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Resumen

Titulo: Pasantia de investigacion en el Laboratorio de Ecologia del Suelo Universidad Nacional
Autonoma de México UNAM — México.”

Autor: Yeison Alexander Diaz Gallo™

Palabras clave: Técnicas de extraccion, Tincion, Hongos Micorrizicos Arbusculares, Micelio,
Hifas, Vesiculas, Colonizacién, Microscopia.

Descripcion:

La internacionalizacion en la Universidad Industrial de Santander es el proceso que fomenta los
lazos de cooperacion e integracion con sus pares en otros lugares del mundo, con el objetivo de
alcanzar mayor presencialidad y visibilidad internacional en un mundo cada vez mas globalizado.
Para el programa de ingenieria forestal es una oportunidad fundamental para expandir su campo
académico-cientifico y diversificar las ramas de investigacion en las ciencias forestales. Por lo
tanto, el presente proyecto busca dilucidar la experiencia de una pasantia de investigacion
internacional que tuvo por objetivo el apoyo y reproduccion de técnicas para la extraccion y
andlisis de estructuras de Hongos Micorrizogenos Arbusculares (HMA), de muestras procedentes
de proyectos de investigacion del Laboratorio de Ecologia del Suelo en la zona de la selva himeda
de Veracruz, México y la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel de la Universidad Nacional
Auténoma de México. Las metodologias realizadas se enfocaron en la toma de muestras del suelo,
seleccion, decoloracion y tincion de raices, colonizacién, reconocimiento de estructuras,
extraccion y cuantificacion de micelio extrarradical. Ademas, se abordaron aspectos tedricos y
précticos sobre los HMA. Finalmente, se manifiesta la adquisicion de conocimiento y experiencia
en el manejo metodoldgico de los HMA, orientado a la comprension de sus estructuras funcionales
y el entendimiento de las formulas matematicas utilizadas para su cuantificacion. De esta manera,
se espera brindar las herramientas basicas para incentivar a los docentes y futuros estudiantes a
interesarse por esta rama del saber, ademas del enriquecimiento académico y cultural que pueden
llegar a ofrecer las pasantias de investigacion.

* Trabajo de Grado
™ Instituto de Proyeccion Regional y Educacion a Distancia. IPRED. Programa de Ingenieria Forestal. Director:
Suescun Carvajal, Diego. MSc en Bosques y Conservacién Ambiental.
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Abstract

Title: Research Internship in Soil Ecology Laboratory of Universidad Nacional Autonoma de
Mexico UNAM - Mexico.”

Author: Yeison Alexander Diaz Gallo™

Key Words: Extraction technigues, Staining, Arbuscular Mycorrhizal Fungi, Mycelium,
Hyphae, Vesicles, Colonization, Microscopy.

Descripcion:

Internationalization at the Universidad Industrial de Santander is the process that promotes co-
operation and integration with its peers in other parts of the world, with the aim of achieving greater
presence and international visibility in an increasingly globalized world. In the forestry
engineering career, it is a fundamental opportunity to expand its academic-scientific field and
diversify the research branches in forestry sciences. Therefore, this documents seeks to elucidate
the experience of an international research internship that aimed to support and reproduce
techniques for the extraction and analysis of structures of Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF),
of samples from research projects of the Soil Ecology Laboratory in the humid jungle area of
Veracruz, Mexico and the Pedregal de San Angel Ecological Reserve of Universidad Autonoma
de Mexico. The methodologies performed were focused on taking soil samples, selection,
discoloration and staining of roots, colonization, recognition of structures, extraction, and
quantification of extraradical mycelium. In addition, theoretical and practical aspects of AMF are
included. Finally, knowledge and experience about methodological management of AMF is
exposed, what aims understanding of its functional structures and mathematical formulas applied
for its quantification. In this way, it is expected to provide the basic tools to encourage teachers
and future students to take an interest in this branch of knowledge, besides the academic and
cultural enrichment that research internships can offer.

* Bachelor Thesis
™ Instituto de Proyeccion Regional y Educacion a Distancia. IPRED. Programa de Ingenieria Forestal. Director:
Suescun Carvajal, Diego. MSc en Bosques y Conservacién Ambiental.
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Introduccion

El suelo como ecosistema, es un habitat que alberga una amplia gama de organismos dentro
de los tres dominios taxondmicos (Bacteria, Archaea y Eukarya) (Woese et al., 1990; Moreira et
al., 2012; Bracamontes et al., 2016), y se estima que puede llegar a abarcar mas del 25% de la
biodiversidad del planeta (Moreira et al., 2012). Sin embargo, poco se sabe sobre la biodiversidad
del suelo y es poco estudiada debido a su dificultad, convirtiéndose en una de las ultimas fronteras
en la investigacion de la biodiversidad (Moreira et al., 2012; Coleman et al., 2017). Entretanto,
Etter et al., (2005) y Coleman et al., (2017) afirman que el cambio climatico y el cambio de uso
del suelo son los mayores agentes de perturbacién en la biologia y ecologia del suelo, desde escalas
locales hasta globales, especialmente en los tropicos y subtropicos.

En el contexto de la riqueza bioldgica de Colombia, la pérdida de biodiversidad para el afio
2017 alcanzé el 18% (Instituto de Investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander Von Humboldt,
2017), y sus nucleos principales de deforestacion con un 70% fueron la praderizacion, la extraccion
de madera, la ganaderia extensiva, la extraccion ilicita de minerales, los cultivos ilicitos y la
infraestructura de transporte (Instituto Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales
[IDEAM], 2017). En consecuencia, el remplazo de los bosques naturales y la destruccion de la
biota del suelo tiene efectos directos en la disponibilidad de materia organica necesaria para la vida
vegetal (Fracetto et al., 2013; Garzon, 2015), y su disminucion trae como consecuencia baja
calidad del suelo, poca circulacion de nutrientes y agua (Koutika et al., 1997; Barlow et al., 2007;
Calvifio-Cancela et al., 2012; Alegre et al., 2015; GOmez et al., 2018). Asimismo, un grupo

determinante para la conservacion del suelo y las comunidades vegetales son los hongos
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micorrizicos arbusculares (HMA), organismos altamente amenazados por su gran sensibilidad a
factores externos y pérdida significativa de las coberturas forestales (Jasso, 2010; Alegre et al.,
2015; Rodriguez, 2018).

Por otra parte, la estructura y el funcionamiento de los bosques naturales tropicales estan
fuertemente influenciados por interacciones microbianas, en especial la de los hongos
micorrizicos, los cuales presentan un papel ecologico y econdmico de gran trascendencia para la
diversidad y las comunidades humanas (You et al., 2014; Urgiles et al., 2016). Lamprecht (1990)
los describe como estabilizadores imprescindibles de los ciclos biogeoquimicos en el suelo, y
asegura que debido a estas asociaciones es el bosque quien conserva al suelo y no el suelo al
bosque. Ademas, se considera que los HMA podrian representar el segundo componente mas
grande en biomasa para muchos ecosistemas terrestres, los estudios demuestran que los HMA
asociados con las plantas reciben entre el 60% y el 90% de carbono del dosel forestal, pudiendo
ser un importante sumidero de carbono para el planeta (Montafio et al., 2007).

Dada su importancia, los profesionales y técnicos que trabajan los sistemas agrarios, la
conservacion del suelo y del ambiente, requieren conocer la existencia de esta simbiosis, las
metodologias basicas para su estudio y manipulacién, asi como también las herramientas que
faciliten su reconocimiento tanto en campo como en laboratorio (Sanchez de Prager et al., 2010).
Por lo cual, el avance en esta rama del saber requiere la constitucion de redes de investigacion que
conecten a las diferentes instituciones nacionales e internacionales, que faciliten e integren el
conocimiento generado con el objetivo de colocarlo al servicio de los usuarios como: cientificos,
técnicos, estudiantes, agricultores y sociedad civil (Sanchez de Prager et al., 2007). Sin embargo,
la implementacion y desarrollo de las técnicas para el estudio de los HMA requieren de una

infraestructura con la que no todos los laboratorios pueden contar, mas aquellos localizados en
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regiones como Santander, Colombia, en donde existen algunas limitaciones que desestimulan una
inversion en costosos equipos (Pefia-Venegas et al., 2006). Sumado a ello, la dificultad se
incrementa debido a la naturaleza bioldgica de su estudio, la cual requiere de cierta experiencia en
campo y en laboratorio (Boddington et al., 1999).

Por lo tanto, el presente proyecto buscé dilucidar la experiencia de una pasantia de
investigacion internacional. Las metodologias realizadas se enfocaron en la toma de muestras del
suelo, seleccion, decoloracion y tincion de raices, colonizacidn, reconocimiento de estructuras,
extraccion y cuantificacion de micelio extrarradical. Ademas, se abordaron aspectos teoricos y
practicos sobre los HMA. De esta manera, se espera brindar las herramientas basicas para
incentivar a los docentes y futuros estudiantes a interesarse por esta rama del saber, ademas del

enriquecimiento académico y cultural que pueden llegar a ofrecer las pasantias de investigacion.
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Objetivos

1.1 Objetivo general

Aplicar técnicas para la extraccion y analisis de estructuras de HMA, de muestras
procedentes de proyectos de investigacion del Laboratorio de Ecologia del Suelo en la zona de la
selva himeda de Veracruz, México y la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel de la

UNAM.

1.2 Objetivos especificos

Aplicar los protocolos utilizados por el Laboratorio de Ecologia del Suelo para el muestreo

de suelo en la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel.

Emplear las técnicas utilizadas por el Laboratorio de Ecologia del Suelo para la extraccion
de micelio extrarradical y la observacion de estructuras funcionales (vesiculas, ovillos, arbusculos

y esporas) de HMA, mediante la seleccion, decoloracion y tincion de raices.

Analizar el procedimiento y las herramientas utilizadas por el Laboratorio de Ecologia del

Suelo para la cuantificacion de micelio extrarradical y colonizacion de HMA.
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Antecedentes

A continuacion, se presenta una sintesis de las metodologias utilizadas para el estudio de

estructuras de HMA en América Latina.

1.3 Metodologias adoptadas para el estudio de HMA en Colombia

Pérez et al., (2016) en su estudio colonizacion de micorrizas arbusculares en tres especies
de pasturas del departamento de Sucre, utilizaron un tubo de plastico de PVC de 3,8 cm de
diametro y 25 cm de longitud para colectar las muestras de suelo y raices; la profundidad definida
fue de 0 a 20 cm. Asimismo, para la determinacién de colonizacion de HMA tomaron raices de 1
cm de longitud, basados en Phillips & Hayman (1970) las sometieron a procesos de aclareo en
KOH al 10% durante 24 horas, blanqueo con agua estéril, acidificacion en HCL al 1% durante 30
minutos y tincidn con azul de tripan a 0,1% en lactofenol; las raices se observaron con objetivo de
40 X y el porcentaje de colonizacion lo calcularon como: nimero de campos positivos x 100 /
numero total de campos observados (positivos y/o negativos).

Hernandez & Monroy (2017) en su trabajo caracterizacion de hongos micorricicos
arbusculares asociados a tres clones de cacao (Theobroma cacao L.) en el Yopal (Casanare),
Colombia, obtuvieron muestras a una profundidad de 10 a 30 cm, donde colectaron 1 kg entre
suelo y raices en cada punto de muestreo, posterior a ello las almacenaron a 4°C. Para la
cuantificacién de colonizacion de HMA tomaron 20 fragmentos de raices de 1 cm de largo, el

proceso para la tincion de raices siguid lo propuesto por Phillips & Hayman (1970) la tincion se
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realizd con azul de tripano al 0,05%, para la cuantificacion del porcentaje de colonizacion
utilizaron el método de interseccion de grilla propuesto por Tennant (1975).

