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,FORMACION DE AGREGADOS DE SUELO EN LA INTERACCION SUELO-
RAIZ-MICROORGANISMOS ENDOFITOS: Micromorfologia y anélisis de imagenes

Arturo Jiménez Martinez, Dr.
Colegio de Postgraduados 2018

RESUMEN

Los agregados de suelo son unidades estructurales entre particulas elementales, que se
constituyen como producto de las interacciones bioticas y abidticas. Entre los componentes
bidticos interactian las raices, los hongos (saprétrofos, micorrizicos), la mesofauna y las
bacterias. En el caso de los hongos se ha generalizado que su funcion es el enlazamiento de las
particulas para dar origen a macroagregados, sin considerar que su morfologia, capacidad de
exploracion y relacion con el fitobionte son diferentes. Ademas, las metodologias que se han
utilizado alteran el sistema edafico por lo que se desconoce todo el proceso de agregacion in
situ y la participacion de cada una de las especies de hongos. Este estudio se realiz6 utilizando
varias escalas, desde macro (campo, invernadero y laboratorio campo) hasta micro-
micromorfologia. Ademas, se construyeron mosaicos de imagenes microscopicas de alta
resolucion usando diversas fuentes de luz, y con operadores espaciales (GIS) se construyeron
mapas tematicos, y fueron llevados a cabo andlisis de iméagenes y matrices de confusion, ademas
se usaron herramientas estadisticas. El suelo investigado corresponde a un Vitric Andosol de
Calpulalpan, Tlaxcala México. En este suelo se presentaron en la capa superficial 10 especies
de hongos micorrizico arbusculares, donde dominé Funneliformis mosseae. Los hongos se
relacionaron con diferentes componentes del suelo a través de su micelio, algunos sélo con
materia organica en diversas etapas de descomposicion en el horizonte A, otros enlazando
agregados y minerales amorfos como alofano e imogolita o bien, ensartando particulas
inorganicas (lapillis pomaceos de 3 mm con poros cavidad tubulares) en los horizontes
subsuperficiales lo que evita la degradacion de los Andosols. En invernadero (experimento de
un afio) se demostré que sin la participacion de los hongos micorrizicos arbusculares
(tratamiento testigo) la dindmica en la agregacion de particulas es menor; F. mosseae y
Rhizophagus intraradices, enlazaron agregados de tamafio medio hasta formar agregados muy
gruesos (> 4.7 mm) y modifican la estructura apedal a migajosa con poros de empaquetamiento
compuesto. Gigaspora gigantea solo se relaciond con agregados finos y particulas inorganicas
en los primeros dos meses, pero sin modificar la estructura. Finalmente, en la interaccion hongos
ectomicorrizicos (Suillus sp., Laccaria proxima y Hebeloma leucosarx) con Pinus greggii y P.
patula se encontr6 que cada especie vario tanto en su funcion para formar agregados de diferente
tamafio (racimos, micro y cinco clases de macroagregados) como en su asociacién con los
componentes drgano-minerales (encapsulando o enlazando) y su distribucion por el espacio
poroso. Ademas, este proceso puede ser estimulado aun mas dependiendo del fitobionte. La
conclusion general es que los hongos interactian e impactan de diferente manera en el proceso
de agregacion enlazando, encapsulando e insertando particulas organicas e inorganicas de
diferente naturaleza y formando diferentes tamafios de agregados, pero la jerarquia de
agregacion se manifiesta principalmente en macroagregados.

Palabras clave: Endo y Ecto micorrizas, estabilidad y tamafios de agregados, Andosols.



SOIL AGGREGATES FORMATION IN THE SOIL-ROOT ENDOPHITIC
MICROORGANISMS INTERACTION: Micromorphology and images analysis

Arturo Jiménez Martinez, Dr.
Colegio de Postgraduados 2018

ABSTRACT

Soil aggregates are structural units between elementary particles, which are formed as a product
of biotic and abiotic interactions. Among the biotic components, roots, fungi (saprotrophic,
mycorrhizal), mesofauna and bacteria interact with each other. In the case of fungi, it has been
generalized that their function is binding particles to form macroaggregates, without considering
that their morphology and exploration capacity and relationship with the phytobiont are
different. In addition, the methodologies used alter the edaphic system, and the aggregation
process in situ and the participation of each fungal species is unknown. This study was carried
out using several scales, from macro (field, greenhouse and laboratory) to micro-
micromorphology. In addition, high resolution microscopic mosaics were built using different
light sources and with spatial operators (GIS), were constructed thematic maps, carried out
image analysis and confusion matrices and statistical tools were also used. The soil investigated
corresponds to a Vitric Andosol from Calpulalpan, Tlaxcala, Mexico. In this soil, 10 species of
fungi dominated by Funneliformis mosseae, were present on the surface layer. Fungi were
related to different soil components through their mycelium, some only with organic matter at
several stages of decomposition in the A horizon, others link aggregates and amorphous
minerals such as allophane and imogolite or thread inorganic particles (pomaceous lapillis of 3
mm with vesicles) in the subsurface horizons, which prevents the degradation of the Andosols.
In one a 1-year greenhouse experiment there was less the dynamics in the aggregation of
particles without the participation of mycorrhizal fungi (control treatment) Funneliformis
mosseae and Rhizophagus intraradices, linked aggregates of medium size until forming very
thick aggregates (> 4.7 mm) and modified the apedal to migajosa structure with compound
packing voids. Gigaspora gigantea was related only to fine aggregates and inorganic particles
in the first two months and did not modify soil structure. Finally, in the interaction
ectomycorrhizal fungi (Suillus sp., Laccaria proxima and Hebeloma leucosarx) with Pinus
greggii and P. patula each species varied widelys in its capacity to form aggregates of different
sizes (clusters, micro and five macroaggregate classes) as well as in its association with the
organo-mineral components (encapsulating or linking) and the porous space distribution. In
addition, this process could be further stimulated depending on the phytobiont. The general
conclusion is that fungi interact and impact differently in the aggregation process by linking,
encapsulating and threading organic and inorganic particles of different nature and forming
different sizes of aggregates, but the aggregation hierarchy is manifested mainly in
macroaggregates.

Key words: Endo and Ecto mycorrhizae, stability, size of soil, Andosols.
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INTRODUCCION GENERAL

Los agregados de suelo son unidades estructurales producto de diversas interacciones
tanto fisicas y quimicas como bioldgicas, en un conjunto de condiciones ambientales. Existe un
sin nimero de publicaciones relacionadas con el papel de la biota en la formacion de agregados
desde la funcion de las raices con diferente arquitectura para formar y enlazar agregados de
diferente tamafio, el papel de la mesofauna encargada de fragmentar el mantillo, las lombrices
y su capacidad para formar agregados estables a través de su tracto digestivo hasta las termitas
y hormigas que con el uso de saliva contribuyen en la formacion de agregados estables.
Particularmente, los hongos enlazan racimos, macro y microagregados en conjunto con las
comunidades bacterianas, las cuales a través de biofilms estabilizan los agregados y degradan a
la materia organica. Se ha generalizado en el proceso de formacién de agregados, los hongos
atrapan particulas organicas e inorganicas para formar agregados de diferente tamafio. No
obstante, los hongos tienen diferente morfologia y capacidad para explorar grandes areas de
suelo a través de su micelio formando redes tridimensionales. Ademas, se ha reportado que las
especies fungicas micorrizicas tienen diferente capacidad para transportar nutrimentos a su
planta hospedera, por lo que también deben tener diferente habilidad para formar agregados
estables de diferentes tamafios. El presente trabajo abarca el estudio de las comunidades
fangicas y su papel en la formacion de agregados y conservacion de Andosols, asi como su
interaccion con la materia organica, las particulas minerales, y los nichos ecoldgicos a través
del estudio de las propiedades del suelo (Capitulo I). Asimismo, se establecié un experimento
donde se reporta el papel de tres especies de hongos micorrizico arbusculares en la formacion

de agregados estables en agua y las interacciones del micelio con las particulas de suelo, para la



formacion de unidades estructurales a traves del anlisis de imagenes en secciones delgadas
(Capitulo I1). Finalmente, se estudio el papel de las especies de plantas y hongos en la
interaccion con particulas de suelo y formacién de racimos, micro y macroagregados, utilizando
mapas tematicos construidos con mosaicos de alta resolucion y andlisis de imagenes en un
estudio realizado con tres especies de hongos ectomicorrizicos asociados con dos especies de

pino (Capitulo 111).



REVISION DE LITERATURA
ACTIVIDAD BIOLOGICA EN LA FORMACION Y ESTABILIDAD DE
AGREGADOS DE SUELO

Los agregados de suelo son unidades estructurales entre particulas minerales elementales
(arcillas, limos y arenas), que se constituyen como producto de la accion de procesos fisicos,
quimicos y bioldgicos, asi como con las préacticas utilizadas cuando existe manejo (Misra et al.,
1988; Bronick y Lal, 2005; Kasper et al., 2009). Los agregados del suelo se agrupan por su
tamafio en macro (250 < 2000 pm) y microagregados (< 250 um) (Tisdall y Oades, 1982).

En la presente revision se aborda el papel de algunos grupos biolégicos como plantas
(raices) y hongos en la formacién de agregados, y algunos modelos que se han planteado para
este propdsito. Ademas, se mencionan algunas técnicas que se emplean para abordarlos
(principalmente a los hongos micorrizicos) asi como, los estudios micromorfolégicos y de
analisis de iméagenes de sistemas inalterados, que son herramientas complementarias para
comprender quienes participan en la agregacion y como se lleva a cabo la formacion de
agregados a través del micelio, asi el como es la participacion las particulas organicas e

inorgénicas del suelo en este proceso.

Interacciones bioticas en la formacién de agregados del suelo

Bedini et al. (2009) encontraron que las especies asociadas con los agregados del suelo
y con la porosidad, asi como con las propiedades microclimaticas (temperatura, humedad y
aireacion) del suelo, determinan la funcionalidad en la agregacion como consecuencia del aporte
continuo de materia organica (MO) y su descomposicion. Esto demuestra que en la formacion

de agregados del suelo se establecen escenarios importantes a traves de diferentes interacciones
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entre diversas poblaciones y comunidades bioticas (Figura 1) o condiciones ambientales
(Dangerfield et al., 1998; Chivenge et al., 2011).

Nie et al. (2010) indicaron que desentrafiar las interacciones entre los microorganismos
y los agregados es un reto, por lo que existe una clara necesidad de mejorar nuestra comprension
de los procesos involucrados, en diversos escenarios. Asimismo, es preciso entender el papel de
los microorganismos en el proceso de agregacién, abarcando sus interacciones con otras

especies.

Propiedades fisicas

Propiedades quimicas

Figura 1. Interacciones inter e intraespecificas que contribuyen a la formacion y
estabilidad de agregados del suelo.



Efecto de las plantas (raices) en la agregacion del suelo

Las plantas desarrollan raices de sostén, exploracion y absorcion, las cuales, conforme a
su didmetro, forma de crecimiento, etapa fenoldgica y arquitectura, modifican la estructura del
suelo a través de su crecimiento vertical y horizontal en la busqueda continua de nutrimentos.
Esto influye en la formacion de diferentes tipos de poros, el tamafio de los agregados, el aporte
de MO asi como, la liberacién de exudados radicales que impactan en el crecimiento de los
microorganismos circundantes a la rizésfera (Miller y Jastrow, 1990; Eviner y Chapin, 2003;
Postma y Lynch 2012).

Como consecuencia del paso de las raices a traves del suelo se propicia la formacion de
macroporos, asi como el enlace y atrapamiento de macroagregados (con mayor espacio poroso
y concentracion de nutrimentos). Asimismo, las raices excretan mucilago rico en azucares que
favorece la formacion de microambientes fértiles que son colonizados por los microorganismos,
logrando que el agregado sea mas estable (Angers y Caron, 1998). Este mucilago estd compuesto
de diferentes polisacaridos que se adsorbe a la arcilla, lo que facilita la retencion de las particulas
organicas y minerales propiciando una fuente de carbono para los microorganismos (Morel et
al., 1991).

Rillig et al. (2014) reportaron gque la formacion de agregados del suelo es el resultado de
maultiples procesos estimulados por la comunidad de hongos y por las raices, con lo que se puede
predecir cuéles suelos estan bajo mayor riesgo de degradacion asi como proponer algunas
estrategias de manejo adecuadas para su recuperacion (Gregory, 2006).

Miller y Jastrow (1990) mencionaron que el proceso de formacion de agregados estables
en el suelo depende del tipo de las raices asociadas con el micelio micorrizico (MM), que en

conjunto contribuyen mayoritariamente a este proceso, en comparacion con las raices no
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colonizadas. Ademas, indicaron que el MM por si solo también contribuye significativamente a
la formacion de agregados estables. Burry et al. (2013) reportaron que Glomus etunicatum, R.
intraradices y G. claroideum, en asociacién con raices de Lolium perenne y Anthyllis
vulneraria, disminuyeron la erosién causada por el viento como consecuencia de un mayor
desarrollo de raices colonizadas por estos hongos y del micelio externo, que retuvo particulas
organicas y minerales del suelo con mayor eficiencia, en comparacion con las raices no
inoculadas. Por su parte, Miller y Mummey (2006) sugirieron que ademas de las interacciones
con la raiz hospedera y los diversos microorganismos como bacterias, la morfologia micelial
micorrizica en diferentes especies de hongos es un aspecto a considerar en el proceso de
formacion y estabilidad de los agregados.

Finalmente, Piotrowski et al. (2004) encontraron que el tamafio de agregados asociados
con MM no solo se relaciona con la especie fungica, sino también con el fitobionte. En ese
sentido, la capacidad para formar agregados esta supeditada a la calidad de exudados radicales
(carbohidratos, aminoacidos [organicos y grasos], compuestos fendlicos, vitaminas y volatiles)
que la raiz proporciona y los cuales varian tanto en calidad como en cantidad entre especies.
Esto se refleja en la capacidad del micobionte para colonizar a la planta, desarrollar micelio
extraradical y formar esporas (Graystone et al. 1997; Rai y Varma, 2011).

Los hongos tienen dos formas principales de desarrollo: colonial, en el caso los hongos
levaduriformes y filamentoso, tipico de la mayoria de hongos y actinomicetos. Ambas formas
influyen en la incorporacion, transformacion y descomposicion de la MO, permitiendo la
estabilizacion de la union de las particulas organicas y minerales para la formacion los agregados

en el suelo (Anderson, 1988; Pohjanen et al., 2014).



En la escala de los microagregados, la biota involucrada en este proceso incluye a los
microorganismos saprétrofos, encargados de la union adhesiva entre particulas (Daynes et al,
2012), HMA y HEcM (Ambriz et al, 2010; Rillig et al., 2010) y los exudados radicales (Morel
et al. 1991). Los microagregados persistentes y los desechos organicos se unen en
macroagregados menos estables a través de factores mas transitorios, como el enmarafiamiento
por hifas y raices finas en primera instancia (Six et al., 2004). Las bacterias, por su parte,
participan en la interfase solido-liquido, exploran poros y forman microagregados uniendo
particulas a través de biofilms conformados por polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y
lipidos. Los biofilms proporcionan estabilidad mecanica y ayudan a la adhesion entre particulas
formando una red de polimeros cohesivos de manera tridimensional dentro de la matriz del suelo
(Cuadro 1) (Flemming y Wingender, 2010; Totsche et al., 2017).

Nie et al. (2014) encontraron que el tamafio de los agregados del suelo ejerce un fuerte
impacto en la dinamica del C y la actividad enzimatica de los microorganismos que se relaciona
con su disponibilidad, producto de la descomposicion y la disminucién del tamafio de
agregados. Lo anterior se debe a una concentracion de C en los microagregados en comparacion
con los macroagregados; por lo tanto, la distribucion de los agregados se afecta tanto por la
accion de los procesos fisicos como por factores ambientales y biologicos. Por su parte, Leifheit
et al. (2014) reportaron que los efectos de los HMA son més pronunciados en suelos pobres en
nutrientes y con bajo contenido de materia organica. De esta manera, los efectos de HMA en la
agregacion del suelo son mas fuertemente influenciados por la textura que por la materia

organica.



Cuadro 1. Raices y microorganismos en la formacion de agregados (Totsche et al., 2017)

Clase Tipo Ejemplos Papel en la Estabilidad y
formacion mecanismos de
interaccion
Biota Raices finas Arboles, arbustos,  Exudados radicales Enmarafiamiento
hierba por interaccion
mecénica (EIM)
Hifas HMA, HecM, Segregacion de EIMy
saprofitos mucilagos fisicoquimicas
(IFQ),
hidrofobicidad

Materia orgénica
(MO)

Moléculas
organicas

Bacterias, arqueas,
hongos

MO particulada

MO humificada

MO carbonizada

Proteinas

Polisacaridos

Lipidos

Sustancias
extracelulares
poliméricas

Mucilago

Comunidades
bacterianas y
fingicas

Restos de raices y
distintos tejidos

Acidos himicos

Ollin, carb6n
organico

Glomalina,
hidrofobinas

Lignina celulosa,
hemicelulosa

Acido laurico y
oleico

Mezcla de
proteinas,
polisacéridos,
lipidos, &cidos
nucléicos

Glicoproteinas,
polisacéridos

Formacién de
biofilms y otras
sustancias

Nucleos de
formacion

Agentes
cementantes

Precipitacion

Agentes
cementantes,
superficie de
alteracion

Agentes
cementantes,
superficie de
alteracion

Agente
cementante,
humectabilidad,
superficie de
alteracion

Agente
cementante,
humectabilidad,
biofilmy
revestimiento de
superficies

Agente cementante

Cohesion por IFQ

Cohesidn por IFQ

Sorcién y cohesién

por IFQy
quimicas

Sorcién y cohesién
por IFQy
quimicas

Sorcién y cohesién
(CoE) por IFQ Yy
quimicas

Sorcién y cohesién

por IFQy
quimicas

Sorcién y cohesién
por IFQy
quimicas

Aglutinacion y
cohesion por IFQ y
quimicas e
incrustacién y
atrapamiento

Aglutinacion y
CoE por IFQ




Wilson et al. (2009) encontraron una correlacion entre la degradacion de
macroagregados Y la disminucion de actividad micelial micorrizica, con lo que se demostro el
papel de los HMA en la recuperacion y mantenimiento del suelo en los agroecosistemas. Sin
embargo, aunque no soslayaron la importancia de otros microorganismos asociados con las hifas
en el proceso de agregacion, las bacterias, por ejemplo, no se consideraron. Graf y Frei (2013)
propusieron ademas, que el micelio micorrizico podria actuar como una red flexible de hifas
debido a su resistencia a la traccion y la liberacion de glomalina en el suelo. En ese sentido, la
estabilidad de los agregados, depende no sélo de la longitud sino también del arreglo micelial,
en funcion de la planta hospedera y la especie fungica asociada.

