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PREFACIO

La presente comunicacion idonea de resultados comprende el estudio del papel de las
raices de cuatro especies vegetales y de la comunidad microbiana (bacterias y hongos),
en el proceso de agregacion de un suelo arenoso del sur del Valle de México. Los
resultados que se presentan conforman el trabajo de investigacion de Maestria
denominado “RAICES-SUELO-MICROORGANISMOS EN EL PROCESO DE
AGREGACION DE UN SUELO ARENOSO EN EL VALLE DE MEXICO”. El estudio de
los procesos bioldgicos no puede desarrollarse sin considerar la diversidad de factores
que inciden en ellos, sin embargo, abordarlos en una manera gradual puede permitirnos
comprender mejor dichos procesos.

Los resultados de esta investigacion confirman la importancia de los factores biologicos
en la estructura del suelo; una parte de estos se encuentra publicada en la revista Soil
Biology and Biochemistry (Capitulo 2). Los resultados concernientes al papel de los
grupos bacterianos presentes en el suelo, el potencial exocenzimatico de las
comunidades fungica y bacteriana, asi como su diversidad genética, se presentan en
los capitulos 3 y 4. En el tercer capitulo se consideran tres ambientes edaficos: suelo
rizosferico, no rizosférico y macroagregados (2-5 mm). El cuarto capitulo se enfoca en
la rizosfera de las especies vegetales debido a que en ella se presentaron tanto la
mayor biomasa bacteriana como el mas alto potencial exoenzimatico. Cabe mencionar
que dentro de este apartado se incluyen evaluaciones moleculares de la diversidad
microbiana, trabajo que fue desarroliado en el Centro de Edafologia y Biologia Aplicada
del Segura, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas {CEBAS-CSIC), en Murcia,
Espaha.



RESUMEN

El Valle de México tiene caracteristicas biologicas, geograficas y edafologicas que
hacen posible la existencia de ecosistemas naturales y agroecosistemas en su territorio.
De acuerdo con el uso del suelo y las actividades de la poblacion, el Valle se divide en
area de desarrollo urbano y suelo de conservacion. Este ultimo comprende algunos
bosques y ademas en él se desarrollan la mayoria de las actividades agropecuarias y
forestales, sin embargo, estas areas presentan suelos de textura arenosa, susceptibles
a procesos de erosion hidrica y eolica, como consecuencia de su inestabilidad
estructural. Por ello, estudiar el proceso de formacion de agregados en estos suelos
resulta necesario para la generacion de conocimientos que permitan su mejor manejo y
aprovechamiento. La formacion de macro y microagregados generalmente depende de
la presencia y calidad de las arcillas, pero en suelos arenosos este proceso también
esta determinado por otros factores. Los microorganismos del suelo, en estrecha
relacion. con. las raices de las especies vegetalgs, participan en_el .proceso de
agregacion de los suelos arenosos y en Ios_ciclos biogeoguimicos que tienén lugar. En
el presente trabajo se estudio la estructura de un suelo arenoso y la influencia ejercida
por los hongos micorrizico-arbusculares, saprobios y grupos bacterianos asociados a
tres especies de plantas cultivadas, Amaranthus hypochondriacus L., Zea mays L.,
Helianthus annuus L. y un pasto invasivo (Cynodon dactylon). Los resultados muestran
que los pelos absorbentes de las raices son mas eficientes que las hifas de los HMA vy
saprobios en la retencion de particulas de arena. La comunidad bacteriana presenta
una elevada actividad asociada al ciclo del N favoreciendo la fertilidad del suelo. Los
potenciales exoenzimaticos muestran una relacién sintréfica entre la comunidad
bacteriana y fungica en el uso de diversos sustratos; estos potenciales presentan
respuestas distintas en relacion con la disponibilidad de oxigeno. Finalmente, analisis
moleculares de los segmentos 16S y 18S rDNA permitieron determinar la diversidad

bacteriana y fungica presente en la rizosfera.

Palabras clave: Agregacion, Amaranthus hypochondriacus, bacterias rizosféricas,
Cynodon dactylon, diversidad, enzimas, Helianthus annuus, micorriza arbuscular,

suelos arenosos, Zea mays !



ABSTRACT

The Valley of Mexico presents natural and agricultural ecosystems. The government
programs distinguish the urban area and the Conservation Soil Area (CSA). CSA
includes temperate forests (Pinus-Quercus) and agricultural land. Soils were formed
from volcanic ash depositions and the sandy sc_)il is the dominant texture which is very
prone to rain and eolian erosion as a result of its structural instability. Under this context,
the study of soil aggregation is necessary in order to produce scientific information
relevant to improve cropping systems incorporating soil conservation objectives. The
formation of micro and macro-aggregates depends on quantity and quality of clays, but
on sandy soils these process is controlled by biological factors. Soil microorganisms
associated to plant roots promote the soil aggregation and the dynamic of
biogeochemical cycles. In the present work we study: (a) the influence of root-hairs and
hyphae (vesicular-arbuscular mycorrhizae, VAM, and saprophytic fungi) on sand
particles enmeshment; tb)'biomasé and enzymatic activities of microbial groups living in
soil sampled from root-zones of four plant species (Amaranthus hypochondriacus L.,
Zea mays L., Helianthus annuus L. and the invasive grass Cynodon dactylon L.); and (c)
the molecular pattern of microbial diversity in soil. The results showed that root hairs
were more abundant and efficient that fungi hyphae in adhesion and enmeshment of
sand particles. The bacterial community had a high enzymatic activity associated to the
nitrogen cycle in soil. The exoenzymatic potentials showed by bacterial and fungal
communities suggested the existence of a syntrophyc relation in the process of organic
matter mineralization which could be useful for plant nutrition under sandy soils. The
pattern of enzimatic activities changed when oxygen concentration was modified.
Molecular analyses of the segments 16S and 18S rDNA allowed to asses the diversity of

bacterial and fungal communities living in the rhizosphere.

Key words: Sandy soil aggregation, soil microbial biomass, soil enzymatic activity,

vesicular-arbuscular mycorrhizae (VAM), soil DNA.



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

El suelo es fundamental para la produccién de los cultives y al mismo tiempo es un
ambiente susceptible de sufrir efectos negativos debido a las actividades agricolas. Es
un sistema complejo y diverso formado por tres fases (organico-mineral, hidrica vy
gaseosa) (Porta ef al., 1999}, y su matriz contiene una biodiversidad amplia de macro y
microorganismos. Las propiedades fisicas y quimicas del suelo se ven afectadas por la
actividad biolégica que se desarrolla en el, y a su vez, la estructura y el estado
nutrimental, afectan la dinamica de las poblaciones y la actividad biologica en el mismo
(Linderman, 1992). La estructura de los suelos esta dada por la agrupacion de sus
particulas. Esta condicidon permite procesos de flujo hidrico, crecimiento radical,
intercambio catidnico e intercambio gaseoso, entre otros procesos.

El suelo estd compuesto por estratos u horizontes en los que interactian los materiales
y organismos que lo integran. Los minerales que lo componen se clasifican en tres
. grandes grupos: arenas (granos duros de diversos tamaios), limos. (particulas finas e
intemperizables) y arcilias (particulas finas compuestas por silicatos). De la proporcion
que cada uno de estos materiales tenga en un suelo se deriva la textura del mismo, la
cual estd determinada por los minerales que hayan intervenido en los procesos
geologicos de formacion (Rucks et al., 2004). Los minerales mas comunes se derivan
de rocas igneas, sedimentarias y metamorficas. '

La textura interviene de manera directa en la productividad del suelo, favoreciendo o
limitando los procesos biolégicos y geologicos que en éste tienen lugar. Los suelos de
origen volcanico que se presentan en el sur del Valle de México tienen problemas de
erosion edlica e hidrica debido a su estructura inestable y a los cambios en su uso, de
vegetacion natural a agricultura (SMA D.F., 2005). La mayoria de estos suelos se
componen de particulas de arena depositadas como resultado de la actividad volcanica.
Al ocurrir el cambio de vegetacion natural a uso agricola, el suelo se torna mas fragil
ante los eventos climaticos y el proceso erosivo se ve favorecido por el sistema de
labranza convencional basado en el uso de instrumentos de disco (arado y rastra).

La formaciéon de agregados y su estabilizacion son procesos en los que interviene la
naturaleza mineral gel suelo, especialmente con las particulas de arcilla, las que actian

como cementantes de ofras particulas minerales de diferente tamano y composicion

8



quimica (Dominguez y Schifter, 2003). Los agregados forman un edificio estructural
basado en micro (<250 um} y macroagregados (>250 um) (Oades, 1993). De esta
organizacion resulta una combinacion de particulas y poros de distinta dimension, cuya
estabilidad depende de la fuerza de los enlaces en los distintos niveles de organizacion.
La materia organica en sus diferentes fracciones (particulada y no particulada,
humificada y no humificada), participa en tos enlaces entre las particulas y contribuye a
mejorar la estructura edafica (Six ef al., 2004). En la naturaleza, la estructura del suelo
esta sometida a diferentes presiones fisicas. La accién de las gotas de lluvia, por
ejemplo, provoca la ruptura de los enlaces de las capas mas superficiales, separando
las particulas y reorganizandolas (Dominguez y Schifter, 2003). Elio da lugar a capas
de costras que se forman por |a reorganizaciéon selectiva de particulas de arcilla y/o de
limo. Un suelo con una pobre agregacidn sufrira con mayor fuerza la accion erosiva de
eventos naturales (lluvia, temperatura) y de practicas de cultivo (principalmente
aradura). _

El papel de las arcillas en la agregacion de los suelos resulta preponderante; sin
embargo, existen suelos en los que su textura esta conformada basicamente por arena.
Un suelo arenoso tiende a carecer de macro y microagregados debido a la falta del
elemento cementante, la arcilla, hecho que contribuye a su inestabilidad estructural. La
ausencia de macro y micro agregados estables, en combinacion con sistemas de
produccion inadecuados, plantean problemas serios tanto para la conservacion del
recurso suelo, como para las actividades agricoias. Estos problemas se reflejan en la
pérdida de suelo (erosidn), compactacion, baja retencion de humedad, bajos indices de
produccion y disminucion de la poblacién de macro y microorganismos.

El estudio del procesc de formacién de agregados, es decir, de la formacion de la
estructura del suelo, es fundamental para la busqueda de estrategias que se opongan a
fa erosion de este recurso y por lo tanto que fortalezcan las actividades agricolas y que

puedan ser aplicadas en la recuperacion de areas naturales degradadas.

1.2 Marco de referencia
El concepto del suelo como un “sustrato inerte” que tiene como funcion principal servir

de mero soporte fisico a la planta, ha evolucionado desde hace poco mas de 20 afios



(Thomas, 1990). Con base en tal concepcion, se desarrollaron sistemas de produccion
centrados en la labranza convencional, en el aporie externo de insumos (fertilizantes,
principalmente), en el establecimiento de monocultivos extensivos y en el
desconocimiento del papel de los microorganismos como parte fundamental del
agroecosistema (Restrepo, 2000).

Como resultado de esto, el estudio de los procesos que tienen lugar en el suelo centro
su atencién en factores meramente productivos hasta el auge de la agricultura
sustentable u organica, que abri¢ la puerta a visiones multidisciplinarias del problema
agricola y ambiental. El conocimiento de los procesos bicldgicos que tienen lugar en un
sistema agricola se ha fincado como la base de otra concepcion del recurso suelo
considerandolo como un sistema dinamico en el que participan factores geoldgicos,
quimicos, biologicos, fisicos y culturales (Nannipieri ef al., 2003).

Bajo esta concepcidn, el suelo se ve influenciado primeramente por su origen, es decir,
el tipo de mineral del cual se formé inicialmente (roca madre o deposiciones) vy la
interaccién de éste con otros factores geologicos y climaticos: Existen suelos como los
que se presentan en buena parte del territorio mexicano, que tienen su origen en
erupciones volcanicas, como es el caso del suelo bajo estudic en este proyecto de
investigacién. Estos suelos son esencialmente de textura arencsa, por lo que su
estructura es fragil, quedando frecuentemente a merced de procesos erosivos por la
accion del viento, el agua y los sistemas productivos que en ellos se practican. En un
reporte previo se demostré que la adicion de materia organica al suelo arenoso de
Tulyehualco (Xochimilco, D. F.), incrementd la formacién de macroagregados pero no
su estabilidad (De Lebn-Gonzéalez et al., 2000). Mas recientemente, De Ledn-Gonzalez
et al. (2006) reportaron que las raices de maiz tienen una gran capacidad para adherir
el suelo arenoso y se planted que en sitios cultivados es éste el principal mecanismo
para mantener el suelo en forma estructurada. En el trabajo antes citado se estudio el
efecto de las raices en la estructura edafica después de la cosecha. Los datos
aportados en el mismo indican la importancia de mantener las raices de los cultivos en
el suelo después de la cosecha, puesto que favorecen la conservacion de la estructura
resultante de la accion de las raices.

En este contexto, el eje de los procesos de estabilizacidon_del suelo arenoso ocurre en la

rizosfera. _Esta region fue descrita ;por primera vez por Lorenz Hiltner en 1904 (citado en
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Prescott et al., 1999). En la rizosfera es donde se concentra el proceso de formacion de
agregados y los procesos de intercambio de sustancias entre las raices y la solucion
del suelo (Miller y Jastrow, 1992). La rizosfera es definida como la fase del suelo en la
que los minerales y los microorganismos se encuentran en estrecha relacion con las
raices de las plantas. Linderman (1992} la describe como la parte en la que interactian
las raices de las plantas, los minerales y los microorganismos a traves de diversos
procesos y senales quimicés complejas. Las poblaciones microbianas del suelo
responden a la liberacion de materiales organicos cerca de la raiz de la planta
aumentando su namero y cambiando las caracteristicas de la comunidad microbiana.
La rizosfera es particularmente importante en suelos que presentan un perfil somero o
de aquellos que se caracterizan por su inestabilidad estructural, como ocurre en el
suelo arenoso estudiado en el presente trabajo.

Para reducir el impacto de los procesos erosivos €s necesario que el suelo tenga una
estructura estable y para ello una dinamica bioldgica en equilibrio y un manejo
adecuado son fundamentales. Hablar de estructura del suelo implica la formacion de
agregados. Estos son conglomerados de minerales, materiales organicos vy
microorganismos, que generalmente se forman gracias a la actividad de las arcillas. En
su estructura se forman poros por los que se suceden procesos de intercambio
gaseoso, flujo hidrico y movilidad de sales minerales nutritivas, asi como de
microorganismos.

