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RESUMEN

La agricultura contemporanea busca estimular el crecimiento de las plantas y la produccion agricola
mediante practicas sustentables, por lo que la aplicacién de biofertilizantes representa una opcion viable,
sobre todo en cultivos de alto valor agregado como el café. Se ha demostrado un efecto sinérgico entre
hongos micorrizico arbusculares (HMA) y bacterias fijadoras de nitrogeno, incrementando la micorrizacion y
la disponibilidad de nutrientes, asi como mejorando el habitat del suelo. Al incrementar la micorrizacion, se
estimula la produccion de glomalina por el hongo aplicado y los HMA nativos. Es por lo anterior, que la
presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el impacto a corto plazo de la aplicacion de Glomus
intraradices y Azospirillum brasilense como biofertilizantes en cultivos de café sobre la produccion de
proteinas del suelo relacionadas con glomalina. Los resultados demostraron un incremento en todos los
tipos de glomalina (facilmente extraible, dificilmente extraible y total) cuando se aplicaron los bio-
inoculantes, por lo que parece favorecer la micorrizacion y la estabilidad de los agregados en corto plazo;
no obstante, es necesario realizar estudios posteriores para ver la evolucién de dicho efecto a través del
tiempo.
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ABSTRACT

Contemporary agriculture seeks to stimulate plant growth and agricultural production through sustainable
practices; therefore, the application of biofertilizers represents a viable option, mainly in high value-added
crops such as coffee. A synergistic effect between arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and nitrogen fixing
bacteria has been demonstrated, increasing mycorrhization and nutrient availability, as well as improving
soil habitat. By increasing mycorrhization, glomalin production is stimulated by the applied fungus and
native AMF. Hence, the present study aimed to evaluate the short-term impact of the application of Glomus
intraradices and Azospirillum brasilense as biofertilizers in coffee crops on the production of glomalin-
related soil proteins. Results showed an increase in all types of glomalin (easily removable, hardly
removable and total) when the bio-inoculants were applied, so it seems to improve the mycorrhization and
the stability of the aggregates in the short term; however, further studies are necessary to see the evolution
of this effect over time.
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INTRODUCCION

El café (Coffea arabical.) es uno de los
principales productos agricolas a nivel mundial,
dada su importancia econdémica. Este mercado
en México alcanzé un valor de 2,697 millones de
ddlares en 2019 y se prevé un CAGR del 8.2%
del mercado durante el periodo 2019-2023
(Statista, 2019). Este cultivo es el séptimo con
mayor superficie de siembra en el pais y el
doceavo generador de divisas (SHCP, 2014).
Por lo tanto, existe un gran interés por mejorar el
manejo para incrementar la produccién de grano
de una manera sustentable. En este sentido, se
han realizado estudios sobre el impacto de
distintas  practicas  agricolas  sobre la
biodiversidad y la calidad del suelo en cafetos,
encontrandose que los sistemas de cafetales de
altura, con policultivo o arboles de sombra
pueden incluso presentar mayor diversidad
microbiana que los bosques nativos (Heredia y
Arias, 2008; Posada et al., 2016), sobre todo en
hongos micorrizicos arbusculares (HMA).

Los HMA se encuentran en cualquier ecosistema
terrestre y forman asociaciones simbi6ticas
mutualistas con mas del 80% de las plantas
terrestres, actuando como liga entre el suelo y
las raices. Estos microorganismos pueden
promover el crecimiento de las plantas y la
tolerancia a metales pesados mediante
mecanismos como el acceso de la planta a
nutrientes relativamente inméviles y agua, la
estimulacion de la secrecion de fitohormonas y el
mejoramiento  de las  condiciones  del
microambiente en el suelo rizosférico (Miransari,
2011; Smith et al, 2011; Chanclud y Morel, 2016;
Yang et al., 2017). Leifheit y col. (2014) sugieren
también que los HMA inhiben la actividad de los
microorganismos degradadores directamente, a
través la remocion nutrientes localizados o
alterando las condiciones de humedad, o
indirectamente, proveyendo una fuente de
carbono alternativa. Esta reduccion en la
descomposicion de hojarasca puede ser
importante en el ciclo de los nutrientes en suelos
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con plantas lefiosas y perennes que desarrollan
raices lignificadas. Mas aun, dado que los HMA
viven en simbiosis con las raices de plantas, lo
cual incrementa su biomasa y con ello la
cantidad de carbono que el proceso de
fotosintesis provee al suelo, son particularmente
sensibles a cambios en la fisiologia de las
estructuras subterraneas de las plantas a las que
se asocian. Aunado a lo anterior, los HMA
pueden contribuir a la estabilidad de los
agregados del suelo por dos vias: directamente
por el efecto fisico de una red alrededor de las
particulas del suelo o, indirectamente, por la
exudacion de una glucoproteina estable al calor
que contiene hierro llamada glomalina, la cual
actia como un agente aglutinante de los
agregados que protegen al carbono (Rillig,
2004).

