. Tul. (Tulasne & Tulasne, 1845).

Esporas globosas, normalmente agrupadas en esporocarpos, de amarillo naranja palido
0-5-20-0 a amarillo marrén (0-10-80-0), con una pared laminada de 4-9 um de ancho
(Figura 2. a, c y d). El diametro de la espora va de 40-70 um y su conexion hifal es del

mismo color de la espora, larga y un poco estrecha en la base sin cerrarse en un septo

(Figura 2. b y c). No hay reaccién en melzer.

Figura 1. Glomus microcarpum obtenida en cultivos trampa de Brachiaria decumbens. a
y b) G. microcarpum 100x PVLG; VLG; cy d) G. microcarpum 40x PVLG.
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Anexo D. Descripcion de Glomus badium Oehl, D. Redecker & Sieverd. (Oehl, Redecker,
& Sieverding, 2005).

Produce densos esporocarpos de color amarillo-naranja (0-10-40-0) y con un diametro
de la espora entre 23-28 um, con una sola pared de 1,8-2,3 um (Figura 3. ¢). Su conexion
hifal es del mismo color de la espora, y posee un tamafio en la base de la espora entre

2,5-3,43um el cual se hace mas mas angosto a medida que avanza el largo de la hifa
(Figura 3. b, cy d).

Figura 1. Glumus badium obtenida directamente del suelo. a) Esporocarpo de G. badium
en 40 x, PVLG; b) esporocarpo de G. badiumen 100 x, PVLG; c y d) medidas del diametro
y base de la espora de G. badium100x, PVLG.
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Anexo E. Descripcion de Glomus etinucatum W.N. Becker & Gerd. (Becker &
Gerdemann, 1977)

Esporas globosas y alargadas, de color marrén (40-50-70-10), entre 103-107um de largo
y entre 72-80 um de ancho, con una solo pared laminar la cual mide entre 7 y 7,5um
(Figura 4. a, c y d). Presenta manchas en la pared cuando se encuentra en el reactivo

del Melzer.

Figura 1. Esporas de Glomus etunicatum en cultivos trampa de Brachiaria decumbens.
a) Medidas de la pared de Glomus etunicatum, 100x, PVLG; b) espora de Glomus
etunicatum100x, PVLG; c) largo y ancho de dos esporas de Glomus etunicatum40x,
PVLG; d) medida de la pared de Glomus etunicatum, 100x, PVLG
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Anexo F. Descripcion de Glomus tenebrosum (Thaxt.) S.M. Berch. (Berch & Fortin,
1983).

Esporas globosas de color naranja oscuro (0-60-100-0), con un didmetro entre 200-

250um (Figura 5, a). Posee una pared gruesa y muy laminar entre 20-24um de ancho

(Figura 5, b y d). No presentan reaccion en melzer.

Figura 1. Glomus tenebrosum en cultivos trampa de Brachiaria decumbens. a) Espora
de G. tenebrosum 40 x, PVLG: 1) ancho de la pared, 2) diametro de la espora; b y d)
pared laminada de G. tenebrosum 100x PVLG; c) conexién hifal de G. tenebrosum 100x
PVLG.
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Anexo G. Descripcion de Entrophospora infrequens (I.R. Hall) R.N. Ames & R.W.
Schneid. (Ames & Schneider, 1979)

Esporas globosas de 170-280 um, de color naranja claro (0-30-80-0) a naranja marrén
oscuro (0-60-100-0) (Figura 6. d), formada por dos paredes: la primera o externa,
totalmente ornamentada con un patrén rugoso y uniforme sobre la superficie de la espora
(Figura 6. a 'y c). La segunda pared es laminar y presenta una coloracién marrén en el
reactivo de Melzer (Figura 6. b y c).

Figura 1. Entrophospora infrequens en cultivos trampa de Brachiaria decumbens. a)
Primera pared ornamentada con un patron rugoso y uniforme sobre la superficie de la
espora de E. infrequens a 100x en PVLG; b) reaccion en Melzer de la pared interna de
E. infrequens 40x PVLG + Melzer; c¢) E. infrequens 100x PVLG + Melzer; d) E. infrequens
40x PVLG: 1) diametro de la espora, 2) ancho de la primera pared.
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Anexo H. Descripcion de Morfotipo sin identificar (1).