En suelos arenosos caracterizados por su fragilidad estructural el agua puede entrar en
los poros de la capa arable, favoreciendo escurrimientos de mayor volumen y con ello
aumentando el riesgo de erosion. En el suelo arenoso bajo estudio la compactacion del
suelo y los cambios en la dinamica del agua se traducen en un menor crecimiento
vegetal y menores rendimientos, como ha sido probado para eif cultivo de amaranto
establecido (De Ledn-Gonzalez et al., 1997).

Debido a la presencia de componentes organicos y minerales, los suelos son ricos en
nutrimentos. Las raices de las plantas cultivadas o silvestres también aportan
nutrimentos y otras sustancias que son aprovechados por una amplia gama de
microorganismos, entre los que se incluyen algunos azlcares, aminoacidos, vitaminas,
acidos organicos, nucledtidos y enzimas (Marschner ef al, 2001). Estos

microorganismos, especificamente los hongos y las bacterias, contribuyen con la
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manutencion de la fertilidad del suelo. Hasta finales del siglo pasado se reconocia que
el estudio de los microorganismos del suelo y sus interacciones alcanzaba apenas el
10% (Nannipieri et al., 2003). A pesar de este retraso en la investigacion, la relacion
entre el suelo en su parte mineral, las plantas (especificamente la rizosfera) y los
microorganismos, se cuenta con avances considerables (Garbeva et al., 2004).

Las plantas son la fuente_ principal de materia organica primaria de la que dependen los
microorganismos lo que_hace que guarden una estrecha relacién entre si. Se conocen
relaciones en las que los microorganismos se asocian simbidticamente con las plantas
como la micorriza arbuscular {MA), y otras en las que se estimula el crecimiento vegetal
a través de la produccion de fitchormonas, gracias a las denominadas rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR’s) (Linderman, 1992). Otros grupos
bacterianos aportan nitrégeno ya sea en el interior de nodulos radicales o bien como
fijadores libres (Prescott et al., 1999).

Como puede apreciarse, la relacién entre los microorganismos, el suelo y las raices de
"~ las” plantas, implica procesos benéficos para  las actividades agricolas 'y de
conservacion. En la presente investigacion el papel de los hongos micorrizico-
arbusculares (HMA) y la comunidad bacteriana resulta vital al estar fuertemente
relacionado con la estabilidad y |la formacion de agregados en los suelos.

Existen trabajos en los que se ha evaluado el papet de la MA, tanto en la nutricion vy
resistencia de los cultivos a factores adversos, como en la estabilidad del ambiente
edafico. Las hifas de los hongos unen las particulas del suelo formando un entramado
(Tisdall y Oades, 1982) que proporciona estabilidad a los agregados ante la accion
mecanica de la lluvia. Se ha centrado la atencion en el papel del micelio fungico como
estabilizador, considerando ademas el papel de los hongos saprobios en este proceso
(Abbott et al., 1992). Asimismo, a partir de los trabajos de Wright y Upadhyaya (1996)
se ha descubierto que ademas del efecto de la red de hifas, los HMA producen una
glicoproteina, la glomalina, que puede actuar favoreciendo la estabilidad de agregados
asociados a pastos y leguminosas (Rillig ef al., 2002). Esta bien establecido que la
presencia del micelio es un factor que promueve la estabilidad del suelo y conduce a un
mayor éxito en el establecimiento de las plantas. Sin embargo, en suelos de pradera
l?ajo cero labranza, al egtudiar el mismo factor se sugirié que la relacion entre micelio y

élomalina no es la Unica:que participa en la agregacion (Borie et al., 2000). El papel de
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las bacterias en el suelo ha sido estudiado a partir de aquellas que son capaces de
proveer a la planta de nitrébgeno asimilable como sucede con los géneros Rhizobium y
Frankia (Prescott ef al,, 1999). En otros casos como en el de los miembros del genero
Pseudomonas que habitan en la rizosfera, se ha estudiado su capacidad de inducir una
respuesta de defensa en las plantas contra microorganismos patogenos (Atlas y Bartha,
2006). En el presente trabajo se espera evidenciar la importancia de algunos grupos
bacterianos que paﬂicipan en la mineralizacién de la materia organica del suelo pues
estos inciden en la fertilidad del mismo. La presencia de estos microorganismos se
relaciona con la produccion de exopolisacaridos que pueden actuar como cementantes
en el proceso de agregacion (Alami et af., 2000), asi como favorecer la colonizacion
micorrizica (Koide y Mosse, 2004).

Como se ha mostrado, existen evidencias del papel activo de los microorganismos en
los sistemas agricolas. En el caso de los HMA, como en el de las bacterias, poco se
conoce sobre el papel que pueden jugar en la agregacion de los suelos arenosos de
México., Strparticipacidn, asi ¢como' la interaccioh de estos con las especies cultivadas

bajo estudio son los ejes del presente trabajo.

1.3 Problematica estudiada

La investigacion aborda el problema de la formacion de agregados en la rizosfera de
plantas cultivadas en un suelo arenoso. En el caso de estos suelos se espera que la
agregacion esté determinada por factores biologicos es decir, por las raices de los
cultivos establecidos y los microorganismos del suelo.

El proceso de agregacion es fundamental puesto que impacta en la productividad del
suelo y en la conservacion de este recurso. Baste mencionar que en México mas del
80% del territorio se encuentra bajo procesos de degradacion y erosion, donde el 23.2%
sufre erosion eolica debido a la ausencia de biomasa y estructura edafica (INEGI,
2004). El 59% de la superficie del Distrito Federal estd amenazada por procesos
erosivos, mismos que se han intentado frenar a partir de la denominacidon de suelo de
conservacion (SC) para esas areas (SMA D.F., 2005).

Anteriormente se ha establecido la relacion que existe entre los factores mineral,
microbiologico y rad_’ical en la formacion de agregados (Sollins ef al., 1996). Por ello, en

el presente trabajo. se utilizaron tres especies cultivadas y una especie de pasto
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invasivo de la zona, para abordar esta problematica. Estas especies son Amaranthus
hypochondriacus L. (amaranto), Zea mays L. (maiz), Helianthus annuus L. (girasol) y
Cynodon dactylon L. (pasto Bermuda), elegidas en funcion de que su establecimiento
es muy frecuente en la zona de estudio, de que sus raices favorecen el proceso de
agregacion (De Ledn-Gonzalez et al., 2006) y de que representan cultivos tradicionales
de alto valor nu_trimental. Por estas razones la importancia del presente proyecto radica
en la posibilidad de conocer el beneficio de la biclogia del suelo en la estructura del

suelo.

1.3.1 Ubicacion del problema

El trabajo se inscribe en el marco del manejo de SC del Distrito Federal, el cual posee
en mas de la mitad de su territorio caracteristicas climaticas, topograficas y edafoldgicas
que hacen posible |a existencia de diversos ecosistemas (SMA D.F., 2005). Desde la
perspectiva del medio ambiente, la vegetacién natural del D.F. constituye el principal
elemento de estabilizacidon de los suelos y de |a conservacion de los ciclos hidrologico y
biogecquimicos, asi como un medio para la captura de carbono y retencién de
particulas suspendidas.

Desde la optica socioeconomica, l0s recursos que se ubican en el SC aportan materias
pnmas para la subsistencia de los pueblos y comunidades rurales locales, pues en ellos
se ubican suelos con aptitud para el desarrollo de actividades agricolas, pecuarias vy
acuicolas. Ademas, son espacios en los que se pueden desarrollar actividades
productivas sustentables, asi como establecer sitios para el turismo © recreacion.

El SC ocupa parte del territorio de las delegaciones Alvaro Obregén, Cuajimalpa de
Morelos, Gustavo A. Madero, |ztapalapa, La Magdalena Contreras, Milpa Alta, Tiahuac,
Tlalpan y Xochimilco. Se estima que la superficie considerada como SC es de 87,204
ha, que corresponde a poco mas del 59% del area total del D.F.

La seccién mas grande del SC abarca una superficie de 87,204 ha y se extiende por
toda la Sierra del Chichinautzin, la Sierra de las Cruces, la Sierra del Ajusco, el Cerro de
la Estrella y la Sierra de Santa Catarina, asi como en las planicies lacustres de
Xochimilco-Tlahuac y Chalco. Es en esta zona en la que se encuentra el sitio de trabajo

de la presente investigacién. ) - .
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Una vez establecida la importancia del SC en el D.F. resulta necesario puntualizar los
niveles de trabajo de la investigacion que son los siguientes: -

e El primero de ellos es ecoldgico, ya que la pérdida del recurso afecta el
crecimiento de la vegetacion nativa y de las plantas cultivadas.

e El segundo nivel es econdmico, puesto que un suelo pobre y fragil representa
baja productividad y por lo tanto perdidas economicas para los agricultores.

« El tércer nivel es tecnolodgico, ya que las practicas de manejo del suelo no
siempre son las adecuadas puestc que no se tienen en cuenta las caracteristicas
de cada sistema.

1.3.2 Factores biolégicos

Los factores que intervienen en el problema son:

Los cultivos. Es un factor tecnoldgico ya que esta determinado por la eleccion del
productor y su establecimiento en el suelo bajo estudio. Particularmente interviene en

cuanto a su sistema radical y la capacidad de éste para mantener unidas las particulas

del suelo arenoso.
El suelo. Es el factor en torno al cual gira este estudio, especificamente en la rizosfera
donde ocurre el proceso de agregacion.

Hongos micorrizico arbusculares (HMA). Es uno de los factores que se presume esta

involucrado en la formacion de agregados. Particularmente interviene en cuanto a su
presencia en el suelo y en el interior de las raices, asi como en la secrecion de
posibles sustancias cementantes.

Bacterias. Es otro de los factores que se presume esta involucrado en la agregacion.
Particularmente interviene en cuanto a su papel en los ciclos de los nutrimentos; cabe
recordar que las fracciones de materia organica y su mineralizacion estan ligadas a la
formacion de agregados en primer orden de acuerdo a la teoria jerarquica de la

agregacion (Six ef al., 2004).

1.4 Impacto
El presente trabajo busca aportar datos e inferencias que enriquezcan el conocimiento
que se tiene acerca de la agregacion de un suelo arenoso, el cual es un proceso

biologico y, edafico. La relevancia de ello puede ubicarse en el marco del manejo de
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recursos y el diseNo de modelos productivos especificos adaptados a las necesidades
del SC del D.F. y otras zonas con la misma problematica.

El tratamiento de los problemas desde una perspectiva integral plantea retos e impactos
que contribuyen de manera sustancial a la comprension de un fenomeno. El problema
de la agregacion de suelos arenosos pudiera ser en un primer momento, materia de
ciencia basica, sin embargo, el hecho de estudiarlo desde el punto de vista bioldgico y
agronémico permitira aportar elementos para el disefio de sistemas de cultivo mejor
adaptados a las condiciones del SC del D.F.

Por lo anterior, el objeto de estudio del presente trabajo de investigacion consistid en
elucidar la participacion de bacterias, hongos (HMA y saprofitos) y de las raices en el

proceso de agregacion de un suelo arenoso del sur del Valle de México.

1.5 Hipotesis

¢ El proceso de agregacion de suelos arenosos de origen volcanico es favorecido
por las raices de plantas gramineas como el maiz y el pasto Bermuda en mayor
grado que por las del amaranto y el girasol. Esto debido a las caracteristicas
morfoldgicas de las raices.

» Los HMA y las bacterias asociados a las raices de maiz, pasto Bermuda,
amaranto y girasol, favorecen la agregacion de las particulas de suelos
arenosos.

e La asociacion raices-suelo-microorganismos es determinante para el
mejoramiento de la estructura de suelos con bajo contenido de arcilla (suelos

arenosos).

1.6 Objetivos

Obijetivo generai:
Comparar el efecto de cuatro especies vegetales (maiz, pasto Bermuda, amaranto y
girasol), en funcion de la agregacion y estructura de un suelo arenoso en ef Valle de
México.

Objetivoé particulares:
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e Evaluar la cantidad de suelo retenido por los sistemas radicales de las cuatro
especies vegetales (maiz, amaranto, girasol y pasto Bermuda).

e FEvaluar la proporcion y estabilidad de los agregados.

» Cuantificar la colonizacién micorrizica en las raices, y las esporas de hongos
micorrizico arbusculares presentes en el suelo.

o Determinar la presencia de diferentes grupos bacterianos y fungicos en las
raices, en los agregados y en el suelo rizosférico y no rizosférico, involucrados
en el reciclamiento de iones inorganicos nitrogenados y oftras moléculas

involucradas en los ciclos del carbono y fésforo.

L.os resultados de los tres primeros objetivos particulares dieron lugar a una publicacién

en la revista Soil Biology and Biochemistry.
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Abstract

The aggrcgation process in sandy soils depends on biological activiry. We reported here resulls obtained from one sample time of:
(a) adhesion of sand particies by root hairs and fupgal hyphae, examined or rool sections of four plant species (amaranth, Amaranthus
hypochondriacus L.; Bermuda grass, Cynodon dactylon L.; maize, Zea mays L. and sunflower, Helianthus annuus L.) grown at fiekd for 3
months; (b) root-adhering soil {RAS}), root biomass (RB), and dry and waler stable-aggrepate [tactions oblamed from rooisoil
monoliths; and (c) arbuscular mycorrhizal colonization. Microscope observations on fine roots (< 1 mm} showed that root hairs and
hyphae contributed simultaneously, but not in the same proportion, to enmeshment of sand particles (20-150 um). Hyphae contribution
was considerably fewer than that of root-hairs. Maize and Bermuda grass had a higher rool-hair density but a lower amount of external
hyphae than those of amaranth and sunflower. Root-hairs of Bermuda grass and maize held approximately three times more sand
particles than those of amaranth and sunflower (20 and 7mm™" of rool seclion, respectively). These results were consistent wilh the
higher RAS:RB ratio of Bernuda grass and maize (302 and 257, respectively), than that of amaranth and sunflower (89 and 159).
Intensity of mycorrhizal eclonization in the whole root system was higher in maize, Bermuda grass and sunfower (range ol 22.7-25%) as
compared Lo that of amaranth (6.8%). A. Aypechondriacus, considered as a non-mycorrhizal plant species, showed typical struciures
(vesicles, hyphae and arbuscules) in the root system. Results emphasized the preponderant role of root hatrs (of grasses and dicotyledon
species) in the process of soil adhesion by roots under sandy conditions (pumice and feldspath particles) and semi-arid chimate.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi; Rhizosphere; Rool-hairs; Sand particle binding; Valley of Mexico

binding based on field soil samples are necessary to
document the hyphae and root contributions ko soil
aggregation (Degens, 1997). Contribution of hyphae in

1. Introduction

Under sandy soils the absence of clay mineral limits the

formation of stable aggregates, facilitating soil erosion by
wind and water runoff. The understanding of biological
processes in sandy soil aggregation is crucial to recommend
sustainable crop systems oriented to control the negative
effects of soil erosion (Miller and Jastrow, 1992; Bethlen-
falvay and Barea, 1994). In this context, studies on soil

*Corresponding author. Tel.: + 5255 5483 7230,
fax: +52555483 7238,
E-maif address: [deleonf@correo.xoc.uam.anx (F. De Ledn-Gonzalez).