Restrepo et al., (2019) en su estudio caracterizacion de hongos micorrizicos arbusculares
de suelos ganaderos del trépico alto y trépico bajo en Antioquia, Colombia, obtuvieron muestras
compuestas en cada uno de sus sitios de muestreo, la extraccion del suelo la realizaron a una
profundidad de 20 cm. Para la determinacion del porcentaje de colonizacion las raices se
sometieron a procesos de decoloracidn, acidificacién y tincion con azul de tripano al 0,05%; para
el calculo del porcentaje siguieron lo propuesto por Phillips & Hayman (1970) el grado de
colonizacién lo obtuvieron segun los criterios de Nicolson & Schenck (1979).

Por ultimo, Sandoval (2019) en su trabajo Efecto de las comunidades locales de hongos
formadores de micorrizas arbusculares y patrones de injertacion en la fisiologia de plantulas de
cacao sometidas a estrés por cadmio y zinc utilizé raices de 2 mm para evaluar la presencia y
porcentaje de colonizacidn, las raices se tifieron siguiendo la metodologia propuesta por Vierheilig
et al. (1998) se sometieron a procesos de decoloracion, acidificacidn, tincion con tinta negra
(Sheaffer SKRIP®) y vinagre, y eliminacién de exceso de colorante. Las raices tefiidas se
sumergieron en lacto-glicerol y se almacenaron en refrigeracion de 2-8°C para evitar deterioro
hasta la cuantificacion. El porcentaje de colonizacion lo evalué mediante estereoscopio por medio

del método de interseccion de la grilla de Giovannetti & Mosse (1980).

1.4 Metodologias adoptadas para el estudio de HMA en México

Casariego (2017), en su trabajo andlisis de la produccién de micelio extrarradical y

colonizacién intrarradical de los hongos micorrizogenos arbusculares en potreros y cultivos
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derivados de una selva humeda en Los Tuxtlas, Veracruz, utiliz6 un nucleador de 15 cm de
diametro y 20 cm de largo para realizar el muestreo de suelo y raices, obtuvo una muestra
compuesta de 1 kg por cada sitio de muestreo. Para la cuantificacién de micelio extrarradical y
colonizacién de HMA el autor separo 10 g de raices y 30 g de suelo que luego fueron almacenados
a una temperatura de 3°C; utiliz6 5 g de suelo para realizar la extraccion de micelio extrarradical
mediante la técnica de Miller & Jasrow (2000) con las modificaciones de Jasso (2010) y Sanchez
de Prager et al. (2010), la tincién la realizdé con azul de tripano para micelio y raices. Para la
cuantificacién de micelio extrarradical utilizo la técnica de Boddington et al. (1999) y para la
evaluacion de colonizacion el método de Phillips & Hayman (1970), las observaciones
microscopicas fueron con un objetivo de 20X.

Fabian et al., (2018) en su estudio arbuscular mycorrhizal fungi in a coastal wetland in
Yucatan, Mexico, tomaron raices menores a 2 mm de diametro para evaluar la colonizacion por
HMA, las raices muestreadas las sometieron a procesos de blangueo y tincion con azul de tripano
bajo la metodologia de Brundrett et al. (1996) y Phillips & Hayman (1970) con las modificaciones
propuestas por Hernandez-Cuevas et al. (2008). Utilizaron portaobjetos con 10 a 12 raices tefiidas
para observar colonizacion y estructuras de HMA, la cuantificacion de colonizacion total y de cada
estructura la efectuaron bajo los lineamientos de McGonigle et al. (1990), examinaron 100 campos
con un objetivo de 100X.

Hernandez-Zamudio et al., (2018) en su estudio dinamica de la diversidad temporal de los
hongos micorricicos arbusculares de Larrea tridentata (Sesse & Mocino ex DC) Coville en un
ecosistema semiarido, recolectaron suelo y raices entre 2 cm y 15 cm de profundidad, el suelo se
tamizo con una malla de 2 mm que luego se almaceno a una temperatura de 4°C. Las raices se

sometieron a procesos de limpieza con agua corriente, aclareo y tincion con azul de tripano; para
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evaluar la colonizacion los autores examinaron 10 segmentos de raices de 1 cm de largo utilizando
un objetivo de 40 X basados en Phillips & Hayman (1970).

Finalmente, Vazquez-Santos et al., (2019) en su estudio the reproductive phenology of
Acaena elongata and its relation with arbuscular mycorrhizal fungi” utilizaron raices finas para
evaluar la presencia de HMA, procesaron las raices bajo los métodos de Koske & Gemma (1989)
la tincion se realiz6 con azul de tripano al 0,05%; para evaluar la colonizacion utilizaron 25
fragmentos raices de 2 cm de largo y las fijaron en portaobjetos con PVGL, las observaciones las
realizaron con objetivos de 20 X y 40 X, cada fragmento se examind en cuatro puntos utilizando

el método de interseccidn en cruz de McGonigle et al. (1990) y se observaron 80 campos en total.

1.5 Metodologias adoptadas para el estudio de HMA en otros paises de Sur América

En un estudio publicado en Argentina por Castillo et al., (2016) titulado colonizacion
temprana de hongos micorricicos arbusculares en trigo con aplicacion de productos naturales en
un Andisol de La Araucania, los autores utilizaron el método de Phillips & Hayman (1970) para
someter las raices a lavado y tincidn con azul de tripan al 0,05%, la cuantificacién de colonizacién
la realizaron con 10 raices que colocaron sobre un portaobjetos. Cuantificaron los puntos de
entrada de hifas, intensidad y frecuencia de micorrizacion bajo la metodologia propuesta por
Trouvelot et al. (1986).

Otro estudio realizado en Ecuador por Meza et al., (2017) titulado Identificacion de Hongos
Micorrizicos en Plantaciones de Melina (Gmelina arborea Roxb) en el Tropico Humedo
Ecuatoriano, los autores definieron el muestreo a 20 cm de profundidad, utilizaron un barreno y

bolsas plasticas rotuladas para extraer las muestras, obtuvieron una muestra compuesta de suelo
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de 2 kg y 80 g de raices que luego fueron almacenadas a una temperatura de 4 a 10°C. Para la
determinacion de colonizacidén sometieron las raices a procesos de despigmentacion y tincion con
azul de tripano al 0,05% basados en la metodologia de Phillips & Hayman (1970) y Giovannetti
& Mosse (1980), las observaciones se realizaron con objetivo de 40 X en 50 segmentos de raiz.

Un estudio realizado en Venezuela por Parra-Rivero et al., (2018) titulado anatomical
description of the arbuscular mycorrhizal fungi colonization in two tree legumes, analizo raices
secundarias menores a 1 mm de anchas para determinar la colonizacién de HMA, las raices se
segmentaron a 1 cm de longitud, y se cortaron longitudinalmente a mano alzada para la
observacion . Se sometieron a procesos de aclareo y tincion con azul de tripano y fucsina acida
mediante los protocolos propuestos por Phillips & Hayman (1970). El porcentaje de colonizacion
lo determinaron siguiendo la metodologia de McGonigle et al. (1990), y las observaciones
microscopicas las realizaron con aumentos de 40 X'y 100 X.

Por ultimo, Santillana & Toro (2018) en su estudio asociacién micorrizica arbuscular en
pastizales de la Comunidad Alto Andina de Ccarhuaccpampa-Ayacucho Per(, tomaron la totalidad
del sistema radical y suelo rizosférico a una profundidad de 20 cm, las raices muestreadas las
sometieron a procesos aclareo, acidificacion, tincion con azul de tripano al 0,05% y eliminacién
de excesos de colorante siguiendo la metodologia de Phillips & Hayman (1970). La cuantificacion
de la colonizacion la realizaron mediante el método de interseccion de cuadrantes y campos
colonizados propuesto por Giovannetti & Mosse (1980), las observaciones se realizaron con

objetivo de 40 X.

Marco referencial
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1.6 Marco teérico

1.6.1 Suelo.

El suelo es un cuerpo natural resultado de la interaccion de factores geoldgicos, climaticos,
bioldgicos y sociales (Bracamontes et al., 2016), Tarbuck & Lutgens (2005) lo definen como una
matriz heterogénea que reine elementos bidticos y abidticos en donde interactdan cuatro diferentes
partes: la litosfera, la atmosfera, la hidrosfera y la biosfera. Es un sistema constituido por dos fases
principales, una fase sélida compuesta de minerales y materia organica, y una fase porosa que se
puede llenar de liquidos y gases (Jaramillo, 2002), y que solo se consolidan como sistema suelo
cuando conforman un todo que se expresa en propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, dando
lugar a diferentes niveles de organizacion tanto espaciales como temporales (Figura 1) solo

posibles en los sistemas vivientes (Sdnchez de Prager et al., 2010; Bracamontes et al., 2016).



PASANTIA DE INVESTIGACION UNAM MEXICO 24

Figura 1

Factores y procesos formadores del suelo en ecosistemas terrestres

Ambiente Escala de tiempo y espacio
Atmosfera Millones de afios/planeta
Clima
I l 1000s de afios, km?
Arcilla + nutrientes
] I 100s de afios, km?

Vegetacion y calidad de fuentes

I l anos, 10 m?

Macroorganismos
Microorganismos
Interacciones bioldgicas

dias, mm?

Procesos del suelo

Nota: Adaptado de Modelo jerarquico de los factores que determinan los procesos formadores del suelo en
ecosistemas terrestres (p. 34), por Sanchez de Prager et al., 2007, Universidad Nacional de Colombia. Facultad de
Ciencias Agropecuarias.

3.1.1.1 El suelo como sistema vivo. Es el hogar de vertebrados, insectos, aracnidos, lombrices,
nematodos, protozoarios, hongos y bacterias (Figura 2) (Bracamontes et al., 2016), y segun
Moreira et al. (2012) se estiman aproximadamente mas de 1,5 millones de especies de eucariontes
y mas de 10.000 especies de procariontes en el suelo. Es por ello, que se reconoce como uno de
los mayores habitats en el planeta, y gracias a las interacciones reciprocas entre sus organismos y
los servicios esenciales que aportan a los ciclos globales, hacen posible la vida en el planeta tierra

(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAQO], 2021).
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Figura 2

Idealizacion de habitat en menos de 1 mm de suelo

Nota: Idealizacién grafica donde se observa la gran cantidad de organismos vivos presentes en menos de un gramo de
suelo. Adaptado de The Soil Habitat (p. 688), por Willey et al., 2008, McGraw Hill Higher Education.

1.6.2 Funciones agregadas del ecosistema y su relacion con la biota edafica

3.1.2.1 Descomposicion de materia organica. Ocurre principalmente por la actividad
enzimatica de bacterias y hongos, realizada en gran parte por animales del suelo como &caros,
milpiés, lombrices de tierra y termitas, los cuales trituran los residuos de las plantas y animales
(Willey et al., 2008). Se les da el nombre de “transformadores de hojarasca” sin incluir a los

ingenieros del ecosistema, como resultado el carbono organico es liberado en la atmosfera,
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principalmente como CO, 0 CHya, pero también es incorporado en forma de materia organica en el

suelo (Chapin Il et al., 2011).

3.1.2.2 Ciclo de nutrientes. Estrechamente asociado con la descomposicion organica
donde los microorganismos también juegan un papel importante, pero el cambio que determina la
operacion se le atribuye a los micropredadores como protistas, nematodos, colémbolos y acaros
(Swift et al., 2012). Animales méas grandes mejoran los procesos ya que proporcionan nichos para
un crecimiento microbiano dentro de sus intestinos o excremento; los ciclos de nutrientes por la

biota del suelo son indispensables para todo tipo de agriculturay silvicultura (Moreira et al., 2012).

3.1.2.3 Bioturbacién. Juega un papel importante en la regulacion del equilibrio del agua
en el suelo y tiene una fuerte influencia en la erosion del suelo, las raices de plantas, lombrices de
tierra, hormigas y otros integrantes de la fauna del suelo se mantienen fisicamente activos, lo que
da como resultado modificaciones fisicas como canales, poros, agregados, monticulos y
movimiento de particulas de un horizonte a otro (Carmona et al., 2015). Estos procesos de
bioturbacion determinan la estructura fisica del suelo y la distribucion de materia organica e
influyen directamente en las propiedades del suelo como aireacidn, drenaje, estabilidad de
agregados y capacidad de retencién de agua; es por esta razdn que a este conjunto de organismos

se les llaman “ingenieros del ecosistema” (Anderson, 1995; Lavelle, 1996, 1997).

