@

COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

CAMPUS MONTECILLO
POSTGRADO DE EDAFOLOGIA

MICROCARTOGRAFIA Y PATRONES ESPECTRALES
DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA EN SECCIONES DELGADAS

ENRIQUE SUASTEGUI MENDEZ

T E S | S
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, EDO. DE MEXICO

2011




La presente tesis titulada: “MICROCARTOGRAFIA Y PATRONES
ESPECTRALES DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA EN SECCIONES DELGADAS”
realizada por el alumno: Enrique Suastegui Méndez bajo la direccion del
Consejo Particular indicado, ha sido aprobada por el mismo y aceptada como

requisito parcial para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS
EDAFOLOGIA

CONSEJO PARTICULAR

CONSEJERA @W

DRA. Ma. DEL EN GU EZC STORENA

ASESOR ‘ /’ - ' /
DR. GERAR CRUY FLORES J

ASESOR

DR. CARLOS ALBERTO ORTIZ SOLORIO

ASESOR Q/mﬁ[; 6/%“/’\

M.C. PATRICIO SANCHEZ GUZMAN

Montecillo, Texcoco, Estado de México, Diciembre de 2011



RESUMEN

MICROCARTOGRAFIA Y PATRONES ESPECTRALES DE LA ACTIVIDAD
BIOLOGICA EN SECCIONES DELGADAS

Enrigue Suastegui Méndez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2011

Los estudios sobre la cuantificacion de hongos se realizan de manera alterada, por lo
que poco se conoce sobre la distribucion de las esporas e hifas en el suelo y sus relaciones
con rasgos edéaficos de manera precisa. El analisis de imagenes es una técnica que permite a
los cientificos estudiar objetos de interés como caracteristicas en una imagen digital y junto
con el microscopio, examinar objetos en una amplia gama de escalas. Los objetivos del
presente trabajo fueron: 1) Cuantificar a las esporas e hifas a través de la micro-cartografia
de secciones delgadas de diferentes tipos de suelos; 2) Determinar su patrén de distribucién
referida con respecto a poros, agregados y residuos organicos durante el proceso de
mineralizacion de residuos organicos en diferentes suelos;presentar un sistema de
clasificacion para la identificacion de objetos predefinidos (esporas, hifas, agregados,
minerales y residuos orgéanicos), con base en la respuesta espectral. La micro-cartografia de
secciones delgadas es ser una herramienta Gtil para cuantificar y comprender la distribucion
espacio-temporal de los hongos in situ, con lo cual se puede predecir una gran variedad de
procesos y mecanismos que son decisivos en la agregacion del suelo bajo diferentes
condiciones edaficas. Ademas, la localizacion espacial de esporas e hifas a partir de
imagenes digitales obtenidas de secciones delgadas pueden ser diferenciadas de los
componentes minerales y organicos a través de la interpretacion automatica de imagenes

(clasificacion supervisada, por la reflectancia emitida).

Palabras Clave: Ustifluvents, micro-cartografia, andlisis de imagenes; micromorfologia,

clasificacion supervisada.



ABSTRACT
SPECTRAL MICRO MAPPING AND BIOLOGICAL ACTIVITY IN THIN
SECTIONS
Enrique Suastegui Méndez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2011

The studies about fungi quantification are mainly made in altered condition;
however, little is known about pore and hyphae distribution in the soil and its relationship
with edaphic characteristics accurately. Image analysis is a technique that allows scientists
to study objects of interest in digital imaging characteristics, and together with the
microscope, to examine objects in a wide range of scales. The main objectives of this study
were to quantify the spores and hyphae through the micro-mapping of thin sections of
different soil types, 2) To determine their distribution pattern referred to pores, aggregates
and organic waste in the process of mineralization of organic residues in different soils and
3) to present a classification system for the identification of predefined objects (spores,
hyphae, aggregates, minerals and organic waste), based on spectral response. The micro-
mapping of thin sections can be a useful tool to quantify and understand the spatio-temporal
of fungi in situ, which can predict a variety of processes and mechanisms that are critical to
soil aggregation under different edaphic conditions. In addition, the spatial location of
spores and hyphae from digital images obtained from thin sections can be differentiated
from organic and mineral components through the automatic interpretation of images

(supervised classification, issued by the reflectance).

Keywords: Ustifluvents, micro-mapping, image analysis, micromorphologi, supervised

classification.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION GENERAL

La distribucion espacial y temporal de los hongos en el suelo tiene gran impacto en
muchos servicios de los ecosistemas importantes como el papel en la dinamica del carbono
y el de las epidemias. Esta distribucion es el resultado de diversos controles ambientales
que operan a diferentes escalas y de los procesos intrinsecos de la poblacion tales como la
dispersion, reproduccién, mortalidad o la competencia, que se producen principalmente en
escalas microscopicas (Ettema y Wardle, 2002). No obstante, todavia no esta definido la
escala Util para detectar las hifas fangicas en el espacio de los poros y entre los agregados
de manera in-situ (Trevez et al., 2003). Esto se debe a que hay poco conocimiento sobre el
origen de las comunidades de hongos en el suelo y como estas comunidades interactdan con
la estructura del mismo.

Para la cuantificacion de esporas o hifas generalmente se utilizan diversas técnicas
como tincidn, tamizado hdimedo y decantado, dilucién, unidades formadoras de colonia
(UFC) e hibridacion in situ por fluorescencia (Davet, 2004; Jjemba, 2004); sin embargo,
hay poca informacion sobre la distribucién de estos organismos y sus relaciones con
superficies edéaficas (agregados, restos de materia orgadnica, granos minerales y poros)
particularmente in situ. Una alternativa, es la micro-cartografia de secciones delgadas (De
Ledn et al., 2007), que son generadas a partir de material del suelo inalterado (Bullock et
al., 1985).

Se ha reportado que la ubicacién de bacterias y hongos en la red de poros es la clave
para su supervivencia y su actividad; por ejemplo, el mayor tamafio que tienen los hongos
provoca que sean méas vulnerables al ciclo de secado o humedecimiento y a la depredacion
(Denef et al., 2001), por lo que generalmente 80 a 90% de los hongos estan restringidos a
los poros méas grandes (Hattori 1988; Otten et al., 1999). No obstante, la mayor dificultad
en la comprension de las interacciones de hongos del suelo es la capacidad de observar la
propagacion de los mismos dentro de un volumen del poro en la escala pertinente de las
hifas (hasta 10 mm de diametro) y de colonias de hongos (orden de centimetros). Ademas,
no se han realizado investigaciones sobre la cartografia de los hongos en secciones
delgadas con el fin de determinar la escala de observacion de las hifas flingicas y su

relacion con diferentes rasgos edaficos (residuos de materia organica, agregados y poros).
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Por otra parte, el procesamiento digital de imagenes ha sido ampliamente utilizado
a escalas megascopicas para determinar la distribucién espacial de la vegetacion, salinidad,
geomorfologia, cuerpos de agua etc. Para ello se han empleado diversas metodologias
(clasificaciones supervisadas 0 no supervisadas) y software (ERDAS, ARGIS) y todas las
bandas espectrales desde el espectro visible hasta el infrarrojo.

A nivel microscopico, el procesamiento digital de imagenes captadas a partir de
secciones delgadas han sido enfocadas a la recopilacion de datos sobre las caracteristicas
del suelo con méas de una fuente de iluminacion tal como luz polarizada plana, luz
polarizada cruzada, con compensador de yeso y luz incidente (Terribile y Fitzpatrick, 1992;
Protz y Van den Bygaart, 1998) y luz ultravioleta (UV) (Protz et al., 1992). Este
procesamiento digital ha hecho posible que la descripcidn, interpretacion y cuantificacion
de las caracteristicas del suelo en secciones delgadas (estructura, los poros, minerales, y las
fases no-mineral) sean mas precisas, debido a que los equipos especializados en sensores
para la captura de imagen tiene mayor capacidad de almacenamiento (hardware). No
obstante, la combinacién de metodologias usadas a escala megascopica con fuertes de luz
artificial a escala de seccion delgada no se han llevado a cabo. Se espera que cada rasgos
edafico (poros, agregados, residuos organicos y esporas e hifas) tengan patrones espectrales
puros o combinados que permitan su identificacion répida y ubicacion en secciones
delgadas, lo que facilitara su distribucidn, cuantificacion y en consecuencia su cartografia
automatizada.

Los objetivos de esta investigacion fueron: 1) Cuantificar a las esporas e hifas durante
el proceso de mineralizacion de residuos orgénicos en diferentes tipos de suelos; y 2)
Determinar el patron de distribucién referida de hongos y esporas con respecto a poros,
agregados y residuos organicos través de la micro-cartografia de secciones delgadas en
diferentes tipos de suelos y 3) Presentar un sistema de clasificacion para la identificacion
de objetos predefinidos (esporas, hifas, agregados, minerales y residuos organicos), con
base en la forma de la respuesta espectral, de manera rapida y eficiente.
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1. REVISION DE LITERATURA
1.1 Distribucion espacial y temporal

La importancia de la variabilidad espacial en la ecologia del suelo ha sido
ampliamente reconocida y la distribucion espacial ha sido descrita en escalas que van
desde individuos hasta comunidades a escala de paisaje (Franklin et al., 2002; Franklin and
Mills, 2003; Vieublé-Gonod et al., 2006). Sin embargo, gran parte del trabajo ha sido de
caracter descriptivo y la estructura espacial no se ha aprovechado plenamente para
comprender la funcién del suelo ni reconocido plenamente como una propiedad
fundamental de los suelos.

La estructura espacial de las poblaciones microbianas del suelo es el resultado de
diversos controles ambientales que operan a diferentes escalas y de los procesos
intrinsecos de la poblacién tales como la dispersién, reproduccion, mortalidad o la
competencia, que se producen principalmente en escalas microscopicas (Ettema y Wardle,
2002). Las comunidades responden simultaneamente a una serie de variables que muestran
diferentes patrones espaciales, que tienden a ser muy complejos; aunque ha sido
corroborado por la evidencia empirica. Oline y Grant (2001) demostraron que el patron
espacial de la biomasa microbiana del suelo es mas complejo que otras propiedades del
suelo. Se ha establecido que las comunidades microbianas muestran diferentes patrones
espaciales, lo que sugiere que responden de manera diferente a los agentes de la
estructuracion o que responden a diferentes agentes estructurantes (Saetre y Badth, 2000;
Ritz et al., 2004).

Las comunidades microbianas, o subconjuntos de la misma, también muestran
escalas anidadas de la estructura espacial, lo que indica que el desarrollo de la comunidad
pueden responder a varios factores a la vez (Nunan et al., 2002; Frankliny Mills, 2003), lo
que se traduce, en una vision de conjunto que es muy complejo y dificil de desentrafiar.

