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PREFACIO 
La presente comunicación idónea de resultados comprende el estudio del papel de las 
raíces de cuatro especies vegetales y de la comunidad microbiana (bacterias y hongos), 
en el proceso de agregación de un suelo arenoso del sur del Va lle de México. Los 
resultados que se presentan conforman el trabajo de investigación de Maestría 
denominado "RAíCES-SUELO-MICROORGANISMOS EN EL PROCESO DE 
AGREGACiÓN DE UN SUELO ARENOSO EN EL VALLE DE MÉXICO". El estudio de 
los procesos biológicos 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 investigación confirman la importancia de los factores biológ icos 
en la estructura del suelo; una parte de estos se encuentra publicada en la revista Soil 
Biology and Biochemistry (Capítulo 2). Los resultados concernientes al papel de los 
grupos bacterianos presentes en el suelo, el potencial exoenzimático de las 
comunidades fúngica y bacteriana, así como su diversidad genética, se presentan en 
los capítulos 3 y 4. En el tercer capítulo se consideran tres ambientes edáficos: suelo 
rizosférico, no rizosférico y macroagregados (2-5 mm). El cuarto capítulo se enfoca en 
la rizosfera de las especies vegetales debido a que en ella se presentaron tanto la 
mayor biomasa bacteriana como el más alto potencial exoenzimático. Cabe mencionar 
que dentro de este apartado se incluyen evaluaciones moleculares de la diversidad 
microbiana, trabajo que fue desarrollado en el Centro de Edafología y Biología Aplicada 
del Segura, Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CEBAS-CSIC), en Murcia, 
España. 
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RESUMEN 

El Valle de México tiene ca racterísticas biológicas, geográficas y edafológicas 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 población, el Valle se divide en 

área de desarrollo urbano y suelo de conservación. Este último comprende algunos 

bosques y además en él se desarrollan la mayoría de las actividades agropecuarias y 

forestales, sin embargo , estas áreas presentan suelos de textura arenosa, susceptibles 

a procesos de erosión hídrica y eólica , como consecuencia de su inestabilidad 

estructural. Por ello, estudiar el proceso de formación de agregados en estos suelos 

resulta necesario para la generación de conocimientos que permitan su mejor manejo y 

aprovechamiento. La formación de macro y microagregados generalmente depende de 

la presencia y calidad de las arcillas, pero en suelos arenosos este proceso también 

está determinado por otros factores. Los microorganismos del suelo , en estrecha 

relación ... COI) las ra :ces de las especies vegetales, .participan en . el . proceso de 
.1 '_ ' , . . - . . 

agregación de los suelos arenosos y en los ciclos biogeoquímicos que tienen lugar. En 

el presente trabajo se estudió la estructura de un suelo arenoso y la influencia ejercida 

por los hongos micorrízico-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 raíces son más eficientes que las hifas de los HMA y 

saprobios en la retención de partículas de arena. La comunidad bacteriana presenta 

una elevada actividad asociada al ciclo del N favoreciendo la fertilidad del suelo. Los 

potenciales exoenzimáticos muestran una relación sintrófica entre la comunidad 

bacteriana y fúngica en el uso de diversos sustratos; estos potenciales presentan 

respuestas distintas en re lación con la disponibilidad de oxígeno. Finalmente, análisis 

moleculares de los segmentos 168 y 188 rDNA permitieron determinar la diversidad 

bacteriana y fúngica presente en la rizosfera . 

Palabras clave: Agregación, Amaranthus hypochondriacus, bacterias rizosféricas, 

Cynodon dactylon, diversidad, enzimas, Helianthus annuus, micorriza arbuscular, 

suelos arenosos, Zea mays .' 
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ABSTRAeT 

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 soil is the dominant texture which is very 

prone to rain and eolian erosion as a result of its structural instabi lity. 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 pro mote 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; (b)"biomass 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, soi l enzymatic activity, 

vesicular-arbuscular mycorrhizae (VAM), soil DNA. 
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1. INTRODUCCiÓN 

1.1 Antecedentes 

El suelo es fundamental para la producción de los cultivos y al mismo tiempo es un 

ambiente susceptible de sufrir efectos negativos debido a las actividades agrícolas. Es 

un sistema complejo y diverso formado por tres fases (orgánico-mineral , hídrica y 

gaseosa) (Porta el al., 1999), Y su matriz contiene una biodiversidad amplia de macro y 

microorganismos. Las propiedades físicas y químicas del suelo se ven afectadas por la 

actividad biológica que se desarrolla en él, y a su vez, la estructura y el estado 

nutrimental , afectan la dinámica de las poblaciones y la actividad biológica en el mismo 

(Linderman, 1992). La estructura de los suelos está dada por la agrupación de sus 

partículas. Esta condición permite procesos de flujo hídríco, crecimiento radical, 

intercambio catiónico e intercambio gaseoso, entre otros procesos. 

El suelo está compuesto por estratos u horizontes en los que interactúan los materiales 

y organismos que lo íntegran . Los minerales que lo componen se clasífícan en tres 

.' e ; grandes grupos; arenas (granos duros de diversos taméi'ños ),lImos' (partícUlas finas e 

intemperizables) y arcillas (partículas finas compuestas por silícatos). De la proporción 

que cada uno de estos materíales tenga en un suelo se deriva la textura del mismo, la 

cual está determinada por los minerales que hayan intervenido en los procesos 

geológicos de formación (Rucks el al., 2004). Los minerales más comunes se derivan 

de rocas ígneas, sedimentarías y metamórficas. 

La textura interviene de manera dírecta en la productividad del suelo, favoreciendo o 

límítando los procesos biológicos y geológicos que en éste tienen lugar. Los suelos de 

origen volcánico que se presentan en el sur del Valle de México tienen problemas de 

erosión eólica e hídrica debido a su estructura inestable y a los cambios en su uso, de 

vegetación natural a agricultura (SMA D.F. , 2005). La mayoría de estos suelos se 

componen de partículas de arena depositadas como resultado de la actividad volcánica. 

Al ocurrir el cambio de vegetación natural a uso agrícola, el suelo se torna más frágil 

ante los eventos climáticos 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 formación de agregados y su estabilizadón son procesos en . los que interviene la 

naturaleza mineral del suelo, especialmente con las partículas de ¡3rcilla, las que actúan 
~ 1 • 

como cementantes de otras partículas minerales de diferente tamaño y composición , -.. 
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quimica (Dominguez y Schifter, 2003). Los agregados forman un edificio estructural 

basado en micro «250 ¡..tm) y macroagregados (>250 ¡..tm) (Oades, 1993). De esta 

organización resulta una combinación de particulas y poros de distinta dimensión, cuya 

estabilidad depende de la fuerza de los enlaces en los distintos niveles de organización. 

La materia orgánica en sus diferentes fracciones (particulada y no particulada, 

humificada y no humificada), participa en los enlaces entre las particulas y contribuye a 

mejorar la estructura edáfi ca (Six el al., 2004). En la naturaleza, la estructura del suelo 

está sometida a diferentes presiones fisicas. La acción de las gotas de lluvia, por 

ejemplo, provoca la ruptura de los enlaces de las capas más superficiales, separando 

las particulas y reorganizándolas (Dominguez y Schifter, 2003). Ello da lugar a capas 

de costras que se forman por la reorganización selectiva de particulas de arcilla y/o de 

limo. Un suelo con una pobre agregación sufrirá con mayor fuerza la acción erosiva de 

eventos naturales (lluvia , temperatura) y de prácticas de cultivo (principalmente 

aradura). 

El papel de las ardllas en la agrega'ción de ' los súefos resurta preponderante ; sin 

embargo, existen suelos en los que su textura está conformada básicamente 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 combinación con sistemas de 

producción inadecuados, plantean problemas serios tanto para la conservación del 

recurso suelo, como para las actividades agrícolas. Estos problemas se reflejan en la 

pérdida de suelo (erosión), compactación, baja retención de humedad, bajos índices de 

producción y disminución de la población de macro y microorganismos. 

El estudio del proceso de formación de agregados, es decir, de la formación de la 

estructura del suelo, es fundamental para la búsqueda de estrategias que se opongan a 

la erosión de este recurso y por lo tanto que fortalezcan las actividades agrícolas y que 

puedan ser aplicadas en la recuperación de áreas naturales degradadas. 

1.2 Marco de referencia 

El concepto del suelo como un "sustrato inerte " que tiene como función principal servir 

de mero soporte físico a la planta, ha evolucionado desde hace poco más de 20 años 
: ~ -
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(Thomas, 1990). Con base en tal concepción , se desarrollaron sistemas de producción 

centrados en la labranza convencional, en el aporte 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 estud io de los procesos que tienen lugar en el suelo centró 

su atención en factores meramente productivos hasta el auge de la agricultura 

sustentable u orgánica, que abrió la puerta a vis iones multidisciplinarias del problema 

agrícola y ambiental. El conocimiento de los procesos biológicos que tienen lugar en un 

sistema agrícola se ha fincado como la base de otra concepción del recurso suelo 

considerándolo como un sistema dinámico en el que participan factores geológicos, 

químicos, biológicos, físicos y culturales (Nannipieri et al., 2003). 

Bajo esta concepción, el suelo se ve influenciado primeramente por su origen, es decir, 

el tipo de mineral del cual se formó inicialmente (roca madre o deposiciones) y la 

interacción de éste con otros factoreS geológicos y climáticos: Existen suelos como los 

que se presentan en buena parte del territorio mexicano, que tienen su origen en 

erupciones volcánicas, como es el caso del suelo bajo estudio en este proyecto de 

investigación. Estos suelos son esencialmente de textura arenosa, por lo que su 

estructura es frágil , quedando frecuentemente a merced de procesos erosivos por la 

acción del viento, el agua y los sistemas productivos que en ellos se practican. En un 

reporte previo se demostró que la adición de materia orgánica al suelo arenoso de 

Tulyehualco (Xochimilco, D. F.), incrementó la formación de macroagregados pero no 

su estabilidad (De León-González et al., 2000). Más recientemente, De León-González 

et al. (2006) reportaron que las raíces de maíz tienen una gran capacídad para adherir 

el suelo arenoso y se planteó que en sitios cultivados es éste el principal mecanismo 

para mantener el suelo en forma estructurada. En el trabajo antes citado se estudió el 

efecto de las raíces en la estructura edáfica después de la cosecha. Los datos 

aportados en el mismo indican la importancia de mantener las raíces de los cultivos en 

el suelo después de la cosecha, puesto que favorecen la conservación de la estructura 

resultante de la acción de las raíces: 

En este contexto, el eje de los procesos de estabilización. del suelo arenoso ocurre en la 
; , 

rizosfera . Esta región fue descrita ,por primera vez por Lorenz Hiltner en 1904 (citado en , '.. 

10 



Prescott el al., 1999). En la rizosfera es donde se concentra el proceso de formación de 

agregados y los procesos de intercambio de sustancias entre las raíces y la solución 

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 relación con las 

raíces de las plantas. Linderman (1992) la describe como la parte en la que interactúan 

las ra íces de las plantas, los minerales y los microorganismos a través de diversos 

procesos y señales químicas complejas. Las poblaciones microbianas del suelo 

responden a la liberación de materiales orgánicos cerca de la raíz de la planta 

aumentando su número y cambiando las características 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 es necesario que el suelo tenga una 

estructura estable y para ello una dinámica biológica en equilibrio y un manejo 

adecuado sdn fundamentales. Hablar de estructurá ' del súelo implica la formación de 

agregados. Éstos son conglomerados de minerales, materiales orgánicos y 

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 hídrico y movilidad de sales minerales nutritivas, así como de 

microorganismos. 

En suelos arenosos caracterizados por su fragil idad estructural el agua puede entrar en 

los poros de la capa arable, favoreciendo escurrimientos de mayor volumen y con ello 

aumentando el riesgo de erosión. En el suelo arenoso bajo estudio la compactación del 

suelo y los cambios en la dinámica del agua se traducen en un menor crecimiento 

vegetal y menores rendimientos, como ha sido probado para el cultivo de amaranto 

establecido (De León-González et al., 1997). 

Debido a la presencia de componentes orgánicos y minerales, los suelos son ricos en 

nutrimentos. Las raíces 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 azúcares, aminoácidos, vitaminas, 

ácidos orgánicos, nucleótidos y enzimas (Marschner et al., 2001). Estos 
l 

microorganismos, específica.mente los ~ongos y las bacterias, contribuyen con la 
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manutención de la ferti lidad del suelo. Hasta finales del siglo pasado se reconocía que 

el estudio de los microorganismos del suelo y sus interacciones alcanzaba apenas el 

10% (Nannipieri el al. , 2003). A pesar de este retraso en la investigación, la relación 

entre el suelo en su párte mineral , las plantas (específicamente la rizosfera) y los 

microorganismos, se cuenta con avances considerables (Garbeva el al., 2004). 

Las plantas son la fuente principal de materia orgánica primaria de la que dependen los 

microorganismos lo que hace que guarden una estrecha relación entre sí. Se conocen 

relaciones en las que los microorganismos se asocian simbióticamente con las plantas 

como la micorriza arbuscular (MA), y otras en las que se estimula el crecimiento vegetal 

a través de la producción de fitohormonas, gracias a las denominadas rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal (PGPR's) (Linderman, 1992). Otros grupos 

bacterianos aportan nitrógeno ya sea en el interior de nódulos radicales o bien como 

fijadores libres (Prescott el al., 1999). 

Como puede apreciarse, la relación entre los microorganismos, el suelo y las raices de 

las . plantas, ímplica ' procesos benéficos ' para : las ' actividadés . agrícolas ' y de 

conservación. En la presente investigación el papel de los hongos micorrízico­

arbusculares (HMA) y la comunidad bacteriana resulta vital al estar fuertemente 

relacionado con la estabilidad y la formación de agregados en los suelos. 

