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2. Resumen
Los hongos micorricos arbusculares (HMA) son microorganismos del suelo que

presentan una relacion simbidtica con aproximadamente el 80% de las plantas
terrestres, forman arbulsculos, vesiculas solo en algunas plantas e hifas dentro de
células corticales de las plantas, esta relacion de simbiosis favorece al hongo para que
reciba carbohidratos y vitaminas de la planta y a su vez la planta recibe beneficios entre
ellos ser mas tolerante o resistente a organismos fitopatégenos del suelo, asi como a
evitar enfermedades y algunos hongos nocivos, mejor absorcion de nutrientes y agua.

Los suelos de la Mixteca Alta son pobres en nutrientes con pHs altos, aunado a lo
anterior la agricultura es limitante y derivado de ello se ha implementado el uso excesivo
de fertilizantes sintéticos que a lo largo del tiempo ha deteriorado el suelo, como una
alternativa a la sustitucion de estos insumos se buscé implementar el uso de HMA en
la agricultura de la zona. Su importancia como biofertilizantes para los productores de
la Mixteca Alta de Oaxaca radica en producirlos localmente y ser utilizados en sus
cultivos, dado que proporciona a la planta hospedera un mejor tamafio por la
disponibilidad de nutrientes sobresaliendo el fosforo.

El presente trabajo se centra en la produccion de hongos micorricicos arbusculares
(HMA) nativos provenientes de suelos del municipio de Tonaltepec en la Mixteca Alta
Oaxaquefia. Para contrarrestar el uso excesivo de fertilizantes quimicos que pueden

ocasionar dafios al medio fisico, quimico y biolégico en los agro sistemas.

3. Introduccioén

Los HMA son hongos microorganismos del suelo capaces de formar hasta 80% de
simbiosis con plantas terrestres donde se forman arbusculos y vesiculas, pero solo
en algunas especies, asi como hifas dentro de las células corticales de la planta,
benefician a la planta con la absorcion de agua y nutrientes sobresaliendo el fosforo
(Pérez, et al 2011).

Los pequenfios productores de zonas marginales, como la Mixteca Alta Oaxaqueiia,
con suelos degradados han hecho uso excesivo de fertilizantes sintéticos,
degradando aun mas el sistema y reduciendo el rendimiento. Por ello en décadas
recientes se han propuesto diferentes alternativas como los biofertilizantes,
microorganismos que aceleran procesos para la adquisicion de nutrimentos por
parte de las plantas (Fernandez, et al 2013).

Es asi que la importancia de los HMA como biofertilizantes para los productores de
la Mixteca Alta de Oaxaca radica en la posibilidad de reproducirlos localmente y



utilizarlos en sus cultivos, lo que podria proporcionar a la planta hospedera un mejor
tamafo y mayor rendimiento, debido a la disponibilidad de nutrientes (Grageda, et
al 2012).

Dentro del uso de biofertilizantes destacan cuatro grupos las bacterias fijadoras de
nitrégeno, solubilizadores y captadores de fésforo, y promotores de crecimiento
vegetal, en la zona alta de la Mixteca Oaxaquefia los productores utilizan con méas
frecuencia policultivos incluyendo leguminosas que tienen fijadores en las raices
(Lira, 2017).

La asociacion de maiz — trigo - trébol con HMA es mas frecuente en plantas
vasculares y se puede fomentar como alternativa en la agricultura sustentable con
cada uno de ellos para las micorrizas, el utilizar micorrizas permite que la planta
absorba nutrientes no asimilables y a bajas concentraciones en el suelo, a cambio
la planta aporta hidratos de carbono y vitaminas al hongo (LIlamas, et al 2018).

A su vez los HMA protegen la raiz de la planta de otros hongos patégenos, aunado
a lo anterior puede contribuir al mantenimiento del suelo derivado de lo pobres que
se mantienen en nutrientes fuerte problematica en la Mixteca Alta de Oaxaca por
ello es necesario reducir el impacto ambiental del uso de fertilizantes sintéticos parta
que asi los productores puedan reproducir sus propios hongos, ayudando a
reconocer los HMA para generar un protocolo de reproduccion por parte de los
agricultores (Palerm, et al 2004).

