IS\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Unidad Xochimilco

Titulo: Produccion de HMA por medio de esporas: zonas
semiaridas

Nombre: Boisson Diaz Cristina Alejandra
Matricula: 2172030396
Asesora: Dra. Fuentes Ponce Mariela Hada

Fecha: 21 de enero de 2025

I P850

Firnla
Asesora Mariela Hada Fuentes Ponce

Alumna Boisson Diaz Cristina
Alejandra



Introduccion

Los Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) favorecen la movilizacion de agua, nutrientes y
P en el suelo, beneficiando a las plantas y reduciendo los costos de produccion debido a la
utilizacion de fertilizantes fosfatados, los HMA debido a sus hifas, mejoran la estructura del suelo
al promover la formacion de agregados. Por lo tanto, el realizar este servicio social relacionado a
la actividad de estos microorganismos, se contribuye a proponer alternativas para los productores
de la Mixteca Alta, Oaxaquefia, en la reduccion de costos de produccion, asi como el generar
opciones para reducir el impacto de la erosion en estas zonas y reducir el uso de fertilizantes
sintéticos, que podrian afectar al medio ambiente. A partir de lo anterior, el objetivo de la presente
investigacion es detectar, cuantificar y caracterizar esporas de HMA utilizando un cultivo
promotor de la micorrizacion (leguminosa), para beneficiar el establecimiento posterior de un
cultivo de interés comercial en un suelo de zona semiarida (Flores-Juarez, 2020; Martin y Rivera,
2015; Aguilera Gomez et al., 2007).

Justificacion

Debido al impacto ejercido en el medio ambiente por la utilizacion de fertilizantes fosfatados que
favorecen el desgaste y contaminacion de los suelos, ademas del aumento en los costos por el uso
de fertilizantes en la produccion agricola, es de vital importancia generar alternativas a partir de
la utilizacion de biofertilizantes elaborados a partir de microorganismos, como los hongos
micorricicos arbusculares (HMA), o estrategias como la rotacion o asociacion de cultivos que
aumenten relaciones micorricicas, que ayuden a mitigar los dafios en el suelo y a su vez, estimulen
la absorcion de nutrientes necesarios para las plantas.

La presente investigacion se enfoco en aumentar la produccion de esporas de HMA nativas en
los suelos agricolas, a partir de la micorrizacién en leguminosas, las cuales funcionaron como
cultivos trampa, aumentando la cantidad de esporas de HMA en el suelo, para posteriormente
aumentar la micorrizacion en cultivos de otras familias, en este caso maiz, con la finalidad de
abordar la problematica relacionada con la erosion y baja fertilidad de los suelos de la Mixteca
Alta, Oaxaqueia.

Marco teorico

Los biofertilizantes son productos amigables con el medio ambiente, se elaboran artificialmente
en laboratorio, en su formulacién contienen microorganismos benéficos vivos, al ser aplicados
en el suelo, semillas o raices de plantas, colonizan la rizosfera y promueven el crecimiento
vegetal a partir del incremento o la disponibilidad de nutrientes necesarios para las plantas,
derivados de la descomposicion de residuos organicos presentes o adicionados en el suelo, en el
caso de las micorrizas, estas ayudan a movilizar el P insoluble en el suelo (Pedraza et al., 2021).
Micorriza, es el nombre que recibe la asociacion que realizan los hongos micorricicos
arbusculares (HMA) con el 80% de las plantas terrestres en el suelo, a partir de esta interaccion,
se favorecen algunos servicios ecosistémicos como: intercambio de agua, absorcion de nutrientes
(en especial P), mejoramiento fisico de la calidad del suelo, proteccion contra algunos patdégenos



que podrian infestar las raices y tolerancia al estrés abidtico (Montafio Arias et al., 2010; Flores-
Juarez, 2020).

Para favorecer la interaccion antes mencionada en un cultivo de interés como el maiz, una de las
alternativas es la rotacion de cultivos incluyendo cultivos trampa o promotores de micorrizacion
previos a la siembra del cultivo de interés, por ejemplo: las leguminosas, estas favorecen la
esporulacion de HMA, a su vez, las esporas estaran disponibles para posteriores siembras como
una especie de reservorio, incluso algunas de estas esporas se albergaran en los sistemas
radiculares de las leguminosas debido a la agrupacion de raices yuxtapuestas que se conforma de
manera natural. Estas plantas establecen una relacion entre rizobios-plantas-HMA, ademas, el
conjunto de hifas provenientes de la interaccidon promovera la formacion de agregados por la
adhesion de particulas por las proteinas contenidas en su estructura (por ejemplo, la glomalina),
lo que resultard en una mayor retencion de agua y una disminucion en la erosion del suelo (Flores-
Juarez, 2020; Martin y Rivera, 2015; Aguilera Gomez et al., 2007; Betencourt, 2012).