Existen trabajos en los que se ha evaluado el papel de la MA, tanto en la nutrición y 

resistencia de los cultivos a factores adversos, como en la estabilidad del ambiente 

edáfico. 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 acción 

mecánica de la lluvia. Se ha centrado la atención en el papel del micelio fúngico como 

estabilizador, considerando además el papel de los hongos saprobios en este proceso 

(Abbott el al., 1992). Asimismo, a partir de los trabajos de Wright y Upadhyaya (1996) 

se ha descubierto que además del efecto de la red de hifas, los HMA producen una 

glicoproteína, la glomalina, que puede actuar favoreciendo la estabilidad de agregados 

asociados a pastos y leguminosas (Rillig el al., 2002). Está 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 

bajo cero labranza, al estudiar el mismo factor ~e sugirió que la relación entre micelio y 
: , . 
glomalina no es la única,que participa en la agregación (Borie el 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 nitrógeno asimilable como sucede con los géneros Rhizobium y 

Frankia (Prescott el al., 1999). En otros casos como en el de los miembros del género 

Pseudomonas que habitan en la rizosfera, se ha estudiado su capacidad de inducir una 

respuesta de defensa en las plantas contra microorganismos patógenos (Atlas y Bartha, 

2006). En el presente trabajo se espera evidenciar la importancia de algunos grupos 

bacterianos que participan en la mineralización de la materia orgánica del suelo pues 

estos inciden en la fertilidad del mismo. La presencia de estos microorganismos se 

relaciona con la producción de exopolisacáridos que pueden actuar como cementantes 

en el proceso de agregación (Ala mi el al. , 2000), asi como favorecer la colonización 

micorrízica (Koide y Mosse, 2004). 

Como se ha mostrado, existen evidencias del papel activo de los microorganismos en 

los sistemas agrícolas. En el caso de los HMA, como en el de las bacterias, poco se 

conoce sobre el papel que pueden jugar en la agregación de los suelos arenosos de 

Méxíco. Sir párticipación , así como la interaccióh de estos cón las especies cultivadas 

bajo estudio son los ejes del presente trabajo. 

1.3 Problemática estudiada 

La investigación aborda el problema de la formación de agregados en la rizosfera de 

plantas cultivadas en un suelo arenoso. En el caso de estos suelos se espera que la 

agregación esté determinada por factores biológicos es decir, por las raíces de los 

cultivos establecidos y los microorganismos del suelo. 

El proceso de agregación es fundamental puesto que impacta en la productividad del 

suelo y en la conservación de este recurso . Baste mencionar que en México más del 

80% del territorio se encuentra bajo procesos de degradación y erosión, donde el 23.2% 

sufre erosión eólica debido a la ausencia de biomasa y estructura edáfica (INEGI, 

2004). El 59% de la superficie del Distrito Federal está amenazada por procesos 

erosivos, mismos que se han intentado frenar a partir de la denominación de suelo de 

conservación (SC) para esas áreas (SMA D.F., 2005). 

Anteriormente se ha · establecido la relación que existe entre los factores mineral, 

microbiológico y radical en la formación de. agregados (Sollins el al., 1996). Por ello, en _ 
~ . . 

el presente trabaja: se utilizaron tres especies cultivadas y una especie de pasto 
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invasivo de la zona, para abordar esta problemática. Estas especies son Amaranthus 

hypochondriacus L. (amaranto), Zea mays L. (ma íz), Helianlhus annuus L. (girasol) y 

Cynodon dactylon L. (pasto Bermuda), elegidas en función de que su establecimiento 

es muy frecuente en la zona de estudio , de que sus raíces favorecen el proceso de 

agregación (De León-González el al., 2006) y de que representan cultivos tradicionales 

de alto valor nutrimental. Por estas razones la importancía del presente proyecto radica 

en la posibi lidad de conocer el beneficio de la biología del suelo en la estructura del 

suelo. 

1.3.1 Ubicación del problema 

El trabajo se inscribe en el marco del manejo de SC del Distrito Federal , el cual posee 

en más de la mitad de su territorio características climáticas, topográficas y edafológicas 

que hacen posible la existencia de diversos ecosístemas (SMA D.F. , 2005). Desde la 

perspectiva del medio ambiente, la vegetación natural del D.F. constituye el principal 

elemento de estabi lización de lo's suelos yde la con"Servació'n de los Ciclos hidrológico y 

biogeoquímicos, así como un med io para la captura de carbono y retención de 

partículas suspendidas. 

Desde la óptica socioeconómica, los recursos que se ubican en el SC aportan materias 

primas para la subsistencia de los pueblos y comunidades rurales locales, pues en ellos 

se ubican suelos con aptitud para el desarrollo de actividades agrícolas, pecuarias y 

acuícolas. Además, son espacios en los que se pueden desarrollar actividades 

productivas sustentables, así como establecer sitios para el turismo o recreación. 

El SC ocupa parte del territorio de las delegaciones Álvaro Obregón, Cuajimalpa de 

Morelos, Gustavo A. Madero, Iztapalapa, La Magdalena Contreras, Milpa Alta , Tláhuac, 

Tlalpan y Xochimilco. Se estima que la superficie considerada como SC es de 87,204 

ha, que corresponde a poco más del 59% del área total del D.F. 

La sección más 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, así como en las planicies lacustres de 

Xochimilco-Tláhuac y Chalco. Es en esta zona en la que se encuentra el sitio de trabajo 

de la presente investigación. , 
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Una vez establecida la importancia del se en el D.F. resulta necesario puntualizar los 

niveles de trabajo de la investigación que son los siguientes: "-

• El primero de ellos es ecológico , ya que la pérdida del recurso afecta el 

crecimiento de la vegetación nativa y de las plantas cultivadas. 

• El segundo nivel es económico, puesto que un suelo pobre y frágil representa 

baja productividad y por lo tanto pérdidas económicas para los agricultores . 

• El tercer nivel es tecnológico, ya que las prácticas de manejo del suelo no 

siempre son las adecuadas puesto que no se tienen en cuenta las características 

de cada sistema. 

1.3.2 Factores biológicos 

Los factores que intervienen en el problema son: 

Los cultivos. Es un factor tecnológico ya que está determinado por la elección 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 partículas 

.: ' del suelo-arerlOso . . 

El suelo. Es el factor en torno al cual gira este estudio, específicamente en la rizosfera 

donde ocurre el proceso de agregación. 

Hongos micorrízico arbusculares (HMA). Es uno de los factores que se presume está 

involucrado en la formación de agregados. Particularmente interviene en cuanto a su 

presencia en el suelo y en el interior de las ra íces, así como en la secreción de 

posibles sustancias cementantes. 

Bacterias. Es otro de los factores que se presume está involucrado en la agregación. 

Particularmente interviene en cuanto a su papel en los ciclos de los nutrimentos; cabe 

recordar que las fracciones de materia orgánica y su mineralización están ligadas a la 

formación de agregados en primer orden de acuerdo a la teoría jerárquica de la 

agregación (Six et al., 2004). 

1.4 Impacto 

El presente trabajo busca aportar datos e inferencias que enriquezcan el conocimiento 

que se tiene acerca de la agregación de un suelo arenoso, el cual es un proceso 

biológico Y, edáfico. La relevancia de ello puede ubicarse en el marco del manejo de 
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recursos y el diseño de modelos productivos específicos adaptados a las necesidades 

del SC del D.F. y otras zonas con la misma problemática . 

El tratamiento de los problemas desde una perspectiva integral plantea retos e impactos 

que contribuyen de manera sustancial a la comprensión de un fenómeno. El problema 

de la agregación de suelos arenosos pudiera ser en un primer momento, materia de 

ciencia básica, sin embargo, el hecho de estudiarlo desde el punto de vista biológico y 

agronómico permitirá aportar elementos para el diseño 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 investigación consistió en 

elucidar la participación de bacterias, hongos (HMA y saprófitos) y de las raíces en el 

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

1.5 Hipótesís 

• El proceso de agregación de suelos arenosos de origen volcánico es favorecido 

por las raíces de plantas gramíneas como el maíz y el pasto Bermuda en mayor 

grado que por las del amaranto y el girasol. Esto debido a las características 

morfológicas de las raíces. 

• Los HMA y las bacterias asociados a las raíces de maíz, pasto Bermuda, 

amaranto y girasol, favorecen la agregación de las partículas de suelos 

arenosos. 

• La asociación raíces-suelo-microorganismos es determinante para el 

mejoramiento de la estructura de suelos con bajo contenido de arcilla (suelos 

arenosos). 

1.6 Objetivos 

Objetivo general: 

Comparar el efecto de cuatro especies vegetales (maíz, pasto Bermuda, amaranto y 

girasol), en función de la agregación y estructura de un suelo arenoso en el Valle de 

México. 

Objetivos particulares: 
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• Evaluar la cantidad de suelo retenido por los sistemas radicales de las cuatro 

especies vegetales (maiz, amaranto, girasol y pasto Bermuda). 

• Evaluar la proporción y estabilidad de los agregados. 

• Cuantificar la colonización micorrízica en las raíces, y las esporas de hongos 

micorrízico arbusculares presentes en el suelo. 

• Determinar la presencia de diferentes grupos bacterianos y fúngicos en las 

raíces , en los agregados y en el suelo rizosférico y no rizosférico , involucrados 

en el recicla miento de iones inorgánicos nitrogenados y otras moléculas 

involucradas en los ciclos del carbono y fósforo. 

Los resultados de los tres primeros objetivos particulares dieron lugar a una publicación 

en la revista Soil Biology and Biochemistry. 
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Abstraet 

The aggregatioD process io sandy soils depends on biological aetivity. We reported here results obtaioed from ooe sample time of: 
(a) adhcsioD of sand particles by root hairs and fuogal hyphae, examioed 00 root sections of four plant species (amaranth, Amaranthus 
hypochondriacus L.; Bermuda grass, Cynodon dacty lon L.; maize, Zea mays L. and sunfiower, flelianlhus annuus L.) grown at fi eld for 3 
mooths; (b) root-adbering soil (RAS), root biomass (RB), aod dry and water stable-aggregate fraetioos obtained from rool:soi l 
monoliths; and (e) arbuscu lar myeorrhizal eolonizatioD. Microscope observations 0 0 fine roots « I mm) sbowed that root hairs aod 
hyphae contributed simultaneously, but nol in the sume proportion, lo enmeshment of sand particles (20-150 ¡.un). Hyphae conlributioD 
was considerably fewer than that of rool-bairs. Maize and Bermuda grass had a higber 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 lhree times more sand 
particles than those of amarantb and sunf]ower (20 and 7mm- 1 of rool section, respectively). These results were consisten! with the 
higher RAS:RB ratio of 8ermuda grass and maize (302 and 257, respectively), than tba1 of amaranth and sunHower (89 and 1 59). 
Intensity ofmycorrruzal colonization in the whole root system was higher in maize, Bermuda grass and sunflower (rauge of22.7-25%) as 
compared to tha1 of amaraoth (6.8%). A. hypochondriacus, considered as a non-mycorrhizal plant species, sbowed typical structures 
(vesicles, hyphae and arbuscules) io the root system. Results emphasized the preponderant role of rool hairs (of grasses and dicotyledon 
species) io the process of soil adhesion by roots under sandy conditions (pumice and feldspath pa rticJes) and semi-arid clima te. 
<D 2007 Elsevier Ltd. AII rights reserved . 

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi; Rhizospbere; Root-hairs; Sand particle binding; Vallcy of Mexico 

l. lotroductioo 

Under sandy soils lhe ahsence of clay mineral limits the 
formalion of stable aggregales, faci lilaling soil erosion by 
wind and water runoff. The understanding of biological 
processes in sandy soil aggregation is crucial lo recommend 
sustainable erop systems oriented to control the negative 
efTects of soil erosion (Miller and Jastrow, 1992; Bethleq­
fa lvay and Barea, 1994). lo tbis context, studies 00 soil 
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fax: + 52 55 54 83 7238. 
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binding bascd on fie ld soil samples are necessary to 
document lhe hyphae and root cootributioos to soil 
aggregation (Degens, 1997). Conlribution of hyphae in 
aggregation of well-structured soils was described by 
Tisdall (1994) and Tisdall el al. (1997), and verified for a 
broad range of soil types (Andrade el a l. , 1998; Piotrowski 
el 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 ( 1987), Degens 
el a l. (1996) and Olhman el al. (2004). Soil binding by 
hyphae involves cross-Iinking and sand particle enmesh­
menl (Degens, 1997). Because large lengths of hyphae are 
bonded lO the sand particle suñaces, the influence of 
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hyphae on soil stabilization iuto aggregates depcnds on 
tensi le slrenglhs of Ihe hyphae cross linkages. Large r are 
lhe sand parliclcs more hyphae lenglh is requircd 10 

stabilize a sel of sand parlicles iolO macroaggregales. This 
is also lme for microaggregales binding by hyphac under 
soi ls with higher clay conlenl (Degens, 1997). Hyphac from 
non-myeorrhizal fungi also contribute lo soil aggrcgation. 
The presence of fresh organie malter in lhe soi l favours 
proliferalion of saprophylic hyphae whieh eHn eontinue to 
grow under soi l water defieits, as nonnally oceurs in sandy 
soi l (Degens, 1997). 