4. Justificacion.

En la Mixteca Alta de Oaxaca los productores utilizan de manera excesiva
fertilizantes que han causado degradacion a sus suelos y aguas subterraneas,
ademas los productores marginales no tienen los recursos necesarios para la
compra de dichos insumos, razén por la que se ha observado la necesidad de crear
nuevas alternativas que no dafien el medio ambiente y que a su vez los productores
puedan desarrollarlos.

Los alimentos basicos para la poblacion de la Mixteca alta de Oaxaca es el maiz y
trigo por lo cual es importante brindar una alternativa que ayude a la produccion de
dichos cultivos sin olvidar el cuidado del ecosistema en que se desarrollan, se busca
gue se sustituya o disminuya el uso de fertilizantes sintéticos que ocasionan dafios
a la salud o al ecosistema y asi se genere una produccion que no dependa del uso
desmedido de los fertilizantes y que sea sostenible.

La asociacion de Hongos Micorrizicos Arbusculares en maiz, trigo y trébol ayuda
principalmente en el pH derivado de que en la zona son suelos calcareos con su pH



alto y a la absorcion de elementos donde sobresale el fosforo, nitrégeno y agua.
Aunado a lo anterior la aplicacion de los HMA puede ayudar en cierta medida a
contrarrestar la erosion de los suelos y contribuyen a las necesidades nutrimentales
de la planta, la aplicacion de HMA puede disminuir costos financieros para los
productores.

5. Marco teorico.
Biofertilizates

Los biofertilizantes son una mezcla o preparacion de microorganismos que se
aplican al suelo o planta con el objetivo de solubilizar y dejar disponibles
nutrientes para la planta y al mismo tiempo poder contrarrestar la contaminacion
por agroquimicos. Se certifican en dos grupos, uno donde incluyen
microorganismos que cuentan con la capacidad de poder sintetizar sustancias
para el crecimiento de la planta, fijando nitrdgeno, solubilizando hierro, fésforo,
asi como la tolerancia de estrés por sequia, salinidad, etc. y el segundo grupo
donde los microorganismos disminuyen o previenen efectos de deterioro por
microorganismos patdgenos (Armenta, et al., 2010).

Algunos biofertilizantes que se utilizan actualmente son: a)Fijadores de nitrégen
(Rhizobium sp., Bradyrhizobium sp., Azotobacter sp., Azospirillum sp.) , b)
solubilizadores de fosforo (Bacillus sp., Pseudomonas sp., Penicillium sp.,
Trichoderma sp., Aspergillus sp.), ¢) movilizadores de fosfatos (hongos
formadores de micorrizas arbusculares (HFMA), destacando Rhizophagus sp.,
Endogone sp., Gigaspora sp., Acualospora sp., Scutellispora sp. y d) bacterias
promotoras de crecimiento vegetal (Pseudomonas sp. Agrobacterium sp.,
Bradyrhizobium sp., Azotobacter sp., Azospirillum, Streptomyces sp.,
Xhanthomonas sp.) (Lira, 2017).

Los micro-organismos (bacterias y hongos) son extraidos del suelo para ser
reproducidos en cantidades o masas mayores, posteriormente se regresan al
suelo para que su actividad se ligue a la disponibilidad de nutrimentos para las
plantas entre los que destaca nitrégeno y fosforo. Asi mismo, coadyuvan a
mejorar la estructura del suelo (Santillan, 2016).

Hongos micorricicos arbusculares

El termino micorriza lo creo un botanico aleman Albert Bernard Frank en el afio
1885, se deriva del griego mykos (hongo) y del latin rhiza (raiz). Esta asociacion
es una de las que tienen mayor extension sobre la superficie terrestre,



aproximadamente el 90% de las plantas forman micorrizas (Grageda et al.,
2012).