0038-0717/3- see front matter £) 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:[0.1016/].50i110.2007.04.021

aggregation of well-structured soils was described by
Tisdail (1994) and Tisdall et al. (1997), and verified for a
broad range of soil types (Andrade et al., 1998; Piotrowski
et al., 2004). The role of hyphae of arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF) and non-AMF in sandy soil aggregation has
been reported by Goodchild and Myers ([987), Degens
et al. (1996) and Othman et al. (2004). Soil binding by
hyphae involves cross-linking and sand particle enmesh-
ment (Degens, 1997). Because large lengths of hyphae are
bonded to the sand particle surfaces, the influence of
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hyphae on soil stabilization into aggregates depends on
tensile strengths of the hyphae cross linkages. Larger are
the sand particles more hyphae length is required to
stabilize a set of sund pariieles into macroaggregates. This
is also true for inicroaggregates binding by hyphae under
soils wilh higher clay content (Degens, 1997). Hypbue from
non-mycorrhizal fungi also contribute to soll aggregation.
The presence of fresh organic matter in the soil favours
proliferation of saprophytic hyphae which can continue to
grow under soil water deficits, as normally occurs in sandy
soil (Degens, 1997).

Among root-soil stabilization, rhizosheaths [ormation is
referred o as an outstanding mechanism consisting of sand
particle coatings which cover the entire length ol roots of
many ol the indigenous grasses (Goodchild and Myers,
1987). Rhizosheaths are shaped by the enmeshment of soil
particles by root-hairs (Bristow et al., 1985); mucilages
exuded by roots, in association with seil drying—welling
cycles, aid to stabilize them (Gregory, 2000). Rhizosheaths
are mainly formed in sandy secil conditions (Duell and
Peacock, 1985) and increased sand content resulted in
higher roet-hair density in pgrass species (Bailey and
Scholes, 1997). These former authors reported differences
in rhizosheath formation due to plant species. Watt et ai.
(1994) also reporled that a decrease in soil water content
caused a higher growth of maize root-hairs and rhizosheath
stability. Several works (Bristow et al., 1985; North and
Nobel, 1997) have reported that rhizosheaths reduced the
soil resistance of water-flow towards roots. In arid
conditions it has been confirmed that rhizosheaths become
an habitat for diazotrophie bacteria (Wullstein et al., 1979;
Othman et al., 2004). Although many studies document the
rhizosheaths and their role in plant-soil water relation-
ships, no reports were found about their specific involve-
menl in sand particle entanglernent, contrasting this
situation with tbe mulliple studies concerning hyphae
contrtbution to sand particle binding and stabilizing into
aggregates (Degens, 1997).

In a former study we found differences in the mass ol soil
adhered to by roots of three plant species (amaranth,
common bean and maize; De Leon-Gonzalez et al., 2006).
Additionally, field observations made by the authors
revealed that C. dactylon develops robust rhizosheaths on
the entire root length. The aim of this work was to know
the contribution of roots and hyphae in soil adhesion under
sandy soil condition. Two hypotheses were tested: (a) sand
particle binding is a result of root hairs and fungal hyphae
contributions and (b) differences in intensity of sand
particle binding are due to plant species.

2. Materials and methods
2.1 Sail
The site of study is situated in Tulyehualco (Mexico

D.F., 19°15N, 99°13¥W, 2280m, altitude). The soil
(Entisol; Typic Ustifluvents; Soil Survey Stall, 1999) was
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originaled by volcanic ash depositions; its texture is
composed by 70, 140 and 790gkg™" of clay, silt and sand,
respectively. Annual rainfall (567 mm) is concentrated in
summer months (June—Oclober); mean monthly lempera-
ture is 17.9°C (De Ledn-Gongzalez et al., 2006).

2.2, Plant species

Seedlings of amaranth, maize and sunflower were
transplanted (9 June 2005) as monocultures to field plots
(9m?), under direcl seeding (1 year of no-titlage with crop
residues restitution). Plants of the three cultivated species
were under grain filling when sampling was done. Bermuda
grass grew spontaneously; weeds were manually controlled.
Amaranth (domesticaled in the valley of Mexico), maize
and sunflower are three crop species well adapted to
drought conditions. Bermuda grass in one of the most
invasive plant species around the world, tolerant to
drought and low temperatures; it is considered as a
beneficial plant from a seil conservation point of view
{Simmonds, 1979).

2.3 Extraction of root—seil monoliths

Root—seil monoliths were extracted on 9 September,
2005. Five plants per species were cul at the statks base.
A PVC cylinder (25.5cm diameter; and 37.5 cm length) was
introduced into the soil (25 cm depth) in the centre ol each
stalk. Cylinder with root:soil monohth was extracled
removing the external soil. Root:seil moneliths were
retired from PVC cylinder, manuaily pulled rom the
stalks, stored in plastic bags and transported to the
laboratory. Monoliths were air-dried at laboratory tem-
perature (22°C) for 2 weeks.

2.4. Dry aggregale fractions

The root-adhering sotl (RAS) was separated from the
roots employing a dissection needle, progressing from the
monolith base toward the upper side, trying to avoid soil
pulvenization and damage of root enmeshment. Root
biomass (RB) was weighed and the soil separated from
roots was passed through a column of sieves (Kemper and
Rosenau, 1986), with manual agitation (60 spins). Seven
soil aggregate fractions were obtained and weighed: < 0,04,
0.04, 0.25, 0.50, 1, 2 and >5mm; data were expressed in
g100g~) of total RAS mass. The RAS:RB ratio was
calculated.

2.5, Water-stable macroaggregates (YaWSA)

The stability test was performed in a sample of 2-5mm
aggregales laken from the fractions separated from root—soil
raongliths. A pre-wetting was applied to prevent aggregate
explosion due to rapid air expulsion. Five g of aggregates
were placed for 30min on a sand surface, re-wetted under
—300kPa and immersed for 10min in an Erlenmeyer flask

w .
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where 50mL of ethanol were added. Once the ethanol was
removed, !50mL of distilled water were added and a
manual agitation (20 spins) was applied. Waler was removed
and axgregates were dried for 48h and passed through a
2mm sicve. Slable aggregale mass was weighed This
procedure combines wo treatments proposed by Lc
Bissonnais (1996) for measurement of aggregate stabilily
(slow wetting and mechanical breakdown by shaking after
pre-wetling). This combination was well adapied to the very
low stability of ageregates under study.

2.6. Macroaggregate porosily

Five aggregales (2-5mm, air-dried) per plant species
were ohserved under stereoscopic microscope (11 x;
Olympus* SZ-CTV). An image per aggregale was acquired
{Image Pro® analysis system) and segmented in white-
blaek colours. Voids corresponded lo white colour and
their integral area was obtained with the area measurement
function of the image analysis system. Results of porosity
were expressed as cm® of voids 100 cm ™2 soil.

2.7. Sand particles odhered to by hair-roots and hyphae

Three sections of dry roots (lem length, <Imm
diameter) per species were obtained from root—soil mono-
liths hefore thejr disruptior. Root sections were cut
without abundant particle detachment. C. dactylon roots
were more easily culting; finer was the root more difficult
was the cutting procedure. Root seetions were immersed
for 10min in a cotton blue solution {10%), and observed
under a slereoscopic microscope (!Ix). For each root
section an image (I x | mm, frame) was acquired and
saved. Hyphae were identified by their straight trajectories
and shorter width than root hairs. In each image, the width
and length of rizosheaths, root-hairs and hyphae were
measured. Sand particles adhered to by root bairs and
hyphae were counted and measured on 2D-images utilizing
the image analyser mentioned above.

2.8. Evaluation of mycorrhizal colonization

Mycorrhizal colonization was assessed on fresh root sub-
samples from three plants per spectes (sampled on 9
September 2005) which were water-washed and stored al
4°C. Roots were digested with KOH (10%) and stained
with trypan blue in lactoglycerol (0.05%) (Phillips and
Hayman, 1970). Thirty root sections {lcm lenglh) per
plant were processed. Mycorrhizal colonization (Af%) and
abundance of arbuscules (4%) in the root system were
calculated (Trouvelot et al., 1986). Data were processed with
the Mycoeale program (www.dijon.inra.fr/mychintcc/).

2.9 Sratistical analysis

Nommal distribution of data was verified. General lineal
model (GLM) was carried out considering the effect of
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plant species on the sel of experimental variables. Means
were compared by Tukey test (P<0.05). GLM and
regression analysis were done with SAS™ program.

3. Results
3.1. Roor-adhering soil: rooi biomass ratie ( RAS:RB)

The amounts of RAS are shown in Table I, statistical
differences by plant species were not found for this
variable. In contrast, the ratio RAS:RB of Bermuda grass
and maize was three times higher than that of amaranth,
and almost twice than that of sunflower (Table ). The
highest RAS:RB ratio for Bermuda grass (Table 1)
confirms the efficiency of grasses lo adhere to soil particles
(Tisdall and Oades, 1979; Gijsman, 1990).

3.2 Dry and water stable aggregates, and aggregate
porosity

The proportion of seil mass from the seven aggregate
sizes is shown in Fig. |. The highest soil mass in the range
of 0.04-0.25mm is consislent with the sandy nature of soil
and their structural instability. The dominant sand frac-
tions of the soil (0.04-0.25 mm) were not affected by plant
species and minor changes were found for macroaggregate
sizes {(0.50, 1.0, 2.0 and >2mm). In general, soil particle
distribution was not affected by plant species at the plant
stage of sampling dale (3 months after seeding). Mean
values of WSA sampled from maize, sunflower and
Bermuda prass werc higher than those of amaranth
(Table 1). Macroaggregates {rom amaranth soil samples
had the highest porosity as compared (o other three species
(Table 1).

3.3. Root and rhizosheoth width, and density and length of
rooi-hairs

Root and rhizosheath data are presented in Table 1. The
three cultivated plant species had similar root width
(120-150pm). Bermuda grass presented the largest root
and rhizosheath width (Table 1). Regression relationship
between root and rhizosheath width was significant
(P <0.05; rhizosheath = 194.2+0 5(ro0l width); B% = 28.1).

For Bermuda grass and maize plants (3 month aged) the
density of root-hairs was very close and duplicated that of
amaranth and sunflower (Table 1; P<{.01). The length of
root-hairs of Bermuda grass and maize was approximately
2.5 times of those observed in amaranth and sunflower
(3 month aged; Tahle 1). The length of root hairs also
shuwed ditferences among plant species. The ratio of the
length of root-hairs of maize and Bermuda grass in relation
to those of amaranth and sunflower was >3:1 {Table 1).
The width of roet-hairs was comparable for the four plant
species (Table ).
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Table |

Soil physical vanables (A), micrometry of rooi-hairs, hyphac and sand particles (B), and arbuscular mycorrhizal variables (C)

Varahile Amaranth Bermuda grass Maize Sunflower

A
Rool adhering soil (RAS, g) 4197a 51464 4968a 4287a
Roel biomass (RB, g) 48 Ja 19.8b 22.1b 27.6b.
RAS/RB 88.6h 302.4a 257a llSB.éab
Waler-stable aggregates {g 100g™") 53.1b 64.34 66.8a 66.5a
Aggregate porosity (em 100em™) 19.7a 12.6b 14.6ab 15.3ab

B
Root diameter (pm) I8b 261a 139b 15tb
Rhiroskezth diameter (pm) 272ab 379a 288ab 2G7b
Root hairs in | mm ol rool 8.8b 24.3a 21.6a 11.8%
Length of root hairs (um) 62b 228a 198a 73b
Width of root hawrs (pm) 6.7a B.8a 9.4a 1.2a
Sand particlcs io root hairs (ip | mm) T.7b 21.6a 21.8a 5.9h
Size of sand particles (min)® in root hairs (um) 18b 32a 32a tb
Size of sand particles (max)® io rool bairs (um) 64b 162a 146a 34b
External hyphae in | cm of root 3.2a 0.4c 1.3b J.la
Length of extemal byphac (um) 507a 162b 45%a 394a
Widlh of external hyphae (um) 5a l4c 3.7 4.9ab
Sand particles in hyphae (io 1 mm of root) 0.5a 0.2b 0.5a 0.5a
Size of sand particles {min)* in hyphae (wm) Jéa 19b 39a 39a
Size of sand pariicles (max)® in hyphae (pun) 1344 5b 138a 124ab

C
Mycorrhizal colonizavon in the rool system (M%) 6.8b 23.5ab 25a 22.7ab
Abundance of arbuscules in tbe root system {4%) 0.3a 34a 1.2a 3.3a

*Data corresponding to minimum grain size observed in | mm root sections.
*Data corresponding Lo maximusm grain size observed in | men root sections. For cach variable leticrs are indicative of statistical differences (P <0.05).
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Fig L. Relative propostion of aggregates in four plant species grown in a
sandy soil. Letters above bars correspond to stauistical groups (Tukcy,
P <005).

3.4. Sand particles adhered to by root-hairs

Root-hairs of maize and Bermuda grass attached three
times more sand particles than those of amaranth and
sunflower (Table 1). Figs. 2a and b show the contact
between root-hairs of maize and Bermuda grass, and sand
particles. In relation to the size of particles adbered to by
roots, Bermuda grass and maize attached larger sand
particles as compared to amaranth and sunflower

(P <0.05). The size of fine sand particles adhered to by
root-hairs of Bermuda grass and maize was 2.5 times
higher than that of amarantk and sunflower (Table 1).
Similarly, the sand particles with maximal size adhered to
by root-hairs of Bermuda grass and maize were larger than
those of amaranth and sunflower {Table 1).

3.5 Density, length and width of hyphae

Inversely to results found for root-hairs, hyphae density
of amaranth and sunflower was 2.5 times higher than that
of maize and Bermuda grass (Table 1). Hyphae of
amaranth, sunflower and maize were longer than those of
Bermuda grass (Table [). Hyphae of amaranth were thicker
than those of three other plant species.