Duchicela et al. (2013) reportaron que se necesitan estudios donde se considere la
estabilidad de agregados después de una perturbacion, ya que sin estos, es dificil predecir su

recuperacion tras el abandono.

Modelos de formacion de agregados

La teoria jerarquica de la agregacion, propuesta por Tisdall y Oades (1982) plantea que
los microagregados se unen para formar macroagregados, donde los enlaces quimicos de los
aluminosilicatos en microagregados (por la presencia de arcillas unidas a la materia organica y
cationes polivalentes) se enlazan entre si.

Dos afios mas tarde, Oades (1984) postul6 que las raices y las hifas que mantienen unido
el macroagregado forman un nucleo basal a partir de microagregados; las raices y las hifas son
agentes de union temporal, ya que no persisten y se descomponen en fragmentos. Estos,
recubiertos con mucilagos producidos durante la descomposicion se enlazan con arcillas que

dan como resultado el inicio de un microagregado dentro de un macroagregado (Figura 2).
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Asimismo, los procesos de agregacion también obedecen a una jerarquia sucesiva de
organizacion biologica interactudndo con factores fisicos y quimicos del suelo a diferentes
escalas (Six et al., 2004) (Figura 3).

Shipitalo y Protz (1989) presentaron un modelo para la formacion de microagregados
por lombrices, donde estos anélidos promueven directamente la formacion de microagregados
con materia organica. La ingestion de suelo y arena mezclado con materia organica destruye
por completo la microestructura preexistente de un suelo. Durante el transito intestinal, sin
embargo, los minerales de arcilla y los materiales organicos se mezclan e incrustan para crear
un nuevo nucleo para la formacién de microagregados. Dentro de los moldes excretados, el
secado y el envejecimiento, es decir, el endurecimiento, facilitan el fortalecimiento de los

enlaces entre los materiales organicos, la mucosidad y los minerales para estabilizar los

microagregados recién formados.

Macroaggregates
(> 250um)

. 3\3\’-()

(yR6V)”

Microaggregates
(20-250 um)

Tisdall and Oades (1982)

Primary Particles
(< 20um)

Figura 2. Modelo jerarquico de formaciéon de micro y macroagregados Tisdall y Oades
(1982) complementado por Oades (1984)
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Figura 3. Factores bidticos y abioticos que interacttian e influyen en la formacion y
estabilidad de agregados en un suelo. Six et al. (2004).

De acuerdo con Blanchart et al. (1990) la velocidad de agregacién del suelo por estos
anélidos se incrementa principalmente por tres factores: el tipo de suelo (coloides presentes en
el sistema), la especie de lombriz (capacidad para secrecion de mucus) y sus interacciones con
otros componentes bidticos de su entorno, asi como por la capacidad de ingestion (tipo de
material organico a ingerir, procesar, degradar, transformar y liberar en forma de agregados
estables). Los macroagregados formados por lombrices se forman a partir de microagregados
enriquecidos por materia organica, por lo que la calidad de estos componentes estructurales del

suelo, depende del manejo, velocidad y el grado de descomposicion de la MO presente

(Pulleman et al., 2005).

Muchos de los macroagregados son posteriomente estabilizados por hifas micorrizicas

en donde ocurren tres procesos distintos y complementarios (Miller y Jastrow, 1992): 1. las hifas
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envuelven a las particulas primarias del suelo; 2. Las raices e hifas establecen condiciones para
la formacién de microagregados en el suelo; y 3. Las raices e hifas enmarafian y unen
microagregados y macroagregados pequerios para formar macroagregados mas grandes (Figura

4a).

Lehmannn y Rillin (2015) propusieron un modelo de formacion de agregados con
hongos saprotrofos basado en la forma, el enredado, el entrecruzamiento y la adhesion de
particulas a través de su micelio. Los resultados reportados por estos autores indican la
importancia de construir modelos de formacion de agregados a través de bases de datos
sustentados en rasgos iterativos caracteristicos de diferentes hongos, entre ellos los micorrizicos,
para poder entender mas la relacién entre crecimiento micelial, exudados, procesos enzimaticos,
y su interaccién con la MO para la formacion de agregados. En el proceso de formacion, la
traccion micelial puede entenderse en funcién del diametro de la hifa, grosor de la pared e
intensidad de septacién. De manera que la resistencia a la ruptura de las hifas podria variar
dependiendo de la especie y de su desarrollo. Asimismo, la forma en que estas diferencias
influyen en los procesos de agregacion del suelo es casi completamente desconocida (Lehmannn

y Rillin, 2015; Lehmann et al., 2017), (Figura 4b).

Por su parte, Six et al. (2004) desarrollaron un modelo conceptual (Figura 5) para
explicar la influencia de la perturbacion (por labranza) en las tasas de estabilizacion de C en el
suelo. Este relacion6 la proporcion de pérdida de C por perturbacion con la mayor rotacion de
macroagregados, lo que inhibid la formacion de microagregados dentro de los macroagregados

y el secuestro de C a largo plazo dentro de los primeros. La velocidad de formacion de macro y
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microagregados, la estabilizacién y la degradacion estan directamente relacionadas con la

dinamica de C de la materia organica particulada.
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Figura 4. a) Modelo de formacién de agregados propuesto por Miller y Jastrow (1992) y
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Figura 5. Formacién de macroagregados después de un disturbio. A partir de Six et al.

(2004).
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Bacterias y agregacion de suelo

Las bacterias son de particular relevancia para la formacion y estabilizacion de los
microagregados. Los productos microbianos (exopolisacaridos) y sus interacciones con
particulas del suelo (minerales y arcillas, metales polivalentes) asi como, diversos compuestos
organicos o complejos organominerales, promueven el enlace entre unidades de construccion
individuales, particularmente en microagregados en horizontes superficiales del suelo (Cuadro
1). Asimismo, los poros localizados en los microagregados cumplen la funcién de acumulacion
de la solucidn del suelo, la difusion de aire, asi como un nicho para las comunidades bacterianas,
protegiéndolas de la depredacion y de fluctuaciones de pH. En condiciones naturales, la mayoria
de las bacterias colonizan agregados formando biofilms, para los cuales los exopolisacaridos
son importantes estructural y funcionalmente. Estas funciones estan relacionadas con la
proteccién de los microorganismos asociados al biofilm para tolerar condiciones ambientales
adversas (temperatura, pH y salinidad) que pueden desencadenar la produccion de estos
polimeros como respuesta al estrés ambiental (Totsche et al. 2017; Costa et al., 2018). Las
bacterias exploran poros y forman microagregados uniendo particulas a través de biofilms, en
la interfase solido-liquido lo que proporciona estabilidad mecanica. Ademas, las bacterias
median la adhesion a las superficies de las particulas para formar una red de polimero cohesivo
tridimensional que interconecta transitoriamente dentro de la matriz del biofilm, y actia como
un sistema externo digestivo que mantiene enzimas extracelulares cerca de las bacterias, lo que
les permite metabolizar biopolimeros en el suelo (Figura 6) (Degens, 1997; Flemming y

Wingender, 2010; Totsche et al., 2017).
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Figura 6. Vision general de la influencia de bacterias y hongos micorrizico arbusculares
en la formacion de agregados del suelo (Rashid et al., 2016)

Plantas

Las plantas desarrollan raices de sostén, exploracion y absorcion, las cuales, conforme a
su diametro, forma de crecimiento, etapa fenoldgica y arquitectura, modifican la estructura del
suelo a través de su crecimiento vertical y horizontal, como consecuencia de la bdsqueda
continua de nutrimentos. Este proceso influye en la formacion de diferentes tipos de poros, el
tamano de los agregados y el aporte de materia organica, asi como en la liberacion de exudados
radicales que impactan en el crecimiento de microorganismos circundantes a la rizésfera (Eviner

y Chapin, 2003; Postma y Lynch, 2012).

De acuerdo con Rillig y Mummey (2016) la influencia de la raiz en el suelo para la
formacion de agregados se divide en cuatro etapas, en donde los hongos micorrizicos juegan un
papel relevante: 1. La fuerza fisica o de penetracion de la raiz al sistema suelo, donde influye su

morfologia y arquitectura, particularmente en los HEcM que modifican a las raices como
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consecuencia de la generacion del manto; 2. La alteracion del régimen hidrico del suelo donde
su estructura influye fuertemente en su capacidad para retener o liberar el agua, dependiendo
del porcentaje de particulas elementales y la materia organica del suelo, juegan un papel
preponderante; 3. La rizodeposicion, donde la liberacion de exudados radicales puede estar
fuertemente influenciada por los hongos micorrizicos como consecuencia en el metabolismo del
carbono vegetal. Estos exudados proporcionan gran parte del carbono para estimular la
formacion de agregados proporcionando adicionalmente una fuente de carbono para otros
microorganismos; y 4. El enredamiento de las raices con las particulas de suelo. En virtud de
su influencia sobre la biomasa de la planta, los hongos micorrizicos pueden impactar en cada
uno de estos procesos a nivel de las raices; ademas, de proporcionar nichos ecoldgicos para la

mesofauna por ser una zona rica en nutrimentos que estos aprovechan.

La micro y mesofauna, asi como los hongos estdn mayormente involucrados en la
formacion de macroagregados como consecuencia del crecimiento micelial, que enreda
fisicamente particulas de suelo y los microagregados (Figura 7) (Siddiky et al. (2012; Ricci et

al., 2015).
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Figura 7. Representacion del crecimiento radical y micelial para la formacion de
agregados de suelo. Mecanismos radical, fangico micorrizico y bacteriano en la interaccion
con particulas de suelo para la formacion de macro y microagregados. Rillig y Mummey
(2016).

Técnicas de estudio (muestras alteradas)

Bedini et al. (2009) reportaron que se incrementd la cantidad de macroagregados
estables como consecuencia de inocular con R. intraradices y Funneliformis mosseae y
lo relacionaron con la densidad de micelio externo (longitud total de las hifas) y la
concentracion de glomalina presente, en comparacion con el tratamiento no micorrizado.
Sin embargo, las técnicas que se utilizan para cuantificar la biomasa de los hongos
micorrizicos en el suelo son destructivas, como el micelio extrarradical asociado con las
particulas (Vilarifio et al., 1993; Boddington et al., 1999); la cuantificacién de esporas
por gramo de suelo seco (Gerdemann y Nicolson 1963): el aclareo y tincion de raices
para cuantificar colonizacion (Phillips y Hayman,1970) y las herramientas moleculares

0 bajo condiciones controladas con la construccién de microcosmos (Anderson y
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Cairney, 2007). Eso las hace no propicias para medir y relacionar in situ el desarrollo de la
formacion de agregados, en asociacion con micelio micorrizico en el monitoreo de la formacion
y cuantificacion de los agregados. Asi, se evidencia la necesidad de investigar las posibles
interacciones que pudieran establecerse entre los microorganismos en los diferentes tipos de
suelo y especies de plantas en un tiempo determinado, incluso con el empleo de las técnicas
destructivas, las cuales otorgan informacion complementaria para conocer los procesos de

formacion de agregados.

Micromorfologia para analisis de interacciones biéticas en el suelo

La micromorfologia es una disciplina de la Ciencia del Suelo que utiliza secciones
delgadas de muestras inalteradas de suelo (in situ) (25-30 um de espesor), observadas y
analizadas con un microscopio petrografico (Bullock et al., 1985) u Optico (Gutiérrez-Castorena
et al., 2016) para caracterizar el sistema poroso asi como, otros componentes en términos de su
distribucion vy tipo de arreglo que presentan las particulas de suelo (Bui, 1991). Este tipo de
estudios facilitan la comprension de las interacciones, entre las particulas minerales y organicas
del suelo y la biota; para monitorear y predecir cambios en la estructura, composicion,
interaccion, funcion y el estado de conservacion de los componentes del suelo (Peng et al.,

2006).

Analisis de iméagenes
El andlisis de imagenes es una herramienta auxiliar que ha permitido analizar la relacion
entre bacterias, raices y componentes del suelo, a través de la elaboracion de mosaicos de

imagenes de alta resolucion, lo que han observado, por ejemplo, diferencias en la distribucion
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de los “hotspots” bacterianos entre cultivos de maiz y alfalfa. Mas aun, generar mapas tematicos
y cuantificar cada uno de los componentes del suelo y sus interacciones con el componente
bioldgico (Gutiérrez-Castorena et al., 2016). Asi como, establecer metodologias para el estudio
de diferentes componentes del suelo que sélo pueden observarse y medirse utilizando diferentes
tipos de luz, y elaborar mapas tematicos de los mosaicos obtenidos (Gutiérrez-Castorena et al.,
2018). Por otro lado, existen otras alternativas que se han utilizado en diversas investigaciones,
como el uso de escaner de alta resolucion para llevar a cabo analisis de imagenes a través de la
construccidn de mosaicos, para relacionar a algunos microorganismos con su distribucion en el

suelo.

Nunan et al. (2001) analizaron el nimero y la distribucion espacial in situ de bacterias
en escalas desde micrometros hasta centimetros en suelos minerales. Los autores reportaron que
las bacterias no se distribuyen de manera homogénea a medida que se incrementd la
profundidad, ni el uso de suelo en diferentes escenarios. Cabe mencionar que las bacterias no se
relacionaron con algun otro componente del suelo bidtico (raices, hongos, pellets, etc.) o

abiotico (agregados y/o minerales), debido a que trabajaron s6lo con imagenes flourescentes.

Agerer et al. (2002) mapearon el micelio de diferentes HECM, a través de rejillas
elaboradas con hilos de nylon de 5 x 5 mm, y dibujaron las hifas utilizando un marcador
indeleble bajo microscopio de diseccion. Los autores reportaron 17 morfotipos y encontraron
que cada HECM tiene una distribucion particular en el suelo. Sin embargo, pese a la “poca”
perturbacién que se tuvo del escenario para mapear el componente flngico, esto sélo pudo
registrarse de manera superficial, y no a través de los horizontes. Por otro lado, a pesar de que

introdujeron la idea de que el suelo es un escenario heterogéneo en cuanto a la distribucion e
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interacciones con otros componentes (bidticos y abidticos), nunca registraron estas
interacciones, ni las implicaciones de estas con el fitobionte, particulas del suelo u otro

componente biologico.

Conclusion de la revision bibliografica

En la naturaleza existen diferentes estrategias para formar agregados de suelo, los cuales
se relacionan con las condiciones ambientales, el tipo de suelo, la calidad de la MO y su grado
de descomposicion asi como con diversas poblaciones y comunidades bioldgicas asociadas a
este proceso.

En cada proceso de formacion de agregados de suelo las comunidades bacterianas estan
presentes, contribuyendo no solo a la formacién de macro y microagregados, sino en los
procesos que ocurren tanto en el tracto digestivo de lombrices y diversos artropodos, como en
las secreciones salivales de termitas y hormigas que contribuyen como agentes cementantes, los
cuales influyen en la estabilidad de estas unidades estructurales de suelo. En futuras
investigaciones es relevante discernir el papel de cada comunidad bacteriana, dentro y fuera de
su planta hospedera.

Algunas comunidades fungicas contribuyen tanto a procesos de degradacion de la MO
en asociacién con artropodos que previamente la fragmentan, y otras con asociaciones
simbidticas (micorrizas) que junto con las raices entrelazan particulas minerales y organicas del
suelo, formando macro y microagregados, ademés de formar diversos habitats para un
sinnimero de microorganismos. La mayoria de estos estudios se llevan a cabo en condiciones
alteradas, en donde se analiza cada componente bidtico y abidtico por separado, por lo que aun

existen diversas interrogantes, sobretodo con los mecanismos por los cuales las raices y
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microorganismos se relacionan con las particulas de suelo (organicas e inorganicas) para la
formacion de agregados de diferente tamafio.

A pesar de la importancia de los hongos en la formacién de agregados, no existen
estudios que documenten a través del andlisis de imagenes las diferencias entre los efectos de
agregacion que tienen los hongos saprotrofos o micorrizicos de diferente especie, y los
mecanismos de enlace micelial con las particulas.

Varios investigadores han elaborado esquemas (modelos), para mostrar cémo los
componentes biodticos y abioticos pudieran asociarse para este propdsito; por lo que es necesario
abordar este tema de investigacion, a diversas escalas (desde campo hasta microscopicas), con
experimentos y analisis de laboratorio. Ademas, es necesario usar nuevas técnicas como los
sistemas de informacidn geogréafica para elaborar mosaicos de iméagenes de microscopio de alta
resolucion y elaborar mapas tematicos para determinar y cuantificar cada una de las relaciones

entre hongos-raices y agregados.
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EL PAPEL DE LOS HONGOS EN LA CONSERVACION DE ANDOSOLS
RESUMEN

Tlaxcala es el estado con el mayor problema ambiental relacionado con la erosién del
suelo de nuestro pais. Sin embargo, en algunas areas conformadas por Andosols y bosque de
pino e incluso en zonas agricolas se ha observado que su degradacion es minima. La presencia
de abundante micelio en horizontes subsuperficiales de suelos localizados en pendiente puede
ser la causa de que los suelos se conserven a pesar del impacto de las actividades humanas. Los
objetivos de la presente investigacion fueron: caracterizar las propiedades edéaficas de suelos en
diferente posicion geomorfoldgica, identificar las especies de hongos micorrizico arbusculares
(HMA), y determinar la relacion del micelio con los agregados y las particulas elementales en
un Vitric Andosol de Calpulalpan, Tlaxcala México. Los suelos presentaron diferentes
secuencias y espesores de cenizas y lapillis pomaceos y son de moderada a alta fertilidad. La
estructura migajosa domind en los horizontes superiores y granular simple en los subhorizontes.
Los horizontes presentaron alta retencion de humedad y permeabilidad lo que facilito el
desarrollo micelial y formacion de esporas de HMA hasta 120 cm de profundidad. De 10
especies de HMA que fueron registradas, la mas abundante fue Funeliformis mosseae. El
analisis micromorfolégico mostré diferentes relaciones entre el micelio, los horizontes y las
particulas del suelo: con residuos organicos (horizonte O), macro y micro agregados (horizontes
Ay B), al6fano e imogolita (horizonte B) y lapillis (horizonte C). EI micelio de los hongos
formo redes en todo el suelo, y en los lapillis inserta a las particulas de pémez (como cuentas)
a través de los poros vesiculares tubulares lo que le da estabilidad a los Andosols y evita su
degradacion.