La micorriza tiene la capacidad de incrementar las raices derivado de que las
hifas del hongo tienen la capacidad de actuar como extensiones, incrementa la
captacion de agua y nutriente entre los que se encuentran P, N, K, Ca, etc., asi
mismo ayuda a la tolerancia ante cambios de temperatura y acidez del suelo
ante la presencia de Al, Mg y S. También protegen a las plantas de otros
microorganismos fitopatégenos, alargan el periodo de vida de la raiz y ayudan a
una mejora en la estructura del suelo (Grageda et al., 2012).

Los HMA se distribuyen de acuerdo al tipo de ecosistema y ambiente edafico. El
clima optimo de desarrollo de los HMA es calido seco, célido humedo y
templado-frio, usualmente son dominadas por herbaceas y lefiosas con suelos
minerales de bajas latitudes (Smith y Read, 1998).

Taxonomia
Dominio: Eukarya
Reino: Fungi
Division: Glomeromycota
Clase: Glomeromycetes

Orden:  Archeosporales, Diversisporales, Paraglomales,
Glomerales.

Familia;

e Archaeosporaceae, Geosiphonaceae.

e Acaulosporaceae, Diversisporaceae, Gigasporaceae.
e Paraglomaceae.

e Glomeraceae,Glomus-grupo A, Glomus tipo B.

Mixteca Alta de Oaxaca

Esta regidbn padece de serios problemas a causa de la erosion de sus
ecosistemas, dentro de su territorio en diversos espacios se puede apreciar la
erosion de sus territorios por lo que la reduccion de produccién agricola es
bastante a causa de la misma problematica. (Ramirez, 2022).

La region ocupada por los mixtecos, localizada entre los 97 y 98°30' de longitud
oeste y los 15°45' de latitud norte, cubre un area aproximada de 40 000 km2 y



abarca parte de los estados de Guerrero y Puebla, y en mayor proporcion el estado
de Oaxaca (INPI, 2018).

Derivado de las condiciones tan limitantes por precipitacion y tipo de suelo, los
agricultores generaron sistemas de manejo y tipos de maices nativos adaptados a
las variables condiciones de la region (Conabio, 2020).

En la Mixteca oaxaquefa el principal cultivo es el maiz nativo, dentro de ellos se
encuentra el maiz de cajete, se le conoce por ser el segundo sistema de mayor
importancia en la mixteca alta de Oaxaca, su caracteristica es la siembra cajete o
picado por ser sembrado en la época seca del afio aprovechando la humedad
residual que presenta en ese periodo, en un sistema que le denomina lama bordo.
Puede ser blanco, amarillo, rojo, azul o pinto, cuanta con mayor rendimiento que el
maiz de temporal de aproximadamente 3 ton/ ha (Palerm, et al 2004).

6. Objetivo general.

e Disefio y evaluacion de un protocolo para la identificaciéon de hongos
micorricicos arbusculares con potencial biofertilizante, para parcelas con
maiz de cajete y de temporal en la Mixteca Alta de Oaxaca.

7. Objetivos especificos
e Establecer un protocolo para la identificacion de micorrizas en la Mixteca
Alta de Oaxaca.
e Realizar un manual para la recuperacién y cuantificacion de HMA dirigido
a técnicos.

8. Metodologia Utilizada
Area de trabajo

La Mixteca Alta de Oaxaca cuenta con una superficie de 40 km2. Esta formada por
montafias y cerros que en lo alto pueden tener una altura hasta de 1,650 2,500
metros sobre el nivel del mar (Pérez, 2022).

Cuenta con climas variados, calido subhumedo, semi-calido, subhimedo y el
templado subhimedo. Temperaturas de 16°C a 22°C y lluvias son desiguales, van
de 550 mm a 2,177 mm (INEGI, 2020). Por ejemplo, las muestras de suelo que se
utilizaron provienen de dos parcelas ubicadas en la Mixteca Alta de Oaxaca (figura
1).
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9. Actividades realizadas

1. Revision bibliografica sobre hongos micorricicos arbusculares (HMA),
carcaterizacion, funcion y su relacion con las plantas de maiz trigo y trébol.