Among root- soi l stabilizaLion, rhizosheaths formation is 
refcrred lo as an outslanding mechanism eonsisting of sand 
particle coaLings whieh cover Lhe en tire lenglh of rools of 
many of lhe indigenous grasses (Goodehild and Myers, 
1987). Rhizosbealhs are shaped by lhe enmeshment of soil 
particles by rool-hairs (Bristow el aL, 1985); mucilages 
exuded by roo1s, in association with soil drying- welting 
cycles. aid Lo stabilize them (Gregory, 2000). Rhizoshea tbs 
are mainly formed in sandy soil conditions (Duell and 
Peaeock, (985) and increascd sand content resulted in 
higher root-bair density in grass species (Bailcy and 
Scholes, 1997). These former autbors reporled difTerences 
in rh.izosheath formation due lO plant species. Watl et al. 
(1994) also reported that a decrease in soil water content 
caused a higher growth of maize root-hairs and rhizosheath 
stability. Several works (Bristow el aL, 1985; North and 
Nobel, 1997) have reported that rhizosheaths reduced lhe 
soil resistance of watcr-flow towards roolS. In arid 
conditions it has been confinned lhat rhizosheaths become 
an babitat for diazotrophic bacteria (Wullstein el al.. 1979; 
Olhman el al., 2004). Allhough many 'tudies documenl lbe 
rhizosheaths and their role in plant- soil water relation­
ships. no reporls were found about their specific involve­
ment in sand particle entanglement, contrasting this 
si tuation wilh lhe multiple studies eonceming hypbae 
contribution to sand particle binding and stabilizing into 
aggregates (Degens, 1997). 

In a former study we found difTerences in lhe mass of soil 
adhered lo by roolS of lhree plant species (amaran lb, 
cornmon bean and maize; De León-González el aL, 2006). 
Additionally. field observations made by lhe aulhors 
reveaJed that e daclylon develops robusl rhizosheaths on 
the en tire root lengtb. Tbe aim of tbis work was lO know 
lhe eontribution 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 
eonlributions and (b) differeoces in intensity of sand 
particle binding are due to plant species. 

2. Materials aod metbods 

1. /. So;/ 

The site of study is situated in Tulyehualco (Mexico 
D.F., 19°15'N, 99°13'W, 2280 m, altitude). Tbe soil 
(Entisol; Typic UslifluvenlS; Soil Survey Starr, 1999) was 

originatcd by volcanic ash depositions; its lexturc is 
composed by 70, 140 and 790gkg- 1 ofclay, si l¡ and sand, 
respcclivcly. Annual rainfa ll (567 mm) is conccnlraled in 
surnmcr monlhs (June-Oclober); mean monthly tempera­
lure is 17.9 °C (De Lcón-Go nzález el aL, 2(06). 

2.2. Planl species 

Seedli ngs of amaranth, maize and sunflower were 
transplanted (9 June 2(05) as mo nocullures to field plots 
(9 m2

). under d irecl seeding (1 year of no-tillage with crop 
residues resti tution). Plants of the three cultivated species 
were under grain filling wben sampling was done. Bennuda 
grass grew sponlaneously; weeds were manually controlled. 
Amaranth (domesticated in the valley of Mexico), maize 
and sunflower are three crop speeies well adapted to 
drought conditions. Bermuda gmss in o ne of the mOSl 
invasive plant species around the world. tolerant lo 
drought and low temperatures; it is considered as a 
beneficial plant from a soi l conservation point of view 
(Simmonds, 1979). 

2.3. Extrae/ion 01 rool- soil mono/itllS 

Root- soil monoliths were extracted 00 9 Septembcr, 
2005. Five planls per species wcrc cu t at lhe stalks base. 
A PVC cylinder (25.5 cm diameter; .nd 37.5 cm lenglb) was 
inlroduced into the soi l (25 cm deptb) in the centre of eaeh 
slalk. Cylinder with r001:soil monolith was extrae1ed 
removing tbe externa! soil. Root:soil monoliths were 
retired from PVC cylinder, manuaUy pulled from the 
stalks, stored in plastic bags and transported to the 
labomtory. Monoliths were air-dried al laboratory lem­
perature (22 OC) for 2 weeks. 

2.4. Dry aggrega/e Irae/ions 

The root-adhering soil (RAS) was separated from lhe 
r001s employing a dissection needle, progressing from the 
monolitb base toward tbe upper side, trying to avoid soi l 
pulverization and damage of root enmeshment. Root 
biomass (RB) was weighed and the soil separated from 
roots was passed through a colurnn 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 >5 mm; data were exprcssed in 
g lOO g- I of total RAS mass. Tbe RAS:RB ratio was 
caleuJated. 

2.5. Wa/er-stab/e maeroauuregates (% WSA ) 

The stability test was performed in a sample of 2- 5 mm 
aggregates Laken from the fractions separaled from root- soi l 
monoliths. A pre-wetting was applied lo p~vent aggregate 
explosion due lo rapid air expulsion. Five g of aggregates 
were placed for 30 min on a sand surface, re-wetted under 
-300 kPa and irnmersed for lOmin in aD ErJenmeyer flask 
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whére 50rnL of elhanol were added. Once the elhanol was 
removed, 150 m L of distilled water were added and a 
manual agitaLion (20 spins) was applied. Water was removed 
and aggregales were dried for 48 h and passcd through a 
2 mm sieve. Stable aggregatc mass was weighed. This 
proccdure combines two treatments proposcd by Le 
Bissonnais (1996) for measurerncnl of aggregate stabilily 
(slow wetting and mechanical breakdown by shaking after 
pre-wetting). This combination was well adapted to the very 
low stabilüy of aggregatcs under study. 

2.6. Macroaggregate porosity 

Five aggregates (2- 5 mm, air-dried) per plant species 
were observed under stereoscopic microscope (11 x ; 
Olympus® SZ-CTV). An image per aggregate was acquired 
(lmage Pro® analysis system) and segmented in white-­
black colours. Voids corresponded to white colour and 
their integral area was obtained with the area measurement 
function of the image analysis syslem. Results of porosity 
were expressed as cm2 of voids IOOcm- 2 soiL 

2.7. Sand partie/es adhered lo by hair-rOOIS and hyphae 

Three scctions of dry roo15 (1 cm length, < I mm 
diameter) per species were obtained froro rool- soil mono­
liths before their disruption. ROOl sections were cut 
without abundant particle detachment. C. daclylon roots 
were more easily cutting; finer was the root more difficult 
was the cutting procedure. Root sections were immersed 
for IOmin in a cotton blue solution (10%), and observed 
under a stereoscopic microscope (llx). For each root 
section an image ( 1 x 1 mm, frame) was acquircd and 
saved. Hyphae were identified by their straight trajectories 
and shorter width than root hairs. In each image, the width 
and lenglh of rizosheaths. root-hairs and hyphae were 
measured. Sand particles adhered to by root hairs and 
byphae were counted and mcasured on 2D-images utilizing 
the image analyser mentioned aboye. 

2.8. Evalllotion 01 mycorrhizal colonizatwn 

Mycorrhizal colonization was assessed on fresh root sub­
samples from three plants per species (sampled on 9 
September 2(05) which were water-washed and stored at 
4 oc. Roots were digested witb KOH (10%) and stained 
witb trypan blue in lactoglycerol (0.05%) (Philtips and 
Hayman, 1970). Tbitty root sections (1 cm Icng!h) per 
plant were processed. MycorrhizaJ colonization (M%) and 
abundance of arbuscuJes (A%) in the root systcm were 
caJcuJated (Trouvelot et aL, 1986). Data were processed with 
the Mycocalc program (www.dijon.inra.fr/rnychintecJ). 

2.9. Slatistical analysis 

Normal distribution of data was verified. General lineal 
model (GLM) was carried out considering the efTect of 

plant species on lhe set of experimental variables. Means 
were compared by Tukcy test (P<O.05). GLM and 
rcgrcssion analysis wcrc done with SAS® programo 

3. Rcsults 

3.1. Roor-adhering soi/: rool Momass ratio ( RAS'RB) 

The amounls of RAS are shown in Table 1; slatistical 
difTcrences by plant species were not found for this 
variable. In contrast, the ratio RAS:RB of Bcrmuda grass 
and maize was three times higher than that of amaranth, 
and almost twice than thal of sunflowcr (Table 1). The 
highest RAS:RB ratio for Bem1Uda grass (rabie 1) 
confirms lhe efficiency of grasses to adhcre to soil particJes 
(risdall and Oades, 1979; Gijsman, 1996). 

3.2. Dry and water stab/e aggregales, and aggregate 
porosity 

The proportion of soi l mass from tbe seven aggregate 
sizes is shown in Fig. l . The highest soil mass in lhe range 
of 0.04--0.25 mm is consistent with the sandy nature of soi l 
and their structural instability. The dominant sand frac­
tions of tbe soi l (0.04-0.25 mm) were nol atTecled by planl 
species and minor changes were found for macroaggregate 
sizes (0.50, 1.0, 2.0 and > 2 mm). In general, soil particle 
distribution was not afTected by plant species at the plant 
stage of sampling date (3 months after seeding). Mean 
values of WSA sampled from maize, sunflower and 
Bermuda grass wcrc higher than those of amaranth 
(rabie 1). Macroaggregates from amaranth soil samples 
had the highest porosity as compared to other three species 
(rabie 1). 

3.3. Rool and rhizosheath widlh, and densily and lenglh 01 
rool-hairs 

Root and rhizosheath data are presented in Table l. The 
tbree cultivated plant species had similar root width 
(12()...1501Ull). Bcnnuda grass presented !he largest root 
and rhizosheath widlh (Table 1). Regression relationship 
between root and rruzosheath width was significant 
(P<0.05; rhizoshe.tb = 1 94.2 + O.5(root wid!h); R' = 28. 1). 

For Bermuda grass and maize plants (3 month aged) lhe 
dcnsity of root-hairs was very close and duplicated that of 
amaranth and sunflower (Table 1; P < O.OI). The length of 
root-hairs of Bermuda grass and maize was approximately 
2.5 times of those observed in amaranth and sunflower 
(3 rnonlh aged; Table 1). The length of root hairs also 
showed diffe rences among planl species. The ratio of the 
lenglh of root-hairs of maizc and Berm!Jda grass in relation 
lo those of amaranth and sunflower was >3: 1 (Table 1). 
The width of root-hairs was comparable for the four plant 
species (Table 1). 
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Tablc 1 
$oil physic-.tl variables (A). micromctry of root-hairs. hyphac aod sa nd partides (H), and arbuscular lIl )'corrhizal variables (C) 

Variable Amaranlh Bcnnuda gmss Maizc Sunflower 

A 
Roo! adhcring soíl (RAS, g) 41973 5146a 496& 4287a 

Root biomass (RR, g) 48.]a 19.8b 22.lb 27.6b 

RASIRR 88.6b 302.43 257. 158.6ab 

WalcNtable aggrcgatcs (g 100g- l) 5]. lb 64.3a 66.8a 66.5a 

Aggrcgale porosily (cm 100cm- Z:> 19.7a 12.6b 14.6ab 15.]ab 

8 
Root diametcr (~) 11 8b 261a 139b 15 1b 

Rhizoshcath d.iarnctcr (~m) 272ab 3790 288ab 207b 

Rool hairs in 1 mm o f rool 8.8b 24.]a 21.00 11 .8b 

I..cngth of roo! hairs ÚJ.m) 62b 228:1 1983 73b 

Width of root hairs ÚJ.m) 6.7a 8.8a 9.4a 7.20 

Sand particlcs in root hairs (in 1 mm) 7.7b 21.00 21.83 5.9b 

Size of sand particles (min)- in rool hairs (Jlffi) 18b 32. 320 II b 

Size of sand particles (mu)b in roo! hairs (~ m) 64b 162a 1460 34b 

Extcrna1 hyphae in l an of roo! 3.20 0.4c Ub 3. la 

l....ength of extemaJ hyphae (~m) .507a 162b 459a 394a 

Width of external hyphac úun) Sa 1.4c 3.7b 4.9ab 

Sand particJes in hyphac (in I mm of root) O.Sa 0.2b 0.5a 0.5a 

Sizc of sand particlcs (min)- in hyphae (Jlffi) 360 19b 39. 39a 

Si:re of sand partides (max)b in hyphae (Jlffi) 134. 75b 1380 124ab 

e 
Mycorrhizal colooization in the rool systcm (M".4) 6.8b 2J.5ab 2Sa 22.7ab 

Abuodanoe of arbuscules in the rOOl system (14%) 0.30 3.4a 1.20 3.3a 

-Data corresponding to minimum grain size observcd in 1 mm root scctions. 
"Data COrrespondiDg lo muimum grain size observcd io 1 mm rool scctions. For cach variable Icllcrs are indicative of stalistica1 difTen:noes (P < O.OS). 
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Fig l . Relalive proportion of aggregates in four plant specics groWD iD a 
sandy soil. Letters aboYe bars oorrespond lO statistical groups (fukey. 
P <O.05). 

3.4. Sand partie/es adhered lo by root-hairs 

Root-hairs of maize and Bermuda grass attached tbree 
times more sand parlic1es than those of amaranth and 
sunHower (Table 1). Figs. 2a and b show lhe contacl 
belween root-hairs of maize and Bermuda grass. and sand 
particles. lo relatioo lo lbe size of particles adhered lo by 
coots. Bennuda grass and maize attached larger saod 
particles as compared to amaranth and sunftower 

(P<O.05). The sizo of fine sand particles adhered lo by 
root-hairs of Bennuda gmss and maize was 2.5 times 
higher than that of amaranth and sunflower (Table 1). 
Similarly. lhe sand partic1es with maximal sizc adbered to 
by root-bairs of Bcrmuda grass and maize were larger than 
those of amarantb and sunOower (Table 1). 

3.5. Density, length and width o[ hyphae 

Inversely to results found for root-bairs, hyphae density 
of amaranlh and sunHower was 2.5 times higher than tbat 
of maíze and Bcrmuda grass (rabie 1). Hyphae of 
amarantb, sunHower and maize were looger lhan tbose of 
Bcnnuda grass (rabie 1). Hyphae of amaranlh were lhicker 
than tbose of tbree olher plant species. 