Esporas globosas, entre 70-75um de didmetro. Se encuentran generalmente solas de
color marrén rojizo (0-50-60-0). Presentan una pronunciada ornamentacién en su primera
pared, la cual se prolonga de adentro hacia afuera y no permite diferenciar bien las

paredes de la espora. No presenta coloracion en melzer.

Figura 1. Esporas de Morfotipo sin identificar (1) en cultivos trampa de Brachiaria
decumbens. a) Tres esporas de morfotipo sin identificar (1), 10x en PVLG; b) espora de
morfotipo sin identificar (1), 40x, PVLG; c) didmetro de morfotipo sin identificar (1); d)
espora abierta de morfotipo sin identificar (1), en donde se observan levemente sus

paredes.
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Anexo |. Descripcion de Morfotipo sin identificar (2)

Esporas globosas, entre 70-75um de diametro. Se encuentran generalmente solas de
color naranja marron (0-20-60-0) a naranja marrén oscuro (0-10-60-0). Se caracterizan
por presentar 3 paredes (L1: 3.03 pm; L2: 5,17um) y por tener una pronunciada

ornamentacion en su primera pared, la cual se prolonga de adentro hacia afuera. No

presenta coloracién en melzer.

Figura 1. Esporas de Morfotipo sin identificar (2) en cultivos trampa de Brachiaria
decumbens a 100x en PVLG. a) Espora abierta de morfotipo sin identificar (2), donde se
pueden visualizar sus paredes; b) morfotipo sin identificar (2), con un didmetro de 65um;

c y d) medida de la espora abierta y las paredes de morfotipo sin identificar (2).
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Anexo J. Descripcion de Acaulospora cavernata Btaszk. (Blaszkowski, 1989)

Esporas de color amarillo palido (0-5-20-0) a naranja palido (0-20-80-0), globosas, con
un diametro de 140-170 um y con ornamentaciones en la superficie (Figura 9, a, b y c).
Presenta tres paredes, la primera totalmente ornamentada en forma de depresiones, de
un ancho de 6 um, la segunda pared se desprende facilmente de la primera y es laminar

al igual que la tercera pared (Figura 9. c).

Figura 1.Acaulospora cavernata en cultivos trampa de Brachiaria decumbens. a)
Acaulospora cavernata 100x, PVLG; b) Acaulospora cavernata 40x, pvlg 1) diametro de
la espora; c) paredes de Acaulospora cavernata 100x, PVLG 1) ancho de la pared

externa 2) ancho de la segunda pared 3) ancho de la tercera pared
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Anexo K. Descripcion de Archaeospora myriocarpa (Spain, Sieverd. & N.C. Schenck)
Oehl, G.A. Silva, B.T. Goto & Sieverd. (Oehl, Silva, Goto, & Sieverding, 2011)

Esporas globosas con un diametro entre 72-78um (Figura 10. b); color entre hialino (O-
0-5-0) y amarillo palido (0-5-20-0). Posee dos paredes que se diferencian facilmente en
el reactivo de melzer (Figura 10. c y d). En el reactivo de melzer, la pared interna tifie de

color amarillo, lo cual es determinante en esta especie (Figura 10. d).

Figura 1. Esporas de Archaeospora myriocarpa en cultivos trampa de Brachiaria
decumbens. a) Archaeospora myriocarpa 100x, PVLG b) Archaeospora myriocarpa
100x, pvlg 1) didmetro de la espora 2) ancho de la pared externa c) desprendimiento de
la segunda pared de Archaeospora myriocarpa 100x, PVLG d) Archaeospora myriocarpa

100x, Melzer. Reaccién de la segunda pared al Melzer
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Anexo L. Descripcion de Diversispora eburnea (L.J. Kenn., J.C. Stutz& J.B. Morton) C.
Walker & A. SchiBler. (SchuRRler& Walker, 2010).

Espora globosa o irregular, con un diametro de 80 a 83 um, su color es hialino (0-0-5-0)
(Figura 11. a y c). Presenta dos paredes, L1 con ancho de 4,8 um y con presencia de
mucilago (Figura 11. ay d) y L2 de 4,6 um ambas de color hialino en PVLG (Figura 11.

a). No presenta reaccion en Melzer.