La estructura espacial se puede utilizar para ayudar a identificar los factores
externos o intrinsecos del desarrollo y la actividad de la poblacion (Ettema y Wardle,
2002). Sin embargo, con el fin de comprender como los factores externos e intrinsecos
forman la actividad microbiana de la poblacién, la estructura y distribucién es importante
para tener en cuenta las escalas en que operan estos organismos. Muchos estudios han

examinado el papel de las variables ambientales que presentan los gradientes de escala



(grande y media), como la perturbacion (Robertson et al., 1993), contenido de humedad
(Morris y Boerner, 1999), contenido de materia organica (Vieublé-Gonod et al., 2003),
distribucion de las plantas (Saetre y Bdéth, 2000) o las rutas de flujo preferencial en las

poblaciones microbianas y la actividad en el paisaje, campo, parcela o las escalas bésicas.

1.2. Hongos en el suelo

A pesar de la importancia reconocida de la comunidad de hongos del suelo en la
regulaciéon de la estructura y el funcionamiento de los ecosistemas de plantas y suelo,
todavia hay poco conocimiento sobre el origen de las comunidades de hongos en el suelo
y cOmo estas comunidades interactdan con la estructura del suelo. La diversidad de los
hongos es alto, el nimero de especies estimadas es de 1.5 millones; sin embargo, a pesar
de su diversidad, los hongos comparten ciertas caracteristicas comunes, ya que son
heterotrofos, deben recurrir a fuentes externas de C y por lo general, presentan un
crecimiento filamentoso. Este Gltimo les da distintas ventajas ecolégicas en el suelo por lo
que ocupan un nicho diferente de las ocupadas por las bacterias en el suelo. El crecimiento
apical les ofrece oportunidades para encontrar nuevas fuentes de carbono que pueden ser
trasladadas a través de la red micelial a otra parte de la colonia de hongos. EI mayor
tamafio de los hongos (las dimensiones tipicas de 30-10 mm) en relacién con las bacterias
(0. 5-1 mm) significa que los hongos se encuentran raramente en microporos (Killham,
1994).

La ubicacion de bacterias y hongos en la red de poros es la clave para su
supervivencia y su actividad; por ejemplo, el mayor tamafio que tienen los hongos provoca
que sean mas vulnerables al ciclo de secado o humedecimiento y a la depredacion (Denef
et al., 2001). Hattori (1988) demostraron que 80 a 90% de los hongos pueden ser
restringidos los poros mas grandes. Esto es consistente con el trabajo reportado maés tarde
por Harris et al. (2003) y Otten et al. (1999) quienes sefialaron que la exploracion de
hongos es preferencial a través de los poros mas grandes y llenos de aire. La mayor
dificultad en la comprensién de las interacciones de hongos del suelo es la capacidad de
observar la propagacion de los mismos dentro de un volumen de poro en la escala
pertinente de las hifas (hasta 10 mm de didmetro) y de colonias de hongos (orden de
centimetros). Mucho progreso se ha hecho recientemente en secciones delgadas donde se



puede observar la distribucidn espacial de los hongos en un transecto de 2-D a traves del
suelo (Harris et al., 2003). A escalas microscépicas (es decir, 0.77 0.58 mm, la Unica
escala en la que pueden ser detectados en las secciones delgadas del suelo), las hifas de
los hongos exploran el espacio poroso entre los agregados.

Hay pruebas de que la materia orgédnica en los poros méas pequefios esta mas
protegida de la degradacion que en los poros méas grandes (Hassink et al., 1993). La
investigacion en esta zona ha sido predominantemente centrada en las bacterias con pocas
referencias a los hongos.

Los hongos y bacterias influyen de diferente forma en la estabilizacion y la
formacion de los diferentes componentes de la materia orgénica en los suelos agricolas, en
parte debido a sus interacciones con diferentes propiedades fisicas del suelo (Six et al.,
2006). Las interacciones entre organismos Yy su sustrato dependen de la estructura del suelo
y de la capacidad de los organismos a explorar el volumen de los poros.

La heterogeneidad microscopica del suelo y los hongos son de gran importancia, en
el desarrollo de las epidemias vegetales causadas por patdgenos del suelo. El papel de las
condiciones fisicas del suelo en el movimiento y la dispersién de patdgenos flngicos
influyen en las epidemias de muchas maneras y en muchas escalas. Por ejemplo, el suelo
mas densa en condiciones mas himedas se traducira en una colonizacion mas intensa en el
suelo, con las colonias de hongos pequefios pero densos.

El Gltimo desafio es entender como las condiciones fisicas del suelo forman la
dindmica de la comunidad de hongos en el suelo. Mientras que las teorias han surgido y han
contribuido considerablemente a nuestra comprension, en particular, los hongos han
recibido hasta la fecha comparativamente relativamente poca atencion. Una manera de
progresar es desarrollar un enfoque de modelado capaz de vincular las condiciones del
medio ambiente con la dindmica de la comunidad. Recientemente, Falconer et al. (2008)
propusieron un modelo que se basa en la fisiologia de los organismos; sin embargo, no es
capaz de analizar la dindmica de hongos en una estructura heterogénea. En concreto, este
mostrd la existencia de un estrecho rango de condiciones fisicas del suelo que permiten la
coexistencia de dos especies de hongos, separados por la estructura fisica. Este enfoque

proporcionard una comprension mucho mas de lo necesario para las heterogeneidades



microscopicas en las condiciones fisicas del suelo para explicar como afectan a la
diversidad de hongos.

Sin embargo, los resultados recientes sobre las consecuencias de las interacciones
entre los diferentes componentes del suelo, y en particular entre la estructura y la actividad
microbiana, sugiere que la introduccion de la complejidad de esta naturaleza en nuestra
descripcidn de la tierra podria ser un paso esencial hacia la reduccion de la demanda en los
datos. Los estudios de las redes de interaccion complejas estdn empezando a revelar las
propiedades universales subyacentes (Albert y Barabassi, 2002); para ciertos modelos de
redes, el comportamiento macroscopico del sistema puede ser relativamente insensible a los
detalles de profundidad de las interacciones (Branda et al., 2005). En otras palabras, a
medida que se desarrolla una descripcién mas detallada de los suelos en términos de las
interacciones entre sus componentes, no habrd un limite a la cantidad de detalles que se
necesita. La ciencia del suelo debe centrarse mas en las interacciones y menos en los
componentes individuales de forma aislada.

Se ha reportado que en el suelo una multitud de diferentes especies de
microorganismos estan presentes en el suelo, sobre todo en la rizésfera del suelo (volumen
del suelo adyacente) y esté influenciada por las raices de la planta, y representa una region
de intensa actividad microbiana (Bonfante y Anca, 2009). La riz6sfera es un ambiente que
la planta misma ayuda a crear y donde los microorganismos patogenos y benéficos
constituyen una fuerte influencia sobre la salud y crecimiento de las plantas. El grupo de
microorganismos y otros agentes que se encuentran en la rizosfera incluyen bacterias,
hongos, nematodos, protozoos, algas y microartrépodos (Johansson et al., 2004).

Los HMA son hongos cosmopolitas que se asocian en las raices de la mayoria de las
especies vegetales (> 85%) y les proporcionan multiples beneficios: mayor transporte de
nutrimentos, proteccion en condiciones de estrés, como: patdgenos de habitos radicales,
salinidad, sequia, acidez y elementos toxicos (Smith y Read, 1997). También son
responsables de influenciar la diversidad vegetal y productividad en ecosistemas naturales
(Van der Heijden et al., 1998).

Ademas, los HMA tienen una importante ventaja con respecto a otros hongos y
microorganismos del suelo, debido a que tienen un abastecimiento constante directo de C

organico desde su hospedante. Sus hifas parecen permanecer viables por mayor tiempo, por



lo que su participacion en la estabilidad de agregados se considera de mayor importancia
(Franzluebbers et al., 2000)

Debido a la longitud hifal en el suelo en comparacion con la raiz, el area de la
superficie por unidad de volumen de las hifas de HMA puede ser aproximadamente 100
veces mas (Harley, 1989). Esta cantidad de hifas varia en los ecosistemas y presenta valores
promedio comunes de 0.5 a 5 m (de hifa por gramo de suelo) en suelos cultivados y de
hasta 20 m en suelos no perturbados.

Dado que la morfologia de la colonizacién micorrizica que se produce en las raices
de las plantas es de escaso valor taxonomico (Brundrett et al., 1996; Merryweather y Fitter,
1998), la taxonomia de los HMA se basa fundamentalmente en la morfologia de sus
esporas: forma, color, tamafio, grosor, tipo y naturaleza de las paredes que la constituyen,
conexion hifal, ornamentaciones, etc. (Smith y Read, 1997), utilizdndose la densidad de
esporas (numero de esporas/100g de suelo), como una medida de la importancia de las
distintas especies de hongos en los suelos. Sin embargo, debido a las diferencias existentes
en la capacidad de esporulacién, ese parametro no necesariamente refleja la abundancia real
de las diversas especies de HMA.

Recientemente, con las técnicas de biologia molecular, se ha comenzado a
caracterizar las diversas especies de HMA presentes en las raices de las plantas con base en
la comparacion de sus secuencias de ADN (Helgason et al., 1998), pero el problema de la
significacion estadistica del muestreo en el campo con estas técnicas aun dista mucho de
estar resuelto, por lo que la cuantificacion de esporas, alin con sus limitaciones, sigue

siendo la medida de diversidad de HMA mas utilizada.

1.2.1. Micelio externo

El micelio externo micorrizico constituye de 80 a 90% de la biomasa fungica en el
suelo. Los suelos de diferentes ecosistemas contienen largas redes miceliales constituidas
por hifas gruesas corredoras, que se encargan de explorar el suelo; el didmetro de estas

disminuye con el incremento en el orden de ramificacion (Friese y Allen, 1991).



Esta estructura puede trabajar como un sistema de conexion entre la raiz y el suelo y
se distribuye ampliamente formando puentes hifales de conexion entre plantas funcionando
como una fuente de intercambio nutrimental de un individuo a otro (Van der Heijden y
Sanders, 2002).

El micelio externo constituye una importante fuente de inéculo para el progreso de
la colonizacion del mismo sistema radical. EI crecimiento extensivo del mismo no se inicia
hasta después que las raices han sido penetradas por las hifas del hongo. A lo largo de las
hifas corredoras, se forman redes muy finas ramificadas que funcionan como estructuras de
absorcion (Basic absortion estructures BAS). A partir del micelio externo del hongo, se
pueden formar células auxiliares aisladas o agrupadas, cuya funcion no se ha determinado
totalmente y grandes esporas de resistencia de paredes gruesas, las cuales pueden sobrevivir

por afios y cuya germinacién inicia un nuevo ciclo de la simbiosis (Bago et al., 1998).