3.1.2.4 Enfermedades y control de plagas. La biota del suelo incluye un amplio rango de
virus, bacterias, hongos y animales invertebrados capaces de invadir plantas, animales y humanos,

con la posibilidad de producir enfermedades e incluso la muerte (Agrios, 2005; Alegre et al., 2015).
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En ecosistemas naturales los brotes de enfermedades y plagas son raros, pero si se evidencian y
son comunes en la agricultura, en suelos saludables estas actividades son reguladas por
interacciones con otros miembros de la biota del suelo, que incluyen microhervivoros y
microdepredadores que se alimentan de plagas microbianas y de animales. En agroecosistemas
estas interacciones se ven reducidas debido a la baja disponibilidad de materia organica del suelo

(Nicholls & Altieri, 2004).

1.6.3 Grupos funcionales de la biota del suelo

A pesar de gque no existe una definicion precisa de grupos funcionales en la biota del suelo
ni de cuantos grupos deberan definirse dentro del suelo, estos se clasifican basandose en la funcion
particular que desempefian o en el proceso especifico del suelo del que son mediadores (Tabla 1)

(Swift et al., 2012).

Tabla 1

Grupos funcionales de la biota del suelo

Grupo Organismo Funcion

Fotosintéticos, asimilan
bidxido de carbono del aire y

Productores Primarios Plantas superiores e inferiores penetran el suelo mediante
sistema de raices.

Minadores de hojas y tallos, Consumen y digieren tejidos
Herbivoros chupadores de sabia vivientes de plantas.
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Grupo

Organismo

28

Funcion

Ingenieros del ecosistema

Transformadores de
hojarasca

Descomponedores

Predadores

Microrreguladores

Microsimbiontes

Plagas y enfermedades del
suelo

Transformadores
procariontes

Macrofauna como termitas y
hormigas

Macrofauna, mesofauna y
microfauna

Hongos y bacterias
degradadores de celulosa

Macrofauna y mesofauna

Microfauna como nematodos

Hongos micorrizicos y
rizobia

Hongos patdgenos,
invertebrados, plagas

Archea y bacterias

Causan un impacto mayor en

el suelo mediante su
transporte, construccion de
estructuras  agregadas vy
formacion de poros,
incluyendo ciclaje de
nutrientes

Se alimentan de desechos
organicos  originados  por
microbios y por trituradores
de este material, favoreciendo
a los descomponedores y el
crecimiento microbiano, esta
actividad puede ocurrir a
escalas espaciales.

Poseen las enzimas polimero-
degradadoras, son los
responsables del mayor flujo
de energia en la red
alimenticia de los
descomponedores.

Regulan a los herbivoros,
ingenieros del ecosistema,
transformadores de hojarasca,
descomponedores y
microrreguladores por
depredacion.

Regulan los ciclos de
nutrientes mediante forrajeo y

otras interacciones con los
microorganismos
descomponedores.
Asociados con raices que
facilitan la absorcion de

nutrientes.

Especies de control biologico.

Transforman de  manera
especifica el carbono
elementos nutricionales como
N,SoP.
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Nota: Adaptado de Principales grupos funcionales de la biota del suelo (p. 37-38) por Moreira et al., 2012, Instituto
Nacional de Ecologia.

1.6.4 Micorriza

La colonizacion de las plantas en la superficie terrestre se remonta al inicio de la era
Paleozoica, hace unos 370 a 500 millones de afios, y corresponden al orden Rhyniales, estos
ancestros de los vegetales carecian de raices, pero en sus rizomas prototalicos se encontraron
vestigios de colonizacién por hongos, similares a los que forman las endomicorrizas en la
actualidad (Sanchez de Prager, 1999; Hynson et al., 2013).

El suelo disponible para las plantas primitivas carecia de elementos y nutrientes esenciales,
y se cree gue la intervencion del simbionte fungoso en la absorcién nutricional, fue fundamental
para el salto evolutivo de las plantas primitivas a la vida terrestre. Asi, las Pteridofitas alcanzaron
su maximo esplendor en el periodo carbonifero, y las gimnospermas la supremacia arbérea, tiempo
después las angiospermas presentaron el éxito en las especies herbaceas (Simon et al., 1993; Remy
et al., 1994; Sanchez de Prager, 1999; Redecker et al., 2000; Bidartondo et al., 2011).

Varios autores, cientificos y filosofos del siglo XVII hicieron grandes aportaciones en el
entendimiento de estas relaciones simbidticas, pero el investigador aleman Albert Bernard Frank,
descubrid la asociacion regular de tejidos fungosos (manto), con el tejido radical de algunos
arboles, en su articulo “Uber die Wurzelsymbiose auf beruhende Erndhrung gewisser Baume durch
Unterirdische Pilze” publicado en 1885, propone el término micorriza y reconoce que la

colonizacién estaba ampliamente dispersa entre especies arboreas: Fagus, Corylus, Quercus sp,
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Carpinus, Castania, Betulia, Salix, Tilia, Abies, Picea entre otras (Sanchez de Prager, 1999;
Urgiles et al., 2016).

Ademas, en 1887, reconocié que muchas plantas especialmente orquideas ericaceas y
también arboles como Fraxinus, Acer, Platanus y Taxus eran colonizados por vias diferentes,
distinguiendo dos clases de micorrizas: endotrofica y ectotréfica (Sanchez, 1999; Urgiles et al.,
2016). Registros fosiles muestran que el origen de la simbiosis endomicorricica ocurrio mas de
400 millones de afios durante el Ordovicico (Simon et al., 1993; Remy et al., 1994; Kottke &
Nebel, 2005; Parniske, 2008), a diferencia de las ectomicorrizas que son mas recientes, con un
periodo de 130 a 180 millones de afios (Hibbett et al., 2000; Alexander, 2004; Moyersoen, 2006).
Se cree que los bosques dominados por roble lograron migrar a latitudes mas tropicales gracias a
su relacion mutualista altamente especializada con micorrizas, las cuales también migraron junto
con sus socios tréficos (Mueller et al., 2006).

Por otra parte, las raices de muchas especies de plantas son colonizadas con hongos
micorrizicos, se estima que el 95% de las plantas pertenecen a géneros que caracteristicamente
forman micorrizas, por lo que la micotrofia (capacidad de una planta de ser infectada por
micorrizas) parece ser la regla y no la excepcion en el mundo vegetal (Sanchez, 1999). Las
micorrizas son un sistema de raices modificadas resultante de la asociacion entre las raices de las
plantas superiores y ciertos hongos microscépicos del suelo. Esta union es una simbiosis
mutualista que se encuentra en casi todos los ecosistemas (Béez et al., 2015); pueden ser
clasificadas en varios grupos de acuerdo a su capacidad de formar esporas dentro de la plantay a
las estructuras microscépicas que forman para el intercambio de nutrientes con su hospedero, es

necesario dejar claro que nunca el hongo atraviesa la membrana plasmatica (Cuenca, 2015).
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3.1.4.1 Micorrizas formadas por hongos septados.

3.1.4.1.1 Ectomicorrizas. Desarrollan cuerpos fructiferos que pueden ser hipogeos o
epigeos los cuales constituyen su estructura reproductiva mas importante, es el tipo de micorriza
presente en especies maderables de gran importancia econémica y muy abundante en zonas
templadas, estos hongos desarrollan un manto que cubre una parte considerable de la raiz (Harley
& Smith, 1983). La red de hartig es la estructura diagnostica para este tipo de micorrizas y se
encuentra entre las células de la raiz, se ha evidenciado en angiospermas donde la red esta
confinada a la epidermis y en las gimnospermas donde se encuentra en la epidermis y la corteza
(Figura 3 d), pueden desarrollar un micelio externo y en ocasiones rizomorfos (Brundrett et al.,
1996). Pertenecen al fylum Basidiomycota y Ascomycota, y se considera entre la comunidad
cientifica que estas micorrizas demandan muchos mas carbohidratos que los HMA y es por ello
gue son mas abundantes en grandes arboles que puedan cubrir esa demanda de carbono (Cepero

de Garcia et al., 2012).

3.1.4.1.2 Ectendomicorrizas. Se caracteriza por tener un manto reducido o ausente, el cual
esta empapado por un mucigel que produce la raiz y que sirve de diagndstico para esta micorriza
(Figura 3 e) (Peterson et al., 2004; Cuenca, 2015). Presentan red de hartig y se considera que
pueden degradar carbohidratos complejos ademas de proteger a las plantas por toxicidad de hierro

(Smith & Smith, 2011),

3.1.4.1.3 Arbutoides. Estas micorrizas al igual que las Ectomicorrizas y Ectendomicorrizas

también desarrollan manto, hifas externas y red de hartig, sin embargo, constituyen estructuras



PASANTIA DE INVESTIGACION UNAM MEXICO 32

enrolladas en el interior de la células de la raiz (Willey et al., 2008). Colonizan arboles, arbustos y
algunas hierbas sin clorofila, solo dos géneros del Orden Ericales (Arbutus y Arctostaphylos) son

capaces de formar este tipo de micorriza (Peterson et al., 2004; Cuenca, 2015).

3.1.4.1.4 Monotropoides. Presentan un manto grueso, red de hartig confinada a la
epidermis y unas estructuras especiales conocidas como clavijas fungicas, las cuales son hifas
cortas que invaden la epidermis de la raiz (Figura 3 f); estas micorrizas se desarrollan inicamente
en plantas sin clorofila, que pertenecen al Orden Ericales y todos los géneros Monotropa de la

familia Ericaceae (Urgiles et al., 2016).

3.1.4.1.5 Ericoides. Presentan colonizacion por hifas fangicas en la epidermis radicular
seguido de un complejo sistema de hifas ramificadas en cada célula (Figura 3 ¢ ), se desarrolla en
miembros autétrofos de Ericaceas ya que las plantas pertenecientes a este phylum poseen raices
laterales especializadas (Read, 1996). Se consideran endomicorrizas ya que las hifas no pasan de
una célula a otra, las plantas involucradas con estos organismos viven en ambientes donde los
nutrientes estan en forma principalmente organica, integran un nicho ecoldgico que no estan
disponibles ni para plantas que no forman micorrizas ni para las que poseen micorrizas
arbusculares (Perotto et al., 2012). Pueden adquirir N organico como inorganico mediante la
degradacion de pectinas y ligninas, ademas utilizan fosfatos organicos (Perotto et al., 2012;

Cuenca, 2015).

3.1.4.1.6 Orquidioides. Forman complejos enrollados hifales dentro de la célula (Figura 3

b) por lo que son consideradas endomicorrizas, estas estructuras son digeridas una vez finaliza su
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funcidn, este grupo de micorrizas solo forman asociaciones con plantas de la familia de las
orquideas, las cuales carecen de clorofila durante toda o una sola etapa de su vida y su asociacion
con estos hongos son esenciales para la germinacion de la semilla como para su establecimiento
(Arditti et al., 1990; McCormick et al., 2004). No hay evidencia de que la asociacion sea
mutualista, por lo que las orquideas se consideran plantas micoheterotrofas y las especies de
orquideas sin clorofila se asocian con hongos que forman ectomicorrizas con plantas autotrofas

(Peterson et al., 2004; Cuenca, 2015).

3.1.4.1.7 Endofitos septados oscuros (DSE). Son hongos ascomicetos con hifas septadas
y pared celular melanizada Ilamados por la comunidad cientifica (Dark Septate Endophyte), se han
encontrado en mas de 600 especies de plantas, que representan aproximadamente 320 géneros y
100 familias pero solo 59 géneros pertenecen a zonas tropicales, se consideran asociaciones de
amplio rango ya que abarcan desde el mutualismo hasta parasitismo (Jumpponen & Trappe, 1998;

Cuenca, 2015).