La glomalina tiene como funciones cementar los
agregados del suelo, contribuir a la estabilidad
de los mismos y actuar como reservorio de
carbono y nitrégeno del suelo. Por lo tanto, altas
concentraciones de glomalina han sido
relacionadas con la estabilidad de los agregados
del suelo sobre todo en sistemas de manejo
conservacionistas (Dai et al., 2017). La glomalina
es aparentemente recalcitrante, pudiendo durar
en los suelos de 7 a 42 afos segun las
condiciones ambientales, el ecosistema y el
manejo agricola de los suelos, aunque estudios
de incubacidn sugieren que pueden permanecer
por periodos muchas mas grandes en el suelo
(Wright y Upadhyaya, 1996; Rillig et al., 1999;
Singh et al., 2013). Por otro lado, esta proteina
es insoluble en agua y en soluciones salinas
comunmente usadas en extracciones de
compuestos del suelo (Wright y Jawson, 2001).
Cuando se cuantifica mediante la determinacion
de proteinas por el método de Bradford, la
glomalina contiene también proteinas que no son
producidas por los HMA, ademas de una gran
cantidad de proteinas estables al calor
relacionadas con el suelo, por lo que se definen
colectivamente como proteinas del suelo
relacionadas con glomalina (PSRG). La cantidad
de PSRG ha recibido una atencion creciente en



los ultimos afos por su capacidad anti-erosion
en la formacion de agregados del suelo (Rillig et
al., 2004), la funcion de red fisica de las hifas de
HMA (Ji et al., 2019), la capacidad de carga de
metales pesados (Yang et al., 2017), el
mantenimiento de la fertilidad del suelo (Wu et
al., 2016), el aumento de la captura de C del
suelo (Luna et al., 2016) y el mejoramiento de la
disponibilidad de hidrocarburos aromaticos
policiclicos en el suelo (Gao, 2017).

La glomalina almacena carbono tanto en su
proteina como en subunidades de carbohidratos
(glucosa) e impregna la materia organica,
uniéndola a las particulas de limo, arena y
arcilla, lo que es uno de los principales factores
en la formaciéon de los agregados del suelo,
haciendo de ésta una caracteristica de los HMA
que se correlacionan con el incremento del
secuestro de C y N (Bender et al., 2014;
Lazcano et al., 2014) y por ende, su importancia
en procesos relacionados a la mitigacion del
cambio climatico (Cheng et al., 2012).

Las PSRG se pueden diferenciar en distintos
términos aplicados a fracciones organicas del
suelo: glomalina facilmente extraible (GFE), la
cual se considera como la glomalina sintetizada
mas recientemente y es la fraccion mas labil que
se encuentra débilmente unida a las particulas
del suelo; la glomalina dificilmente extraible
(GDE), fraccion mas recalcitrante de la
glicoproteina en el suelo, que es dificil de extraer
y se origina de la transformacién de la GFE, y la
glomalina total (GT), que es la suma de la GDE y
GFE (Seguel et al., 2008; Zou et al., 2016).

Por otro lado, dado que la agricultura
contemporanea esta enfocada a estimular el
crecimiento de las plantas y la produccién
agricola mediante  practicas  sustentables,
principalmente limitando el uso de fertilizantes
artificiales y pesticidas sintéticos, el uso de
biofertilizantes representa una opcion Vviable,
sobre todo en cultivos de alto valor agregado
como el café. Utilizando microorganismos como
los HMA y otros microorganismos que produzcan
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o estimulen la generacion de agentes
cementantes, no sélo se favorece el crecimiento
de la planta y la produccién, sino también se
mejora la fertilidad y la calidad del suelo, se
favorece la captacion de C y N en el suelo y se
incrementa la  resistencia a plagas 'y
enfermedades (Bertolini et al., 2018). Asi,
ademas de la ventaja de incorporar un HMA para
la estabilidad de agregados por medio de la
exudacion de glomalina, algunas bacterias
también juegan un papel primordial en la
formacion de los agregados por la liberacion de
sustancias hidrofébicas como ceras y grasas, las
cuales conectan las particulas de suelo y
mejoran la estabilidad de los agragados del
suelo (Al-Zabee y Al-Maliki, 2019).

Es por lo anterior, que el presente trabajo tuvo
como objetivo evaluar el impacto a corto plazo
de la aplicacion de Glomus intraradices y
Azospirillum brasilense (Micorrizafer y Azofer,
Biofabrica Siglo XXI®, respectivamente) como
biofertilizantes sobre el contenido de glomalina
en un cafetal de Martinez de la Torre, Veracruz.