1.2.2. Esporas

El micelio externo da origen a las esporas y éste debe traslocar cantidades
relativamente grandes de carbohidratos dentro de ellas, colocando una cantidad
considerable de biomasa fungica fuera de las raices; por ello las esporas representan una
importante biomasa flangica en el suelo (Smith y Read, 1997). Las esporas se establecen
como estructuras de almacenamiento, resistencia y reproduccion.

Las esporas con paredes gruesas, resistentes y hasta varios miles de nucleos
parecen ser estructuras de supervivencia de largo tiempo con capacidad de ser dispersadas
por el viento y el agua (Gemma y Koske, 1992). En el suelo las poblaciones estan
compuestas de esporas de diferentes edades y en diferentes estados de dormancia o
quiescencia. Por consecuencia, la germinacion puede ocurrir muy despacio Yy
variablemente, proveyendo asi un reservorio de inéculo que persiste por muchos afios
(Braunberger et al., 1994).

La densidad de esporas en el suelo y su diversidad de especies es muy variable.
Sieverding et al. (1999) encontraron una densidad maxima de 28 esporas g™ de suelo y
calcularon una biomasa de hasta 919 kg ha™, lo cual estima una biomasa mayor a la que se
estima para cuerpos fructiferos de hongos ectomicorrizicos. La composicion de especies y

abundancia de la poblacion de esporas, tanto como la contribucion de esporas a la



infectividad, estan probablemente influenciadas por un amplio rango de factores
relacionados con la produccién de esporas, dormancia e infectividad, lo cual puede diferir
entre especies de hongos, tipos de plantas asi como con época y otras variables ambientales
(Smith y Read, 1997).

1.2.3.Germinacion y crecimiento hifal
Si hay una colonizacion exitosa se forma un micelio extenso, y si la espora llega a

ser separada el crecimiento de la hifa cesa (Samaniego, 2008).

1.2.4. Pared de la espora

Cada espora, sin importar la especie, produce una pared la cual se origina de la hifa
fértil en donde la espora es sostenida. La espora puede permanecer continuamente con la
pared hifal o puede llegar a ser separada. La pared de la espora crece y se diferencia mas a
medida que la espora aumenta de tamafio. Cuando la espora deja de crecer, todas las capas
de la pared de la espora han sido formadas, y ellas pueden continuar diferenciando
propiedades tales como: color, rigidez y grosor (Stlirmer y Morton, 1997).

La pared celular de los hongos posee constituyentes quimicos como: polisacaridos,
proteinas, lipidos y otras sustancias. La constitucion varia entre las diferentes especies,
también varia por factores como, edad, composicion del medio, pH y temperatura
(Gonzalez- Chavez, 2002).

1.3. Escalas de observacion

El estudio del suelo, por décadas, se ha enfocado al entendimiento e interpretacion
de caracteristicas y propiedades del suelo a gran escala. Esto provocé que las ciencias se
desarrollaran mas rapidamente que las relacionadas con el estudio de los procesos y
factores de formacion de suelo (De Kimpe y Morel, 2000).

Dentro de la ciencia del suelo se incluye la calidad, extension y variabilidad
espacial, desde escalas microscopicas hasta megascoOpicas. Esta ciencia se considera
integrativa y extrapolativa, ya que proporciona las guias organizacionales para catalogar

modos, mecanismos y magnitudes de la variabilidad espacial del suelo; asimismo, aporta
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esquemas de escalacion de la variabilidad espacial de los componentes del suelo (Wilding
etal., 1994).

Este enfoque de la ciencia se debe a que la complejidad del suelo parece
abrumadora; cuanto méas cerca nos fijamos, mayor es la diversidad bioldgica y
heterogeneidad fisica y quimica. Sin embargo, a pesar de ello «caos microscopico», el suelo
es estable en sus propiedades macroscopicas a traves de una gama de condiciones de
funcionamiento. Se podria argumentar que la comprension de la estabilidad depende del
origen y la escala en la que se comprende al suelo.

Enfoque reduccionista: estudia los procesos que ocurren en el suelo para su
interpretacion, por lo que las herramientas de este enfoque son las escalas de observacion,
donde se emplean métodos de otras ciencias diferentes a la ciencia del suelo (Yaalon y
Arnold, 2000).

El estudio del suelo en cada escala de observacién, o nivel de detalle, requiere de
herramientas especificas para su realizacion; por ejemplo: cuando se lleva a cabo una
investigacion del suelo en un contexto global o de paisaje se emplean los sensores remotos
(fotografias aéreas o imagenes de satélite); en la descripcion de un perfil del suelo en
campo, la percepcion visual; ademas los diferentes sentidos del cuerpo humano sirve para
este fin. En cambio, cuando se requiere la identificacion de los minerales que existen en el
suelo, se recurre a la micromorfologia (microscopia), y la espectroscopia (estudio

submicroscépico) (Figura 1) que ofrece resultados mas detallados (Wilding, 2000).

€ Niveles Jerarquicos >
Sistema Paisaje Horizontes Particulas del Minerales Estructura
Global suelo del suelo suelo molecular
Sistema Perdon agregados Microorganismos  Estructura
suelo del suelo del suelo cristalina
Sensores remotos Visual Microscopia Espectroscopia

¢ $ é —6 —4

Figura 1. Relacion entre los niveles jerarquicos del suelo y las herramientas que se utilizan para su

estudio.
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1.4. Suelo

El Soil Survey Staff (2010), lo define como un cuerpo natural trifasico, constituido

por sélidos (minerales y materia orgénica), liquidos y gases, que ocurren en la superficie de

la tierra, y que ocupa un lugar en el espacio. Ademas, se caracteriza por, presentar

horizontes o capas que se distinguen del material inicial como resultado de las adiciones,

pérdidas, transferencias y transformaciones de materia y energia o por la habilidad de

soportar plantas enraizadas en un ambiente natural.

1.4.1.

Las funciones del suelo dentro del ecosistema

De acuerdo con Brady y Weil (1999) el suelo ejerce cinco funciones:

Medio para el crecimiento de las plantas. El suelo es un soporte para el crecimiento
de las plantas superiores, y proporciona un medio para el crecimiento de las raices y
suministro de nutrimentos.

Regulador del suministro de agua. El suelo tiene la funcion de almacenar, purificar
y reciclar el agua.

Reciclador de materiales de desecho. Los suelos tienen la capacidad de reciclar
grandes cantidades de basura organica transformandola en humus y convirtiendo los
nutrimentos minerales en formas que se pueden utilizar por plantas y animales.
Habitat para los organismos del suelo. El suelo contiene billones de organismos
gue acttan como depredadores, consumidores, productores o parasitos.

Medio ingenieril. Los suelos pueden presentar diferente estabilidad, eso hace que no
todos sean aptos para la construccion, por lo que se deben considerar algunas de sus
propiedades como dureza, capacidad de carga, comprensibilidad, resistencia y
estabilidad; propiedades que varian mucho, mas que los materiales de construccion.

Los cambios del ambiente fisico y quimico, producto de las actividades humanas,

afectan directamente el habitat edafico; como consecuencia, los suelos sufren procesos de

degradacion en mayor o menor escala y quede puede interpretarse como una pérdida

significativa de calidad (Monokrousos et al., 2006).
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1.5.  Micromorfologia y analisis de imagenes

La micromorfologia del suelo es el estudio inalterado de blogues o secciones
delgadas (25-30/um de grosor) bajo el microscopio petrografico. El estudio de la
micromorfologia del suelo se basa en el analisis de secciones delgadas preparadas a partir
de muestras no alteradas del suelo y es un método que se utiliza actualmente para evaluar
efectos que tienen diversos factores ecoldgicos (fauna, lluvia, fuego, cultivos, sequias.)
sobre las propiedades del suelo (Vera et al., 2007). Aunque histéricamente la
micromorfologia estd estrechamente relacionada con la génesis del suelo, su aplicacion se
incrementa en diferentes campos de la ciencia del suelo, los cuales incluyen a la fisica,
quimica, biologia y bioquimica del suelo (Bullock et al., 1985). No sélo en la agricultura su
uso es amplio, sino que empieza a apreciarse su utilidad en la arqueologia, ecologia,
geologia y mecanica de suelos.

Por otra parte el analisis de imagenes es un equipo compuesto por un microscopio y
una computadora, técnica que ayuda a los cientificos a estudiar objetos de interés en una
imagen digital. Junto con el microscopio de video, los anélisis de imégenes permiten
examinar objetos en un amplia gama de escalas (Bui, 1990). Esta técnica tiene mucha
importancia en la ecologia del suelo; por ejemplo, los microbiélogos han usado los analisis
de imégenes para cuantificar la tasa de crecimiento de células bacteriales y cultivos de
microcolonias (Caldwell 1985; Korber et al., 1989).

En el suelo el andlisis de imagenes, se ha utilizado para medir la porosidad del suelo
y la estructura (Ringrose-Voase y Bullock, 1984; Moran et al., 1989). Ademas de la
caracterizacion de pelets fecales de la fauna (Pawluk, 1987). Tambien se utilizado la
grabacion de video-tape o imégenes por intervalo de tiempo rastrear los movimientos de los
organismos del suelo (Korber et al., 1989; Lussenhop et al., 1991).

El estudio del suelo mediante secciones delgadas provee la oportunidad para los
investigadores de la fauna del suelo estudiar las relaciones que evidencian la actividad
animal, tales como la excavacion y deposicion de excrementos pueden ser identificados y
cuantificados. La micromorfologia ha sido por mucho tiempo una herramienta atil para
caracterizar la interaccién entre fauna y las propiedades fisicas del suelo (Kooistra, 1991;
Fromm et al., 1993; Hassink et al., 1993; Canti, 1998).
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El desarrollo de las técnicas en el analisis de imagenes provee nuevas oportunidades
para cuantificar los andlisis en la micromorfologia; por ejemplo, el espacio poroso
(RingroseVoase, 1996; Adderley et al., 2002). Tales caracteristicas pueden ser aisladas de
los materiales que los rodean haciendo posible la identificacién automatica a través de los
andlisis interactivos de un software.

Deleporte et al. (1997) usaron los anélisis de imagenes para investigar el humus del
bosque a través de los andlisis de los cambios en el espacio poroso de las particulas
minerales. Por su parte, para los suelos agricolas, VandenBygaart et al. (2000) investigaron
la influencia de las lombrices de tierra en las propiedades de la estructura del suelo usando
andlisis de imagenes del espacio vacio.

El andlisis de imagenes de secciones delgadas o bloques de suelo ha sido usado para
cuantificar la distribucién del tamafio de los poros, la estructura y para caracterizar la
irregularidad, orientacién y forma de los poros de los suelos (Thompson et al., 1992;
Bouabid et al., 1992; Deeks et al., 1999).