3.6. Adhesion o[ sand porlie/es by externa/ hyphae 

The range of lhe number of sand particles adhered to by 
bypbae was 0.2-0.5 mm- l. which was lower tban that of 
root hairs (6-22mm- l

; Table 1). The size ofsand particles 
adhered lo by exlemal hyphae (Fig. 3) was also afTecled by 
plant species (Table 1). The hypbae in roots of amaranlh, 
sunflower and maize, adhered 10 larger sand particles as 
compared lo lhose in Bermud;a grass. The linear relation­
srup between externa! hypbae abundance and proportion 
of macroaggregalcs (2- 5mm) was significanl (P < O.OI; 
Fig. 4). External hyphae may correspond lo rnycorrhizal or 
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Fig 2. Root·hairs adhcring sand paniclcs. (la) Maize (framc wtdth : 1.33 mm) and (2b) Bcrmuda grass (rrame width : 1.27 mm) . 

Fig 3. Hypbae staincd with roUon blue and adbering sand partido io the 
mol SYStcm of amaranth (frame width: 1.23 mm). 

sapropbytic fungi . The plant species that did not present 
external bypbae in two of the three plants was Bcrmuda 
grass, which had lhe highest rool-hair dcnsily (Table 1). 
However, the significance of tbese results is limited ir is 
considered that hypbae density can change rapidly, and 
data reported bere corresponded to only one sampling 
date. Additionally, each plant species can be colonizcd by 
dilferenl fungi species (Abboll el al., 1992). 

J.7. Root colonization 01 A M F 

lntensity of mycorrhizal colonization in the whole rool 
syslem (WIo) was higher (23-25%) in m.ize, Bermuda 
gra.ss and sunflower as compared to tbat of amaranlh 
which showed only a 6.8% (Table 1). No difTerences were 
fOUDd for arbuscule abundance in the rool syslem of the 
four planl species (3 monlhs aged, Tablc 1). A. hypochon­
driacus is cODsidered as non-mycorrbizal, however, in tbis 
study tbe tbree analysed plants showed typical structures of 
AM (vesicles, byphae) in tbe rool system and values for 
M Y. were 2 . 6~o, 4.8% and 13%, respectively. Only one 
plant presented arbuscules, but at very low levels 
(AY. = 1.17). On the other hand, a linear relationsbip 
between M% and WSA was significanl (P < O.OI; Fig. 5). 

4. D~io n 

The first bypothesis rclated to simultaneous contributioD 
of root-hairs and fungal hyphae to binding sand particles 
was confirmed by data presenled here. Enmeshment of soi l 
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Fig 4. Linear rclationship betwecn oumber of e~temaJ hyphae in rool 
scx:tions (1 cm) and macroaggregate mass (2- 5 mm) in four plant species 
growing in a sandy soil. 
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Fig 5. Linear rclationship between AMF colonizabon and wateNtabJe 
aggregates (2- 5 mm) of rour plant soil samples. 

particles was much more important by root hairs than by 
hyphae (a ratio of 40:1 under maize, and 100:1 under 
Bennuda grass; Table 1). Thc very bigh rool-hair dcnsity 
and the high numbcr of sand particles adhered to by them 
are (\VO factors tbat can explain tbe efficiency (assesscd by 
RAS/RB ratio) of both ~pecies to adhere to soil under field 
conditions. 

The second hypothesis concerning the errect of plant 
species 0 0 soil binding mechanisms was only partially 
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probed. Differe nces in rool-hairs densily, ex ternal and 
imernal hyphae densi Lies and abundance of sand parlicJes 
in rool and hyphae variables caused by plant spccies werc 
fo und. However, iL must be considered that lhe diffcrences 
in root growlh panerns can impose changes in Lhe 
dynamics of root-hair dcnsity, and also in thcir longevity, 
and lhat of fungal hyphae. These facls could affeet the 
intensity ofsoil binding mcchanisms reporled here. A sludy 
considcring several sampling times musl guarantee con­
cJusive resulls abou t the impact of plan l spccies 0 0 the so il 
adhesion mechanism. 

Rhizoshealh was robust in the two monocotyledon 
species as comparcd lo amaranth and sunflower. Ouc" 
and Peacock (1985), Watt el al. ( 1994) and Czarnes el a l. 
(2000) reported lhe importance of rhizosheaths foe soil 
adhesion of grass specics growing under sandy condi tions. 
Results altained in the prescnt study, with planls growo 
during 3 months, showed lhat rool-hairs density and length 
were higber in maizc and Bennuda grass lhan those of 
amaran lb and sunflower. Bennuda grass is a perennial 
species whose major longevity can hcJp lo cumula te sand 
particJes over ilS rhizosheaths, resulling in a higher 
stabilized soil mass as compared lo lhe other annual planl 
species grown for 3 monlhs. 

Size range of sand particles attached by hyphae was 
similar lhan lhat of rool-hairs (20-150 J.llll). This is 
coincident wilh a former study where 100 Ilm sand particle 
binding by hyphae was reporled (Degens, 1997). Mean 
values of rool-hair density reported bere were bigber lhan 
those reported for African geasses Anthephora pubescens, 
Digilaria erianlha and Eragroslis pallens (7, I and 10 mm- I 

of root, rcspcctivcly, undcr a soi l tcxture similar to o ur 
sludy, 80 g of sand 100 g- I) (Bailey and Seholes, 1997). 

Anotber finding was the lower abundance of external 
hyphae in lhe two species with high rool-hair density 
(Bennuda grass and maize). Root bairs may be a reslriction 
factor to external hyphae colonization. Tbe few external 
hyphae colonizing roo15 of maize and Bennuda grass could 
correspond lo AMF o r lo saprophytic fungi (Abbott el a l. , 
1992). 

According 10 data directly measured on the rool sections 
obtained from rhizospbere of plan15 grown at field during 3 
monlhs, hyphae (AM a nd saprophytic fungi) seemed lO 
have a minor participation in the aggregaLion and 
stabiljzation of tbe sandy soil. In contrast., tbe regression 
analysis between mycelium aod aggregation a nd slabiliza­
tion variables resulted in a positive correlation, which is 
coincidenl wilh lhal reporled by Tisdall el al. (1997), Kabir 
and Koide (2000), and Rillig el al. (2002). 

Levels of mycorrhizal colonization in the whole rool 
system of maize, Bennuda grass and sunflower ranged 
froro 23% to 25% . Genus Amaranrhus has moslly been 
considered as non-mycorrhizal; however, Sha nker el al. 
(1991) and Takaaki el al. ( 1998) observed AMF coloniza­
tion in sorne Amaranlhus species. In our study rnycorrhizal 
structures (intemaJ byphae and vesides) were present 
in amaranth roots (MOA, = 6.8) growing under field 

cooditions; however, arbuscules were o bserved al very 
low levcls in only one roo1 syslern. Semi-afid conditions in 
lhe v:.t ll ey of Mexico may favour A M symbiosis in 
amara nlh as suggested previously by Shanker el al. 
(1991) and Quilambo (2003). 

S. Conclusions 

Soil bindiog by rool-hairs was the maio mechaoism in 
sandy so il adhcsion. Hyphae (saprophytic and AMF) soil 
binding was a minor rneehanism in lhis proccss. RoOlS of 
maize aod Bermuda grass (3 monlhs aged) showed a highcr 
cfficiency to adhcre 10 soi l than those of amaranlh and 
sunflower. This cfficieocy was based on high abundance 
(20-25 rool-hairs in eacb mm of rool section), long rool­
hairs (200 ~m) , and higb quantity of saod particJe binding 
( > 20 sand part icle mm- I of rOOl section). The-four planl 
species under study exhibited AMF colonization. 
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3. COMUNIDAD BACTERIANA Y FÚNGICA EN SUELO RIZOSFÉRICO, NO 
RIZOSFÉRICO y MACROAGREGADOS: 

"Biomasa y actividad exoenzimática 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 e, N y P está definida por el microambiente del suelo en el 

que habitan, así como por las condiciones ambientales como la disponibilidad de O2 . En 

el presente estudio se evaluó la biomasa bacteriana, la presencia de grupos 

bacterianos funcionales relacionados al ciclo del N, y el potencial exoenzimático de 

bacterias y hongos en suelo rizosférico, no rizosférico y macroagrgados, de cuatro 

especies vegetales (amaranto , pasto Bermuda, maíz y girasol), establecidas en un 

suelo arenoso. Los resultados muestran una relación sintrófica en cuanto al uso de 

sustratos para su metabolismo, entre las comunidades bacteriana y fúngica. La mayor 

biomasa bacteriana estuvo presente en el suelo rizosférico de las cuatro especies 

vegetales. La potencialidad exoenzimática que presentaron bacterias y hongos está 

relacionada con los ciclos biogeoquímicos de macronutrientes y varía de acuerdo con la 

disponibilidad de O2. El tipo de suelo (rizosférico , no rizosférico o 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 enzimático, suelo rizosférico . 

1. Introducción 

La importancia de los microorganismos en los procesos dinámicos del suelo radica en 

parte en su abundancia (biomasa) y su capacidad para interactuar con otros 

componentes del sistema (Alami et al., 2000). Así, se ha investigado el papel de 

microorganismos como hongos y bacterias rizosféricas en la formación pe agregados 
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estables (Degens, 1997), y la continuidad de los ciclos biogeoquímicos del C, N y 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 agrícolas, como 

para el mantenimiento de ecosistemas forestales y el ambiente en general (Cerón y 

Melgarejo, 2005). Estos microorganismos interactúan con las raíces de las plantas, con 

las partículas minerales y sustancias orgánicas del suelo . La mineralización de la 

materia orgánica y la secreción de sustancias mucilaginosas (principalmente 

polisacáridos), son actividades que las bacterias real izan en beneficio de la estructura 

física y bioquímica del suelo. Los mucílagos producidos por las bacterias se han 

asociado a la formación de microagregados (Oades, 1993). El papel de las bacterias en 

la formación y estabilidad de los agregados se ha estudiado en la masa total del suelo 

(Alami et al., 2000). Se ha reportado también que el papel de las bacterias rizosféricas 

en la agregación y la composición de sus comunidades varía de acuerdo con las 

características de cada especie vegetal a la que se asocian (Alvey et al., 2003). 

Por otra parte, las bacterias interactúan con otros microorganismos del suelo como los 

hongos micorrízico arbusculares (HMA) favoreciendo la asociación simbiótica de éstos 

con las especies vegetales (Roesti et al., 2005). Las bacterias producen enzimas 

extracelulares e intracelulares con una elevada actividad metabólica; de esta capacidad 

se desprende su importancia como componentes fundamentales en la dinámica y 

calidad edáfica (Cerón y Melgarejo, 2005). El intercambio de señales químicas y 

nutrimentos ocurre de manera destacada en la rizosfera (Linderman, 1992). En 

sistemas agrícolas el papel de las bacterias asociado a los procesos de mineralización 

resulta importante pues la disponibilidad de nutrimentos como el N en formas 

asimilables por las plantas, se ve influenciada por los tipos fisiológicos presentes 

(Schloter et al., 2003). El conocimiento de estos procesos puede aportar elementos 

para la determinación de sistemas de fertilización que disminuyan las pérdidas y los 

problemas de contaminación edáfica (Kim et al., 2006), así como para caracterizar las 

comunidades bacterianas en ciertos suelos. Se ha analizado la composición y función 

de las comunidades bacterianas rizosféricas y del suelo adyacente, en los que se han 

identificado modelos de asociación y tipos bacterianos que actúan en función de 

condiciones específicas (Cook et al., 2006; Philippot et al., 2006; Ray~aud et al., 2006). 
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En el presente trabajo fue determinada la producción de biomasa bacteriana, los grupos 

funcionales bacterianos y el potencial exoenzimático de bacterias y hongos presentes 

en la rizosfera , en el suelo no rizosférico y en macroagregados (2-5 mm) de cuatro 

especies vegetales (Amaranlhus hypochondriacus L., Zea mays L., Helianlhus annuus 

L. y Cynodon dacly/on, un pasto invasivo. El estudio se llevó a cabo en un suelo 

arenoso ubicado al sur del Valle de México. Con este trabajo se pretende iniciar la 

caracterización de las comunidades bacterianas , particularmente aquellas relacionadas 

con el ciclo biogeoquímico del N, así como su potencia l para mineralizar la materia 

orgánica (MO). En estos suelos los microorganismos influyen no solamente en las 

necesidades del sistema agrícola, sino que también participan en la estabi lización del 

suelo a partir de la formación de agregados y en el aporte de minerales en formas 

asimilables para las plantas que a su vez actúan como cobertura contra la erosión 

(Moreno-Espíndola el a/., 2007) . 

2. Materiales y métodos ' ... - ' -, 

2.1 Sitio de estudio 

El trabajo se desarrolló en Tulyehualco (México, D.F.), en el año de 2005. El suelo 

(Entisol; Typic Ustifluvents), es de origen volcánico, compuesto por 70, 140 Y 790 g kg·1 

de arcilla , limo y arena, respectivamente. 

