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INTERACCION MINERALES-MICIEQEOSSEQAERNISMOS-'METALES PESADOS EN
ANTROSOLES DE ORIGEN VOLCANICO
Tania Gonzalez Vargas
El uso de aguas residuales, en suelos agricolas, es una practica comun a nivel internacional y
cuestionada por el aporte de metales pesados y/o microorganismos patdgenos. Los suelos del
distrito de riego Los Insurgentes, en Teoloyucan, Estado de México, son clasificados como
Anthrosols por su irrigacion con aguas residuales e intensa actividad antrépica; asimismo, son muy
reactivos por sus propiedades edaficas y materiales amorfos. El objetivo de este estudio fue evaluar
la interaccion metales pesados-microorganismos y la distribucion in situ de bacterias en la zona
rizosférica de maiz, pasto forrajero y alfalfa. Andlisis fisicos, quimicos y bioldgicos, fueron
determinados. Secciones delgadas se tifieron con calcofluor white M2R.y a través de una cdmara
digital de alta resolucidn y un microscopio optico con epifluorescencia se obtuvieron 216 imagenes
secuenciales (con resolucion espectral de 200 nm). Los resultados indican que el Cd ocurre en
concentraciones que superan los limites permisibles. EIl pH y la humedad explican el tamafio de las
poblaciones de bacterias y en hongos es s6lo la humedad. Los microorganismos solubilizadores de
fosfatos se asocian principalmente con niveles de pH alcalino. La resistencia de bacterias aisladas
de la rizésfera a metales pesados fue baja debido a que no existe presion selectiva por alta
contaminacion. En tanto, la nanocartografia permite el analisis geoespacial in situ de la distribucion
de bacterias y su relacion con los componentes del suelo en diferentes cultivos. En maiz se asocian
con las cavidades y fisuras de los minerales bajo condiciones de drenaje pobre, y en alfalfa con la

raiz y materia organica. Finalmente, esta técnica puede evaluar procesos de manera mas especifica

de la actividad microbiana a diferentes escalas y profundidades del suelo.

Palabras clave: rizosfera, resistencia a metales pesados, nanocartografia, andlisis espacial,

microscopia de fluorescencia.



ABSTRACT
MINERALS-MICROORGANISM-HEAVY METALS INTERACTION IN
ANTHROSOLS FROM VOLCANIC ORIGIN
Tania Gonzalez Vargas
The use of wastewater in agricultural soils is a common practice used in many countries, and
questioned by the contribution of heavy metals and/or pathogens. The soils under irrigation in the
district Los Insurgentes in Teoloyucan, State of Mexico, were classified as Anthrosols for its
irrigation with wastewater and intense human activity; also, they are very reactive for their edaphic
properties and amorphous materials. The objective of this study was to evaluate the heavy metal-
microorganisms interaction and in situ distribution of bacteria in the rhizosphere zone of maize,
grass, and alfalfa. Physical, chemical, and biological analysis were determined. Thin sections were
stained with calcofluor white M2R and through a high-resolution digital camera and an optical
microscope with epifluorescence 216 sequential images were obtained (with spectral resolution of
200 nm). The results indicate that Cd occurs in concentrations above the allowable limits. The pH
and moisture explain the size of populations of bacteria, and in the case of fungi only moisture was
important. The phosphate solubilizing microorganisms are mainly associated with alkaline pH.
Resistance of bacteria isolated from the rhizosphere to heavy metals was low because there is not
a selective pressure for high pollution. Meanwhile, nanocartography allows geospatial analysis of
in situ distribution of bacteria, and their relationship of these with soil components in different
crops. In maize, bacteria are associated with cavities and fissures of minerals under conditions of

poor drainage, and alfalfa they are associated with root and organic matter. Finally, this technique

allow process more specifically assess microbial activity at different scales and soil depths.

Key words: rhizosphere, heavy metals resistance, spatial analysis, microscopy fluorescence.



El conocimiento bien se podria representar como un recorrido en forma de espiral, gracias al cual
aspiramos a alcanzar la comprension del mundo. Inicia desde el centro, que significa de donde
empezamos a adquirir conocimientos y habilidades. Entre mayor sea la amplitud de este, mayor

sera nuestro aprendizaje adquirido; en breve, representa crecimiento y evolucion.

A menudo me he sentido atraida por la escala minimalista en el sentido de como funcionan las
cosas a un nivel microscopico y molecular... pero mas normal resulta que la mayoria de las personas
alguna vez hemos pensado que el suelo es un sistema inerte, estatico y hasta aburrido; no obstante,
en algo tan comdn como es el suelo ocurre vasta complejidad, interacciones, y balance que
mantiene vida en constante movimiento; a la misma escala diminuta que nadie puede ver y que por
ello, pasa desapercibida ante nuestros 0jos. Gracias a mi estancia en esta institucion he descubierto

que el suelo no sirve sélo para pisarse, que va mas alla, que significa sustento, futuro y vida. T.G.V.

“Soy de los que piensan que la ciencia tiene una gran belleza. Un cientifico en su laboratorio no
es solo un técnico: es también un nifio colocado ante fendémenos naturales que le impresionan

como un cuento de hadas” Marie Curie.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

Desde décadas pasadas se ha presentado una creciente preocupacion con respecto a la crisis del
agua. El agua es cada vez mas escasa en zonas con clima seco y hay importantes implicaciones
politicas en algunas regiones para regular su escasez, por lo que el reuso de las aguas residuales
representa una opcién bastante extendida para el riego agricola, pues tiene la ventaja de
reaprovechar los nutrimentos en los cultivos y evitar la contaminacion de cuerpos de agua
superficial (Blumenthal et al., 2000; Jiménez-Cisneros et al., 2005).

Sin embargo, ésta practica no estd exenta de problemas y si no se maneja adecuada,
puede resultar en la contaminacion de acuiferos someros. Los contaminantes potenciales
incluyen componentes quimicos orgédnicos e inorganicos, metales pesados y patdgenos
(Gallegos et al., 1999). La acumulacion de metales pesados en el suelo es una forma de
degradacion que afecta negativamente la produccion agricola, el uso del suelo y la calidad del
agua (Bech et al., 2008), y por su carécter no biodegradable, pueden resultar peligrosos para la
salud (Prieto-Méndez et al., 2009) e inclusive para los microorganismos autdctonos del suelo.

La concentracion de metales pesados disponibles en el suelo depende del contenido
original, su textura, contenido de materia organica y capacidad de intercambio cationico
(Zamora et al., 2008) sobre todo en las fracciones coloidales, en materiales inorganicos como
organicos, mejor representados por las arcillas y el humus (Ortiz-Solorio, 2010).

En Meéxico, el rapido crecimiento en la poblacion urbana ha incrementado la demanda
por el agua, la disposicion de enormes volumenes de aguas residuales e incremento en el uso de
éstas para la irrigacion agricola. Particularmente, en la Zona Metropolitana de la Ciudad de
México (ZMCM) se asienta la zona urbana méas grande del pais, la cual genera problemas en

cuanto al manejo de las aguas residuales (Jimenez-Cisneros et al., 2005).




Del total del agua generada en la ciudad s6lo un porcentaje es tratada y la restante sale del valle
sin tratar y se emplea para el riego del Valle de Tula (Mezquital), Teoloyucan y Zumpango
(Downs et al., 1999; Jiménez et al., 2005). En el afio de 1976 el distrito de riego Los Insurgentes
en Teoloyucan, Estado de México se establecié con el fin de utilizar las aguas residuales
provenientes de la ciudad de México (Resendiz-Paz, 2012). La actividad agricola y formacion
de suelos en este distrito ha sido muy intensa por lo que actualmente los suelos se clasifican
como Antrosoles.

Por otra parte, los suelos del Valle de México tienen altos contenidos de silice amorfa,
lo cual denota la influencia de la Faja VVolcanica Transmexicana en la deposicion de materiales
de origen volcanico (Gutiérrez-Castorena y Ortiz-Solorio, 1992; Segura et al., 2000). Reséndiz-
Paz (2012) registro en el distrito de riego Los Insurgentes, la presencia de éxidos de hierro en
formas cristalinas, como hematita y goethita, ademas de al6fano, mineral que se considera
amorfo o no cristalizado.

Rivera-Vargas (2013) encontr6 que en el distrito de riego Los Insurgentes, los metales
pesados no se encuentran biodisponibles y lo atribuye a la formacion de complejos con la
materia organica y los minerales amorfos. Esta clase de minerales tienen alta area superficial
especifica, lo que los hace eficientes sorbentes de cationes (Schwertmann y Taylor, 1989; Wada,
1989) lo que evita su lixiviacion y disponibilidad (Zamora et al., 2008). No obstante, la relacion
de metales pesados con arcillas amorfas no ha sido estudiada en zonas de irrigacion con aguas
residuales, a pesar de su activa participacion en el secuestro de metales pesados.

En adicion, los microorganismos toman un papel importante al interactuar con metales
y minerales en ambientes naturales, alterando su estado fisico y quimico y en contraparte los
metales y minerales también pueden afectar el crecimiento, actividad y supervivencia

microbiana (Gadd, 2010). Esta dindmica es objeto de estudio de la geomicrobiologia. A pesar




de la importancia del estudio de estas interacciones no existen estudios que evalten la cantidad
de microorganismos que se encuentran en el suelo después de la irrigacion con aguas residuales
y su relacion con el ambiente edafico.

Asimismo, es ampliamente reconocido que el ambiente edafico influencia la
disponibilidad de nutrimentos, competencia, riesgo de predacion y sobrevivencia (Franklin y
Mills, 2007). Por lo que resulta contradictorio obviar parametros edaficos cuando de desea
analizar comunidades microbianas que son aisladas de este ambiente. Es importante, por tanto,
considerar estos parametros para explicar tendencias, diversidad o tamafio de poblaciones
microbianas. Esto hara posible la identificacion de factores clave que puedan estar relacionadas

directamente sobre estas poblaciones (Giller et al., 2009).
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CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA

2. 1 Minerales

Los minerales cubren cerca de la mitad del volumen de muchos suelos. Estos proveen soporte
fisico, crean una interfase adecuada entre aire y agua que hace posible el crecimiento de las
plantas. La intemperizacién de los minerales libera nutrimentos para las plantas, los cuales son
retenidos por otros minerales a través de la adsorcion, el intercambio cationico y la precipitacion.
Los minerales pueden adsorber muchos contaminantes organicos e inorganicos, promoviendo
su degradacion, atenuando su movimiento dentro del suelo, o previniendo su translocacion en
plantas y la introduccion dentro de éstos a través de la cadena trofica (Schulze, 2002).

Klein y Hurlbut (1993) definen a un mineral como un cuerpo natural solido con
composicion quimica definida y arreglo atomico altamente ordenado. Los minerales, de acuerdo
a su origen, se clasifican en primarios y secundarios. Los primarios se forman a partir del
enfriamiento y solidificacion del material magmatico, los secundarios, del intemperismo
quimico de los minerales primarios menos resistentes (Ortiz-Solorio, 2010).

Otra clasificacion mas extensa es la que se refiere a la dependencia del anién o grupo
anionico dominante: i) elementos nativos, ii) sulfuros, iii) sulfosales, iv) dxidos e hidroxidos, v)
haluros, vi) carbonatos, vii) nitratos, viii) boratos, ix) fosfatos, x) sulfatos y xi) silicatos
(Schulze, 2002).

Por otra parte, existe una clase especial de minerales, los denominados minerales
amorfos, debido a que tienen una estructura cristalina pobremente desarrollada. Estos se
originan a través de la deposicion e intemperismo de materiales volcanicos. La ocurrencia de
suelos con este tipo de materiales se asemeja mucho a la distribucion global de volcanes activos

y a los recientemente extintos (Takahashi y Shoji, 2003). Las condiciones ambientales




especificas de estos sitios, como resultado de la localizacién y manejo, dan una combinacion

Unica de factores en procesos de formacion de suelo (Rivera-Vargas, 2013).

2.1.1 Minerales amorfos

Las arcillas amorfas son minerales no cristalinos, y se les denomina de rango corto porque no
exhiben rasgos distintivos de patrones de difraccion en rayos X. Quiza el grupo mas importante
de este tipo de arcillas es el al6fano (Tan, 2011); sin embargo, también se encuentran dentro de
este grupo a la imogolita, ferrihidrita y 6palo.

El al6fano y la imogolita son aluminosilicatos pobremente cristalizados caracterizados
por un tamafio de particula pequefio, alta area superficial especifica y carga permanente o
variable. Estos han sido mayormente asociados con suelos derivados de cenizas volcanicas. La
composicion guimica es relativamente estable en imogolita pero extremadamente variable en
aléfano, el cual puede contener cantidades significantes de Fe en adicion a Al y Si (Harsch et
al., 2002).

La imogolita es un silicato de aluminio identificado en muchos suelos derivados de
cenizas volcanicas y otros depositos piroclasticos intemperizados. (Cradwick et al., 1972). La
formula de la imogolita es Al>SiO3(OH)a y exhibe corto, mediano y largo rango. El rango corto
se refiere a la relacion entre las unidades estructurales tales como los octaedros Al-O y tetraedros
de Si-O y su yuxtaposicion sobre las distancias cortas. ElI aluminio solo se presenta en la
coordinacion octaédrica y la silice tetraédrica es altamente polimerizada. Ademas, su alta
superficie especifica, caracteristicas inusuales de carga superficial y morfologia unica conduce
a propiedades fisicas y quimicas que pueden afectar profundamente el comportamiento del suelo

(Harsch et al., 2002).




El al6fano y la imogolita pueden reaccionar fuertemente con agua, cationes metalicos, aniones,
varias moléculas organicas y otras particulas minerales que afectan la estructura y resistencia
del suelo, la productividad y movilidad de contaminantes (Harsch et al., 2002).

La ferrihidrita pertenece al grupo de los oxihidroxidos férricos y esta caracterizada por
su alta dispersion, pobre cristalinidad y baja estabilidad. Es un componente que puede ser
facilmente transformado a gocthita (aFeOOH) y hematita (aFe2Q0z) (Drits et al., 1993). El
promedio de tamafio de particula de la ferrihidrita es inusualmente pequefio (~30 A). Debido a
su alta reactividad y alta area superficial especifica (>200 m?) es un buen adsorbente (Zhao et
al., 1994).

En tanto, la silice opalina es comdnmente encontrada en suelos jovenes formados sobre
cenizas volcanicas. La formacion de la silice opalina es favorecida por la rapida intemperizacién
de vidrio volcanico, un pronunciado periodo de desecacion o concentracion de solutos, y baja
actividad del Al el cual previene la formacion minerales aluminosilicatados. La silice opalina es
a menudo asociada con la presencia de altas concentraciones de materia organica (horizontes A
de Andisoles), o acidos organicos solubles (horizontes E de Spodosoles) (Shoji et al., 1993).

Los minerales amorfos tienen una alta area superficial especifica, que los hace eficientes
sorbentes de cationes tales como Al, Cu, Pb, V, Zn, Co, Cr y Ni (Schwertmann y Taylor, 1989;
Wada, 1989) con lo cual se evita su lixiviacion y disponibilidad (Zamora et al., 2008). Aunque
no existe una secuencia completa de afinidad de adsorcion de metales pesados a las superficies
de aluminosilicatos de rango corto, los grupos aluminol de la gibsita exhiben la siguiente
secuencia (en orden de disminucion de afinidad): Cu?* > Pb** > Zn?* >Ni?* > Co**> Cd?"> Mg?"
> Sr?*; mientras que los grupos silanol del silice siguen el orden: Pb?* > Cu?" > Co?*>
Zn?*>Ni**= Cd?"> Sr?*>Mg?". Estos datos indican que los metales Pb, Cu, Co y Zn son

comunmente sorbidos selectivamente (sobre el grupo de cationes 2A) a las superficies de




aloéfano e imogolita, y la naturaleza precisa de la secuencia de selectividad dependera de la
relacién molar Si/Al (Harsch et al., 2002).

Un estudio mas reciente llevado a cabo por Reséndiz-Paz (2012) en el distrito de riego
Los Insurgentes determiné la presencia de Oxidos de hierro en formas cristalinas, como la
hematita y goethita; ademas, report6 un indice Alox/Siox > 1, lo cual demuestra la presencia de
alofano. En tanto, Rivera-Vargas (2013) determind la clasificacion de amorfos para tierras
negras y lamas en tres tipos de cultivo. Para tierras negras, en alfalfa y pasto forrajero, aléfano-
Opalo, y en maiz imogolita-6palo; en tanto, para tierras lamas encontré que para maiz y alfalfa
existe dpalo y para pasto forrajero imogolita-6palo. Ademas, determind que existe fuerte
interaccion entre la materia organica y las arcillas amorfas en donde los metales pesados son

secuestrados, lo que genera menos disponibilidad para los microorganismos y los cultivos.