3.1.4.2 Micorrizas formadas por hongos aseptados.

3.1.4.2.1 Hongos micorrizogenos arbusculares (HMA). Son el tipo ancestral de micorriza
y tienen una relacion mutualista con el 80 % de las plantas pertenecientes a las briofitas,
pteridofitas, gimnospermas y angiospermas (Smith & Read, 2008), se han registrado en desiertos,
dunas de arena, selvas tropicales, salinas y sistemas manejados como praderas, huertos y cultivos
agricolas, se considera la asociacion de mayor frecuencia en los ecosistemas tropicales (Sanchez

de Prager et al., 2010). Estos hongos pertenecen al phylum Glomeromycota los cuales se clasifican
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en tres drdenes (Diversisporales, Gigasporales y Glomerales) (Schiifler et al., 2001; International
Culture Collection of (Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal Fungi [INVAM], 2020), esa
clasificacion toma en cuenta la formacion de arbusculos y vesiculas intrarradicales (Figura 3 a)
como el caracter taxonomico que los unifica, ademas de los caracteres morfoldgicos de las esporas,
que son las mas grandes dentro del reino de los hongos, y que llegan a medir hasta 500 micras con

800 a 35000 nucleos (Cuenca, 2015).

Figura 3

Clasificacion de micorrizas por su colonizacion y estructuras especiales
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Nota: Seccion transversal de una raiz donde se observan los diferentes tipos de colonizacidn y estructuras especiales
caracteristicos de las micorrizas. Adaptado de Mycorrhizae (p. 699), por Willey et al., 2008, McGraw-Hill.

La caracteristica mas significativa de este grupo es que no son cultivables, son biétrofos

obligados totalmente dependientes de su planta hospedera para obtener sus carbohidratos (Sanchez
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de Prager et al., 2007). Los HMA operan a través de dos fases en las cuales existe el intercambio
nutricional, la primera se desarrolla fuera de la raiz del hospedador y se encarga de la basqueda y
absorcion de nutrientes presentes en el medio natural, se realiza a través de la produccién de un
micelio extrarradical (Figura 4) (Smith & Read, 2008). La segunda fase se lleva a cabo dentro de
la raiz, e involucra el desarrollo de estructuras especializadas que permiten en intercambio de
nutrientes con la planta y el almacenamiento de carbohidratos, esta fase se conoce como

colonizacién intraradical (Figura 4) (Brundrett et al., 1996; Smith & Read, 2008).

Figura 4

Esquema de la colonizacion intercelular e intracelular y micelio extrarradical de HMA
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Nota: Imagen donde se representa la colonizacion y penetracion de un HMA perteneciente a la familia Glomaceae
donde: A. Son las estructuras que desarrollan los HMA en el suelo; B. Estructuras que se forman en el suelo y/o raices
y C. estructuras que se forman en la raiz. Adaptado de Glomalean mycorrhizal associations-principal components of
VAM associatios, (p. 22), por Brundrett et al., 1996, Australian Centre for International Agricultural Research.
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En la primera fase, los HMA desarrollan una red a partir de dos tipos de hifas distintas, las
hifas de avance y las hifas de exploracién (Figura 5); las hifas de avance se caracterizan por ser de
gran tamafio con paredes gruesas y proyecciones angulares definidas, las hifas de exploracién son
mucho mas finas, y forman ramificaciones continuamente para formar la red del micelio
extrarradical, unas vez establecida y formada la red micelial se forman las estructuras ramificadas

de absorcion (Figura 5) (Harley & Smith, 1983; Smith & Read, 2008).

Figura 5

Esquema representativo de los tipos de hifas y arquitectura de hifas asociadas con raices HMA
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Nota: Adaptado de Diagrammatic representation of the types of hyphae and hyphal architecture associated with AM
roots (p. 44), por Smith & Read, 2008, Academic Press.

La segunda fase es un proceso dinamico que desarrolla tanto el hongo como la planta, esta
ocurre de diversas formas dependiendo de la cantidad y el tipo de propagulo que se encuentre en
el suelo, ya sean esporas, raices ya colonizadas o por hifas en el suelo, pero la colonizacién por

fragmentos de raiz colonizada y micelio son las méas efectivas ya que las esporas requieren de
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condiciones muy especificas (Guadarrama et al., 2008; Smith & Read, 2008). Cuando la hifa
penetra la raiz se extiende de forma radial por la epidermis y la exodermis, desarrollando hifas y
micelio inter e intra celular, son etapas gobernadas por procesos de sefializacion y reconocimiento
quimico entre la raiz y el hongo (Bonfante & Perotto, 1995; Giovannetti & Sbrana, 1998; Smith
& Read, 2008).

Asimismo, se conocen actualmente dos tipos de colonizacion intraradical, el tipo Arumy
el tipo Paris, el tipo Arum se presenta frecuentemente en especies vegetales con ciclos de vida
rapidos que se pueden considerar pioneras; la tipo Paris es mas lenta, con tasas de desarrollo
intercelular mas bajas (Becerril, 2017). EI mismo autor indica la existencia de dos tipos distintos
de colonizacion intrarradical, cuyo desarrollo esté relacionado con el ciclo de vida del huésped,
indica que los HMA estan adaptados a diferentes estados sucesionales del bosque.

Por otro lado, la comunidad cientifica le atribuye a los HMA muchos efectos a las plantas

y el suelo a nivel individual y ecoldgico, y que se resumen a continuacion (Tabla 2):

Tabla 2

Efectos de los HMA a nivel individual y ecolégico

Individual Comunidades y ecosistemas

Aumento de la superficie de absorcion del Unen la parte bidtica con la parte geoquimica
sistema radicular (Agrios, 2005; Alegre et al., del ecosistema (O’Neill et al., 1991).
2015).

Incremento de la longevidad de las raices de Recuperacion de especies después de una
absorcion (Agrios, 2005). perturbacioén, lo que es importante cuando el
disturbio es impredecible (Simard et al., 2003).



PASANTIA DE INVESTIGACION UNAM MEXICO

Individual

38

Comunidades y ecosistemas

Mejoran la absorcion de nutrientes como C, P,
y N (Moreno & Read, 2004; Agrios, 2005;
Baez et al., 2015).

Mayor resistencia al déficit hidrico y aumento
del transporte de agua (Espeleta et al., 1999;
Osonubi et al., 1991; Ruiz-Lozano & Azcon,
1995).

Facilitan la absorcion de iones de inmoviles
como el fosfato, cobre y zinc (Munyanziza et
al., 1997; Agrios, 2005; Cuenca et al., 2007;
Alegre et al., 2015).

Actlan sinérgicamente con bacterias fijadoras
de nitrégeno y microorganismos
solubilizadores (Alegre et al., 2015).

Mejoran la tolerancia a la salinidad

(Sannazzaro et al., 2006).

Mejoran y protegen contra la accién de
patdgenos presentes en el suelo (Agrios, 2005;
Alegre et al., 2015).

Mejoran la tolerancia a la toxicidad por
metales pesados y contaminantes organicos
(Borie & Rubio, 1999; Pawlowska & Charvat,
2004)

Reducen la intensidad de la competencia y
promueven la diversidad de especies por
transferencia de C o nutrimentos entre plantas
conectadas a la red micelial (Simard et al.,
2003).

Reducen las pérdidas de nutrientes de los
ecosistemas a través del almacenamiento de
nutrimentos en la biomasa viva (Simard et al.,
2003).

Aumentan la productividad, estabilidad, y el
mantenimiento de los ecosistemas (Simard et
al., 2003).

La red micelial ayuda a que las plantulas se
establezcan cerca de las plantas maduras, lo
que permite una colonizacion mas rapida al
entrar en contacto con la red micelial (Simard
etal., 2003).

Aumentan las tasas de supervivencia de las
especies huésped y  permiten el
establecimiento de especies dependientes de
los HMA, las cuales pueden desplazar a las
especies colonizadoras no dependientes (Van
Der Heijden et al., 1998; Klironomos et al.,
2000).

Promueven la fitorremediacion de suelos
contaminados (Pawlowska et al., 2000).

Mejoran la estructura de los suelos
disminuyendo la erosion y estabilizan los
agregados (Cavagnaro et al., 2006; Guerra,
2008; Alegre et al., 2015).

Incremento de la mineralizacion del humus
(Lamprecht, 1990; Cavagnaro et al., 2006)

Por ultimo, la observacion macroscépica de las raices es insuficiente para detectar la

presencia de HMA, es por ello que se debe recurrir a las técnicas de tincion las cuales hacen visible
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las estructuras internas y externas de los HMA (Sanchez de Prager et al., 2010). Las técnicas de
tincion se consideran avances tecnologicos muy esenciales en la investigacion de estas
asociaciones, ya que permiten evaluar, identificar y cuantificar las estructuras del micosimbionte

dentro y fuera de la raiz (Sanchez de Prager et al., 2010).

1.7 Marco conceptual

Ecologia: rama de la biologia que estudia las relaciones de los diferentes seres vivos entre

si y con su entorno (Chapin Il et al., 2011).

Mutualismo simbidtico: relacidn entre dos especies que beneficia a ambos compafieros

(Chapin lll et al., 2011).

Bidtrofo: organismo parasito que obtiene nutrientes de tejidos vivos y cuya subsistencia

depende del hospedero parasitado, por lo cual lo mantiene vivo (Cepero de Garcia et al., 2012).

Hifas: elemento uni o pluricelular. tubular o filamentoso cuyo conjunto constituye el
micelio de los hongos. Pueden ser septadas o aseptadas. En el caso de los HMA, cotidianamente

son aseptadas (Sanchez de Prager et al., 2007).

Hifas "'runner" o colonizadoras: hifas gruesas con mas de 27 micras de diametro que,
aunque absorben nutrimentos, en especial, sirven de soporte y base temporal al tejido micelial de

los HMA en el suelo (Sanchez de Prager et al., 2007).
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Hospedero: organismo vivo que aloja un parasito (Cepero de Garcia et al., 2012)

Septo: pared transversal. En los hongos se representa en las hifas. Los septos hifales
pueden ser simples como en el micelio del filo Ascomycota y doliporo como en muchos hongos

del filo Basidiomycota (Cepero de Garcia et al., 2012).

Aseptado: se refiere a una estructura sin septos o escasamente septada, por ejemplo:

micelio cenocitico o escasamente septado (Cepero de Garcia et al., 2012).

Apresorio: Modificacion de una hifa que fija el hongo parésito al hospedero. Se forma en
el tubo de germinacién de una espora o conidio o en una hifa vegetativa y permite que se adhiera

al hospedero para facilitar la penetracién (Cepero de Garcia et al., 2012).

Septado: con paredes transversales o longitudinales. Es un término utilizado para hifas,

esporas Yy basidios, divididos en compartimentos (Cepero de Garcia et al., 2012).

Manto: hifas fangicas que rodean la raiz en ectomicorrizas; también llamado vaina

(Chapin lll et al., 2011).

Micelio: conjunto de hifas que constituyen el cuerpo (talo) de un hongo (Cepero de Garcia

etal., 2012).
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Micelio extrarradical: es la estructura del hongo que se encuentra en contacto con el suelo,
tienen un diametro de entre 2 y 27 {, y su longitud varia entre 1-5 mg™ , llegan a su maxima
longitud ocho semanas después de la colonizacién (Smith & Read, 2008; Cuenca, 2015). Su
principal funcion es la absorcion de agua y nutrientes, los cuales posteriormente movilizan a la
planta, el ME al entrar en contacto con la raiz forma un Apresorio a partir del cual empieza la

colonizacién intrarradical (Blanke et al., 2012).

Esporas: son las estructuras de resistencia y propagacion dispersadas mediante diversos
mecanismos, se forman asexualmente y son la principal unidad de supervivencia de los HMA,
pueden formarse dentro o fuera de la raiz y de ellas pueden germinar el micelio intraradical como

extrarradical (Brundrett et al., 1996; Smith & Read, 2008; Cuenca, 2015).

Arbusculo: Son estructuras que invaginan las células de la planta, son caracteristicas de
este grupo de hongos de ahi su nombre de hongos micorrizogenos arbusculares, su funcion es

llevar a cabo el intercambio nutricional y metabolico entre la plantay hongo (Cuenca, 2015).