McKeague et al. (1987) utilizaron mediciones de analisis de imagenes de espacio
vacio para examinar el historial de los efectos en la porosidad de los cultivos en un suelo
Brookston; ademas, observaron una reduccion considerable en el espacio vacio total del
horizonte superficial de este suelo bajo siembra continua de maiz.

En base a todo lo anterior se observa que el analisis de imagenes ha sido enfocado
principalmente al suelo para determinar o cuantificar sus propiedades fisicas; sin embargo,
en lo que respecta al uso de la micromorfologia y anélisis de imagenes aplicado a los
distribucion espacial es escaso, ya que no se encuentra en la literatura estudios realizados
para la cuantificacion.

En la actualidad, los estudios de los suelos y de la participacion biolégica utilizan
diferentes escalas de observacion, bajo esta perspectiva, se pueden plantear algunas
preguntas:
¢Qué escala es util en la que se pueden detectar las hifas fungicas en el espacio poroso?

Las limitaciones inherentes a estos métodos de muestreo se oponen a ciertos tipos
de analisis de datos e interpretacion, por lo que ha sido posible desarrollar un modelo de la
distribucion espacial de las esporas en el suelo en relacién con la estructura o la

arquitectura de raiz.
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RESUMEN

Generalmente, los estudios sobre la cuantificacion de hongos se realizan de manera
alterada, utilizando diferentes procedimientos como la técnica de tincion, tamizado himedo
y decantado, dilucion, unidades formadoras de colonia (UFC) e hibridacion in situ por
fluorescencia; no obstante, poco se conoce sobre la distribucion de las esporas e hifas en el
suelo y sus relaciones con rasgos edaficos de manera precisa. El objetivo del presente
estudio fue cuantificar a las esporas e hifas a través de la micro-cartografia de secciones
delgadas de diferentes tipos de suelos y determinar su patron de distribucion referida con
respecto a poros, agregados Yy residuos orgéanicos durante el proceso de mineralizacion de
residuos organicos en diferentes suelos. Se analizaron 123 secciones delgadas, verticales y
horizontales, que se colectaron a intervalos de tiempo (1, 60 y 100 dias), las cuales fueron
escaneadas, magnificadas (300 %) e impresas en papel (22 x 27 cm); después fueron
delimitadas en cuadrantes equivalentes y observadas sistematicamente bajo un microscopio
petrografico. Cada hifa o espora identificada por cuadrante fue dibujada con marcador rojo
en la imagen y un mapa de distribucion fue generado. En suelos arcillosos se presento la
mayor cantidad de esporas las cuales se asocian con las tres superficies analizadas; mientras
que en suelos arenosos el crecimiento de esporas fue limitado y en ninguna etapa se
relacionaron con los poros del suelo. La mayor produccion de esporas ocurrio a los 60 dias
después de la aplicacion de residuos organicos al suelo y se relacionan con macro-
agregados independientemente del tipo de suelo. Este método permite establecer la
distribucion espacial de esporas e hifas y comprender mejor su papel en la formacién de los
agregados del suelo.

Palabras Clave: Ustifluvents, micro-cartografia, residuos organicos; micromorfologia.
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SUMMARY

Generally, studies on the quantification of fungi are made altered by using different
technical procedures such as staining, wet sieving and decanting, dilution, colony forming
units (CFU) and hybridization in situ by fluorescence; however, little is known about
spores and hyphae distribution in the soil and its relationship with soil features. The
objectives of this study were to quantify the spores and hyphae through the micro-
cartography in soil thin sections, and to determine their related distribution patterns with
pores, aggregates and organic waste during the mineralization process of organic residues
in different soils. 123 soil thin sections (vertical and horizontal) were analyzed, which were
collected at different intervals of time (1, 60 and 100 days). Then, they were scanned,
magnified (300%) and printed on paper (22 x 27 cm), and defining into equivalent
quadrants; lately, the soil thin sections were systematically observed under a petrographic
microscope. Each hypha or spore identified by quadrant was drawn in red marker on the
image and a distribution map was generated. In clay soils occurs the highest number of
spores which are associated mainly with any natural surface; in contrast, in sandy soils
spores are not associated with soil porosity. The highest productions of spores occurred at
60 days after application of organic waste to soil and are related mainly with macro-
aggregates to regardless of soil type. This method allowed establishing the spatial
distribution pattern of spores and hyphae and a better understanding about their role in

formation of soil aggregates.

Index words: Ustifluvents, micro-mapping, waste residues, micromorphology.
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INTRODUCCION

Dentro de la ciencia del suelo se incluye la calidad, extension y variabilidad espacial,
desde escalas megascopicas hasta microscopicas. Esta ciencia integrativa y extrapolativa
proporciona las guias organizacionales para catalogar modos, mecanismos y magnitudes de
la variabilidad espacial del suelo; asimismo, aporta esquemas de escalacion de la
variabilidad espacial de los componentes del suelo (Wilding et al., 1994). Cada escala de
observacion, o nivel de detalle, requiere de herramientas especificas para su realizacion,
desde sensores remotos, hasta descripcion de un perfil del suelo (Hoosbeeck y Bryant,
1992). En cambio, cuando se requiere la identificacion de los minerales o actividad
bioldgica que existen en el suelo, se recurre a la micromorfologia y a la espectroscopia
(Wilding, 2000). Ademaés, se emplean otras disciplinas si se desea estudiar a los procesos
que ocurren en el suelo para su interpretacion (Yaalon y Arnold, 2000).

A nivel microscopico, los primeros estudios de analisis de imagen realizados en suelos
utilizaron imagenes grandes de baja resolucion (Jongerius et al., 1972), las cuales con el
tiempo cambiaron a imagenes pequefias con alta resolucion (Terribile et al., 1997
VandenBygaart y Protz, 1998). Las imagenes de alta resolucion son necesarias para todos
los componentes de interés, pero estos tienen que ser en una amplia zona contigua de la
seccidn delgada para obtener la informacion espacial; ademas, para la comprension de cada
rasgo (agregacion) es necesario relacionarlo con datos obtenidos a diferentes escalas dentro
de los mismos agregados (Miedema, 1997), y analizarlos de manera individual, ya que no
existe un método para la identificaciébn completa de todas las funciones en una seccién
delgada (Terribile et al., 1997).

En el caso de la actividad biol6gica, la estructura espacial se puede utilizar para
identificar a los factores externos o intrinsecos que influyen en el desarrollo de la poblacion
(Ettema y Wardle, 2002).

En la actualidad, los estudios de suelos y de la participacion biol6gica utilizan
diferentes escalas de observacion (Nunan et al., 2002); no obstante, todavia no esta definido
la escala util para detectar las hifas fangicas en el espacio de los poros y entre los agregados
in-situ (Trevez et al., 2003).
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Para la cuantificacion de esporas e hifas generalmente se utilizan diversas técnicas
como tincidn, tamizado hdmedo y decantado, dilucién, unidades formadoras de colonia
(UFC) e hibridacion in situ por fluorescencia (Davet, 2004; Jjemba, 2004); no obstante,
hay poca informacion sobre la distribucion de estos organismos y sus relaciones con
superficies edéaficas (agregados, restos de materia organica, granos minerales y poros)
particularmente in situ, y menos adn, su cartografia.

La distribucion espacial y temporal de los hongos en el suelo tiene un gran impacto en
la agregacion y estabilidad del suelo (Hassink et al.,, 1993). A pesar de esto, el
conocimiento sobre la organizacion espacial de los hongos en el suelo y su papel en la
agregacion del suelo es limitado (Denef et al.,, 2001). Una alternativa, es la micro-
cartografia de secciones delgadas (De Leon et al., 2007), que son generadas a partir de
material del suelo inalterado (Bullock et al., 1985). Esta metodologia puede ser Gtil para
determinar la escala de observacién de las hifas fangicas, su relacion con diferentes rasgos
(residuos de materia orgénica, agregados y poros) Yy su distribucion espacial.

Los objetivos de esta investigacion fueron: 1) Cuantificar a las esporas e hifas durante
el proceso de mineralizacion de residuos organicos en diferentes tipos de suelos; y 2)
Determinar el patron de distribucion referida de hongos y esporas con respecto a poros,
agregados y residuos organicos través de la micro-cartografia de secciones delgadas en
diferentes tipos de suelos

MATERIALES Y METODOS
Sueloy clima

El area de estudio se ubica en los terrenos del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, dentro del valle de México, en el kilometro 36.5 de la carretera federal
Meéxico-Texcoco.

El sitio geograficamente se localiza entre las coordenadas 19° 29’ y 19° 37’ de latitud
norte y entre 98° 54’y 99° 03 de longitud oeste, con una altura media de 2250 m (Figura
1).

El clima es templado subhimedo Cb (wo) (w) (i') g; con una precipitacion media anual
de 700 mm, con régimen de lluvias en verano y temperatura media anual de 15.5 °C

(Garcia, 1987). La vegetacion esta dominada por comunidades de Halofitas (Distichlis
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spicata, Saueda nigra, Eragrostis obtusiflora), estratos arboreos (Tamarix plumosa,
Casuarina equisetifolia, Acacia sp., Eucalyptos spp.) (Rzedowzki, 1964) y cultivos
anuales como maiz, frijol, avena, y cebada principalmente. Los suelos son aluviales con
un régimen de humedad ustico, por lo que se clasifican como Ustifluvents variando a nivel

de subgrupo o clase textural (Mollic 0 Aquic (Gutiérrez y Ortiz, 1999).

Sitio experimental

La cartografia de las esporas a nivel de seccion delgada se basé en un experimento
previo realizado por Ochoa et al. (2009) quienes monitorearon la descomposicion de
residuos organicos municipales y su efecto en la formacion de agregados. Los tres sitios
que se trabajaron corresponden al mismo tipo de suelo pero con diferente clase textural,
nivel de salinidad y contenido de materia organica: Sitio 1, Mollic Ustifluvents; son suelos
franco arcillo limosos, de ligera a moderadamente alcalinos y con contenidos medios de
materia organica (MO); Sitio 2, Aquic Ustifluvents; son suelos franco arcillo limoso, salino-
sodicos, con contenido moderado de MO; y Sitio 3, Mollic Ustifluvents, son suelos franco
arenosos, ligeramente alcalinos, con contenidos medios y bajos de MO. En cada sitio
experimental se consideraron dos proporciones de suelo: residuos organicos (2:1y 1:1); dos
profundidades de incorporacion (24 y 42 cm); y dos frecuencias de riego (7 y 14 dias). El
estudio de la aplicacion directa de residuos organicos en el suelo, se efectué durante 100

dias.