2.2 Irrigacion con aguas residuales
La tendencia de reutilizacién del agua puede deberse a una actitud conservacionista y sanitaria,
acorde a un pensamiento de proteccion al ambiente, donde paises como Alemania, Australia,
Canada, Espafa y Estados Unidos, le dan un tratamiento primario y luego la reciclan en
pequefias cantidades, aminorando la falta de este recurso. En otros paises como Brasil, Chile,
India, Israel, Marruecos, México y Perd, reutilizan el agua residual en el desarrollo local o
regional, empleandola principalmente, en actividades agropecuarias (Acosta-Alvarez, 2007).
A nivel mundial, después de la Republica Popular de China, México es el segundo pais
que mas agua residual emplea para el riego de grandes extensiones agricolas; aproximadamente
350,000 ha en donde se cultivan especies vegetales de consumo basico (Acosta-Alvarez, 2007;

Veliz et al., 2009). Particularmente, en la Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM)




se asienta la zona urbana mas grande del pais, la cual genera problemas de desalojo de las aguas
residuales (Jiménez-Cisneros et al., 2005).

La ciudad genera un promedio anual de 237 m3s™ de aguas residuales; las cuales estan
compuestas por una mezcla de aguas residuales domésticas, municipales, industriales y de
precipitacion pluvial. Un porcentaje es tratado para re-uso en el interior de la ciudad, la restante
sale del valle sin tratar y se emplea para el riego del Valle de Tula (Mezquital), Teoloyucan y
Zumpango (Downs et al., 1999; Jiménez-Cisneros et al., 2005). El distrito de riego Los
Insurgentes se localiza en la periferia de la Laguna de Zumpango Yy sus suelos se formaron por
rellenos a partir de minerales que fueron dragados de la Laguna (sedimentos lacustres) o del
Canal de Santo Tomas.

Ademas del uso de aguas residuales ya sea por inundacién o por irrigacion frecuente
(Resendiz-Paz, 2012), también se esta incorporando materiales organicos (estiércol) e
inorganicos (yeso comercial). Este tipo de practicas también estd incrementando de manera
importante la acumulacién de fosfatos disponibles, para el caso de tierras negras, Rivera VVargas,
2013 report6 133.98 mg kg!, y para el caso de tierras lamas registré un intervalo entre 93.6 y

272.6 mg kg™

2.2.1 Acumulacién de metales pesados en el suelo

El suelo en general actia como una barrera protectora de otros medios mas sensibles
(hidroldgicos y bioldgicos), filtrando, descomponiendo, neutralizando o almacenando
contaminantes; evitando en gran parte su biodisponibilidad. Esta capacidad depuradora depende
de los contenidos de materia organica, carbonatos y oxihidroxidos de hierro y manganeso, de la
proporcién y tipo de minerales de arcilla, de la capacidad de intercambio cationico, pH vy

conductividad eléctrica, textura, permeabilidad y actividad microbiana (Galan y Romero, 2008).




Aunque el uso de aguas residuales en la agricultura aumenta el ingreso de materia organica y
nutrimentos a los suelos cultivados, también puede traer efectos ambientes nocivos que
deterioran la calidad del suelo. Su uso sin un tratamiento previo puede ocasionar problemas
debido al alto contenido de sales, contaminacion con metales pesados y la existencia de algunos
microorganismos patogenos (Bech et al., 2008; Scheierling et al., 2010; Nayek et al., 2010).

La presencia de metales pesados concierne un serio problema, ya que cuando es
alcanzada la acumulacion excesiva se pueden presentar efectos adversos en el crecimiento y
desarrollo de las plantas y también entrar a la cadena tréfica (Paradelo et al., 2009). Al respecto,
Siebe, (1994) determino6 en Feozems del Valle del Mezquital, Hidalgo, concentraciones totales
de 1.55 mg kg para Cd; 41 mg kg para Cu; de 50 mg kg™ para Pb; y 161 mg kg™ para Zn;
mientras que para Vertisoles las siguientes concentraciones: Cd (0.78 mg kg), Cu (33 mg kg
1, Pb (40 mg kg?) y para Zn (119 mg kgt). En Feozems se aprecia mayor contenido de metales
pesados, probablemente por mayor concentracion de materia organica que es un un fuerte
adsorbente de estos elementos.

Para la misma zona, pero mas recientemente, Acosta-Alvarez (2010) para suelos del
Valle del Mezquital, reporté concentraciones totales de 21-96 mg kg para Cu, 26-57 mg kg
para Ni, 8-86 mg kg™ para Pb y de 66-391 mg kg™ para Zn. Se observa una tendencia al aumento
de las concentraciones de metales pesados con respecto a lo reportado por Siebe 14 afios antes.

En Beijing, China, en una zona irrigada con aguas residuales Khan et al. (2008)
encontraron concentraciones de Cd de 0.84 mg kg*; Cu de 32.8 mg kg*; Ni de 24.9 mg kg™;
Pb de 49.4 mg kg™ y Zn de 157 mg kg™*. Mapanda et al. (2005), en suelos tropicales arenosos y
areno-arcillosos de Zimbabwe irrigados con aguas residuales reportaron las siguientes
concentraciones de metales pesados: Cd (0.5 a 3.4 mg kg™?), Cu (7-145 mg kg), Ni (<0.01 a

21 mg kgt), Pb (4-59 mg kgt) y para Zn (14 a 228 mg kg™).




2.2.2 Efecto de la adicion de aguas residuales sobre los microorganismos del suelo

El nimero, especies y actividades de los microorganismos en el suelo son influenciados por la
cantidad de materia organica, especies vegetales, cantidades de enmiendas organicas aplicadas,
textura pH, humedad, aireacion, cantidades de sales y otros factores. Por lo anterior, ciertos
organismos activos en algun microambiente en particular estan mejor adaptados a las
condiciones presentes 0 son los competidores mas exitosos (Martin y Fotch, 1977).

Las aguas residuales, al presentar un alto contenido de materia organica y nutrimentos,
pueden estimular el crecimiento microbiano en el suelo en corto tiempo, pero los impactos a
largo plazo, a través de su uso en la irrigacion, pueden ser perjudiciales para los
microorganismos Y sus funciones ecosistémicas, debido a la acumulacion de los constituyentes
del agua, incluidos los metales pesados, las sales y toxinas potenciales procedentes de hospitales
y de la actividad industrial (Roesner et al., 2010; Waithira, 2010).

Los suelos naturalmente contienen una amplia diversidad de elementos metélicos los
cuales pueden estar presentes en concentraciones variables y en diferentes especies quimicas.
No obstante, cuando aumenta su concentracion constituye una compleja ruptura del equilibrio
ecologico. Algunos metales no tienen relevancia bioldgica, mientras que otros, aunque son
esenciales elementos traza, se pueden convertir en toxicos bajo una cierta concentracién
(Waithira, 2010).

La biota del suelo debe permanentemente regular sus actividades para hacer disponibles
los metales esenciales y tomarlos solo en las concentraciones requeridas, o bien excluir o
detoxificar las formas detrimentales o aquellas que se encuentren en niveles criticos. Por lo
anterior, los microorganismos exhiben alta adaptabilidad fisiolégica (Kamal et al., 2010),

debido a que muestran amplia variedad de propiedades que pueden generar cambios en la
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especiacion de metales, en su toxicidad y movilidad, asi como la formacion, disolucion o
degradacion (Gadd, 2010).

Sin embargo, en lo referente a la relacion entre metales pesados y los efectos a corto y
largo plazo de la irrigacion con aguas residuales sobre los microorganismos autoctonos del
suelo, la informacion es escasa. Asimismo, los impactos son dificiles de predecir debido al
constante cambio y heterogeneidad de los quimicos que la componen. Con base en
caracteristicas metabdlicas, fisioldgicas, tamarfio y estructura de comunidades microbianas se ha
encontrado que la microbiota nativa del suelo, después de la irrigacion con aguas residuales,
muestran una tendencia hacia la adaptabilidad, a pesar de la considerable carga de contaminantes
y otro tipo de microorganismos, algunos de ellos clasificados como patdgenos (Waithira, 2010)

Al respecto Malkawi y Mohammad (2003) evaluaron el efecto la irrigacion con aguas
residuales y agua potable en campos de cultivos forrajeros sobre la supervivencia de los
microorganismos del suelo y la acumulacién de bacterias de origen fecal. Estos autores
encontraron que la sobrevivencia y nimero de bacterias coliformes totales y aerdbicas tuvieron
un conteo mas alto, después de que la muestra fue tomada pocas horas después de la irrigacion.
También observaron que el nimero de bacterias heter6trofas en la muestra del suelo de la capa
superficial fue mayor que en la capa mas profunda debido a que en la superficie se presenta
mayor contenido de materia organica y arcillas.

Investigaciones recientes han determinado que el uso de aguas residuales en suelos,
disminuye la diversidad de hongos micorrizicos arbusculares (AMF) (Alguacil et al., 2012), por
la entrada adicional de nutrimentos en el agua residual. Otros estudios han apuntado que los
cambios en las propiedades del suelo son los factores que influencian la estructura de las
comunidades de micorrizas en sistemas de agricultura debido a los diferentes requerimientos de

los hongos por C, N o P (Jumpponen et al., 2005; Alguacil et al., 2012).
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Asimismo se ha reportado que las actividades enzimaticas como la fosfatasa alcalina, la ureasa,
deshidrogenasa, proteasa y P-glucosidasa fueron significativamente mas altas en suelos
irrigados con aguas residuales. Los efectos benéficos registrados sobre la biomasa microbiana
y los relacionados con sus actividades pueden ser atribuidos a la incorporacion de nutrimentos
y materia organica de facil descomposiciéon (Jumpponen et al., 2005; Alguacil et al., 2012).

En Vertisoles y Leptosoles del VValle de Mezquital en la zona Central de México, Ortega-
Larrocea et al. (2007) observaron incremento en la abundancia de esporas en irrigacion de 5 a
65 afos y mejor balance nutrimental del suelo, lo que favorecio el crecimiento de micorrizas
arbusculares. Estos autores afirman que la esporulacion esta relacionada con la disponibilidad
de nutrientes, la cual es deficiente en suelos irrigados en periodos cortos de tiempo; por lo que,
el dptimo periodo de riego se encuentra entre 35 y 65 afios, pero despues de 65 afios la
abundancia de esporas disminuye debido a la toxicidad causada por la acumulacion de metales
pesados.

Por otra parte, Xu et al. (2012) determinaron la influencia de la irrigacién con aguas
residuales sobre la cantidad y distribucidn de microorganismos en el suelo; asi como, la relacion
entre el contenido de nutrientes y la cantidad de diferentes microorganismos. Los resultados
muestran que la cantidad de bacterias se incremento significativamente en 50.39%; mientras
que los actinomicetos y hongos fueron disminuidos en 39.78 y 79.55%.

En la zona de estudio, no existen investigaciones dirigidas a estudiar el impacto de la
irrigacion con aguas residuales sobre la microflora del suelo a pesar de que representa un sitio
con caracteristicas especiales a nivel mundial por el tipo de materiales edaficos que presenta
(minerales amorfos), alta cantidad de materia organica que se adiciona a los suelos como parte
de su manejo (Reséndiz-Paz,2012; Rivera Vargas, 2013), lo que influye en la distribucion,

concentracion y disponibilidad de metales pesados.
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2.2.3 Supervivencia de microorganismos patogenos en condiciones agricolas

El riego con aguas residuales domésticas no tratadas representa un serio riesgo, pues constituyen
una importante fuente de agentes patdgenos como bacterias, virus, protozoarios y helmintos
(lombrices) que causan infecciones gastrointestinales en los seres humanos. También contienen
toxinas quimicas muy peligrosas que provienen de fuentes industriales (Veliz-Lorenzo et al.,
2009); por lo que la principal limitacion a cualquier proyecto de uso de aguas residuales es el
riesgo a la salud publica.

Las aguas residuales, especialmente las domésticas, contienen patdgenos que pueden
causar propagacion de enfermedades cuando no se manejan de manera adecuada. Entre estos
riesgos se incluyen la contaminacion de alimentos por organismos patégenos y vectores de
enfermedades que son atraidos por actividades agricolas y son responsables de enfermedades
(Waithira, 2010).

Los suelos agricolas, componente esencial de los ecosistemas, son considerados como
un gran filtro natural, ya que tienen la capacidad de remover microorganismos patdégenos
provenientes de las aguas residuales (Malkawi y Mohammad, 2003). La sobrevivencia de éstos
en el suelo depende de la temperatura, humedad, pH, composicion y presencia de otros
microorganismos (WHO, 2006; Garcia-Orenes et al., 2007).

De manera general, existen dos enfoques acerca de la sobrevivencia de patdgenos en el
suelo después de la irrigacién con aguas residuales. En primera instancia, el que considera que
los factores ambientales y las propiedades del suelo, asi como la microbiota nativa son capaces
de regular los microorganismos patogenos que entran al suelo a través de las aguas residuales.

Por ejemplo, las altas temperaturas conducen a la rapida mortandad mientras que
temperaturas bajas conducen a la sobrevivencia prolongada. En tanto, la acidez extrema y la

alcalinidad, (pH < 6.0 o pH > 8.0) tienden a ser desfavorables para la mayoria de las bacterias
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en el suelo, mientras que los pH neutros generalmente favorecen el crecimiento y sobrevivencia
de las bacterias entéricas. Los organismos patdgenos Erysipelothrix spp., Escherichia coli,
Salmonella spp., S. fecalis y Mycobacterium sobreviven mejor en suelos con un pH entre 6.0 y
7.0 y la mejor tasa de inactivacion es encontrada en suelos &cidos. Asimismo, la radiacion solar
directa, conduce a la inactivacion rapida de patdgenos a través de la desecacion y exposicion a
la radiacion ultravioleta (FAO, 1997; WHO, 2006).

Por otra parte, las actividades antagonistas de las poblaciones saprofiticas del suelo son
importantes en el control patdgenico o de microorganismos que provocan enfermedades. La
microflora natural se adapta a metabolizar casi cualquier sustancia organica, la cual
gradualmente ataca los patdgenos después de que las aguas residuales son aplicadas en la
superficie del suelo, por lo que numerosos procesos ambientales y del suelo se activan para
destruir algun agente patdgeno que puede estar presente. (Martin y Focht, 1977; WHO, 2006).

Asimismo, se ha reportado que algunos factores fomentan el desarrollo de
microorganismos patdgenos. A saber, los suelos arcillosos y con materia organica permiten la
supervivencia de patdgenos (FAO, 1997). La materia organica del suelo mejora la sobrevivencia
de coliformes, debido a que esta es importante para la retencién de agua, formacion y
estabilizacion de agregados y formacién de microhabitats; en tanto, las arcillas influencian la
actividad microbiana por el cambio en las caracteristicas fisicas y quimicas del hébitat
microbiano (Estrada et al., 2004).

El otro enfoque es que la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 1989) afirma que
casi todos los patogenos excretados pueden sobrevivir en el suelo por un tiempo suficientemente
largo para presentar riesgos a los agricultores. Gerba (1975) establece que la supervivencia de
microorganismos patogenos es menor de 2 a 3 meses. Por lo que, la FAO (1997) recomienda

tomar medidas para interrumpir el ciclo de infeccion.
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Si bien, los patdgenos sobreviven en la superficie de los cultivos por un periodo de tiempo corto
debido a que no estan protegidos de los rayos solares y sufren pérdidas de humedad; aun asi
representan un riesgo potencial a los manejadores de los cultivos y consumidores, especialmente
cuando los tiempos de supervivencia son mas largos que los ciclos de crecimiento de los
cultivos. Ademas, la contaminacion frecuente del suelo por el agua residual y heces fecales
cancela los efectos adversos de los factores ambientales, permitiendo a los patdgenos
permanecer viables en el suelo por dos meses 0 mas especialmente en zonas humedas y
protegidas de la luz (WHO, 1989).

No obstante, un aspecto clave que se necesita considerar cuando se evalUa el riesgo, es
la extensa variabilidad en la capacidad de los patdgenos para sobrevivir en ambientes externos
(especialmente en suelo, aire y agua). Las enfermedades bacterianas del hombre que son
comdnmente consideradas peligrosas en el uso de aguas residuales son fiebre tifoidea y
paratifoidea, colera, disenteria, gastroenteritis e ictericia leptospiral (Martin y Focht, 1977).

