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RESUMEN

Ante la difusion de tecnologias agricolas adecuadas para la apropiacion de los campesinos, es
necesario dar el acompafiamiento cientifico para respaldad la veracidad de dichas practicas, por ello,
la investigacion buscé documentar la presencia de hongos micorrizicos en el sustrato del
biofertilizante denominado Microorganismos de Montafia (MM). Constantemente se hace
referencia en la informacion que existe sobre los MM de la presencia de micorrizas, sin embargo,
no habia claridad de si era posible la presencia de dichos microorganismos. El indculo de
microorganismos empleado para el cultivo de MM evaluado proviene del Monte Tlaloc, Texcoco
de Mora, México. La evaluacion del proyecto consistié en cuantificar la cantidad de esporas
presentes en un litro de MM en fase liquida, asi como la identificacion del género de las esporas. El
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resultado fue un promedio de 410 esporas en cada litro de MM en fase liquida, por ende 16,400
esporas en un kilogramo de MM fase sélida. A demas se identificaron los géneros de esporas de
hongos micorrizicos arbusculares: Pacispora, Acaulospora, Claroideoglomus, Scutellospora y
Glomus. Siendo Pacispora la més persistente en el medio. Con esta investigacion se confirma la
presencia de hongos micorricicos dentro de los grupos funcionales presentes en los
Microorganismos de Montafia del Monte Tlaloc.

Palabras claves: Microorganismos nativos, ecotecnias, hongos micorrizicos, simbiosis,
clasificacion.

RESUMO

Antes da difusdo de tecnologias agricolas adequadas a apropriacdo dos agricultores, é necessario
dar o acompanhamento cientifico para apoiar a veracidade destas praticas, por esta razdo, a
investigagdo procurou documentar a presenca de fungos micorrizicos no substrato do biofertilizante
chamado Microorganismos de Montanha (MM). H& uma referéncia constante a presenca de
micorrizas na informagéo que existe sobre 0 MM, no entanto, ndo ficou claro se a presenca destes
microrganismos era possivel. O in6culo de microrganismos utilizados para a cultura MM avaliada
provém de Monte Tlaloc, Texcoco de Mora, México. A avaliacdo do projecto consistiu em
quantificar a quantidade de esporos presentes num litro de MM em fase liquida, bem como a
identificacdo do género dos esporos. O resultado foi uma média de 410 esporos em cada litro de
MM de fase liquida, portanto 16.400 esporos em um quilograma de MM de fase solida. Os géneros
de esporos de fungos micorrizicos arbusculares foram também identificados: Pacispora,
Acaulospora, Claroideoglomus, Scutellospora e Glomus. Sendo Pacispora o mais persistente no
meio ambiente. Esta investigacdo confirma a presenca de fungos micorrizicos nos grupos funcionais
presentes nos microrganismos de montanha do Monte Tlaloc.

Palavras-chave: Microrganismos nativos, ecotecnologias, micorrizas, simbiose, classificagéo.

1 INTRODUCCION

Los Microorganismos de Montafia (MM) surgen como alternativa al producto industrial
“Effective Microorganisms” (EM) de la empresa japonesa EMRO, originalmente desarrollado por
el Dr. Teruo Higa (EMRO, 2013), quien a inicios de los 80’s descubrio la efectividad de una mezcla
de 80 microorganismos a los que hace referencia como benéficos, mencionando la presencia de
bacterias fotosintéticas, levaduras, actinomicetos, entre otras (Higa, 1991), sin dar especificar a nivel
género.

Los MM son una tecnologia artesanal que ha sido difundida como biofertilizante que mejora
los niveles de supervivencia, el aumento del valor nutricional en el suelo, asi como la disminucion
de incidencia de enfermedades, entre otros. La elaboracidn consiste en colocar material organico en
proceso de degradacion en condiciones que propicien la fermentacion de dicho material; segun
Tencio (2014) surge a partir del apoyo de Shogo Sasaki miembro de la Agencia de Cooperacion
Internacional del Japon (JICA) en Costa Rica. Este producto captd la atencion para su reproduccién

debido al bajo costo que representa, las diferentes aplicaciones y usos que se les puede dar, ademas

Brazilian Journal of Animal and Environmental Research, Curitiba, v.4, n.1, p. 820-830 jan./mar. 2021



Brazilian Journal of Animal and Environmental Research
ISSN: 2595-573X

822

de ser microorganismos que se encuentran en las areas naturales de una localidad o region, por lo
que se promete la reproduccién de microorganismos nativos, los cuales se encuentran adaptados a
las condiciones ambientales del sitio.