Anélisis micromorfolégico

En este estudio se analizaron 123 secciones o laminas delgadas (espesor de 30 pum, 7.5 x
5 cm con cortes verticales y horizontales), que fueron colectadas de la siguiente forma: 3
ldminas por cada tipo de suelos (testigo a 0-10 cm); 24 laminas, 1* dia de incubacion (8 por
Sitio, a 5 y 10 cm de profundidad); y 48 laminas a 60 y 100 dias de incubacion: (16 por
sitio, a 5, 10, 15 y 30 cm de profundidad). Estas muestras inalteradas fueron preparadas de
acuerdo con Murphy (1986) y se volvieron a describir micro-morfoldgicamente con base en
Bullock et al. (1985).
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Las secciones delgadas fueron escaneadas (512 x 720 pixeles), magnificadas (300 %) e
impresas en papel (22 x 27 cm) de acuerdo con el método propuesto por De Ledn et al.
(2007), con algunas modificaciones. ElI material impreso se delimit6 en cuadrantes
equivalentes de 1 x 0.6 mm (60 en total) (Figura 2); luego cada seccion delgada fue
sistematicamente observada bajo un microscopio petrografico (Olympus BX51 ®) con una
rejilla (grid) de 1 x 0.6 cm, 2x, 4x y 10x. Cada hifa o espora identificada por cuadrante fue
dibujada con marcador rojo en la imagen y un mapa de distribucion fue generado.
Posteriormente, cada rasgo y su patron distribucion referida con respecto a superficies de
agregados, tipos de poros y residuos de materia organica fueron cuantificados por cada

tratamiento. De esta manera se establecio la distribucion espacial in situ de las esporas.

Anélisis estadistico

El andlisis estadistico se efectud de acuerdo con el Andlisis Estadistico Multivariado
(AEMV) (pruebas de comparaciones multiples con los test de Tukey) con SAS ®, version
9.1. (SAS Institute Inc, Cary, NC., EE.UU.). Con los datos obtenidos se calculé la riqueza
de especies y el indice de diversidad segin Whittaker (1975).

RESULTADOS

Cuantificacion y monitoreo de esporas e hifas

En el Cuadro 1 se muestra el comportamiento de la poblacion fangica en diferentes tipos
de suelos, profundidades y frecuencia de riegos. En suelos aluviales de texturas finas (Sitio
1), ocurrié la mayor densidad de poblaciones fungicas (364), sobre todo en el horizonte
superficial; mientras que en los suelos salinos o con texturas gruesas (Sitios 2 y 3), la
poblacion fungica disminuy6 de manera dréstica (94 y 48 respectivamente), a pesar de los
altos contenido de MO incorporados y frecuencia de riegos. También se puede apreciar en
este cuadro, que la profundidad influye en el desarrollo de las poblaciones fungicas, ya que
la mayor cantidad de hongos y esporas ocurren en la superficie y disminuye su contenido
con la profundidad, independientemente del tipo de suelo y con los mismos tiempos de

riego o aplicaciones de materia organica. En cuanto a la proliferacion de esporas por dias
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de incubacion, se encontr6 que la mayor incidencia ocurri6 a los 60 dias,
independientemente del suelo (Figura 3).

Con el analisis de la distribucion espacial de la poblacion de esporas e hifas se encontrd
que se relacionan de diferente manera con los rasgos edaficos presentes en los suelos de
acuerdo con el grado de mineralizacion de la materia organica (Figura 6). Antes de las
aplicaciones de residuos organicos, las esporas se identificaron relacionadas con la
superficie de los agregados de los tres sitios analizados; no obstante, una vez iniciado el
experimento, el patron de distribucion relacionada y distribucion basica varié de acuerdo
con el tipo de suelo. En suelos de texturas finas (Sitio 1), y con alto contenido sales (Sitio
2), las esporas se observaron relacionadas con la superficie de agregados, poros y residuos
organicos; en tanto que, en suelos de textura gruesa (Sitio 3), las esporas s6lo se asociaron
con agregados (macro y micro) pero nunca con el espacio poroso. A 60 dias de incubacion,
las esporas y las hifas se relacionaron dominantemente con la superficie de los agregados,
ademas, es cuando se cuantificé la mayor concentracion de poblaciones fangicas (Figura 7
y 8), lo que demuestra que el crecimiento apical les ofrece la oportunidad de localizar
nuevas fuentes de carbono que pueden ser trasladadas a través de la red de micelio a otra
parte de la colonia de hongos. De acuerdo con Ritz y Young (2004), el mayor tamafio de
los hongos (las dimensiones tipicas de 30-10 um) genera que estos se relacionen mas con
macro poros que con lo microporos, los cuales generalmente se ubican dentro de los
agregados.

Con el analisis de la porosidad, se encontrd que en los suelos de textura fina (Sitio 1),
donde ocurre la mayor biomasa de hongos, se presentan poros de empaquetamiento
compuesto (como resultado del acomodo de los agregados) y fisuras; en contraste con el
suelo arenoso (Sitio 3), en donde sélo se presentan poros de empaquetamiento simple (por
el acomodo de las arenas). El espacio poroso total (que es medida en un tiempo dado para
un suelo), vario a lo largo del experimento en los tres tipos de suelos y con tendencia a la
baja (de 40 a 33% en el Sitio 1 y de 29 a 25 % en el Sitio 3). En la superficie de los
agregados asociados con poros de empaquetamiento compuesto es donde ocurre la mayor
densidad de poblacion de hongos, sobre todo en el Sitio 1.

En cuanto a la formacién de macro y micro-agregados se encontré que tienen un

comportamiento lineal durante el proceso de descomposicion e incubacion de la materia
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organica. EI mayor porcentaje de micro-agregados se presentd a los 60 dias (45 %), valor
que corresponde a la mayor cantidad de esporas e hifas, y disminuyé (hasta 20%) al
finalizar el proceso a 100 dias (Figura 5). Sin embargo, el nimero de esporas es adn
discutido como indicador del comportamiento del hongo, ya que su esporulacion puede ser
gobernada por un sin nimero de factores bioticos y abioticos. La presencia de un mayor
namero de esporas a los 60 dias, puede haberse producido como una respuesta del hongo
ante condiciones de estres.

Diversidad e indice de esporas

Los suelos de texturas finas no salinos presentaron la mayor densidad de esporas (Sitios
1), riqueza de especies e indice de diversidad, sobre todo a los 60 dias de incubacion; en
contraste con los suelos de texturas arenosas (Sitio 3) donde practicamente no ocurren
esporas (Cuadro 1). La especie mas abundante fue Glomus “marrén hifa transparente” la
cual domina hasta en 90% (Figura 9), del total de esporas cuantificadas, tanto en la parte
mas superficial del suelo como en el perfil. Sin embargo, s6lo en el Sitio 2 (suelo de textura
fina salino-sodico) se observaron dos morfotipos o tipos de esporas con morfologia
diferente, las cuales no se ajustan a las descripciones publicadas en la literatura.

Anélisis estadistico

La abundancia de esporas e hifas varié entre las tres superficies analizadas (poros,
agregados y residuos organicos) y con respecto a la profundidad (10, 15 y 30 c¢cm). Las
pruebas de comparaciones multiples para los promedios de abundancia de los rasgos
edaficos con los test de Tukey, reflejaron diferencias significativas entre las superficies de
los agregado y de los residuos organicos (p<0.05) y entre la superficie de los agregados y
porosidad (p<0.01) (Figura 10). Asimismo, la abundancia de hongos y esporas y su relacion
con rasgos del suelo con respecto a la profundidad, se observo que existen diferencias
significativas entre la abundancia de hongos e hifas (P<0.05), con respecto a la porosidad
y agregados a la profundidad de 0-10 cm; y entre agregados Yy residuos organicos (P<0.05)
a la profundidad 0-15cm; mientras que la abundancia de hongos es igual en los tres tipos de
superficies con las cuales se asocian a la profundidad de 30 cm (Figura 11).
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En general, para las tres asociaciones entre esporas y rasgos edaficos, al igual que para
casi todos los sitios de muestreo, el mayor promedio de abundancia de hongos (56) se
encontr6 en la profundidad de muestreo (0-10 cm), lo cual se corrobora con lo mencionado
anteriormente sobre los resultados de abundancia total.

Finalmente, se presentd una densidad de esporas mayor en la periferia de los agregados,
en comparacion con los macroporos y residuos organicos. Sin embargo, a pesar de la
incorporacion de los residuos vegetales, se encontraron algunas en los primeros dias de

incubacion, los cuales probablemente cumplan el papel de inoculantes del suelo.

DISCUSION
Cuantificacién de esporas

El mapa de la distribucion de esporas e hifas permitio observar (para los tres tipos de
suelos), que la mayor interaccion se da en la periferia de los agregados (85% de los casos);
después en menor proporcion con los residuos vegetales; y finalmente con menor presencia
en el sistema poroso. Esta diferencia de resultados caracteriza al patron predominante de
colonizacion que los hongos realizan para su sobrevivencia.

La alta relacién entre esporas asociadas con superficies de agregados y de poros de
empaquetamiento compuesto, con una distribucion béasica agregada, confirma que los
hongos tienen un papel primordial en la participacion de la agregacion de los suelos, pero
sobre todo los de texturas finas. En el caso del suelo arenoso, las condiciones edéficas
limitaron el desarrollo de las esporas sobre todo cuando se asociaron con los macroporos.
El mayor tamafio de los hongos (las dimensiones tipicas de 30-10 um) genera que estos se
relacionen mas con macro poros que con microporos (Ritz y Young 2004), hasta en 80-
90%, debido principalmente a que los hongos tienden a explorar a través de los poros
grandes y llenos de aire (Harris et al., 2003; Otten et al., 1999). Sin embargo, esto es valido
si los macroporos son el resultado de actividad bioldégica como los poros de
empaquetamiento complejo (Brady y Weil, 1999), ya que los poros de empaguetamiento
simple tienden a percolar toda el agua y por lo tanto, presentan déficit de agua para el
desarrollo de los organismos (Pape y Lagger, 1995).
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Ademas, la ubicacion de hongos en la red de poros es la clave para su supervivencia y
su actividad, ya que en macroporos suelen ser mas vulnerables a la depredacién y el ciclo
de secado- humedecimiento (Denef et al., 2001).

La baja densidad de esporas e hifas relacionadas con residuos organicos, sobre todo en
suelos arenosos, se debe principalmente a las altas temperaturas que ocurren en las primeras
etapas de mineralizacion. De acuerdo con Miller (1993), los hongos actlan después de que
las poblaciones bacterianas disminuyen su poblacion y los sustratos remanentes son
predominantemente ricos en celulosa y ligninas. Esto contrasta con los resultados
obtenidos, ya que los hongos se relacionaron dominantemente con micro y macro-
agregados, rasgos que se formaron por la actividad bacteriana en el primer mes de
incubacién (Ochoa et al., 2009).