3.6. Adhesion of sund particles by external hyphae

The range of the number of sand particles adhered to by
hyphae was 0.2-0.5mm™', which was lower than that of
root hairs (6-22 mm™"; Table 1). The size of sand particles
adhered to by external hyphae (Fig. 3) was also affected by
plant species (Table 1}). The hyphae in roots of amaranth,
sunflower and maize, adhered 1o larger sand particles as
compared to those in Bermuda grass. The linear relation-
ship between external hyphae abundance and proportion
of macroaggregates (2-5mm) was significant (P <0.01;
Fig. 4). External hyphae may correspond to mycotrhizal or
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Fig 3. Hyphac stained with cotton blue and adhering sand parlicles in the
root system of amaranth (frame width: 1.23mom).

saprophytic fungi. The plant species that did not present
exlernal hyphae in two of the three plants was Bermuda
grass, which had the highest root-hair density (Table [).
However, the significance of these results is limited if is
considered that hyphae density can change rapidly, an
data reported here corresponded to only one sampling
date. Additionally, each planl species can be colonized by
different fungi species (Abbott et al., 1992).

3.7. Root colonization of AMF

Intcosity of mycorrhizal colonization in the whole root
systemn (M%) was higher (23-25%) in maize, Bermuda
grass and sunflower as compared to that of amaranth
which showed only a 6.8% (Table 1). No differences were
found for arbuscule abundanee in the root system of the
four plant species (3 months aged, Tahle 1). 4. hypochon-
driacus 1s considered as non-mycorrhizal, however, in Lhis
study the three analysed plants showed typical structures of
AM {vesicles, hyphae) in the root system and values for
M% were 2.6%, 4.8% and 13%, respectively. Only one
plant presented arbuscules, but at very low levels
{A% = 1.17). On the other hand, a lipear relationship
between M% and WSA was significant (P <0.01; Fig. 5).

4. Discussion

The first hypothesis related to simultaneous contribution
of root-hairs and fungal hyphae to binding sand particles

was confirmed by data presented here. Enmeshment of soil
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Fig 4, Linear relatenship between number of exlernal hyphae in root

sections (1 cm) and macreaggregale mass (2-5mm) in four planl species
growing in a sandy soil.
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Fig 5. Lioear relationship between AMFE colonization and water-stable
aggrepates (2-5mm}) of four plant soil samples.

particles was much more unportant by root hairs than by
hyphae (a ratio of 40:1 under maize, and 100:1 under
Bermuda grass; Table ). The very high root-hair density
and the high number of sand particles adhered te by them
are Lwo factors that can explain the cfficiency (assessed by
RAS/RB ratio) of both species to adhere to soil under field
conditions.

The second hypothesis concerning the effect of plant
species on soil binding mechanisms was only partially
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probed. Differences in root-hairs density, exlernal and
internal hyphae densities and abundance of sand parlicles
in rool and hyphae variables caused by plant species were
found. However, it must be considered that the differences
in rool growlh patterns can impose changes in Ibe
dynamics of root-hair density, and also in their longevily,
and that of lungal hyphae. These facts could aflect the
intensity of soil binding mechanisms reported here. A study
considering several sampling times musl guarantiee con-
clusive results about the impact of plant species on the soit
adhesion mechanism.

Rhizosheath was robust in the 1wo monocotyledon
species as compared to amaranth and sunflower. Duell
and Peacock (1985), Watt et al. {1994} and Czarnes et al.
(2000) reperted the importance of rhizosheaths for soil
adhesion of grass species growing under sandy conditions.
Results attained in Lhe present study, with plants grown
during 3 months, showed that root-hairs density and length
were higher in maize and Bermuda grass than thosc of
amaranth and sunflower. Bermuda grass is a perennial
species whose major fongevity can help to cumulate sand
particles over its rhizosheaths, resulting io a higher
stabilized soil mass as compared to the other annuval plant
species grown [or 3 months.

Size range of sand particles attached by hyphae was
similar than that of root-hairs (20-150pum). This is
coincident with a former study where 100 pm sand particle
binding by hyphae was reported (Degens, [997). Mean
values of root-hair density reported here were higher than
those reported for African grasses Anthephora pubescens,
Digitaria eriantha and Eragrostis pallens (7, t and 10 mm™!
of root, respectively, under a soil texture similar to our
study, 80 g of sand 100g™") (Bailey and Scholes, 1997).

Another finding was the lower abundance ol external
hyphae in the two species with high root-hair density
(Bermuda grass and maize). Root bairs may be a restriction
faetor to external hyphae colonization. The few external
hypbae colonizing roots of maize and Bermuda grass could
correspond to AMF or to saprophytic fungi (Abbott et al.,
1992).

According to data directly measured on the root sections
ohtained from rhizospherc of plaots grown at field during 3
months, hyphac (AM and saprophytic fupg) seemed (o
have a minor participation in the aggregation and
stabilization of the sandy soil. In contrast, the regression
analysis between mycelium and aggregation and stabiliza-
tion variables resulted in a positive correlation, which is
coincident with that reported by Tisdall et al. (1997), Kabir
and Koide (2000), and Rillig et al. (2002).

Levels of myeorrhizal colonization in the whole root
system of maize, Bermuda grass and sunflower ranged
from 23% to 25%. Genus Amaranrhus has mostly been
considered as non-mycorrhizal; however, Shanker et al.
(1991) and Takaaki ct al. (1998) observed AMF coloniza-
tion in some Amaranthus species. In our study mycorrhizal
structures (internal hyphae and vesicles) were present
in amaranth roots (M% =6.8) growing under field
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conditions; however, arbuscules were observed at very
low levels in only one root system. Semi-arid conditions in
the valley of Mexico may favour AM symbiosis in
amaranth as suggested previously by Shanker et al
(1991) and Quilambe (2003).

5. Conclusions

Soil binding by root-hairs was the main mechanism in
sandy sotl adhesion. Hyphae (saprophytic and AMF) soil
binding was a minor mechanism in this process. Roots of
maize and Bermuda grass (3 months aged) showed a higher
efficiency to adhere to soil than those of amaranth and
sunflower. This elficiency was based on high abundance
{20-25 root-hairs in eack mm of root section), long root-
hairs {200 pumy), and high quantity of sand particle binding
(=20 sand particle mm ™! of root section). The four plant
species under study exhibited AMF colonization.
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3. COMUNIDAD BACTERIANA'Y FUNGICA EN SUELO RIZOSFERICO, NO
RIZOSFERICO Y MACROAGREGADOS:

“Biomasa y actividad exoenzimatica microbiana en un suelo arenoso”

RESUMEN

Los microorganismos del suelo son fundamentales para el reciclamiento de los
nutrimentos y el desarrollo vegetal. La diversidad de funciones que pueden realizar en
torno a nutrimentos como el C, N y P esta definida por el microambiente del suelo en el
gue habitan, asi como por las condiciones ambientales como la disponibilidad de O,. En
el presente estudio se evaludé la biomasa bacteriana, la presencia de grupos
bacterianos funcionales relacionados al ciclo del N, y el potencial exoenzimatico de
bacterias y hongos en suelo rizosférico, no rizosférico y macroagrgados, de cuatro
especies vegetales (amaranto, pasto Bermuda, maiz y girasol), establecidas en un
suelo arenoso. Los resultados muestran una relacién sintréfica en cuanto al uso de
sustratos para su metabolismo, entre las comunidades bacteriana y fungica. La mayor
biomasa bacteriana estuvo presente en el suelo rizosférico de las cuatro especies
vegetales. La potencialidad exoenzimatica que presentaron bacterias y hongos esta
relacionada con los ciclos biogeoguimicos de macronutrientes y varia de acuerdo con la
disponibilidad de O,. El tipo de suelo (rizosférico, no rizosférico 0 macrogregados),
afecta el volumen celular bacteriano (P=0.06). El reciclamiento de las sustancias
nitrogenadas de importancia para los productores primarios es bien realizado por la

microbiota presente en el suelo.

Palabras clave: Biomasa bacteriana, grupos funcionales, hongos, macroagregados,

potencial enzimatico, suelo rizosferico.

1. Introduccién

La importancia de los microorganismos en los procesos dinamicos del suelo radica en
parte en su abundancia (biomasa) y su capacidad para interactuar con otros
componentes del sistema (Alami ef al, 2000). Asi, se ha investigado el papel de

microorganismos como hongos y bacterias rizosféricas en la formacién de agregados
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estables (Degens, 1997}, y la continuidad de los ciclos biogeoquimicos del C, Ny P
(Chéneby et al., 2004). Los grupos bacterianos asociados al ciclo del C y del N
destacan tanto por su importancia para la productividad de sistemas agricolas, como
para el mantenimiento de ecosistemas forestales y el ambiente en general (Cerén y
Melgarejo, 2005). Estos microorganismos interacttian con las raices de las plantas, con
las particulas minerales y sustancias organicas del suelo. La mineralizacion de la
materia organica y la secrecidbn de sustancias mucilaginosas (principalmente
polisacaridos), son actividades que las bacterias realizan en beneficio de la estructura
fisica y bioguimica del suelo. Los mucilagos producidos por las bacterias se han
asociado a la formacién de microagregados (Oades, 1993). El papel de las bacterias en
la formacion y estabilidad de los agregados se ha estudiado en la masa total del suelo
(Alami ef al., 2000). Se ha reportado tambien que el papel de las bacterias rizosféricas
en la agregacién y la composicion de sus comunidades varia de acuerdo con las
caracteristicas de cada especie vegetal a la que se asocian (Alvey ef _al., 2003).

Por otra parte, las bacterias interactuan con otros microorganismos del suelo como los
hongos micorrizico arbusculares (HMA) favoreciendo la asociacion simbidtica de éstos
con las especies vegetales (Roesti ef al, 2005). Las bacterias producen enzimas
extracelulares e intracelulares con una elevada actividad metabolica; de esta capacidad
se desprende su importancia como componentes fundamentales en la dinamica y
calidad edafica (Cerdn y Melgarejo, 2005). El intercambio de sefiales quimicas vy
nutrimentos ocurre de manera destacada en la rizosfera (Linderman, 1992). En
sistemas agricolas el papel de las bacterias asociado a los procesos de mineralizacion
resulta importante pues la disponibilidad de nutrimentos como el N en formas
asimilables por las plantas, se ve influenciada por los tipos fisiologicos presentes
(Schloter et al., 2003). El conocimiento de estos procesos puede aportar elementos
para la determinacion de sistemas de fertilizacion que disminuyan las pérdidas vy los
problemas de contaminacidén edéafica (Kim et al., 2006), asi como para caracterizar las
comunidades bacterianas en ciertos suelos. Se ha analizado la composicion y funcion
de las comunidades bacterianas rizosféricas y del suelo adyacente, en los que se han
identificado modelos de asociacion y tipos bAacterianos que actuan en funcién de
condiciones especificas (Cook et al., 2006; Philippot ef af., 20086; Rayrjaud et al., 2006).
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En el presente trabajo fue determinada la produccion de biomasa bacteriana, Ios grupos
funcionales bacterianos y el potencial exoenzimatico de bacterias y hongos presentes
en la rizosfera, en el suelo no rizosférico y en macroagregados (2-5 mm) de cuatro
especies vegetales (Amaranthus hypochondriacus L., Zea mays L., Helianthus annuus
L. y Cynodon dacltylon, un pasto invasivo. El estudio se llevd a cabo en un suelo
arenoso ubicado al sur del Valle de México. Con este trabajo se pretende iniciar la-
caracterizacion de las comunidades bacterianas, particularmente aquellas relacionadas
con el ciclo biogeoquimico del N, asi como su potencial para mineralizar la materia
organica (MO). En estos suelos los microorganismos influyen no solamente en las
necesidades del sistema agricola, sino que también participan en la estabilizacion del
suelo a partir de la formacion de agregados y en el aporte de minerales en formas
asimilables para las plantas que a su vez actuan como cobertura contra la erosion
(Moreno-Espindola et al., 2007).

2. Materiales y métodos o -' o

2.1 Sitio de estudio

El trabajo se desarrollé en Tulyehualco (México, D.F.}, en el ano de 2005. El suelo
(Entisol; Typic Ustifluvents), es de origen volcanico, compuesto por 70, 140 y 790 g kg™’

de arcilla, limo y arena, respectivamente.

2.3 Diseno experimental
Se establecieron cuatro especies vegetales A. hypochondriacus (amaranto), C. dactylon
(pasto Bermuda), Z. mays (maiz) y H. annuus (girasol); en una parcela experimental,

mediante un diseho de bloques al azar con cuatro repeticiones.

2.3 Muestreo

Se tomaron cinco muestras por especie vegetal mediante el sistema de monolitos,
consistente en el empleo de un cilindro de PVC (25.5 cm de diametro por 37.5 ¢cm de
largo), para extraer una masa de suelo conteniendo el entramado radical y el suelo
rizosferico (USDA, 1999). A partir de los monolitos se obtuvieron submuestras con ura
jeringa estéril sin punta para los andlisis bacterianos corrqspondientes en suelo

rizosferico y macroagregados. El suelo no rizosférico se extrajo de la parte adyacente al ;
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monolito. Las submuestras para los analisis microbiologicos fueron obtenidas de
monolitos elegidos al azar por especie vegetal. Se tomaron 5 g de suelo con raices,
agregados y suelo no rizosférico, por muestra. Las muestras se conservaron en frascos
de vidrio estériles con 18 ml de gliceraldehidc al 20%, y se congelaron a -18°C hasta su
procesamiento. Las muestras para determinacién de la biomasa bacteriana se
preservaron en frascos de vidrio estériles con 18 ml de formaldehido al 2% saturado

con borato y se almacenaron en oscuridad a 5°C.