Segun Campo et al. (2014) los MM, son un cultivo mixto de microorganismos benéficos
(bacterias fotosintéticas, acido lacticas, levaduras, actinomicetos y hongos de fermentacion),
provenientes de diferentes ecosistemas (Monjaras, 2016), los cuales coexisten e interactlan
desencadenando reacciones y procesos como metabolitos de microorganismos fermentadores
(Garcia, 2018), que promueven el equilibrio en el medio donde se les incorpora. En un reporte de
JICA y el Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal (CENTA) del Salvador (2015)
se menciona que dentro de los MM existen micorrizas. Otros autores como Campo et al. (2014)
indican la presencia de hongos y bacterias, sin especificar las familias; Umaiia et al. (2017) citando
a Kondo (2015) mencionan la presencia de hongos micorrizicos, sin precisar los géneros.

La presente investigacion tuvo como objetivo central corroborar la existencia de hongos
micorrizicos obteniendo densidad e identificacion del género de esporas en la mezcla que compone
a los grupos funcionales de los MM. Para ello se analizé el sustrato de los MM con in6culo
proveniente del Monte Tlaloc, en un area con vegetacion de encinos, en Texcoco de Mora, Estado

de México.

2 MATERIALES Y METODOS

Los MM empleados se fabricaron con un inoculo de hojarasca en degradacion de un bosque
de encinos del Monte Tlaloc y que fueron elaborados en el mes de noviembre del 2017. El
biofertilizante en fase sélida se obtiene de la mezcla de dicho inoculo con materiales que sean ricos
en azUcares, fibra, alguna fuente de bacterias lacticas, y agua que de humedad necesaria a la mezcla,
posteriormente esta es colocada en un envase con cierre hermético por un mes como minimo antes
de ser utilizado. Para un mejor aprovechamiento se utiliza la fase sélida como recurso para la fase
liquida, teniendo una proporcién del cinco porciento de la fase sélida, el resto entre agua, una fuente
rica en azlcares y se afiade un producto con bacterias lacticas, la mezcla liquida se deja en un
recipiente que permita la liberacion de gases sin dar paso al aire.

El trabajo de investigacion fue dividido en dos partes; la primera constd en contabilizar las
esporas de los Microorganismos de Montafia en fase liquida al 10%, se eligi6 la dilucién debido al
alto contenido de Materia Organica que existe en la mezcla.

Se utilizd la tecnica de decanto humedo y tamizado propuesta por Gerdemann y Nicolson
(1963), el proceso consistié en tomar 100 ml de los MM en fase liquida y diluirlos en un 900 ml de

agua, agitando por 5 minutos y dejando la mezcla en reposo por 10 minutos con la intencion de que
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los solidos se asentaran. La solucion resultante se decanto a traves de los tamices de 100, 200, 250
y 325 micras, posteriormente se colocé el material obtenido de los dos Ultimos calibres en cajas Petri
cuadriculadas con la finalidad de contar las esporas (Gerdemann y Trappe, 1974), para esto, se
utilizé un microscopio estereoscopico con el que se observaban las esporas presentes en la diluciéon.
Fueron realizadas cinco repeticiones del mismo procedimiento, de maneraen que se determind el nimero
promedio de esporas de micorrizas presentes en la fase liquida a 10%. Durante el conteo se hizo
empleo de una micropipeta de volumen variable.

Las esporas se agruparon de acuerdo a su morfologia (color, tamafio y forma);
posteriormente se colocaron en portaobjetos, utilizando alcohol polivinilico, lactoglicerol y reactivo
Melzer. Para la clasificacion se distinguieron las caracteristicas morfoldgicas: forma, color,
conexion hifal, tipos y nimero de paredes. Con base en los murénimos sefialados en el manual de
Schenck y Pérez (1990) se clasificaron los grupos y formas de las paredes de las esporas, también
se hizo uso del arbol filogenético propuesto en el estudio de Habiyaremye (2014) para entender las
relaciones evolutivas entre los géneros. Para la determinacion del color se utiliz6 como material de

apoyo las tablas de color de suelos Munsell.

3 RESULTADOS

Se obtuvo un promedio de 40 esporas por cada 100 ml equivalente a 400 esporas por litro de
MM en fase liquida del cultivo proveniente del Monte Tlaloc. La densidad de esporas depende del
sitio del que son colectados los propéagulos de microorganismos para elaborar a los MM en fase
solida. Para el conteo se tomaron en cuenta Unicamente las esporas enteras, de tal manera se infirio
que estas se encontraban viables, dentro del consorcio de MM.