Malkawi y Mohammad (2003) determinaron una concentracion de coliformes totales de
2.1 x 10% a 4.2 x10% UFC g*suelo seco, mientras que fecales fueron de 1.2 x 10% a 4.2 x 102
UFC glsuelo seco en un suelo de naturaleza arida irrigado con aguas residuales. En tanto, Garcia
et al. (2007) encontraron una concentracion de 2 x 10" UFC g™suelo seco. Al-Nakshabandi et
al. (1997) obtuvieron presencia de coliformes (3.3 x 10? a 4.6 x 10* por 100 mL), principalmente
en la superficie del suelo debido al efecto de filtracion del suelo. Ademas, indican que este
contenido no se incrementa con 5 afios continuos de irrigacion porque estos organismos no
pueden persistir por un largo tiempo en el suelo, dado que tales suelos no proveen un ambiente
adecuado para su desarrollo. No obstante, es importante recalcar que esta situacion es diferente

si se modifican las condiciones del suelo y ambiente.
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Para el caso de las aguas residuales del Distrito de Riego Los Insurgentes, Castafieda et al.
(1999) afirmaron que el conteo de coliformes fecales sobrepasa los limites maximos permisibles
para las aguas residuales del Distrito de Riego los Insurgentes y por otra parte no se presento
diferencia significativa entre los meses de muestreo (7, 667 y 6, 133 de coliformes totales y
fecales respectivamente para junio; 18, 666 800 y 12, 000 000 para coliformes totales y fecales
en octubre). Asimismo, aseguran que la calidad del agua residual no es apta para riego agricola.

De manera adicional, estos autores determinaron el conteo de coliformes totales y fecales
en los suelos irrigados con estas aguas residuales de 87, 400 para el mes de octubre a 1, 360 000
en el mes de abril; cifras que se encuentran por encima del limite maximo permisible, lo que
representa un grave riesgo de contaminacion para los productos de cultivo y de infeccion para

la poblacion que trabaja la tierra, asi como para los habitantes de la region.

2.3 Resistencia a metales pesados de bacterias aisladas de suelos irrigados con aguas
residuales
Los suelos normalmente contienen bajas concentraciones de metales pesados; sin embargo, en
areas donde residuos industriales y municipales son aplicados a los suelos como fertilizantes,
las concentraciones pueden ser mas altas. Niveles excesivos de metales pesados puede ser
peligrosos para el hombre, animales y plantas (Diaz, 2004). La sobrevivencia de los
microorganismos en suelos contaminados depende de sus propiedades fisioldgicas y/o
adaptacion incluyendo cambios morfoldgicos en las células, asi como las modificaciones
ambientales (Wuertz y Mergeay, 1997).

La capacidad de los microorganismos para sobrevivir y reproducirse en un habitat
contaminado por metales pesados depende de su adaptacion metabodlica o genética. En la

naturaleza, ambos mecanismos pueden ocurrir simultaneamente en mayor o menor medida, lo
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que conduce a la adaptacion de comunidades microbianas al estrés ambiental (Bahig et al.,
2008). Con frecuencia se ha observado la presencia de bacterias, algas y hongos resistentes a
metales pesados provenientes de habitats contaminados y esta resistencia es a menudo asociada
con uno o multiples farmacos, componentes fendlicos y plaguicidas (Abdul y Asma, 2011).

Un estudio llevado a cabo por Ansari y Malik (2007) revelé que las concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) de bacterias aisladas de suelos agricolas irrigados con aguas
residuales industriales en la India fueron las siguientes: para Hg?* de 32 ug mL™, Cd?* de 200
ug mLt, Zn?* y Cu?* de 800 ug mL™y Pb?* de 1600 pug mL™. Para el caso de aguas residuales
provenientes del Rio Almendares, en Cuba, Martinez et al. (2010) determinaron la presencia de
23 cepas bacterianas que corresponden a los géneros Micrococcus, Staphylococcus, Bacillus,
Pseudomonas, Acinetobacter y Neisseria, los cuales fueron evaluados para la resistencia
microbiana (hasta 78, 223.2 y 310.8 pug mL™* para Cr®*, Cd?*y Pb?* respectivamente).

Estos autores indicaron que las cepas correspondientes a los géneros identificados,
presentaron en su totalidad resistencia a las concentraciones probadas para Pb?* y Cré*. Un
comportamiento diferente se presento frente al Cd?* en donde el género Micrococcus fue el mas
resistente y en orden descendente los restantes géneros (Pseudomonas > Stapphylococcus >
Acinetobacter > Bacillus > Neisseria).

Malik y Aleem (2011), en la India, aislaron 48 especies de Pseudomonas spp. de suelos
irrigados con aguas residuales y 91.6% de éstas fueron resistentes contra Hg?*, Cd?*, Cu?*, Zn?*,
Ni2*, Pb?*, Cr¥" y Cr®"; ademas, observaron una concentraciéon minima inhibitoria de 200 pg
mL* para Hg?* y 3, 200 pg mL™* para otros metales. Ahemad y Malik (2012) aislaron un total
de 34 bacterias de suelos agricolas irrigados con agua residual contaminada con metales pesados
y encontraron Pseudomonas (23 especies aisladas), Bacillus (5 especies aisladas) y

Staphylococcus (6 aisladas). Ademas, las cepas de Pseudomonas SN7, SN28, SN30 fueron
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seleccionadas debido a que exhibian co-resistencia contra Cu®*, Hg?*, Cd?*, Ni%*, Pb?*, Cr¥*y
Cr® en adicion a Zn?* y con valores altos en la concentracion minima inhibitoria para cada
metal. Los resultados anteriores, sugieren que la resistencia bacteriana a metales puede ser usada
para la bioremediacion de metales pesados.

En tanto, se ha reportado que los hongos exhiben considerable tolerancia a metales
pesados y se vuelven organismos dominantes en habitats contaminados. Iram et al. (2012)
reportaron cepas de hongos aisladas de suelos agricolas irrigados con aguas residuales
industriales en Pakistan, entre estas se encuentran: Aspergillus flavus, A. niger, A. vesicolor,
Scopulariopsis sp., Curvularia sp., Helminthosporium sp., Humicola grisea sp., Nannizzia sp.,
y Fusarium. De las anteriores destacan A. niger y A. flavus, las cuales mostraron una CMI de
800-1,000 pg mL™* a Cré*y Pb?* y Fusarium presenté una CMI de 1, 000 pug mL* para ambos

metales.

2.4 Micromorfologia de suelos
La micromorfologia es una rama de la edafologia que se relaciona con la descripcion,
interpretacion y principalmente con la medicién de los componentes, rasgos y el arreglo de los
constituyentes (fabrica) de los suelos a un nivel microscopico. La micromorfologia de suelos
ofrece datos exactos in situ de la zona de estudio, a través de muestras inalteradas y resulta muy
util para observar y valorar el grado de perturbacion o efectos ecoldgicos sobre un sitio en
particular (Bullock et al., 2004).

El lado descriptivo de la micromorfologia es indispensable por varias razones: (i) para
registrar con detalle las caracteristicas de los suelos ya sea a nivel de un grano de cuarzo, de un
arreglo estructural o de un rasgo debido a un proceso en particular; (ii) para establecer las bases

en la reconstruccion de los procesos que han ocurrido o que se estan desarrollando en los suelos
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(iii) para proporcionar bases solidas en la clasificacion de los suelos ya sea con propositos
generales o especificos; (iv) para comparar las propiedades de diferentes suelos dentro de un
orden, un suborden o un gran grupo o aun a niveles inferiores del sistema de clasificacion tales
como las series de suelos y (v) para apoyar a otros analisis y para escoger de manera selectiva a
los andlisis mineraldgicos, quimicos y fisicos, que deban realizarse (Bullock et al., 2004).

Por otra parte, uno de los mayores problemas en microbiologia del suelo es la
examinacion de la distribucion de microorganismos en suelos naturales y su relacion con la
fraccion mineral y organica del suelo. La técnica de preparacién de secciones de suelos
embebidas en unaresina (Figura 2.1), provee la oportunidad del estudio de muestras inalteradas.
En ese sentido se utiliza lo que se conoce como microscopia de fluorescencia a través de la
tincién con fluorocromos para identificar a las bacterias en secciones delgadas, los cuales

pueden parecer mas adecuados para las tinciones con iluminacion incidente.

Nucleo Bloque con resina Corte del bloque Seccion delgada

=N
s

7 |

Imagen compuesta

RGB -—

Figura 2. 1. Produccion de secciones delgadas y su visualizacion (Frank y Mills 2007).

19

——
| —



2.5 Microscopia de fluorescencia

2.5.1. Principios de microscopia de fluorescencia

Cuando se absorbe un fotdn de energia, el electron de la molécula fluorescente es excitado desde
un estado basal de energia a uno alto y vibracional. El electrén energizado luego regresa a su
estado de energia basal con una pérdida de energia vibracional hacia el ambiente. Durante el
retorno de la molécula hacia su estado basal, un fotdn de longitud de onda larga es emitido, esto

es referido como fluorescencia (Li et al., 2004).

Dos tipos de fluorescencia son importantes en la Ciencia de la Tierra:

Fluorescencia Primaria o Autofluorescencia. El espécimen exhibe el fenémeno de
fluorescencia sin un pre-tratamiento; ejemplos bien conocidos de minerales son fluorita, calcita,
yeso, etc. En micromorfologia del suelo, la fluorescencia primaria de celulosa es el diagnéstico
mas utilizado para los residuos de plantas secos.

Fluorescencia secundaria. Ciertos materiales al ser impregnados con colorantes fluorescentes
exhiben una fluorescencia secundaria cuando sean irradiados; tales colorantes son llamados

fluorocromos (Stoops, 2003).

2.5.2 Tincién de bacterias en secciones delgadas

Para la tincion de elementos especificos en seccion delgada se usan los flourocromos, los cuales
son colorantes que pueden ser clasificados en dos grupos de acuerdo con sus caracteristicas
funcionales. El primer grupo tifie especificamente componentes celulares tales como &cidos
nucleicos, proteinas, lipidos o la membrana celular. EI segundo grupo de flourocromos no
fluoresce por si mismo, pero puede volverse fluorescente como el resultado de un proceso

metabdlico celular (Li et al., 2004).
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De los fluorocromos mas utilizados para tincion de microorganismos en seccion delgada se
encuentra el naranja de acridina y el calcofluor; el primero, se considera como un colorante de
naturaleza basica (cationico) y el segundo acido (anionico). El naranja de acridina es uno de los
colorantes més estudiados y mas comunmente empleado para la tincion de &cidos nucleicos de
microorganismos. En tanto, el calcofltor rodea las estructuras de polisacaridos de las superficies
de células microbianas (Li et al., 2004).

Al respecto, Postma y Altemiller (1990) reportan que el color de las bacterias tefiidas
con naranja de acridina fue débilmente verde a una concentracion baja de este colorante (0.05 g
L) e intensamente rojo a una concentracion alta (1 g L™); mientras que el color del suelo varia
de anaranjado a rojo. Otra caracteristica es que el DNA fluoresce de color amarillo-verde y el
RNA aparece de color naranja a rojo (Molecular Probes, 2003). Muchos de los efectos de
impregnacion con naranja de acridina, desaparecen después del montaje en resinas poliéster.

Por otro lado, las células bacterianas también son tefiidas de una coloracion azul brillante
con calcofltor, mientras que el suelo no absorbe el fluorocromo. La resina poliéster no tiene
influencia negativa en la intensidad de impregnacién (Postma y Altemdller, 1990). Es posible
realizar contratinciones en el suelo utilizando naranja de acridina y calcofldor y encontraron un
alto contraste entre la matriz del suelo y las bacterias (Postma y Altemdller, 1990).

Ahora bien, la autofluorescencia de la resina interfiere en gran medida con la
visualizacion de células bacterianas tefiidas en secciones delgadas; sin embargo, la flourescencia
de la resina puede reducirse con la disminucion del espesor de la seccion delgada (Altemuller y
van Vliet-Lanoe, 1990). Tippkotter y Ritz (1996), aseguran que un grosor de entre 15y 20 um
es generalmente adecuado para estudios bioldgicos. Asimismo, Li et al. (2004) mencionan que

el grosor ideal para tincion de microorganismos en seccion delgada es de 15 um. Este espesor
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produce una buena imagen no solo para reducir la fluorescencia fuera de foco del espécimen,
sino también minimiza la autofluorescencia de la resina.

En cuanto a la duracion de la fluorescencia, Chen y Koopman (1997) realizaron un
conteo de microorganismos en muestras de agua, con aplicacion de naranja de acridina y
reportaron que la tincion de cerca de 90% de los microorganismos permanece después de 1 dia,
almacenando las muestras a 4° C. Asimismo, estos mismos autores aseguran que el uso de
muestras pretefiidas con cualquier fluorocromo con afinidad a &cidos nucleicos, debe ser
limitado a un dia. En tanto, para el caso del clacofltor este tiene un periodo de duracién de
fluorescencia de nueve meses con un almacenamiento a temperatura ambiente (Postma y

Altemuller, 1990).

2.6 Distribucion espacial de bacterias en el suelo

El suelo es un sistema heterogéneo donde el comportamiento de los microorganismos es
afectado por su microambiente inmediato (Li et al., 2004). Debido a que éstos pueden reaccionar
solo se relacionan en su ambiente local, todas las interacciones son intrinsecamente espaciales.
Este microambiente afecta la captura de nutrimentos, competencia, riesgo de predacion y
sobrevivencia. Por el contrario, los individuos pueden influenciar solo las condiciones en su
area inmediata adyacente. Para los microorganismos el ambiente local es restringido ya que
éstos son muy pequefios, usualmente una bacteria mide <2u (Franklin y Mills, 2007).

La distribucion de los microhabitats en el suelo probablemente involucra una variedad
de tamafios de franjas colonizadas, y se piensa que la localizacion de las fuentes de nutrimentos
es uno de los principales factores que determinan la distribucion de las bacterias en el suelo
(Franklin y Mills, 2007); y por otra parte, los agregados del suelo pueden ser microhabitats

béasicos, en donde la distribucion de microorganismos puede estar cercanamente relacionada con
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la estructura y composicion de los agregados (Li et al., 2004). En particular, las practicas de
manejo agricola han mostrado reducir la heterogeneidad en las caracteristicas del suelo, lo cual
puede influenciar la comunidad microbiana y el ciclaje de nutrimentos (Franklin y Mills, 2007).

El anélisis cuantitativo de la variabilidad espacial de bacterias en el suelo requiere la
localizacion de células bacterianas para ser medidas con precision a diferentes escalas (Nunan
et al., 2001). El problema para determinarla, es que generalmente se cuantifican a partir de
muestras alteradas por lo que no se puede conocer la distribucion de bacterias en el suelo y la
relacién que tienen con otros componentes del mismo (Li et al., 2004).

Las secciones delgadas, al elaborarse a partir de muestras de suelos inalterados, pueden
utilizarse para estudiar la distribucién espacial de las bacterias in situ. Esta técnica usa resina
para impregnar y endurecer al suelo por lo que es posible observar bajo el microscopio la matriz
del suelo, su estructura y su relacion con los microorganismos (Li et al., 2004). Asimismo, las
técnicas de imagenes en microscopia proveen una manera directa de caracterizar la distribucién
de los microorganismos. Para lograr este fin, la microscopia de fluorescencia es una de las
técnicas cominmente usadas. Esta técnica ha sido utlizada para caracterizar las poblaciones
autoctonas y monitorear la distribucion de microorganismos introducidos al suelo (Li et al.,
2003).

No obstante, a pesar de la importancia del conocimiento de la variabilidad espacial en la
microbiologia ambiental, los estudios que especificamente consideran la escala espacial cuando
examinan los patrones de distribucion microorganismos, son aun escasos. A menudo, cuando
los ec6logos microbianos publican documentos describiendo la variacion o distribucion espacial
de bacterias en el ambiente, ellos solo reportan resultados de estudios monitoreando la

distribucion individual a microescala (Franklin y Mills, 2007); lo cual requiere altas
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magnificaciones de microscopio. El area de visualizacion de los campos son muy pequefios
(tipicamente ~0.01 mm?) (Nunan et al., 2001).

Por lo anterior, es necesaria la adquisicion de imagenes de campos contiguos para ser
unidos a través de mosaicos, lo que permite la generacion precisa de imagenes de calidad y con
definicion suficiente para ser cuantificadas a diferentes escalas (Nunan et al., 2001); ademas, de
lograr mejor visualizacion de los procesos que ocurren en el suelo y para el caso de los
microorganismos, un mejor entendimiento de su dindmica en éstos.