Finalmente, la salinidad del suelo y las inundaciones son dos de los factores
ambientales desfavorables para el desarrollo de hongos, por lo que siempre se ha creido que
las plantas en estos ambientes generalmente no son colonizados por estos hongos
simbidticos (Aliasgharzadeh et al., 2001; Alvarez et al., 2001). Sin embargo, este estudio
demuestra que al degradarse la materia organica con las condiciones de temperatura y
humedad que se presentaron a los 60 dias generé un ambiente donde estos organismos
proliferaron. Ochoa et al. (2009) reportaron que la conductividad eléctrica y el pH del
suelo disminuyeron (a no salinos y ligeramente alcalinos) a medida que avanzaron los dias
de incubacion debido a que la materia organica mineralizada ocluy6 al catién Na*, lo que
generd condiciones que permitieron el desarrollo de los hongos, incluso con un mayor
porcentaje que en los suelos arenosos.

En lo que respecta a los morfotipos de hongos que se desarrollaron en los sitios
experimentales se encontrd que en los suelos estudiados prolifer6 Glomus sp., hongo
cosmopolita que puede dominar hasta 85 % (Kennedy et al., 2002). Asimismo, se ha
reportado que los hongos se organizan en micro-colonias compuestas de pocas individuos
que pueden pertenecer a diferentes morfotipos (Nunan et al., 2003); no obstante, en el suelo
salino sddico la presencia de dos morfotipos de Glomus sp., indica que este género, es un
colonizador mas agresivo y que se adaptan con mayor facilidad a cambios en las
condiciones de clima y suelo extremo como lo son los suelos del ex lago de Texcoco
(Gutiérrez y Ortiz, 1999).
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Distribucion de esporas con poros, agregados y residuos organicos

El patron de distribucion agrupamiento de poblaciones de esporas e hifas y su asociacion
sobre la superficie de agregados, sobre todo en suelos de texturas finas, indica que el
desarrollo de la comunidad puede responder a varios factores (Nunan et al., 2002; Franklin
y Mills, 2003) a escala microscopica. Muchos estudios han examinado el papel de las
variables ambientales que influyen en el gradiente de la escala, tales como la perturbacion
(Robertson et al., 1997), contenido de humedad y contenido de materia organica (Morris y
Boerner, 1999). Aunque no hay duda de que todos estos factores influyen en su actividad y
sobre el desarrollo de la poblacion fungica, no estan relacionados con aspectos de las
poblaciones, tales como los niveles de diversidad sostenida a pequefia escala y los patrones
de diversidad no competitivo en el suelo (Zhou et al., 2002; Treves et al., 2003), que son la
base de las propiedades fundamentales del suelo. En general, su distribucion espacial esta
relacionada con variaciones en la cantidad y calidad de la materia organica, con la
disponibilidad de nutrientes y con la humedad del suelo.

Se ha reportado que los organismos del suelo no se distribuyen al azar sino que siguen
patrones espaciales de agregacion, a escalas diferentes (desde nm a km) que se superponen.
Esta estructuracion obedece al efecto causado por diferentes factores de control y es
totalmente dindmica (Ettema y Wardle, 2002). Utilizando técnicas de observacion de
secciones ultra-finas de suelo mediante microscopia electronica, tomografia, analisis geo-
estadistico y la elaboracion de modelos, especialmente basados en fractales, se ha
demostrado que la distribucién de los organismos edéaficos esta altamente estructurada y

que esta estructuracion es importante para la funcionalidad del suelo.

CONCLUSIONES
En suelos arcillosos, ocurre la mayor proliferacion de esporas, las cuales se asocian con
cualquier superficie natural (poros, residuos organicos y agregados) al inicio de la
mineralizacion de la materia organica y con la superficie de los agregados a 60 dias de
incubacion; mientras que en suelos arenosos en ninguna etapa se relacionan con poros y el
crecimiento de esporas es limitado. La mayor produccion de esporas ocurre a 60 dias y se

relacionan con macro-agregados independientemente del tipo de suelo.
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La micro-cartografia de secciones delgadas puede ser una herramienta atil para
cuantificar y comprender la distribucion espacio-temporal de los hongos in situ, con lo cual
se puede predecir una gran variedad de procesos y mecanismos que son decisivos en la

agregacion del suelo.
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Cuadro 1.Poblacion fungica (N° de individuos) en los sitios de muestreo

Frecuencia de

Profundidad Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Riego (dias) Tratamiento
N° de Esporas e hifas 7 14 1.1 2:1
10 cm 364 94 48 144 50 120 40
15cm 57 36 22 15 6 34 18
30cm 12 5 3 8 0 7 2
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Figura 1. Ubicacion del &rea de estudio
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Figura 2. Areas homogéneas para la cuantificacion y posicion espacial de esporas e hifas
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Figura 3. Numero de esporas totales para los tres sitios experimentales a 60 dias de incubaciéony 10 cm
de profundidad. Relaciones con otros componentes las barras verticales en cada punto representan la
desviacion estandar de la media.
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Figura 4. Numero de esporas totales para Ustifluvents con diferentes propiedades edéficas: a) Sitio 1,
textura fina, no salino; b) Sitio 2 textura fina, salino sddico; y 3) Sitio 3, textura gruesa, no salino a
diferentes tiempos de incubacidn. Las barras verticales en cada punto representan la desviacién
estdndar de la media

Figura 5. Secuencia de agregacion
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Figura 6. Mapa de distribucion espacial de esporas e hifas en un Mollic Ustifluvents a 60 dias de
incubacion de los residuos organicos municipales y 10 cm de profundidad. Los puntos rojos indican su
localizacién y su relacién con rasgos edaficos.
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Figura 7. Mapa de distribucién espacial de esporas e hifas en un Aquic Ustifluvents a 60 dias de
incubacion de los residuos organicos municipales y 10 cm de profundidad. Los puntos rojos indican su
localizacién y su relacidn con rasgos edaficos.
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Figura 8. Mapa de distribucion espacial de esporas e hifas en un Mollic Ustifluvents a 60 dias de
incubacion de los residuos organicos municipales y 10 cm de profundidad. Los puntos rojos indican su
localizacién y su relacion con rasgos edaficos.
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Figura 9. Morfotipos de esporas Glomus sp encontrados en Ustifluvents y relacionados con diferentes

superficies naturales; A) con residuo vegetal; B) asociada con espacio poroso; C) asociacion son
agregado y D) asociacién con residuo vegetal humificado.
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Figura 10. Abundancia de esporas e hifas (+ desviacion estandar) en suelo con diferentes superficies
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Figura 11. Abundancia de esporas e hifas en los sitios de muestreo en diferentes profundidades

43



Capitulo 4. PATRONES ESPECTRALES DE LA
ACTIVIDAD BIOLOGICA EN SECCIONES
DELGADAS

44
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Spectral Patterns of Biological Activity In Soil Thin Sections
Enrique Suéastegui Méndez', Edgar V. Gutiérrez Castorena’, Ma del Carmen Gutiérrez Castorena’,
Carlos A. Ortiz* Solorio®

'Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Carretera México-Texcoco Km. 36.5, Montecillo, Texcoco
56230, Estado de México. “Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco Calzada del Hueso
1100, Col. Villa Quietud, Delegacion Coyoacan, C.P. 04960, México D.F

RESUMEN

El andlisis de imagenes es un equipo compuesto por un microscopio y una computadora
impulsada por una técnica que ayuda a los cientificos estudiar objetos de interés como
caracteristicas en una imagen digital. Junto con el microscopio, los analisis de imagenes
permiten examinar objetos en una amplia gama de escalas. El objetivo de este trabajo fue
presentar un sistema de clasificacion para la identificacion de objetos predefinidos
(esporas, hifas, agregados, minerales y residuos organicos), con base en la respuesta
espectral. Se tomaron imagenes digitales de cada seccion delgada para determinar la
distribucion espacial de las esporas y agregados, y se realizé la microcartografia de la
distribucion de las esporas con las diferentes superficies naturales. Las imagenes digitales
de cada seccion delgada fueron analizadas con los softwares Autocad v10, Erdas v9.2 y Arc
Gisv 9.3, para mantener la precisién y correccidbn geométrica de cada imagen. La
distribucion espacial de las esporas y agregados, se determind en secciones delgadas, las
cuales fueron observadas sistematicamente con un microscopio petrografico usando una
rejilla transparente (1 x 0.6 cm, 2x). La localizacion espacial de esporas e hifas pueden ser
diferenciadas de los componentes minerales y organicos a través de la interpretacion
automatica de iméagenes (clasificacidén Supervisada, por la reflectancia emitidas). EI modelo
de identificacién presentado en este trabajo fue capaz de identificar con precision la
mayoria de los pixeles y agruparlos en una clase especifica dentro de la imagen digital.

Palabras Clave: andlisis de imagen, micromorfologia, firma espectral, clasificacion

supervisada.
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INTRODUCCION

Los suelos estdn compuestos de una fase solida en la que la heterogeneidad
estructural es un factor dominante para la determinacion espacial de la actividad bioldgica
(Young y Ritz, 1998). Esta determinacion se puede realizar a través del analisis
cuantitativo, el cual es una parte esencial de la investigacion edafologica, porque
proporciona una clave para la interpretacion acertada de la génesis y el uso y manejo del
suelo (Drees y Ransom, 1994).

Los primeros trabajos cuantitativos relacionados con la micromorfologia de suelos
se centraron en la estructura y porosidad del suelo utilizando métodos manuales, como es el
caso del conteo por puntos, metodologia tediosa y propensa a cometer errores
(Marschallinger, 1997). Sin embargo, a partir de la década de 1970, surgieron los sistemas
para el andlisis de imagenes que llevaron a cabo numerosas investigaciones sobre estructura
(Jongerius et al.,, 1972; Jongerius, 1983; Bullock y Murphy, 1980; Ringrose-Voase y
Nortcliff, 1987; Ringrose-Voase, 1987, 1990, 1991; Grevers y de Jong, 1992) y porosidad
del suelo (Moran et al., 1989; McBratney et al., 1992; Bouabid et al., 1992; Protz et al.,
1992; Thompson et al., 1992; Puentes et al., 1992; Terribile y Fitzpatrick, 1992; Mermut et
al, 1992; Michael et al., 1992; Sweeney et al., 1992; Protz y Van den Bygaart, 1998). No
obstante, se han hecho muy pocos trabajos para identificar y cuantificar la distribucion
espacial de esporas e hifas fungicas, debido principalmente a las limitaciones en la
obtencion de imagenes y videos digitales que detectan tanto una amplia gama de niveles de
gris como formas geométricas.