2.4 Biomasa

La biomasa bacteriana total de suelo rizosférico, no rizosférico y agregados fue
calculada por la técnica de conteo directo/biovolumen por microscopia de
epifluorescencia. Se tomo 1 mi por cada muestra (tipo de suelo y especie vegetal)
preservada en formaldehido al 2 %, el cua! fue colocado en un frasco estéril con 9 ml de
sotucion Tween 80 (1/100); se dejé reposar por 10 min y se ultrasonico (SONICS Vibra
cell™) con una punta de 8 mm de diametro; amplitud 40, durante 2 min, pulsacion 5.
De la muestra ultrasonicada se tomaron 250 ul y se colocaron en un frasco con 10 ml
de agua destilada con 0.005 g de NaNj; finalmente fue agitada en un vortex para
obtener una suspension. A continuacion se tomaron alicuotas de 2 ml diluidas 4000
veces, a las que se les adiciond 0.7 mi de fluorocromo DAPI (46 -diamidino-2-fenilindol)
a una concentracion final de 0.5 pg mi' (Ronald, 1993). Las muestras fueron
homogeneizadas y conservadas a 4°C por 12 h en oscuridad. Posteriormente se
filtraron 2 ml a través de membranas negras de policarbonato Nucleopore de 0.2 nm de
diametro de poro, y fueron analizadas en un microscopio de epifluorescencia Olympus
Bimax 50 (Evelyn ef al., 1993); se contaron 20 campos al azar por filtro, para obtener
una representatividad estadistica en cuanto al nimero de células. El biovolumen fue
calculado a partir de una serie de fotografias tomadas con un sistema de
microfotografia PM30 (Olympus) y proyectadas sobre una pantalla (van Wambeke,
1988), para el calculo de la biomasa (fg C c¢m?® de suelo). Se utilizdo un factor de
conversion de biovolumen:carbono de 1.7 x 107" propuesto por Torreton (1992), de
acuerdo con los calculos reportades para comunidades bacterianas heterotrofas

aerobias. En el caso ce las bacterias provenientes del suelo rizosférico de maiz vy
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girasol se utilizo el factor 2.2 x 10" debido a su gran tamafio. El biovolumen se calculd
utilizando Ia siguiente férmula:
N=n x d x superficie de observacién x 1 x 10
v 9
Donde N = numero total de bacterias; n = media del numero de bacterias por campo; d
= dilucion dentro de la torrecilla de filtracion; v = volumen filtrado; 10/9 = correccion
debida al formaldehido. 7
Biovolumen de los bacilos = p (Lw? - w*) / factor de agrandamiento
4 12
Biovolumen de los cocos = p X _W_3 / factor de agrandamiento
6

Volumen medio = ? de cada célula

No. de células medidas
Para calcular la biomasa se aplico la siguiente formula:

Biomasa fg C ¢cm® = conteo directo/ml x volumen medio x factor de conversién -

2.5 Grupos funcionales bacterianos

Para evidenciar y cuantificar los grupos bacterianos funcionales presentes en el suelo
nzosférico, no rizosférico y macroagregados se utilizd el método de unidades
formadoras de colonias (UFC) y serie de diluciones decimales en tubos de Hungate
gasificados con 4% de O; (Prescott et al, 1999). Se utilizaron medios de cultivo
especificos para cada grupo funcional en condiciones de baja presencia de oxigeno
(pO2 4% balanceado con N;) (Ferrara-Guerrero et al., 1993). Por otra parte, se observd
la capacidad de respirar NO3™, oxidar y fermentar glucosa (Hugh y Leifson, 1953). Los
medios liquidos para bacterias oxidadoras de NH4" y NO,™ fueron enriquecidos con
soluciones de oligoelementos y vitaminas (Balch et al., 1979). El tiempo de incubacion
fue de 25 y 45 dias, respectivamente, a temperatura ambiente y dentro de jarras de
anaerobiosis (Bioxon), bajo atmoésfera con la mezcla especifica de pO, 4% balanceado
con Ny. Las siembras se realizaron por triplicado. Para fijadoras de N, se utilizdo un
medio semisolido (2 g de agar I'") libre de nitrégeno combinado (Ferrara-Guerrero- et al.,

1993). El tiempo de incubacion fue de 15 dias. La estimacion del nimero mas probable
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{(NMP) se hizo con base en la tabla estadistica propuesta por Loyer y Hamitton (1984).
Para verificar la fermentacion de glucosa se utilizé el mismo medio que para la
oxidacion pero con menor cantidad de agar bacterioldgico (2.5 g/} y en condiciones de

anaerobiosis.

2.6 Actividad exoenzimatica 7

Se realizo en placas de cultivo con medios especificos para cada actividad
exoenzimatica bacteriana y fungica a partir de una submuestra de 2 cm® de suelo por
muestra. Actividades: a) Esculinasa (peptona 1 g I''; escufina 1 mlI”"; FeSO, 1 g I'': agar
bacteriologico (ab) 20 g I"; medio base dulce (mbd) a pH 7). b) Fosfatasa (Na-p-
nitrofenilfosfato 2 g I'"; Tris-HCL 50 mI I'"; ab 20 g " mbd a pH 7). ¢) Quitinasa (quitina
molida 1 g I”'; ab 20 g I'"; mbd a pH 7). d) Amilasa (almidén soluble 1.5 ¢ ' agar20gr
" mbd a pH 7). e) Proteasa (agar nutritivo 20 g I''; mbd a pH 7.0). f) ADNasa (medio
ADNasa (Bioxon) 47.2 g I''; NaCl 20 g I''; ab 20 g I''; mbd a pH 7). Medio base dulce
utilizado en todos las pruebas exoenzimaticas (mbd):-Na;HPO,4 12H,0 3.5 g I KH,PO,
0.98 g I'"; MgSQ,4 7H,0; 0.03 g I'"; NH4Cl 5.0 g I'"; solucion de oligoelementos 0.2 ml I,
Solucion de oligoelementos (g ") EDTA monobasico 50 g I'; ZnSQ, 7H,0 2.2 g I'";
CuCl, 2H,0 5.5 g I'"; MnCl, 4H,0 5 g I'"; FeSO,4 7H,0 4.7 g I''; CuSQ, 5H.0 1.5 g I'";
CaCl, 6H,0O 1.6 g I'. La cuantificacién de bacterias y hongos productores de
exoenzimas se realizé con base en las UFC y series de diluciones decimales (Prescott
et al, 1999), en condiciones de baja presencia de oxigeno, utilizando pO; 4%
balanceado con N; y en condiciones de aerobiosis (pO2 21%) (Ferrara-Guerrero et al.,

1993). La siembra se realizd por duplicado y el tiempo de incubacién fue de 10 dias.

2.7 Analisis estadistico

Los resultados en cuanto a biomasa, grupos funcionales y potencial exoenzimatico
fueron sometidos a un ANDEVA de una via, comparando el efecto tanto de las especies
vegetales, como de los suelos (rizosférico, no rizosférico y macroagregados). Se
realizaron correlaciones de Pearson entre los potenciales exoenzimaticos. Se utilizd el

programa estadistico SAS.
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3. Resultados

3.1 Biomasa

La media de biomasa bacteriana en los tres tipos de suelo fue de 0.457 mg C m®. En el
suelo rizosférico de maiz y girasol la biomasa bacteriana fue méas elevada debido a que
el volumen celular fue mayor (Cuadro 1). En todos los casos el suelo rizosferico
presentd la mayor biomasa bacteriana. Al realizar un ANDEVA se observé que el
volumen celular medio depende del tipo de suelo (P=0.06). Los mayores volumenes
celulares fueron encontrados en el suelo rizosférico de maiz y girasol, el menor volumen
celular se encontré en el suelo no rizostérico de pasto Bermuda (Cuadro 1). Las formas

bacterianas que prevalecieron fueron cocos y bacilos.

Cuadro 1. Biomasa bacteriana en suelo rizostérico (sr), no
rizosférico {snr} y macroagregados (ag) de cuatro especies
vegetales establecidas en un suelo arenoso.

Cultivo Vduren celular medio Catendirecto Biomasa
{(um3) (¢ Vmi) (mgC )
g
Amaranto 0129 780x10° 0
Pasto Bermuda 0208 380x10° 064
Ma'z Q712 28410 129
Girasol a7 453%10° 212
ar
Amaranto 0110 319x10° 036
Paslo Bermuda 07 301x10° 0,09
Ma'z 0103 354x10° 030
Girasol 017 407x10° 060
ag
Amaranto 016 318x10° 028
Pasto Bermuda 0.201 354x10° 059
N 8
Figura 1. Bacterias presentes en MaZz o1& 309x10 04t
la rizosfera de Heliantus annuus. Girasol 0.6 360x 10 049

Estadisticamente la biomasa bacteriana en la rizosfera fue significativamente superior

(P<0.05) que en el suelo no rizosférico y los macroagregados.

3.2 Tipos fisiolégicos bacterianos
En los suelos de las cuatro especies vegetales se detectaron poblaciones bacterianas
con actividad fijadora de N,, amonificantes y nitrificantes (Cuadro 2). Un ANDEVA

mostré que sélo existieron diferencias significativas en cuanto a la amonificacion
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atribuible a la especie vegetal; el maiz y el amaranto fueron las especies asociadas a
una mayor potencialidad bacteriana para amonificar el suelo (P<0.05). En el caso de las
fijadoras de N, el NMP mas alto se observo en suelo rizosferico de amaranto; por su
parte, el NMP mas elevado de las oxidadoras de NH4 estuvo presente en suelo
rizosférico de pasto Bermuda, suelo no rizosférico de amaranto, pasto Bermuda y

girasol, y en macroagregados de pasto Bermuda, maiz y girasol {Cuadro 2).

Cuadro 2. NMP ml" de baclerias con capacidad para reciclar el N en suelo rizosférico (sr), no
rizosférico {snr) y macroagregados (ag). La respiracion de NO,", oxidacion y fermentacion de la
glucosa se representan como pruebas positivas o negativas.

NITRIFICANTES
Ox. Fer.
Cultivo Fij N2 Amonificantes Ox. NH,* Ox. NO,~ Resp NO;~ Glucosa  Glucosa
sr
Amaranto 549 x 10° 5.49 x 10° 2.31x 107 549 x 10° + + +
Pasto Bermuda  1.38x 10? 1.74x 10° 5.49 x 10° 5.49 x 10° + + +
Maiz 5.49x 10° 5.49x 10° 263 x 10° 5.49x 10° + + -
Girasol  2.12x 10° 5.49 x 10" 549 % 107 5.49x 10° + +
snr
Amaranto  1.07 x 10° 549 x 10° 549 x 10° 5,49 x 108 + + +
Pasto Bermuda 4.59x 10° 2.63x 10° 5.49 x 10° 549 x 108 + + +
Maiz 7.34x 10° 549 x 10° 1.07x 10° 5.49x 10° + + -
Girasol 1.68 x 10° 1.07x 10° 549x 10% 549x 10° + + +
ag
Amaranto  3.68 x 10? 5.49x 10° 2.63x 10° 549 x 10° + + +
Pasto Bermuda  1.02 x 10° 2.20x 10° 549 x 10° 549 x 10° + + +
Maiz  1.05x 10° 549 % 10° 5.49 x 10° 549 x 10° + + -
Girasol  5.59 x10' 1.46 x 10° 5.49 x 10° 5.49 x 108 + + +

El NMP de bacterias oxidadoras de NO;™ fue el mismo en todas las muestras. Por otra
parte, se observo una respuesta positiva en todos los casos en lo que concierne a la
respiracion de NOj3;™. En cuanto a la oxidacion de glucosa todas las muestras fueron
positivas; la fermentacion de glucosa solo fue negativa en suelo rizosférico de maiz y
girasol, suelo no rizosférico de maiz, asi como en los macroagregados de maiz {Cuadro
2).

3.3 Potencial exoenzimatico bacteriano y fungico

Los resultados mostraron la existencia de comunidades bacterianas y fungicas
heterotrofas. En ambas comunidades se presentaron actividades de degradacion
tigadas a los ciclos del C, N y P (Figs. 2 y 3). Como puede apreciarse, la disponibilidad
de oxigeno (4% & 21%), afecto los potenciales exoenzimaticos, pérticularmente en la

comunidad fangica del suelo no rizosferico y macroagregados del maiz (Fig. 3).-

1

i
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sr i) snr (i} .
aa (i)

100% 100%

o0% 100%
90% |

80%
70% | : wmﬁ
60% . 0%
50% 0% |
W% : a0 40% |
0% 30% 30%

. 20% 20%

- W - =
— I 0% e ——
Amaranto P. Bermuda Malz Glrasol Amaranta P. Bermuda Maiz Glrasol Amaranto P. Bermuda Glrasol
sr (ii) snr (ii) .
100% aa (i)
90% 100% | 100%
B80% — 0% 90%
70% 80% 80% — . B
60% 70% | 70%
50% f 60% 60% | - [
40% 50% - 50%
30% il ! 40% 40% |
20% . - 30% | 30%
10% 20% i 20%
0% ! = HWNM = — B mew | .. . ]
Amaranto P. Bermuda Maiz Glrasal , v
Amaranto P. Bermuda  Maiz Glrasol Amaranto P. Bermuda  Maiz Girasol
M Esculinasa M Fosfatasa Quitinasa MAmilasa HProteasa ™ ADNasa

Figura 2. Actividad exoenzimatica bacterlana en suelo rizosférico (sr), no rizosférico (snr) y macroagregados (2-5 mm) (ag), de cuatro especies
vegetales establecidas en un suelo arenoso, en condiciones de microaerobiosis (i), v de aerobiosis (ii). Resultados expresados en porcentaje de
cada actividad con respecto at nimero total de UFC. A, amaranto; P, pasto Bermuda; M, maiz; G, girasol.
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Hmm“\\” 100% = 100%
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o - H . . S B
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50% ; 4 o0k 60%
40% | 20% 50%
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D% : 0% | 1 00\“ .
Amaranto  P. Bermuda aiz Girasol Amaranto P. Bermuda Maiz Girasol Amaranto P. Bermuda Maiz Girasol
B Esculinasa M Fosfatasa Quitinasa M Amilasa M Proteasa W ADNasa

Figura 3. Actividad exoenzimatica fingica en suelo rizosférico (sr), no rizosférico (snr) y macroagregados (2-5 mm} {ag), de cuatro especies
vegetales establecidas en un suelo arenoso, en condiciones de microaerobiosis (i}, y de aerobiosis (ii). Resultados expresados en porcentaje de
cada actividad con respecto al nimero total de UFC. A, amaranto; P, pasto Bermuda; M, maiz; G, girasol.
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Las bacterias presentaron potencial para al menos cinco actividades exoenzimaticas
distintas en la rizosfera de cada especie vegetal en condiciones de microaerobiosis,
mientras que en aerobiosis la variedad de actividades pbtenciales disminuyo
(particularmente en el caso de la fosfatasa y la quitihasa) (Fig. 2). La comunidad fungica
de la rizosfera por el contrario, presentdé mayor diversidad de actividades
exoenzimaticas en condiciones de aerobiosis (Fig. 3). En el caso del suelo no
rizosférico las bacterias realizaron predominantemente actividades ligadas a la
liberacidon de compuestos nitrogenados (proteasa y ADNasa) en condiciones de
microaerobiosis; a mayor disponibilidad de O, predominaron en esta comunidad
actividades ligadas a la hidrolisis de hidratos de carbono de alto peso molecular
(esculina y almidén). En suelo no rizosférico (snr) de maiz en condiciones de
microaerobiosis, la comunidad fungica no mostré potencial exoenzimatico alguno; en el
de amaranto sélo mostré actividad amilolitica y en los dos casos restantes presentd
potencialidad para producir todas las exoenzimas (Fig. 3). En condiciones de aerobiosis
la comunidad microbiana fungica del suelo no rizosferico mostraron actividades
exoenzimaticas asociadas a la hidrolisis de moléculas carbonadas (quitina, esculina vy
amidén) (Fig. 3). En los macroagregados la comunidad bacteriana presentd
potencialidad para degradar compuestos nitrogenados y carbonados de alto peso
molecular en las dos condiciones de disponibilidad de O,. Por su parte, la comunidad
fungica en los macroagregados sélo presento actividades en pasto Bermuda y girasol
en condiciones de microaerobiosis, mientras que en aerobiosis mostrd potenciales
ligados a la hidrolisis de compuestos carbonados (esculina, quitina y almidon). La
actividad fosfatasa se presentd con mayor frecuencia en la comunidad fangica; en
microaerobiosis, particularmente en suelo y macroagregados de girasol (se observaron
valores de hasta el 85% del total de los potenciales exoenzimaticos en sus
macroaagregados). En condiciones de aerobiosis esta actividad disminuyo
significativamente en ambas comunidades microbianas (Figs. 2 y 3).