El tamafio de la microescala depende del nivel en el que los microorganismos interactian
con su microhabitat y los métodos de medicion empleados para cuantificarla deberan denotar
conocimiento de las escalas de estas interacciones, las cuales tienden a ocurrir en pocos
micrémetros (Nunan et al., 2003).

Theng y Orchad (1995) propusieron un diagrama (Figura 2.2) que muestra la interaccion
de bacterias y hongos con las particulas minerales en los agregados del suelo. Las células
bacterianas con una cubierta de polisacaridos extracelulares (EPS) son envueltos por particulas
de arcillas. El espacio poroso donde las arcillas y las bacterias interactlan, puede estar
relativamente enriquecido en materia organica. Las hifas de hongos estan adheridas a las
superficies externas de los agregados. Particulas de arcillas se adhieren a la superficie de la
célula a través de puentes de cationes polivalentes, aunque algunos pueden ser unidos por

interacciones electrostaticas.
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Capsula de EPS

Materia organica

Particula de arena

Figura 2.2. Diagrama que ilustra la interaccién de bacterias y hongos con particulas minerales en agregados del
suelo (Theng y Orchad, 1995). En a) se muestra la unién a través de cationes polivalentes Mn*2. b) y c) representan
interacciones electrostaticas. (EPS=exopolisacaridos).
2.7 Fisiologia de microorganismos
Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal se caracterizan por su capacidad de estimular
el crecimiento de las plantas, a través de mecanismos de tipo directo o indirecto. La estimulacion
directa puede incluir fijacion de nitrogeno, produccion de hormonas, reduccion de niveles de
etileno en el suelo, solubilizacion de fosfatos y secrecion de sideréforos, entre otros (Aguado et
al., 2012).
2.7.1 Solubilizacion de fosfatos. La solubilizacion de fosfatos es aceptada como la actividad
mas importante dentro de las mdultiples propiedades de los microorganismos del suelo. Esta
promueve el crecimiento de la planta y su nutricion (Vassilev et al., 2006).

El fosforo inorgénico puede presentarse en formas solubles e insolubles en la naturaleza;
la forma inorganica mas comun es ortofosfato (HsPOs). Como una especie anibnica, la

concentracion de fosfato estd controlada por su solubilidad bajo la presencia de un cation
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alcalino tal como Ca?* 0 Mg?* o en la presencia de cationes metalicos como Fe?*, Fe**, o AI®Y,
a un pH apropiado (Ehrlich y Newman, 2009).

Muchos de los componentes tienen alto peso molecular los cuales deben ser
biotransformados a fosfatos solubles idnicos (HPO4* H.PO%), 0 a fosfatos organicos de bajo
peso molecular para ser asimilados por la célula; sin embargo, en sitios contaminados, son
liberadas grandes cantidades de fosfatos xendbioticos, los cuales son usados como plaguicidas,
aditivos de detergentes o antibioticos. Estos componentes de C-P son generalmente resistentes
a la hidrdlisis quimica y a la biodegradacion (Rodriguez y Fraga, 1999).

La solubilizacion de fosfatos toma lugar a través de varios procesos microbianos. Esta
actividad esta determinada por la capacidad de los microorganismos para liberar metabolitos
tales como &cidos organicos (grupos hidroxilos y carboxilos) e inorganicos (&cidos sulfhidrico,
nitrico y carbdnico) que a través de sus grupos radicales quelan el cation que se encuentra ligado
al fosfato y transformado a formas solubles. Otro mecanismo involucrado en la solubilizacién
de fosfatos es la extrusién de protones (Rodriguez Fraga, 1999; Khan et al., 2009). La
mineralizacion microbiana de fosforo organico esta fuertemente influenciada por parametros
ambientales; de hecho, la alcalinidad moderada favorece la mineralizacion del fosforo organico
(Rodriguez y Fraga, 1999).

Entre los microorganismos ectorizosféricos, mas efectivos reportados en la
solubilizacion de fosfatos, se encuentran: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium y Enterobacter y
hongos como Penicillium y Aspergillus (Khan et al., 2009). Asimismo, también se han reportado
algunos géneros de bacterias como Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium,
Micrococcus, Aerobacter, Erwinia y algunas levaduras que son comunes en la rizosfera

(Vassilev et al., 2006).
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2.8 Geomicrobiologia

La geomicrobiologia puede ser definida como el estudio del papel de los microorganismos en
los procesos geoldgicos (Gadd, 2010). Dentro de los tépicos claves de esta disciplina se
encuentran el ciclaje biogeoguimico de elementos, formacion e intemperizacion de minerales,
y las transformaciones quimicas de metales, metaloides y elementos radioactivos (Ehrlich,
1996).

Los microorganismos interactian con metales y minerales en ambientes naturales y
artificiales, alterando sus estados fisicos y quimicos; en contraparte, los minerales y metales
también son capaces de afectar la actividad, crecimiento y sobrevivencia microbiana. Las
actividades metabolicas generales de todos los microorganismos afectan la distribucion de los
metales y su biodisponibilidad, debido a su necesidad metabolica y la existencia de mecanismos
bioquimicos para la acumulacion celular (Gadd, 2010).

Adicionalmente, algunos procesos microbianos importantes pueden ser influenciados
por los minerales, incluyendo la generacion de energia, la adquisicion de nutrientes, la adhesion
celular y la formacion de biofilms. Los nutrimentos esenciales pueden ser adquiridos por encima
de los niveles ambientales circundantes de las superficies minerales (Gadd, 2010).

Contaminantes ambientales, incluidos los metales, pueden ser sorbidos a las superficies
de los metales y estos pueden ser desplazados por la actividad microbioldgica. Los
microorganismos son capaces de llevar a cabo la precipitacién de metales y minerales ya sea
por produccién de metabolitos, cambio en las condiciones fisicas y quimicas de su

microambiente y por liberacion indirecta de sustancias que precipitan los metales (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Mecanismos involucrados en la detoxificacion y transformacion de metales, incluyendo los

mecanismos que restringen la entrada a la célula (Gadd, 2010).

La interaccion metal-mineral-microorganismo son clave importante dentro del marco de la
geomicrobiologia y los procesos de biomineralizacion microbiana. El término
biomineralizacion representa los procesos colectivos por los cuales los organismos forman
minerales (Gadd, 2010). Tales interacciones son especialmente importantes en la denominada
“zona critica” terrestre, definida como el ambiente en el cual se desarrollan complejas
interacciones entre las rocas, suelo, agua, aire y microorganismos vivientes que regulan el
habitat natural y determinan la disponibilidad de recursos que sostienen la vida. No obstante,
no existen estudios que aborden la relacion directa entre los minerales, la actividad microbiana
y la concentracion de metales pesados en suelos especialmente Antrosoles irrigados con aguas

residuales.
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Los estudios mas cercanos al tema han sido realizados por Dendooven et al. (2010) quienes
determinaron la dinamica del C y N en suelos del Lago de Texcoco, zona en la cual fueron
depositados residuos provenientes de aguas residuales. Esta zona se caracteriza por altas
concentraciones de sales, pH elevadamente alcalinos y presencia de minerales tales como silice
amorfa, esmectitas, caolinita y cristobalita. Las caracteristicas anteriores catalogan al suelo
como un microecosistema unico. Los resultados mas sobresalientes reportados por estos autores
son que las condiciones hipersalinas no inhiben completamente la actividad de las bacterias en
el ciclo de nitrégeno.

Por otro lado, el papel de minerales alofanicos en la proteccion de la materia organica
contra el ataque bioldgico fue demostrado en estudios donde la mineralizacion fue medida en
suelos alofanicos, sin alofano y suelos no alofanicos mejorados con alofano. En cada uno de
estos estudios, la mineralizacion de estos sustratos fue reducida por la presencia del alofano. La
formacion de complejos Al-M.O. ha sido postulada como que provee un mecanismo de
estabilizacion de la M.O. contra el ataque bioldgico (Baldock y Skjemstad, 2000).

Los componentes del silicio en la forma de arcillas (aluminosilicatos), pueden ejercer un
efecto en los microorganismos del suelo ya que pueden estimular o inhibir el metabolismo
microbiano, dependiendo de las condiciones. Los efectos de las arcillas son mayormente
indirectos; es decir, las arcillas tienen a modificar el habitat microbiano fisicoquimicamente,
promoviendo asi una respuesta fisiol6gica por los microorganismos (Baldock y Skjemstad,
2000; Estrada et al., 2004).

Entre los efectos beneficiosos, las arcillas pueden amortiguar el ambiente del suelo y
ayudar a mantener un pH favorable que promueva el crecimiento y el metabolismo de algunos
microorganismos, que de otra manera puede ser disminuido o detenidos si el pH se vuelve

desfavorable. Por el contrario, las arcillas pueden suprimir el crecimiento microbiano y el
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metabolismos por absorcion de los nutrientes organicos, haciéndolos menos disponibles para
los microorganismos. Asimismo, las arcillas pueden también absorber antibioticos microbianos,
responsables de hacerlos menos activos (Ehrlich y Newman 2009).

En el caso de los 6xidos metélicos de rango corto de hierro y aluminio, especialmente
sus nanoparticulas, son los componentes mas reactivos de suelos acidos y neutros. Estos juegan
un papel significante en la influencia del comportamiento del suelo, por ejemplo: en la catalisis
mineral de formacion de sustancias humicas, la influencia de la estabilidad enzimatica y
actividad microbiana, y junto con las actividades microbianas en transformaciones de metales y

minerales (Huang et al., 2005).
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CAPITULO 3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 Objetivo general

Analizar las relaciones minerales-microorganismos-metales pesados-propiedades edaficas en
Antrosoles de origen volcanico en cultivos de maiz, pasto y alfalfa en dos tipos de tierras y
determinar la distribucion espacial in situ de colonias bacterianas en condiciones contrastantes

en suelo rizosferico del distrito de riego los Insurgentes, Teoloyucan, Estado de México.

3.1.1 Objetivos especificos

a. Relacionar la concentracion de metales pesados totales con diferentes propiedades edéaficas
de cultivos de maiz, pasto y alfalfa en tierras lamas y negras.

b. Cuantificar poblaciones de bacterias aérobicas y hongos, asi como microorganismos
solubilizadores de fosfatos de suelo rizésferico de maiz, pasto y alfalfa de tierras lamas y negras.
c. Evaluar el efecto de la presencia de metales pesados sobre la resistencia de microorganismos
aislados de suelo rizosferico de maiz, pasto y alfalfa en tierras lamas y negras.

d. Determinar la distribucion y sitios preferenciales para las comunidades bacterianas en dos

sitios contrastantes.

3.2 Hipotesis

a) Debido a la alta reactividad de los suelos, la disponibilidad de metales pesados es baja, lo que
no restringe el desarrollo de microorganismos.

b) Los microorganismos son mas abundantes en tierras negras que en lamas debido a su tamafio

de particula retencion de humedad y contenido de materia organica.
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¢) Los microorganismos de suelos irrigados con aguas negras no presentan alta resistencia a
metales pesados debido la baja concentracion de éstos.
d) Los microorganismos se agrupan en minerales con materia organica, primero como un

microhabitat y segundo como un medio de nutriciébn mas que relacionarse con la raiz.
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) CAPITULO 4
INTERACCION MICROORGANISMOS-METALES PESADOS EN LA RIZOSFERA
DE CULTIVOS EN ANTROSOLES IRRIGADOS CON AGUAS RESIDUALES

4.1 Resumen

La interaccion entre los microorganismos y metales pesados (MP) en la rizosfera de cultivos
irrigados con aguas residuales fue analizada en Antrosoles con alta actividad biologica. El
estudio se realizd en el distrito de riego Los Insurgentes en Teoloyucan, Estado de México.
Muestras de suelo de la zona rizosférica de maiz (Zea mays), pasto forrajero (Lolium
multiflorum) y alfalfa (Medicago sativa) fueron colectadas en dos clases de tierra: negra (textura
arcillosa, pobre drenaje) y lama (textura franco y buen drenaje), ambas con diferente pH y altos
contenidos de materia organica (MO) y fosfatos solubles. Analisis fisicos, quimicos, bioldgicos
y la concentracion de MP totales fue determinada. El Cd es el unico metal pesado que supera
los limites permisibles; sin embargo, hay asociaciones entre MP, clase de tierra, tipo de cultivo
o0 propiedad edéafica. Las interacciones son: Cd-(alfalfa, tierras lama- pH ligeramente &cido);
Cu-(tierras negras-pH alcalino), Zn- (pasto, tierras lamas -pH acido y MO) y Pb- (tipo de
cultivos-clases de tierra). Con el andlisis estadistico entre las propiedades edéaficas y tamafio de
las poblaciones de microorganismos se encontr6 que en bacterias el pH y humedad explican su
comportamiento heterogéneo y en hongos es solo la humedad. Asimismo, destaca la presencia
de microorganismos solubilizadores de fosfatos sobre todo en alfalfa-tierra negra y maiz-tierra
lama (1 x 10* UFC g suelo seco), en suelos extremadamente ricos en P disponible a pesar de
la alta reactividad de los suelos. La resistencia de las bacterias a MP, por tipo de cultivo fue:
alfalfa >maiz> pasto, pero fue baja comparada con otros estudios, debido a que no existe
presion selectiva por contaminacion.
Palabras clave: propiedades edaficas, tamafio de poblaciones aerdbicas, microorganismos

solubilizadores de fosfatos, resistencia a metales pesados.
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Tania Gonzalez-Vargas, Ma. del Carmen Gutiérrez-Castorena, Julian Delgadillo-Martinez, Efrain R. Angeles-
Cervantes, Patricio Sanchez-Guzman. Interaccién microorganismos-metales pesados en la rizdsfera de cultivos en
Antrosoles irrigados con aguas residuales. XX Congreso Latinoamericano y XVI Congreso Nacional de la Ciencia

del Suelo, que se llevé a cabo del 9 al 15 de Noviembre de 2014, en la Ciudad del Cusco, Per.

4.2 Introduccion
El uso de aguas residuales, en suelos agricolas, es una practica comun a nivel internacional
(Hamilton et al., 2007; Acosta-Alvarez, 2007) y cuestionada por el aporte de metales pesados
(MP) y/o microorganismos patdgenos. Algunos autores reportan que las aguas residuales no
contaminan (Mapanda et al., 2005; Ansari y Malik, 2007); mientras que otros indican que
pueden tener concentraciones de MP que superan los limites permisibles (Nayek, 2010).

La zona metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM) genera un promedio anual de
237 m® s de aguas residuales, parte de las cuales, son utilizadas para la agricultura desde 1890
(CONAGUA; 2011), sobre todo en el Valle del Mezquital (Chavez et al., 2011). En ese Valle
se localiza el mayor distrito de riego con aguas residuales a nivel mundial con 90 mil ha
(Hamilton et al., 2007), y ha sido sujeto a numerosas investigaciones en cuanto a la
contaminacion de sus suelos por MP; sin embargo, los resultados son contrastantes.

Siebe (1994) y Acosta-Alvarez (2007) mencionan que no hay contaminacion de metales
pesados; no obstante, Cajuste et al. (1991) reportaron en algunos suelos presencia de Pb y Cr
en concentraciones que pueden ser un riesgo para la salud. Ramirez et al. (2002) analizando el
Hg, Cu y Cr total y Pb, Cd y Cu disponibles encontraron incrementos en su concentracion sin
superar todavia los limites permisibles. Muchos de estos MP estan asociados con la fraccién

organica del suelo, sobre todo el Pb (71 %) (Flores et al., 1997), o bien, pueden traslocarse al
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cultivo de alfalfa, como el Zn, o almacenarse en los granos de trigo, como el Cd y Ni (Vazquez-
Alarcon et al., 2001).

En la region, hay otros distritos de riego que han merecido menos atencion a pesar de
encontrarse a menos de 20 km de la Ciudad de México. El distrito Los Insurgentes, en
Teoloyucan, Estado de México, es uno de ellos. Tiene una superficie de 30, 000 ha y mayor
actividad antropica y bioldgica por lo que los suelos se clasifican como Terric Hydragic
Anthrosols incluso Hortic (Reséndiz et al., 2013). Estos suelos contrastan con los Feozems y
Vertisoles del Valle de Mezquital (Siebe, 1994), por lo que la relacion entre MP-propiedades
edaficas debe de ser diferente, no s6lo por su origen al ser materiales de origen volcanico sino
por la intensidad de manejo.