Morgan et al. (1991) desarrollaron una técnica totalmente automatizada para
determinar la biomasa de hongos en los suelos, utilizando métodos de tincién. Si las
esporas e hifas fangicas o regiones de las células son tefiidos, estas pueden ser aisladas y
discriminadas con base en su diferencia de nivel de gris en una determinada banda
espectral; en consecuencia, se puede realizar las medidas morfométricas para cada una de
ellas.

Si bien la aplicacion y el analisis de imagenes en un principio eran muy caros,
adelantos tecnoldgicos y tedricos han dado como resultado la reduccion de costos. El rapido
avance en equipo especializado en sensores para la captura de imagen, una mayor

capacidad de almacenamiento (hardware) y la disponibilidad y desarrollo de software cada
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vez mas potentes en el analisis hizo posible que la descripcion, interpretacion y
cuantificacion de las caracteristicas del suelo en secciones delgadas (estructura, los poros,
minerales, y las fases no-mineral) sean mas precisas. Por lo tanto, el anélisis de imagenes
digitales ofrece datos mucho méas amplios e integrados respecto a técnicas manuales
(Marschallinger, 1997), tal como se emplea en el analisis de imagen asistida por un
ordenador en la microscopia de barrido (Fortey, 1995).

Las recientes aplicaciones en el procesamiento digital de imagenes captadas a partir
de secciones delgadas han sido enfocadas a la recopilacion de datos sobre las caracteristicas
del suelo con mas de una fuente de iluminacion tal como luz polarizada plana, luz
polarizada cruzada, con compensador de yeso y luz incidente (Terribile y Fitzpatrick, 1992;
Protz y Van den Bygaart, 1998) y luz ultravioleta (UV) (Protz et al., 1992). Sin embargo,
no existe un método universal, que permita la evaluacién automatica de la fase mineral y no
mineral directamente con fuente de luz Unica. Este estudio propone la aplicacion de un
método que utiliza una fuente de iluminacién para clasificar y cuantificar las diferentes
caracteristicas (minerales y no minerales) directamente de las secciones delgadas del suelo
en la escala microscopica.

Por otra parte, el analisis de imagenes es un area que incluye muchos tipos de
algoritmos para el procesamiento de iméagenes digitales. Hay diversas maneras de
manipular las imagenes, donde las rutinas especificas utilizadas dependeran del propoésito
del analisis (Aydemir et al., 2004). A la fecha, no se tiene conocimiento de ningin estudio
relacionado con la distribucién espacial de esporas, y menos aun sobre sus patrones
espectrales, ya que estos se han enfocado principalmente en caracteristicas morfologicas y
espaciales parasu cuantificacion en el suelo.

El objetivo de este trabajo es presentar un sistema de clasificacion para la
identificacion de objetos predefinidos (esporas, hifas, agregados, minerales y residuos

organicos), con base a la respuesta espectral.

MATERIALES Y METODOS
El andlisis de imagenes para la identificacion de esporas a nivel de secciones
delgadas (15 laminas) se baso en el experimento realizado por Suastegui et al. (2011). En

este estudio se monitored la distribucion espacial de esporas e hifas en sitios
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correspondiente al tipo de suelo (Ustifluvents) con diferencia en cuanto a clase textural,
salinidad y contenido de materia organica.

El Sitio 1, clasificado como Mollic Ustifluvents; son suelos franco arcillo limosos,
de ligera a moderadamente alcalinos y con contenidos medios de materia organica (MO);
El Sitio 2, es clasificado como un Aquic Ustifluvents; s suelos franco arcillo limoso, salino-
sodicos, con contenido moderado de MO; y por ultimo el Sitio 3, Mollic Ustifluvents,

suelos franco arenosos, ligeramente alcalinos, con contenidos medios y bajos de MO.

Analisis micromorfoldgico

En el presente estudio se analizaron 123 secciones delgadas (espesor de 30 um, 7,5
X 5 cm con cortes verticales y horizontales), que fueron colectadas de la siguiente forma: 3
ldminas por cada tipo de suelos (testigo a 0-10 cm); 24 laminas, 1% dia de incubacion (8 por
Sitio, a 5 y 10 cm de profundidad); y 48 laminas a 60 y 100 dias de incubacion: (16 por
sitio, a 5, 10, 15 y 30 cm de profundidad). De estas ldminas se eligieron 15 por cada tipo de

suelo.

Andlisis de imagenes

Las imagenes digitales de cada seccion delgada fueron analizadas con los softwares
Autocad v10, Erdas v9.2 y Arc Gisv 9.3, para mantener la precision y correccion
geométrica de cada imagen. Para determinar la distribucién espacial de las esporas y
agregados, las secciones delgadas fueron observadas sistematicamente con un microscopio
petrografico (Olympus® BX51) usando una rejilla transparente (1 x 0.6 cm, 2x). Una vez
captadas las imagenes digitales fueron editadas y analizadas una por una con ayuda del
software Image-Pro v5.1 Plus ® y los datos fueron tabulados y analizados estadisticamente.

Ademas, se realiz6 la microcartografia de la distribucién de las esporas con las
diferentes superficies naturales. Las dimensiones de cada campo de vision fue 768 x 576
pixeles con una resolucion de 2.79 |, para proporcionar una area elemental representativa,
fundamental en términos cuantitativos en la micromorfologia (VandenBygaart y Protz,
1999).
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El proceso de elaboracion de mosaicos en imagenes digitales llevada a cabo para cada
seccion y a cada modo de iluminacion fue mediante el procedimiento descrito por Adderley
et al. (2002) para producir imagenes compuestas (10 x 6 mm) Para ello se formd un
mosaico de 5cm horizontal x 6cm vertical. Este tamafio es menor al recomendado por
VandenBygaart y Protz (1999) en base a su analisis del espacio poroso.

Las imégenes digitales capturadas (1.6 cm? de superficie) se almacenaron con extension
TIF, que posteriormente fueron exportadas a extension (*.img) para ser procesadas por el
software ERDAS.

El analisis de imagenes se llevd a cabo mediante una serie de procedimientos (Figura
2); por una parte la clasificacion supervisada con el método de la maxima verosimilitud con
pixeles de entrenamiento y por otra con pixeles de verificacion. Ambas son Utiles al realizar
una clasificacion supervisada de la imagen con diferentes capas. Este procedimiento
algoritmico es empleado frecuentemente en teledeteccién y fue descrito por Campbell
(1987), Lillesand y Kiefer (1987), y Mather (1989).

Elaboracion de la mascara digital

Obtenida la imagen digital, se procedio a delimitar el area de estudio a traves de la
elaboracion de una mascara en formato vectorial empleando el software AutoCAD®, a
partir de las coordenadas del formato de imagen, proceso que se realizé con el apoyo del

Sistema de Informacion Geografica (SIG) Arcgis®.

Delimitacion de los sitios de entrenamiento

La georeferenciacion de esporas e hifas fueron realizadas a partir de la méascara
digital obtenida en la micro-cartografia de las secciones delgadas, que posteriormente
formaron poligonos y constituyeron pixeles de entrenamiento usadas en la clasificacion
supervisada de la imagen.

Para indagar el grado de discriminacion en las coberturas de los sitios de muestreo
frente a otras, se clasificd la imagen con luz polarizada y compensador. Consecutivamente,
se hizo la clasificacion digital en las imagenes para determinar si las esporas e hifas eran
segregadas en otras superficies naturales del area total de la imagen incluyendo superficies

con o sin residuos organicos.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Area elemental representativa

El nimero y tamafio de las muestras necesarias para estudiar las caracteristicas
micropedologicas, de los diferentes suelos para ilustrar la amplia gama de variaciones en el
tamafo y las formas, necesitan 6000 puntos para obtener un area de 1 X 0.6 cm en una
seccion delgada. Al cuantificar de manera automatizada en este estudio, el total de rasgos
fue de 2 560 000 puntos, es decir que cada pixel repesenta un area 0.00185 pum de area.

Cuando se utilizé el conjunto completo de datos de la seccion delgada, en lugar de
un subconjunto de puntos de conteo (Figura 1), se logré obtener datos de todo el espacio
poroso y con el mosaico de imagenes secuenciales de cada seccion delgada, se obtuvo la
continuidad de los mismos dentro de un perfil de suelo.

Sweeney (1994) fue el primero en utilizar el concepto de la AER (Area Elemental
Representativa) sobre el espacio poroso en secciones delgadas de suelo y concluy6 que se
requiere una superficie de 2x2 cm para estimar los parametros en secciones de 4x5 cm con
un pixel de 50 p en una matriz de 512 x 512 (Figura 2), la cual es mucho mayor a la que se
trabajo en esta investigacion. Esto se logrd gracias el desarrollo de escaneres de gran
variedad, camaras digitales, un mejor software, y computadoras mas rapidas y ha ampliado
el potencial para un analisis micromorfoldgico cuantitativo mas eficiente y més factible, lo
que ayudara a una mayor comprension de la génesis y los procesos que ocurren en suelos a
diferentes escalas

Por su parte Terribile y FitzPatrick (1992) mencionaron que a pesar de gue se usan
en los andlisis micromorfolégicos diferentes tipos de luces no se logra una buena
correccion geométrica porque utilizan diferentes puntos aleatorios (comun en escala
granes). Esto evitaba una buena identificacion y cuantificacién de los rasgos del suelo
debido a las limitaciones de los digitalizadores de video en la deteccion de la gama en
niveles de gris y de medidas geomeétricas correctas. En el presente estudio esto se corrigid

al utilizar una rejilla en la cual ya tiene una misma coordenada.
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Visualizacion y cuantificacion de esporas e hifas fungicas en el suelo

La mayor dificultad en la comprensién de las interacciones de hongos del suelo, es
la capacidad de observar su propagacion dentro de un volumen de poros en 3-D en la escala
pertinente, que van desde hifas fungicas (hasta 10 um de diametro) y colonias de hongos
(orden de centimetros) (Figura 3). No obstante, con la utilizacion reciente de secciones
delgadas, la distribucion espacial de los hongos observados en un transecto de 2-D a través
del suelo es posible (Harris et al., 2003).

Ademas, a escala microscopica (es decir, 0.77 x 0.58 mm, es la escala en la que
pueden ser detectadas las esporas e hifas fungicas en laminas delgadas de suelo), las hifas
fangicas exploran el espacio de los poroso y tienen una gran influencia en la agregacion del
suelo (Figura 4).

Al analizar las secciones delgadas (2-D), se observé que no todos los macroporos
disponibles en el suelo son colonizados por los hongos (Figura 5); ademés cuando se clasifica Se
logra visualizar el volumen de poros en 3-D a través del cual se ha producido propagacion
de hongos.