2.3 Diseño experimental 

Se establecieron cuatro especies vegetales A. hypochondriacus (amaranto), C. dacly/on 

(pasto Bermuda), Z. mays (maíz) y H. annuus (girasol); en una parcela experimental, 

mediante un diseño 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 diámetro por 37.5 cm de 

largo), para extraer una masa de suelo conteniendo el entramado radica l y el suelo 

rizosférico (USDA, 1999). A partir de los monolitos se obtuvieron submuestras con una 

jeringa estéril sin punta para los análisis bacterianos corr~s pondientes en suelo , 

rizosférico y macroagregados. El suelo no rizosférico se extrajo de la parte adyacente al : 
~ . . 
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monolito. Las submuestras para los análisis microbiológicos 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 mi de gliceraldehido al 20%, y se congelaron a -18°C hasta su 

procesamiento, Las muestras para determinación de la biomasa bacteriana se 

preservaron en frascos de vidrio estériles con 18 mi 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 directolbiovolumen por microscopia de 

epifluorescencia. Se tomó 1 mi por cada muestra (tipo de suelo y especie vegetal) 

preservada en formaldehido al 2 %, el cual fue colocado en un frasco estéril con 9 mi de 

solución Tween 80 (1/100) ; se dejó reposar por 10 min y sE! ultrasonicó (SONICS Vibra 

cellTM) con' una punta de 8 mm de diámetro; amplitud 40, durante 2 min, pulsación 5", 

De la muestra ultrasonicada se tomaron 250 ¡.tI Y se colocaron en un frasco con 10 mi 

de agua destilada con 0.005 g de NaN3; finalmente fue agitada en un vórtex para 

obtener una suspensión. A continuación se tomaron alicuotas de 2 mi diluidas 4000 

veces, a las que se les adicionó 0.7 mi de fluorocromo DAPI (4 '6'-diamidino-2-fenilindol) 

a una concentración final de 0.5 I1g mr1 (Ronald, 1993). Las muestras fueron 

homogeneizadas y conservadas a 4°C por 12 h en oscuridad, Posteriormente se 

filtraron 2 mi a través de membranas negras de policarbonato Nucleopore de 0,2 11m de 

diámetro de poro, y fueron analizadas en un microscopio de epifluorescencia Olympus 

Bimax 50 (Evelyn et al" 1993); se contaron 20 campos al azar por filtro , para obtener 

una representatividad estadistica en cuanto al número 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 cálculo de la biomasa (fg C cm2 de suelo). Se utilizó un factor de 

conversión de biovolumen:carbono de 1.7 x 10-13 propuesto por Torreton (1992), de 

acuerdo con los cálculos reportados para comunidades bacterianas heterótrofas 

aerobias. En el caso ce las bacterias provenientes del suelo rizosférico de maiz y 
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girasol se utilizó el factor 2.2 x 10-'3 debido a su gran tamaño. El biovolumen se calculó 

utilizando la siguiente fórmula: 

N= n x d x superficie de observación x l..x .1Q 

v 9 

Donde N = número total de bacterias; n = media del número de bacterias por campo; d 

= dilución dentro de la torrecilla de filtración; v = volumen filtrado ; 10/9 = corrección 

debida al formaldehido. 

Biovolumen de los baci los = p (Lw" - w3
) / factor de agrandamiento 

4 12 

Biovolumen de los cocos = P X w3 
/ factor de agrandamiento 

6 

Volumen medio =? de cada célula 

No. de células medidas 

Para calcular la biomasa se aplicó la siguiente fórmula : .. 

Biomasa fg C cm3 = conteo directo/mi x volumen medio x factor de convérsió·n 

2.5 Grupos funcionales bacterianos 

Para evidenciar y cuantificar los grupos bacterianos funcionales presentes en el suelo 

rizosférico, no rizosférico y macroagregados se utilizó el método de unidades 

formadoras de colonias (UFC) y serie de diluciones decimales en tubos de Hungate 

gasificados con 4% de O2 (Prescott et a/., 1999). Se utilizaron medios de cultivo 

específicos para cada grupo funcional en cond iciones de baja presencia de oxígeno 

(p024% balanceado con N2) (Ferrara-Guerrero et al. , 1993). Por otra parte, se observó 

la capacidad de respirar N03- , oxidar y fermentar glucosa (Hugh y Leifson, 1953). Los 

medios líquidos para bacterias oxidadoras de NH/ y N02- fueron enriquecidos con 

soluciones de oligoelementos y vitaminas (Balch et al. , 1979). El tiempo de incubación 

fue de 25 y 45 días, respectivamente , a temperatura ambiente y dentro de jarras de 

anaerobiosis (Bioxon), bajo atmósfera con la mezcla específica de p02 4% balanceado 

con N2. Las siembras se realizaron por triplicado. Para fijadoras de N2 se utilizó un 

medio semisólido (2 g de agar ¡-') libre de nitrógeno combinado (Ferrara-Guerrero et al., 

1993). El tiempo de incubación fue de 15 días. La estin;¡ación del número más probable 
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(NMP) se hizo con base en la tabla estadística propuesta por Loyer y Hamilton (1984). 

Para verificar la fermentación de glucosa se utilizó el mismo medio que para la 

oxidación pero con menor cantidad de agar bacteriológico (2.5 gi l) Y en condiciones de 

anaerobiosis. 

2.6 Actividad exoenzimática 

Se realizó en placas de cultivo con medios específicos para cada actividad 

exoenzimática bacteriana y fúngica a partir de una submuestra de 2 cm3 de suelo por 

muestra. Actividades: a) Esculinasa (peptona 1 9 r1
; esculina 1 mi r1

; FeS041 9 r1
; agar 

bacteriológico (ab) 20 9 r1
; medio base dulce (mbd) a pH 7). b) Fosfatasa (Na-p­

nitrofenilfosfato 2 9 r1
; Tris-HCL 50 mi r1

; ab 20 9 r1
; mbd a pH 7). c) Quitinasa (quitina 

molida 1 9 r1
; ab 20 9 r1

; mbd a pH 7). d) Amilasa (almidón soluble 1.5 9 r1
; agar 20 9 r 

1; mbd a pH 7). e) Proteasa (agar nutritivo 20 9 r1
; mbd a pH 7.0). f) ADNasa (medio 

ADNasa (Bioxon) 47.2 9 r1
; NaCI 20 9 r1

; ab 20 9 r1
; mbd a pH 7). Medio base dulce 

utilizado' en fodos las pruebasexoenzimáticas (mbd): 'Na2HP04 12H20 3,5 9 r1
; KH2P04 

0.98 9 r\ MgS04 7H20; 0.03 9 r\ NH4CI 5.0 9 r\ solución de oligoelementos 0.2 mi r1
. 

Solución de oligoelementos (g r1
): EDTA monobásico 50 9 r1

; ZnS04 7H20 2.2 9 r1
; 

CuCb 2H20 5.5 9 r1
; MnCb 4H20 5 9 r1

; FeS0 4 7H20 4.7 9 r\ CUS04 5H20 1.5 9 r1
; 

CaCI2 6H20 1.6 9 r1
. La cuantificación de bacterias y hongos productores de 

exoenzimas se realizó con base en las UFC y series de diluciones decimales (Prescott 

et al., 1999), en condiciones de baja presencia de oxígeno, utilizando p02 4% 

balanceado con N2 y en condiciones de aerobiosis (p02 21 %) (Ferrara-Guerrero et al., 

1993). La siembra se realizó por duplicado y el tiempo de incubación fue de 10 días. 

2.7 Análisis estadístico 

Los resultados en cuanto a biomasa, grupos funcionales y potencial exoenzimático 

fueron sometidos a un ANDEVA de una vía, 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 exoenzimáticos. Se utilizó el 

programa estadístico 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 m2
. En el 

suelo rizosférico de maíz y girasol la biomasa bacteriana fue más elevada debido a que 

el volumen celular fue mayor (Cuadro 1). En todos los casos el suelo rizosférico 

presentó la mayor biomasa bacteriana. Al realizar un ANDEVA se observó que el 

volumen celular medio depende del tipo de suelo (P=0.06). Los mayores volúmenes 

celulares fueron encontrados en el suelo rizosférico de maíz y girasol, el menor volumen 

celular se encontró en el suelo no rizosférico de pasto Bermuda (Cuadro 1). Las formas 

bacterianas que prevalecieron fueron cocos y bacilos. 

Figura 1. Bacterias presentes en 
la rizosfera de Heliantus annuus. 

Cuadro 1, Biomasa bacteriana en suelo rizosférico (s r), no 
rizosférico (snr) y macroagregados (ag) de cuatro especies 
vegetales establecidas en un suelo arenoso. 

ClJti", Vc:lllTB1 oeI~ ... nmo Cata:>dra:to Biomasa 
(11m') (c' Vml ) (rrgC ni') 

9' 

Amaranto Q129 7.00 x 1d' Q~ 

Pasto Bermuda Q2J3 300x 10· Q64 

Ma'z Q712 2.64x 10· 1.29 

Girasol Q732 4.Slx 10· 2.12 
9T 

Amaranto Q110 3.19x 1d' 0.36 

Pasto Bermuda O.W • 3.91 x 10 0.09 
Ma'z 0.103 364x 10· 0.3) 

Girasol 0.179 4.07 x 10· 0.00 
ag 

Amaranto 0.1a; 3 18x 10
8 

0.28 
Pasto Bermuda 02)1 364 x 1d' 0.59 
Ma'z 0 . 1~ 300 x 10· 0.41 

Girasol 0.1ffi 300x 10· 0.49 

Estadísticamente la biomasa bacteriana en la rizosfera fue significativamente superior 

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

3.2 Tipos fisiológicos bacterianos 

En los suelos de las cuatro especies vegetales se detectaron poblaciones bacterianas 

con actividad fijadora de N2, amonificantes y nitrificantes (Cuadro 2). Un ANDEVA 

mostró que sólo existieron diferencias significativas en cuanto a la amonificación 
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atribuible a la especie vegetal ; el ma íz y el amaranto fueron las especies asociadas a 

una mayor potencialidad bacteriana para amonifica r el suelo (P<O.05). En el caso de las 

fijadoras de N2 el NMP más alto se observó en suelo rizosféri co de amaranto; por su 

parte , el NMP más elevado de las oxidadoras de NH/ estuvo presente en suelo 

rizosférico de pasto Bermuda, suelo no rizosférico de amaranto , pasto Bermuda y 

girasol, yen macroagregados de pasto Bermuda, maíz y girasol (Cuadro 2). 

Cuadro 2. NMP mr' de bacterias con capacidad para reciclar el N en suelo rizosférico (sr), no 
rizosférico (snr) y macroagregados (ag). La respiración de N03' , oxidación y fermentación de la 
glucosa se representan como pruebas positivas o negativas. 

NITRIFICANTES 
Ox. Fer. 

Cultivo Fij N2 Amo nificantes Ox. NH,,· Ox. N0 2- Resp NO,' Glucosa Glucosa 
sr 
Amaranto 5.49 x 10' 5.49 x 10' 2.31x 107 5.49 x 108 + + + 

Pasto Bermuda 1.38 x 102 1.74 X 103 5.49 X 108 5.49 X 108 + + + 
Ma íz 5.49 x 106 5.49 x 108 2.63 x 10· 5.49 X 108 + + 

Girasol 2.12 x 10' 5.49 x 10" 5.49 X 107 5.49 X 108 + + 
snr 
Amaranto 1.07 x 106 5.49 x 10' 5.49 X 108 5,49 X 108 + + + 

Pasto Bermuda 4.59 x 103 2.63 X 10' .5.49 X 108 5.49 X 108 + + + 
Maíz 7.34 x 103 5.49 X 108 1.07x 106 5.49 x 108 + + 

Girasol 1.68 x 104 1.07 X 106 5.49 x 108 5.49 X 108 + + + 
ay 
Amaranto 3.68 x 102 5.49 X 108 2.63 X la" 5.49 x 108 + + + 

Pasto Berm ud a 1.02 x 104 2.20 x 10" 5.49 X 108 5.49 X 108 + + + 
Maíz 1.05 x 102 5.49 X 108 5.49 X 108 5.49 x 106 + + 

Girasol 5.59 x10 1 
1046 x 106 5.49 X 108 5.49 X 108 + + + 

El NMP de bacterias oxidado ras de N02 - fue el mismo en todas las muestras. Por otra 

parte, se observó una respuesta positiva en todos los casos en lo que concierne a la 

respiración de N03 - . En cuanto a la oxidación de glucosa todas las muestras fueron 

positivas; la fermentación de glucosa sólo fue negativa en suelo rizosférico de maíz y 

girasol, suelo no rizosférico de maíz, así como en los macroagregados de maíz (Cuadro 

2). 

3.3 Potencial exoenzimático bacteriano y fúngico 

Los resultados mostraron la existencia de comunidades bacterianas y fúngicas 

heterótrofas. En ambas comunidades se presentaron actividades de degradación 

ligadas a los ciclos del C, N y P (Figs. 2 y 3). Como puede apreciarse, la disponibilidad 

de oxígeno (4% ó 21 %), afectó los potenciales exoenzimáticos, particularmente en la . 

comunidad fúngica del suelo no rizosf~rico y macroagregadQs del maíz (Fig . 3). : 
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sr Iil snr Iil 
aa Iil 

1_ 1<m1o - .... 
,_ 
go" - - .... 

"" """ , ... - ..,., 
60" 

"" - -"" .... .... 
"'" , ... 3 ... 

"'" ,... 2 ... 

"" 1 ... '''' 
"" ... ... 