En este distrito, los productores reconocen dos clases de tierras: negras y lamas, en donde
cultivan maiz, pasto forrajero y alfalfa. Rivera-Vargas (2013) reportd que en tierras negras, con
cultivo de alfalfa, se presentan la mayor concentracion de Zn disponible; no obstante, la
interaccion de los MP en la rizosfera de las diferentes clases de tierra y tipos de cultivos se
conoce poco a pesar de la importancia del distrito de riego en la produccion de forraje.

Otro de los problemas que se genera con el uso de las aguas residuales en los suelos
agricolas es la contaminacion bioldgica (Al-Nakshabandi et al., 1997), en especial con
microorganismos patdgenos (Duran y Jiménez, 2014). Incluso algunas bacterias estan bien
adaptadas a sitios contaminados con aguas residuales (Bahig et al., 2008). Sin embargo, en estos
distritos de riego no se ha determinado la abundancia de microorganismos, sus funciones y
mucho menos sus interacciones con MP. En otros paises, por ejemplo en Aridisoles irrigados
con aguas residuales, se ha encontrado una tendencia al aumento de las poblaciones microbianas
(Ahemad y Malik, 2011). En Antrosoles, de Teoloyucan se espera una mayor cantidad de

microorganismos y una interaccion mas compleja con los MP debido a las condiciones edaficas
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particulares que pueden favorecer su crecimiento (altos contenidos de MO, humedad y
nutrimentos). Ademas, es necesario analizar el papel de los microorganismos en la
solubilizacion de fosfatos, ya que hay un alto contenido de P disponible a pesar de la alta
reactividad de los suelos (Rivera- Vargas, 2013).

Los microorganismos afectan la distribucion de los MP y su biodisponibilidad por sus
necesidades metabdlicas (Gadd, 2010) y generan mecanismos especificos de resistencia a
metales pesados (Lima e Silva et al., 2012), por la presion selectiva (Nonnoi et al., 2012). En
consecuencia, la sobrevivencia de los microorganismos depende las propiedades bioquimicas
intrinsecas y estructurales de éstos, incluyendo cambios morfolédgicos de las células (Bahig et
al., 2008). Giller et al. (2009) menciona que la mayoria de estos estudios obvian métodos
estandarizados o fallan al omitir datos de importantes propiedades del suelo y concluyen que sin
esta informacion es imposible identificar factores clave que presenten alta relacion con las
poblaciones microbianas.

La fuerte influencia antrdpica y biologica desde hace 40 afios en los suelos de
Teoloyucan (Reséndiz et al., 2013), la irrigacién con aguas residuales y la presencia de
minerales amorfos (Gutiérrez et al., 2005) que son altamente reactivos (Wada, 1989), hacen que
estos suelos sean Unicos a nivel internacional y un interesante modelo para comprender la
interaccidn de los microorganismos con MP en la rizésfera de diferentes tipos de cultivos.

Por lo anterior, las hipotesis planteadas son las siguientes: i) los microorganismos no
presentan restricciones en su crecimiento, debido a la baja concentracion de metales pesados;
if) los microorganismos son mas abundantes en tierras negras que en lamas debido a su tamafio
de particula fino, retencién de humedad y contenido de materia organica y iii) las bacterias no

presentan alta resistencia debido a que no existen concentraciones altas de metales pesados.
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Los objetivos de este trabajo fueron 1) determinar la concentracion de metales pesados, y 2)
relacionar el tamafio de la poblacion de bacterias aerdbicas y hongos con algunas propiedades
edaficas, 3) evaluar la resistencia de las bacterias a metales pesados, y 4) relacionar la
concentracion de fosforo disponible con la presencia de bacterias solubilizadoras de fosfatos en
dos clases de tierras y en tres tipos de cultivos (maiz, pasto forrajero y alfalfa) en el distrito de

riego Los Insurgentes, Teoloyucan, Estado de México.

4.3 Materiales y Métodos
4.3.1. Zona de estudio
El presente estudio fue llevado a cabo en un valle agricola de 450 ha localizado dentro del
distrito de riego Los Insurgentes, el cual se encuentra en la periferia de la Laguna de Zumpango,

Municipio de Teoloyucan, Estado de México (Figura 4.1).

19°47'30"N

USA

19°46'0"N

Mexico

99°10'30"W 99°9'0"W

Figura 4.1 Localizacion de la zona de estudio (Tomado de Reséndiz-Paz et al. (2013).
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El clima predominante en esta zona es C(Wo)(w) que corresponde a clima templado con menos
de 5% de incidencia de lluvias durante el invierno; cuenta con una temperatura promedio de
15°C con temperaturas minimas en el periodo de invierno de 5°C y niveles maximos de 30°C
en el verano.

La precipitacion media anual oscila entre 600 y 700 mm, la cual se distribuye
principalmente en el periodo mayo-octubre. El territorio del Municipio de Teoloyucan pertenece
orograficamente a la Provincia del Eje Neovolcanico y esta localizado en la subprovincia Lagos
y Volcanes Anahuac.

Los suelos originales de la zona de estudio eran Vertisoles y Feozems (Plan Municipal
de Desarrollo Urbano de Teoloyucan, 2004); sin embargo, en los 70s fueron sepultados con
diferentes sedimentos dragados de los canales de riego y la laguna de Zumpango. Por el grosor
de los sedimentos y la irrigacion con aguas residuales, los suelos se clasifican actualmente como
Terric Hydragic Anthrosols, incluso algunos se designan como Horticos por su alta actividad
bioldgica (Reséndiz et al., 2013). Ademas, los productores dividen a estos suelos en dos clases
de tierras de acuerdo con su color y origen: negras formadas a partir de sedimentos lacustres y

lamas, desarrolladas a partir de sedimentos aluviales.

4.3.2. Muestreo de suelos

Del mapa de clases de tierras generado por Reséndiz et al. (2013) se seleccionaron dos areas
representativas y tres tipos de cultivos. En las areas cultivadas de cada clase de tierra se
colectaron nueve muestras en la zona rizosferica: tres en maiz, tres en pasto y tres en alfalfa, de
0-20 cm de profundidad y se realizaron muestras compuestas por cultivo. Al final se obtuvieron

tres muestras por tipo de tierra que representan a cada uno de los cultivos.
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4.3.3. Andlisis de laboratorio

Los siguientes parametros fisicos y quimicos del suelo se determinaron de acuerdo con Van
Reeuwijk (2002): textura (método de la pipeta), retencion de humedad, pH (relacion suelo: agua
1:2.5), materia organica (método de Walkley-Black), fosforo extractable con NaHCO3zy con
acido citrico y capacidad de intercambio cationico (extraccion con NH4sOAc 1M).

Los MP totales se obtuvieron mediante digestion acida con HNO3z y HCIO4 (4:1) (Mc-
Lean y Bledsoe 1992; Twyman, 2005) y las lecturas de Cd, Cu, Ni, Pb y Zn se realizaron en un
espectrofotometro de absorcion atdmica.

El tamafio de la poblacion de bacterias aérobicas y hongos, asi como de microorganismos
solubilizadores de fosfatos se determinaron mediante el método de cuenta viable en placa y su
valor se reporté en UFC por gramo de suelo seco. La resistencia a MP de bacterias aisladas de
la rizosfera de maiz, pasto forrajero y alfalfa se obtuvo mediante el método de siembra en placa
(Malik y Jaiswal 2000; Aleem et al., 2003) utilizando concentraciones crecientes de CdSOs,
CuS04-5H20, HgCl2, K2Cr207, NaAsOz, Ni(NOs)s Pb(NOs3)2, y ZnSO4. Los datos se expresaron

como porcentaje de microorganismos tolerantes a cada concentracion del metal.

4.3.4 Andlisis estadistico

Los datos de propiedades edéaficas (fisicas, quimicas) y concentracion de MP totales se
sometieron a analisis de correlacion y regresion lineal para determinar cuéales de estas
propiedades determinaban el tamafio de las poblaciones microbianas. A los datos de
concentracion de MP totales y el tamafio de las poblaciones microbianas con respecto a cada
clase y tipo de cultivo se les aplicO una prueba t de Student para observar diferencias

significativas con una p<0.05.
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4.4 Resultados y discusion

4.4.1 Propiedades edaficas de la zona rizosférica

Las tierras negras tienen contenidos altos de MO (2.68-4.4%) y de fdsforo disponible (221.1 +
185.7 mg kgl). Ademas, presentan un elevado contenido de humedad (hasta 38.6%), textura
arcillosa y alta CIC (hasta 41.82 + 15.31 cmol kg™l); el drenaje es pobre que generan condiciones
reductoras. Por su parte, las tierras lamas tienen una textura franco arcillosa hasta franco limosa,
contenidos altos de MO (2.47-3.32% con un valor extremo en el pastizal 11.65%) y de fosfatos
(276 + 110 mg kgl). La capacidad de retencion de humedad es mayor (hasta 47.5%), pero la
CIC disminuye (hasta de 23.14 + 3.95 cmol kg™); bien drenado. Las propiedades edaficas de

los suelos estudiados se reportan a detalle en el Cuadro 4. 1.

4.4.2. Metales pesados totales
Las concentraciones de MP determinadas fueron: Cd (0.8-4.43 mg kg?), Cu (14.63-56.65 mg
kgl), Ni (21.9-24.26 mg kg™), Pb (18.97-26.03 mg kgt) y Zn (46.47-73.96 mg kg*) (Figura
4.2). De acuerdo con Denneman y Robberse (1990) y el Estandar de Paises Bajos (1994) estos
valores en la zona rizosférica no representan un problema de contaminacion para los cultivos.
Sin embargo, cuando se utilizan criterios mas estrictos como los propuestos por SEPA (1995)
para la produccion agricola y salud humana y por Lindsay (1979), entonces se puede indicar
que los suelos estan contaminados por Cd, pues se encuentra en concentraciones mayores a 0.6
mg kg*. Con el analisis estadistico de los MP, tipos de cultivos y clases de tierras se encontrd
que hay diferencias entre ellos (p<<0.05) como se reporta en la Figura 4.2.

La mayor concentracion de Cd ocurre en alfalfa cultivada en TLs, las cuales tienen un
pH de 6.13, condiciones donde se presenta la mayor adsorcion con la fase sélida del suelo

(Christensen, 1984). En cambio el Cu, aunque se ha indicado que tienen alta afinidad con la MO
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(Kabata-Pendias, 2001), no tiene ninguna relacion con ésta pero si con el pH. Este metal
presento las concentraciones mas altas a pH alcalinos, en TN, al ser facilmente sorbido con los
componentes del suelo (Alloway, 2010).

Los valores del Pb presentan algunas diferencias significativas entre cultivo y clase de
tierra. Este elemento tiene alta adsorcion selectiva con la fraccion inorganica del suelo sobre
todo con los materiales amorfos (Harsch et al., 2002), los cuales dominan en los suelos
estudiados (Rivera-Vargas, 2013). También se ha reportado que se asocia con los fosfatos o con
la MO formando complejos organicos-Pb los cuales son muy estables (Alloway, 2010). Rivera-
Vargas et al. (2014) considera gque se esta precipitando o quimio adsorbiendo por los diferentes
componentes del suelo.

El Zn se relaciono con el pH y el contenido de MO, es por eso que la concentracién mas
alta se encontr6 en pasto en TL con un pH mas &cido (5.73) y contenido de MO mas alto
(11.69%). Dos mecanismos de adsorcion del Zn se han reportado: uno en medio &cido
relacionado con los sitios de intercambio cationico (Kabata-Pendias, 2001) y el otro en
condiciones alcalinas debido a la capacidad adsortiva (Alloway, 2008). En cuanto al tipo de
cultivo, Yan et al. (2012) reportaron que el pasto tiene alta capacidad de captacion del Zn; no
obstante, el mecanismo por el cual realizan este proceso, es aun incierto. Finalmente, el Ni no

presenta relacién con las variables edaficas evaluadas y sus concentraciones también son bajas.

4.4.3 Tamario de la poblacion de bacterias aerdbicas y hongos

Los valores obtenidos para tierras lamas y negras en los diferentes tipos de cultivo se reportan
en la Figura 4.3a y 4.3b. En estas se puede apreciar que las propiedades edaficas y el tipo de
cultivo pueden favorecer o limitar el desarrollo de las bacterias y hongos. En tierras lamas, las

propiedades edaficas provocan poblaciones de bacterias totales mayores que en tierras negras,
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especialmente en el pasto donde la poblacion de bacterias fue la mayor (3.3 x 108 UFC g suelo
seco). En los otros cultivos se observo la misma tendencia y fueron significativamente diferentes
p<0.05 (Figura 4.3a).

En el caso de las colonias de hongos, en las mismas condiciones edéficas, es el tipo de
cultivo que determina su abundancia. Los valores mas altos se encontraron en alfalfa de tierras
negras y en pasto de tierras lamas (11.6 x 10% y 6.9 x 10® UFC g* suelo seco respectivamente).
En estos dos cultivos la poblacion de hongos fue estadisticamente mayor al resto (p<0.05) y se
encontraron poblaciones de hongos especialmente bajas en maiz (Figura 4.3b).

Con el analisis de correlacion y regresion lineal entre las propiedades edaficas de las
diferentes clases de tierra y tamafio de las poblaciones de microorganismos se encontro que el
pH y la humedad explican el comportamiento heterogéneo en la poblacion de bacterias; mientras
que la humedad es el factor méas determinante en los hongos. Si bien, la aplicacion de residuos
organicos eleva la actividad de microorganismos por el incremento de la MO (Roesner et al.,
2010), también la capacidad de retencién de humedad y el pH representan un papel importante
en la sobrevivencia y desarrollo de los mismos (Lauber et al., 2009). El pH, como factor
abidtico, influye en disponibilidad del carbono, nutrimentos y solubilidad de metales. Ademas,
puede controlar factores bidticos, tales como la composicion de bacterias y hongos y su
viabilidad (Rousk et al., 2009).

En un estudio realizado en suelos volcénicos, el crecimiento de las bacterias es
favorecido a pH alcalinos (Arao, 1999); y los hongos a pH &cidos (Rousk et al., 2009). Algunos
de los resultados de este trabajo son contrarios a los reportados por otros autores: el maximo
tamafo de poblacion de bacterias ocurre en pHs acidos (5.73), en pasto y los hongos en pH

alcalinos (8.2), en alfalfa ambos en TL.
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Las condiciones de humedad forman rasgos redoximorficos dado que los suelos son irrigados
hasta inundacidn y presentan un drenaje restringido, sobre todo las tierras negras (Reséndiz-Paz,
2012). Estas condiciones favorecen la anaerobiosis (Reddy et al., 1986), con pocos milimetros
de suelo aerdbico (Tiedje et al., 1984), por lo que las poblaciones microbianas aerdbicas estan
restringidas a la superficie e inclusive inactivarse o morir y las bacterias anaerobias facultativas
presentan un papel preponderante (Inglett et al. 2005). De manera adicional, Jamieson et al.
(2002) reportaron que la sobrevivencia de microorganismos patdégenos es mas alta en suelos
organicos en condiciones de inundacion lo cual supone un factor de riesgo para su multiplicacién
y dispersion.

Por otra parte, la concentracion de Cd total se relaciond negativamente con el tamafio de
la poblacion de bacterias totales en cualquier tipo de suelo (R?>0.97), y con el Cu sélo en TN
(R?=0.94); mientras que las poblaciones de hongos solo en tierras negras (R?=0.94).

De manera general, se encontrd una mayor asociacion del tamafio de las poblaciones
microbianas del suelo con las propiedades edaficas que con la concentracion de MP totales.
Giller et al. (2009) sefialan que explicar la toxicidad a los microorganismos por efecto de los
MP, obvian métodos estandarizados o fallan al omitir datos de importantes propiedades del
suelo. Esto hace imposible identificar factores clave que presenten alta relacion con las

poblaciones microbianas.

4.4.4 Microorganismos solubilizadores de fosfatos

En todos los cultivos de TN se presentaron microorganismos solubilizadores de fosfatos; sin
embargo, la mayor poblacion ocurre en la rizosfera de alfalfa (1 x 10* UFC g* suelo seco),
incluso fue 64% mas alta con respecto al pasto y 100 % con el maiz. En el caso de las TL s6lo

en el maiz se encontraron microorganismos con esta actividad (Figura 4.3c).
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Es importante indicar que los suelos presentan altos contenidos de fosfatos (de 62 a 276 mg kg
1) por la fertilizacion con estiércol (Reséndiz et al., 2013) y biosolidos a través de las aguas
residuales (Fuentes et al., 2008). La presencia de microorganismos solubilizadores de fosfatos
posiblemente estd generando que este nutrimento ocurra en contenido muy altos en forma
disponible, a pesar de los altos contenidos de MO, tamafio de particula, presencia de coloides
amorfos, rasgos redoximorficos de Fe y Mn y alta CIC, que permiten su fijacion y retencidn
(Brady y Weil, 2010).