Vesiculas: estructuras que ayudan principalmente en el almacenamiento de lipidos,
ademas tienen una funcion auxiliar como propagulos del hongo al intervenir en la formacién de
esporas y ayudar en el metabolismo de cierto nutrientes como el fosforo, ya que almacenan
granulos de polifosfato los cuales son indispensables para el transporte de fosforo a través de la

hifay la planta (Smith & Read, 2008; Cuenca, 2015).
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Ovillos: Estas estructuras son enrollamientos de las hifas y se cree que también cumplen
la funcién de intercambio nutricional con el hospedador, sin embargo se presentan con menor

frecuencia a diferencia de los arbusculos (Smith & Read, 2008)

HMA tipo Arum: presenta extenso desarrollo de hifas intercelulares en las celulas

corticales, arbusculos y frecuentemente vesiculas (Sanchez de Prager et al., 2007).

HMA tipo Paris: Su desarrollo ocurre intracelular con enrollamientos de hifas, vesiculas
y con descripciones de arbdsculos menos frecuentes que en el tipo Arum (Sanchez de Prager et al.,

2007).

Endotroéfico: organismo que obtiene su nutricion desde dentro del hospedador (por

ejemplo, los HMA) (Cepero de Garcia et al., 2012).

Micorhizosfera: zona del suelo que esta directamente influenciada por las hifas

micorrizales (Chapin Il et al., 2011).

Rizosfera: zona de suelo directamente influenciada de raices.(Chapin Il et al., 2011).

Endorrizosfera: zona de la rizosfera establecida dentro de las células corticales o

alrededor de ellas, a la cual acceden los hongos que forman micorriza arbuscular, las bacterias

como rizobios y también organismos patogénicos (Sanchez de Prager et al., 2007).
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Cortex: es la region comprendida entre la rizodermis y el cilindro vascular, su funcion

principal es la de almacenar sustancias de reserva como almidones (Sanchez de Prager, 1999).

Epidermis: superficie externa de la raiz, estas células absorben agua del medio ambiente

circundante y producen unos vellos o pelos radiculares que incrementan en area de absorcién de

agua de la célula epidermal (Sanchez de Prager et al., 2007).

Tincion: técnica auxiliar utilizada en microscopia para mejorar el contraste en la imagen

vista al microscopio (Willey et al., 2008).

Objetivo: es un elemento del microscopio que tiene la funcién de concentrar la luz

procedente del objeto observado y la enfoca para producir una imagen real.

Metodologia

1.8  Area de estudio

1.8.1 Reserva de la Biosfera de los Tuxtlas.

La primera zona de estudio es la Reserva de la Biosfera de los Tuxtlas (RBLT), un area

natural protegida ubicada en la parte central sur del estado de Veracruz (Figura 6), de donde
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procedieron las muestras utilizadas para los analisis en laboratorio (Apéndice 1). La RBLT se
encuentra entre los 18°34” y los 18°36° latitud Norte y los 95°04° y 95°09° longitud Oeste,
enclavada en las estribaciones del volcan San Martin Tuxtla (Flores et al., 1999). Posee un area

aproximada de 155,122 ha (Von Bertrab, 2010).

1.8.1.1 Clima. El clima de los Tuxtlas esta influenciado por su relieve con altitudes desde
el nivel medio del mar hasta los 1700 m s. n. m. (Guevara et al., 1999). Segun la clasificacion de
Kdppen, en la region predomina el clima calido humedo, la temperatura media anual varia entre
24°C y 26°C, la temperatura maxima promedio oscila entre 34°C y 36°C en el mes de mayo,
mientras la temperatura minima promedio oscila entre los 10°C y 14°C en el mes de enero. Presenta
lluvias todo el afio y es considerada una de las cinco regiones mas lluviosas de México (Guevara,
2010), presenta una precipitacién media superior a los 4000 mm anuales donde el mes mas seco
es de 60 mm; la época lluviosa se comprende entre los meses de junio a febrero y una época seca

entre marzo y mayo (Soto, 2004).

1.8.1.2 Suelo. Dentro de la RBLT se reconocen nueve grandes grupos de suelo producto
de la actividad volcanica, conformados por: Andosoles, Feozem, Luvisoles, Acrisoles, Vertisoles,
Cambisoles, Nitosoles, Regosoles y Litosoles (Comision Nacional de Areas Naturales Protegidas
[CONANP] & Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales [SEMARNAT], 2006). Entre
los mas representativos por extension estan los Luvisoles y Acrisoles con 34,2%, Andosoles con
21%, Feozems con 18% y Vertisoles con 13% (Campos, 2004). Generalmente, estos suelos tienen

textura arcillosa (con méas del 75% de arcillas), franco arcilloso arenosa, franco arcillosa y franca.
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1.8.1.3 Vegetacion. Se reconocen nueve tipos de vegetacion: selva alta y mediana
perennifolia, selva baja perennifolia inundada, bosque meso6filo de montafia, bosque de pino,
bosque de encino, sabana, manglar y duna costeras y algunas variantes como acahuales (bosque
secundario en sucesion) y pastizales (Castillo-Campos & Laborde, 2004; Guevara, 2010). La selva
alta y mediana perennifolia denominada también selva himeda representa el 35% de la RBLT. El
dosel esta compuesto principalmente por arboles con fuste recto y grueso, con mas de 1 m de DAP
y en algunos casos hasta 2 m, con alturas de 30 y 35 m (Castillo-Campos & Laborde, 2004). Las
especies mas representativas son: Siparuna andina, Vochysia guatemalensis, Lonchocarpus
cruentus, L. guatemalensis var. mexicanus, Dussia mexicana, Nectandra ambigens, N. lundellii,
Ocotea uxpanapana, Pouteria sapota, Ceiba pentandra, Bernoullia flammea, Bursera simaruba,
Cordia megalantha, Virola guatemalensis, Omphalea oleifera, Ampelocera hottlei, Terminalia
amazonia y Calophyllum brasiliense, Ficus yoponensis y F. tecolutensis entre otras (Bongers et
al., 1988; Castillo-Campos & Laborde, 2004; Arroyo-Rodriguez & Mandujano, 2006).

El estrato medio lo conforman individuos que miden entre 15y 2 m de altura (CONANP
& SEMARNAT, 2006), algunas de las especies que destacan son: Pseudolmedia oxyphyllaria,
Dendropanax arboreus, Cymbopetalum baillonii, Cupania glabra, Pimenta dioica, Annona
muricata, Calycophyllum candidissimum, Citharexylum affine, Croton schiedeanus, Alchornea
latifolia, Albizia purpusii, Lonchocarpus santarosanus, Cojoba arborea, Ocotea dendrodaphne,
Nectandra salicifolia (Castillo-Campos & Laborde, 2004).

Por Gltimo, en el sotobosque destaca la presencia de palmas como Astrocaryum mexicanum
Chamaedorea tepejilote, Chamaedorea ernesti-augustii, Bactris baculifera, Desmoncus ferox y
Reinhardtia gracilis var. Gracilior (Castillo-Campos & Laborde, 2004) y especies herbaceas como

Dieffenbachia seguine, Spathiphyllum cochlearispathum, Aphelandra aurantiaca (Bongers et al.,
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1988). Otras plantas muy caracteristicas de este tipo de vegetacion son las lianas, los bejucos y las

epifitas.

1.8.2 Laboratorio de Ecologia del Suelo y Reserva Ecoldgica del Pedregal de San

Angel.

La segunda zona de estudio estd conformada por el Laboratorio de Ecologia del Suelo,
edificio B de Biologia, Facultad de Ciencias, en los 19°19’ latitud Norte y 99°10’longitud Oeste,
donde se llevo a cabo el trabajo de laboratorio (Figura 6) (Apéndice 2). Asi mismo la Reserva
Ecoldgica del Pedregal de San Angel (REPSA) (Apéndice 3), es un area ubicada dentro del campus
de Ciudad Universitaria de la UNAM (Figura 6), y en donde se apoyaron algunas actividades de
campo y toma de muestras. Actualmente la REPSA posee una extension de 273,33 ha, las cuales
se dividen en tres zonas nucleo que constituyen 171,14 ha y 13 zonas de amortiguamiento que en
total suman 66,91 ha (Secretaria Ejecutiva de la Reserva Ecoldgica Pedregal de San Angel

[SEREPSA], 2013).

1.8.2.1 Clima de la REPSA. Segun Garcia (2004), el clima de la REPSA es templado
subhdmedo con un régimen de lluvias en verano. La precipitacion pluvial es de 870 mm anuales y
la temperatura media anual es de 15,5°C, con variaciones extremas que oscilan entre -6°C y 34,6°C
(Valiente-Banuet & Luna-Garcia, 1990). Posee dos estaciones bien marcadas que cambian
notoriamente su paisaje: una estacion de lluvias que va de mayo a octubre, y otra de secas que

comprende los meses de noviembre a abril (Rzedowski, 1954).
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1.8.2.2 Suelo de la REPSA. El suelo corresponde a un litosol que derivo de las rocas
igneas que se formaron en la erupcion del Xitle, se cree que el origen de sus componentes ha sido
principalmente por accion eolica y aporte organico y, en menor medida, por aporte aluvial y
humano (Rzedowski, 1954; Hernandez, 1984). La textura del suelo es arenosa-limosa, su pH es
moderadamente &cido probablemente por su contenido de materia organica. Quimicamente es un

suelo rico en potasio y calcio, y pobre en nitrégeno y fésforo (Rzedowski, 1954).

1.8.2.3 Vegetacion de la REPSA. El tipo de vegetacidon que cubre esta area se clasifica
como un matorral xer6filo donde una de las especies dominantes es Pittocaulon praecox. Dentro
de la reserva se han registrado 337 especies vegetales comprendidas en 193 géneros y 74 familias.
Entre las familias de angiospermas mas representativas destacan Asteraceae, Poaceae, Fabaceae,

Euphorbiaceae, Convolvulaceae, Solanaceae y Orchidaceae (Castillo-Arguero et al., 2007).
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Figura 6

Mapa de ubicacién de las zonas de estudio RBLT, REPSA y Laboratorio de Ecologia del Suelo
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1.9 Trabajo de campo

A continuacion, se describe la metodologia empleada para el apoyo en los muestreos en campo.

1.9.1 Muestreo de suelo
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La colecta de muestras se llevo a cabo en parcelas de investigacion ubicadas en la REPSA
(Apendice 3) que adelantan estudiantes de licenciatura, maestria y doctorado, los estudios
comprendian temporadas hidroldgicas (humedas y secas). Se realizo la colecta de suelo en la
temporada seca.

Se colaboro en el montaje de parcelas de 30 x 35m (1 ha) (Figura 7), las muestras de suelo
se tomaron al azar de los primeros 10 cm de profundidad, para la colecta se utilizd un nucleador
manual de 20 cm de largo y 15 cm de diametro (Figura 7) y pala convencional, las colectas se
depositaron en bolsas plasticas rotuladas y se refrigeraron en campo con un termo portatil de
poliestireno expandido, posteriormente las muestras fueron almacenadas en el Laboratorio de

Ecologia del Suelo a una temperatura de 3°C en una nevera convencional.

Figura7

Nucleador con muestra de suelo y esquema de las parcelas de investigacion

35m
|

30m —

)
Puntos de muestreo
seleccionados al azar.
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1.9.2 Muestreo de suelo para extraccion de micelio

En cada uno de los cinco puntos se tomaron muestras compuestas de 1 kg retirando la

hojarasca de la superficie y siguiendo los protocolos anteriormente descritos.

1.10 Trabajo de laboratorio

1.10.1 Extraccion de micelio extrarradical

De cada muestra compuesta se tomaron aproximadamente 30 g de suelo que luego se
tamizaron con una malla de 2 mm de abertura (Apéndice 4), una vez tamizado se tomaron 5 g para
realizar el proceso de extraccion mediante la técnica propuesta por Miller & Jastrow (1998) con
las modificaciones hechas por Jasso (2010) y Sanchez de Prager et al. (2010).