2. Disefio experimental para la reproduccién de HMA en los cultivos de maiz,
trigo y trébol.

3. Implementacion del experimento en el laboratorio de Suelos y aguas de la
UAM-X.

4. Monitoreo y evaluacion de la mocorrizacién por medio de la cuantificacion de
arbusculos y micelio en raices de maiz, trébol y trigo.

5. Redaccion de un manual para la recuperacion y cuantificacibon de HMA
dirigido a estudiantes y técnicos.

6. Redaccion de informe final.

Experimento para reproduccion de micorrizas

1. Preparar las macetas con suelo de la region y tezontle para evitar
compactacion (4kg de Suelo con 5009 de tepetate).

2. Siembra de maiz y frijol e inoculacion de HMA mediante método directo
(hacer un hoyo en la charola de aproximadamente 2 cm para introducir la
semilla y tapar). Se sembraran 6 semillas por variedad de maiz una de maiz
nativo y otro de maiz de cajete resistente a la sequia y 6 semillas de frijol.

3. Se reg6 cada diez dias.



4.

Se realizd una valoracion, con dos parametros donde se contabilizo el
namero de raices y arbusculos en la inoculacion por raices.

Trabajo experimental

1.

Obtencién de raices se colecto raices jovenes para limpiar la raiz del
excedente de suelo y se selecciond las raices mas delgadas.

Digestion de las raices donde se cubrio la raiz con KOH al 10% en frascos
ingresandolo a la autoclave durante 10 minutos a 10lbs de presion, se
decanté KOH y enjuago con agua corriente, agregamos H20: dejandolo en
reposo por 30 minutos, se elimind los restos de H20:y se enjuaga.

Tincion de raices donde se agreg6 HCL al 3% por 5 min posterior se elimind
el HCL sin enjuagar y afiadié Azul de Tripano al 0.05% y Lacto glicerol
proporcion 70:30 por 30 minutos.

Estructuras HMA para visualizarse con ayuda del microscopio éptico con
aumento de 10x y 40x colocando las raices en una Caja Petri escogiendo las
raices mas blandas y delgadas y montando 15 raices por cada porta objeto
con una gota de lacto glicerol.

Se montaron 30 raices de cada planta para su observacion y analisis de HMA
basandose en la siguiente imagen por porcentajes.
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Durante el periodo del servicio social se logré implementar un protocolo de
identificacion y contabilizacion de micorrizas en la mixteca alta de Oaxaca
modificado con base al propuesto por los franceses, posterior a una revision
bibliografica se logro el objetivo de poder implementarlo en el laboratorio de aguas
y suelos de la UAM, asi como la determinacion de diferentes porcentajes de
colonizacion acorde tres hospederos que fueron maiz, trigo y trébol y la escritura de

un manual dirigido a estudiantes y técnicos.
11.Resultados y Discusion.

Como primer resultado es la modificacion de la técnica que proponen los franceses,
donde se realiz6 un método distinto de tincibn que hace que las micorrizas se
visualicen con mayor claridad asi mismo se lograron obtener con ayuda del nuevo
método distintos resultados de los tres tipos de plantas que se muestran a

continuacion expresados con imagenes.

Como segundo resultado tenemos los diferentes porcentajes de micorrizacion que
presento cada una done la planta que presento mas micorrizacion después de 21

dias sembrada fue el trébol en comparacion con el maiz y el trigo tabla 1, tala 2.

De cada repeticion hay 30 raices y sacados las medias promedio de los datos
obtenidos, asi se muestra en las talas 1, 2 y 3 que los datos mas altos tienen mayor
presencia de hongos micorrizicos (HMA) en el trébol, por su colonizacion micorrizal
y la colonizacion arbuscular aunque hay muy poca presencia de arbusculos se

observa que hay presencia de colonizacion.

De acuerdo al conteo de HMA en trigo tabla 1, no tuvo gran porcentaje de
micorrizacion en el suelo, se ha documentado que la labranza y el monocultivo de
cereales afectan negativamente la diversidad de especies de HMA (Mendoza, et al
2021) aunado a lo anterior puede ser el manejo del monocultivo uno de los factores

gue impidan el crecimiento de HMA.