El fosforo es rapidamente inmovilizado (Sanyal et al., 1991) por lo que ocurre en
cantidades micromolares o menores y las bacterias utilizan varios mecanismos para
solubilizarlos. La capacidad quelatante de acidos organicos (Kucey, 1988), la liberacion de
acidos organicos e inorganicos (Khan et al., 2009) y la protonizacion del ambiente (Rodriguez
y Fraga, 1999) para disminuir el pH (Gyaneshwar et al., 2002) favorecen el crecimiento de las
colonias hasta de 8 x 10°y 2.7 x 10° UFC g suelo seco (Gyaneshwar et al. (1998) o hasta 3 x
108y 3 x 10° UFC g (Tallapragada y Seshachala, 2012), de bacterias y hongos. Sin embargo,
en la zona de estudio es en pHs alcalino, independientemente de los tipos de tierras y cultivos,
donde ocurren las colonias mas grandes (Figura 4.3c)

En cultivo de alfalfa, en TN, el pH es moderadamente alcalino (8.2), y ocurre la mayor
poblacion de microorganismos solubilizadores de fosfatos (10 x 10°y 2.7 x 108 UFC g suelo
seco) y la mayor concentracion de P-disponible (178 mg kg™).

Estudios mas especificos para determinar la asociacion microorganismos
solubilizadores en la zona rizosférica y su relacion con los componentes y propiedades del suelo
en diferentes cultivos de manera in-situ son necesarios pues otros autores han reportado

relaciones directas con la capacidad de solubilizacion y alcalinidad del suelo (Subba Rao, 1982;
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Rodriguez y Fraga, 1999). Esto significa que todavia no estan claramente establecidos los

mecanismos de solubilizacion de los fosfatos por los microorganismos en ambientes alcalinos.

4.4.5. Resistencia de bacterias a metales pesados

Las bacterias aisladas de la zona rizosférica mostraron similar comportamiento por cultivo y
clase de tierras cuando fueron evaluadas para Cr®*, Cu?*, Hg?*, Ni** y Pb?*; en tanto que para
As®, Cd?* y Zn?* la tolerancia fue variable (Cuadro 4.2). Por ejemplo, 70% de las bacterias
provenientes de la rizosfera de maiz en TL mostraron resistencia a 32 mM de As®* (2,400 pg
mL?1) y en TN, 50% de las bacterias se adaptaron a esta concentracion. Lo anterior indica que
las bacterias aisladas del maiz se adaptaron mejor a la ocurrencia de este metal comparado con
el pasto forrajero (Figura 4.4ay b).

El Cd?* fue el metal mas toxico para las comunidades microbianas aisladas de la rizosfera
de los tres cultivos al presentar la concentracion mas baja para todos los metales evaluados.
Como ya se habia mencionado, la concentracion de este metal se relaciona negativamente con
el tamafio de la poblacion de bacterias. Ademas, las bacterias que resistieron la concentracion
mas alta (0.3 mM o 23.8 ug mL™) se encontraron en la rizsfera de alfalfa en los dos tipos de
tierra (Figura 4.4 c y d), favoreciendo la presencia de bacterias tolerantes a este MP.

Jadia y Fulekar (2008) mencionan que algunas plantas interacttan fuertemente con la
captura de MP principalmente por adsorcion en el sistema radical, donde muchos mecanismos
estan disponibles para prevenir efectos toxicos para las mismas. Existen asociaciones entre
bacterias y plantas, como la simbiosis leguminosa-Rhizobium, tiene la ventaja de integrar
microorganismos que pueden influenciar la biodisponibilidad de los metales, a la vez promover

el crecimiento vegetal (Nonnoi et al., 2012).
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Por otra parte, las poblaciones de bacterias aisladas del maiz y alfalfa de TL y la alfalfa de TN,
fueron resistentes a 2mM (130.8 pug mL™) de Zn?*, en porcentajes de 21.4, 8.7 y 4%
respectivamente (Figura 4.4 e y f). Al tener la alfalfa raices profundas, rizosfera activa y
capacidad para absorber agua, nitratos y MP (Jadia y Fulekar, 2008), hace que sea un candidato
primario para la mitigacion de problemas de contaminacion (Peralta et al., 2004). No obstante,
como cultivo forrajero, los MP se pueden acumular en su biomasa aérea e incorporarse a la
cadena trofica.

Otro tipo de plantas con potencial descontaminador son los pastos al colonizar habitats
extremos, por lo que se les consideran como especies pioneras. Asimismo, son tolerantes a MP
y presentan grupos de rizobacterias con importantes funciones ecol6gicas que promueven el
crecimiento de plantas (Zhuang et al., 2007). Sin embargo, en este estudio se demostro que las
bacterias aisladas de la rizésfera del maiz muestran mayor tolerancia que las del pasto, lo cual
es un resultado por primera vez encontrado, pero se requieren investigaciones mas detalladas
referentes a este tema y no se recomendaria su uso en tecnologias de limpieza de suelos al
tratarse de un cultivo de consumo basico.

Ansari y Malik (2007) aseguran que en los suelos con altos niveles de contaminacién
explican la alta tolerancia de los microorganismos; no obstante, sus valores reportados de MP
totales (Cd-3.3 mg kgt, Cu-38.6 mg kg?, Ni-25.8 mg kg y Zn-18 mg kg?) son ligeramente
mas bajos a los encontrados en Teoloyucan. En este sentido, la resistencia de las poblaciones
microbianas no estan relacionadas con la concentracion de MP totales en el suelo, sino con otros
factores edaficos.

Debido a que la concentracion de Cd, Ni, Cu y Zn es baja, la resistencia a estos también
fue baja, ya que no existe presion ambiental por altas concentraciones de estos elementos. En

contraparte, para As, Hg y Pb, la CMI fue ligeramente mas alta con respecto a otros autores.
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Esta respuesta probablemente se deba a mecanismos intrinsecos de las bacterias aisladas (Lima

e Silva et al., 2012) y no por estrés ambiental.

4.5 Conclusiones

El Cd es el unico metal pesado presente en concentraciones que superan los limites permisibles
y el mayor valor se relaciona con el cultivo de alfalfa en condiciones de buen drenaje y pH
acido. La concentracion de MP presentan diferencias significativas en tipo de cultivo, clase de
tierra o propiedad edafica: Cd-(alfalfa, tierras lama-pH ligeramente &cido); Cu-(tierras negras-
pH alcalino), Zn-(pasto, tierras lamas-pH bajo y porcentaje de MO alto) y Pb-(tipo de cultivos-
clases de tierra) lo que indica el efecto combinado de varios pardmetros edéaficos en la
acumulacion de MP.

Con respecto a la relacion entre las propiedades edaficas y tamafio de las poblaciones de
microorganismos se encontré que en bacterias es el pH y la humedad las explican su
comportamiento heterogéneo y en los hongos es s6lo la humedad.

Las poblaciones de bacterias son similares a otros valores reportados en Aridisoles de la
India o Egipto, a pesar de que los suelos de Teoloyucan (aparentemente), contienen mayor
contenido de MO y humedad. Esto probablemente indica la ocurrencia de otros factores
limitantes para el crecimiento de los microorganismos pues en los estudiados se presentan
condiciones favorables de humedad, pH y M.O para su desarrollo.

Asimismo, existe la presencia de microorganismos solubilizadores de fosfatos sobre
todo en la rizésfera de alfalfa en TN y la de maiz en TL (1 x 10* UFC g suelo seco), lo cuales
pueden estar relacionados con las altas concentraciones de fosfatos solubles a pesar de la alta

reactividad de los suelos. Este parametro se relaciono positivamente con la alcalinidad de los
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suelos. Por lo anterior, es posible identificar variables edaficas que favorezcan o restrinjan el
tamanio de la poblacion o bien, la presencia de microorganismos con funciones especificas.

La resistencia de las bacterias a Cu?*, Ni?*, Pb?" y Zn?* fue baja debido a que no existe
presion selectiva por altas concentraciones y para As5*, Hg®* y Pb?*, la CMI fue mayor,
probablemente a mecanismos intrinsecos de las bacterias. Las bacterias aisladas de la rizosfera
de alfalfa y maiz presentaron la mayor resistencia a MP.

De manera general se encontré una mayor asociacion del tamafio de las poblaciones

microbianas del suelo con las propiedades edéaficas, mas que con la concentracion de MP totales.
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Cuadro 4.1. Propiedades de los horizontes superficiales (media + D.E) de dos clases de Tierras en
cultivos de alfalfa, pasto forrajero y maiz del Distrito de Riego los Insurgentes.

Clase Cultivo Densidad Humedad pH CIC P P Ac.
de aparente (%) (suelo:agua (%) (cmoles  Olsen Citrico
tierra (gcm?) ° 1:2.5) 0 kgl mg kg
Maiz 1.53 47.5 7.3 3.3 27.8 276 842
(£0.21) (£19) (x0.1) (£0.7)  (#93)  (+1105) (#527.7)
Pasto 1.7 33.1 5.7 11.7 29.3 125 632
Lama forrajero  (x0.14) (x0.35) (x0.1) (£1.8) (1) (+44.7)  (+235.6)
6.1 2.5
Alfalfa 1.6 23.8 17 62 407.6
(0.2) (+0.2)
Maiz 1.6 35.3 7.6 2.7 23.1 221 807.4
(+0.06) (£9.1) (+0.06) (£0.2) (+4)  (+185.8) (+536)
Pasto 1.65 35.5 1.7 3.8 36 84 386
Negra forrajero (1005) (16) (iO) (107) (11479) (1232) (12305)
Alfalfa 1.582 38.6 8.2 4.40 42 178 848
(+0.07)  (+12.6) (+0.1) (#0.7)  (+15.3) (#62.8) (+234.8)

Cuadro 4.2. Proporcion de la poblacién de bacterias resistentes a metales pesados aisladas de la rizésfera
de maiz, pasto forrajero y alfalfa en tierras lamas y negras del Distrito de Riego Los Insurgentes. El
ndmero entre paréntesis indica la maxima concentracion (ug mL™?) en la cual se encontrd crecimiento

bacteriano.
Metal/ Tierras Lamas Tierras Negras
Concentracion % (g mL™?)
Cultivo Maiz Pasto Alfalfa Maiz Pasto Alfalfa
As 71 40 48 50 46 32
(>2400) (>2400) (>2400) (>2400) (>2400) (>2400)
Cd 0 10 4 25 9 4
(12.4) (24.8) (4.96) (4.96) (24.8)
Cu 7 10 78 13 27 4
(127) (127) (63.6) (63.6) (127.2) (190.65)
Ni 36 70 44 13 36 32
(88.07) (88.07) (88.07) (117.4) (88.07) (88.07)
Pb 21 30 17 13 36 4
(1036) (1036) (1036) (1036) (1036) (1600)
Zn 21 30 9 37 9 4
(130.8) (32.7) (130.8) (32.7) (65.4) (130.8)
Cr 21 30 78 13 9 4
(104) (52) (4.35) (52) (26) (52)
Hg 21 30 17 25 18 20
(20) (40) (40) (20) (20) (40)
( )|
L > )



80

70

60

Maiz TL Maiz TN Pasto TL Pasto TN Alfalfa TL Alfalfa TN
mCd mCu ENi mPb ®Zn

Figura 4.2. Concentracion de MP totales en tierras lamas y negras en diferentes cultivos del distrito de
riego Los Insurgentes. Letras diferentes indican diferencia significativa con una p> 0.05 en cada MP de
acuerdo a la clase de tierra y tipo de cultivo.
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) CAPITULO 5
DISTRIBUCION ESPACIAL DE BACTERIAS EN SECCIONES DELGADAS DE
SUELO

5.1 RESUMEN

A pesar de la importancia del analisis espacial en la microbiologia ambiental, los estudios que
examinan los patrones de distribucion son escasos. El analisis de una sola imagen digital de
microscopio representa un area muy pequefia (~0.01 mm?) lo que limita determinar la
distribucion real de las bacterias en el suelo. La nanocartografia en imagenes digitales
compuestas fue utilizada para determinar el patron de distribucion de bacterias en la rizosfera
de diferentes cultivos. Secciones delgadas (7 x 5.5 cm) de muestras inalteradas de suelos a
profundidad entre 0 y 7.0 cm fueron tefiidas con calcofluor white M2R. Las imégenes se
obtuvieron con una cémara digital como plataforma de alta resolucion espectral y un
microscopio Optico equipado con lampara de mercurio para epifluorescencia a 10x. EI mosaico
representa un centimetro cuadrado de la seccion delgada integrada por 216 iméagenes
secuenciales, la resolucion espectral fue de 200 nm. Los resultados indican que se puede
nanocartografiar diferentes tamafios de colonias bacterianas y relacionarlas con los
componentes del suelo en diferentes tipos de cultivos. En maiz se asocian con las cavidades y
fisuras de los minerales bajo condiciones de drenaje pobre, y en alfalfa con la raiz y materia
orgénica. La nanocartografia de bacterias en mosaicos digitales de secciones delgadas y
microscopia de fluorescencia, permite el anlisis geoespacial in situ de su distribucién, y su
relacién con los componentes edaficos. Esta técnica puede evaluar procesos de manera mas
especifica de la actividad microbiana en el suelo a diferentes escalas y profundidades.

Palabras clave: analisis digital; micromorfologia; microscopia de fluorescencia.
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5.2 Introduccion
El suelo es un sistema heterogéneo donde el comportamiento de los microorganismos es
afectado por su microambiente inmediato (Li et al., 2004). Este influencia la captura de
nutrimentos, competencia, riesgo de predacion, sobrevivencia (Franklin y Mills, 2007) la
dindmica de las especies asi como su diversidad genética (Grudmann, 2004). En contraste, los
microorganismos pueden modificar sélo las condiciones en su area inmediata adyacente, por lo
que, todas las interacciones ecoldgicas son intrinsecamente espaciales (Franklin y Mills, 2007).

El anélisis cuantitativo de la distribucion espacial de bacterias en el suelo requiere la
localizacion de células bacterianas para ser medidas con precision a diferentes escalas (Nunan
et al., 2001). Sin embargo, el estudio de la diversidad bacteriana, especialmente en suelos,
presenta problemas especificos los cuales son probablemente no independientes del tamafio de
la bacteria y la complejidad del habitat edafico (Grudmann y Gourbiére, 1999). Ademas un
factor que se debe considerar ampliamente es el manejo de las escalas, ya que las interacciones
ecologicas ocurren a diferentes rangos de estas (Robertson and Gross, 1994).

Otro inconveniente es la cuantificacion a partir de muestras alteradas, por lo que no se
puede conocer su distribucion en el suelo y la relacién que tienen con otros componentes del
mismo (Li et al., 2004). Asimismo, el entendimiento de la interaccidn entre los microorganismos
y la zona rizosférica es aun incompleto debido a la dificultad de estudiar procesos en el suelo

bajo condiciones reales (Bais et al., 2006).
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Las secciones delgadas, al elaborarse a partir de muestras inalteradas de suelo, se utilizan para
estudiar la distribucidn espacial de las bacterias in situ. Esta técnica usa resina para impregnar
y endurecer al suelo, lo que permite observar la estructura, la relacion entre los microorganismos
y la matriz del suelo bajo el microscopio. Ademas, con la microscopia de fluorescencia se
caracterizan y monitorean la distribucion de las poblaciones autdctonas del suelo (Li et al.,
2003).

Para la tincion de bacterias en seccion delgada se usan los flourocromos (Stoops, 2003).
El naranja de acridina y el calcofldor son los mas utilizados; el primero, se considera como un
colorante de naturaleza béasica (cationico) y el segundo acido (aniénico) (Li et al., 2004).

El naranja de acridina es uno de los colorantes mas estudiados y mas comunmente
empleado para la tincidn de acidos nucleicos de microorganismos; sin embargo, se ha reportado
que tiene alta afinidad por los componentes del suelo (Altemller y van Vliet-Lanoe, 1990). En
tanto, el calcofluor rodea las estructuras de polisacaridos de las superficies de células bacterianas
las cuales son tefiidas de una coloracion azul brillante, mientras que el suelo no absorbe el
fluorocromo (Li et al., 2004). La flourescencia de la resina puede reducirse con la disminucion
del espesor de la seccion delgada (Altemiller y van Vliet-Lanoe, 1990). Tippkatter y Ritz (1996)
aseguran que un grosor de entre 15 y 20 um son generalmente adecuados para estudios
bioldgicos.