Palabras clave: Vitric Andosols, lapillis poméaceos, micromorfologia, hongos micorrizicos.
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1.1 INTRODUCCION

Los Andosols son suelos que poseen alta capacidad de retencion de agua, buen drenaje,
friables, forman agregados estables de forma natural, ademas de tener una baja densidad
aparente y una alta porosidad (IUSS Grupo de trabajo de la WRB, 2014). Sin embargo, la
remocion de la vegetacion conduce a escorrentia y erosion severa (McDaniel et al., 2012), que
permite el afloramiento de los materiales parentales (Krasilnikov et al., 2013).

En Tlaxcala, uno de los principales problemas ambientales se relaciona con la
degradacion de suelo, la cual representa hasta 76.8% de su superficie (SEMARNT-CP, 2002).
Sin embargo, en el municipio de Calpulalpan, Gutiérrez-del Valle (2014) detectd zonas estables
de Andosols con bosque de pino/encino (8058 ha), a pesar de que se desarrollaron a partir de
cenizas y lapillis pomaceos e impacto humano a traves de la construccién de caminos. Un rasgo
comun de estos suelos es la presencia de abundantes hifas y esclerocios que contribuyen en la
agregacion del suelo (Sedov et al., 2010), pero no se ha reportado cudl es el papel que pueden
tener estas estructuras fangicas en materiales poméaceos y en la estabilidad del sistema para
evita la degradacion de los Andosols.

Los agregados de suelo son unidades estructurales entre particulas elementales (arcillas,
limos y arenas), que se constituyen como producto de la interaccion entre procesos fisicos,
quimicos y bioldgicos (Kasper et al., 2009) y éstos se agrupan por su tamafio en macro >250 y
microagregados < 250 um (Borie et al., 2008). La teoria jerarquica de la agregacion, propuesta
por Tisdall y Oades (1982) plantea que los microagregados se unen para formar
macroagregados, donde los enlaces quimicos de aluminosilicatos se enlazan entre si para formar
microagregados. Este proceso, también obedece a una jerarquia sucesiva de organizacién

bioldgica donde las comunidades fungicas, en particular las que forman ecto o endo micorrizas
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y las raices, juegan un papel importante en el enlace entre particulas (Six et al., 2004). Ademas,
las propiedades microclimaticas (humedad y aireacion), asi como el continuo aporte de materia
organica son también importantes en estas interacciones (Bedini et al., 2009). No obstante,
todavia es un reto desentrafiar las interacciones entre los microorganismos y agregados (Nie et
al., 2010). En Andosols existe una clara necesidad de mejorar la comprension de los procesos
que controlan la dinamica de su formacion y el papel del micelio (Sedov et al., 2010).

Los objetivos de la presente investigacion fueron: 1. Caracterizar las propiedades
edaficas que favorecen la habilidad radical y el crecimiento de los hongos; 2. Identificar las
especies de hongos micorrizico arbusculares y 3. Determinar la relacién de los hongos con
diferentes componentes del suelo a nivel de seccion delgada en Andosols de Calpulalpan,

Tlaxcala, México.

1.2 MATERIALES Y METODOS
1.2.1 Area de estudio

El area de estudio se localiza en San Felipe en un area de bosque de pino en Calpulalpan
Tlaxcala, México, entre las coordenadas 19 ° 32" 11.9” N, 98° 39" 12.3” O, y una altitud de
2664 msnm (Figura 1.1). El clima es templado subhumedo, la temperatura promedio es de
23.3°C y la minima 4.6°C y precipitacion anual de 655 mm (CONAGUA, programa ERICII]I,
2009). El material parental son cenizas volcanicas y lapillis pomaceos con diferentes secuencias
y espesores. La vegetacion corresponde a un bosque de pino Ocote (Pinus patula Schl. et
Cham), asociados con pastizales o con cultivos principalmente de maiz (Zea mays L.). Los
suelos se clasifican como Vitric Andosols de acuerdo con el IUSS Grupo de Trabajo de la WRB

(2014).
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1.2.2 Fase de campo

Después de recorridos de campo se seleccionaron tres sitios los cuales varian en
geomorfologia, material parental (cenizas volcanicas Cv y lapillis La) y pinos con diferentes
asociaciones: Sitio 1 (pendiente alta, con cultivo de maiz y Cv); Sitio 2 (pendiente media; con
pastizales y Cv/La); y Sitio 3 (pendiente baja, pino natural y Cv/La). En cada sitio se excavo
un pozo pedologico y se describieron los perfiles de suelos con base en el Manual de Cuanalo
(1982). La abundancia de micelio se determiné cuantificando el nimero de hifas por dm? en
cada horizonte y usando la misma escala para las raices: 0-5 raras, 5 a 10 pocas, 10-50 comunes,
50-100 abundantes; y >500 muy abundantes. La habilidad radical se evalu6é con base en las
propiedades edéaficas (textura y estructura) segun la propuesta de Pape y Lagger (1995).

Posteriormente, se colectaron muestras alteradas (analisis de laboratorio) e inalteradas
(analisis micromorfoldgico) una por cada horizonte identificado en campo, dando un total de
15 muestras de suelo. En la identificacion de esporas de HMA se utilizé una muestra compuesta,
integrada por cinco submuestras, las cuales fueron colectadas de manera aleatoria en el
horizonte superficial de los suelos estudiados a una profundidad de 0-20 cm. Todo el muestreo

de campo se realiz6 durante el verano de 2014.

1.2.3 Andlisis de laboratorio

Los analisis fisicos y quimicos realizados en las muestras alteradas del suelo fueron:
densidad aparente (terron parafinado), pH (relacién agua-suelo 2:1), capacidad de intercambio
catiénico (acetato de amonio), cationes intercambiables [Na*, K™ (flamometria), Ca*™*, Mg*™*
(absorcion atémica)], fosforo soluble (Olsen et al.), Ntot (Kjeldahl) y materia orgénica (Walkley

y Black, 1934). Todas estas metodologias fueron extraidas del Manual de Van Reeuwijk (2002).

29



Figura 1.1. a) Zona de estudio; b) suelo agricola; c) bloque de Pinus patula Schl. et
cham/pastizal; y d) bosque de pino. San Felipe, Calpulalpan, Tlaxcala, México.

1.2.4 Aislamiento, cuantificacion, identificacion y abundancia de esporas de HMA

Para la extraccién de las esporas de HMA, se utilizé la metodologia de tamizado y
decantacion propuesta por Gerdenann y Nicolson (1963), sequida de la separacién en un
gradiente de sacarosa al 60%. La determinacidn taxondmica de las especies de HMA se realiz6
mediante caracteristicas morfologicas observadas/reportadas a nivel mundial en:

http://schuessler.userweb.mwn.de/amphylo/ y http://invam.caf.wvu.edu/. Asimismo, se calcul6
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el indice de dominancia de especies (indice de Simpson), lo que indicd la riqueza y variacion

de especies del sitio estudiado.

1.2.5 Anélisis micromorfoldgico

Las muestras inalteradas se secaron a intemperie bajo sombra y se impregnaron con una
mezcla de resina poliéster insaturada y monémero de estireno en una relacion 70:30. Cada
blogque inalterado se corté de manera vertical y se elabor6 una seccion delgada (5 x 7.5 cm x
30 um), con base en la metodologia propuesta por Murphy (1986). Los diferentes componentes
del suelo (materia organica gruesa, fina e inorganicos), asi como su agregacion y porosidad se
describieron utilizando un microscopio petrografico y la terminologia de Bullock et al. (1985)
y Stoops (2003). Dentro de la fraccion fina de la materia organica se describio el micelio y las

esporas, su patron de distribucion y relacion con los componentes del suelo.

1.3 RESULTADOS Y DISCUSION
1.3.1 Propiedades edéaficas
En la Figura 1.2 se reportan los perfiles estudiados y las diferentes secuencias de Cv y

La. Asimismo, en la Figura 1.3, se puede apreciar la distribucién de las raices entre horizontes
de los diferentes perfiles y con abundante micelio, sobre todo en los suelos que se ubican en
pendientes media y baja, en donde las hifas fueron uniendo a las particulas pomaceas (Figura
1.3d).

En el Sitio 1, donde se cultiva maiz, los contenidos de MO fueron medios (2.5%) para
Andosols (Ortiz-Solorio, 2010) y bajos para Not; con un pH que fluctud de 6.2 en el horizonte
superficial a 7.5 en el mas profundo. De acuerdo con la clasificacion de Young (1976), los

suelos estudiados tienen alta fertilidad debido a su alta concentracion de cationes
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intercambiables, principalmente de Ca* con un comportamiento regular con la profundidad (de
26 hasta 56 cmol kg?), y K* con valores arriba de 0.4, alta saturacion de bases (100%) y con
concentracion Psouble de 66 mg kg™, Esta alta concentracion de nutrientes esta relacionada con
la aplicacion de fertilizantes que los productores agregan anualmente. En los suelos no
agricolas (Sitio 2 y 3), el contenido de MO es bajo en las pendientes medias (2.5%), pero se
incrementa drasticamente hasta 14% (horizonte O) en pendientes bajas; son ligeramente acidos,
bajo contenido de cationes intercambiables (2.1 cmol kg™ de Ca**), baja saturacion de bases
(<50%), y de bajos a medianos contenidos de K** y Not.

La estructura en general fue migajosa en la superficie, con blogques subangulares en los
subhorizontes y granular simple en los Lp; sus texturas varian en la superficie de francas en CV
y Fraco arcillo arenoso en los La. Las densidades aparentes oscilan entre 1.1 en el suelo y 1.6
g cm? en el horizonte subsuperficial del suelo agricola; aunque los valores tienen un
comportamiento irregular a lo largo de los perfiles debido a las diferentes discontinuidades
litologicas.

Pape y Lagger (1995) indicaron que las estructuras pedales (migajosas) generan
condiciones para un alto desarrollo radical, no asi para las apedales (granulares simples), sobre
todo las de textura franco arenosa 0 mas gruesas que ocurren en los suelos. No obstante, en
campo se observé la presencia de micelio abundante no sélo en los horizontes superficiales sino
también en los lapillis (Figura 1.3). De acuerdo con Segura-Castruita et al. (2005), los lapillis
pomaceos tienen alta capacidad de retencion de humedad (hasta 70%) como consecuencia de
su tamanfo (particulas de 2 y 3 mm) y forma tubular de los poros vesicula los cuales ademas
estan interconectados, lo que permite mayor acumulacion de humedad y menor pérdida por

evaporacion, generando una ventaja para los hongos que se relacionaron con estas particulas.
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Esta puede ser una explicacién del porqué las hifas fueron ensartando a las particulas poméaceas

y dando estabilidad de materiales que pueden ser susceptibles a la erosion hidrica.

Figura 1.2. Perfiles de suelos de acuerdo con su posicion geomorgoldgica y material
parental. a) pendiente alta b) pendiente media y c) pendiente baja. Vitric Andosol de
Calpulalpan, Tlaxcala. * Ceniza volcanica, **lapillis.
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Figura 1.3. Interaccion de las raices con agregados en horizontes de diferentes perfiles.
a) horizonte O, en bosque de pino (pendiente baja), b) horizonte A, en bosque de pino

(pendiente alta), c) horizonte 2C (pendiente media) y d) acercamiento donde se aprecian
las hifas y raices formando cuentas de particulas de pomez.

34



Cuadro 1.1. Propiedades quimicas de los suelos estudiados en Calpulalpan, Tlaxcala,
México.

Hori- Prof. pH MO Cationes intercambiables CiCc PSB P Nt
zonte Cm 11 % Cmol kg* % mg kg? %
H20 Ca Mg Na K

Sitio 1 Pendiente alta (pino y suelo agricola)
Ap 0-12 6.2 257  26.2 7.8 065 064 235 100 66.4 0.11

Ap2 12-26 7.1 257 331 114 074 0.65 12.5 100 66.4 0.11

Bw 26-45 7.4 - 38.6 0.9 087 073 226 100 - -
2Bw 45-62 7.3 - 46.4 1.9 0.95 1.02 273 100 - -
3Bt 62-81 7.4 - 451 1.9 1.06 134 29.2 100 - -
3B2 81-89 7.5 - 46.3 1.8 1.02 165 279 100 - -
3B3 89-105 7.5 - 51.6 2.2 1.06 202 304 100 - -

Sitio 2 Pendiente media (pino y pasto)

A 0-20 6.1 25 2.1 1.1 0.9 34 6.0 100 6.56 0.09
CBw 20-40 6.0 0.5 2.1 1.1 11 2.6 15.5 27.9 7.59 0.03
CB 40-90 6.7 0.1 2.1 1.1 0.9 1.7 12.3 47.1 7.59 0.02
2C 90-120 6.5 0 2.1 1.0 1.2 1.2 9.7 56.7 451 0.01
3C 120-160 6.5 0 2.0 0.9 14 1.8 4.6 100 5.03 0.01
Sitio 3 Pendiente baja (pino)

0O 0-3.0 55 14.3 2.16 1.04 0.61 0.93 14.3 33.0 23.1 0.26
A 3-15 6.0 5.45 2.08 1.05 0.63 1.12 12.9 37.7 26.7 0.14
2Bw 15-52 6.6 1.33 2.05 1.05 0.65 2.02 12.9 44.6 9.98 0.04

3C 52-120 7.2 0.1 199 089 0.65 1.28 6.8 70.0 4.00 0.00
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Cuadro 1.2. Propiedades fisicas de los suelos estudiados de Calpulalpan, Tlaxcala. México.

Hori- Dap. Arenas Limos  Arcillas Clase Estruc-  Permea- Habilidad Micelio
zonte g.cm? % textural  tura bilidad radical
Sitio 1 Pendiente alta

Ap 1.3 44.0 34.5 21.5 Franco Mi faleiad *kk 4+
Ap2 1.3 41.2 32.7 26.1 Franco Mi, Bs folela Fokk +++++
Bw 1.6 515 19.8 28.6 FArA Bs Hhk ok ——
2Bw 1.4 58.8 15.5 25.7 FArA Bs Hhk ok o
3Bt 1.4 65.3 8.2 26.5 FArA Bs Hoxk Hoxk +H+
3Bt, 1.3 61.1 121 26.7 FArA Bs ** *x +++
3Bt3 14 54.9 19.2 25.8 FArA Bs,Gs ** *x +++

Sitio 2 Pendiente media

A 1.3 25.4 37.9 36.8 FAr Mi Fhx bk ++++
Bw 15 25.9 36.5 37.6 FAr BS Fxk Fxk ++++
CB 14 53.8 21.2 25.0 FAA Bs el *x ++++

2C 1.4 68.8 17.1 14.0 FA Bs, Gs *x ok F——

3C 1.6 72.1 15.6 12.3 FA Gs *x *k F——

Sitio 3 Pendiente baja

0 11 - - - - - - - +++++

A 1.2 49.7 36.5 13.8 Franco Mi faleie falale ++++
2Bw 15 54.5 26.9 18.6 FA Bs *x *x ++++
3C 1.2 78.3 11.4 10.3 FA Gs *x *k ++++

Dap. Densidad Aparente; FArA: Franco arcillo arenoso, FAL: Franco Arenoso Limoso, ArL: Arcillo Limoso,
FArL: Franco Arcillo limoso, FA: Franco arenoso, FAr: Franco arcilloso. Mi: migajosa; Bs, Bloques subangulares;
Gr, Granular simple. Clasificacion: Alta ***; media **; baja *. Comunes +++, abundantes ++++, muy abundantes

+++++
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1.3.2 Riquezay abundancia de esporas de hongos micorrizico arbusculares
En el horizonte superficial del sitio intermedio (area para cultivo) se encontraron esporas

de 10 especies de HMA con una riqueza de especies promedio de 5.8+1.6 y una dominancia
variando de 0.27 a 8.4, que demuestra que existe variacion de nimero de esporas de las especies
identificadas. En la Figura 4 se muestra el promedio y error estandar del nimero de esporas
registradas, donde Funneliformis mosseae fue el mas abundante, seguido de Acaulospora

morrowiae y Scutellospora pellucida.

1. Funneliformis mosseae 6. Scutellospora cerradensis

2. Scutellospora calospora 7. Diversispora spurca

3. Acaulospora denticulata 8. Septoglomus constrictum
4. Scutellospora pellucida 9. Entrophosporainfrequens
5. Acaulospora leavis 10. Acaulospora morrowiae

Figura 1.4. Especies de hongos micorrizico arbusculares del suelo en el horizonte A (area
de cultivo) de un Vitric Andosol en Calpulalpan, Tlaxcala. México.
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1.3.3 Relacién hongos/ componentes del suelo
1.3.3.1 Anélisis micromorfoldgico
Los hongos se asociaron con diferentes componentes del suelo de acuerdo con el

material parental, tipo de horizonte y minerales amorfos. En el horizonte O (Sitio 3), el micelio
fue abundante y se distribuy6 por toda la capa de mantillo (Figura 1.5 a). Esta relacion cambid
en el horizonte A de los tres sitios, donde los hongos Y raices entrelazaron microagregados y
formaron macroagregados (Figura 1.5 b); las esporas de diferentes hongos se concentraron
dominantemente en el espacio poroso, lo que sugiere que éste es un nicho propicio para su
formacion. El patron de crecimiento flngico y su relacion con particulas orgéanicas e inorganicas

se observo por toda la seccion delgada correspondiente a cada horizonte.

ML G PN ¢ J
| a7 R . i :
Figura 1.5. Micelio de hongos micorrizico arbusculares asociados con diferentes
componentes del suelo. a) con residuos organicos; b) con macroagregados; ¢) con
imogolita, flecha azul (fibulas); y d) con piedra pémez (flecha azul) y espacio poroso. Luz
Polarizada Plana. Victric Andosols de un bosque de Calpulalpan, Tlaxcala, México.
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McDaniel et al. (2012) mencionaron que los Andosols pueden degradarse debido a la
implementaciéon de cultivos, que desplaza a la cobertura vegetal original y de hecho se
consideran suelos fragiles (Krasilnikov et al., 2013). Sin embargo, los autores no consideraron
el papel de las comunidades microbianas en los suelos agricolas en donde los hongos forman
parte del fendmeno de resiliencia del sistema. Aunque se identificaron esporas de 10 especies
de HMA en el horizonte superficial fue F. mosseae quien doming, lo cual concuerda con los
reportado por otros autores, quienes indican que esta especie contribuye en otros suelos a la
formacion y estabilidad de agregados de diferentes tamafios en la rizosfera (Wu et al., 2014).
Esto sugiere que sea probable que la alta actividad flngica podria estar permitiendo en parte
que los Andosols de Calpulalpan se conserven a pesar de la alta degradacién de los suelos
generada por las actividades humanas (SEMARNT-CP, 2002).