MATERIALES Y METODOS

Establecimiento del experimento en campo. Las
parcelas de analisis estan ubicadas en el
municipio de Emiliano Zapata, Veracruz (Figura
1). Para elegir los sitios de muestreo, se
establecié que fueran parcelas donde se han
aplicado biofertilizantes y se cultiva café, uno de
los principales cultivos de interés econdmico en
el pais. En cada parcela se identifico
paralelamente una con similares caracteristicas
y manejo agronoémico, pero sin biofertilizantes
como testigo. Los biofertilizantes se aplican 2
veces en vivero durante la germinacion de las
semillas, para posteriormente volverlo a aplicar
en campo, donde se aplican un mes después de
la siembra en la pata de la planta, para
posteriormente aplicar en la temporada de lluvia,
que es cuando crece el grano (aproximadamente
en el mes de julio), a una concentracién de
5X10" UFC de A. brasilense y 9X104 esporas de
Glomus intraradices. En la zona testigo se siguio
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el mismo manejo agrondmico pero sin aplicacion
de biofertilizantes. Se dan de dos a tres
abonadas quimicas al afio, en temporada de
lluvias (enero, mayo y junio) con Triple 16 y NPK
17:7:14. La densidad de plantas es de 5,000
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plantas/ha, mientras que el sombreo en la finca
es del 40% con arboles de chalahuitle, palo
mulato, cedro y caoba. Ambas zonas fueron de
café Arabico de las variedades Sarchimor y
Catimor.

Simbologia
Estado de Veracruz
+ Areas Muestreadas
Division Estatal

Figura 1. Ubicacién de las parcelas de café de andlisis en el Municipio de Emiliano Zapata, Veracruz.

Muestreo y preparacion de la muestra. Se
establecieron sistematicamente 4 parcelas de
10x4 m en las huertas. En cada parcela se
tomaron 12 muestras de suelo rizoférico a 50 cm
del tallo y a una profundidad de 0-20 cm. Las
muestras fueron identificadas y colocadas en
bolsas de plastico, almacenadas a 4°C hasta su
analisis. El suelo fue secado al aire, las raices y
otros residuos visibles de plantas fueron
removidos y tamizadas directamente a 2 mm de
tamario de particula antes del analisis. Del suelo
colectado se elabor6 una muestra compuesta
para los analisis.

Anélisis de glomalina. El contenido de glomalina
se determind con el método descrito por Wright y
Upadhyaya (1998) modificado por Luna y col.
(2016) en donde se cuantificd la glomalina
producida recientemente como GFE, asi como la
GT.

Primero se extrajo la GT del suelo, utilizando 1 g
de suelo al cual se le afiadieron 8 mL de citrato
de sodio 50 mM pH 8.0 como extractante y se
coloco la mezcla en el autoclave a 121 °C por 60
min. Después, se dejo enfriar el tubo y se
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centrifugd a 5,000 x g por 20 min. En caso de
que el sobrenadante presentara un color pardo-
rojizo, éste fue decantado en un matraz
volumétrico (que se mantuvo a 4 °C) y se repitid
el mismo proceso hasta que la coloracidn del
extracto desapareciera. Finalmente se juntaron
todos los extractos y se llevd a un volumen
exacto con citrato de sodio. La cuantificacion de
proteinas totales se realizd por el método de
Bradford utilizando albumina sérica bovina como
estandar (Bradford, 1976) leyendo
espectrofotométricamente a 595 nm. Las
concentraciones de glomalina fueron expresadas
como mg g-1 de suelo.

Por otro lado, la GFE se obtuvo de 1 g de suelo
al cual se le afiadieron 8 mL de citrato de sodio
20 mM pH 7.0 y se realizb una sola extraccion
autoclavando a 121 °C por 30 min. Al igual que
la TG, se cuantificd el contenido de proteinas
totales por el método de Bradford.

Determinacion del C del suelo. La cuantificacion
del C total se determind por combustion con el
analizador elemental LECO. De acuerdo con
Rillig et al. (2003), el contenido de C-glomalinico
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(C-G) es entre 27.9 + 3.3 (n=8) y 43.1 £1.4 (n=8)
% de la masa de la glomalina, dependiendo de la
metodologia empleada para la extraccién y el
origen del suelo, por lo que en el presente
estudio se considero el valor del 40%, porcentaje
dentro del rango sugerido por otros autores
(Rillig et al., 2003; Borie et al., 2006)

Andlisis estadistico. Se realizd una prueba de

“\Q’?g-e’qfaz

Journal of Environmental and Agroecological Sciences
RESULTADOS

Los  resultados  demostraron  diferencia
significativa en las concentraciones de glomalina
por aplicacion de los biofertilizantes (Tabla 1). En
relacion a la GT, existe diferencia significativa
entre el cultivo tratado con biofertilizante en
comparacion a su testigo (t=8.483, p=0.001).

normalidad de Shapiro-Wilk (<50 datos) vy
homogeneidad de varianza a cada conjunto de
datos vy, posteriormente, los parametros no
normales se convirtieron para realizar una
prueba t-Student para muestras independientes
al 95% de confianza, utilizando el programa IBM
SPSS Statistics 25 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA).