La distribucion de los microhébitats en el suelo probablemente involucra una variedad
de tamafos de franjas colonizadas. Asimismo, con frecuencia se ha mencionado que la
localizacion de las fuentes de nutrimentos es uno de los principales factores determinantes en la
variabilidad espacial de las bacterias en el suelo (Nunan et al., 2001; Nunan et al., 2003; Bruneau

et al., 2005; Franklin y Mills, 2007);
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Con respecto a la relacion con los componentes minerales, Kdgel-Knabner et al. (2008)
mencionan que las asociaciones arcillas y drgano-minerales son el habitat preferido por
comunidades microbianas complejas, ya que estas asociaciones ofrecen sustratos, asi como alta
area superficial para la adsorcion y proteccion de los microorganismos del suelo.

La asociacion entre la rizosfera y los microorganismos también ya se ha documentado
previamente, los microorganismos son capaces de colonizar las superficies de las raices debido
a que el alimento esta disponible en esta zona (Hiltner, 1904; Martin y Folch, 1977), ademas de
gue se presentan conjuntos de interacciones complejas entre las plantas y los microorganismos
para promover el crecimiento de las mismas (Pierson et al., 1998; Bais et al., 2004; Bais et al.,
2006).

Por otra parte, los agregados del suelo pueden ser microhabitats basicos, en donde la
distribucion de microorganismos puede estar cercanamente relacionada con la estructura y
composicion de los agregados (Li et al., 2004). En particular, las practicas de manejo agricola
han mostrado reducir la heterogeneidad en las caracteristicas del suelo, lo cual puede influenciar
la comunidad microbiana y el ciclaje de nutrimentos (Franklin y Mills, 2007).

A pesar de la importancia del andlisis espacial en la microbiologia ambiental, los
estudios que examinan los patrones de distribucion son escasos. A menudo, se publican
investigaciones que describen la variacion espacial de bacterias en el ambiente, en donde, sélo
se reportan resultados del monitoreo de la distribucion individual a microescala (Franklin y
Mills, 2007), lo que requiere de altas magnificaciones del microscopio las cuales representan
areas muy pequefias (~0.01 mm?) (Nunan et al., 2001). Por lo que la relacion entre las
comunidades bacterianas y su organizacion espacial dentro de la estructura del suelo no ha sido

evaluada a fondo (Grundmann, 2004).
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La adquisicion de imagenes de campos contiguos para ser unidas a traves de mosaicos permiten
la generacion precisa de imagenes de calidad a larga escala y con definicion suficiente para ser
cuantificadas a diferentes rangos de escalas (Nunan et al., 2001). Ademas, es posible una mejor
visualizacion de los procesos que ocurren en el suelo y para el caso de los microorganismos, un
mejor entendimiento de su dindmica.

En esta investigacion la creacion de mosaicos de mayor tamafio (1 cm?) permiten una
mayor comprension de los microorganismos con su ambiente inmediato a diferencia de las
investigaciones que abordan este tema, en las cuales, el area de visualizacién es de apenas
algunos milimetros. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue el analisis de la distribucién
de bacterias en Antrosoles irrigados con aguas residuales, mediante secciones delgadas,

microscopia de fluorescencia y técnicas cartograficas.

5.3 Materiales y Métodos

5.3.1. Colecta de muestra inalterada de suelo

5.3.1. Zona de estudio. El presente estudio fue llevado a cabo en un valle agricola de 450
ha localizado dentro del distrito de irrigacion Los Insurgentes, el cual se encuentra en la periferia
de la Laguna de Zumpango, Municipio de Teoloyucan, Estado de México. Esta zona esta
comprendida entre los 19°43°11”, 19°47°11” latitud norte y 99°43°15”, 99°12°57” longitud
oeste, a una altitud de 2250 m (Reséndiz-Paz et al., 2013).

5.3.1.2. Muestreo. Del mapa de clases de tierras generado por Resendiz et al. (2013) se
seleccionaron dos areas representativas y tres tipos de cultivos. En cada clase de tierra se
obtuvieron tres muestras inalteradas de suelo rizosférico, en maiz, pasto y alfalfa. En total se

colectaron seis muestras inalteradas de 0 a 7 cm de profundidad.
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5.3.2. Elaboracién de secciones delgadas

La obtencion de muestras inalteradas de suelo se logra a través de cajas Kubiena las que se
enterraron verticalmente y extrajeron excavando de manera cuidadosa para evitar que se alterara
la muestra; éstas se dejaron secar a temperatura ambiente. Una vez secas se les agregoé resina
poliéster insaturada, monomero de estireno (relacion 1:12) y 1.5 ml de catalizador (Perdxido de
metil-etil-cetona). Enseguida, se introdujeron a una caja de vacio a una presion de 18 libras
durante tres horas, con el fin de que la resina penetre con mayor rapidez en la muestra, y logre
impregnarse en todos los espacios del suelo. Concluido el paso anterior, se dejaron en gelacion
por 15 dias para una impregnacién total. Una vez, endurecidos los bloques, se realizaron cortes
longitudinales cercanos a la raiz. Los bloques se colocan en portaobjetos, y las muestras se
pulieron hasta alcanzar un grosor de 20 micras. Para el analisis en microscopia de fluorescencia

se coloco el cubreobjetos después de la tincion.

5.3.3. Microscopia
5.3.3.1. Fluorescencia y campo claro. Tinciones vitales con CFW Sigma se llevaron a cabo de
acuerdo con el procedimiento descrito por Altemiller y Vorbach (1990) y Postma y Altemdiller
(1990). El andlisis de las imagenes se realiz6 con un microscopio optico Olimpus BX51 TRF
equipado con ldampara de mercurio para el uso de epifluorescencia, en el cual se realizaron
capturas de fotografias en campo claro y con fluorescencia con las cuales se realiz6 la
construccion de los mosaicos. La longitud de onda para CFW se realizé con luz UV (Li et al.,

2004).
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5.3.4. Imaégenes digitales secuenciales
En la seccion delgada se seleccion6 un cm? el cual comprendiera las raices, agregados, materia
organica y minerales. Posteriormente, un barrido en zigzag de manera manual fue realizado para
la captura de 216 imagenes (12 imagenes por linea 'y 17 lineas en total). Para la captura de éstas
se utilizo el software Q-capture. En la pantalla de la computadora se utiliz6 una plantilla de
acetato la cual tenia 2 mm de traslape por cada lado, con la finalidad de disminuir errores y/o
falta de informacion al momento de crear el mosaico. Las imagenes fueron almacenadas en

formato TIFF, para permitir su georreferenciacion. (Figura 5.1 ay b).

5.3.5. Georreferenciacion y proyeccion de imagenes individuales
El proceso de georreferenciacion de imagenes digitales, obtenidas a partir de una cdmara digital
de alta resolucidn instalada en un microscopio 6ptico, se basa bajo el siguiente principio: cada
imagen con formato TIFF tiene coordenadas cartesianas preestablecidas, asi todo un conjunto
de iméagenes secuenciales de una seccién delgada reporta las mismas coordenadas cartesianas
de salida.

El presente proceso de georreferenciacion consiste en realizar cambios al sistema de
coordenadas cartesianas de salida de la imagen digital por coordenadas secuenciales
polinomiales de la seccion delgada. Este sistema reside en ejecutar cambios a las imagenes
originales las cuales involucran a factores como: el tamafio del campo de la imagen digital
(objetivo del microscopio Optico), el porcentaje de traslape entre imagenes secuenciales (tanto
sobre el eje de las X como en eje de las Y), la distancia horizontal y vertical de la imagen visible
sobre pantalla y el area de la misma.

El nuevo sistema de coordenadas proyecta en las imagenes un patrén de desplazamiento

horizontal y vertical, ubica a la imagen geograficamente en el sistema de coordenadas cartesiano
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de la seccidon delgada y transforma parametros de altura y anchura, tamario de pixel por unidad
y, area de imagen. Ademas, brinda parametros reales digitales como alta resolucion espectral y
espacial. Al finalizar el proceso de georreferenciacion de las imagenes secuenciales y de efectuar
la transformacion a extension de *IMG se cuenta con la posibilidad de realizar el mosaico de la
seccion delgada, el cual consiste en una serie de imagenes compuestas digitales, que
dependiendo de la amplitud de observacion puede variar entre varios cm?, con una resolucion

espacial de micras o nanémetros cuadrados (Figura 5.1 a 'y b).

Toma de muestra en campo Gelacidn, corte y pulido de la seccion Microscopia de fluorescencia

Figura 5.1a. Colecta de muestra, elaboracion de la seccion delgada y microscopia de fluorescencia.

1 2

vl

Ve

& I 3 B

2 1 0 69 68 & 66 65 64 63

3 4 5 6 8 |79 |80 |81 |8

96 98 94 93 92 o1 20 89 88 87

97 98 99 100 {101 | 102 | 103 | 104 | 105 | 106

120 | 119 | 118 | 117 | 116 | 115 | 114 | 113 112 | 111

121 (122 | 123 | 124 | 125 | 126 | 127 | 128 | 129 | 130

144 143 | 142 | 141 | 140 | 139 | 138 | 137 | 136 | 135 3

145 [ 146 | 147 | 148 | 149 | 150 | 151 [ 152 | 153 [ 154

168 | 167 | 166 | 165 | 164 | 163 | 162 | 161 | 160 | 159 5

169 (170 | 171 | 172 | 173 | 174 | 175 | 176 | 177 | 178 ™

192 (191 | 190 | 189 | 188 | 187 | 186 | 185 | 184 | 183 50K b 3 - L.

193 (194 | 195 | 196 | 197 | 198 | 199 | 200 | 201 | 202 | 203 | 204 Imagen tema‘tlca CompueSta por 216

216 | 215 | 214 | 213 | 212 | 211 | 210 | 209 | 208 | 207 | 206 | 205 Imégenes
Barrido en zigzag para la captura Andlisis y construccion de mosaicos a diferentes escalas

de imagenes

Figura 5.1b. Georreferenciacion y proyeccion de imagenes individuales
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5.4 Resultados y discusion

5.4.1 Mosaico digital

A partir de imagenes digitales secuenciales se generaron dos mosaicos digitales, el primero
representa una imagen raster compuesta por 216 fotografias, mientras que la segunda, esta
constituida por poligonos vectoriales de colonias de bacterias. El area del mosaico represento 1
cm? de la seccion delgada para las clases: maiz-tierra negra (TN) y alfalfa-tierra lama (TL)
(Figuras 5.2 a y b). El mosaico cuenta con un area efectiva de alta resolucion de 100 mm?, la
cual estd constituida por 48,826 columnas y 46 702 filas, dando un total de 2 280 271 852
pixeles, donde el pixel representa una superficie de 0.0002 mm?. Por lo anterior, el mosaico
raster comprende un tamafio de 17Gb, haciendo de este, una imagen compuesta de alta
resolucion espectral.

Algunos autores han utilizado mosaicos digitales para el andlisis espacial a escala
milimétrica compuesta por 25 fotografias (5x5): Nunan et al. (2001) lograron procesar mosaicos
con un area efectiva de 0.282 mm? (méxima capacidad de procesamiento digital). Este mosaico
alcanzaba dimensiones de 3840 x 2870 pixeles (aproximadamente 33Mb) y cada pixel
representaba una superficie de 0.026 um?. Los autores Nunan et al. (2003) lograron capturar y
procesar con un microscopio controlado mecanicamente un mosaico compuesto por 400
imagenes a una amplitud de 630x, las cuales representaban un area de 4.51mm?.

A pesar que el procesamiento digital de iméagenes se encuentra limitado por equipo
altamente sofisticado para capturar imagenes secuenciales, el area total de visualizacion
continua siendo pequefia, por lo que es dificil la comprension de la distribucion de bacterias en
su entorno edafico. EI mosaico generado en la presente investigacion esta constituida por una
superficie mayor, por lo que es posible distinguir la relacion de colonias bacterianas con los

componentes organo-mineral del suelo, como se analiza en el siguiente apartado.
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5.4.2 Distribucion de colonias bacterianas en componentes del suelo

5.4.2.1 Tierras negras en relacion al cultivo de maiz

En tierras negras localizadas en el area de estudio donde se cultiva Maiz, las colonias de
bacterias reportan una tendencia a desarrollarse en materia organica principalmente, ademas de
crecer alrededor de particulas minerales y dentro de cavidades o fisuras (Figura 5.3 y 5.4).

Algunas investigaciones aseguran que la disponibilidad de nutrimentos es el factor
limitante que determina la distribucion espacial de las bacterias, con respecto a esto, Nunan et
al. (2001) encontraron que a mayores profundidades los bajos niveles de nutrimentos pueden
ocasionar crecimiento restringido. Las poblaciones bacterianas crecen por autoreplicacién y su
crecimiento conduce al desarrollo de colonias con cercana proximidad a otras. Asi, en
situaciones donde hay poco o nulo crecimiento, la distribucién de las bacterias es mas bien
azarosa que agregada.

La superficie estimada de colonizacion bacteriana dentro de un cm? represent6 el 0.26%
del area estudiada en la seccion delgada de tierras lamas con respecto al cultivo de alfalfa; en
tanto, la que corresponde a tierras negras con relacién al cultivo de maiz 1.06%. Esto contrasta
con lo reportado mediante el método en cuenta viable en placa, donde se observaron resultados
contradictorios: en maiz se registrd una poblacién menor que en alfalfa (4.6 x 10°y 2 x 108 UFC
gt suelo seco respectivamente). Lo anterior pone de manifiesto la necesidad de cuantificar otro
tipo de microorganismos, por ejemplo las bacterias anaerobicas, las cuales posiblemente estén
dominando en sitios con condiciones de anaerobiosis, como es el caso de las tierras negras.

Para el caso del tamafio de las colonias de bacterias en maiz en tierras negras se
encontraron parches mas pequefios que iban de 31.33 a 41.54 um aproximadamente, los cuales
representaban de 11 830 a 17 828 bacterias. Para alfalfa, en tierras lamas se obtuvieron parches

mas o menos del mismo tamafio (28-67 pum, 8546-34 071 bacterias aproximadamente); sin
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embargo, las colonias son menos numerosas. Grundman et al. (2001), especificamente para
bacterias nitrificantes, reportaron que sus microhabitats ocurren en parches colonizados mas
extensos, hasta 250 pum de didmetro, los cuales se distribuyeron de manera azarosa y ocuparon
el 5.5% del volumen total del suelo. Probablemente la funcién de los microorganismos influya
en la distribucion y tamafio de las colonias.

Nunan et al. (2002) determinaron un intervalo de 33 a 417 conteos por imagen (7460
um?) en la superficie del suelo y de 1 a 300 bacterias a profundidades mayores; no obstante, el
coeficiente de variacion es muy alto. Esto lo atribuyen al efecto del arado, el cual modifica los
patrones de distribucion espacial, la dispersion de los nutrimentos y los sitios favorables de
colonizacion bacteriana.

Asimismo, estos autores reportaron que los rangos de correlacion espacial generalmente
muestran mosaicos o distribuciones “hot-spot”. Su informacion sugiere que los factores que
regulan la distribucidn de las bacterias en el suelo opera a dos escalas: las bacterias se encuentran
mayormente agregadas en pequefias areas y distancias; en contraste a la superficie en donde los
mosaicos son mas grandes y prevalentes.

En tanto, Nunan et al. (2003) encontraron una densidad de 0 a 104 bacterias por imagen
(100 um) en la superficie del suelo, la cual disminuye con la profundidad, lo que sugiere que la
variabilidad espacial de las bacterias estuvo relacionada al estatus de nutrimentos del suelo y
con la cercania de los poros. Por su parte, Bruneau et al. (2005) afirman que la actividad
microbiana disminuye en horizontes mas profundos que contienen materia organica de
incorporacion antafia. Estos autores reportaron de 200 a 1300 bacterias mm?, lo que equivale a
108y 6.5 x 108 células por cm™ respectivamente.

Por otra parte, la interaccion entre los minerales y bacterias ya se ha documentado. Hisset

y Gray (1976) notaron que células simples fueron cominmente observadas en las particulas
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minerales. Asimismo, Postma y Altemdller (1990) observaron que células bacterianas de 0.7 x
2 um se encontraban junto a particulas de arcilla, alrededor de las particulas de cuarzo o en
poros pequefios. No obstante, las relaciones especificas entre bacterias y superficies minerales
no han sido investigadas a fondo.