Figura 1. Esporas de Diversispora eburnea en cultivos trampa de Brachiaria decumbens.
a) Diversispora eburnea 100x, PVLG: 1) diametro de la espora, 2) tamafio de la primera
pared (L1), 3) tamafio de la segunda pared (L2);b) Diversispora eblrnea 100x, PVLG; c)
Diversispora eburnea 40x, PVLG 1) didmetro espora 1, 2) diametro espora 2; d) Mucilago

de la L1 de Diversispora eburnea 40x, PVLG.
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Anexo M. Descripcidn de Diversispora spurca (C.M. Pfeiff., C. Walker & Bloss) C. Walker
& A. Schil3ler. (Walker & Schussler, 2004).

Esporas globosas entre 60-68um de didmetro, color entre hialino (0-0-5-0) y amarillo
palido (0-5-20-0) (Figura 12. b). Presentan dos paredes de las cuales, la L2 se desprende
facilmente de la L1 cuando la espora se rompe (Figura 12. a'y b). No presenta reaccion

en Melzer ninguna de las paredes (Figura 12. c y d).

Figura 1. Esporas de Diversispora eburnea en cultivos trampa de Brachiaria decumbens.
a) Espora de D. eburnea, 100x PVLG; b) didmetro de la espora de D. eblrnea, 40x PVLG,;
c) conexion hifal de D. eburnea, 100x, PVLG + Melzer; d) espora abierta de D. ebarnea,
100x, PVLG + Melzer.
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Anexo N. Descripcion de Diversispora sp. C. Walker & A. SchuB3ler. (Walker & Schissler,
2004).

Esporas globosas, entre 95-100um de diametro, de color amarillo palido (0-5-20-0) a
amarillo marréon palido (0-5-20-0) (Figura 13. b). Presenta dos paredes laminares, en
donde la L2 se desprende de la L1 al romperse la espora (Figura 13. b y c). No presenta

coloracion o reaccién en Melzer.

Figura 1. Esporas de Diversispora sp. en cultivos trampa de Brachiaria decumbens. a)
Espora de Diversispora sp. 40x, PVLG; b) medicion del diametro de la esporay la primera
pared de Diversisporasp, 100x, PVLG; cy d) espora abierta de Diversispora sp, en donde
se pueden visualizar bien las paredes y su medicion.
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Anexo O. Protocolo de extraccion de HFMA segun Gerdemann & Nicols (1963)
Modificado.

Materiales.
- Frasco compotero; tubos falcon; gradilla de falcon; tamices (425um, y 45um);
jeringa de 10ml; gramera y centrifuga
Reactivos
- Agua destilada y sacarosa 72%.
Procedimiento
Extraccion de esporas de HFM
Tamizaje
- Pesar 10 gramos de la muestra y cubrirlos con agua en un frasco compotero.
- Agitacion durante 10 minutos a 150 revoluciones por minutos (RPM).
- Transferir a los tamices de 425um y 45um, la muestra se recoge con ayuda de un
embudo y agua destilada en un tubo falcon.
Centrifugacion
- Antes de iniciar el proceso de centrifugacion, se deben calibrar cada uno de los
tubos facdn y deben ser aforados entre 35y 40 ml.
- Centrifugar a 4000 RPM por 5 minutos. Al terminar se debe extraer el

sobrenadante con mucho cuidado hasta dejar 20 ml.

- Enlos 20 ml que quedaron agregar 15 ml de Sacarosa al 72% + Tween al 80%
(La solucién es agregada mientras se agita la muestra con ayuda de la aguja).

Finalmente se centrifuga a 3000 RPM por 10 minutos.

Lavado
- Realizar un lavado al ultimo sobrenadante en el tamiz del poro mas pequefio y
con abundante agua.
- Guardar la muestra con agua destilada en un tubo falcén, para ser analizada

posteriormente. Debe ser marcada con el nombre y la fecha de extraccion.
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Anexo P. Protocolo de cultivos trampa de HFMA Sieverding, (1983) con modificaciones.