Dentro del cultivo observado de MM se encontraron cinco géneros distintos de hongos V/A,
Pacispora, Acaulospora, Claroideoglomus, Scutellospora y Glomus, los cuales se describen en el
cuadro 1. Para el reporte e interpretacion, se representaron los grupos de muros y las formas de cada
tipo de espora en murénimos con codigo de letras y murogramas. Los géneros con mayor nimero
de esporas de los MM al momento de analisis fueron Pacispora con una persistencia del 43%,

Acaulospora con el 31% y 26% restante entre los otros géneros mencionados.
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Cuadro 1. Géneros de esporas de Hongos V/A identificados dentro del cultivo de MM provenientes de Monte

Tlaloc, Estado de México.

A(U) B(L M) |

[A(UsLM) |

A(Us) B(L M)

Esporas de color amarillo parduscol0YR
6/8 de las tablas de color de suelos de
Munsell. Muy abundantes en el sustrato.
Descripcion  de  paredes: Grupo A:
Unitaria. Grupo B: Lamimada vy
Membranosa.

Esporas de color blanco café muy
palido 10YR 8/2 de las tablas de color
de suelos de Munsell. Abundantes en
el sustrato. Descripcion de paredes:
Grupo A: Unitaria Omamentada,
Laminada v Membranosa.

Esporas de color amarillo 2.3Y 7/8 de las
tablas de color de suelos de Mumsell.
Abundantes en el sustrato. Descripcion de
paredes: GrupoA: Unitaria
Omamentada. Grupo B: Lamimada y
Membranosa.

Cicatrix
N

L

~

Género Glomus sp.

i

—J

| A(E V) B(M) C(u M) |

| A(E L) B(U)C (€ M)

Esporas de color amarillo rojizo
7.5YR 6/8 de las tablas de color de
suelos de Munsell. Medianamente

abundantes en el sustrato.
Descripcion de paredes: Grupo A:
Evanescente, Laminada V'S
Membranosa.

Esporas de  color  amarillo
parduscol0YR 6/6 de las tablas de
color de suelos de Mumsell Poco
abundantes en el sustrato. Descripcion
de paredes: Grupo A
Evanescente v Unitania. Grupo B:
Membranosa. Grupo C: Unitaria y
Membranosa.

Esporas de color gris rojizo oscuro
10R 4/8 de las tablas de color de
suelos de Munsell. Poco abundantes
en el sustrato. Descripcion de
paredes: Grupo A: Evanescente v
Laminada. Grupo B: Unitaria. Grupo
C: Coracea y Membranosa.

Fuente: Elaboracion propia, 2019
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4 DISCUSION

En el cultivo de Microorganismos de Montafia del Monte Tl&loc, Estado de México se contd
con la presencia de propagulos de micorrizas, en especial de esporas.

A pesar del tiempo de almacenamiento anaerdbico las esporas se mantuvieron; sin embargo,
es probable que en los meses anteriores del producto se haya contado con mas esporas y quiza mayor
cantidad de géneros de esporas micorrizicas. La cantidad de esporas depende de una serie de
variables como el sitio de donde se extrae el mantillo para la elaboracion de la fase solida de los
MM, el pH y las condiciones de almacenamiento (Silvia et al., 2005).

Hasta el momento las evaluaciones cientificas con MM siguen siendo escasas, y en relacion
con la existencia de hongos micorrizicos es un trabajo pionero. A pesar de que los hongos de la
division Glomeromycota han tomado en los Gltimos afios gran importancia (Alvarez, et al., 2019)
por sus aportes en la industria agricola (Shiipler et al., 2001), que van desde el aumento de absorcion
de nutrimentos en el suelo, su influencia al acceso hidrico, la proteccion contra agentes patdgenos
y su rol ecoldgico en las sucesiones de comunidades vegetales (Aguilera et al., 2007), los estudios
especificos de los efectos por géneros contindan siendo insuficientes (Shiipler y Walker, 2010).
Dentro de los resultados de la primera fase de la investigacion, los géneros identificados de las
esporas son Acaulospora, Pacispora, Claroideoglomus. Scutellospora y Glomus; siendo las dos
primeras las mas abundantes.

La deteccion de las esporas de hongos micorrizicos dentro de los MM es de interés ya que
las esporas son la principal via de dispersion y persistencia de estos hongos y segin Chimal et al.
(2015) en algunos géneros, son los Unicos propagulos a partir de los cuales se puedeestablecer o
restablecer las relaciones micorrizicas; ademas con la presente investigacion se contribuye a la
descripcion de los microorganismos presentes en el consorcio de los MM.