Halz Girasol Amaranto P. Bennud. Ma¡' Gi,.SO/ Ama .. "", P. Bermuda Ma~ GII'l5sol Amaranto P. Bennuda 

sr lii\ snr (ii) 
aa lii\ 100% 

90% 100% 100% 
80% 90% 90% 
70% 80% 80% 
60% 70% 70% 
SO% 60% 60% 
40% 50% SO% 
30% 40% 40% 
20% 30% 30% 
10% 20% 20% 
0% 10% 10% 

Amaranto P. Bermuda Malz Girasol 
0% 0% 

Amaranto P. Bermuda Maíz Girasol Amaranto P. Bermuda Maíz Girasol 

• Esculinasa • Fosfatasa Quitinasa • Amilasa • Proteasa . ADNasa 

Figura 2. Actividad exoenzimática bacteriana 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 (ji). Resultados expresados en porcentaje de 
cada actividad con respecto al número total de UFC. A, amaranto; P, pasto Bermuda; M, malz; G, girasol. 
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srlil snr lil ag (i) 
100'11> 100'11> 100'11> 

90'11> 90'11> 90'11> 
80'11> 80'11> 80'11> 
70'11> 70'11> 70'11> 
60'11> 60'11> 60'11> 
50'11> 50'11> 50% 
40'11> 40% 40% 
30'11> 30% 30% 
20'11> 20% 20% 

10% 10'11> 10% 

0'11> 0'11> 0% 

Amaranto P. Bermuda Maíz Girasol Amaranto P. Bermuda Maíz Girasol Amaranto P. Bennuda Maíz Girasol 

sr 1m snr liil aa IHI 
100% . 100% 100% 90% 90% 90% 80% 
70% 

80% 80% 
60% 

70% 70% 

50% 
60% 60% 

40% 
50% 50% 

30% 
40% 40% 

20% 
30% 30% 

10% 
20% 20% 

0% 
10% 10% 
0% 0% 

Amaranto P. Bermuda Maíz Girasol Amaranto P. Bermuda Maíz Girasol Amaranto P. Bermuda Maíz Girasol 

• Esculinasa • Fosfatasa Quitinasa • Amilasa • Proteasa . AONasa 

Figura 3. Actividad exoenzimática fúnglca 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 (i i) . Resultados expresados en porcentaje de 
cada actividad con respecto al número total de UFC. A, amaranto; P, pasto Bermuda; M, maíz; G, girasol. 
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Las bacterias presentaron potencial para al menos cinco actividades exoenzimáticas 

distintas en la rizosfera de cada especie vegetal en condiciones de microaerobiosis, 

mientras que en aerobiosis la variedad de actividades potenciales disminuyó 

(particularmente en el caso de la fosfatasa y la quitinasa) (Fig. 2). La comunidad fúngica 

de la rizo sfe ra por el contrario, presentó mayor diversidad de actividades 

exoenzimáticas en condiciones de aerobiosis (Fig. 3). En el caso del suelo no 

rizosférico las bacterias realizaron predominantemente actividades ligadas a la 

liberación de compuestos nitrogenados (proteasa y ADNasa) en condiciones de 

microaerobiosis; a mayor disponibilidad de 0 2, predominaron en esta comunidad 

actividades ligadas a la hidró lisis de hidratos de carbono de alto peso molecular 

(esculina y almidón). En suelo no rizosférico (snr) de maíz en condiciones de 

microaerobiosis, la comunidad fúngica no mostró potencial exoenzimático alguno; en el 

de amaranto sólo mostró actividad amilolítica y en los dos casos restantes presentó 

potencialidad para producir todas las exoenzimas (Fig. 3). En cond iciones de aerobiosis 

la comunidad microbiana fúngica del suelo no rizosférico mostraron actividades 

exoenzimáticas asociadas a la hidrólisis de moléculas carbonadas (quitina, esculina y 

amidón) (Fig. 3). En los macroagregados la comunidad bacteriana presentó 

potencialidad para degradar compuestos nitrogenados y ca rbonados de alto peso 

molecular en las dos condiciones de disponibilidad de O2. Por su parte , la comunidad 

fúngica en los macroagregados sólo presentó actividades en pasto Bermuda y girasol 

en condiciones de microaerobiosis, mientras que en aerobiosis mostró potenciales 

ligados a la hidrólisis de compuestos carbonados (esculina, quitina y almidón). La 

actividad fosfatasa se presentó con mayor frecuencia en la comunidad fúngica; en 

microaerobiosis, particularmente en suelo y macroagregados de girasol (se observaron 

valores de hasta el 85% del total de los potencia les exoenzimáticos en sus 

macroaagregados). En condiciones de aerobiosis esta actividad disminuyó 

significativamente en ambas comunidades microbianas (Figs. 2 y 3). 

No se detectaron diferencias significativas en cuanto a los potenciales exoenzimáticos 

bacteriano y fúngico atribuibles al tipo de suelo (sr, snr o ag). Las correlaciones de 

Pearson permitieron determinar que la especie vegetal mostró una relación con el 

potencial de producción d.e fosfatasa fúngica (R=O.58, P=O.04). La producción de . , . 
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quitinasa bacteriana mostró relación con la capacidad de hidrolizar el ADN por parte de 

las bacterias (R=-0.62 , P=0.03), esculinasa fúngica (R=0.78, P=0.01) y ADNasa fúngica 

(R=0.86, P=0.01). El potencial proteolitico bacteriano se correlacionó 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 y 

proteasas fúngicas se correlacionaron también (R=0.58, P=0.04). Por otra parte , se 

identificó una correlación entre el NMP de bacterias f ijadoras de N2 con el potencial de 

producción de fosfatasa bacteriana (R=0.93, P=0.01). Asimismo, el NMP de bacterias 

con la capacidad de amonificar se correlacionó con el potencial quitinasa bacteriano 

(R=0.86, P=0.01), ADNasa bacteriano (R=0.73, P=0.01), asi como con los potenciales 

fúngicos 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 O2 afectó significativamente (P=0.05) el 

potencial amilolitico bacteriano en el suelo rizosférico, los potenciales fúngicos 

proteoliticos y de hidrólisis de la quitina en suelo no rizosférico , así como el potencial 

para dégrada"r esculina en los macroagregados, sienao estas pdtencialidades menores 

en baja presencia de O2. 

4. Discusión 

La biomasa bacteriana presente en el suelo rizosférico fue 1.5 a 2 veces mayor que en 

macroagregados y en suelo no rizosférico, respectivamente (Cuadr01), resultado 

consistente con la naturaleza de la rizosfera, donde existe una alta concentración de C 

orgánico, 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 edáfica ya ha 

sido reportada por Gorban y Clegg en 1996, lo que además puede significar una mayor 

diversidad en cuanto a los potenciales metabólicos de dicha comunidad . El efecto de la 

rizosfera sobre el crecimiento y actividad microbiana se han reportado de manera más 

evidente en suelos arenosos que en arcillosos (Curl y Truelove, 1986), lo cual coincide 

con los resultados obtenidos en el presente estudio. El aporte de C por los exudados 

radicales y las bajas concentraciones de O2 favorecen la síntesis de enzimas 

desnitrificantes como léls reductasas de N02- y ['J03- (Atlas y Bartha, 2006) y por lo tanto 

• • 
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la actividad y crecimiento de estas bacterias (H0jberg el al., 1996). El efecto 

marginalmente significativo del suelo respecto al vo lumen celular puede apreciarse en 

el tamaño de las células bacterianas observado en los macroagregados, más pequeñas 

que en los suelos rizosférico y no ri zosférico . Sin embargo en condiciones de 

crecimiento óptimo las bacterias de los macroagregados presentan un amplio potencial 

exoenzimático. Los tipos fisiológicos y actividad exoenzimática, muestran una elevada 

actividad heterótrofa y sugieren que la ferti lidad del suelo arenoso bajo estudio tiene un 

fuerte basamento microbiano. La mayoría de los fijadores libres de N2 a nivel edáfico 

son heterótrofos (Evans y Burris, 1992); entre ellos se encuentran miembros de 

Azolobacler spp., Beijerinckia spp., Derxia spp., Bacillus y Pseudomonas. Estas 

bacterias alcanzan tamaños muy grandes semejantes a los de algunas levaduras 

(Prescott el al., 1999); es posible que algunas especies de estos géneros pudieran 

estar presentes, de acuerdo a los resultados de biomasa bacteriana en maíz y girasol. 

Cuando la textura del suelo favorece una condición aerobia, aumenta la actividad 

amonificante, sin embargo esta actividad fue desarrollada eri todo's los suelos en 

condiciones de baja oxigenación (p02 4%), particularmente en aquellos asociados a los 

cultivos de amaranto y maíz (Cuadro 2), en los que la porosidad de sus 

macroagregados se ha reportado (Moreno-Espíndola el al., 2007) con valores entre 

19.7 Y 14.6 cm 100 cm2 de espacio poroso. Bacterias heterótrofas anaerobias 

facultativas como Pseudomonas, Bacillus o Micrococcus se pueden encargar de este 

proceso (Holt el 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 enzimáticos 

asociados a la degradación de moléculas nitrogenadas (proteasa y ADNasa), 

observados en estas comunidades fueron en general más altos que en aquellas 

asociadas a pasto Bermuda y girasol. 

Los potenciales enzimáticos bacterianos y fúngicos, mostraron que tienen la capacidad 

de hidrolizar compuestos orgánicos de cadena larga y garantizar con esto su 

reciclamiento . Las figuras 2 y 3, así como el cuadro 2, sugieren un sintrofismo entre la 

comunidad fúngica y bacteriana ya que existe una elevada asociación entre la actividad 

metabólica de b~cterias y hongos par? hidrolizar los com!)uestos nitrogenados, 
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carbonados y fosfatados en ambas condiciones de disponibilidad de O2. La degradación 

de hidratos de carbono como la quitina, esculina y almidón por parte de los hongos es 

predominante en el suelo rizosférico y no rizosférico. Los hongos meta bol izan polímeros 

de alto peso molecular (abundantes en los restos vegeta les, 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 que las bacterias lo hacen 

con compuestos de bajo peso molecular. En general, en los resultados se aprecia que 

la actividad exoenzimática fúngica es relativamente mayor en el suelo rizosférico y no 

rizosférico que en los macrogregados, quizás debido a que éstos tienden a localizarse 

más lejos de la fuente de materia orgánica que se concentra en la rizosfera (Prescott et 

al. , 1999). La rizosfera puede ser un sitio de baja concentración de O2, ya que las raíces 

y los microorganismos aeróbicos lo consumen rápidamente (Woldendrop, 1962; 

Klemedtsson et al., 1987; H0jberg y S0rensen, 1993), sin embargo y como lo muestran 

las figuras 2 y 3, las comunidades bacteriana y fúngica son capaces de producir 

exoenzimas en un intervalo de "2 'a 21 % de 'p02. A,' pesar dé q'ue la disponibilidad de 

fósforo para las plantas se atribuye en buena medida a los procesos de mineralización 

que realizan las bacterias, en los resultados se observa que es mayor este potencial por 

parte de los hongos en condiciones de baja oxigenación. 

Aparentemente la comunidad microbiana del suelo es capaz de equilibrar y ajustar su 

actividad exoenzimática a variaciones en la disponibilidad de 0 2 que se pueden 

presentar en los microhábitats del mismo (Sessitsch et al., 2001). Esto se observa en la 

asociación entre las actividades metabólicas de la población bacteriana y fúngica, en 

cuanto a la hidrólisis de los compuestos orgánicos y la síntesis de iones nitrogenados 

(Cuadro 2; Figs. 2 Y 3). Los potenciales exoenzimáticos varían de acuerdo con la 

disponibilidad de 0 2; por ejemplo, la potencialidad de hidrolizar la quitina es mayor por 

parte de la población bacteriana que por la comunidad fúngica en condiciones de baja 

oxigenación, mientras que en aerobiosis los resultados son inversos. La comunidad 

fúngica mostró una actividad exoenzimática más relacionada con el ciclo del carbono 

(producción de esculinasa y amilasa), contrariamente a lo observado en las 

comunidades bacterianas en las que predomina la relación con el ciclo del N. La 

potencialidad para producir fosfatasa y ADNasa se asocia cü:n la degradación de ácidos 
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nucleicos, mostrando que estas comunidades microbianas (tanto hongos como 

bacterias) están relacionadas también con el recicla miento del fósforo en el sistema. 

5. Conclusiones 

Los resultados de las actividades exoenzimáticas muestran que en el suelo arenoso los 

procesos de mineralización de la materia orgánica por parte de las comunidades 

bacteriana y fúngica están 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 producción de una mayor biomasa total que en suelo 

no rizosférico y en los macroagregados. En las condiciones del estudio se observó que 

el reciclamiento de las sustancias nitrogenadas de importancia para los productores 

primarios (iones NH4 + Y N03") , está garantizado por la actividad de la microbiota 

presente . en el suelo. Las variaciones en . cuanto a la expresión de potenciales 

enzimáticos erifunción ' de la " disponibilidad de 0 2 muestran que la comunidad 

microbiana del suelo estudiado es capaz de dar continuidad a los ciclos biogeoquímicos 

en las condiciones que se presentan en los diferentes microhábitats del suelo. 
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4. EFECTO RIZOSFERA: 

"Diversidad genética y metabólica de la microflora asociada a un suelo rizosférico 

arenoso" 

RESUMEN 

En los suelos arenosos del Valle de México el papel de los componentes biológicos 

resulta fundamental para la estabil ización 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 

exoenzimáticas. En el presente estudio se evaluaron las diferencias en cuanto a 

diversidad microbiana, el contenido de C de la biomasa microbiana (Cmic) de las 

comunidades bacteriana y fúngica asociadas a la rizosfera de amaranto (A. 

hypochondriacus) , pasto Bermuda (C. dactylon), maíz (Z. mays) y girasol (H. annuus). 

Los resultados mostraron que existió una asociación entre la diversidad microbiana y el 

contenido' de Cmic Y la actividad DH. La diversidad bacteriana encontrada fue menor en 

la comunidad bacteriana que en la fúngica. 

Palabras clave: Carbón microbiano, deshidrogenasa, electroforesis en gel de gradiente 

de desnaturalización (DGGE), rizosfera, 16S rDNA;18S rDNA. 