Los lapillis intemperizados (horizontes Bw) presentaron abundante micelio de
basidiomicetos (por la presencia de fibulas; Figura 5 c), principalmente asociados con
macroagregados y minerales amorfos como imogolita y alofano (Figura 5 d). Finalmente, las
hifas de estos hongos se insertan a las arenas pomaceas a través de las vesiculas tubulares y van
formando una especie de cadenas en forma de cuentas de particulas (Figura 5 d), lo que significa
que son mas afines a las particulas minerales que a la MO, ya que en el horizonte C
practicamente fue donde se observaron.

La mayoria de los HEcM (Ascomycota y Basidiomycota) tienden a presentarse
generalmente en los horizontes superficiales (Jumpponen et al., 2010), donde se concentran los
nutrimentos del suelo entre ellos el fosforo. Las condiciones edéaficas de los suelos estudiados

generaron que las raices hospederas se desarrollaran sin ninguna restriccion a mayores
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profundidades a través de todo el perfil junto con los hongos. Este crecimiento atipico del
micelio esta relacionado con los componentes del suelo con imogolita, particulas primarias
(pémez), agregados, y con la MO en proceso de descomposicion (Brady y Weil, 1999).
Especificamente, con la imogolita, la cual es un mineral amorfo comun en Andosols (Jongmans
et al. 1994), y tiene la capacidad de retener fosfatos y agua (Ma et al., 2012; Nurmili et al.,
2017; Guimardes et al., 2012). Ademas, la imogolita junto con la materia organica contribuye
a la construccion de microagregados (Totsche et al., 2017), por lo que los hongos pueden estar
asociados con estas particulas como una fuente de nutrimentos.

En estos suelos, también fue importante la presencia de raices que formaron macro-
poros y se relacionaron con redes miceliares que sujetaron a microagregados y a su vez
formaron macroagregados lo que incrementd el nimero de microporos y por lo tanto el
reservorio de humedad y de nutrimentos (Sedov et al., 2010). Asimismo, con la liberacién de
mucilago se establecen microambientes que los microorganismos colonizan, logrando que el

agregado sea mas estable (Angers y Caron, 1998).

1.4 CONCLUSIONES

Las propiedades edaficas que permitieron tanto la distribucion de raices como de los
hongos a través del perfil, fueron la textura (franca y franco arcillo arenosa) y la estructura
(migajosa, granular y granular simple). La estructura compleja conformada por agregados
migajosos (macro y microagregados) y de grano simple (compuesta por lapillis poméaceos),
generaron buena aireacion, retencién de humedad y fertilidad altaen Ca*™, K** y P, propiciando

condiciones para una alta habilidad radical y abundancia de micelio.

40



En el Andosols bajo un uso agricola se identificaron esporas de 10 especies de HMA en
donde F. mosseae fue la méas abundante. ElI micelio se asocié con diferentes componentes
organicos e inorganicos a lo largo de los suelos estudiados. Esto se detect6 en la superficie con
materia organica y con los agregados migajosos y granulares (horizonte O y A), y en los
horizontes subsuperficiales (Bw o Bt) con arcillas amorfas (imogolita a alofano) y con granos
de arena de pémez.

Las hifas se distribuyeron entre el espacio poroso de micro 0 macroagregados, rodeando
a la imogolita y el al6fano o bien entrelazando las particulas de lapillis como si fueran cuentas.

La presencia de abundante micelio atrapando a los agregados e inclusive a las particulas
de pomez hasta méas de un metro de profundidad, sugiere que los hongos son un componente
bidtico que pudiera estar contribuyendo a la estabilidad de los Andosols y evitando su

degradacion dentro del bosque de pino y areas de cultivo en Calpulalpan Tlaxcala, México.
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FORMACION DE AGREGADOS EN LA INTERACCION SUELO-HONGO

MICORRIZICO ARBUSCULAR

RESUMEN

La influencia de los hongos micorrizico arbusculares (HMA) en la estructura del suelo
ha sido ampliamente estudiada; sin embargo, el papel que tiene el micelio de cada especie en el
atrapamiento de particulas para la estabilidad y formacidn de micro y macro agregados ha sido
poco documentado en Andosols. La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el papel
de tres especies de HMA: en la capacidad de agregacion (macro y microagregados) y la
estabilidad en un Vitric Andosol durante un afio. Se construyd un contenedor especial para llevar
a cabo el experimento, el cual consistié de un tubo de PVC con seis entradas, cuatro fueron
cubiertas con tres mallas de diferente diametro para permitir el paso del micelio sin la
interaccion de la raiz (0.5 mm, 0.25 cm y 34 um) y después se colocaron extensiones de PVC
con suelo para evaluar la agregacion. El experimento fue completamente al azar con un factor,
especies de HMA (Funneliformis mosseae, Gigaspora gigantea, Rhizophagus intraradices y un
testigo sin HMA), cada uno con ocho repeticiones y 32 extensiones. Se realizaron ocho
muestreos durante un afio para evaluar la estabilidad en diferentes tamafios de agregados y
elaborar secciones delgadas. En cada seccion delgada se tomaron imagenes individuales y
secuenciales para construir mosaicos de alta resolucion (2.6 um? y 0.51 pm?) con diferentes
objetivos (2x y 10x). El andlisis de imagenes se llevd a cabo con operadores espaciales. Los
resultados indicaron que en el Vitric Andosol no inoculado las diferentes clases de tamarfio de
agregados permanecieron casi sin cambio en todo el experimento; en tanto que, en los

tratamientos inoculados, los microagregados (< 0.25 mm) se formaron desde los 30 y 150 dias
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y los macroagregados hasta después de 230 dias ambos con diferencias significativas (o= 0.05).
Los HMA entrelazaron a las particulas érgano minerales, R. intraradices y F. mosseae tuvieron
mayor impacto en la agregacion en tanto que Gi. gigantea solo tuvo influencia al principio del
experimento y se asocio con particulas de pémez. Los HMA contribuyeron a la estabilidad de
agregados en Andosols, pero de manera diferente y dependiendo del tamafio de agregado y
componente del suelo.

Palabras clave: Estabilidad de agregados, mosaicos de alta resolucion, andlisis de imagenes.

2.1 INTRODUCCION

Los hongos micorrizico arbusculares (HMA) son simbiontes obligados al necesitar de
una planta hospedera para completar su ciclo de vida (Smith y Read, 2010). En la interaccion
micorrizica, el micelio extrarradical explora mas alla del alcance de la raiz para absorber agua
y minerales poco solubles que después transfiere a su planta hospedera, mejorando la nutricién
(Harley y Smith, 1983) y ayudando al reciclaje de los nutrimentos del suelo (Barea y Jeffries,
1995).

Varios investigadores han reportado que la red micelial micorrizica tiene impacto en el
proceso de agregacion del suelo (Tisdall y Oades 1982; Six et al., 2004), en la incorporacion de
carbono y nitrégeno (Govindarajulu et al., 2005) y en la actividad de otros microorganismos
(Rillig y Mummey, 2006). No obstante, los mecanismos a traves de los cuales el micelio
participa directamente en la formacion de agregados no estdn claramente establecidos
(Gonzalez-Chavez et al., 2004; Rillig y Mummey, 2006). En ese sentido, es relevante generar

conocimiento para comprender mejor el papel que desempefia el micelio micorrizico en la
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estructura (in situ) y en la induccidn de la resistencia del suelo contra la erosion (Rillig et al.,
2002; Ettema, y Wardle, 2002; Rillig y Mummey, 2006).

Los HMA poseen diferente estrategia de colonizacién tanto en el suelo como dentro de
su planta hospedera; por ejemplo, especies de los géneros Rhizophagus sp. y Funneliformis sp.
desarrollan hifas finas y difusas, en tanto que Gigaspora sp., forma hifas gruesas y densamente
agregadas (Hart et al., 2005). Hart y Reader (2002) reportaron que Gi. gigantea, R. intraradices
y F. mosseae, tienen diferente tipo de mecanismo de exploracién en suelo y tipo de colonizacion;
por ejemplo, R. intraradices y F. mosseae, colonizan a la planta entre la primera y segunda
semana; en tanto que Gi. gigantea lo hace hasta la sexta semana. Ademas, los HMA también
varian en cuanto a la formacion y tamafos de estructuras internas y externas en la raiz
hospedante (Dood et al., 2000; Hart et al., 2005), y en la longitud del micelio externo Gi.
gigantea formo tres veces mas micelio que R. intraradices, F. mosseae.

En un Vitric Andosols (Capitulo | de esta tesis) se encontraron 10 especies de hongos
siendo F. mosseae el mas abundante (de [28 a 227] 50g?) en el horizonte superficial, ademas
también encontr6 que tanto HMA como HEcM estan contribuyendo a la estabilidad de los
suelos y a los lapillis poméaceos. No obstante, se desconoce cémo participa cada HMA en todo
el proceso de agregacion y en materiales donde domina la fraccion mineral (vitric) y su relacién
con la estabilidad y tamafios de agregados. En otros Andosols de la Republica Mexicana varios
autores han reportado la presencia de Gigaspora sp. y Rhizophagus sp. (Guadarrama y Alvarez-
Sanchez, 1999; Carredn-Abud et al., 2015), por lo que es importante también analizar la
influencia de estas especies en este tipo de suelos volcanicos.

Hart y Read (2002) plantearon como hipétesis que el proceso de formacion de agregados

debe ser diferente de acuerdo con el crecimiento y exploracion micelial que tiene cada especie
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de HMA. El problema es que en todos los estudios donde se analiza la interaccion entre hongos
y agregados, utilizan técnicas destructivas y se limitan a una parte de la interaccion; como por
ejemplo, medir la longitud y volumen de las raices (Ambriz et al., 2010), o bien a cuantificar la
produccién de micelio extrarradical (Vilarifio et al., 1993; Boddington et al., 1999), aislar
esporas (Gerdemann y Nicolson 1963) o a determinar la colonizacion micorrizica en la raiz
(Phillips y Hayman, 1970). En estos estudios se destruye el suelo lo que limita la compresion
de las interacciones que se pueden establecer entre microorganismos, plantas y tipos de suelo o
sustratos, que solo se pueden obtener a través de muestras que no han sido alteradas (in situ).
La micromorfologia es una disciplina de la Ciencia del Suelo que utiliza secciones
delgadas de muestras inalteradas de suelo (in situ) (25-30 um de espesor). Los componentes del
suelo se describen y analizan con un microscopio petrografico (Bullock et al., 1985), para
caracterizar el sistema poroso en términos de la distribucion y del tipo de arreglo de las particulas
de suelo (Bui, 1991). Este tipo de estudios no s6lo ayuda a entender la interaccion entre los
componentes del fendmeno a estudiar, sino también a monitorear y predecir algunos cambios
en la estructura, composicion, interaccion, funcion y en el estado de conservacion de los
componentes del suelo; asi como a comprender con claridad los cambios estructurales a escala
de micras (Peng et al., 2006). Ademas, la micromorfologia es una herramienta Util para realizar
analisis de imagenes con mosaicos de alta resolucion de toda la seccién delgada (Gutiérrez-
Castorena et al., 2016) en donde se pueden analizar los componentes del suelo a través de
multiples escalas. Por ejemplo, se puede analizar la relacion entre las bacterias, las raices y los
componentes del suelo en cultivos de maiz y alfalfa. Tambiéen es posible generar mapas
tematicos y cuantificar cada uno de los componentes del suelo y sus interacciones con el

componente bioldgico (Gutiérrez-Castorena et al., 2018), ademas del tipo de agregado (forma).
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La micromorfometria de los componentes del suelo apoyados con analisis fisicos
especificamente en agregados, pueden ser muy utiles para comprender el proceso de agregacion
del suelo (Stoops et al., 2010), y se requieren buenas correlaciones utilizando herramientas de
pedometria (Stoops, 2018), sobre todo si se considera toda la seccion delgada en multiples
escalas de observacion.

Las hipotesis que se plantearon en este estudio fueron: i) Las distintas especies de HMA
participan de diferente manera en la estabilidad y formacién de macro y microagregados en
Andosols debido a su morfologia y capacidad de exploracion; y ii) que con la micromorfologia
y el analisis de imagenes es posible diferenciar y cuantificar el efecto entre los hongos
micorrizicos en la formacion de agregados.

Los objetivos de la presente investigacion fueron: 1) Determinar la formacion y
estabilidad de diferentes clases de agregados (macro y micros) a través de la interaccion suelo-
planta-HMA (con tres especies) en condiciones de invernadero y 2) Describir y cuantificar la
relacién de los HMA con las clases de tamafio de agregados utilizando mosaicos de alta

resolucion y analisis de imagenes.

2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Localizacion del sitio de muestreo

El suelo que fue utilizado para realizar el experimento se colectd del horizonte A de un
suelo ubicado dentro de un bosque de Pino en San Felipe, Calpulalpan, estado de Tlaxcala,
México; con localizacion geografica 19° 32" 11.9” LN y 98° 39" 12.3” LW, y con una altitud

de 2664 m. EIl suelo corresponde a un Vitric Andosols, de acuerdo con el IUSS Grupo de
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Trabajo de la WRB (2014), cubierto por una vegetacion de coniferas (Pinus patula), y tiene
como material parental cenizas/ lapillis poméaceos (Capitulo I).

El suelo superficial colectado se caracteriza por presentar un color pardo 10YR (4/3) en
seco y pardo oscuro 10YR (3/3) en humedo; textura areno limosa con agregados migajosos y
granulares, consistencia friable; presencia de poros canales y abundantes raices gruesas; 1.4%
de carbono organico y un pH &cido de 5.5. Ademas, tiene diferentes usos, los cuales pueden
ser forestal y agricola.

El muestreo consistid en colectar 100 kg de suelo del horizonte superficial (0-10 cm) de
un suelo con uso agricola (Sitio 1, Capitulo I). EIl material edafico se secé bajo sombra y se
tamizé a < 2 mm para obtener la fraccion fina del suelo y partir de un sustarto homogéneo.
Posteriormente, se esterilizo con autoclave durante 3 h a 120 °C y 15 Lb de presion, en dos

ocasiones.

2.2.2 Propagacién de indculo micorrizico

Se propagaron los inoculos de Funneliformis mosseae, Gigaspora gigantea,
Rhizophagus intraradices en contenedores de 2 kg utilizando cebolla (Allum cepa L.) y trigo
(Triticum aestivum) como plantas hospederas. Las semillas se sembraron en arena estéril
(particulas de pémez) como sustrato y se irrigaron cada tercer dia con solucion nutritiva Long
Ashton baja en fdésforo [20 uM]. El periodo de propagacion del inoculante fue de tres meses,

después se dejaron de regar por otros tres meses para estimular la esporulacion de los HMA.

2.2.3 Construccion de la unidad experimental

Con el fin de evaluar la interaccion del micelio con los agregados pero sin la influencia

de la raiz se construyd un contenedor especial para llevar a cabo el experimento (Figura 3.1).
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El contenedor consistio de un tubo (2 pulgadas) de PVC con seis entradas o extensiones. El
contenedor se relleno con suelo estéril de la fraccion fina (< 2 mm de diametro) mezclado con
arena pomacea (particulas de 1-3 mm de diametro) que contenia 350 g de inéculo con 40
esporas en 50 g de arena. Las extensiones horizontales fueron cubiertas con mallas de diferente
diametro, el cual fue disminuyendo progresivamente del compartimento central a las
extensiones (0.5 pm?, 0.25 cm?, 34 um?), para permitir solamente el paso y desarrollo micelial
y estudiar la agregacion sin mezclar el efecto de la interaccion por la raiz. Posteriormente, se
colocé la extension de PVC unida con una abrazadera (unidad experimental), se volvié a
rellenar de suelo esterilizado y se sellaron las salidas con tela de organza (0.5 pm?). Las entradas
verticales fueron para la planta hospedera y para permitir el flujo de agua y aire durante los

riegos.

2.2.4 Disefo experimental

La planta que se utilizd6 como hospedero fue Trifolium subterraneum L. por ser una
especie altamente micorrizica. Los tratamiento de incoulacion incluyeron tres fuentes de
indculos propagados (Funneliformis mosseae, Gigaspora. gigantea y Rhizophagus
intraradices) y un testigo no inoculado (NI). El disefio experimental fue completamente al azar
con ocho repeticiones de los cuatro tratamientos de inoculacion, dando un total de 32
contenedores (Figura 2.1), cada contenedor tenia cuatro extensiones verticales. El experimento

termind después de transcurridos 365 dias.
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Figura 2.1. A. Diagrama del sistema experimental A). 1. Extensién 2. Contenedor para
planta hospedera; 3 malla de organza (0.5 pm?); 4. Rejilla plastica (0.250 cm?); 5. Malla
34 nm?; 6. Abrazadera; 7. Unidad experimental (tubo PVC 10 c¢cm) con tres orificios; 8.
Malla de organza; 9. Sujetador. B). Contenedor para crecimiento de la planta hospedera
Trifolium subterraneum L. (compartimento central) y unidades experimentales.

49066060

60606 :0: 0
606 06060

i No inoculado " Gi.gigantea R. intraradices B £ mosseae

Figura 2.2. Disefio experimental completamente al azar para evaluar la formacion de
agregados estables en agua en los tratamientos bajo condiciones de invernadero.

Las cosechas se realizaron mensualmente hasta el 5to mes, para las cuales se colectaron
de manera aleatoria cuatro unidades experimentales de cada tratamiento; tres de ellas para
determinar agregados estables y una para elaborar secciones delgadas. Posteriormente, se
muestred cada 2.3 meses y se termind de colectar todas las unidades experimentales en un afio.

En cada tiempo de cosecha, al retirar la extension, se coloco un tapén de PVC para evitar
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deshidratacion. Los contenedores fueron regados cada tercer dia tanto por la parte superior
como por la parte inferior mediante un sistema de capilaridad con el propdsito de evitar la

compactacién del compartimento central.