El suelo que se utilizd en este estudio pertenece a una zona semi arida de la region de la Mixteca
Alta, de Oaxaca, en este lugar, Herndndez-Aguilar et al. (2021) estimaron que cerca del 10% de
la superficie presenta algiin grado de erosion, la cual especialmente es ubicada en carcavas,
barrancas y lomerios. Como menciona Palacio-Prieto (2016), la actividad agricola de estos
espacios se desarrolla en llanuras y zonas montafiosas, debido a lo anterior la produccién es
limitada y la erosion es una de las principales problematicas, ademas de la poca retencion de agua
en el suelo debido a su estructura.

Melo et al. (2020), mencionan que la utilizacion de hongos micorricicos arbusculares (HMA)
nativos previamente colonizados en un cultivo trampa (leguminosas), promueven la sinergia en
la asociacion con las plantas inoculadas y la tolerancia a ciertas limitantes, ya que las HMA
nativas estan adaptadas fisiologica y genéticamente a las condiciones ambientales de la zona de
procedencia, ademas, los consorcios de HMA nativos tienen un efecto positivo en la restauracion
de suelos degradados (Crespo et al., 2021).

Objetivo general

Detectar, cuantificar y caracterizar esporas de HMA utilizando un cultivo promotor de la
micorrizacion (leguminosa), para beneficiar el establecimiento posterior de un cultivo de interés
comercial en un suelo de zona semidrida.

Objetivos especificos

Implementar una técnica para cuantificacion e identificacion de esporas de HMA presentes en el
suelo perteneciente a la Mixteca Alta de Oaxaca.

Metodologia
Suelo

El suelo que se utilizo, pertenece de la parcela demostrativa ubicada en la comunidad de Vista
Hermosa, municipio de Tonaltepec, llamada “La loma”, el municipio pertenece al Geoparque de
la Mixteca Oaxaquena. “La loma” es manejada tradicionalmente como milpa — asociacion de
maiz nativo de temporal, frijol y calabaza.



Produccion masiva de micorrizas

1. Setomaron 100 g del suelo proveniente del municipio de Tonaltepec, Oaxaca, se conto la
cantidad de esporas de HMA presentes, segln la técnica de tamizaje himedo propuesta
por Gendermann y Nicolson (1963).

2. Se sembr¢ el cultivo de interés, Zea mays. Después de un mes de crecimiento del cultivo,
se contd la cantidad de esporas de HMA contenidas en 100 g del suelo, segun la técnica
de tamizaje himedo propuesta por Gendermann y Nicolson (1963). También se evaluo
del porcentaje de micorrizacion en las raices del maiz segtn lo descrito por Jhon et al.
(2001).

3. El cultivo trampa se sembro para promover la micorrizacion en este caso fue Pisum
sativum L.

4. Después de un mes de crecimiento de las plantas, el cultivo trampa se sometié a estrés
hidrico durante 30 dias, se contabilizé la cantidad de esporas de HMA en 100 g de suelo
segun la técnica de tamizaje humedo propuesta por Gendermann y Nicolson (1963).

5. Se identifico y calcul6 el porcentaje de presencia de estructuras de micorriza
(micelio, arbusculos y vesiculas) presentes en las raices del cultivo trampa segun
la metodologia descrita por Dood et al. (2001).

6. Se sembrd Zea mays en el suelo que previamente fue utilizado para sembrar el cultivo
huésped (Pisum sativum L.).

7. Después de un mes de crecimiento de las plantas, se cont6 la cantidad de esporas de HMA
en 100 g de suelo seglin la técnica de tamizaje himedo propuesta por Gendermann y
Nicolson (1963).

8. En las raices Zea mays, se identificd y se calcul6 el porcentaje de presencia de estructuras
de micorriza (micelio, arbasculos y vesiculas), segin la metodologia descrita por Dood et
al. (2001).

9. Después de realizar cada conteo, se recopilaron algunas esporas con una micropipeta de
2-20uL, se colocaron en portaobjetos con lacto glicerol y se resguardaron para su posterior
visualizacion. Se observaron en el microscopio con un lente de 40X y se fotografiaron.

Medidas y caracterizacion utilizando ImageJ 1.54f

Para poder realizar las mediciones se calibré el programa Imagel a partir de una medida conocida,
es decir, el diametro de visualizacion del lente de 40X — 0.53mm, la cual es una medida calculada
a partir de la ecuacion (Abramowitz, s/f):

Diametro del campo visual = (FN) / (M(O)) x M(T)

Donde: FN es el nimero de campo en mm; M(O) es la magnificacion del objetivo; y, M(T) es el
factor de magnificacion de la lente del tubo.