Los 5 g de suelo se colocaron en matraces Erlenmayer de vidrio con capacidad de 500 ml,
se agregaron 250 ml de agua y 35 ml de hexametafosfato de sodio, este tltimo con el fin de separar
los agregados del suelo y micelio. Una vez completada la solucion en el recipiente se mezclé con
una barra agitadora para disgregar grumos del suelo y se tap6 la boca con papel aluminio,
posteriormente se colocd el matraz en un agitador orbital E-15 SOL BAT a 180 r.p.m durante 90
min (Apéndice 5).

Transcurridos los 90 min, al mismo tiempo que los matraces continuaron agitandose se
tomo una alicuota de 12 ml de la solucion con una pipeta de vidrio de 10 ml (Apéndice 6), la punta
de la pipeta se introdujo casi a la mitad del matraz, se siguié la recomendacion de no tomar el

sobrenadante superficial (Figura 8). Los 12 ml se depositaron en otro matraz de 500 ml con 250
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ml de agua y 35 ml de hexametafosfato de sodio, nuevamente se colocé sobre el agitador orbital
con 180 r.p.my durante 20 min (Apéndice 7).

Una vez transcurrido el tiempo de la segunda separacion y con el agitador aun en
movimiento, con una pipeta de vidrio de 5 ml se tomaron cuatro alicuotas de 5 ml con las
recomendaciones anteriormente descritas, cada alicuota se paso a través de un tamiz con abertura
de 0,037 mm (Apéndice 8). Se utilizaron membranas de nitrocelulosa MF-Millipore cuadriculadas
de 45u de apertura (Apéndice 9) que fueron colocadas en un colector de vacio para filtracion
multiple (Apéndice 10), los residuos filtrados que quedaron adheridos a la malla del tamiz se
pasaron a las membranas con ayuda de una piseta (Apéndice 11). Posteriormente se dejaron filtrar
en reposo durante 10 min hasta que no quedaron residuos de agua en la superficie de la membrana.
Una vez transcurrido el tiempo se adicionaron 5 ml de azul de tripano al 0,05% para realizar la
tincion del micelio (Apéndice 12) y se dejo reposar durante 10 min, transcurrido este tiempo se
colocaron los tapones de goma en cada membrana y se inici6 el proceso de filtrado rapido con una
bomba de presion y vacio para productos quimicos marca Merk Millipore, durante un lapso de 10
min (Apéndice 13).

Pasada la etapa de filtrado rapido, se procedio a retirar con mucho cuidado y con pinzas de
diseccion las membranas del colector de vacio (Apéndice 14), las membranas se fijaron con PVLG
en portaobjetos esmerilados y se dejaron secar durante 24 horas protegiéndolas con platos de pasta
(Apéndice 15). Una vez trascurrido el tiempo, se fijé un cubreobjetos de 24 x 50 mm con PVGL

para su posterior observacion y cuantificacion.
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Figura 8

Ubicacion correcta de la pipeta para la toma de alicuotas

Profundidad adecuada para
tomar alicuotas.

1.10.2 Cuantificacion de micelio extrarradical

Para la cuantificacion de micelio extrarradical se utilizé la técnica sugerida por Jakobsen
(1998), la modificacion realizada para esta técnica fue que los campos de observacion pasaron de
25 a 70; la direccion de observacion sobre la membrana de nitrocelulosa se realiz6 en forma de zic
zac en funcidn de las filas y columnas (Figura 9), por cada cuadro de la membrana se observaron
cuatro puntos los cuales correspondieron a los vértices del cuadrado (Figura 10); usando una rejilla
micrométrica de 10 x 10 en el ocular del microscopio 6ptico y un contador manual de click de tres
puestos (Apéndice 16) se contabilizaron por cada campo el numero de intersecciones lineas-hifas
(Apéndice 17), posteriormente se aplicaron los datos en la siguiente formulay asi se logré obtener

la longitud del micelio.



PASANTIA DE INVESTIGACION UNAM MEXICO 53

(HL 9 [12 + 22500 + 31]) 9 [250172L 31]

p

TL =

Donde:

HL (longitud total de la hifa observada sobre el area de filtrado (FA) cubierta por 70
campos de observacion) (mm) = (11/14) - Nx a

11/14= constante

N= numero total de interceptos en 70 campos de observacion

a (longitud total de la unidad de la rejilla en el ocular de 10%10 sobre el filtro usando un
objetivo micrométrico) = 0,05 mm

p = peso seco en g de la muestra de 5g de suelo himeda utilizada

250 ml = volumen de agua donde la muestra fue suspendida

31 ml = volumen utilizado de hexametafosfato de sodio en las dos disoluciones

12 y 20 ml son las alicuotas de las disoluciones pipeteadas del suelo

Avrea filtrable sobre la membrana de nitrocelulosa (FA):
FA=m x r2 (mm?)

r=radio del area de captacion/filtrado = 9,5 mm

Area total examinada o area contable (CA)
CA=(10-a)2x C (mm?)
C=numero total de campos observados (en este caso es C= 70)

Longitud total de la hifa sobre el area filtrable (HL g*m-1)
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HL= (H/CA) -FA o HL = H-FA/CA

Figura 9

Direccion de desplazamiento correcto para la cuantificacion de ME sobre membrana de

nitrocelulosa

S
I E— Final

Figura 10

Ubicacion y secuencia correcta para el conteo de campos sobre la cuadricula de membrana de

nitrocelulosa

Campos de -
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1.10.3 Tincion de raices y cuantificacion de estructuras intrarradicales

De cada muestra compuesta se separaron 10 g de raices finas menores a 2 mm, se
depositaron en bolsas plésticas de cierre hermético (Anexo 18) y se refrigeraron a una temperatura
de 4°C hasta su procesamiento. Se sometieron a procesos de aclaramiento, blanqueo, acidificacion,
tincion y eliminacion de excesos de colorantes siguiendo la metodologia propuesta por Phillips &
Hayman (1970) con algunas modificaciones, el proceso se describe continuacion:

Se colocaron las raices en rejillas histoldgicas (Apéndice 19) y se lavaron con abundante
agua de llave para eliminar restos de suelo y piedras (Apéndice 21). Las rejillas histologicas se
colocaron en un vaso de precipitado de 1000 ml y se adicion6 KOH al 10% hasta taparlas
completamente con el objetivo de ablandarlas y eliminar los taninos de las raices (Apéndice 20),
el procedimiento normal es dejarlas sumergidas durante 24 horas, pero para acelerar el proceso y
ahorrar tiempo se utiliz6 un autoclave industrial (Apéndice 22). Las muestras se sellaron con papel
aluminio y se introdujeron en su interior (Apéndice23 y 24), el autoclave se mantuvo con una
temperatura de 90°C y 15 psi durante 15 min.

Una vez transcurrido el tiempo en la autoclave, se procedi6 a retirar las rejillas histologicas
de su interior y a lavarlas con agua corriente unas tres veces seguidas para eliminar la pigmentacion
oscura residual (Apéndice 25), se tuvo especial cuidado en recoger el KOH residual para
desecharlo de forma correcta. Se agreg6 agua oxigenada al 3% por 10 min para aclarar ain mas
las raices (Apéndice 26), y se lavaron nuevamente (Apéndice 27), se agregd una solucién de HCI
al 10% durante 10 min (Apéndice 26). Posteriormente, se separd la solucion de HCI de las rejillas

y sin enjuagarlas se adicion6 una solucion de tripano al 0,05% disuelto en una mezcla de acido
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lactico, glicerina y agua en una proporcion de 1:2:1 hasta cubrir completamente las rejillas
(Apendice 28), esto se dejo en reposo por un lapso de 24 horas.

Transcurridas las 24 horas se retird con cuidado el azul de tripano desechandolo
adecuadamente en bidones de plastico, las rejillas se colocaron en una solucién de lactoglicerol
(Apendice 29) para su conservacion y posterior montaje en portaobjetos. Para el montaje de raices
en portaobjetos esmerilados se seleccionaron raices de 1,2 a 2 cm de longitud, por cada portaobjeto
se montaron de 20 a 25 fragmentos, estas se colocaron paralelamente con relacion al ancho del
portaobjeto y se colocd un cubreobjeto que se fijé con PVGL (Apéndice 30).

Una vez montadas las raices se procedid a realizar la identificacién de estructuras
funcionales y colonizacion (Apéndice 31y 32), para realizar la cuantificacion de la colonizacion
se utilizd un objetivo de 20X y se contaron 70 campos de observacion a lo largo de las raices, se
anotd la presencia o ausencia de estructuras funcionales como hifas, vesiculas, esporas, ovillos y
arbusculos en un formato impreso (Anexo 33) el cual ayudo a obtener los porcentajes de
colonizacién total y por estructura. Para la colonizacion total al observar cada campo se anot6 un
signo (+) cuando se observo una estructura presente, y para estimar el porcentaje por estructura se
colocé el signo (+) en la casilla correspondiente a la estructura observada. Ya obtenidos los datos

se aplicaron las siguientes formulas:

N° Total de campos observados con cualquier estructura
%C.T= =0 x 100
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n_n

. . N°Total de campos observados con estructura "x
% C.T estructura "x" = 70 x 100

Resultados

Se estableci6 una parcela de 35 x 30 m en la REPSA en una temporada hidroldgica seca,
donde se ubicaron los puntos de muestreo de suelo y se colectaron las muestras a una profundidad
de 10 cm con nucleador manual y pala. Se colectaron cinco muestras compuestas que
posteriormente se utilizaron para las etapas de laboratorio. Se conoci6 a detalle la manera como el
Laboratorio de Ecologia del Suelo implementa sus métodos de muestreo en campo para estudiar
los HMA y los factores para tener en cuenta a la hora de hacer estudios enfocados en los HMA.

Asimismo, se desarroll6 la técnica de Miller & Jastrow (1998) para separar el micelio
extrarradical de muestras de suelo, cumpliendo todas las etapas protocolarias propuestas por el
laboratorio. Se identificaron las modificaciones realizadas por el laboratorio que consistieron en
prolongar el tiempo de la muestra en la agitadora orbital y el uso de membranas de nitrocelulosa
cuadriculada para la captura y conteo del micelio, asi como también el uso de una rejilla en el
ocular del microscopio lo que permitid identificar 14 puntos de interseccion del micelio. La tincion
del micelio se efectud con azul de tripano al 0,05% y se logro visualizar el micelio extrarradical
con cinco esporas utilizando un objetivo de 20X.

Por ultimo, la observacion de estructuras funcionales se logréo empleando un objetivo de
20 Xy aplicando la técnica de seleccion, decoloracion, tincion con azul de tripano al 0,05 % y

eliminacion de excesos de Phillips & Hayman (1970), lo que permitio visualizar 13 vesiculas, y
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colonizaciones intercelulares e intracelulares en las raices estudiadas. Ademas, se logro
comprender y aprender la forma de como los integrantes del laboratorio aplican las formulas

matematicas para obtener los distintos pardmetros de colonizacion y longitud de micelio.

Discusién y Conclusiones

Durante el desarrollo de las actividades de campo se logré comprender los diferentes métodos
para delimitar y tomar muestras de suelo; la Dra. Guadalupe Barajas enfatiz6 en la importancia que
representa muestrear suelo en un area minimo de 1 ha, esto con el objetivo de tomar una muestra
representativa y que tenga un valor estadistico mas significativo. De igual manera, la Dra. Irene
Sanchez afirma que la mayor proporcion de la biota edafica se encuentra en los primeros 10 cm de
profundidad, y que los trabajos de investigacion encaminados al estudio de la ecologia del suelo
deberian realizarse méaximo a esta profundidad, con el objetivo de evitar subestimaciones y sesgos
estadisticos en el momento de su evaluacién. También, hay que dejar en claro que estos métodos
siempre estan susceptibles a sufrir modificaciones, y de acuerdo con Sanchez de Prager et al. (2010)
se adecuan y estan en funcion de los objetivos que persiga la investigacion.