2.2.5 Determinacion de la estabilidad de agregados

La estabilidad de agregados en humedo se determind utilizando la metodologia de
Kemper y Rosenau (1986). EI método consiste en colectar 20 g de suelo, luego se pasan a traves
de una serie de tamices, que se colocan en forma de columna, con diferente apertura de malla
de >4.75 (muy gruesa), 2.0-4.7 (gruesa), 1.0-2.0 (media), 0.50-1.0 (fina), 0.25-0.50 (muy fina)
y < 0.25 mm (microagregados). La columna de tamices se sumerge en agua destilada con
movimientos verticales a 60 rpm durante un minuto y las fracciones retenidas en cada tamiz se
colectan, se secan a 105° C por 18 h y finalmente se pesan. Posteriormente, fue necesario hacer
una correccion por presencia de particulas de arena, para ello se afiadié 20 ml de una solucion
de hexametafosfato de sodio al 0.5%, a cada una de las clases de tamafio de agregados y se
agitaron por 12 h. Los agregados se pasaron de nuevo por el tamiz correspondiente, se lavaron

y pesaron. El peso de los agregados se le restd el peso de la fraccién arena.

2.2.6  Andlisis micromorfoldgico

Las unidades experimentales obtenidas para este tipo de analisis se secaron al aire libre
y luego se les agregd resina poliéster insaturada y monomeéro estireno en una relacion 70:30.
Después, se dejaron en gelacion a la sombra por 30 dias y una semana directo al sol para su
endurecimiento.

Los blogues se cortaron (horizontalmente) utilizando un disco de punta de diamante y

las secciones se pulieron con abrasivos de diferente didmetro de carburo de silicio (carborodum)
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y Oxido de aluminio (aloxita) hasta tener un espesor de 30 pum. Las secciones delgadas fueron
elaboradas utilizando la metodologia propuesta por Murphy (1986). Los componentes del suelo
se describieron de acuerdo con Bullock et al. (1985) y Stoops (2003) y su interpretacion se baso
en Stoops et al. (2010). En total se obtuvieron 32 secciones delgadas (area de 3850 mm?; 5 x

7.0 cm), que corresponden a los cuatro tratamientos con ocho repeticiones.

2.2.7 Construccion de mosaicos

Debido a un problema de escala entre agregados e hifas se utilizaron dos procedimientos
para la cuantificacion e identificacion.

1. Los agregados y las diferentes clases de tamafio se cuantificaron a través de cinco
iméagenes individuales aisladas, capturadas de manera aleatoria en Luz Polarizada
Plana (LPP), utilizando el objetivo 2%, de un microscopio petrografico (Olimpus
Bx51) y una cdmara canon (EOS rebel 350D). Cada imagen tiene una resolucion de
4272 x 2848 pixels, profundidad de color de 24 bites en las tres bandas RGB (Roja,
Verde y Azul).

2. Las hifas y su relacion con los agregados se identificaron y cuantificaron a través de
mosaicos. Las cuatro imagenes secuenciales con presencia micelial fueron
capturadas con el objetivo 10x (5 repeticiones) y Luz polarizada Plana. De las
iméagenes secuenciales se construyeron mosaicos de alta resolucién (48 780 544
pixels? con 2.6 y 0.51 pm?) utilizando la metodologia propuesta por Gutiérrez-
Castorena et al. (2016; 2018). El procedimiento de captura de las imagenes
individuales y secuenciales en secciones delgadas se reporta en la Figura 2.3.

2.2.8 Analisis de imagenes

La interaccion de los HMA con los componentes del suelo se analizo y cuantifico con
los programas ERDAS 2014® y ArcMap 10.4® y la metodologia propuesta por Gutiérrez-

Castorena et al. (2018). La metodologia consiste primero en segmentar la imagen y después
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llevar a cabo una clasificacion supervisada para obtener los valores de brillantez de cada
componente. En la Figura 2.3 se reporta un diagrama del todo el procedimiento llevado a cabo.

Las diferentes clases de tamafio de agregados corresponden a los mismos tamarios que
se calcularon en agregados estables en agua, los cuales se obtuvieron utilizando la metodologia
de Gutiérrez-Castorena et al. (2018). Esta metodologia consiste en segmentar y clasificar la
imagen de toda la seccion delgada y en agrupar poligonos utilizando el area del circulo; por
ejemplo, para agregados de un tamafio < 250 um se agruparon 48087 pixeles?. La cuantificacion

de las diferentes clases de agregados se llevo a cabo utilizando el programa ArcMap 10.4®.

\
Secciones delgadas = Descripcién » [HMA- macro y microagregados ]

(Bullock et al., 1985)
(Murphy, 1986)
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mosaicos LPP*
@ y10%)

(Gutiérrez Castorena ef al., 2016)

J

"‘"F',.‘ Ty
& ?ﬁ) oA

i 5? - .‘
At % wi
) '1‘

*PPL: Luz polarizada plana

¥

Anilisis espacial Mosaico de imagenes
Operadores espaciales ‘u?"\ > 3
\ 4 e o
Qf f ‘ ‘.
B . o \ - -
Distribucion y R 3 - R
Cuantificacion de )
Agregados % SV
(Gutiérrez Castorena ef al, 2018) T - " — ‘- =
<025mm  025-050mm 100 20mm 050-10mm 2047w >4Tmm

Mapa tematico y clases de
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Figura 2.3. Esquema general para el analisis micromorfologico de la interaccion entre
macro y microagregados de suelo y los hongos micorrizico arbusculares mediante
secciones delgadas y analisis de imagenes usando operadores espaciales.
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2.2.9 Anédlisis de datos

La estabilidad de agregados en agua (sistema destructivo) entre tratamientos y su efecto
a traveés del tiempo se determind a través de un analisis de regresion (P < 0.05). Tambiéen se
realizé un analisis de comparacion de medias Tukey (o= 0.05) utilizando el programa estadistico
STATISTICA®, para evaluar el efecto entre los tratamientos y del tiempo de colecta.

El nimero de agregados de cada clase de tamarfio se obtuvo a través del promedio de las
cinco imagenes (repeticiones) obtenidas con el objetivo 2x a 30 y 365 dds. Asimismo, se calculo
el nimero de agregados (de los seis tamafios) en el mosaico de cuatro imagenes segun la

metodologia propuesta por Gutiérrez-Castorena et al. (2018)

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Estabilidad de agregados
Los analisis de regresion indicaron que no hay diferencias estadisticas (a= 0.05) en la

cantidad de agregados estables de ningun tratamiento, ni en los microagregados, ni en los
macroagregados finos (< 0.50 mm), a través del tiempo. Sin embargo, si se presentaron
diferencias estadisticas (o= 0.05) en las fracciones de macroagregados > 0.5-1.0 mm en adelante
en los tratamientos inoculados (Cuadro 2.1). Las diferencias se observaron con F. mosseae a
partir de la fraccion fina, con Gi. gigantea a partir de la fraccion media y finalmente, con R.

intraradices Unicamente hasta la fraccion muy gruesa.
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Cuadro 2.1. Valores de P del analisis de regresion entre la formacion de agregados estables
en agua y los diferentes los tratamientos de inoculacion de HMA a través de un afio.

Tratamientos Microagregados Macroagregados (mm)
Muy finos  Finos  Medios Gruesos Muy gruesos
<0.25 0.25-0.50 0.50-1.0 1.0-20 2.0-47 <47
Ni ns ns ns ns ns ns
Gi ns ns ns 0.047*  0.019* 0.009*
I ns ns ns ns ns 0.001*
Mo ns ns 0.016* 0.0359* ns 0.000*

Ni: No inoculado, Gi: Gigaspora gigantea, I: Rhizophagus intraradices, Mo: Funneliformis mosseae. Los valores
en asterisco representan diferencias estadisticas altamente significativas (P> 0.05)

El analisis de comparacion de medias Tukey mostro diferencias estadisticas (o < 0.05)
entre los tres indculos con respecto al NI, en microagregados (entre 30 y 150 dias), en agregados
medios (en 60 dias) y en agregados muy gruesos después de 225 dias. En las demas fracciones
no hubo diferencias estadisticas, o bien, se presentaron algunos traslapes entre inéculos a 30
dias en las fracciones medias y gruesas y después de 150 dias en las fracciones gruesas tal

como se reporta en el Cuadro 2.2.
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Cuadro 2.2 Prueba de comparacion de medias Tukey (a < 0.05) de agregados estables en

agua entre tratamientos de inoculacién a través del tiempo.
Tamafo de agregados estables en agua (mm)

Dds <0.25 0.25-0.50 0.50-1.0 1.0-2.0 2.0-4.7 > 4.7
0 ns ns ns ns ns ns
30 Ni¢, Gi®, 12, ns ns Nib, Gig, I°,  Ni°, Gi®, 1P, ns
Mo¢ Mab Mo?
60 Ni¢, Gi®, 12, ns ns Ni2, Gib, 1P, ns ns
Mo¢ Mab
90 ns ns ns ns ns ns
120 Ni¢, Gi9, I2, ns ns ns ns ns
MaP
150 Ni?, Gi, I¢, ns ns ns Ni¢, Gic, I°,  Nib, Gi®, I°,
Mo¢ Mo? Mo?
225 Ni¢, Gi¢, I?, ns ns ns ns Ni¢, Gi?,
MoP la®, Ma®
285 ns ns ns ns Ni¢, Gib, I2, ns
Mo°
365 ns ns ns ns ns Ni¢, Gi®,
|ab’ Mo?

Dds: dias después de la siembra, Ni: no inoculado, Gi: Gigaspora gigantea, I: Rizophagus intraradices,
Mo: Funneliformis mosseae, ns: diferencia estadistica no significativa. n=12 por tiempo de cosecha
Letras diferentes indican diferencias estadisticas.

En la Figura 2.4 se puede apreciar que en microagregados y agregados muy finos no hay
diferencias entre los tratamientos; en contraste con los tratamientos inoculados donde las
fracciones finas y medias presentaron un comportamiento inverso con respecto a los agregados
muy gruesos (> 4.7mm). Al final de experimento, F. mosseae fue el que tuvo mayor impacto
positivo en la formacion de agregados muy gruesos (60%) con respecto al tratamiento testigo

(10%) seguido por R.intraradices, mientras que, el que tuvo menor impacto fue Gi. gigantea.
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Figura 2.4 Dindmica de la formacién temporal de macro y microagregados estables en
agua en los tratamientos de inoculacién. EI numero entre paréntesis reprententa

diferencia estadistica significativa)

2.3.2 Andlisis micromorfoldgico de la interaccion HMA-Agregados de suelo

Cuantificacidn de agregados con iméagenes individuales

Todos los suelos iniciaron con una estructura apedal (microagregados entre granos

compactos) porque se alter6 el suelo en la elaboracion del sustrato. El proceso de agregacion

inicid6 después de un mes en todos los tratamientos y termind con la formacién de

macroagregados muy gruesos a los 356 dias. La mayor influencia en la agregacion se presentd
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en R. intraradices (53.2%), seguido de F. mosseae (35.2%) y Gi. gigantea (31.1%) (Cuadro
2.3). La cuantificacion de las clases de tamafios de agregados utilizando imagenes individuales
mostré que, la desviacion estandar es muy alta en las fracciones > 4.7 mm, ésta disminuy0 en
agregados muy gruesos debido a la heterogeneidad de los sistemas, sobre todo al final del
experimento que fue cuando se formd una estructura migajosa y poros de empaquetamiento
compuesto.

Cuadro 2.3 Porcentaje promedio de clases de agregados de suelo in situ en los diferentes
tratamientos de inoculacidn por imagenes individuales a 2x (n=5).
Clases No inoculado Gi. gigantea F. mosseae R. intraradices
30 365 30 365 30 365 30 365
<0.25 29416  4.1#17  3.97+1.3 4.02+1.1 508+16 4.06+t15 0.74x0.6 4.54+2.0

0.25-05 1.3%+1.2 1.8+1.3 2.02+1.0 19610 2.14+12 2.03+1.2 0.11+03 1.77%+13
0.5-1.0 1.2+1.2 2.2+15 2.33+0.9 1.92+0.9 22513 2.87+14 0.09+0.3 1.45%1.2
1.0-2.0 1.3+1.2 2.3+1.6 2.86+x1.1 2.23+0.9 257+13 431+16 0.07+0.3 1.88+1.1
2.0-4.7 3.0£1.8 2.5%1.6 5.14+15 3.89+1.4 3.04+1.2 5.03%15 0 1.29+1.1
>4.7 *45.7+4.5 39.1+4.7+ *27.8£3.7 31.1+3.7+ *62.5+4.4 35.2+4.3+ *64.3x1.8 53.2+1.35+

%Poros 442+3.1 477439 55.7+2.8 49.1+2.3 53.8#3.1 39.1+2.8** 39.1.6+1.7 35.8+3.4**

*Estructuras apedales; + agregados migajosos; ** Poros de empaquetamiento compuesto

En la Figura 2.4 se reporta el desarrollo de agregados generado por R. intraradices a lo
largo de un afio de experimento. La agregacion inicié con una estructura apedal de
microagregados entre granos con una distribucion enaulica gruesa y de doble espacio; es decir
dos microagregados y una particula inorganica del mismo tamafio y muy compactados. Los
macroagregados fueron menores 1 mm de didmetro.

En el transcurso del experimento, la agregacion fue incrementando hasta formar

macroagregados migajosos gruesos y muy gruesos, después de 225 dias y el espacio de
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empaquetamiento complejo (minerales y agregados) se transformé a uno de empaquetamiento
compuesto donde se agregaron todas las particulas. El espacio poroso se redujo hasta 36%, pero
se incrementaron los microporos dentro de los agregados. Ademas, también se pudo apreciar
que no hubo cambio en la estructura entre los 90 y los 150 dias. Con F. mosseae también se
present0 un desarrollo estructural parecido, pero con menor impacto en la agregacion. En la
Figura 2.5 se muestra la interaccion del micelio de los diferentes indculos con los componentes
del suelo (agregados, particulas minerales, érgano-minerales y espacio poroso) al final del
experimento en diferentes tamafios de agregados.

Aunque se elaboraron todos los mapas tematicos de los diferentes tratamientos con los
mosaicos construidos a 2x, sélo se reportan los mapas que corresponden a 30 y 365 dias (Figura
2.6). Estas fueron las fechas donde se encontraron diferencias estadisticas significativas en
(muestras alteradas e inalteradas) en agregados de micro y macroagregados en las diferentes
especies de los hongos estudiados.

En el tratamiento no inoculado se presentaron todas las clases de agregados, pero
dominaron las estructuras apedales con cavidades, por lo que, el operador espacial lo agrupé
como agregados muy gruesos. En los tratamientos inoculados todas las microestructuras son

apedales de microagregados entre granos muy compactos.
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Figura 2.5. Desarrollo de agregados de diferentes tamafios generados por Rhizophagus
intraradices durante 365 dias. La microestructura inicia como apedal (compacta),
microagregados entre granos (60-150 dias) y termina en una estructura migajosos y una
porosidad de empaquetamiento compuesto (225 y 365 dias).
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3.4.3 Imégenes compuestas

En el Cuadro 2.4 se reportan los diferentes porcentajes de tamafios de agregados

representados en los mapas tematicos con el objetivo 2 x. En este cuadro se puede observar que

en el tratamiento NI hubo una reduccion en la frecuencia en todos los tamafios de particulas

sobre todo en microagregados de 826 a 334; mientras que en los tratamientos inoculados éstos

se incrementaron Gi. gigantea < F. mosseae < R. intraradices. En R. intraradices el incremento

fue mas drastico en microagregados y en el cambio de estructuras de apedales a agregados

migajosos (de 0 a 29 agregados).

Cuadro 2.4 Namero y porcentaje (entre paréntesis) de agregados de suelo in situ por clase
de tamafio en los tratamientos de inoculacion obtenidos en mosaicos de 4 imagenes (2x).

Clases No inoculado G. gigantea F. mosseae R. intraradices
(mm) 30 365 30 365 30 365 30 365
<0.25 826 334 253 364 100 775 286 514
(2.93) (1.34) (0.88) (1.25) (0.29) (3.16) (0.84) (2.04)
0.25-0.50 36 23 13 17 1 62 10 55
(0.76) (0.49) (0.06) (0.34) (0.02) (1.29) (0.19) (1.21)
0.5-1.0 38 20 7 10 1 48 1 51
(1.65) (0.90) (0.31) (0.46) (0.03) (2.09) (0.04) (2.31)
1.0-2.0 21 9 11 6 0 37 1 24
(1.87) (0.85) (1.02) (0.48) (3.53) (0.11) (2.05)
2.0-4.7 7 10 3 6 0 21 1 28
(1.48) (1.90) (0.74) (0.95) (4.26) (0.13) (5.42)
>4.7 Apedal 6 Apedal 14 Apedal 29 Apedal 23
7 (46.6) 8 (57.6) (67.3) (27.8) (60.8) (24.3)
(39.7) (55.2)
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Figura 2.6. Micelio de HMA (flechas verdes) asociado con agregados y minerales. A)
Gigaspora gigantea; B) Rhizophagus intraradices, C) Funneliformis mosseae y D) Mayor
detalle de C. Luz Polarizada Plana.

La Figura 2.7 muestra mapas tematicos de los agregados en los diferentes tratamientos. A
los 30 dias donde la estructura fue principalmente apedal, con poros tipo cavidad, o de
microagregados entre granos muy compactos en todos los tratamientos. Los cambios en la
estructura fueron evidentes en los indculos al final del experimento. En el tratamiento NI se
preserva la estructura apedal y termina en cavidad por el acomodo de las particulas en sistemas
alterados. Con Gi. gigantea la estructura continua siendo apedal pero de tipo fisurada con algunas

cavidades, similar al tratamiento no inoculado. Con R. intraradices y F. mosseae en contraste, los

agregados fueron migajosos de diferentes tamafios con poros de empaguetamiento compuesto y
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abundantes microporos dentro de los agregados. Todos ellos son caracteristicos de los sistemas

bioldgicos que generan gran heterogeneidad en el suelo.