1. Introducción 

En el Valle de México los suelos arenosos de origen volcánico presentan condiciones 

de inestabilidad edáfica y susceptibilidad a la erosión hídrica y eólica debido a las 

condiciones climáticas, al manejo agrícola y a su fragilidad estructural (De León­

González et al., 2000; SMA, 2005). La comprensión de los procesos biológicos 

involucrados en el proceso de agregación de los suelos arenosos es crucial para el 

diseño de sistemas de producción y manejo, orientados al control de los efectos de la 

erosión (Miller y Jastrow, 1992; Bethlenfalvay y Barea, 1994). Moreno-Espindola y 

colaboradores (2007) mostraron que en suelos arenosos del Valle de México, las raíces 

de maíz y pasto Bermuda (especies vegetales típicas de la zona), presentan una 

elevada retención de partículas de arena, proceso en el que resultan más eficientes los 
! . 
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pelos absorbentes que las hifas de hongos saprobios y micorrízico arbusculares. Las 

comunidades mícrobianas rizosféricas juegan un papel clave, ya que intervienen en el 

reciclamiento de los nutrimentos, en el desarro llo de las especies vegeta les y en el 

mantenimiento de la materia orgánica , as í como en la estructuración de las partículas 

minerales y los procesos de sucesión vegetal (Nannipieri el al., 2003; Deyn el al. , 

2004). La rizosfera puede estar influenciada por las distintas especies vegetales 

probablemente debido a los componentes celulares de las raíces y sus exudados (Atlas 

y Bartha, 2006), as í como a factores propios del suelo (Rídder-Duine el al., 2005). Las 

condiciones que ofrece cada especie vegetal pueden producir diferencias en la función 

y/o actividad de las comunidades microbianas, asi como en su estructura (Torsvik el al. , 

1996; Marschner el al. , 2001 ; Garbeva el al. , 2004). Estas diferencias se reflejan , por 

ejemplo, en el potencial para desarrollar actividades enzimáticas involucradas en los 

procesos de mineralización de nutrimentos como el N y el C (Capítulo 2), así como en la 

estabilidad de los macroagregados asociada a la colonización micorrízico arbuscular ya 

la presencia dé hifas de otros hongos (2-5 mm) (Miller y Jastrow, 1992; Moreno­

Espíndola el 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 maíz), creciendo en un suelo arenoso. Estas diferencias se 

evaluaron mediante la amplificación por PCR de los segmentos 16S y 18S rDNA, 

seguida de una electroforesis en gel con gradiente de desnaturalización (PCR-DGGE) 

(Muyzer y Smalla, 1998; Marschner el al. , 2001). Asimismo, se determinó el contenido 

de C microbiano (Cmic) , la actividad deshidrogenasa (DH) y los potenciales 

exoenzimáticos reportados en el capitulo tercero para el suelo rizosférico. Entender las 

interacciones entre los microorganismos de la rizosfera resulta de interés en la región 

del Valle de México por su valor cultural, nutricional y económico, así como por ser 

especies bien adaptadas a este tipo de suelos. Esta información podrá contribuir al 

diseño de programas de manejo y conservación de estos suelos considerando el 

potencial microbiano asociado a especies vegetales de importancia agrícola en la zona. 
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2. Materiales y métodos 

2.1 Sitio de trabajo 

Ubicado en Tulyehualco , México D.F. (19°15 'N, 99°13'W, 2280 msnm). El suelo es de 

origen volcánico, formado por deposición de cenizas (Entisol; Typic Ustifluvents; Soil 

Survery Staff, 1999) . Su textura se compone de 70, 140 Y 790 g kg·1 de arcilla, limo y 

arena respectivamente. Está sujeto a una precipitación anual de 567 mm concentrados 

en los meses de junio a octubre; la temperatura med ia es de 17.9°C (De León-González 

el al., 2006) . 

2.2 Parcela experimental 

Se delimitaron cuatro parcelas de 9 m2
, distribuidas en bloques al azar para cada 

especie vegetal con cuatro repeticiones. A. hypochondriacus (amaranto), Z. mays 

(maíz), de alto valor nutrimental y cultural (Spehar el al., 2003; Pospisil el al., 2006), 

ambas plantas fueron domesticadas en México y están bien adaptadas a la zona; H. 

annus (girasol), de va lor comercial como flor de ornato; el pasto Bermuda (C. daclylon) 

es una especie resistente a las sequías. Las semillas de amaranto, maíz y girasol se 

sembraron directamente en el suelo; el pasto Bermuda creció de manera espontánea y 

representa una alta proporción de la cobertura permanente de la región . Se trabajó bajo 

cero labranza y manteniendo los restos de cosecha del cultivo anterior. Las plantas se 

desarrollaron en condiciones de temporal. 

2.3 Muestreo 

Se realizó a partir de monolitos obtenidos con el empleo de un cilindro de PVC (25.5 cm 

de diámetro 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 conservación y posterior análisis: una primera parte 

fue conservada a -20°C para los análisis moleculares, en tanto que la segunda porción 
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se almacenó a 4°C para los análisis de carbono de la biomasa microbiana y actividad 

deshidrogenada . 

2.4 Biomasa microbiana y actividad deshidrogenasa. 

El carbono de la biomasa microbiana (Cmicl se determinó por el método de fumigación­

extracción (Vanee el al., 1987). El C extraído con K2S04 (0.5 M) (1 :4 :w/v) se cuantificó 

con un analizador de ca rbono líquido (Shimadzu TOC-V). La actividad deshidrogenasa 

se determinó por el método de Skujin, modificado por García el al. (1997). Un gramo de 

suelo humectado al 60% de su capacidad de campo, se trató con 0.2 mi 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. El INTF (iodo-nitrotetrazolium formazán) fue 

extraído con metanol (10 mi). Los tubos se agitaron manualmente durante 1 min y se 

filtraron (filtros Whatman 5). El INTF extraído se midió con un espectrofotómetro a 490 

nm. 

2.5 Extracción de ADN del suelo 

Se extrajo el ADN a partir de 0.4 9 de suelo por medio del paquete Fast DNA Spin Kit 

for Soil (BIO 101 , USA), de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante. La 

calidad y cantidad del extracto fueron verificadas en un gel de agarosa al 1 % (w/v) y en 

un biofotómetro (Eppendorf BioPhotometer v1 .20), respectivamente. Los extractos 

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

2.6 Amplificación 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 oligonucleótidos (TIB MOLBIOL 8yntheselabor 

GMBH). El 168 rDNA de la comunidad bacteriana fue amplificado con los iniciadores 

338f (5 '-GC-pinza ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3 ') (Muyzer el al., 1993) y 907r (5'­

CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3 ') (Schwieger y Tebbe, 1998). En tanto, el 188 rDNA de 

la comunidad fúngica fue amplificado con el par FF390 (5'-CGATAACGAACGAGACCT- _ 

3)' Y FR1r (5 '-GC-pinza AICCATTCAATCGGTAIT-3') (Vainio y Hantula, 2000). Una 

j:1inza GC fue adicionada en ambos iniciadores forward para mejorar la separación 
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electroforética de los amplicones (Muyzer el al., 1993). La mezcla de reacción de PCR 

(25 111) para ambas comunidades microbianas fue la misma: 50 ng de DNA molde, 0.2 

~lM de cada iniciador, 0.75 U pr1 de DNA polimerasa Bio Therm™ (Gene Craft), 1 x 

amortiguador para DNA polimerasa, 0.1 mg mr1 de albúmina sérica de bovino (B8A) , 

0.2 mM de la mezcla de desoxinucleótidos trifosfato dNTPs, 3 mM de MgCI2 yagua 

destilada hasta completar los 25 111 de mezcla de PCR por muestra. El programa de 

termociclado para bacterias consistió en 3 min a 95°C de desnaturalización inicial , 

seguida de 35 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 57°C y 1 min a 72°C para 

desnaturalización, anillamiento y extensión respectivamente; se finalizó con 10 min a 

72°C de extensión. El programa para hongos consistió en 8 min a 94°C de 

desnaturalización inicial , seguida de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 45 s a 50°C y 1 min a 

72°C para desnaturalización, anillamiento y extensión respectivamente; se finalizó con 

10 min a 72°C de extensión. Los productos de PCR fueron verificados en un gel de 

agarosa a11% (w/v) 30 min, 60 V. La tinción del gel se realizó con bromuro de etidio (10 

mg mr1
) . 

2.7 Electroforesis en gel de gradiente de desnaturalización (DGGE) 

Las DGGE de los segmentos amplificados del 168 rDNA y 188 rDNA se realizaron por 

medio de DCODE ™ Universal Mutation detection 8ystem (Bio-Rad laboratories, Inc.). 

Para las secuencias del 168 rDNA (comunidad bacteriana) se creó un gel de 

poliacrilamida al 7% (30% solución; acrilamida/bis-acrilamida 37.5:1) (Protogel, National 

diagnostics) con un gradiente de desnaturalización vertical de 45% (2.55 M urea, 

14.68% formamida) a 65% (3.57 M urea, 20.56% formamida). Para los segmentos del 

188 rDNA (comunidad fúngica) se creó un gel de poliacrilamida al 8% (30% solución; 

acrilamida/bis-acrilamida 37.5:1) (Protogel , National diagnostics) con un gradiente de 

desnaturalización 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 solución 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 tiñeron con 

8YBR Gold (10 ¡.tI en 100 mi de tampón Tris-acetato EDTA 1 x) P9r 40 mino 
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2.8 Análisis estadístico 

La normalídad de los datos fue revisada con la prueba de Kolmogorov-Smímov. Se 

realizó un ANOVA de una vía para evaluar el efecto de la especie vegetal sobre el Cmic 

y la actívidad deshidrogenasa. Cuando se detectaron diferencias estadísticas 

significativas a P<O.05, se aplicó la prueba de comparación de medias de Tukey 

(P<O.05). Se calcularon los coeficientes de correlación de Pearson y posteriormente se 

realizó una regresión lineal y una cuadrática con variables correlacionadas. Los análisis 

se realizaron con el programa estadístico SPSS 11.5. El análisis de los geles se llevó a 

cabo con el programa Quantity One® 4.5, que se basa en el coeficiente de Dice (SD) 

para establecer la semejanza entre los perfiles formados por las bandas de cada 

muestra (intensidad y posición de la banda). Los dendógramas se construyeron con el 

método Ward (1963). El índice de diversidad de Shannon (H -) (Shannon y Weaver, 

1963) sobre los patrones de bandas de DGGE, se calculó con la ecuación H-= - ? pi 

(1 npl), 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 d~terminad o a por 

el número de bandas del patrón 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 presentó el contenido más elevado 

de Cmic y la actividad deshidrogenasa más elevada, mientras que la rizosfera de maíz 

mostró los valores significativamente menores (Cuadro 1). Al aplicar un modelo de 

regresión cuadrática, el Cmic (constante) y la actividad deshidrogenasa (predictor), 

presentaron una alta correlación (R2=O.94, P=O.003). 

Cuadro 1. Carbono de la biomasa microbiana (Cm ~ ) y 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<O.05). 

Variable Pasto 
Amaranto 

CmicÜ.lg Cm1c kg-' suelo) 

Activida\l deshidrogenasa 
(flg INTF g-' suelo h

O

') 

24497a 

13.90a 

Bermuda 

176.44bc 

12.17b 

Ma'z Girasol · 

139.40c 193.25b 

8.19.:: 13.08ab 
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3.2 DGGE 

Los patrones de bandas obtenidos mediante la amplificación de fragmentos de los 

genes 16S y 18S rDNA, mostraron diferencias entre la composición de las comunidades 

bacteriana y fúngica en la rizosfera de cada especie vegetal (Fig . 1). 

Figura 1. Perfiles de DGGE de las comunidades bacteriana y fúngica en suelo 
rizosférico de cuatro especies vegetales establecidas en un suelo arenoso del Valle 
de México. Maiz (1), girasol (2), pasto Bermuda (3) y amaranto (4) . Gradientes de 
desnaturalizaión (urea y formamida) (45-65% (7%)) 165 rDNA y (35%-60% (8%)) 185 
rDNA). 

Bacterias 

1 2 
45% 

ii 
-

Suelo rizosférico 

3 4 

I -

I-Iongos 

2 3 4 
35% 

60% 

El análisis de semejanza realizado con el método de Ward (1963), presentó al maíz 

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 

más semejantes fueron el girasol y el pasto Bermuda (83% de semenjanza). Por otra 

parte, los perfiles observados en el caso de la comunidad fúngica mostraron mayor 

divergencia entre la comunidad de hongos asociada a cada especie vegetal. En el 

análisis de cluster de la comunidad fúngica se observó que la rizosfeJa del pasto 

Bermuda fue la menos semejante y que las más parecidas fueron las del girasol y el 

amaranto :(Fig. 2). En general, las comunidades bacterianas son más semejantes en la 
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rizosfera de las cuatro plantas (69 a 83% de semejanza) que las fúngicas (43 a 59% de 

semejanza) (Cuadro 2). La riqueza y el índice de diversidad en cada comunidad 

estuvieron fuertemente correlacionados entre sí; se observó una R=0.99, P=0.002 para 

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

Figura 2. Análisis de cluster (Método de Ward; Coeficiente de Similaridad de Dice) de la comunidad 
bacteriana (B) y fúngica (F) a partir del patrón de bandas generado mediante PCR-DGGE en el 
suelo rizosférico de cuatro especies vegetales establecidas en un suelo arenoso del Valle de 
México. Malz (1) , girasol (2), pasto Bermuda (3) y amaranto (4) . 

0.69 

' " , .• '" O" , .• ',-,"', __ -"",,-, __ ,"'-'"'------',,.,,,"''---___ 2.' ~ 

,-------------- 3 

0.43 

4 

0.76 0.54 

3 ,---------- 4 

0.83 0.59 

2 -- 2 

Cuadro 2. Riqueza (S) e Indice de diversidad de Shannon (H) en las comun idades 
bacterianas y fúngicas de la rizosfera de cuatro especies vegetales establecidas en 
un suelo arenoso del Valle de México medidas a través de DGGE . 

Bacterias 

Hongos 

Variables 
S 
H« 

S 
H« 

Amaranto 
22 

3.08 
19 

2.94 

Pasto 
Bermuda 

17 
2.83 
21 

3.04 

, 
Malz 

19 
2.94 
16 

2.77 

Girasol 
20 

2.99 
20 

2.99 

4. Discusión 

A. hypochondriacus presentó el mayor contenido de Cmic, sugiriendo que las 

condiciones de la rizosfera contienen materia orgánica (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 analizó la microestructura del suelo 

rizosférico de las tres especies cultivadas; el amaranto mostró una mayor cantidad de 

raíces en descomposición respecto al girasol y maíz (De León-González et al. , 2006) . 