Materiales

Suelo estéril; arena estéril y macetas

Reactivos

Solucién de fertilizante con bajo contenido de fosforo

Procedimiento

Esterilizar suelo y arena, tres veces por una hora

Tomar 150 g de suelo de la muestra y homogenizar con 1509 de la combinacién
3:1 de suelo y arena estéril y depositar en macetas.

Agregar 20 semillas de Brachiaria decumbens, después de un mes, solo se
seleccionan 3 plantas por maceta.

Regar a capacidad de campo cada dos dias y fertilizar una vez por mes, con una
solucion de extractos humicos con bajo contenido de fosforo.

Al término de tres meses, las plantas se someten a estrés hidrico y corte de las
hojas.

A patrtir de los 15 dias de estrés se colecta el suelo de los cultivos trampa, dando

inicio a la extraccion de esporas y su identificacion taxondémica.
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la misma, declara que la UNIVERSIDAD DEL TOLIMA, se encuentra, en todo caso, libre de todo
tipo de responsabilidad, sea civil, administrativa o penal (incluido el reclamo por plagio).

Por su parte la UNIVERSIDAD DEL TOLIMA se compromete a imponer las medidas necesarias que
garanticen la conservacion y custodia de la obra tanto en espacios fisico como virtual, ajustandose para
dicho fin a las normas fijadas en el Reglamento de Propiedad Intelectual de la Universidad, en la Ley 23 de
1982 y demas normas concordantes.

La publicacién de:

Trabajo de grado x | Articulo Proyecto de Investigacion
Libro Parte de libro Documento de conferencia
Patente Informe técnico

Otro: (fotografia, mapa, radiografia, pelicula, video, entre otros)
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Producto de la actividad académica/cientifica/cultural en la Universidad del Tolima, para que con
fines académicos e investigativos, muestre al mundo la produccion intelectual de la Universidad del
Tolima. Con todo, en mi condicidon de autor me reservo los derechos morales de la obra antes
citada con arreglo al articulo 30 de la Ley 23 de 1982. En concordancia suscribo este documento
en el momento mismo que hago entrega del trabajo final a la Biblioteca Rafael Parga Cortes de la
Universidad del Tolima.

De conformidad con lo establecido en la Ley 23 de 1982 en los articulos 30 “...Derechos Morales.
El autor tendra sobre su obra un derecho perpetuo, inalienable e irrenunciable” y 37 “...Es
licita la reproduccién por cualquier medio, de una obra literaria o cientifica, ordenada u
obtenida por el interesado en un solo ejemplar para su uso privado y sin fines de lucro”. El
articulo 11 de la Decision Andina 351 de 1993, “los derechos morales sobre el trabajo son
propiedad de los autores” y en su articulo 61 de la Constitucién Politica de Colombia.

. Identificacion del documento:

ABUNDANCIA Y DIVERSIDAD DE HONGOS FORMADORES DE MICORRIZAS ARBUSCULARES
(HFMA) ASOCIADAS A LA VEGETACION CIRCUNDANTE EN UN AREA DE MINERIA DEL
MUNICIPIO DE SANTA-ISABEL, TOLIMA

Titulo completo: Trabajo de grado presentado para optar al titulo de:

BIOLOGO

» Proyecto de Investigacion correspondiente al
Programa (No diligenciar si es opcién de grado
“Trabajo de Grado”):

« Informe Técnico correspondiente al
Programa (No diligenciar si es opcién de grado
“Trabajo de Grado”):

¢ Articulo publicado en revista:

« Capitulo publicado en libro:

¢ Conferencia a la que se presento:
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Quienes a continuacion autentican con su firma la autorizaciéon para la digitalizacion e inclusién en el
repositorio digital de la Universidad del Tolima, el:

Dia: 21 Mes: JULIO ARo: 2017

Autores: Firma

Herik Johan Guzman Lasso —

Nombre: . W{__ . C.C. 1.094928.688
Yessica Lorena Perdomo Useche & j ey
Nombre: jgblzu Jorena /{w/un-c \ c.C 1.110.544.981
Nombre- Maryeimy Varén Lopez / %{fﬁﬂ cc  28556.259
Nombre- Hilda Rocio Mosquera Mosquera ‘%3 - | ceo 66.960.557
7

El autor y/o autores certifican que conocen las derivadas juridicas que se generan en aplicacién de
los principios del derecho de autor.
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