Resultados y discusion

Conteo de esporas

A partir de cada conteo de esporas realizado se obtuvo la cantidad de esporas encontradas, en este
caso, del suelo inicial al suelo con maiz, se increment6 a un 101.65%, del suelo con maiz al suelo
con chicharo hubo un aumento del 175.11%, posteriormente, del suelo con la leguminosa al suelo
con maiz (efecto del chicharo) se obtuvo un incremento del 186.53%. Al compararse la medicion
inicial con la medicidn final, se obtuvo un incremento total de 332.06% en la cantidad de esporas
de HMA presentes en el suelo de “La loma” (Figura 1), lo cual podria relacionarse con la
utilizacion de leguminosas como cultivo promotor de la micorrizacion, ya que estas favorecen la
abundancia y diversidad de HMA en el suelo, a su vez, la formacion de esporas de HMA ocurre
entre 3—4 semanas después de que comienza la colonizacidon micorrizica en las plantas, en algunos

bioensayos se ha demostrado que la esporulacion finaliza al desarrollarse las raices (Pivato et al.,
2007; Tancredo, 2015).

Por otra parte, segun lo reportado por Karasawa y Takebe (2012), el utilizar un cultivo vigoroso
que promueva mas la micorrizaciéon de HMA, determina la poblacion de hongos en el suelo y la

colonizacion de HMA en cultivos posteriores.
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Figura 1. Conteo de esporas en cada momento del experimento: Suelo inicial, Suelo con maiz:
Un mes de crecimiento del maiz (sin leguminosa), Suelo con chicharo: Un mes de crecimiento y
un mes de estrés de Pisum sativum L. (efecto de la leguminosa en el suelo), Suelo con maiz (efecto
del chicharo) Después de un mes del crecimiento del Zea mays (efecto del paso anterior en el maiz).
P= Promedio de esporas encontradas

Porcentajes de micorrizacion

Zea mays presentd un 16.66% de micorrizacion antes de la siembra del chicharo y 20% de



micorrizacién cuando fue sembrado después del chicharo (efecto de la leguminosa en el maiz),
mientras Pisum sativum L. presento el 43.33% de micorrizacion, lo cual reafirma una mayor
capacidad de micorrizacion por parte de las leguminosas en comparacion a las poaceas (Duchene
0., Jean-Francois V., 2017). La presencia de estructuras como hifas, arbusculos y vesiculas ocurre
en lapsos de tiempo distintos (2-3 meses, sobre todo en condiciones de bioensayo) dependiendo la
especie que realice la asociacion con las raices, incluso los arbusculos se presentan de formas
distintas y se tifien con mayor o menor intensidad (Tancredo, 2015).

Medidas y caracterizacion utilizando ImageJ 1.54f

Entre cada especie de esporas, hay variaciones en la cantidad, tamafio y color de las paredes y las
ornamentaciones presentes colores de las esporas, morfologia y didametro de cada una, estos datos
son utilizados para realizar la identificacion por familia y especie, ademas de que se puede conocer
la diversidad presente en un suelo, por lo tanto, se midieron las estructuras visibles (Cuadro 1)
(Tancredo, 2015). El tamafo o diametro de las esporas suele utilizarse para dividir a las especies
por familia, ya que al menos las de la familia Gigasporaceae presentan tamafios mayores a
comparacion de otras familias (>200 pm), como podria ser el caso de las esporas: Ox 40 9,
Ox 40 CA y Ox 40 G (Oehl et al. 2006).

Las esporas presentaron entre una y tres capas, estas se enumeran de la mas externa a la mas interna (L1,1.2
y L3). Algunos géneros como el Acaulospora y Ambispora presentan pedicelo, este es como una
rama corta de la hifa que une la espora con el cuello del saculo esporifero, es un punto de conexion
entre la L1 de la pared exterior y la pared del cuello del saculo esporifero, en este caso, hubo
presencia del pedicelo en: Ox 40 19, Ox 40 Dy Ox 40 I (Kaonongbua et al. 2010). Por otro
lado, el asegurar que una espora pertenece a una especie determinada requiere mayor experiencia
en el tema, ya que la clasificacion por medio de caracteristicas fisicas tiene sus complicaciones, el
color y la forma descrita estda muy relacionada con la perspectiva de la persona que realiza dicha
clasificacion.