No se detectaron diferencias significativas en cuanto a los potenciales exoenzimaticos
bacteriano y fungico atribuibles al tipo de suelo (sr, snr o ag). Las correlaciones de
Pearson permitieron determinar que la especie veg}etal mostro una relacién con el

potencial de produccion de fosfatasa fungica (R=0.58, P=0.04). La produccion de
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quitinasa bacteriana mostroé relacion con la capacidad de hidrolizar el ADN por parte de
las bacterias (R=-0.62, P=0.03), esculinasa fungica (R=0.78, P=0.01) y ADNasa fungica
(R=0.86, P=0.01). E! potencial proteolitico bacterianc se correlaciond con la
potencialidad de producir esculinasa (R=0.69, P=0.01) y la ADNasa (R=0.78, P=0.02)
de la misma comunidad microbiana. La potencialidad para producir ADNasas vy
proteasas fungicas se correlacionaron también (R=0.58, P=0.04). Por otra parte, se
identificd una correlacion entre el NMP de bacferias fijadoras de N, con el potencial de
produccion de fosfatasa bacteriana (R=0.93, P=0.01). Asimismo, el NMP de bacterias
con la capacidad de amonificar se correlaciono con el potencial quitinasa bacteriano
(R=0.86, P=0.01), ADNasa bacteriano (R=0.73, P=0.01), asi como con los potenciales
fangicos de esculinasa (R=0.67, P=0.01), fosfatasa (R=0.60, P=0.01) y ADNasa
(R=0.69, P=0.01). La disponibilidad de O, afecté significativamente (P=0.05) el
potencial amilolitico bacteriano en el suelo rizosferico, los potenciales fungicos
proteoliticos y de hidrolisis de la quitina en suelo no rizosférico, asi como el potencial
‘para degradar esculina en los macroagrégados, siendo estas potencialidades menores

en baja presencia de O,.

4. Discusion

La biomasa bacteriana presente en el suelo rizosferico fue 1.5 a 2 veces mayor que en
macroagregados y en suelo no rizosferico, respectivamente (Cuadro1), resultado
consistente con la naturaleza de la rizosfera, donde existe una alta concentracion de C
organico, compuestos nitrogenados y otras sustancias que favorecen el crecimiento
microbiano y un mayor biovolumen (Atlas y Bartha, 2006). La diferencia en cuanto a la
influencia de la rizosfera respecto al suelo adyacente, sobre la microflora edafica ya ha
sido reportada por Gorban y Clegg en 1996, lo que ademas puede significar una mayor
diversidad en cuanto a fos potenciales metabdlicos de dicha comunidad. El efecto de la
nzosfera sobre el crecimiento y actividad microbiana se han reportado de manera mas
evidente en suelos arenosos que en arcillosos (Curl y Truelove, 19886), lo cual coincide
con los resultados obtenidos en el presente estudio. El aporte de C por los exudados
radicales y las bajas concentraciones de Oz- favorecen la sintesis de enzimas

desnitnficantes como las reductasas de NOz y NO3” (Atlas y Bartha, 2006) y por lo tanto
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la actividad y crecimiento de estas bacterias (Hgjberg ef al., 1996). El efecto
marginalmente significativo del suelo respecto al volumen celular puede apreciarse en
el tamano de las células bacterianas observado en los macroagregados, mas pequehnas
que en los suelos rizosférico y no rizosférico. Sin embargo en condiciones de
crecimiento 6ptimo las bacterias de los macroagregados presentan un amplio potencial
exoenzimatico. Los tipos fisiologicos y actividad exoenzimatica, muestran una elevada
actividad heterétrofa y sugieren que la fertilidad del suelo arenoso bajo estudio tiene un
fuerte basamento microbiano. La mayoria de los fijadores libres de N; a nivel edéfico
son heterotrofos (Evans y Burris, 1992); entre ellos se encuentran miembros de
Azotobacter spp., Beijerinckia spp., Derxia spp., Bacillus y Pseudomonas. Estas
bacterias alcanzan tamanos muy grandes semejantes a los de algunas levaduras
(Prescott et al., 1999); es posible que algunas especies de estos géneros pudieran
estar presentes, de acuerdo a los resultados de biomasa bacteriana en maiz y girasol.
Cuando la textura del suelo favorece una condicion aerobia, aumenta la actividad
“amonificante, sin embargo esta actividad fue desarrollada en todos los suelos en
condiciones de baja oxigenacién (pO; 4%), particularmente en aquelios asociados a los
cultivos de amaranto y maiz (Cuadro 2), en los que la porosidad de sus
macroagregados se ha reportado (Moreno-Espindola et al.,, 2007) con valores entre
19.7 y 146 cm 100 cm’ de espacio poroso. Bacterias heterétrofas anaerobias
facultativas como Pseudomonas, Bacillus o Micrococcus se pueden encargar de este
proceso (Holt et al.,, 1994), ya que son capaces de utilizar el nitrato en le metabolismo
respiratorio y de fermentar la glucosa, capacidad a la que también presentan una
respuesta positiva en todos los suelos (Cuadro 2). Los potenciales enzimaticos
asociados a la degradaciéon de moléculas nitrogenadas (proteasa y ADNasa),
observados en estas comunidades fueron en general mas altos que en aquellas
asociadas a pasto Bermuda y girasol.

Los potenciales enzimaticos bacterianos y fungicos, mostraron que tienen la capacidad
de hidrolizar compuestos organicos de cadena larga y garantizar con esto su
reciclamiento. Las figuras 2 y 3, asi como el cuadro 2, sugieren un sintrofismo entre la
comunidad fungica y bacteriana ya que existé una elevada asociacion entre la actividad

metabdlica de bgcterias y hongos para hidrolizar los compuestos nitrogenados,
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carbonados y fosfatados en ambas condiciones de disponibilidad de O,. La degradacion
de hidratos de carbono como la quitina, esculina y almidon por parte de los hongos es
predominante en el suelo rizosférico y no rizosférico. Los hongos metabolizan polimeros
de alto peso molecular (abundantes en los restos vegetales, particularmente en el suelo
con baja actividad de labranza como es el caso de este estudio) y en condiciones de
aerobiosis presentan una mayor capacidad (Fig. 3), mientras gue las bacterias lo hacen
con compuestos de bajo peso molecular. En general, en los resultados se aprecia que
la actividad exoenzimatica fungica es relativamente mayor en el suelo rizosférico y no
rizosférico que en los macrogregados, quizds debido a que éstos tienden a localizarse
mas lejos de la fuente de materia organica que se concentra en la rizosfera (Prescott et
al., 1999). La rizosfera puede ser un sitio de baja concentracion de O,, ya que las raices
y los microorganismos aerobicos lo consumen rapidamente (Woldendrop, 1962;
Kiemedtsson et al., 1987; H@jberg y S@rensen, 1993), sin embargo y como lo muestran
las figuras 2 y 3, las comunidades bacteriana y fangica son capaces de producir
exoenzimas en un intervalo de 2 a 21% de 'pO,. A pesar de que la disponibilidad de
fosforo para las plantas se atribuye en buena medida a los procesos de mineralizaciéon
que realizan las bacterias, en los resultados se observa que es mayor este potencial por
parte de los hongos en condiciones de baja oxigenacion.

Aparentemente la comunidad microbiana del suelo es capaz de equilibrar y ajustar su
actividad exoenzimatica a variaciones en la disponibilidad de O, que se pueden
presentar en los microchabitats del mismo (Sessitsch ef al., 2001). Esto se observa en la
asociacion entre las actividades metabdlicas de la poblacion bacteriana y fungica, en
cuanto a la hidrolisis de los compuestos organicos y la sintesis de iones nitrogenados
(Cuadro 2; Figs. 2 y 3). Los potenciales exoenzimaticos varian de acuerdo con la
disponibilidad de O; por ejemplo, la potencialidad de hidrolizar la quitina es mayor por
parte de la pobtacion bacteriana que por la comunidad fangica en condiciones de baja
oxigenacion, mientras que en aerobiosis los resultados son inversos. La comunidad
fungica mostré una actividad exoenzimatica mas relacionada con el ciclo del carbono
(produccion de esculinasa y amitasa), contrariamente a lo observado en las
comunidades bacterianas en las que _predomina la relacion con el ciclo del N. La

potencialidad para producir fosfatasa y ADNasa se asocia con la degradacion de acidos
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nucleicos, mastrando que estas comunidades microbianas (tanto hongos como

bacterias) estan relacionadas también con el reciclamiento del fésforo en el sistema.

5. Conclusiones

Los resultados de las actividades exoenzimaticas muestran que en el suelo arenoso los
procesos de mineralizacion de la materia organica por parte de las comunidades
bacteriana y fungica estan bien acoplados y ligados a los ciclos del C, N y P. Dichas
actividades presentaron diferencias en cada especie vegetal, particularmente en el
suelo rizosférico. Estas diferencias se observan en el efecto de la rizosfera sobre la
comunidad bacteriana debido a la produccién de una mayor biomasa total que en suelo
no rizosférico y en los macroagregados. En las condiciones del estudio se observé que
el reciclamiento de las sustancias nitrogenadas de importancia para los productores
primarios (iones NH," y NQO3), esta garantizado por la actividad de la microbiota
presente en el suelo. Las variaciones en cuanto a la expresion de potenciales
enzimaticos en funcion de la’ disponibilidad de O; muestran que la comunidad
microbiana del suelo estudiado es capaz de dar continuidad a los ciclos biogeoquimicos

en las condiciones que se presentan en los diferentes microhébitats del suelo.
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4. EFECTO RIZOSFERA:
“Diversidad genética y metabdlica de la microflora asociada a un suelo rizosférico

arenoso”

RESUMEN

En los suelos arenosos del Valle de México el papel de los componentes bioldgicos
resulta fundamental para la estabilizacion y fertilidad de éstos. Las especies vegetales
que se cultivan en ellos influyen en la comunidad microbiana, ya que cada una ofrece
distintas condiciones para el crecimiento microbiano y para sus actividades
exoenzimaticas. En el presente estudio se evaluaron las diferencias en cuanto a
diversidad microbiana, el contenido de C de la biomasa microbiana (Cni) de las
comunidades bacteriana y flngica asociadas a la rizosfera de amaranto (A.
hypochondriacus), pasto Bermuda (C. dactylon), maiz (Z. mays) y girasol (H. annuus).
Los resultados mostraron que existio una asociacion entre la diversidad microbiana y el
contenido de Cp,ic v la actividad DH. La diversidad bacteriana encontrada fue menor en

la comunidad bacteriana que en la fungica.

Palabras clave: Carbon microbiano, deshidrogenasa, electroforesis en gel de gradiente
de desnaturalizacion (DGGE), rizosfera, 16S rDNA;18S rDNA.

1. Introduccion

En el Valle de México los suelos arenosos de origen volcanico presentan condiciones
de inestabilidad edafica y susceptibilidad a la erosion hidrica y eodlica debido a las
condiciones climaticas, al manejo agricola y a su fragilidad estructural (De Ledn-
Gonzalez ef al.,, 2000; SMA, 2005). La comprensién de los procesos biolégicos
involucrados en el proceso de agregacion de los suelos arenosos es crucial para el
disefio de sistemas de produccion y manejo, orientados al control de los efectos de la
erosion (Miller y Jastrow, 1992; Bethlenfalvay y Barea, 1994). Moreno-Espindola y
colaboradores (2007) mostraron que en suelos arenosos del Valle de México, las raices
de maiz y past6 Bermuda (especies vegetales tipicas de la zona), presentan una

elevada retencion de particulas de arena, proceso en el que resultan mas eficientes los
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pelos absorbentes que las hifas de hongos saprobios y micorrizico arbusculares. Las
comunidades microbianas rizosféricas juegan un papel clave, ya que intervienen en el
reciclamiento de los nutrimentos, en el desarrollo de las especies vegetales y en el
mantenimiento de la materia orgéanica, asi como en la estructuracion de las particulas
minerales y los procesos de sucesion vegetal (Nannipieri et al., 2003; Deyn et al.,
2004). La rizosfera puede estar influenciada por las distintas especies vegetales
probablerﬁente debido a los componentes celulares de las raices y sus exudados (Atlas
y Bartha, 2006), asi como a factores propios del suelo (Ridder-Duine et al., 2005). Las
condiciones que ofrece cada especie vegetal pueden producir diferencias en la funcion
y/o actividad de las comunidades microbianas, asi como en su estructura (Torsvik ef al.,
1996; Marschner ef a/., 2001; Garbeva ef al., 2004). Estas diferencias se refiejan, por
ejemplo, en el potencial para desarrollar actividades enzimaticas involucradas en los
procesos de mineralizacion de nutrimentos como el N y el C (Capitulo 2), asi como en la
estabilidad de los macroagregados asociada a la colonizacion micorrizico arbuscular y a
la presencia de hifas de otros hongos (2-5 mm) (Miller y Jastrow, 1992; Moreno-
Espindola et al., 2007). El objetivo de este trabajo fue conocer la diversidad de la
comunidad microbiana, de la rizosfera de cuatro especies vegetales (amaranto, pasto
Bermuda, girasol y maiz), creciendo en un suelo arenoso. Estas diferencias se
evaluaron mediante la amplificacion por PCR de los segmentos 16S y 18S rDNA,
seguida de una electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (PCR-DGGE)
(Muyzer y Smalla, 1998; Marschner ef al., 2001). Asimismo, se determiné el contenido
de C microbiano (Cpi), la actividad deshidrogenasa (DH) y los potenciales
exoenzimaticos reportados en el capitulo tercero para el suelo rizosférico. Entender las
interacciones entre los microorganismos de la rizosfera resulta de interés en la regién
del Valle de México por su valor cultural, nutricional y econdmico, asi como por ser
especies bien adaptadas a este tipo de suelos. Esta informacion podra contribuir al
diseno de programas de manejo y conservacion de estos suelos considerando el

potencial microbiano asociado a especies vegetales de importancia agricola en la zona.