R. intraradices Gi. gigantea No inoculado

FE mosseae

[ ] ]
Esl!nn - - - ‘ - :

<025mm 025-050mm (50-1.0mm 1.00-2.0 mn2.0-4.7 mm > 4.7 mm

apedal

Figura 2.7. Mapas tematicos de tamafios de agregados de mosaicos de cuatro imagenes
(22.03x14.80 mm) mostrando distribucién de macro y microagregados de suelo in situ, de
los cuatro tratamientos de inoculacion 30 y 365 dias después de la siembra. Estructuras
apedales (a, b, ¢, d, e, g). Estructura migajosa (f y h). Poros cavidad (b y ¢) fisuras (d) y de
empaquetamiento compuesto (fy h).
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A través del analisis micromorfoldgico y de mapas teméticos se encontré que ocurren
diferencias entre las relaciones de los HMA con los diferentes componentes del suelo, asi como
los tamafios de agregados. Asimismo, se pudo identificar la estructura promovida por el micelio

de los hongos estudiados (Figura 2.8)

Gi. gigantea

R. intraradices

FE mosseae

<0.25 mm 0.25-0.50 mm 1.00-2.0 mm 0.50- 1.0 mm 2.0-4.7 mm > 4.7 mm

Figura 2.8 Mapas tematicos de tamafos de agregados de los tratamientos inoculados.
Micelio micorrizico (flechas) asociado con micro y macroagregados formando una
estructura migajosa, poros de empaquetamiento compuesto y micro-porosidad interna.
Mosaicos de cuatro imégenes; objetivo 10x.
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En resumen, el micelio de R. intraradices enlazé tanto agregados de diferente clase como
a particulas minerales de tamafio similar incrementando con esto el tamafio de los agregados
migajosos y que se localizd principalmente en el espacio poroso. Gigaspora gigantea por su
parte, se asocio tanto con macroagregados débilmente desarrollados (> 4.7 mm) como con
particulas inorgéanicas (pémez). Finalmente, F. mosseae se relaciond con micro y
macroagregados; ademas se observo, que su micelio envolvio particulas minerales a partir de

las cuales las hifas se desarrollaron y atraparon microagregados.

2.4 DISCUSION

Los resultados evidenciaron que la capacidad de los HMA estudiados para formar y
estabilizar macro y microagregados de diferentes tamafios, dependié de la especie flngica. La
especie F. mosseae contribuyd en mayor porcentaje a la formacién de agregados estables que
R. intraradices en agregados de > 4.7 mm a los 365 dias después de la siembra. Sin embargo, el
analisis de imagenes mostré que R. intraradices tuvo mayor capacidad para formar agregados
de diferentes clases, incluyendo microagregados. En ese sentido el uso de los métodos de
cuantificacion por masa en las diferentes fracciones y de anélisis de imagenes en el presente
estudio, permitieron complementar esta informacion que no habria sido posible sin la
convergencia de los dos enfoques. De hecho, Stoops (2018) recientemete recomend6 que son
necesarias buenas correlaciones entre andlisis fisicos y micromorfologicos utilizando
herramientas de pedometria en las ciencias aplicadas del suelo.

La presente investigacion muestra que en el suelo no inoculado y sin raices se

presentaron agregados estables de diferentes tamafios (< 0.25, 0.25-0.50, 0.50-1.0, 1.0-2.0, 2.0-
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4.7, > 4.7 mm) que no variaron su frecuencia a lo largo del experimento, debido a que no
tuvieron un agente enlazante que modificara sus tamafios. En Andosols en condiciones
naturales, la formacidn de agregados esta relacionada principalmente con la actividad bioldgica
(Nierop Buurman, 2007); sin embargo, hay otros factores que estan participando y no estan
claramente estudiados (Sedov et al., 2010). De acuerdo con Takahashi y Dahlgren (2016), la
presencia de complejos 6rgano-minerales influye en la formacion y estabilidad de agregados;
aunque en Vitric Andosols (antes Vitrandepts) esto se debe tanto a procesos de humificacion,
(por diversos microorganismos), e intemperismo de las tefras asi como, a la actividad de las
raices de diferentes especies de plantas (Piotrowski et al., 2004; Sedov et al., 2010).

La teoria jerarquica de la agregacion, propuesta por Tisdall y Oades (1982) y modificada
por Oades (1984) plantea que los microagregados se unen para formar macroagregados, donde
los enlaces quimicos de aluminosilicatos en microagregados se enlazan entre si para formarlos.
Los datos de este estudio muestran que esta estructura jerarquica inici0 desde los
macroagregados medios hasta muy gruesos, lo cual se logré demostrar a través de analisis de
masa distribuida en fracciones y la micromorfologia.

Kobhler et al. (2016) probaron con dos tipos de suelo (franco arenoso y franco limoso)
la capacidad de agregacion de tres HMA (Septoglomus sp., Rhizophagus irregularis, Gigaspora
gigantea) y utilizando Olea europea como planta hospedera. Ellos encontraron que R.
irregularis contribuy mayoritariamente a la formacion de agregados de 0.25-4.0 mm en ambos
tipos de suelo; sin embargo, no se determind que porcentaje de los agregados se formaron como
resultado de la influencia del fitobionte y micobionte en forma aislada.

El efecto de los hongos en la agregacion es alta en Andosols con elevado grado de

humificacion, por lo que se ha reportado que se encuentra abundante micelio (Tejedor Salguero
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et al., 1975); no obstante, esto se reporta de manera general. En este estudio se pudo observar
que la contribucion de las tres especies de HMA, para formar y estabilizar agregados de
diferentes tamafios, la cual no es homogénea. La especie F. mosseae tuvo influencia no sélo en
el enlace de particulas elementales, sino también en el enlace de macroagregados medios para
formar macroagregados muy gruesos. Esto se debio a la mayor cantidad de micelio y al grosor
de las hifas que permiten mayor superficie de exploracion y de contacto con los agregados y
particulas minerales independientemente del tipo de suelo (Friese y Allen 1991). Por ejemplo,
Wu et al. (2015) reportaron que en un Ferrasol F. mosseae en asociacion con Poncirus trifoliata,
favorecieron en 10% la formacion de agregados estables de menos de 1.0 mm; mientras que
Schreiner et al. (1997) indicaron que después de 135 dias, con Glycine max L. como planta
hospedera, en un suelo arenoso, este hongo favorecié la formacién de agregados estables entre
2.0-4.0 mm. En la presente investigacion en el tratamiento inoculado con F. mosseae para el
tamano (2.0-4.7 mm), se obtuvieron los porcentajes de 10% hasta los 285 dias en comparacion
de lo reportado por Schreiner et al. (1997); en tanto que para agregados menores a 1.00 (0.5-
1.00 mm) los tratamientos inoculados fueron mayores a 30%, en comparacién con los no
inoculados a los 60 dias, en los que el porcentaje fue disminuyendo conforme transcurria el
tiempo para formar agregados > 4.7 mm.

En la dindmica de agregacion F. mosseae primero tendié a enlazar particulas de tamafio
muy fino y medio, y posteriormente sélo atrap6 agregados de tamafio medio y de manera
exponencial agregados muy gruesos (hasta 60%). En los macroagregados granulares o
migajosos, al estar conformados jerarquicamente por otros agregados, se incrementa la retencion
de humedad debido a la generacion de microporos que se encuentran entre las particulas (Rillig

y Mummey 2006; Bedini et al., 2009; Augué et al., 2001). Se ha observado que los HMA no
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solo atrapan particulas organo-minerales sino también, particulas inorganicas como piedra
pomez de tamafio de 3 mm, las cuales retienen humedad facilmente disponible (Segura-Castruita
etal., 2005; de Ledn et al., 2007). En el caso de R. intraradices también fue selectivo en atrapar
particulas, pero en menor proporcion que F. mosseae.

Caso contrario ocurrio con Gi. gigantea donde las hifas atraparon microagregados para
formar macroagregados con desarrollo débil a moderado (Figura 2.8), y de baja estabilidad
(Figura 2.5). Este hongo desarrolla hifas (primarias y secundarias) gruesas (Watrud et al., 1978)
que se bifurcaron entre los microagregados y el espacio poroso, pero desarroll6 menor cantidad
de micelio que R. intraradices y F. mosseae y su capacidad de agregacion sélo se observé en
los primeros meses.

Piotrowski et al. (2004) reportaron que Gi. gigantea y R. intraradices pueden formar
hasta el 90% de los agregados estables (1-2 mm) después de 330 dias. Sin embargo, lo que se
encontrd en la presente investigacion fue que los microagregados se formaron hasta los primeros
60 dias en todos los tratamientos inoculados. En el caso de agregados de tamafio medio (1-2
mm), no se observo una tendencia clara.

Los estudios de formacién y estabilidad de agregados se han llevado a cabo con
metodologias que alteran la relacion entre las particulas de suelo, el espacio poroso, la macro y
la microbiota, lo que excluye informacién sobre la relacién entre componentes, asi como sus
interacciones en los procesos de la formacién de agregados. Con el andlisis de imagenes y mapas
tematicos de las muestras inalteradas (in situ), a través de secciones delgadas, se pudo observar
que la formacion de agregados por parte de los HMA estudiados, no sélo se llevo a cabo en las
fracciones macros sino también en la microscépicas (< 0.25 mm) y R. intraradices favorecio

mas la agregacion, seguida de F. mosseae y Gi. gigantea con respecto al testigo.
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En este estudio se involucraron por primera vez las cuantificaciones en masa en muestras
alteradas con analisis de imagenes in situ para medir la contribucion de diferentes hongos
micorrizico arbusculares en la formacion de agregados. Sin embargo, se recomienda realizar
estudios de micromorfologia y micromorfometria en futuras investigaciones, con diferentes
fuentes luz y tinciones, para que, se pueda observar y cuantificar mejor el micelio, asi como,
determinar cuantitativamente las interacciones con hongos micorrizicos y los diversos

componentes del suelo.

2.5 CONCLUSIONES

Con los analisis fisicos se encontrd que los agregados del suelo sin HMA (tratamiento
testigo) mantuvieron los mismos tamafios durante todo el afio que duré el experimento, debido
a que no tuvieron un agente enlazante que permitiera el crecimiento de macroagregados. Los
HMA tuvieron el mismo impacto en la estabilidad de los agregados, pero no en el tamafio de
éstos. Dependiendo de la especie algunos impactan en las fracciones finas y otros en las
fracciones mas gruesas.

Con el estudio micromorfologico se pudo observar que los HMA tienden a incrementar
la formacion agregados enlazando particulas, pero no de la misma naturaleza. En particular, R.
intraradices y F. moseae unen agregados de tamafio medio hasta formar agregados muy gruesos
y modifican la estructura a migajosa con poros de empaqguetamiento compuesto; mientras Gi.
gigantea se relaciona con agregados finos y particulas inorganicas, pero su impacto es menor al

final de un afo, al mantener la estructural apedal.
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Con base en lo anterior se aceptd la hipdtesis de que las especies arbusculares enlazan
particulas de diferente manera e impactan en el tamafio y estabilidad de los agregados, lo cual

se logro probar utilizando analisis fisicos, micromorfoldgicos y analisis de imagenes.
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FORMACION DE AGREGADOS DE SUELO EN LA INTERACCION SUELO-Pinus-

y HONGOS ECTOMICORRIZICOS

RESUMEN

Se ha generalizado que a pesar de las diferencias en morfologia y crecimiento del micelio
de las especies de los los hongos micorrizicos, estas actian de la misma manera en el
enlazamiento de las particulas para formar agregados de suelo. Asimismo, es frecuente, que el
estudio de las interacciones entre micorrizas y particulas de suelo, se lleve a cabo alterando el
sistema y analizando a cada componente por separado o bien a traves de fotografias aisladas
tomadas con microscopio. Estos procedimientos limitan el andlisis de las interacciones del
micelio con agregados de diferente tamafio racimos o clusters (0-20 um), micro (20- < 250 um)
y macroagregados (>250 um), del arreglo jerarquico de los agregados y de la relacion con otros
componentes del suelo. En el presente estudio se evalud la participacion de Suillus sp., Laccaria
proxima y Hebeloma leucosarx, asociados con raices de Pinus patula y P. greggii en la
formacion de agregados. Después de 24 meses de crecimiento de las plantas, los sustratos se
impregnaron con resina poliéster y se elaboraron secciones delgadas con un area aproximada de
1315 mm?. El estudio se llevd a cabo a través de la elaboracion de mosaicos de alta resolucion
y operadores espaciales en las secciones delgadas. Imagenes secuenciales digitales de toda la
seccidén delgada con un microscopio éptico (LUV) y petrogréfico con diferentes fuentes de luz
(LPP, LPC, LPCA) con objetivos (2x y 10x) y se construyeron mosaicos de alta resolucion (2.6
y 0.5 um respectivamente). Los mosaicos fueron utilizados para elaborar mapas tematicos y
cuantificar las clases (tamafios) de agregados y los componentes del suelo. Los resultados

mostraron que Suillus sp. formé macroagregados al encapsular a las particulas; mientras que L.
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proxima y H. leucosarx se relacionaron con racimos y microagregados y abrrieron el espacio
poroso con Pinus greggii. La conclusion en la presente investigacion fue que todas las
interacciones raiz, y micobionte actuaron de diferente manera en el proceso de agregacion y con
los diferentes tamafios de particula. Las diferentes fuentes de luz, propiedades Opticas y
morfologia del micelio fueron importantes para generar mapas tematicos de agregados y sus

interacciones con fito y micobiontes.

Palabras clave: Ectomicorrizas, pinos, agregados, secciones delgadas, analisis de imagenes

3.1 INTRODUCCION

Los hongos ectomicorrizicos (HEcM) son un componente esencial en la biodiversidad y
el mantenimiento de los ecosistemas templados, boreales y tropicales (Pérez-Moreno y Ferrera-
Cerrato, 1997; O’Hanlon, 2012), ya que participan activamente en el reciclaje de nutrimentos,
en promover la estructura del suelo, asi como en la proteccion de la planta hospedera. EI 85%
de especies de angiospermas y 90% de gimnospermas son colonizadas por estos hongos en
diversas condiciones ambientales (Wang y Qiu, 2006).

Los HEcM desarrollan hifas diversamente estructuradas alrededor de las raices (manto
fangico), de donde emana el micelio externo, el cual puede estar unido en rizomorfos para
transportar eficimentemente nutrimentos y agua (Agerer, 2006). Ademas, esta estructura
micelial presenta caracteristicas distintivas en morfologia y tipo de exploraciéon en el suelo
(Melville et al., 1987; Agerer, et al. 2002; Arvieu et al., 2003), por lo que pueden estar
interactuando con otros componentes del suelo de manera diferencial en el atrapamiento de las

particulas de suelo.
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Existe amplia literatura que reporta la contribucion de los HMA y HECcM en la formaciéon
de agregados, asi como su participacion en la nutricion vegetal (Tisdall y Oades, 1982; 1997;
Smith y Read, 2010; Ambriz et al., 2010; Zheng et al. 2014). Sin embargo, para analizar el
impacto de las interacciones con relacion a los microorganismos y el suelo o sustrato,
comunmente se estudia cada uno de los componentes de manera individual. Un ejemplo de esto,
es una investigacion realizada por Ambriz et al. (2010), quienes evaluaron el papel de la
simbiosis ecto y endomicorrizica en la formacién de macro y microagregados y reportaron que
la formacion de agregados de diferente tamafio es diferencial en ambos tipos de micorriza. Sin
embargo, estos autores no determinaron el arreglo de las hifas de cada uno de los tipos de
micobiontes como consecuencia de haber estudiado la formacidn de agregados estables en agua
en un sistema alterado. Adicionalmente, en muestras alteradas se pierde informacion sobre la
distribucion de microorganismos in situ y su relacion con otros componentes bidticos y abidticos
del suelo (Gutiérrez-Castorena et al., 2016).
Otros autores han propuesto esquemas o modelos para explicar como las hifas llevan a
cabo el proceso de atrapamiento de las particulas durante la formacién de agregados (Rillig y
Mummey, 2006; Lehmann y Rillig, 2015). Con respecto al micelio de los HEcM, se ha
considerando la distribucion de los esporomas (bajo condiciones de campo), o bien, mediante
el empleo de herramientas moleculares o bien experimentos bajo condiciones controladas con
la construccion de microcosmos (Pérez-Moreno y Read, 2004; Anderson y Cairney, 2007). Con
base en el conocimiento que se tiene de los distintos tipos y formas de crecimiento de los HECM

(www.deemy.de), es probable que el micelio ectomicorrizico tenga un papel diferente en la

formacion y clases de tamafios de agregados debido a su forma de crecimiento a través del suelo

y a la exploracion asociada con una determinada planta hospedera (McCormack et al., 2015).
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La micromorfologia es una rama de la Ciencia del Suelo que estudia al sistema de manera
inalterada a traves de secciones delgadas (25-30 um de espesor), (Bullock et al., 1985). Esta se
ha utilizado para estudiar el papel de la biota en la formacion de diferentes tipos de poros que
indican la persistencia y actividad de raices, lombrices y hongos y su interaccién con los
componentes del suelo (Davidson et al., 2002; Stoops et al., 2010, 2018) y otros sustratos
(Gutiérrez-Castorena et al., 2011; Jiménez-Martinez et al., 2014). EI problema es que en los
estudios de interacciones fangicas se utilizan imagenes de microscopio aisladas que no permiten
visualizar en maltiples microescalas el proceso de enlazamiento desde particulas elementales,
clusters (racimos), micro y macro agregados (Pineda et al., 2012; Ghezzehei, 2012).

Recientemente, se ha propuesto que la microcartografia permite estudiar la distribucion
del micelio ectomicorrizico de diferentes especies, a traves de mallas de acero para colectar un
monolito de suelo y a través de un lavado dejar sélo a las hifas, las cuales se registran
manualmente cuadrante por cuadrante (Agerer et al., 2002). Otro método propuesto son los
mosaicos de imagenes secuenciales de alta resolucion y micro-cartografia de secciones delgadas
a través de sistemas de informacion geografica, para analizar las interacciones entre bacterias y
componentes del suelo (Gutiérrez-Castorena et al., 2016) y la elaboracion de mapas tematicos
de componentes del suelos para determinar sus relaciones (Gutiérrez-Castorena et al., 2018).
Esta metodologia se puede utilizar para evaluar y cuantificar las distintas clases de agregados y
producto de la interaccién con raices y micelio micorrizico (in situ) a diferentes escalas de
observacion.