Tabla 1. Trigo y porcentaje de colonizacion.



Cultivo Repeticion | Num. De raices montadas M % A%
1 30 0.5 0.76
2 30 0.37 0.49
3 30 0.99 0.62

Maiz

Imagen2. HMA de trigo a
lente 40X

Imagen3. HMA de trigo por
duplicado a lente 10X

Por su raiz gruesa es muy dificil que se pueda obtener micorrizacion, solo en las

partes mas delgadas y jévenes se encontrd y se pudo contabilizar, el maiz es de los

tres cultivos es el que tuvo menos proporcion de micorrizacion, sin embargo, se

estima que los monocultivos de maiz contienen entre 5 a 18 especies de HMA, lo

cual esta relacionado con diferentes practicas agricolas y encontraron baja

diversidad de HMA en monocultivos continuos de maiz con altos insumos,

comparada con la observada en sitios cultivados por 7 afios con rotaciéon y

aplicacion moderada de insumos (Pérez, et al 2012), el porcentaje que se muestra

en la tabla 1 se encuentra bajo en colonizacion de HMA por lo que respecto a lo

articulos se observa que efectivamente es bajo en reproduccion.

Tabla 2. Maiz y porcentaje de colonizacion.




Cultivo Repeticion | Num. De raices montadas M % A%
1 30 0.30 0.39
2 30 0.20 0.49
3 30 0.09 0.07

Imagen4. HMA de maiz a
40X.

Trébol

Cuenta con una raiz muy delgada lo que le permite una mejor micorrizacién asi
como ser mas anclado el hongo a su raiz esto aunado a que el trébol tiene la
capacidad de crecer en cualquier tipo de suelo ya que crece en suelos humedos le
hace tener méas propiedades porque secreta mas carbohidratos (Llamas, et al 2018)
para poder micorrizar de manera natural permitiendo ser un buen inoculante para
simbiosis a otra planta, las especies de HMA pueden ser diferentes en su capacidad

para estimular el crecimiento de las plantas, distintas especies vegetales son

capaces de responder de diferente manera a la inoculacién con HMA (Covacevich,

et al 2010).

Imagen5. HMA de maiz por
duplicado a 10X.

Tabla 3. Trébol y porcentaje de colonizacion.

Cultivo Repeticion | Num. De raices montadas M A
3 1 30 0.03 0
3 2 30 0.05 0
3 3 30 0.02 0.01




Imagen6. HMA de trébol
a lente 40X.

Conclusiones

Se modificé una técnica para obtener mejores resultados en micorrizacion y

observaciéon de los HMA, dado que las mejores condiciones para la extraccion de

Imagen7. HMA de trébol por
duplicado a lente 10X.

hongos arbusculares son durante su etapa media posterior a la siembra.

Aunado a lo anterior se observo que el trébol es la planta que posee mayor nimero
de micorriza, asi mismo puede ser la mejor alternativa para el manejo de mezclar

gramineas con leguminosas y asi la micorrizacion pueda tener aumento en las

plantas.

Recomendaciones

e Para la experimentacién se debe tomar la planta 20 dias posterior a la
siembra, no se debe de maltratar la raiz de la planta al obtener la muestra o

tallarla.

e Evitar excederse del tiempo determinado en cada proceso para no deteriorar
la raiz para la observacion.

e Posterior al término de la tincion solo se puede conservar la raiz en frasco

cubierta la lacto glicerol 8 dias antes de su descomposicion.
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Anexo

e Resumen de la técnica
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Paso 1: Obtenci6n de raices L
Colectar plantas jovenes

Lavar las raices

Seleccién de raices delgadas

r—{ Paso 3: Tincién de raices )ﬂ
Agregar a las raices HCL al 3%

A los 5 minutos eliminar el HCL

,_[ Paso 2: Digestién de las raices ]_

En un frasco cubrir las raices con KOH
al 10%.