La tincion con azul de tripano al 0,05% para ME suele ser la mas utilizada y la que genera
mejores resultados frente a otras técnicas de tincion, y segun la Dra. Irene Sanchez es la tincion que
mas dura frente a otras que suelen degradarse con mucha velocidad. Ademas, sugiri6 la observacién
de ME con el aumento de 20X para realizar la cuantificacion y de 40X para confirmar la naturaleza del

micelio. Por otro lado, es importante que al momento de realizar la cuantificacion del micelio el
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portaobjetos tenga cubreobjetos, el orden del conteo debe ser cuidadoso y ordenado acompafiado de
una excelente concentracién para no perderse ni sobreestimar los valores.

Igualmente, se debe tener muy claro los conceptos béasicos al momento de discriminar
estructuras que no se asemejen al micelio, pues en algunas ocasiones se suelen confundir con
estructuras que presentan una morfologia similar, para ello la Dra. Irene Sanchez sugiere que las
estructuras que sean incoloras, hialinas y que no tengan una tincion considerable no deben tomarse en
cuenta para la cuantificacion. Al mismo tiempo, sugiere para la discriminacién de estructuras tener
claridad de las dimensiones de la cuadricula que se utiliza en el microscopio, ya que esto ayuda a
considerar que tamafios hacen parte del ME. Por otro lado, otra consideracion para tener en cuenta es
que en algunos casos las hifas de los HMA pueden presentar divisiones similares a septos, estas
divisiones no son consecutivas ni tampoco uniformes y de acuerdo con la Dra. Irene Sanchez en
muchos casos es complejo determinar si se trata 0 no de micelio de HMA, pues afirma que las hifas de
HMA presentan un tipo de cicatrizacion que muchas veces suele confundirse con hifas septadas
producto de la edad del hongo.

Por otra parte, la técnica de tincion de raices de Phillips & Hayman (1970) es la mas utilizada
para el estudio de colonizacion de los HMA, y a pesar de que con lleva mas costos econémicos que
otras técnicas de tincion como la de tinta vinagre de Vierheilig et al. (1998), es la utilizada por
excelencia por los investigadores de los HMA. Con respecto al uso de autoclave para acelerar el
proceso de despigmentacion radicular y eliminacion de taninos, la Dra. Irene Sanchez sugiere tener
cuidado con esta técnica ya que degrada las raices y puede llegar a cocinarlas, recomienda Unicamente
utilizarla cuando se desee procesar rapidamente las raices, de lo contrario el proceso normal es dejarlas
24 horas en KOH al 10%.

Durante las observaciones microscopicas de colonizacion radicular las estructuras funcionales

como arbusculos y ovillos no se observaron con mucha frecuencia y en algunas ocasiones no hubo
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presencia alguna de estas en las raices, la Dra. Irene Sanchez afirma que estas estructuras son mucho
mas frecuentes en gramineas ya que son especies con alto grado de micotrofia y que estas estructuras
de intercambio son mas escazas cuando se trabajan especies vegetales en bosques naturales, también
aclara que la temporada climatica y la disponibilidad nutricional tienen una fuerte influencia en la
produccion de estas estructuras de intercambio. Por otro lado, es importante resaltar el papel de HMA
en los procesos de sucesion vegetal y regeneracion del bosque, pues la mayoria de las investigaciones
realizadas y por realizar en el Laboratorio de Ecologia del Suelo de la UNAM estan encaminadas en
dilucidar estos procesos tan importantes e indispensables para las comunidades animales y vegetales.

Por otro lado, la publicacion, presentacién de datos y resultados de los proyectos de
investigacion, desarrollados en el laboratorio de Ecologia del Suelo, durante el periodo de la pasantia
de investigacion, se encuentran protegidos bajo un acuerdo de confidencialidad académica de datos,
pues la mayoria de los proyectos de investigacion y tesis se encuentran en la etapa de desarrollo y
hacen parte de un material confidencial por parte del autor hasta su publicacion. Es por esta razon que
la divulgacion de datos especificos tales como: porcentajes de colonizacién, longitud de micelio,
andlisis de suelos y resultados de laboratorios no se encuentran expuestos en el presente trabajo.

Por altimo, La comprension de la ecologia del suelo es esencial para valorar la importancia que
esta representa para la vida en la tierra, sus grupos funcionales y su relacion con los ciclos vitales en
el planeta deben ser considerados como de alta prioridad en los intereses investigativos de los gobiernos
mundiales. La cooperacion internacional entre instituciones de educacion superior puede ser la
herramienta fundamental que permita el desarrollo cientifico y tecnologico de manera eficaz y

oportuna para el crecimiento del conocimiento de la biota del suelo.

Recomendaciones
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El proceso de la pasantia de investigacion debe considerarse como una etapa esencial en la
formacion integral del estudiante de ingenieria forestal, por lo que se recomienda seguir impulsando
estas iniciativas con mas constancia, pues gracias a ello se presenta la oportunidad de ofrecer al
estudiante una vision méas globalizada de sus lineas de interés, lo que permite agudizar su capacidad
de critica, investigacion y generacion de nuevo conocimiento.

La Universidad Industrial de Santander Sede Malaga esta en la capacidad para implementar las
metodologias para el estudio de HMA descritas en este documento, por lo que se invita a los docentes
investigadores y a la comunidad estudiantil en especial a los estudiantes de las carreras de ingenieria
forestal y zootecnia a familiarizarse e interesarse por esta importante rama cientifica que requiere con
urgencia la mirada de todos los profesionales de las ciencias forestales y afines.

Es indispensable iniciar estudios de investigacion en la ecologia del suelo en el territorio
colombiano, pues son escasos y de poca demanda investigativa. Colombia cuenta con 11 de los 12
ordenes de suelos existentes en el mundo lo que es un dato fehaciente de la gran biodiversidad que se

puede llegar a encontrarse debajo de nuestros pies.
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Apéndices

Apéndice 1. Estacion bioldgica en los Tuxtlas Veracruz, México.
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Nota: Lugar de donde procedieron algunas muestras para los analisis de laboratorio. Fotografia tomada de

https://www.fundacionunam.org.mx/donde-paso/estacion-de-biologia-tropical-los-tuxtlas-ultima
extension-de-selva-en-tierras-bajas-de-mexico/

Apéndice 2. Facultad de Ciencias y Laboratorio de Ecologia del Suelo.

Nota: A la izquierda la facultada de ciencias en donde se realizaron actividades académicas como asistencia a clases,
a la derecha el laboratorio de ecologia del suelo donde se realizaron las actividades de laboratorio.
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Apéndice 3. Reserva Ecoldgia del Pedregal de San Angel UNAM.

Nota: Lugar donde se apoyaron las actividades de campo y de donde procedieron muestras para los andlisis de
laboratorio.

Apéndice 4. Tamizaje y pesaje de las muestras de suelo.
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Apéndice 5. Separacion de suelo y ME mediante agitacion orbital.

Apéndice 6. Primera separacion de suelo y ME mediante toma de alicuotas con agitador en
movimiento.
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Apéndice 7. Segunda separacion de suelo y ME mediante pipeteo y agitacion en
movimiento.

Apéndice 8. Tamizaje de la segunda separacién mediante alicuotas y agitacion en
movimiento.
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Apéndice 9. Membranas de nitrocelulosa utilizadas para la captura de ME por filtracion de
vacio.

Mixed Cellulose Esters Membrane

Filter Type: 1.2um RAWG
Contents: 100 Filters
RAWG02500

T
RsNAemz §
T 0O

Merex Milipore Ltd
o Tingrenn Carrigwoni Co.

- Campurit.
Py

Mae
Ca Com. w8

HiHING
-]

c

~ u
g

2

£

o

£

0 Ny ol

o
@
-
3
g
Z
s

-
»

s
Made in Ireland

Apeéndice 10. Ubicacion de membranas de nitrocelulosa en el colector de vacio maltiple.
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Apéndice 11. Transferencia de los residuos tamizados a las membranas de nitrocelulosa
con ayuda de una piseta.
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Apéndice 12. Adicion de azul de tripano para la tincion del ME.

Apéndice 13. Reposo de membranas con azul de tripano y filtracion con bomba de presién
y vacio.
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Apéndice 14.Extraccion de membranas tefiidas con ayuda de pinza de diseccion.

Apéndice 15. Montaje de membranas en portaobjetos y fijacion con PVGL.
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Apéndice 16. Observacion y cuantificacion de ME con rejilla micrométrica, microscopio de
luz y contador click.

Apeéndice 17. Observacion y cuantificacion microscopica de ME con objetivo de 20X.

14 puntos de interseccion
del micelio extrarradical
en un campo de

observacion b!

Rejilla micrométrica
10x10

Cuadricula \_
membrana
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Apéndice 18. Separacion de raices finas para realizar el proceso de tincion.
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Apéndice 21. Lavado con agua de grifo para la eliminacién de restos de suelo y tierra.
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Apéndice 22. Autoclave industrial para acelerar el proceso de eliminacion de taninos
radiculares.

A\

Apéndice 23. Preparacion de muestras para la autoclave.
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Apéndice 24. Introduccion de muestras de raices a la autoclave.

Apéndice 25. Extraccion y eliminacion residual de taninos radiculares.
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Apéndice 26. Aclaramiento con agua oxigenada y acidificacion con acido clorhidrico
(HCI).
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Apéndice 27. Preparacion para tincién radicular
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Apéndice 28. Tincion radicular con azul de tripano al 0,05%

Apéndice 29. Adicion de lactoglicerol para conservacion de raices tefiidas y posterior
montaje.
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Apeéndice 30. Montaje de raices tefiidas y fijacion con PVGL.
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Apéndice 31. Identificacion y observacion de colonizacion de HMA.

Hifa
intracelular
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Apéndice 32. Estructuras funcionales de HMA observadas con objetivo de 20X.

Hifa

) intercelular
Vesiculas

Vesiculas
Citex Epidermis

Esporas Micelio
_extrarradical

"L*.

Vesiculas
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Apéndice 33. Formato utilizado para el conteo de colonizacion de HMA.

Campo Micelio Vesi
visual
1 (

2 (+)

70

C

+

ulas Esporas Ovillos Arbusculos Total
estructuras
) 7
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Apéndice 34. Actividades realizadas a lo largo de la pasantia de investigacion

Fecha

Actividades

24 al 28 de febrero

02 al 06 de marzo

09 al 13 de marzo

16 al 20 de marzo

23 al 27 de marzo

30 de marzo al 03
de abril

Asistencia presencial a clases de Ecologia | a cargo del profesor Jonathan
Hernandez Cumplido tematica: microclimay ecofisiologia de organismos,
dos veces en la semana. Asistencia presencial al primer taller de Ecologia
de la Biota del Suelo nivel | a cargo de la doctora Guadalupe Barajas
Guzmén, tematica: atributos y caracteristicas de los ecosistemas,
productividad en ecosistemas, tipos de productividad, procesos
energéticos, formacion y clasificacion de suelos.

Proceso para la cuantificacion de micelio extrarradical y porcentaje de
colonizacion de estructuras funcionales de HMA con Maria del Rosario
Aguilar. Asistencia presencial al taller de Ecologia del Suelo a cargo de la
Dra. Guadalupe Barajas, tematica: caracteristicas fisicas del suelo, captura
y secuestro de carbono, presencia de carbono global; actividades de
consulta en casa. Asistencia presencial al taller de Ecologia del Suelo a
cargo del Dr. Javier Alvarez, tematica: Ciclos biogeoquimicos y
descomposicion.

Asistencia presencial a clases de Ecologia I a cargo del profesor Jonathan
Hernandez Cumplido y la Dra. Guadalupe Barajas, tematica: nichoy teoria
general del muestreo. Asistencia presencial al taller de Ecologia del Suelo
a cargo del maestro Juan Carlos Pefia, tematica: clasificacion de grupos
funcionales y biodiversidad edafica.

Proceso de tincion de raices con Maria del Rosario Aguilar.

Taller virtual de Ecologia del Suelo a cargo de la Dra. Irene Sanchez,
tematica: técnica de muestreo de raices y hongos. Taller virtual de
Ecologia del Suelo a cargo del Dr. Javier Alvarez, tematica: micorrizas,
estudio a distintas escalas (introduccion).