El resto del volumen de poro se puede conectar, pero s6l0 por los poros més pequefios
de 70 um, que se presenta en la resolucion de este analisis. Esta conexion es importante para
la colonizacion por hongos, ya que una vez dentro de un volumen de poros conectados estos

seran colonizados.

Analisis de iméagenes

Con el andlisis de imagenes digital se logré examinar el volumen de poros visibles,
generalmente en un plano 2-D en una seccion delgada, a un plano de 3-D (Figura 6). Este andlisis
proporciona un estudio novedoso del espacio poroso en el suelo. Poros mas grandes que
estdn muy cerca el uno del otro, no estan necesariamente conectados y por lo tanto, pueden
estar de manera inaccesibles para una colonia de hongos invasores (Harris et al., 2003). A
la inversa también puede ocurrir, poros grandes con una mayor distancia se pueden conectar en 3-
D (Six et al., 2006).

Después de la adicion de residuos organicos al suelo (Ochoa et al. 2009), la clase
especifica de poros, la biomasa de los hongos y los residuos derivados se correlacionan

entre si; por ejemplo, la porosidad presenta una tendencia a la baja respecto al tiempo y los
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valores oscilan entre 40 y 33% (Figura 7). El total de la porosidad, medida en un tiempo
dado para un suelo, esta fuertemente influenciado por las caracteristicas del suelo, como
son: textura, contenido de carbono organico y manejo. En general, la porosidad se
incrementa con el crecimiento de carbono organico y se relaciona con la disminucion de la

densidad aparente (Strong et al., 2004).

Clasificacion supervisada de imagenes digitales de forma automatizada

La eleccion de sitios de entrenamiento (SE) se reporta en la Figura 9, mientras que
en el Cuadro 1, incluye los rangos de los limites de clase (LC) y la media mas-menos la
desviacion estandar ( x + o ) de los valores de reflectancia (VR), del conjunto de SE para
cada banda de la imagen.

Los VR son diferentes en cada una de las bandas espectrales de la imagen digital,
donde la banda tres presentando las mayores cantidades respecto a las bandas uno y dos.
Este comportamiento indica una variacion en las caracteristicas de cada cobertura y de los
factores de la incidencia de la luz.

Las muestras de suelo en cada seccién delgada estan compuestas por 6 clases
diferentes (agregado, poro, residuo vegetal, minerales, esporas e hifas). Cada caracteristica
edéafica de las imagenes originales tiene una firma espectral diferente. Cerca de 900 valores
de firmas espectrales de cada funcién en las muestras se reporta en la (Figura 9). Esto
significa que las caracteristicas identificadas bajo el microscopio pueden ser diferenciadas
mediante valores del espectro Unico para cada funcion. De manera que con la clasificacion
supervisada, se logro diferenciar dos clases (agregados y porosidad) (Figura 10).

Sin embargo, los errores encontrados en los otros rasgos edéaficos tienden a invalidar
este método, esto fue probablemente causado por la dificultad de la zona de entrenamiento

seleccionado, ya que se pueden confundir o tener la el mismo valor de reflectancia.

Clasificacion no supervisada
Por otra parte, al efectuar una clasificacion no supervisada sobre la imagen digital,
el algoritmo no discrimina ninguna funcion, mas bien realizo una serie de combinaciones

de parametros en nimero de clases y su interaccion (80 clases y seis repeticiones). Este
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proceso no discrimind ninguna funcion al ser verificados en el microscopio petrografico,
incrementandose posteriormente los nimeros a 100 clases y ocho repeticiones.

Al realizar una clasificacion no supervisada es necesario determinar el nimero de
clases que se quiere establecer, y dejar que las defina un procedimiento estadistico basado
en algoritmos de clasificacion automatica multivariante en los que los individuos mas
proximos se van agrupando formando clases (Figura 11).

Por otro lado, cuando se hace una clasificacion supervisada en forma automatica, se
utilizan los valores de reflectancia de los pixeles que conforman a los sitios de
entrenamiento (limite de clase) en cada banda (Eastman, 1999), sin considerar las
caracteristicas del suelo o del objeto de estudio por separado. La informacién que se
obtuvo, después del proceso, fue la homogenizacién de los objetos haciendo dificil
diferenciar la variabilidad entre las SE, aun cuando existe variaciones en sus propiedades.

Al efectuar la clasificacion supervisada de la imagen con los datos del Cuadro 1, se
obtuvo la localizacion de las esporas e hifas (Figura 13), donde se muestra que la mayor
agrupacion de se ubican alrededor de los agregados y solo una fraccién pequefia se localiza
en el espacio poroso. Estos resultados concuerdan con el trabajo de Suastegui et al. (2011),
quienes indican que el desarrollo de esporas e hifas esta restringido por los procesos de
aireacion y humedecimiento.

Por otra parte, uno de los problemas al identificar y localizar las esporas e hifas es
su rango espectral, es debido a la confusion con algunos componentes minerales al
presentar la misma reflectancia. Para clasificar otras caracteristicas como: minerales,
residuos vegetales, hifas y esporas, primeramente se enmascard y posteriormente se
clasificd. Los resultados que se obtuvieron muestran una correcta agrupacion de los
minerales y residuo vegetal, confirmandose con puntos de referencia microscopicos.

La clasificaciéon (supervisada) de los diferentes objetos son caracterizados en un
98% para agregados, 87% a residuos vegetales, 65% a esporas y 50% a hifas. La
clasificacion para minerales reporta una alta confiabilidad, cuando por lo menos 100 puntos
de referencia fueron confirmados bajo el microscopio. No obstante, el error (error de

clasificacion) del método aumenta en esporas e hifas.
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La identificacion de esporas no fue satisfactoria, debido a que sus caracteristicas
espectrales son similares a del espacio vacio, ademas se confunden Opticamente con el
cuarzo, el cual muestra la interferencia de colores en sus secciones basales (Bullock et al.,
1985). Los granos de cuarzo producen colores que van del blanco al gris de primer orden
en virtud del sistema de luz polarizada con angulos de orientacion diferente (Kerr, 1955);
mientras que en luz paralela son transparentes, lo mismo sucede con el vidrio volcéanico que
al cruzar la luz es isotrdpico (Gutiérrez y Effland, 2010)

Al combinar las imagenes de luz polarizada plan, luz polarizad cruzada y la luz con
compensador de yeso, no mejoré la calidad de la informacion y se obtuvieron muchos
errores en la clasificacion. Esto se debid principalmente a las caracteristicas espectrales de
cada componente edafico que no so6lo dependen de su composicion sino también en la
orientacion de sus ejes. Del mismo modo que las imagenes filtradas en la banda azul no
aporta mucha informacion. En las bandas roja y verde con luz polarizada cruzada y paralela
dio similares resultados visuales y por lo tanto produjo datos redundantes en comparacion
con las tres imagenes elegidas.

En todas las imagenes originales se produjo un ligero desnivel de la iluminacion,
donde las fronteras son mas oscuras que el resto de la imagen. Esta fuente de error es
debido a una combinacion de factores tales como la sensibilidad espacial de la cdmara la

luz emitida por la bombilla y la orientacion en que se toma la imagen.

CONCLUSIONES

La localizacion espacial de esporas e hifas a partir de imagenes digitales obtenidas
de secciones delgadas pueden ser diferenciadas de los componentes minerales y organicos
a través de la interpretacion automatica de imagenes (clasificacion supervisada, por la
reflectancia emitidas. Ademas, los objetos morfométricos no pueden ser clasificados ni
mucho menos agrupados debido a que presentan caracteristicas bidimensionales.

Es posible medir las areas, los indices y las formas de los poros de una seccion
delgada e inferir el tamafio y distribucion de las esporas e hifas, pero dado que los datos son
tomados al azar en las secciones de una red interconectada de poros, la interpretacion de las
distribuciones no es muy exacta, debido a los datos bidimensionales que se extrapolan a

datos tridimensionales.
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Los resultados obtenidos sugieren que el uso y analisis de imagenes digitales tiene
un potencial para la identificacion de esporas e hifas.
El modelo de identificacion presentado en este articulo fue capaz de identificar con
precision la mayoria de los pixeles y agruparlos en una clase especifica dentro de la imagen
digital después de la formacion aproximadamente 40 iteraciones a través del conjunto de

entrenamiento.
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Cuadro 2 .Limites de clase (LC) y valores de reflectancia (VR)

Firma espectral Banda 1 Banda 2 Banda 3 Value  Conteo
LC xt o LC xt o LC xt o
1 0.75 254-1.5 0.712 245-1.3 0.764 255-1.7 11 18762
2 0.627 253-1.8 0.322 2.46-1.6 0.176 253-1.8 10 12
3 0 254-14 0392 249-12 0 254-1.6 13 12

Cuadro 3. Propuesta de cddigos de color de interpretacién de las caracteristicas
edafologicas.

Caracteristicas edafoldgicas Cddigos numéricos de color (RGB)
Agregados (254,208,62)
Porosidad (132,146,148)
Residuos vegetal (255,232,230)
Minerales (249,196,164)
Esporas (247,196,164)
hifas (210,108,40)
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11009x 15852 pixels

3932 x 2124 pixels

983 x 531 pixels

Figura 1. Esquema para el proceso de mosaico dentro de la seccién delgada

Figura 2. Area Elemental representativa para la cuantificacién de esporas
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Surface Profile for 2x tif
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Figura 3. Propagacion de hongos dentro de un volumen de poros

Figura 4. Interacciones del suelo por hongos visualizado en laminas delgadas a escalas microscopicas (A
y B: 0.0185 mm?), y en escalas mas grandes (0.15 cm?, aproximadamente para confirmar el tamafio de
una colonia de hongos). En el sitio con una mayor densidad de 1,2 g/cm® (C). A mayor escala, la
presencia de hifas y esporas esta indicado por un punto (D).
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Surface Profile for 2x.tif
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Figura 5. Espacio ocupado por hifas y esporas alrededor de una raiz
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Figura 6. Micro- Cartografia de los rasgos y superficies naturales
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_ Distribuicion de esporas
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Figura 7. Distribucion espacial de esporas respecto a la porosidad en un Mollic Ustifluvents (Textura

arcillo limosa)
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Distribucion de esporas
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Figura 8. Distribucion espacial de esporas respecto a la porosidad en un Mollic Ustifluvents (Textura
Arenosa)
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Figura 9.Valores promedio (900 observaciones para cada caracteristica de todos los muestras) de las
firmas espectrales (valores de los pixeles de brillo)
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Figura 10. Clasificacion supervisada en un Mollic Ustifluvents
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Figura 11. Clasificacion no supervisada en un Mollic Ustifluvents
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Figura 12. Clasificacion supervisada y sus patrones espectrales de un Mollic Ustifluvents
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Figura 13. Distribucion espacial y sitios de entrenamiento de para la cuantificacion de esporas
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