Frascos con lasraices en la autoclave
durante 10 minutos (10 lbs de presi6n)

Decantar KOH y enjuagar las raices con

agua corriente

Agregar H,0,, dejar por 30 minutos.
Eliminar restos de H,O, y enjuagar

(no enjuagar)

Anadir azul de tripano (0.05%) y
lactoglicerol (proporcién 70:30),
dejar reposar 1 hr.

Eliminar colorante, agregar agua y

| lactoglicerol (proporci6n 50:50).

Paso 5: Cuantificacién
de estructuras

Captura de datos hoja

Célculo de colonizacién micorrizal
en el programa Mycocalc

r—[ Paso 4: Estructuras HMA }ﬂ

Colocar las raices en una caja petri

Escoger las raices més blandas y delgadas
Montar 15 segmentos en portaobjetos

Agregar gotas de lactoglicerol a los
colocar cubreobjetos

Con microscopio 6ptico (aumento 10x y
40x) observar estructuras micorrizales

\ J

e Preparaciéon de sustancias para experimentaciéon en laboratorio.



Para preparar 500 ml de KOH al 10% se necesita
* Apua destilada
* 585 gramos de KOH al 85%
« Matraz aforado de 500 ml
© 1 piseta con agua destilada
« 1 varlla de vidno

© 1 vaso de precipitado

Para preparar 500 ml de HCL al 3% se necesita

* Apgua destilada

©40.5 mi de HCL al 37%

* Matraz aforado de S00 ml
© 1 piseta con agua destilada
* 1 vaso de precipitados

« 1 probeta de 50 mi

Nota imp - Se preparar esta solucidn bajo una campana de extraccion y uso de matenal de proteccién de

laboratorio

Para preparar 500 m! Jactogligerol se necesita

© 100 ml de #cido lictico

« 200 ml de ghcerol

« 200 ml de agua destilada

* | matraz aforado de 500 ml

o 1 probeta de 200 ml
Para preparar 1 litro de aznl de tripano al 0 05% se necesitn

© 0.5 gramos de azul de tripano

« Apua destilada

« | varilla de vidrio

« 1 probeta de 1000 ml

Nota: Para preparar los reactivos se debe hacer uso de matenales de proteccion. (guantes, lentes, bata, ete )

e Preparacion de soluciones para experimentacion en campo.



Para preparar 50 ml de sosa al 10 % se necesita

® Agua
® 5 gramos de sosa caustica de tipo comercial
e 1 frasco o recipiente de vidrio de 50 ml.

o 1 varilla de vidrio o agitador que se tenga a la mano

Procedimiento: Se pesan 5 gramos de sosa caustica, equivalente a una cucharadita (la cual puede ser adquirida en la ferreteria u otro
sitio comercial) y con la ayuda de la varilla de vidrio se disuelve en un volumen total de 50 ml de agua hasta llegar a una mezcla
homogenea.

Nota: El procedimiento debe realizarse con suma precaucion ya que el reactivo que se maneja es COITOSIVO.

Para preparar 50 mL de acido muridtico (HCL) al 1N se necesita:

© 13.35 mL de acido muridtico de tipo comercial, el cual suele estar a una concentracion del 13%.
e Frasco o recipiente de vidrio donde se puedan medir 50 ml
e 1 varilla de vidrio o agitador que se tenga a la mano

e 1 jeringa o recipiente en el cual se puedan medir 13 ml de acido.

Procedimiento: Con ayuda de una jeringa o un utensilio volumetrico se miden los 13.35 ml de acido y se colocan en un frasco o
recipiente de vidrio con una capacidad de 50 ml, el cual previamente debe contener una cama de agua para evitar una reaccion
agresiva al momento de agregar el acido.

*Considere que s1 agrega 13.35 ml de acido al frasco, inicamente le restaria agregar aproximadamente 36.65 ml de agua, para que
en conjunto se vuelvan 50 ml

Posterior al acido, se le agrega 1.25 ml de tinta de boligrafo Parker azul y con ayuda de la varilla agitadora se disuelve hasta llegar

a una mezcla homogénea.