Taller virtual de Ecologia del Suelo a cargo del Dr. Javier Alvarez,
tematica: Funcion de los HMA en varios niveles de organizacion. Taller
virtual de Ecologia del Suelo a cargo del maestro Juan Carlos Pefia,
tematica: Protocolos de muestro para meso y macrofauna. Primer examen
del taller.
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Fecha Actividades

06 al 10 de abril Desarrollo del primer examen con nota final de 8.25

Talleres virtuales de Ecologia del Suelo a cargo del Dr. Javier Alvarez,

13al17deabril  tematica: disturbio y perturbacion, sucesion y regeneracion vegetal.

] Taller virtual de Ecologia del Suelo a cargo del maestro Juan Carlos Pefia,
20al 24 deabril  tematica:  procesos generales de intervencion  (reforestacion,
rehabilitacion, restauracion).

) Taller virtual de Ecologia del Suelo a cargo del Dr. Javier Alvarez,

27 de abril al 01 tematica: disefio de experimentos. Taller virtual de Ecologia del Suelo a

de mayo cargo de la Dra. Guadalupe Barajas, tematica: estadistica paramétrica y no
paramétrica.

Taller virtual de Ecologia del Suelo a cargo del maestro Juan Carlos Pefia,

tematica: Pruebas de t, U, correlacion y regresion. Taller virtual de
04 al 08 de mayo  Ecologia del Suelo a cargo de la Dra. Irene Sanchez, tematica: ANOVA y

Kruskall-Wallis. Segundo examen del taller con nota final de 8.75.

Taller virtual de Ecologia del Suelo a cargo de la Dra. Irene Sanchez,
11al'15de mayo  tematica: analisis multivariados. Actividad de consulta en casa y ejercicio.

25 al 29 de mayo  Tercer examen del taller con nota final de 8.4.

22 al 04 de julio  Entrega de examenes y tareas finales (Apéndice 35)

07 de agosto Finalizacion de la pasantia con nota final de 10 (Apéndice 36).
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Apéndice 35. Exdmenes presentados para el taller de la ecologia de la biota del suelo.

1er. Examen Parcial de Taller:
Ecologia de la biota del suelo
Grupo: 5450 y 5602 Semestre: 2020-2

Nombre: Yeison Alexander Diaz Gallo

Instrucciones: Contesta lo que se te pide. L2 suma total de Ias preguntas es de 10 puntos.

Preguntas Guadalupe Barajas

1. ¢Por qué el suslo se vuelve relevante a nivel de ecosistema y no lo fue historicamente 3 nivel
de la comunidad? (1 punto).

Gracias 2 su naturaleza multifacética, son el soporte fisico de Iz vegetacion terrestre y &l hogar de
organismos descomponedores y muchos animales. Son el trasfondo esencial parz el
funcionamiento de ecosistemas y ciclos biogeoquimicos (Chapin Il et al., 2011).

Kistdricamente algunos ecélogos como clements (1918}, s= enfocaron fuertemente en estudiar los
organismos © unidades biologicas, que no reconocieron Iz importancia del intercambic de
materiales entre los organismos y su entorno. Tansley (1935) acufic el termino ecosistema y su
importanciz de la interaccion bidtica y abiotica.

2. ¢Qué rzlzcion hay entre |a productividad primariz netz y |a estructurz del suzlo? (1 punto).

Lz estructura del suelo afecta directamente el crecimiento de |a planta; su porosidad influye en la
penstracion y distribucion de lzs raices, determina el comportamiznto de los gases y Ia capacidad
de absorber zgua y nutrientes, lo que afecta &l rendimiznto de PPN. Ademas, el tamafio y
diametro de los agregados estables del agua se correlacionan con Iz composicion bioquimica de
los residuos vegetales. El retorno de los residuos de las plantas al suslo mejora su estructura
{Bronick & Lal, 2005; Chapin Il et 0l.,2002}
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2do. Examen Parclal de Taller:

Ecoiogla de |a blota dal susio
Grupo: 5450 y 5802 Semeetre: 2020-2
Nombre: Yeizon Alexander Diaz Gallo

I Instrucciones: Contesta lo que ze te pide. L3 suma total de |33 preguntas ez de 10 puntos.

Calificaciones examenes taller fscsioo »

Francisco Javier Alvarez SSnchez « s o sy ez BCiencas unam mux
parn Yeson =
Hola

Estas son tus calificacsones de Jos eximenes 2 y 3 del Taller; adjunto
documentos con observaciones

Saludos
‘ P2
I P a b < i P4 Total
3 4 1 ] 0.9% 0.5 3 87S
Preguntas Javier Alvarez

1. UnMapa Mental, es una representacion en una diapositiva de Bayyar paiot en la que, usando fatos,
esguemas y/o disgramas, y poco texto, explicas un concepto y sus partes mas importantes, ya sea
factores que lo regulan, sus componentes, etc. {ver dispositiva anexa con ejemplo).

De ezt forma, 2labera un (solamente uno) mapa ments! para cada uno de los siguientes temas:

3) Regeneracion {valor1ptg)

b} Sucesion (valor 1 gtg.)

¢} Estudio de los hongos micorrizogenos arbusculares (HMA] desde alguna (solo una) de las tres
escalas de aproximacion para su estudio (individual, comunidad o ecosistema) (valor 2 pts.).

Preguntas Juan C. Penia

2. Enunambiente templado e establecio una milpa que mide 50 x 20 metroz. En dicho espacio ze estd
cultiva maiz, calabaza y frijol.
3) Se desea conocer la composicion de meso y macro fauna. Indica el disefo de muestro que
| realizarias (1 punto}. 1.0 pts.
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Tercer Examen Parclal de Taller
Ecologla de ia Blota del Suelo
Grupo: 5450 y 5802 Semestra: 2020-2

Nombre: Yeison Alexander Diaz Gallo

P P2 Pl P4 P5 Total
Ex3 2 i 18 1.8 1.3 8.4

1.- Loz siguientes datos reprasentan [a altura {cm) y los pezos {kg) de 13 nifcs. Contesta loz que za te
pide (2 puntos): 2 puntos

Atura |m) | Peso (kg)
(x} ¥
1 72 9
2 76 10
3 59 3
1 &8 8
5 58 s
& 70 8
7 &5 7
8 54 |
9 23 11
10 ] 64 7
11 | 66 7
12 | 61 &
11 | 66 8

3. Escribe I3 ecuscion que describe a |2 recta de |3 grafica:
Ara: y=0.2442x-8 8084

b. Ls prueba de Shapiro-\Wilkz para el dato de situra fue de: W =0974; P=0.945, y para el peso de:
W =0978.; P=0.973 ;Se cumplen con el supussts de normalidad? 5ifno ipor que?
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Apéndice 36. Nota final de la pasantia y documentos de verificacion

dn Cadino:
ey “IB PROCESO RELACIONES EXTERIORES FRE 19
S
FORMATO CUMPLIMIENTO DE COMPROMISOS
ACADEMICOS

Nombre

Universidad _Universidad Nacional AutonomadeMéxico

Anfitriona

Nombre Estudiante Yeson Alexander Diaz Gallo

Programa academico UIS _Ingenieria Forestal

Semestre UIS 2020-01

Nombre asignatura Pasantia de Investigacion

Calificacion alafecha 10

Dr. Francisco Javier Alvarez

Nombre del profesor Sanchez
Firma del profesor
TR g
Firma del Estudiante: yelso hder Diaz Gatio

Ingenpena Forastal
C.C 1030644817 Cod 2145218
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Yeison Alexander Diaz Gallo
Umniversidad Industiial de Santander, Malaga
PRESENTE

Por medio de la presente, me permuto agradecer a usted su disposicion, colaboracion
¥ compromiso durante su estancia en mu Laboratono de Ecologia del Suelo, realizada desde
el 11 de febrero del presente afio, hasta Iz facha, para trabajar y aprender sobre técnicas de
exfraccion y ecologia de hongos micomizogenos arbusculares (HMA).

Durante dicha pasantia, hago constar que sus actividades fueron cumplidas
satisfactoriamente de acuerdo a cronograma comrespondiente, las cuales mecluyeron desde el
aprendizaje de técnicas de extraccion de estructuras de los HMA, hasta el cumplimiento de
las actividades teonicas llevadas a cabo en tomo al Taller de Investizacion Ecologia de la
Biota del suelo, en el cual se abordaron aspectos tedricos y practicos sobre los HMA | v
algunos aspectos generales del tratamuento estadistico de datos en ecologia de
MICIOOrZanismos.

Deseo que su estancia con nosotros haya sido provechosa, y le deseo el mejor de los
éxtos en sus actividades y proyectos futuros.

Sin mas por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente.
Ciudad Universitania, a 27 de julio de 2020.

Dr. Feo. Javier Alvarez Sinchez

Profesor Titular C T.C.

Departamento de Ecologia y Recursos Naturales
Facultad de Ciencias
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PROCLI0 RILACIONES IXTCRIORES Coclgz: ML 1L
“ls FORMATO DE CERTWACADO DE ESTANGA Veakén: 01
[muwmm m 122
PROGRAMAS DE MOVILIDAD
(Semesre0ice 2020 )

CERTIFICADO DE ESTANCIWCERTIFICATE OF MOEILITY

Univerzidad Incuzyial de Santander (UIS) y = Responsable de Movikdad académica de|
hacen constar que: ! The Universidad industrial de Santander (LIS) and e Intemationa

pMobiny Coordinator certtty that

De acuerdo con i rol de coordinador de moviidad de estudiantes, que obran en a3t Unidad, of
alumno que & mencions abajo 22 ha Nsatto como beneficlario del programa de moviidad de la
LIS, en & cual rechbe beneficios! According 10 the duties of the student mobily coordinator, the
student menSioned Delow I 3 bensfacior under e moblity program 2 UIS In which he =

receiving proft

El estudants dede certicar su legada a la Institucion de desino, asl come reportar ia Snalzacion
¥y &l cumpimiento def programa de moviidad al que 32 Nscrtbio / the student must notity hisiher
arival 1o the host insttution, a3 well 33 the fufliment and ending of the program helshe i
enrolled.

NOMOreADeiicos Gel studants —Stadent s Frst Name and Last Name
Yeizon Alsxander Dlaz Gallo
CERTIFICADO DE LLEGADA —ARRIVAL CERTIFICATE"
Fecha de llagada/Amival Date- 11 de fatrarm de 2020,
Nombre y cargo/Name and Title: Or. Frandsco Javier Avarez Sanchez

(Rezponsabie de Moviidad Universicad de Destino/ Responsible for Mobily in the Host
University)

Fima, Selo / Signature, Stamp:

CERTIFICADO DE SALDA - DEFARTURE CERTIFICATE?

Fecha de salca’ Departure Date: 7 de aposto de 2020.

Nombre y cargo/Name and Titie: Or. Francisco Javier Ahvarez Sanchez
(Rezponzabie de Movildad Universicad de Desting/ Responsibie for Mobily In the host

University)

Fima, Selo / Signature, Stamp:
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PROCESO RELACIONES EXTERIORES Codigo: FRE.16
‘ “ls FORMATO DE CERTIFICADO DE ESTANCIA Veriax M1
_ ‘ (MOVILIDAD ACADEMICA) Tmiat

FIRMA DEL ESTUDIANTE / STUDENT SIGNATURE

AR 7
nder Diaz Gallo
g & Forestal
C.C 1030644317 Cod:2145218

Y‘i‘

L3 comunicacitn o2 13 fecha de (1Iegada es requisito pravio para el reporte como estudiante en
Intercamblo en el sistema de informacien oe 13 UIS; sl no lo hace, el sistema le 3signara 13 calidad
de estudiante con ratro voluntario / Reporting the amival date Is a requirement 50 the exchange
stugent can be successtully registered In the UIS student system; If not ragistersd, the system
wil automaticaly 3ssign 3 voluntary withdrawal 131us to the student.