Los objetivos en la presente investigacion fueron 1) Evaluar la formacion de macro y
micro agregados en la interaccion raiz-hongo ectomicorrizico, 2) Determinar la relacion de

diferentes tipos de HEcM Yy las diferentes clases de agregados, 3) Elaborar mapas tematicos a
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través de mosaicos de alta resolucion y analisis de imagenes y 4) Cuantificar y determinar las
relaciones entre los HECM con los agregados y otros componentes edaficos mediante mapas

tematicos de secciones delgadas.

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Material biolégico
Las plantas que se emplearon en la presente investigacion fueron Pinus greggii y P.

patulay tres especies de HEcM comestibles Laccaria proxima, Hebeloma leucosarx, Suillus sp.
ademas, se incluy6 un tratamiento no inoculado como testigo. Estas plantas tienen amplia
distribucion en México asi como alto valor econémico por ser especies maderables y utilizadas
en programas de reforestacion y recuperacion de suelo (Valdés, 1986; Ramirez-Herrera et al.,
2005; Mendizébal-Herndndez et al., 2009); mientras que los HEcM tienen diferentes

caracteristicas morfoldgicas (Cuadro 3.1).

3.2.2 Caracteristicas de la mezcla de sustratos

Los pinos se sembraron en tubetes de plastico (20 cm de alto) y se inocularon con los
HECcM. El sustrato que se utiliz6 en este experimento consistié en una mezcla de arena-corteza
de pino-suelo de monte (Andosol), en proporcion 2:2:1. Ademas, se utilizé tezontle con tamafio
de particula de 2-3 mm de didmetro, y se coloc6 al fondo del contenedor para evitar pérdida de

la mezcla (Martinez-Reyes et al., 2012).

3.2.3 Disefio experimental

El disefio experimental fue completamente al azar con 20 repeticiones por tratamiento de

inoculacion en cada especie de pino mencionadas, y un total de 160 unidades experimentales.
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Después de 24 meses se selecciond una unidad experimental por cada especie de pino y su
correspondiente tratamiento de inoculaciéon, incluyendo al testigo (8 muestras en total). En esta
seleccion se consider6 a los pinos que presentaron mayor altura, didmetro del tallo y
colonizacion ectomicorrizica (Carrasco-Hernandez, 2013). En el Cuadro 3.2 se reporta altura 'y

diametro de las especies de pino a los dos afos de edad.

3.2.4 Anadlisis micromorfologico

Los contenedores o macetas experimentales se secaron a la sombra durante un mes
debido a su alto contenido de humedad y se impregnaron con una mezcla de resina poliéster
insaturada (1 L), monomero de estireno (250 mL) en una relacién 7:1. Los bloques se dejaron
en una etapa de gelacion durante un mes y después fueron expuestos al sol. A cada bloque se le
hicieron dos cortes horizontales y tres cortes verticales para obtener seis secciones como se
observa en el diagrama de la Figura 3.1. La elaboracién de las secciones delgadas (5 x 2.5 cm
x 25-30 um, con 1315 mm?) se basé en la metodologia propuesta por Murphy (1986). La
microestructura y los componentes basicos organicos e inorganicos fueron descritos utilizando

la terminologia propuesta por Bullock et al. (1985) y Stoops (2003).
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Cuadro 3.1 Caracteristicas morfoldgicas de los hongos ectomicorrizicos utilizados como
micobiontes.

Hongo Caracteristicas
ectomicorrizico
Laccaria sp. Ramificacion dicotomica, ausencia de rizomorfos, exploracion regular a media

distancia, color pardo oscuro; hifas del manto irregulares sin patrén espacial
discernible, grosor de hifa 2.5-4.0 um de espesor.

Hebeloma sp. Ramificacion dicotdmica, ausencia de rizomorfos, exploracion a corta
distancia, hialinos; grosor de hifa de 4.8 um.

Suillus sp. Ramificacion coraloide, presencia de rizomorfos (pardos), hialinos a pardos;
hifas de 90 um de diametro; células corticales del manto no visible;
acumulacion de oxalato de calcio ** exploracion larga distancia

www.deemy.de (Determination of Ectomycorrhizae), **Arvieu et al. (2003).

Figura 3.1. Cortes de los tubetes (horizontal y vertical) y elaboracion de secciones delgadas
mediante (corte, pegado y pulido con diferentes abrasivos).
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Cuadro 3.2. Caracteristicas morfologicas de las especies de pino en los tratamientos
de inoculacion dos afios después de la siembra.

Fitobionte Micobionte Altura (cm) Diametro del tallo

(cm)

No inoculado 6.5 15

Suillus sp. 41 3.73

Pinus greggii L. proxima 36 3.43
H. leucosarx 34 3.37

No inoculado 35 1.6

Pinus patula Suillus sp. 17 2.54
L. proxima 21 2.74

H. leucosarx 19.5 2.95

3.2.5 Adquisicién de imégenes y construccién del mosaico

Las imagenes secuenciales fueron tomadas barriendo todas las secciones delgadas
utilizando una camara CANNON Rabel T4 © conectada a un microscopio petrografico
OLYMPUS Bx51® 0 a un microscopio 6ptico OLYMPUS BX51® con fluorescencia (LUV). En
Suillus sp. y L. proxima dos aumentos de microscopio (objetivo 2x y 10x) y tres fuentes de luz:
polarizada plana (LPP), Luz polarizada cruzada (LPX), y en Hebeloma leucosarx fue necesaria
ademas luz ultravioleta (LUV).

Los mosaicos de alta resolucion: 2.6 pm? (en 2x) y 0.5 pm? (en 10x), andlisis de
imagenes y elaboracion de mapas tematicos se basaron en las metodologias propuestas por
Gutiérrez-Castorena et al. (2016; 2018) utilizando los programas Arc Map 10.4® y ERDAS
IMAGINE® 2014. No obstante, se hicieron algunas modificaciones a esta metodologia durante
la construccion de los mapas tematicos en 10x, debido a interferencias de la resina que mostraba
cierto grado de birrefringencia en los poros. Para resolver este problema primero se obtuvieron
las formas de los componentes (shape individual) de cada imagen y después se fusionaron para

formar mosaicos (shape general) en cada una de las fuentes de luz. Finalmente, se llevaron a
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cabo analisis cualitativos (descripcion de la interaccion de los componentes de interés a través
de un espacio dado) y cuantitativos (expresados a traves de porcentaje de micelio, macro y

microagregados).

3.2.6 Clases de tamarios de agregados

Para la cuantificacion de los macro y microagregados dentro de los mapas tematicos se
empled clasificacion supervisada. Las diferentes clases de tamafios de agregados se obtuvieron
a través del agrupamiento de pixeles y de la formula del 4rea del circulo (A=nr?); por ejemplo
en particulas de 250 pm (didmetro): A=r[[(125 um))? = 49087.385 um? (pixeles) a una
resolucion del mosaico de 2.6 um. En areas mayores o iguales a este valor se consideraron macro
y micro agregados respectivamente. De esa manera se obtuvieron seis clases de tamafios de
particulas: 1. racimos (2 a 20 pm?); I1. microagregados (20 y 250 pum); I11. finos (250- 500 pm);
IV. medios (500-1000 pum); V. gruesos (1000-5000 um); y VI. muy gruesos (>5000 pum). El
agrupamiento de los pixeles se calculd a través de los softwares Arcmap 10.4® y ERDAS

IMAGINE® 2014 (Figura 3.2)
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polarizada cruzada con compensador (LPCA).

Figura 3.2 Representacion esquematica de la elaboracién de mosaicos, andlisis de
imégenes y generacion de mapas tematicos para analizar y cuantificar la interaccion
ectomicorrizica-suelo-planta en secciones delgadas. Metodologia propuesta por Gutiérrez-
Castorena et al. (2016; 2018).

3.2.7 Evaluacion de la precision
Las diferentes clases de agregados, los poros y el micelio fueron evaluados a través de

los valores de brillantez (RGB) y con matrices de confusion utilizando ERDAS IMAGINE®
2014, ademas, se calcul6 su grado de separabilidad de acuerdo con Cohen (1960). Las matrices
evallan la concordancia (precision) entre el micromorfélogo y el productor (analisis de imagen)
a través de intervalos de -1 a +1, donde +1 indica una perfecta concordancia y valores iguales a

cero o menores indican que la relacion es aleatoria (Bishop et al., 1975; Sauzet et al., 2017).
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1 Formacién y distribucién de macro y microagregados

Existieron diferencias en la formacién de macro y microagregados entre los tratamientos
de inoculacion en ambas espacies de pino (Cuadro 3.3), lo que demuestra que el fendbmeno de
agregacion obedece a factores relacionados con la especie vegetal, los hongos involucrados y
las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo o sustrato (Graf et al., 2006).

Con P. greggii, los hongos influyeron dréasticamente en la agregacién y en el espacio
poroso; por ejemplo, la especie Suillus sp. contribuy6 mas en la formacion de macroagregados,
siendo mayor que el tratamiento no inoculado hasta en 20% y en consecuencia reduciendo en el
espacio poroso casi en la misma proporcién. En contraste, L. proxima y H. leucosarx tuvieron
mayor relacion con los microagregados y hubo un incremento en el espacio poroso de 18% con
respecto al tratamiento no inoculado, lo cual significa una porosidad total de casi 70%. En el
caso de P. patula, los tratamientos de inoculacién presentaron una tendencia positiva en la
formacion de macroagregados (Figura 3.4), aunque esta formacién fue menor con relacién al
tratamiento no inoculado (entre 7 y 12%), asi como en la disminucion del espacio poroso (entre
3y 11%) como se puede apreciar en el Cuadro 3.3.

Varios estudios han reportado el papel de los HMA y de las raices finas en la formacién
de agregados estables (Tisdall y Ooades, 1982; 1997; Wright y Upadhyaya, 1998) y han descrito
tres procesos que ocurren de manera simultanea: (1) el crecimiento de la hifa dentro de la matriz
de suelo estableciendo la estructura que fisicamente enreda a las particulas primarias del suelo;
(2) las raices y las hifas crean condiciones que favorecen la formacion de microagregados, y (3)

las raices y las hifas enredan y unen a los microagregados y pequefios macroagregados en
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agregados mas grandes (Miller y Jastrow, 1992). A este proceso se le denominé como

una organizacion jerarquica para la formacion de agregados (Tisdall y Oades, 1982).

Cuadro 3.3. Porcentaje de macro y microagregados de los tratamientos de inoculacion con
ambas especies de pino, en secciones delgadas completas

Macroagregados (%) Microagregados Poros (%)
(%)
Pinus greggii
No inoculado 38.88 Dt 2.68 Dt 58.89 Dt
Suillus sp. 57.01 +18.13 1.32 -1.36 40.77 -18.12
Laccaria proxima 18.58 -20.3 2.948 +0.26 76.73 +17.84
Hebeloma leucosarx 19.06 -19.82 3.35 +0.67 77.66 +18.77
Pinus patula
No inoculado 35.29 1.21 60.45
Suillus sp. 47.85 +12.56 1.78 +0.57 49.27 -11.18
Laccaria proxima 44.62 +9.33 1.84 +0.63 52.54 -7.91
Hebeloma leucosarx 43.23 +7.24 1.75 +0.54 64.29 +3.84

Dt: Diferencia con respecto al tratamiento no inoculado

En el caso de Suillus sp., la capacidad para formar macroagreagados puede estar
relacionada con su morfologia micelial, su abundancia y la especie de planta hospedera a la que
el hongo se asocia. Este género tiene un tamafo de hifas de 90 micras de espesor y exploracion
micelial de largo alcance (Unestam, 1991; Zheng et al., 2014), lo cual aumenta el area de
exploracién y por tanto su capacidad para formar agregados, tal como ha sido reportado por
Tisdall et al. (1997), ademas de la secrecion de polisacaridos (Wright y Upadhyaya, 1998). Con
respecto al fitobionte, las diferentes formas de desarrollo (ramificacion y longitud) micelial
ectomicorrizica (McCormack, 2012) y la distribucién y el arreglo espacial de las raices finas
(Pregitzer et al., 2002) varian en su capacidad para establecer la simbiosis micorrizica (ecto o
endo) y para el flujo de nutrimentos. En ese sentido, la simbiosis Suillus sp., y Pinus greggii

tiene mucho mas impacto en la macroagregacion en comparacion con las otras especies, con
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menor exploracién de corto alcance y mucho mas delgadas como L. proxima y H. leucosarx
como se puede observar en el Cuadro 3.3.

Otro resultado que es necesario resaltar es la relacion de las hifas con la porosidad ya que
incrementd hasta 18% el espacio poroso en el caso de L. proxima y H. leucosarx. De acuerdo
con Unestam y Sun (1995), otras especies de Hebeloma crusculiforme y Laccaria laccata
raramente se asocian con los poros, pero cuando se presenta un disturbio puede incrementar su
abundancia en el espacio poroso. En esta investigacion, la principal alteracion se pudo presentar
durante el desecamiento de los sustratos, proceso que duré un mes antes de que las unidades
experimentales se impregnaran con resina, en donde el micelio pudo haber continuado

desarrolldndose como una respuesta a deshidratacion del sistema.
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7.0 mn 7.0 men

7.0 mm . 7.0 mm
No inoculado Suillus sp. Laccaria proxima  Hebeloma leucosax

7.0 mm 7.0 men 1.0 mm

. Macroagregados . Microagregados

Figura 3.3. Mosaicos de la secciénes delgadas completas y mapas tematicos de la
distribucién de macro y microagregados de los tratamientos de inoculacion con Pinus
greggii como planta hospedera. Mosaicos 2.5 x 5 cm; luz polarizada plana; objetivo 2x.
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No inoculado Suillus sp. Laccaria proxima Hebeloma leucosax

7.0 mm 7.0 men 7.0 men

. Microagregados

. Macroagregados

Figura 3.4. Mosaicos de las secciones delgadas completas y mapas tematicos de la
distribucion de macro y microagregados de los tratamientos de inoculacion con Pinus
patula como planta hospedera. Mosaicos 2.5 x 5 cm; luz polarizada plana; objetivo 2x.

3.3.2 Clases de tamafio de particulas asociadas con micelio ectomicorrizico

El micelio Suillus sp. asociado con los dos fitobiontes encapsul6 particulas elementales,
racimos y microagregados que formaron macroagregados (desde 250 um hasta > 5000 pum)
(Figura 3.4 y 3.5). Este proceso es mas intenso cuando hace simbiosis con Pinus greggii. Por
su parte, en L. proxima asociado con P. greggii, las hifas se asociaron con todos los tamarios

de agregados pero mostraron dos formas de agregar; encapsulan s6lo a racimos y entrelazan a
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micro y macroagregados. En L. proxima asociado con P. patula, las hifas sélo entrelazan pero
Unicamente a racimos y microagregados y su impacto en la formacion de macro agregados es
minimo (Figura 3.10). Finalmente, H. leucosarx con P. greggii se relacioné con agregados desde
racimos y macroagregados menores de < 2000 um? y con P. patula con particulas menores de
500 um?, lo cual se debe al corto alcance de exploracion que tienen sus hifas (Figura 3.9).

El mecanismo de formacion de agregados y las clases de tamafios fueron diferentes
dependiendo del HECcM vy el fitobionte asociado. De acuerdo con Graystone et al. (1997) y Rai
y Varma (2011) las especies de pino, exudan a través de su sistema radical diferentes tipos de
compuestos como carbohidratos, aminoacidos, acidos organicos y grasos, vitaminas,
compuestos fendlicos y volatiles, los cuales varian tanto en calidad como en cantidad entre
especies. Estos exudados pueden influir directamente en la germinacion de las esporas de los
hongos micorrizicos, la cantidad de micelio por volumen o &rea, el desarrollo en la raiz
hospedera, el flujo de nutrimentos entre el fito y micobiontes asociados, asi como en el
crecimiento de HECM en la rizosfera. Es probable que P. greggii proporcionara carbohidratos
de mayor calidad al hongo que P. patula, lo que habria favorecido la exploracion de los hongos
y la formacion de micro y macroagregados. Ademas, es necesario considerar la participacion de
las bacterias que también propician el proceso de agregacion (Rashid et al., 2016).

Zheng et al. (2014) reportaron que las especies L. laccata y L. bicolor se asocian con
agregados >53 pm asi como con macroagregados de 212-500 pm?; no obstante, en el presente
trabajo se encontrd que L. proxima agrupo particulas ain mas pequefias como los racimos (2-
20 um?). Los mismos autores, mencionaron que no se encontro relacion entre la formacion de

agregados de diferente tamafio y las caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas de los HEcM que
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estudiaron, ya que ambos tipos de hongo tienen capacidad para formar agregados estables en

agua.

Pinus greggii

...............

............

Pinus patula

o .c' ) ' > _.'.
»

' e
By - - *\ N g 4
Figura 3.5. Macro y microagregad

65 unidos por micelio de Suillus sp. con raices de Pinus
greggii (mosaico 9 imagenes) y Pinus patula. Mosaico de 42 imagenes y sus respectivos
acercamientos (10x y 20x), y luz polariza cruzada.
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Pinus greggii

Pinus patula
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Figura 3.6. Macroagregado enlazado con micelio de Laccaria proxima con raices de Pinus
greggii. y Pinus patula. Mosaico de nueve imagenes, luz polarizada plana, objetivo 10x.

93



Pinus greggii

Pinus patula

Figura 3.7. Macroagregado enlazado con micelio de Hebeloma leucosarx. Tratamiento con
raices de Pinus greggii y Pinus patula. Mosaico de nueve imagenes, luz polarizada planay
luz ultravioleta; Objetivo 10x.

Oades y Tisdale (1982) y Six (2004) mencionaron que las hifas participan principalmente
en la formacion de macroagregados enlazando a las particulas y no tanto en microagregados y

racimos. La mayoria de estos estudios se han llevado a cabo con HMA y poca atencién se ha

dado al papel que tienen los HEcM en la agregacion (Zheng et al., 2014). El presente estudio
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es el primero en reportar que las hifas de los hongos pueden estar actuando desde los racimos y
quedarse en este tamafio de particula o bien ir agregando a las unidades elementales u otros

componentes hasta alcanzar un tamafio macro lo que reportaron (Ambriz et al. 2010).

I 1 Bﬁm

leucosarx y ¢) Suillus sp. Mosaico de 9 imagenes en LPP (ay c), LUV (b) y LPC (d);
objetivo 10x.