Tabla 1. Mediciones de estructuras visibles en ImageJ

Pedicelo—hifa
K subyacente (um)

Clave Diametro|L1 |L2 |L3 |Largo |Ancho |Pared
Ox 40 12 195.2 4.09 |9 2.94

Ox 40 13 100 438 |5.66 |3.33

Ox 40 16 102.7 2.87 294 |2.57

Ox 40 17 102.4 992 |1.95

Ox 40 19 119.4 5 6.29 [2.25 |21.8 (123 |4.37




Ox_40 5 109.5  |3.64 |5.46 |1.86
Ox_40 6 1247 [2.99 |4.59 |6.46

Ox_40 9 2393 |14 [7.28 |1.69

Ox 40 B 4321  |1.17 [2.35 [0.43

Ox 40 CA 200 0.88

Ox 40 CAint |130 20.47

Ox 40 D 113 424 |3.72 102.5 |27.46 |1.6
Ox 40 FA 116 1.39 {1.93

Ox_40 G 227 3.05 [1.73

Ox 40 I 135 412 16.28 33.79 |5.08 |0.53

Ademas de las medidas, se realizaron anotaciones sobre las caracteristicas presentes en cada una
de las esporas en lacto glicerol (Tabla 2). Por lo regular se encontraron formas globosas y algunas
ovoides.

Tabla 2. Caracteristicas descriptivas de las esporas de HMA

Clave Forma Descripcion

Halo verdoso en la terminacion de las
Ox 40 12 |globosa-ovoide |paredes, tiene una forma tipo chayote
aceitoso en el interior D=54.18 L=99.23

Pared oscura de 1.81 um pared mas interna

40 1 1 : .
Ox 40_13 | globosa tipo luna. La L2 casi fusionada con la L3

Proyecciones en pared tipo dientes A=1.7

Ox 40 16 |globosa =4




No se alcanza a distinguir el gradiente de|

40 1 1 .

Ox 40_17 | globosa color por los cambios de pared

Ox 40 19 |globosa-rugosa |Apariencia como crater (luna)

Ox 40 5 globosa-rugosa Apariencia como crater (luna). Halo verdoso
enlal2

Ox 40 6 globosa-rugosa Apariencia como crater (luna). Halo verdoso
enlal2
Bolita transparente (didmetro=69.53 0 49.64

Ox 409 globosa unién=9.44 o 7.55)

Ox 40 B globosa Aparien.cia esférica brillante, paredes poco

- diferenciadas
Ox 40 CA |rota La pared tiene formas rocosas (de 10-13 pum)




Ox_40 CA

1
int globosa

Medida L2 es también de la L3, ya que se ve A
Ox 40 D lob o e
e globosa plegada, es dificil de distinguir

Ox 40 FA |globosa-ovoide |L3 con proyecciones amorfas

Ox 40 G globosa Apariencia del saculo tipo plastificada

Medida L2 es también de la L3, ya que se ve

401 gl , anoien 7 4 -
Ox_40_ globosa plegada, es dificil de distinguir

Para elaborar una clasificacion mas robusta se toman en cuenta tres caracteres principales, estos se basan en
el concepto de Morton (Morton et al. 1995), con enmiendas de Spain et al. (2006), y Oehl et al. (2008):

e (aracteres primarios: la pared de la espora (pared externa e interna), y las capas de estas
paredes. Se consideran también las estructuras pregerminativas y sus tipos.

e (aracteres secundarios: las paredes de las esporas descritas por Walker (1983), descritas
como capas que componen los caracteres primarios.

e (Caracteres terciarios: es el modo de formacion de las esporas, forma, color, reaccion en el
reactivo de Melzer, tamafio de las esporas.

Conclusiones

El Pisum sativum L., benefici6 la produccion de esporas de HMA en el suelo utilizado. Al



incrementar la poblacion de esporas en el suelo y al aumentar la asociacion del maiz con HMA, se
cumple con el objetivo de beneficiar al cultivo de interés a partir del cultivo promotor de la
micorrizacion.

La caracterizacion y mediciones realizadas con ImageJ son de ayuda para conocer las estructuras
presentes en las esporas y la abundancia de especies que pueden encontrarse en la Mixteca Alta de
Oaxaca.

Recomendaciones

Es necesario realizar més de este tipo de ensayos para reconocer la actividad y prioridad de las
especies de HMA presentes en una zona, esto podria ayudar a enfatizar la utilizacion o el beneficio
de la infestacion de una especie, incluso para conocer el momento o las condiciones que favorecen
la asociacion en las raices de un cultivo de interés.

Para futuras evaluaciones, se propone evaluar después de 5-6 semanas de crecimiento del cultivo,
ya que los arbusculos encontrados en Zea mays apenas comenzaban a formarse, unos dias mas,
podria facilitar la evaluacion y visualizacion de las raices.

Al realizar el tamizaje himedo es mas viable utilizar el suelo seco.

En cuanto a la visualizacion de las esporas, se recomienda obtener imagenes de mayor resolucion
(calidad HD) para reducir el ruido en las fotografias y facilitar mas la observacion de estructuras
mas finas.
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