A las micorrizas se les ha encontrado en simbiosis con la mayoria de plantas en la tierra
(Smith y Read, 2008); igualmente se les atribuye una gran importancia ecoldgica, sin embargo,
segun Kriger et al. (2012) la biologia y ecologia de estos hongos sigue sin ser comprendida en su
totalidad. En la actualidad la informacion sobre la distribucion de los géneros sigue siendo escasa,
asimismo los criterios para la definicién taxonomica.

Las esporas del género Pacispora son por primera vez descritas por Oehl y Sieverding
(2004), éstas se forman en las hifas, una caracteristica que comparten solo con Glomus y
Paraglomus; su distribucion ha sido descrita por los autores en Europa Central. EI género
Acaulospora se caracteriza por formarse a partir del cuello hifal del saculo esporifero, al madurar se
desprenden y presentan una cicatriz que evidencia su formacion acaulosporide (Varela et al., 2017);

la distribucion descrita por Oehl et al. (2006) se da en las regiones altas de los Alpes suizos; sin
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embargo, algunas especies han sido reportadas en México (Varela, et al., 2017). Claroideoglomus
es el Unico genero en la familia Claroideoglomeraceae; al igual que la familia, corresponde al grupo
filogenético Glomus Grupo B., éstas poseen una pared interna desarrollada por separado (SchuBler
y Walker, 2010); la distribucion no se encuentra especificada. Koide y Mosse (2004) mencionan en
su articulo que Walker (1987) da las primeras referencias encontradas las cuales describen a los
hongos del género Scutellospora; éstos son endomicorrizales capaces de formar arbusculos y
vesiculas elipsoidales terminales o intercalarias en la raiz (Habiyaremye, 2014); todas las esporas de
este género poseen un escudo de germinacion, el cual es una estructura membranosa utilizada en la
germinacion de esporas (Oehl, et al., 2008); se les ha encontrado en Norte América (Walker, 1987).
Glomus es uno de los géneros mas estudiados; la primera referencia es de 1845 por Tulasne y
Tulasne en Italia. Las especies de este género producen endomicorrizas con arbusculos y vesiculas;
Gerdermann y Trappe (1994) la describen como el tipo mas comun de encontrar como micorriza
con diferentes plantas estudiadas; por esto mismo se les ha referenciado con gran distribucion
alrededor de la tierra. En México, se han reportado en todos los ecosistemas (Camargo et al., 2012).

De los géneros identificados en los MM del Monte Tlaloc, Estado de México los méas
utilizados en la industria de biofertilizantes son Glomus y Acaulospora; asi como hay poca
investigacion experimental con relacién al género Scutellospora.

Durante la toma de las esporas para el proceso de identificacion se observé que las muestras
en liquido que llevaban mas tiempo presentaban esporas mas fréagiles, sobre todo el género
Acaulospora que tiene paredes con menor grosor. Esto puede ser referencia para otro estudio en el
que se evalué la calidad de las esporas micorrizicas a través de los dias de fermentacion de los MM
en fase liquida. Asi como evaluar la cantidad y calidad de esporas en los MM en fase sélida. Muller
et al. (2016) mencionan que la formacion de 6rganos como esporas y vesiculas es parte importante
en el ciclo de vida de los hongos micorrizicos V/A, pero que las condiciones en las que esto ocurre
siguen sin ser totalmente comprendidas; por lo que las formas de almacenamiento de los propagulos
micorrizicos varian segun el género, y es probable que el sustrato de los MM que contiene melaza,
salvado de trigo y leche no haya sido afectado en la latencia de las esporas.

Dentro de las muestras liquidas recorridas en el microscopio estereoscopico se observaron
restos de micelio, los cuales también sirven como propagulos para la dispersion de micorrizas; segun
Martin y Rivera (2015) la propagacién de los hongos V/A se da a través de esporas, micelio y
fragmentos de raices colonizadas. Aunque hay algunos géneros que solo pueden dispersarse a traves
de esporas (Miiller et al., 2016).
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5 CONCLUSIONES

En el consorcio de Microorganismos de Montafia del Monte Tlaloc, Estado de México; se
identificaron cinco géneros de hongos micorrizicos Vesiculo/Arbusculares (V/A) Acaulospora,
Pacispora, Claroideoglomus, Scutellospora y Glomus. Los géneros Acaulospora, Glomus vy
Scutellospora son los géneros mas comunes en las investigaciones agricolas.

El campo de investigacion sigue siendo amplio, y a pesar de que en esta investigacion la
presencia de esporas micorricicas ha sido positiva, como ya se mencionaba en la discusion las
densidades de propagulos, asi como los géneros estan sujetos a variaciones debido a las condiciones
de vegetacion, uso de suelo, temporada y forma de extraccion del inoculo para el biofertilizante

denominado Microorganismos de Montafia.
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