La actividad deshidrogenasa (OH) , fue mayor en relación con el Cmic, lo que indica una 

elevada actividad de transferencia energética . El Cmic y la OH están fuertemente 

relacionados (Zamora et al., 2005). Los resultados del presente trabajo sugieren que la 
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actividad OH puede ser un indicador del contenido de Cmic. Asimismo, tanto éste último 

como la actividad OH son considerados como indicadores de la calidad del suelo debido 

a su relación directa con la actividad de la comunidad microbiana (Gi l-Sotres et al., 

2005). Sin embargo, para conocer los procesos que ocurren en el suelo es 

recomendable contar con otros parámetros (Marschner et al., 2001; Garbeva et al., 

2004; Costa et al., 2006). En este caso se hicieron evaluaciones referentes a 

potenciales exoenzimáticos 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, 

AONasa y fosfatasa permiten la disponibilidad de iones inorgánicos nitrogenados 

aprovechables por las plantas. Los potenciales exoenzimáticos observados en cada 

ambiente rizosférico fueron distintos por el efecto de ésta sobre la comunidad 

microbiana, así como por la disponibilidad de O2 (ver Capítulo 3); por ejemplo, el efecto 

de la disponibilidad de 0 2 pudo apreciarse en el cambio de potenciales respecto a la 
-

hidrólisis de la quitina en la comunidad fúngica. Estas transformaciones de la materia 

inciden en el Cmic del suelo; al realizar una regresión múltiple (método: Stepwise), la 

actividad proteolítica fue la única variable incluida en el modelo como predictora del Cmic 

con una R2=0.92 y una significancia de P=0.02. 

La riqueza y abundancia de las poblaciones microbianas no son necesariamente un 

reflejo de los perfiies de exoenzimáticos identificados; el perfil de diversidad revelado 

mediante la OGGE 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 

índices de diversidad (H '), si mostraron relación con la actividad OH y el contenido de 

Cmic . Previamente se ha reportado que en suelos bajo cero labranza la biomasa 

microbiana y las actividades enzimáticas son más elevadas que en condiciones de 

manejo convencional (Balota et al., 2004). En el presente estudio el suelo lleva más de 

3 años bajo cero labranza y los resultados en cuanto al potencial exoenzimático revelan 

la presencia de comunidades microbianas con una amplia capacidad metabólica 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 OH asi como al contenido de Cmic (Alvear 

el al., 2006) . 

5. Conclusiones 

Los resultados indican la influencia de la rizosfera sobre las comunidades bacteriana y 

fúngica , lo que se refleja tanto en el contenido de Cmic, la actividad OH , los perfiles de 

diversidad, asi como en los potenciales de reciclamiento de nutrimentos. En 

condiciones de laboratorio las comunidades bacteriana y fúngica presentaron 

potenciales exoenzimáticos asociados a los ciclos del N, C y P. La actividad OH 

confirma que en la rizosfera de las cuatro especies vegetales ocurre una transferencia 

dinámica de energía a través de la mineralización de diversos sustratos. Las diferencias 

en la composición de las comunidades microbianas se ven reflejadas en los perfiles de 

potencialidad exoenzimática identificados. En el suelo bajo estudio se encuentran 

poblaciones microbianas heterótrofas, con capacidad para dar continuidad a los ciclos 

biogeoquimicos fundamentales para el desarrollo de las -especies vegetales ' de 

importancia en la región. Estudios posteriores deberán cuantificar el beneficio en 

términos productivos, de la presencia de las comunidades microbianas, así como 

evaluar el uso de éstos como inóculos para la fertilización biológica. 
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5. CONCLUSIONES 

Las relaciones entre plantas, particulas minerales del suelo y microorganismos implican 

interacciones biológicas, quimicas y fisicas (relaciones bióticas y abióticas). Cada una 

impacta directamente en los componentes que en ella participan, al mismo tiempo que 

supone parte de otros procesos que ocurren simultáneamente (Chenu y Stotzky, 2002). 

El proceso de formación 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 asociación de las plantas con hongos micorrizico 

arbusculares y la presencia de otros microorganismos (bacterias y hongos saprobios). 

La consideración de los componentes bióticos en la formación de agregados, en el 

marco de la conceptualización de este proceso como jerárquico, establece la existencia 

de mecanismos diferenciados (Six et al. , 2004). Entre estos destacan tres que atañen a 

la presente investigación: las hifas de los hongos, las espec:;ies vegetales presentes y el 

tipo de labranza. Los resultados sugieren la actuación de dos mecanismos en el caso 

del suelo estudiado: el atrapamiento de partículas de arena mediado por pelos 

absorbentes y por hifas de hongos saprobios o micorrízicos. El mecanismo de adhesión 

de partículas de arena mediado por pelos absorbentes mostró ser más eficaz debido a 

su abundancia y tamaño, y guardó una relación con la biomasa radical total , en función 

del número de particulas de arena a las que se asociaron. Sin embargo, la presencia de 

hifas y el porcentaje de colonización micorrízica radical presentaron relaciones lineales 

significativas con respecto a la proporción relativa de macroagregados (2-5 mm) y de la 

estabilidad de los mismos. Estos resultados son consistentes con lo planteado por otros 

autores quienes sugieren que los mecanismos de formación de agregados dependen 

del tamaño de estos. De acuerdo con ello, la presencia de hifas se relaciona con la 

formación de agregados >2 mm, como fue observado en el presente estudio. En 

términos generales los resultados mostraron la acción de mecanismos diferenciados 

que funcionan al mismo tiempo, mismos que se van sucediendo y sumando dando lugar 

a procesos como la estabilización del suelo por medio de la formación de distintas 

fracciones de agregados. 
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Por otra parte, la actividad bactriana y fúngica relacionada con la mineralización de la 

materia orgánica , es, en términos potenciales, otro de los factores que puede favorecer 

el proceso de agregación . Los microorganismos del suelo, cuya diversidad fue 

evidenciada a través de los análisis moleculares, intervienen en los ciclos del N, e y P, 

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 dinámica es mayor cuando se 

encuentran en contacto directo con las raíces de las plantas. 

Los beneficios que las interacciones entre raíces, suelo y microorganismos tengan para 

la estabilización del suelo , así como sobre el desarrollo de especies vegetales de 

interés, deberán ser estud iados a mayor profundidad y considerando evaluaciones en 

campo. El presente trabajo ofrece una visión 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 comuhidad microbiana y las especies 

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

1. La muestra (1 mi de muestra con 9 mi de formaldeh ido al 2 % saturado con 
borato de sodio), se almacenó a 5°C. 

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

3. Se toma 1 mi de la muestra y se coloca en un frasco de 10ml estéri l y se le 
adicionan 9 mi de tween 80 (1 /100) El reactivo tween se prepara con 0.1 mi de 
solución en 100 mi de agua destilada. Se deja reposar por 20 minutos y se 
coloca en un baño maria con hielo para someterla al ultrasonido a una amplitud 
del 40 y una pulsación de 5" por 2 minutos (2 veces). 

4. De la muestra ultrasonicada se toman 250 ¡JI Y se colocan en un frasco estéril y 
se le adicionan 10 mi de agua destilada (200 mi de agua destilada con 0.69 mi 
de gliceraldehido y 0.005 g de ácido de sodio). 

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

6. Pasadas las 12 horas se filtra 1 mi sobre una membrana nucleopore negra de 0.2 
¡Jm de '" poro, se lava con 3 mi de agua destilada estéril y se monta en el porta 
objetos para posterior revisión . La torre de filtración es flameada primero y se 
coloca la parte interior en el matráz. Sobre la parte interior se coloca una base 
(filtro blanco con la cara menos rugosa hacia arriba). Después se coloca el la 
membrana teñida 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. 

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

8. 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. 

9. Los sobrantes van a la botella , el material usado debe esterilizarse en sucio y 
luego lavarse, el contenido también va a la botella . 

• • 
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Preparación de Reactivos: 

=} Tween 80 (1/100): Se coloca 0.1 mi de tween 80 en 100 mi de agua destilada 
estéril. 

=} Agua destilada con ácido de Sodio: 

200 mi de agua destilada, 

0.69 mi de formaldehído y 

0.005 g de ácida de sodio. 

=} DAPI: 500 ¡JI en 100 mi de agua destilada = 5¡Jg/ml = se colocan 0.7 mi por 
muestra, el equivalente a 15 gotas. 

Numero de diluciones 

1 mi de este muestra en 9 mi de tween 80 ~ 1/100 

250 ¡JI en 10 mi de agua de mar artificial con ácida de sodio ~ 1/4000 

=} Membrana nucleopore 0.2 ¡Jm 

Con esta técnica se tiñe el DNA de bacterias heterótrofas vivas hasta antes de la 
tinción. A diferencia de otros fluorocromos como los que tiñen clorofilas y permiten 
apreciar organismos autótrofos. 
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ANEXO 2 
Medios de cultivo utilizados para la determinación del NMP de bacterias con la 

capacidad para reciclar el N2• 

a) Medio de cultivo para bacterias fijadoras de N2 (gil) 

• Succinato de Na 
• MgS04 . 7H20 
• CaCI2 
• Na2Mo04. H20 
• MnS04 
• H3B0 3 
• Agar bacteriológico 

pH 7.0 

0.5 
0.2 
0.02 
0.002 
0.002 
0.003 
2.0 

b) Caldo marino peptonado (para bacterias amonificantes) (gil) 

• Peptona 
• K2HP04 
.• " KH2P04 

• MgS04 . 7H20 

pH 7 o 7.5 

5.0 
1.0 
1.0 
0.5 

c) Medio de cultivo para bacterias oxidadoras de NH/ 

• (NH412S04 
• NaHC03 
• K2HP04 
• Sol. De oligoelementos 
• Sol. De vitminas 
• Agua destilada 

pH 8.5 con KOH al 5% 

200 .0 mg 
250.0 mg 
50.0 mg 
0.09 x tubo después de inocular 
0.018 x tubo después de inocular 
1000.0 mi 

d) Medio de cultivo para bacterias oxidadoras de N02-

• NaN02 
• NaHC03 
• K2HP04 
• . Sol. De oligoelementos 
• Sol. De vitminas 
• Agua destilada 

100.0 mg 
50.0 mg 
25.0 mg 
0.09 x tubo despué~ de inocular 
0.018 x tubo después de inocular 
1000.0 mi 
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pH 8.5 con KOH al 5% 

e) Medio de cultivo para bacterias reductoras de N03-

• Nitrato Borth 

• NaCI 
• Agua destilada 

pH 7.0 

9g 
20 9 
1000.0 mi 

f) Medio de cultivo para bacteria oxidadoras de glucosa 

• Medio de Hugh y Leifson 

• NaCI 
• Glucosa 
• Agar bacteriológico 

• Agar 
• Agua destilada 

pH 7.1 

9.8 9 
15.0 9 
10.0 9 
4.2 9 
7.0 9 
1000.0 mi 

g) Medio de cultivo para bacteria fermentadoras de glucosa 

• Medio de Hugh y Leifson 

• NaCI 
• Glucosa 
• Agar bacteriológico 
• Agar 
• Agua destilada 

pH 7.1 

9.8 9 
15.0 9 
10.0 9 
1.5 9 
7.0 9 
1000.0 mi 

h) Solución de oligoelementos de Balch (1979) 

, 
• 

• Ácido nitriloacético 
• MgCI2 . 6H20 
• NaCI 
• MnCI2 . 4H20 
• FeCI2 . 4H20 
• CoCI2. 6H20 
• CaCI2 . 2H20 
• ZnCI2 
• CuCI2 . 2H20 
• AICI2 
• H3B03 

1.5 9 
2.5 9 
1.0 9 
0.06 9 
100.0 mg 
100.0 mg 
100.0 mg 
100.0 mg 
10.0 mg 
10.0 mg 
10.0 mg 
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• Na2Mo04 . 2H20 
• Agua destilada 

pH 6.5 con KOH 10M 

10.0 mg 
1000.0 mi 

i) Solución de vitaminas de Balch 

• D-Biotina (vi!. H) 
• Ácido fólico 
• Riboflavina (B2) 
• Tiamina HCL (B 1) 
• Piridoxina HCL (B6) 
• DL Pantotenato de calico 

o O ácido pantotéico 
• Ácido nicotínico (vi!. PP) 
• Cianocobalamina (B12) 
• Ácido p-aminobenzóico 
• Ácido lipóico 
• Agua destilada 

j) Reactivo de Griess (gIl) 

Nitratos A 
• Ácido sulfanílico 

0.010 9 
0.010 9 
0.025 9 
0.025 9 
0.050 9 

0.025 9 
0.025 9 
0.0005 9 
0.025 9 
0.025 9 
100 mi 

• Ácido acético (5N, 1 parte de ác. acético glacial 
por 2.5 partes de agua) 

Nitratos B 
• Dimethyl-a-naphthalamina 
• Ácido acético (5) 
* polvo de zinc (para reducción de nitratos) 

k) Reactivo de Nessler (gil) 

Solución A 
• Yoduro mercúrico 
• Yoduro potásico 
• Agua destilada 

Solución B 
• Hidróxido de potasio 
• Agua destilada 

8.0 

1000.0 

5.0 
1000.0 

50.0 
36.5 
1000.0 mi 

150.0 
1000.0 mi 
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ANEXO 3 
Jarra de anaerobiosis utilizada para la cuantificación de los potenciales 

exoenzimáticos de la comunidad bacteriana y fúngica. 

Para generar las condiciones de baja oxigenación 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 utilizó una mezcla de p02 4% balanceado con 
nitrógeno. 

1. Extracción del 
aire del interior de 

la jarra. 

2. Inyección de la 
mezcla de gases 

deseada. 

Jarra de anaerobiosis Bixon utilizada para la evaluación de la 
potencialidad bacteriana para respirar N03' , oxidar glucosa, así como para 
cuantificar el potencial exoenzimático de las comunidades bacteriana y 
fúngica en condiciones de baja oxigenacion. 
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