Pregitzer et al. (2002) a través de un sistema de digitalizacion reportaron que la
distribucion y el arreglo espacial de raices finas varia dependiendo de la especie, y como
consecuencia también su longitud, volumen y capacidad para establecer simbiosis micorrizica.
Sin embargo, su investigacion la realizaron bajo condiciones alteradas por lo que no reportaron
el papel del micelio en el proceso de formacion de agregados. Asimismo, McCormack et al.
(2012) mencionaron que existen diferentes formas de desarrollo (ramificacion y longitud)

micelial ectomicorrizico que dependen del fitobionte asociado y sugieren que la variacion
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también depende de las condiciones ambientales. Sin embargo, el presente estudio recomienda
realizarlo ademas con analisis de imagenes en sistemas inalterados que permitan analizar a los
componentes de interés con cada una de sus interacciones.

Graf et al. (2006) reportaron que en sustratos con base en mezclas de suelo y arena
inoculados con Laccaria bicolor y L. montana se formaron agregados estables 0.73-0.76 mm y
0.54-0.62 mm respectivamente, después de tres meses. Por su parte, Ambriz et al. (2010)
evaluaron los efectos de Rhizophagus intraradices y Pisolithus tinctorius por separado o en
combinacion sobre la agregacion y el crecimiento de Fraxinus uhdei en ceniza volcanica como
sustrato en condiciones de invernadero. Después de tres meses el HMA contribuy6 a la
formacion de macroagregados < 250 um, el HECM en la agregacion de particulas en
macroagregados de 1.0, 0.5y 2.0 mm y la mezcla HMA + HEcM en la formacién de agregados
estables de 2.0 mm de diametro. Sin embargo, en ambos trabajos no se report6 la cantidad de
micelio (por volumen o area) involucrado en el proceso de agregacion para los diferentes
tamanos, para ambos tipos de micorriza, ni la relacion flngica entre las particulas constituyentes
del sustrato, los poros y distribucion de la raiz hospedera. De acuerdo con Zheng et al. (20014)
no todo el micelio desarrollado por los HMA y HEcM contribuye activamente en la agregacion
de particulas.

Algunos hongos liberan &cidos organicos, como mecanismo de liberacion de
nutrimentos del material organico (hojarasca). Por ejemplo, el &cido oxalico forma complejos
con los minerales y forman cristales de oxalato de calcio que se depositan en la superficie de las
hifas, lo que ayuda a incrementar la movilizacion y asimilacion del fosforo (Wallander et al.,
1997; Arvieu et al., 2002; Gonzalez et al., 2009). Es probable que Suillus sp. al presentar este

tipo de cristales, haya propiciado una mayor adquisicion de nutrimentos fosforados que los otros
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micobiontes. Asimismo, Dighton (1983) reportd que los HECM en particular Hebeloma
crustuliniforme y Suillus luteus tienen mayor capacidad para degradar y liberar P del
componente organico suelo a través de sus enzimas fosfatasas. Por su parte, Buée et al. (2007)
mencionaron que los HECM pueden tener caracteristicas saprotroficas, cuando se reduce la
fuente de fotosintatos en periodos invernales. Esto podria explicar, en este trabajo la relacion de
los HEcM estudiados con la materia organica presente en el sustrato, para la formacion de

agregados.

3.3.3 Mapas teméticos

En las Figuras 3.9 y 3.10 se muestran los mapas tematicos de la relacion hongo-raiz y
agregados. En estos mapas se obtuvieron racimos (2-20 pm?), micro (20- < 250 um?) y
macroagregados (250-500, 500-1000, 1000-2000, 2000-5000 y > 5000 pm?) 'y la relacion con
micelio ectomicorrizico. Para ambos fitobiontes, la mayor cantidad de micelio del HecM Suillus
sp. se asocid principalmente con agregados muy gruesos >5000 um? envolviendo tanto a sus
particulas constitutivas (P. greggii) como al agregado con mayor area (P. patula). Sin embargo,
pese a que con P. greggii - L. proxima y H. leucosax produjeron mayor porcentaje de micelio
que Suillus sp. (Cuadro 3.4); L. proxima se asocid mas con el espacio poroso que con los
agregados, cuyos tamafios fueron de 2-20 um? - > 5000 pm? y para H. leucosarx desde 2-20 pm?
a 1000-2000 um? (Figura 3.9). Asimismo, en P. patula, L. proxima se asocié mas con racimos
(2-20 um?), micro y macroagregados hasta un area de 500 um?. En tanto que, en H. leucosarx
inicid el proceso desde racimos hasta macroagregados, pero sélo en agregados menores de 2000

um?, y en residuos organicos moderadamente descompuestos (Figura 3.10).
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Cuadro 3.4. Porcentaje de formacion de racimos, macro y microagregados y micelio en los
mosaicos de imégenes de los tratamientos inoculados con ambas especies de pino en
mosaicos de nueve imagenes y objetivo 10x.

Planta Agregados (%) Racimos Micelio
Hospedera HEcM Macro Micro (%) (%)

Suillus sp. 9.3960 2.8640 1.1366 1.9786

P. greggii L. proxima 12.6158 5.1080 2.0445 1.2364

H. leucosarx 10.2306 3.6365 1.9999 1.5675

Suillus sp. 27.9271 0.9157 0.8404 2.6520

P. patula L. proxima 0.8286 2.5404 9.1048 1.8913

H. leucosarx 7.3053 5.6292 1.9689 1.4523

3.3.4 Evaluacion de la precision

Para lograr una separabilidad efectiva de los agregados y el componente mineral
asociado a micelio, a continuacidn, se presentan los escenarios para cada uno de ellos:

Clase 1 Pura: Suillus sp. presentan en sus hifas una acumulacion de cristales de oxalato
de calcio, los cuales tienen una birrefringencia de tercer orden. Los valores de brillantez de estos
cristales tienen una firma espectral pura en RGB (255, 255, 255).

Clase 2. Distintiva y mutuamente exclusiva. El micelio de H. leucosarx tienen firmas
espectrales no puras en LPP y LPC; sin embargo; tiene una firma espectral distintiva y
mutuamente exclusiva con LUV con valores de RGB de 100,176, 200, respectivamente (Figura
3.10).

Clase 3. No pura. EIl micelio de L. proxima, tiene los mismos valores de brillantez
(151,153, 122) que los agregados y el material organico (raices y hojarasca: 107,117, 153) en
las tres bandas RGB

De acuerdo con Aydemir et al. (2004) y Gutiérrez-Castorena et al. (2018), los minerales
con birrefringencia de tercer orden tienen firmas espectrales puras, lo que facilita su

separabilidad en el andlisis de imagenes. En los Casos 2 y 3 se logro la separabilidad micelial
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de los otros componentes del suelo a través de validacion de clasificacion supervisada.
Gutiérrez-Castorena et al. (2018) recomendaron realizar mosaicos compuestos y algebra de
mapas para separar a los componentes basicos organicos. No obstante, en este estudio a los
poligonos correspondientes al micelio se les modificaron los valores (GRIDCODE), para
separarlos de los otros componentes con firmas espectrales similares y asi, exportar y obtener a
las hifas sin interferencia para su analisis cuantitativo.

Los Cuadros 3.5 (LPP) y 3.6 (LPC)L) muestran los valores de la matriz de confusion de
correspondencia entre clases (precision del producto) que se obtuvieron de la clasificacién
supervisada de los componentes estudiados y los que se adquirieron por comparacion (precision
del usuario). Los resultados indican que con el analisis de imagen de los mapas tematicos se
puede obtener una confiabilidad > 99%, para separar los agregados del espacio poroso (2x) y
componente mineral (10x). Sin embargo, se presentaron particularidades con los HEcM
estudiados. Por ejemplo, en Suillus sp. en LPC y Hebeloma leucosarx en LUV, hubo una
precision general de 0.98 y 0.99 respectivamente; mientras que en L. proxima, la concordancia
fue muy baja (0.21) debido a que los valores de brillantez no son puros (Cuadro 4.9).

De acuerdo con Cohen (1966) lo valores cercanos a 1.0 indican una alta concordancia
entre lo que identifica el micromorfélogo y el analisis de imagen; en tanto que los valores
cercanos a -1.0 muestran que la separacion fue méas debido al azar. La alta precision general en
agregados y espacio poroso concuerda con los resultados de Gutiérrez-Castorena et al. (2018),
y con la pureza de los materiales fluorescentes reportada por Gutiérrez-Campos (2017) en

bacterias fluorescentes.
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Pinus greggii 500 pm

Suillus sp.

Laccaria proxima

Hebeloma leucosarx

Micelio  2-20 pm 20250 um  250-500 pm  500-1000 pm  1000-2000 pm 2000 ->5000 pm

Figura 3.9. Mosaicos de fotografias secuenciales sus y mapas tematicos mostrando la
distribucién micelial de tres especies de hongos ectomicorrizicos en la interaccién con
macro, microagregados y racimos con Pinus greggii. Mosaico integrado por nueve
imagenes; luz polarizada cruzada, objetivo 10x.
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Laccaria proxima

Hebeloma leucosarx

Micelio  2-20 pm 20-250 um  250-500 pm  500-1000 pm  1000-2000 pm 2000 ->5000 pm

Figura 3.10. Mosaicos de fotografias secuenciales su y mapas tematicos mostrandola
distribucién micelial de tres especies de hongos ectomicorrizicos en la interaccion con
macro, microagregados Y clusters con Pinus patula. Mosaico 9 iméagenes, luz polarizada
plana, objetivol0 x.
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En el caso de los hongos con los mismos valores de brillantez que la materia organica se
recomienda el uso de tinciones tal como lo indica Stoops (2003), asi como la participacion tanto
de micromorfélogos como expertos que identifiquen estructuras fungicas y analicen

adecuadamente sus relaciones con los deméas componentes del suelo o sustrato.

Cuadro 3.5. Matriz de confusion producto de seleccion de agregados y poros. Mosaicos
construidos a 2x (LPP).

Precision Precision Precision

usuario programa General
Agregados Poros Total 0.99
Agregados 6569 97 6666 0.98 0.99
Poros 44 630389 630233 1.0 0.99

Total 6613 630486 637099

Cuadro 3.6. Matriz de confusién producto de seleccién de agregados, poros y minerales.
Mosaicos construidos a 10x. Luz polarizada cruzada mas compensador.
Agregado Poros Min_1 Min_2 Total Pu. Pp. Pg.

0.99
Agregado 20542 37 5 0 20584 0.99 0.98
Poros 464 50761 0 3 51228 0.99 0.99
Min_1 11 8 1249 0 1268 0.98 0.95
Min_2 0 13 52 1291 1356 0.95 0.99
Total 21017 50819 1306 1294 74436

Pu: presion del usuario, Pg: presion general, Pp: presion del producto, Min 1: Minerales azules
y min 2: Minerales amarillos

Cuadro 3.7. Matriz de confusion producto de micelio de Suillus sp. y poros. Mosaicos
construidos con el objetivo 10x. Luz polarizada cruzada.
Precision  Precision  Precision
usuario programa  general

Micelio Poros total 0.99
Micelio 1563 1 1564 0.99 1.0
Poros 0 9721 9721 1.0 0.998
Total 1563 9722 11285
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Cuadro 3.8. Matriz de confusion producto de seleccion de micelio de Hebeloma leucosarx
y poros. Mosaicos construidos con el objetivo 10x. Luz ultravioleta.
Precision  Precision  Precision
usuario  programa  general

Micelio Poros Total 0.97
Micelio 333 11 344 0.97 0.89
Poros 41 1216 1257 0.97 0.99
Total 374 1227 1601

Cuadro 3.9. Matriz de confusion producto de seleccion de micelio de Laccaria proxima 'y
poros. Mosaicos construidos con el objetivo 10x. Luz polarizada cruzada mas
compensador.

Pu Pp. Pp
Agregados Poros Min 1 Min 2 Micelio Total 0.98
Agregados 6292 1 0 0 14 6307 0.99 0.96
Poros 11 35770 29 0 10 35820 0.99 0.98
Min_1 1 2 1028 6 0 1037 0.99 0.96
Min_2 1 0 0 698 0 699 0.99 0.99
Micelio 237 617 4 0 240 1098 0.21 0.90

Total 6542 36390 1061 704 264 44961
Pu: presion del usuario, Pg: presion general, Pp: presion del producto, Min 1: Minerales azules y min 2: Minerales
amarillos

3.4 CONCLUSIONES

Existieron diferencias en la formacion de macro y microagregados en ambos fitobiontes
inoculados con Laccaria proxima y Hebeloma leucosarx. Ademas, P. greggii favorecio la
formacion de espacio poroso en comparacion con P. patula. En los pinos inoculados con Suillus
sp. la formacion de macro y microagregados fue similar y en mayor porcentaje que con los otros
HEcM debido a que esta especie fungica tiende a encapsular los agregados hasta incrementar su
tamafo mientras que Laccaria proxima y Hebeloma leucosarx solo enlazan microagregados.
El HEcM Suillus sp, se relaciono y contribuy6 mas a la formacion de agregados (> 5 mm) que
los otros micobiontes independientemente de la planta hospedera asociada. Asimismo, L.

proximay H. leucorax favorecieron mas la formacion de macroagregados menores a >5000 pm,
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con excepcion de Laccaria proxima con P. greggii. Ambas especies de hongo se relacionaron
mayoritariamente con el espacio poroso y con racimos con ambas especies de Pinus.

Los HECM estudiados independientemente del fitobionte contribuyeron de manera distinta
en la distribucion y el arreglo de las particulas organicas y minerales para la formacion de
agregados de diferentes tamarios en el sustrato de crecimiento vegetal.

La separabilidad de los componentes: flngico, agregados, minerales y poros fue posible a
través del uso de diferentes luces para estudiar sus interacciones. Sin embargo, se requieren
mas estudios que involucren el uso de la micromorfologia y micromorfometria para construir
diferentes modelos dependiendo de la interaccion por género y/o especie ectomicorrizica (tipo
de micelio y ramificacion) en el proceso de formacidn de agregados en sistemas inalterados para
evitar generalizaciones.

Los sistemas de informacion geografica son necesarios para la elaboracién de mapas
tematicos que permitan estudiar las interacciones de los HECM con agregados de suelo, poros,
particulas organicas y minerales en sistemas inalterados. Sin embargo, también se requiere el
trabajo de expertos que en conjunto, permitan identificar y separen componentes para la

elaboracion de mapas tematicos, que permitan entender estos procesos in situ.
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CONCLUSIONES GENERALES

Las propiedades edéaficas que permitieron tanto la distribucion de las raices como de los
hongos a través del perfil, fueron alta porosidad y permeabilidad como consecuencia de la
textura franca y franco arcillo arenosa del suelo en todo el perfil. Ademas, una estructura
compleja conformada por migajosa (macro y microagregados) y de grano simple (compuesta
por lapillis pomaceos), buena aireacion, retencién de humedad y habilidad radical y una
fertilidad alta.

En Andosols agricolas se identificaron esporas de 10 especies de HMA en donde F.
mosseae fue la especie mas abundante. EI micelio se asocié con diferentes componentes
organicos e inorganicos a lo largo de los suelos estudiados; en la superficie con materia organica
y agregados de origen biologico, y en los horizontes subsuperficiales con arcillas amorfas
(imogolita y alofano) y con granos de arena de pomez.

Las hifas se distribuyeron entre el espacio poroso de micro o macroagregados, rodeando
a laimogolita y el al6fano o bien entrelazando las particulas de lapillis como si fuera cuentas.

La presencia de abundante micelio atrapando a los agregados e inclusive a las particulas
de pomez hasta méas de un metro de profundidad sugiere que, los hongos son un componente
bidtico que pudiera estar contribuyendo a la estabilidad de los Andosols y evitando su
degradacion de dentro del bosque de pino y areas de cultivo en Calpulalpan Tlaxcala, México.

El estudio microomorfoldgico, mostré que los HMA estudiados desarrollaron diferentes
estrategias en la formacion agregados, siendo el presente trabajo, uno de los primeros estudios

que lo documenta in situ.
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Aunque en la formacién de agregados mostrd que R. intraradices contribuy6 solo a la
estabilizacion de macroagregados (> 4.7 mm), el analisis de imagenes indico que este hongo no
solo tuvo mayor impacto en la formacion de macroagregados de diferentes clases que los otros
tratamientos de inoculacion, sino que también contribuyé mayoritariamente a la formacion de
microagregados (0.25 mm).

Se requeren mayor cantidad de estudios micromorfolégicos que documenten diferencias
y/o similitudes con diferentes HMA en asociacion con otros componentes bioticos y abidticos
en la formacion de agregados, para futuros programas de recuperacion de suelos.

Existieron diferencias en la formacion de macro y microagregados con P. greggii y
P. patula inoculados en los tratamientos inoculados con Laccaria proxima y Hebeloma
leucosarx en donde con P. greggii se favorecio la formacion de espacio poroso en
comparacion con P. patula. En tanto que los Pinos inoculados con Suillus sp. la formacion
de macro y microagregados fue similar en ambas especies de Pinus y mayor que los
inoculados con los otros hongos.

El HEcM Suillus sp, se relacion6 y contribuyé mas a la formacion de agregados (> 5
mm) que los otros micobiontes independientemente de la planta hospedera asociada.
Asimismo, L. proxima y H. leucorax favorecié mas la formacion de macroagregados
menores a >5000 pwm, con excepcion de Laccaria proxima con P. greggii. Ambas especies
de hongos se relacionaron mayoritariamente con el espacio poroso y con racimos con ambas
especies de Pinus.

Los HEcM estudiados independientemente del fitobionte contribuyeron de manera
distinta en la distribucion y arreglo de las particulas organicas y minerales para la formacion de

agregados de diferentes tamarios en el sustrato de crecimiento vegetal
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La separabilidad de los componentes fungico, agregados, minerales y poros fue posible
a través del uso de diferentes luces para estudiar sus interacciones. Sin embargo, se requieren
mas estudios que involucren el uso de la micromorfologia y micromorfometria para construir
diferentes modelos dependiendo de la interaccion por géenero y/o especie ectomicorrizica (tipo
de micelio y ramificacién) en el proceso de formacién de agregados, asi como el de la raiz
hospedera estudiados bajo sistemas inalterados para evitar generalizaciones.

Los sistemas de informacion geografica son necesarios en la elaboracion de mapas
tematicos que permitan estudiar las interacciones de los HEcCM con agregados de suelo, poros,
particulas organicas y minerales en sistemas inalterados. Sin embargo, también se requiere el
trabajo de expertos que en conjunto permitan identificar y separen componentes para la

elaboracion de mapas tematicos, que ayuden a entender estos procesos in situ.
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