Como se puede apreciar en la Figura 5.3 b-g, algunas comunidades bacterianas se
encuentran dentro de las fisuras de los minerales, probablemente debido a que los minerales
presentan un papel de proteccion contra factores ambientales y/o depredadores. Kégel-Knabner
etal. (2008) mencionan que las asociaciones arcillas y 6rgano-minerales son el habitat preferido
por comunidades microbianas complejas, ya que estas asociaciones ofrecen sustratos, asi como
una alta area superficial para la adsorcion y proteccidn de los microorganismos del suelo. En
tanto, Gadd (2010) sefiala que algunos nutrimentos esenciales pueden ser adquiridos por encima
de los niveles ambientales circundantes a partir de superficies minerales. Por otra parte, se ha
reportado alta densidad celular en la fraccion arcillosa del suelo (Kabir et al., 2004).

Ademas, existen evidencias de arreglos de comunidades que producen una estructura
nidada: agregados de agregados (“cluster of cluster”). Tal arreglo sugiere que la distribucion de
parches colonizados puede ser descrita por alguna geometria fractal (Frank y Mills, 2007). La
presencia de escalas nidadas indican que los factores ambientales regulan el desarrollo de las
comunidades en estos suelos y puede operar a diferentes escalas y la organizacion espacial de
comunidades a través de la parcela puede ser altamente estructurada, incluso dentro de un habitat
heterogéneo a la escala de parcela y campo (Nunan et al., 2002; Frank y Mills, 2007).

Asimismo, la distribucion de microorganismos puede estar ligada fuertemente con su
funcién metabolica. Grundman et al. (2001), observaron que las bacterias nitrificantes se
encontraban interconectadas a través de microporos por lo que los procesos de difusion,

probablemente, controlan su distribucion espacial.
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Los conjuntos de comunidades microbianas se distribuyen azarosamente a través de la parcela,
lo que puede deberse a su variabilidad de respuesta individual y la heterogeneidad espacial
asociada con las propiedades del suelo (Frank y Mills, 2003). Adicionalmente, se ha sugerido
que los patrones en microescala pueden tener un efecto regulatorio en la actividad bacteriana,
como resultado de la liberacion difusa de sustratos y la dispersion de productos procedentes de
la actividad microbiana, los cuales pueden tener efectos estimulatorios de velocidad limitada en
los procesos mediados microbianamente (Frank y Mills, 2007).

La variacion en la distribucion de los microorganismos del suelo es sujetos a
interacciones ecologicas a diferentes rangos de escalas (Robertson y Gross, 1994). Asimismo,
Nunan et al. (2001) concluyen que el principal factor que gobierna la distribucion espacial son

el ambiente fisico y los mecanismos por los cuales las poblaciones crecen.

5.2.2.2 Tierras lamas con relacion al cultivo de alfalfa

La mayor parte de las colonias en este cultivo se distribuyeron en la periferia de la raiz seguido
de materia organica dentro de los agregados y algunas microcolonias en minerales (Figura 5.5
y 5.6). La tendencia principal puede explicarse con el llamado “efecto rizosfera” descrito por
Hiltner en 1904, el cual asume que muchos microorganismos son atraidos a los nutrientes
exudados por las raices de las plantas. Este autor observé que el nimero y la actividad de
microorganismos incrementaban en la cercania de raices de las plantas.

En adicion al suministro de carbono al ambiente, las raices de las plantas, inician la
comunicacion cruzada con los microorganismos del suelo mediante la produccion de sefiales
que son reconocidas por los microorganismos, los cuales a su vez producen signos que inician
la colonizacidn, este fendmeno es conocido como quorum sensing (Bais et al., 2004). Existe

evidencia que el quorum sensing ocurre en el suelo (Pierson et al., 1994) debido a que la
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asociacion planta-bacteria debe competir con una diversa comunidad de microorganismos para
colonizary persistir. La expresion de los rasgos necesarios para la sobrevivencia es cominmente
influenciada por la capacidad de los microorganismos a sensibilizarse y responder ante aquellos
con los que compiten. De esta manera, las moléculas de sefializacion de las bacterias pueden
modular la actividad de otra poblacion dentro de la comunidad microbiana de la rizésfera del
maiz como lo sefiala Pierson et al. (1998).

Asimismo, estas interacciones pueden influenciar positivamente el crecimiento de la
planta a través de una variedad de mecanismos, incluyendo la fijacion de nitrogeno atmosférico.
Las bacterias pueden también interactuar positivamente con las plantas por la produccion de
biopeliculas protectoras (Bais et al., 2006).

Sin embargo, existe poca evidencia de biofilms (multicapas de consorcios de bacterias)
en el suelo en suelos arables o pastizales (Nunan et al., 2003). Es posible que la competicién
interespecies, la limitacion de los nutrimentos o ambos, enmascaren el desarrollo de grandes
colonias de células morfoldgicamente similares.

Es bien conocido que numerosas bacterias Gram negativas y positivas exudan sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) dentro de su ambiente. La formacién de estas condiciones
modera la quimica de la superficies de los sustratos subyacentes y puede ser visto como un
mecanismo de adaptacion que permite a los microorganismos colonizar superficies minerales
altamente variables (Kdgel-Knabner, 2008).

Aunque no se tienen evidencias contundentes acerca de que estos mecanismos complejos
puedan suceder en los resultados obtenidos en este estudio, nosotros postulamos que la
asociacion de las bacterias en la rizésfera de alfalfa, puede estar modulada por estos
mecanismos. Sin duda, representan un tema de investigacion que podria auxiliar méas en el

entendimiento de la dindmica sobre esta interaccion.
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Ahora bien, una buena parte de los agregados del suelo (los cuales se encuentran mezclados de
manera importante con materia organica con diferentes grados de descomposicion) se
encuentran colonizados, lo que puede deberse a que estos ofrecen proteccion y nutrimentos para
las bacterias. Foster (1988) y Kilbertus (1980) mediante microfotografias electronicas mostraron
que las bacterias fueron mas abundantes dentro de agregados que en grandes poros.

Al respecto, Nunan et al. (2003) sugieren que las condiciones ambientales en el espacio
poroso pueden ser menos favorables para el desarrollo y persistencia de comunidades
microbianas debido a: 1) ciclos mas extremos de humedecimiento y secado, 2) lixiviacién de
nutrimentos necesarios para el crecimiento y 3) reduccién de la proteccion contra los
depredadores.

Postma y Altemdller (1990) afirman que no es recomendable utilizar CFW para observar
actividad en la rizésfera, debido a que puede presentar confusion entre los componentes
organicos y las bacterias. Sin embargo, en esta investigacion las firmas espectrales se encuentran
separadas entre las que pertenecen a materia organica, raiz y las comunidades bacterianas. No
obstante, es altamente recomendable que en sitios con un mayor contenido de materia organica
se utilice un fluorocromo mas selectivo que nos permita diferenciar mas claramente a las
bacterias y evitar con ello confusién con materia organica.

Por otro lado, si bien la tincion de bacterias in situ con fluorocromo ha mostrado buenos
resultados, esta técnica se ha llevado a cabo en secciones delgadas relativamente simples, donde
la fraccion arenosa es la dominante (70%), la materia organica y la actividad bioldgica, no son
tan altas como en esta investigacion. Ademas de que en algunos casos se utilizan sustratos por
lo que se encuentran algunas variables controladas.

A pesar de las ventajas que esta metodologia presenta, también existen algunos aspectos

que es necesario considerar: no hay distincion entre células activas y no activas, por lo que la
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significancia ambiental de una distribuciéon es dificil de determinar y no pueden ser atribuidas
funciones especificas a las bacterias. Por otro lado, las mediciones son hechas en dos
dimensiones, cuando el suelo es un medio tridimensional.

Ademas, es un problema la carencia de una metodologia que permita diferenciar las
especies que se encuentran en el suelo de manera in situ. Hasta el momento existen técnicas que
distinguen sélo un grupo especifico de bacterias (FISH-flourescence in situ hibridization)
(Eickhorst y Tippkotter, 2008); sin embargo, esta técnica es costosa y representa un paso
siguiente en la caracterizacion del micronicho cuando se requiere estudiar especies de manera
particular.

Se sabe actualmente que un entendimiento del funcionamiento del ecosistema requiere
una integracion de factores bidticos o abioticos. Aungue muchos trabajos se han concentrado en
desarrollar técnicas que son capaces de medir la diversidad de la biologia del suelo, pocos
trabajos se han llevado a cabo para conectarlos con el habitat y su funcién. Esto a pesar del
hecho de que la estructura fisica del suelo cominmente tiene un mayor impacto en la diversidad

de microambientes biofisicos para los microorganismos del suelo (Young y Crawford, 2004).

5.5 Conclusiones

El tamafio de las poblaciones de bacterias reportadas mediante microcartografia supera el valor
reportado en cuenta viable cuando se contabilizaron bacterias aerobias. Por lo que, es necesaria
la cuantificacion de bacterias aerobias y anaerobias de acuerdo al tipo de condiciones que se
presenten en cada una de las zonas. Asimismo, es importante el uso de métodos méas precisos
de conteo in situ y de visualizacion directa. Esto representaria de manera adecuada, el conteo de

microorganismaos.
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Las bacterias en maiz se asociaron mayormente con los minerales, posiblemente como un
mecanismo de proteccion ante condiciones ambientales negativas, en el caso de las tierras
negras, el principal factor negativo es la anaerobiosis (se explica detalladamente en el capitulo
anterior). Mientras que en el caso de la alfalfa, las comunidades de bacterias parecen asociarse
mas a la raiz de este cultivo y a la materia organica presente en los agregados. Lo anterior puede
explicar porque las leguminosas aportan N al suelo via fijacion simbioética, a diferencia de las
gramineas que extraen este nutrimento. Es por ello que la rizosfera de las leguminosas suele
permitir mayor desarrollo de microorganismos.

Los enfoques actuales que utilizan técnicas de biologia molecular permiten aislar y
determinar especies de microorganismos asociados a la rizosfera, pero no permiten la
visualizacion directa, la relacion con los microcomponentes del suelo de manera in situ, asi
como la cuantificacion de bacterias en condiciones mas reales.

A pesar de que se logro la tincion de comunidades bacterianas, se presentd cierta
confusion con la materia organica. Por ello es muy recomendable probar otro tipo de
fluorocromos que tifian de manera mas especifica las estructuras de las bacterias. Ademas, un
aspecto adverso, es la falta de mecanismos que realice la captura de imagenes de manera
automatica. En esta investigacion, esta tarea se realizd de manera manual, por lo que el éxito de
la creacion de los mosaicos, dependié de la precision a la cual se capturaron las imagenes. Una
limitacion adicional es la capacidad del hardware y software para cuales se ven aun limitados
debido a la alta resolucion de las imagenes.

No obstante a pesar de las limitaciones que se fueron presentando en el desarrollo de la
investigacion, fue posible realizar los mosaicos e identificar las colonias de bacterias a la escala

que fue establecida.
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La nueva metodologia propuesta en esta investigacion, asi como el enfoque holistico, en el
sentido de considerar las propiedades edaficas, permitira una mejor comprension de la

interaccion de los microorganismos del suelo con su entorno adyacente.
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Figura 5.2. Mosaicos digitales de 1cm? compuestos de 216 imagenes. En a) maiz tierra negra y b) alfalfa tierra lama.




Figura 5.3. Comunidades microbianas (lineas rojas y flechas negras) en minerales. Maiz-tierras
negras. Los recuadros en b y e representan una zona que se ampliaendy en g. ¢ y d son campos con
luz incidente UV (fluorescencia).
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far' g R et SR NS
Figura 5.4. Maiz-tierras negras. Comunidades microbianas (lineas rojas y flechas negras) en materia

orgénica dentro de los agregados (b,c,d). Ene, fy g se muestras las comunidades en fracciones de tejido
con moderado proceso de descomposicion.
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Figura 5.5. Alfalfa-tierras lamas. Colonias bacterianas (lineas rojas y flechas) en materia organica con
grado de descomposicion avanzada, la cual forma parte de la estructura basal del suelo. Los recuadros

representan zonas amplificadasend y f.
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Figura 5.6. Colonias bacterianas (en rojo) que se relacionan con raiz en alfalfa en lamas. Los
recuadros representan zonas amplificadas.
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Conclusiones finales

Dadas las condiciones que se presentan en la zona, como son alta cantidad de materia organica,
de fosfatos, el tamafio fino de particula y la presencia de materiales amorfos, la concentracién
de metales pesados es baja en los suelos de Teoloyucan (a excepcién del Cd). Lo cual no impacta
de manera negativa el desarrollo de los microorganismos (s6lo el Cd). En tanto, lo que si se
demostro es que las propiedades de los suelos pueden tener mayores efectos.

La mayoria de la literatura establece que los suelos estan contaminados, por efecto de la
actividad antropica, cuando en muchas ocasiones no se rebasan los limites permisibles. Es
evidente, la alta capacidad de balance ecoldgico de los suelos, para contrarrestar la entrada de
contaminantes al suelo via aguas residuales. Sin embargo, es necesario regular esta practica,
porque aun asi los peligros a la salud y al medio ambiente estan latentes.

Por otra parte, se demostrd gque es posible relacionar alguna propiedad del suelo con el
tamafo de poblaciones de alguna clase de microorganismos y saber si esta propiedad, afecta o
beneficia el tamafio de la poblacién. No obstante, resulta importante conocer la diversidad de
los suelos. Posiblemente, ademas del tamafio de las poblaciones de microorganismos, también
se pueda ver modificada la diversidad entre diferentes cultivos y tierras. Las propiedades de
cada tipo de tierra crean micronichos especificos para cada uno de éstos.

La caracterizacion de microorganismos patégenos también puede ser un aspecto
importante a evaluar ya que en el sitio no se ha evaluado el riesgo por contaminacion bioldgica
a pesar de la irrigacion con aguas residuales por largos periodos de tiempo; asimismo, una
importante contribucién seria averiguar cual es la capacidad de sobrevivencia de los
microorganismos patdgenos en suelos donde las poblaciones autoctonas se han establecido con

anterioridad.
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Asimismo, la presencia de microorganismos solubilizadores de fosfatos en sitios donde los
fosfatos se encuentran en altas concentraciones, indica complejidad entre la dinamica de éstos
en esta clase especial de ambiente. Estudios exhaustivos en este campo nos ayudarian a
comprender mas como son los mecanismos de liberacion de fosfatos al ambiente y como puede
ser mejorada la fertilidad en los suelos.

Por otra parte, el disefio de la metodologia que se plante6 en este trabajo, representa un
parteaguas en la investigacion de la interaccion con los microorganismos y la matriz del suelo.
En donde, la mayoria de las investigaciones van dirigidas a la cuantificacién de
microorganismos totales o al analisis espacial de los microorganismos en el orden de evaluar
unos cuantos mm?,

En la metodologia gque se plantea se propone el uso de mosaicos mas grandes y de alta
resolucion, en donde es posible la identificacion de bacterias a través de microscopia de
fluorescencia, técnicas cartograficas y secciones delgadas de suelo. A través de esta técnica fue
posible identificar la asociacion de bacterias a algin componente del suelo. En el caso de las
tierras negras con relacion al cultivo de maiz, se encontré una fuerte asociacion con minerales
mas que con materia organica. Para el caso de las tierras negras con respecto al cultivo de alfalfa,
sucedio lo contrario, las comunidades se asociaron mas a la raiz y materia organica.

Un paso siguiente en el enfoque de esta técnica es la evaluacion de la relacion
cuantitativa de las comunidades bacterianas en los componentes del suelo; es decir, la
determinacion de porcentajes de comunidades que se encuentren ligadas a cierto material
(materia organica, minerales, raiz, espacio poroso, etc.).

El suelo como ambiente inmediato a las bacterias, sienta las condiciones en las cuales

estos se desarrollan, por lo que el conjunto de los pardmetros edaficos tendra un efecto directo
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sobre el funcionamiento de las poblaciones bacterianas. El estudio de los factores edaficos y su
relacién con el suelo permitira plantear factores clave dentro de la interaccién microorganismo-
planta-suelo.

Descubrir los factores que presentan alta relacion con las comunidades microbianas,
permitira en un futuro sentar bases para el uso, conservacion y manejo de los suelos agricolas.
A su vez, el entendimiento de la dindmica de los microorganismos y el suelo, conducira al

incremento de la productividad y el uso mas eficiente de los recursos.
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