2. Materiales y métodos

2.1 Sitio de trabajo

Ubicado en Tulyehualco, Mexico D.F. (19°15'N, 99°13'W, 2280 msnm). El suelo es de
origeh volcanico, formado por deposicion de cenizas (Entisol; Typic Ustifluvents; Soil
Survery Staff, 1999). Su textura se compone de 70, 140y 790 g kg’ de arcilla, limo y
arena respectivamente. Esta sujeto a una precipitacion anual de 567 mm concentrados
en |oé meses de junio a octubre; la temperatura media es de 17.9°C (De Ledn-Gonzalez
et al., 2006).

2.2 Parcela experimental

Se delimitaron cuatro parcelas de 9 m? distribuidas en bloques al azar para cada
especie vegetal con cuatro repeticiones. A. hypochondriacus (amaranto), Z. mays
(maiz), de alto valor nutrimental y cultural (Spehar et al., 2003; Pospisil et al., 20086),
ambas plantas fueron domesticadas en México y estan bien adaptadas a la zona; H.
annus (girasol), de valor comercial como flor de ornato; el pasto Bermuda (C. dactylon)
es una especie resistente a las sequias. Las semillas de amaranto, maiz y girasol se
sembraron directamente en el suelo; el pasto Bermuda crecié de manera espontanea y
representa una alta proporcién de la cobertura permanente de la region. Se trabajé bajo
cero labranza y manteniendo los restos de cosecha del cultivo anterior. Las plantas se

desarrollaron en condiciones de temporal.

2.3 Muestreo

Se realiz6 a partir de monolitos obtenidos con el empleo de un cilindro de PVC (25.5 cm
de diametro interior por 37.5 cm de largo), con el cual se extrajo una masa de suelo
conteniendo el entramado radical y el suelo rizosférico (USDA, 1999) de 9 plantas por
especie vegetal (tres plantas de tres parcelas distintas por especie). El suelo fue
mezclado y tamizado (<2 mm), conformando muestras compuestas por cada especie
vegetal. Las muestras de suelo rizosférico se tomaron con material estéril y se
dividieron en dos fracciones para su conservacion y posterior analisis: una primera parte

fue conservada a -20°C para los analisis moleculares, en tanto que la segunda porcién

45



se almaceno a 4°C para los andlisis de carbono de la biomasa microbiana y actividad

deshidrogenada.

2.4 Biomasa microbiana y actividad deshidrogenasa.

El carbono de la biomasa microbiana (Cnic) se determiné por el método de fumigacion-
extraccion (Vance et af,, 1987). EI C extraido con K;SO4 (0.5 M) (1:4:w/v) se cuantificéd
con un analizador de carbono liquido (Shimadzu TOC-V). La actividad deshidrogenasa
se determino por el método de Skujin, modificado por Garcia et al. (1997). Un gramo de
suelo humectado al 60% de su capacidad de campo, se traté con 0.2 ml de INT (2-p-
iodofenil-3-p-nitrofenil-5-pentatetrazolio cloro} al 4% en agua destilada por 20 h a
temperatura ambiente y en oscuridad. ElI INTF (iodo-nitrotetrazotium formazan) fue
extraido con metanol (10 ml). Los tubos se agitaron manualmente durante 1 min y se
filtraron (filtros Whatman 5)..EI INTF extraido se midid con un espectrofotometro a 490

nm.

2.5 Extraccién de ADN del suelo

Se extrajo el ADN a partir de 0.4 g de suelo por medio del paquete Fast DNA Spin Kit
for Soil (BIO 101, USA), de acuerdo con el protocolo propotcionado por el fabricante. La
calidad y cantidad del extracto fueron verificadas en un gel de agarosa al 1% (w/v) y en
un biofotémetro (Eppendorf BioPhotometer v1.20), respectivamente. Los extractos

fueron purificados por precipitacion con etanol (Powell y Gannon, 2002).

2.6 Amplificacion de los segmentos 16S y 18S rDNA por PCR

Segmentos ribosomales se amplificaron en un termociclador (TakaRa PCR Termal
Cycler, Dice TP600) con dos pares de cligonucledtidos (TIB MOLBIOL Syntheselabor
GMBH). El 16S rDNA de la comunidad bacteriana fue amplificado con los iniciadores
338f (5°-GC-pinza ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-37) (Muyzer ef al., 1993) y 907r (5'-
CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3") (Schwieger y Tebbe, 1998). En tanto, el 18S rDNA de
la comunidad fungica fue amplificado con el par FF390 (5 -CGATAACGAACGAGACCT- .
3)'-y FR1r (56'-GC-pinza AICCATTCAATCGGTAIT-3") (Vainio y Hantula, 2000). Una

pinza GC fue adicionada en ambos iniciadores forward para mejorar la separacion
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etectroforética de los amplicones (Muyzer et al., 1993). La mezcla de reaccion de PCR
(25 ul) para ambas comunidades microbianas fue la misma: 50 ng de DNA molde, 0.2
1M de cada iniciador, 0.75 U ul" de DNA polimerasa Bio Therm™ (Gene Craft), 1 x
amortiguador para DNA polimerasa, 0.1 mg ml" de albumina sérica de bovino (BSA),
0.2 mM de la mezcla de desoxinucledtidos trifosfato dNTPs, 3 mM de MgCl; y agua
destilada hasta completar los 25 pl de mezcla de PCR por muestra. El programa de
termociclado para bacterias consistié en 3 min a 95°C de desnaturalizacion inicial,
seqguida de 35 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 57°C y 1 min a 72°C para
desnaturalizacion, anillamiento y extension respectivamente; se finalizé con 10 min a
72°C de extensién. El programa para hongos consistio en 8 min a 94°C de
desnaturalizacion inicial, seguida de 35 ciclos de 30 s a 24°C, 45 s a 50°C y 1 min a
72°C para desnaturalizacién, anillamiento y extension respectivamente; se finalizo con
10 min a 72°C de extension. Los productos de PCR fueron verificados en un gel de
agarosa al 1% (w/v) 30 min, 60 V. La tincion del gel se realizé con bromuro de etidio (10

mg mi™.

2.7 Electroforesis en gel de gradiente de desnaturalizacion (DGGE)

Las DGGE de los segmentos amplificados del 16S rDNA y 185 rDNA se realizaron por
medio de DCODE ™ Universal Mutation detection System (Bio-Rad laboratories, Inc.).
Para las secuencias del 163 rDNA (comunidad bacteriana) se cre6 un gel de
poliacrilamida al 7% (30% solucién; acrilamida/bis-acrilamida 37.5:1) (Protogel, National
diagnostics) con un gradiente de desnaturalizacion vertical de 45% (2.55 M urea,
14.68% formamida) a 65% (3.57 M urea, 20.56% formamida). Para los segmentos del
18S rDNA (comunidad fungica) se cred un gel de poliacrilamida al 8% (30% solucion;
acrilamida/bis-acrilamida 37.5:1) (Protogel, National diagnostics) con un gradiente de
desnaturalizacion vertical de 35% (2.55 M urea, 14.68% formamida) a 60% (3.57 M
urea, 20.56% formamida).

Ambos geles se cargaron en una sofucion amortiguadora 1X Tris-acetato EDTA (40 mM

- Tris-acetato, 1 mM EDTA; pH 7.4) a 60°C, 60 V durante 16 h. Los geles se tifieron con
SYBR Gold (10 ul en 100 ml de tampén Tris-acetato EDTA 1 x) por 40 min.
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2.8 Analisis estadistico

La normalidad de los datos fue revisada con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se
realizd un ANOVA de una via para evaluar el efecto de la especie vegetal sobre el Cyc
y la actividad deshidrogenasa. Cuando se detectaron diferencias estadisticas
significativas a P<0.05, se aplico la prueba de comparacion de medias de Tukey
(P<0.05). Se calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson y posteriormente se
realizé una regresion lineal y una cuadratica con variables correlacionadas. Los analisis
se realizaron con el programa estadistico SPSS 11.5. El analisis de los geles se Hevd a
cabo con el programa Quantity One® 4.5, que se basa en el coeficiente de Dice (Sp)
para establecer la semejanza entre los perfiles formados por las bandas de cada
muestra (intensidad y posicion de la banda). Los dendbégramas se construyeron con el
método Ward (1963). El indice de diversidad de Shannon (H") (Shannon y Weaver,
1963) sobre los patrones de bandas de DGGE, se calculd con la ecuacion H'= - 7 pi
(1npi), donde pi es el cociente corregido de la absorbancia de cada banda respecto a la
‘suma de todas las absorbancias en cada muestra, y la riqueza (S) fue determinada por

el nimero de bandas del patron de cada muestra.

3. Resultados

3.1 Cmic y actividad deshidrogenasa

Tanto el contenido de carbono de la biomasa microbiana como la actividad
deshidrogenasa mostraron diferencias significativas entre la rizosfera de las distintas
especies vegetales. En la rizosfera del amaranto se presento el contenido mas elevado
de Cnic ¥ la actividad deshidrogenasa mas elevada, mientras que la rizosfera de maiz
mostré los valores significativamente menores (Cuadro 1). Al aplicar un modelo de
regresion cuadratica, el Cgi; (constante) y la actividad deshidrogenasa (predictor),
presentaron una alta correlacion (R2=0.94, P=0.003).

Cuadro 1. Carbono de |la biomasa microbiana (C;.) ¥ actividad deshidrogenasa en la
rizosfera de cuatro especies vegetales establecidas en un suelo arenoso del valle de
México. Los valores seguidos de diferente letra indican diferencias significativas (P<0.05).

Variable Pasto , . .
Amaranto Bermuda Ma'z Girasol
Canic(19 Crmic kg™ suel0) 24497a  176.44bc  139.40c 193.25b

Actividad deshidrogenasa

(ug INTE g suelo ™) 13.90a 12.17b 8.19: 13.08ab
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3.2 DGGE

Los patrones de bandas obtenidos mediante la amplificacion de fragmentos de los
genes 16S y 185 rDNA, mostraron diferencias entre la composicion de las comunidades
bacteriana y fungica en la rizosfera de cada especie vegetal (Fig. 1).

Figura 1. Perfiles de DGGE de las comunidades bacteriana y flngica en suelo
rizosférico de cuatro especies vegetales establecidas en un suelo arenoso del Valle
de Mexico. Maiz (1), girasol (2), pasto Bermuda (3) y amaranto (4). Gradientes de
desnaturalizaion (urea y formamida) (45-65% (7%)) 165 rDNA vy (35%-60% (8%)) 18S
rDNA).
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El analisis de semejanza realizado con el método de Ward (1963), presentd al maiz
como la planta con la rizosfera menos semejante al resto de las especies vegetales, en
cuanto a su comunidad bacteriana (Fig. 2). Las especies con comunidades bacterianas
mas semejantes fueron el girasol y el pasto Bermuda (83% de semenjanza). Por otra
parte, los perfiles observados en el caso de la comunidad fungica mostraron mayor
divergencia entre la comunidad de hongos asociada a cada especie vegetal. En el
analisis de cluster de la comunidad fungica se observd que la rizosfera del pasto
Bermuda fue la menos semejante y que las mas parecidas fueron las del girasol y el

amaranto (Fig. 2). En general, las comunidades bacterianas son mas semejantes en la
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rizosfera de las cuatro plantas (69 a 83% de semejanza) que las fungicas (43 a 59% de
semejanza) (Cuadro 2). La riqueza y el indice de diversidad en cada comunidad
estuvieron fuertemente correlacionados entre si; se observé una R=0.99, P=0.002 para

el caso de la comunidad bacteriana y una R=0.99, P=0.001 para la fangica.

Figura 2. Analisis de cluster (Método de Ward; Coeficiente de Similaridad de Dice) de la comunidad
bacteriana (B) y fungica (F) a partir del patron de bandas generado mediante PCR-DGGE en &l
suelo rizosférico de cuatro especies vegetales establecidas en un suelo arenoso del Valle de
Mexico. Maiz (1), girasol (2), pasto Bermuda (3) y amaranto (4).

uer S pu he 10
.59 6.5 LD 0,85 0.9 oy .00 L ] —— L
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075 10.54
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Cuadro 2. Riqueza (S) e Indice de diversidad de Shannon (H'} en las comunidades
bacterianas y fungicas de la rizosfera de cuatro especies vegetales establecidas en
un suelo arenoso del Valle de México medidas a través de DGGE .

Pasto
Variables Amaranto Bermuda Malz Girasol
Bacterias S 22 17 19 20
He« 3.08 2.83 2.94 2.99
Hongos S 19 21 16 20
He« 2.94 3.04 2.77 2.99

4. Discusion

A. hypochondriacus presenté el mayor contenido de Cni, sugiriendo que las
condiciones de la rizosfera contienen materia organica (MO) con distintas calidades
para el desarrollo de los microorganismos. Lo anterior es consistente con los resultados
reportados en un trabajo previo en el que se analizd la microestructura del suelo
rizosferico de las tres especies cultivadas; el amaranto mostrd una mayor cantidad de
raices en descomposicién respecto al girasol y maiz (De Ledn-Gonzalez ef al., 2006).
La actividad deshidrogenasa (DH), fue mayor en relacién con el Cpc, lo que indica una
elevada actividad de transferencia energética. El Cmie y la DH estan fuertemente

relacionados (Zamora et al., 2005). Los resultados del presente trabajo sugieren que la
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actividad DH puede ser un indicador del contenido de Cpe. Asimismo, tanto éste Ultimo
como la actividad DH son considerados como indicadores de la calidad del suelo debido
a su relacion directa con la actividad de la comunidad microbiana (Gil-Sotres et al.,
2005). Sin embargo, para conocer los procesos que ocurren en el suelo es
recomendable contar con otros parametros (Marschner et al., 2001; Garbeva ef al,,
2004; Costa ef af, 2006). En este caso se hicieron evaluaciones referentes a
potenciales exoenzimaticos relacionados con el ciclo del C, N y P. La actividad de
enzimas extracelulares como la amilasa, quitinasa, esculinasa contribuyen con la
disponibilidad de C en el suelo (Allison y Jastrow, 2006). Otras como la proteasa,
ADNasa y fosfatasa permiten la disponibilidad de iones inorganicos nitrogenados
aprovechables por las plantas. Los potenciales exoenzimaticos observados en cada
ambiente rizosférico fueron distintos por el efecto de ésta sobre la comunidad
microbiana, asi como por la disponibilidad de O, (ver Capitulo 3); por ejemplo, el efecto
de la disponibilidad de O, pudo apreciarse en el cambio de potenciales respecto a la
- hidrélisis de la quitina en la camunidad fungica. Estas transformaciones de la materia
inciden en el Cy. del suelo; al realizar una regresion muitiple (método: Stepwise), la
actividad proteolitica fue la unica variable incluida en el modelo como predictora del Cpic
con una R?=0.92 y una significancia de P=0.02.

La riqueza y abundancia de las poblaciones microbianas no son necesariamente un
reflejo de los perfiles de exoenzimaticos identificados; el perfil de diversidad revelado
mediante la DGGE incluye organismos que no son cultivables y por lo tanto existe una
gama amplia de potenciales por detectar (Nannipieri et al., 2003), mismos que no
necesariamente se expresan en las pruebas selectivas. Sin embargo, la riqueza y los
indices de diversidad (H"), si mostraron relacion con la actividad DH y el contenido de
Cmic. Previamente se ha reportado que en suelos bajo cero labranza la biomasa
microbiana y las actividades enzimaticas son mas elevadas que en condiciones de
manejo convencional (Balota ef al., 2004). En el presente estudio el suelo lleva mas de
3 anos bajo cero labranza y los resultados en cuanto al potencial exoenzimatico revelan
la presencia de comunidades microbianas con una amplia capacidad metabdlica y

adaptativa a las condiciones del medio. A este respecto, se ha reportado que el sistema
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de cero labranza se asocia a mayor actividad DH asi como al contenido de Cr,ic (Alvear
et al., 2006).

5. Conclusiones

Los resultados indican la influencia de fa rizosfera sobre las comunidades bacteriana y
fungica, lo que se refleja tanto en el contenido de Cy,., la actividad DH, los perfiles de
diversidad, asi como en los potenciales de reciclamiento de nutrimentos. En
condiciones de laboratorio las comunidades bacteriana y fungica presentaron
potenciales exoenzimaticos asociados a los ciclos del N, C y P. La actividad DH
confirma que en la rizosfera de las cuatro especies vegetales ocurre una transferencia
dinamica de energia a traves de la mineralizacion de diversos sustratos. Las diferencias
en la composicion de las comunidades microbianas se ven reflejadas en los perfiles de
potencialidad excenzimatica identificados. En el suelo bajo estudic se encuentran
poblaciones microbianas heterotrofas, con capacidad para dar continuidad a los ciclos
biogeoquimicos fundamentales para el desarrollo de las “especies vegetales 'de
importancia en la region. Estudios posteriores deberan cuantificar el beneficio en
términos productivos, de la presencia de las comunidades microbianas, asi como

evaluar el uso de éstos como indculos para la fertilizacion bioldgica.
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5. CONCLUSIONES

Las relaciones entre plantas, particulas minerales del suelo y microorganismos implican
interacciones biologicas, guimicas y fisicas (relaciones bioticas y abidticas). Cada una
impacta directamente en los componentes que en ella participan, al mismo tiempo que
supone parte de otros procesos que ocurren simultaneamente (Chenu y Stotzky, 2002).
El proceso de formacion de agregados en las condiciones de un suelo arenoso ocurre
en parte, por la suma de factores como las caracteristicas de las raices de las plantas
que crecen sobre éste, la asociacion de las plantas con hongos micorrizico
arbusculares y la presencia de otros microorganismos (bacterias y hongos saprobios).
La consideracién de los componentes bidticos en la formacion de agregados, en el
marco de la conceptualizacion de este proceso como jerarquico, establece la existencia
de mecanismos diferenciados (Six et al., 2004). Entre estos destacan tres que atafien a
la presente investigacion: las hifas de los hongos, las especies vegetales presentes y el
tipo de labranza. Los resultados sugieren la actuacion de dos mecanismos en el caso
del suelo estudiado: el atrapamiento de particulas de arena mediado por pelos
absorbentes y por hifas de hongos saprobios o micorrizicos. El mecanismo de adhesion
de particulas de arena mediado por pelos absorbentes mostré ser mas eficaz debido a
su abundancia y tamano, y guardo una relacion con la biomasa radical total, en funcién
del numero de particulas de arena a las que se asociaron. Sin embargo, la presencia de
hifas y el porcentaje de colonizacién micorrizica radical presentaron relaciones lineales
significativas con respecto a la proporcion relativa de macroagregados (2-5 mm) y de la
estabilidad de los mismos. Estos resultados son consistentes con o planteado por otros
autores quienes sugieren que los mecanismos de formacion de agregados dependen
del tamano de estos. De acuerdo con ello, {a presencia de hifas se relaciona con la
formaciébn de agregados >2 mm, como fue observado en el presente estudio. En
términos generales los resultados mostraron la accidon de mecanismos diferenciados
que funcionan al mismo tiempo, mismos que se van sucediendo y sumando dando lugar
a procesos como la estabilizacion del suelo por medio de la formacion de distintas

fracciones de agregados.
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Por ofra parte, la actividad bactriana y fungica relacionada con la mineralizaciéon de la
materia organica, es, en términos potenciales, otro de los factores que puede favorecer
el proceso de agregacion. Los microorganismos del suelo, cuya diversidad fue
evidenciada a traves de los analisis moleculares, intervienen en los ciclos del N CyP,
presentan biomasa diferenciada de acuerdo a las condiciones fisicas y nutrimentales
que la rizosfera les ofrece. Aunque estas actividades suceden tanto en el suelo
adyacente a la rizosfera como en los agregados, su dinamica es mayor cuando se

encuentran en contacto directo con las raices de las plantas.

Los beneficios que las interacciones entre raices, suelo y microorganismos tengan para
la estabilizacion del suelo, asi como sobre el desarrollo de especies vegetales de
interés, deberan ser estudiados a mayor profundidad y considerando evaluaciones en
campo. El presente trabajo ofrece una vision de relaciones lineales que se dan entre
componentes del suelo, correlaciones, potenciales, cuantificaciones que en suma,
sugieren que en el suelo arenoso bajo estudio la comunidad microbiana y las especies

vegetales que se establecen influyen en la estabilizacién y fertilidad del suelo.
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ANEXO 1
Determinacién de la biomasa bacteriana (Conteo directo biovolumen).

. La muestra (1 ml de muestra con 9 ml de formaldehido al 2 % saturado con
borato de sodio), se almacend a 5°C. '

. La muestra se homogeniza con un vortex (por 1 min).

. Se toma 1 ml de la muestra y se coloca en un frasco de 10ml estéril y se le
adicionan 9 m| de tween 80 (1/100) E! reactivo tween se prepara con 0.1 ml de
solucidn en 100 m! de agua destilada. Se deja reposar por 20 minutos y se
coloca en un bafio maria con hielo para someterla al ultrasonido a una amplitud
del 40 y una pulsacion de 5" por 2 minutos (2 veces).

. De la muestra ultrasonicada se toman 250 pl y se colocan en un frasco estéril y
se le adicionan 10 ml de agua destilada (200 ml de agua destilada con 0.69 ml|
de gliceraldehido y 0.005 g de acido de sodio).

. Se toman 3 ml de la muestra diluida y se coloca en un tubo, se le agrega 15
gotas de DAPI (.07 ml) a una concentracion de 5ug/ml, se homogeniza en un
vortex y se almacena a 4°C en la oscuridad por 12 horas.

. Pasadas las 12 horas se filtra 1ml sobre una membrana nucleopore negra de 0.2
pm de @ poro, se lava con 3 ml de agua destilada estéril y se monta en el porta
objetos para posterior revision. La torre de filtracion es flameada primero y se
coloca la parte interior en el matraz. Sobre la parte interior se coloca una base
(filtro blanco con la cara menos rugosa hacia arriba). Después se coloca el la
membrana tefiida por la técnica Ingerland black, colocada en caja de Petri,
refrigerada por 48 h, enjuagada luego 2 veces con agua destilada estéril y
previamente almacenada.

. La membrana se coloca tal como se obtiene de la caja sobre e filtro blanco con 2
gotas de agua destilada para que sé pegue. Después se coloca la parte
flameada vy se le pone la pinza. Se agrega 1 ml de muestra tehida, se deja filtrar y
antes de que se seque se algregan 3 ml de agua destilada filtrada, antes de que
se seque se detiene el proceso.

. La membrana se coloca sobre un portaobjetos con dos gotas de aceite, se pone
la membrana, se agrega otra gota de aceite y se pone el cubre objetos. Las
burbujas deben eliminarse.

. Los sobrantes van a la botella, el material usado debe esterilizarse en sucio y
luego lavarse, el contenido también va a ia botella.
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Preparacién de Reactivos:

= Tween 80 (1/100). Se coloca 0.1 ml de tween 80 en 100 ml de agua destilada
esteril.

= Agua destilada con acido de Sodio:
200 ml de agua destilada,
0.69 ml de formaldehido y
0.005 g de acida de sodio.

= DAPI: 500 pl en 100 ml de agua destilada = 5ug/ml = se colocan 0.7 ml por
muestra, el equivalente a 15 gotas.

Numerc de diluciones
1ml de este muestraen 9 ml de tween 8¢ ———> 1/100

250 ul en 10 ml de agua de mar artificial con acida de sodio ——— 1/4000

= Membrana nucleopore 0.2 um
Con esta técnica se tine el DNA de bacterias heterdtrofas vivas hasta antes de la

tincion. A diferencia de otros fluorocromos como los que tinen clorofilas y permiten
apreciar organismos autotrofos.
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ANEXO 2
Medios de cultivo utilizados para la determinacion del NMP de bacterias con la
capacidad para reciclar el N..

a) Medio de cultivo para bacterias fijadoras de N, (g/l)

s Succinato de Na 0.5

o (CalCl; 0.02

¢ Na:MoO,4 . H0O 0.002

e MNSOy 0.002

e H3BO; 0.003

» Agar bacteriologico 2.0
pH 7.0

b) Caldo marino peptonado (para bacterias amonificantes) (g/l)

¢« Peptona 5.0

L4 KQHPO4 1.0

o KHPOy 1.0

¢« MgSO,.7H,0 0.5
pH7075

c) Medio de cultivo para bacterias oxidadoras de NH4"

e (NH,4),S0, 200.0 mg

¢ NaHCO; 250.0 mg

L KQHPO4 50.0 mg

o Sol. De oligoelementos  0.09 x tubo después de inocular
¢ Sol. De vitminas 0.018 x tubo después de inocular
* Agua destilada 1000.0 ml

pH 8.5 con KOH al 5%

d) Medio de cultivo para bacterias oxidadoras de NO;~

¢ NaNO, 100.0 mg

¢ NaHCO; 50.0 mg

e K;HPO, 25.0 mg

- Sol. De oligoelementos  0.09 x tubo después de inocular
¢ Sol. De vitminas 0.018 x tubo después de inocular
[

Agua destilada 1000.0 mi
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pH 8.5 con KOH al 5%

e) Medio de cultivo para bacterias reductoras de NO3~

+ Nitrato Borth 94g
+ NaCl 20g
» Agua destilada 1000.0 ml

pH 7.0

f) Medio de cultivo para bacteria oxidadoras de glucosa

pH 7.1

g) Medio de cultivo para bacteria fermentadoras de glucosa

pH 7.1

e Medio de Hugh y Leifson 98¢

¢ NaCl 15049

e Glucosa 10.0g

e Agar bacteriolégico 429

o Agar 7.0g

» Agua destilada 1000.0 ml

» Medio de Hugh y Leifson 98g

¢« NaCl 15.0g

e Glucosa 10.0g

¢ Agar bacteriologico 15¢

e Agar 7.0g

e Agua destilada 1000.0 mi

h) Solucion de oligoelementos de Balch (1879)

» Acido nitriloacético 15¢

o NaCl 1.0g

o MnCl; . 4H,0 0.06g

o FeCl;. 4H;0 100.0 mg
+ CoCl; . 6H;0 100.0 mg
e CaCl, . 2H,0 100.0 mg
o ZnCl, 100.0 mg
e CuCl; . 2H,0 10.0 mg
s AICI; 10.0 mg
* H3BO3 10.0 mg
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d NE]QMOOq . 2H20 10.0 mg
e Agua destilada 1000.0 mi

pH 6.5 con KOH 10M

i) Solucién de vitaminas de Balch

» D-Biotina (vit. H) 0.010 g
o Acido félico 0.010 g
* Riboflavina (B2) 0.025¢
e Tiamina HCL {(B1) 0.025¢g
» Piridoxina HCL (B6) 0.050 g
» DL Pantotenato de calico

o D acido pantotéico 0.025¢g
e Acido nicotinico (vit. PP) 0.025g
« Cianocobalamina (B12) 0.0005¢g
o Acido p-aminobenzéico  0.025 g
» Acido lipdico 0.025 g
e Agua destilada 100 mi

J) Reactivo de Griess (g/l)

Nitratos A
» Acido sulfanilico 8.0
» Acido acético (5N, 1 parte de ac. acético glacial
por 2.5 partes de agua) 1000.0
Nitratos B
¢ Dimethyl-a-naphthalamina 5.0
e Acido acético (5) 1000.0

* polvo de zinc (para reduccion de nitratos)

k) Reactivo de Nessler (g/l)

Solucion A

* Yoduro mercurico 50.0

* Yoduro potasico 36.5

* Agua destilada 1000.0 ml
Solucién B

+ Hidroxido de potasio 150.0

* Agua destilada 1000.0 ml
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ANEXO 3
Jarra de anaerobiosis utilizada para la cuantificacion de los potenciales
exoenzimaticos de la comunidad bacteriana y fungica.

Para generar las condiciones de baja oxigenacion se utilizaron jarras de anaerobiosis
Bixon, en las cuales es posible extraer el aire de si interior e inyectar la mezcla de
gases deseada. En el presente trabajo se utilizé una mezcla de pO; 4% balanceado con
nitrégeno.

2. Inyeccion de la
mezcla de gases
deseada.

1. Extraccion del
aire del interior de
la jarra.

Jarra de anaerobiosis Bixon utilizada para la evaluacion de Ila
potencialidad bacteriana para respirar NO3', oxidar glucosa, asi como para
cuantificar el potencial exoenzimatico de las comunidades bacteriana y
fungica en condiciones de baja oxigenacion.
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