Por otro lado, no existié diferencia estadistica
entre los tratamientos en cuanto a la cantidad de
carbono total en el suelo (t=-2.653, p=0.057).

El contenido de C glomalinico fue mayor en la

zona donde se aplicaron los biofertilizantes

(t=8.491, p=0.001), al igual que la relacion entre

C glomalinico y el C total del suelo (=10.447,

p=0.000).

Tabla 1. Efecto de la aplicacion de G. intraradices y A. brasilense sobre la concentracion de glomalina en el agroecosistema de
estudio en el estado de Veracruz, México.

Tratamiento Cs, mg g GT, mg g’ C-G,mg g’ C-GICs, %
Biofertilizante 18.232 1.492 0.602 3.272
Testigo 20.472 1.120 0.45P 2.19p

Los valores en las columnas que presentan diferentes letras difieren significativamente entre tratamientos (P < 0.05) de acuerdo
con la prueba t-student al 95% de confianza.

En cuanto a la cantidad de GFE, también fue mayor cuando se aplicaron los biofertilizantes en el cultivo
(Figura 2) en comparacion a la zona testigo con manejo convencional.

20 +

] — —
o Pa o
} | I
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=
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GFE, mglg suelo
Tratamiento

» Biofertilizante ™ Testigo

Figura 2. Contenido de glomalina facilmente extraible en las zonas de estudio con y sin aplicacién de biofertilizantes. Los
valores en las columnas que presentan diferentes letras difieren significativamente entre tratamientos (P < 0.05) de
acuerdo con la prueba t-student al 95% de confianza.
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DISCUSION

La concentraciéon de PSRG se ha reportado por
encima de 1 mg g de suelo (Zou et al., 2016),
valores que concuerdan con los resultados
obtenidos.

El incremento de glomalina en la zona con
aplicacién de biofertilizantes coincide con lo
reportado por otros autores (Koide y Peoples,
2013; Wu et al., 2015). De acuerdo con estas
investigaciones, los biofertilizantes incrementan
la cantidad de PSRG, ya que la micorrizacién de
los suelos rizosféricos permite incrementar las
tres formas de glomalina (GFE, GDE y GT). En
este sentido, el emplear un HMA como G.
intraradices a manera de biofertilizante, favorece
la proliferacion de este microorganismo
directamente y, consecuentemente, una mayor
produccion de PSRG. Cabe mencionar, que se
ha reportado que algunas especies de
Azospirillum pueden mejorar la agregacion del
suelo (EI-Ghany et al., 1997; Bashan et al.,
2004).

Al-Zabee y Al-Maliki (2019), encontraron un
incremento en la estabilidad de los agregados
cuando se utilizaron distintos microorganismos

como Dbiofertilizantes  (Glomus  mosseae,
Ascophyllum nodosum, Saccharomyces
cerevisiae, solos 0 en combinaciones,

encontrando un mayor efecto en la mezcla de
hongos micorrizicos con levaduras, lo que refleja
la sinergia entre ambos microorganismos, ya que
ademas de la glomalina producida por el HMA, la
levadura presenta ciertas caracteristicas como el
contenido alto de aminoacidos y nutrientes que
estimulan a los organismos a ser mas activos en
la rizosfera y su papel para incrementar la tasa
de infeccibn micorrizica y promover |la
rizodeposicion, cuyos exudados actuan también
como agentes cementantes en los agregados del
suelo. Aunque aun no se conocen bien los
mecanismos con los que la co-inoculacién de
diferentes  microorganismos  favorecen el
crecimiento de las plantas, parece que el
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sinergismo permite a la planta alcanzar una
nutricion mas balanceada y el incremento de la
absorcion de nutrientes. Asi, la aplicacion
conjunta de un HMA y una bacteria fijadora de
nirbgeno parece no solo favorecer el
crecimiento de la planta y el desarrollo de sus
raices (lo que incrementa la exudacion de
polimeros de las plantas que mejoran la calidad
del suelo e incrementan la estabilidad de los
agregados del suelo), sino que también
interactuan sinérgicamente con los
microorganismos nativos, algunos de los cuales
pudieran ser otros HMA productores de
glomalina, ademas de incrementar Ila
colonizacion de ambos  microorganismos
(Miyauchi et al., 2008; Carrizo de Bellone, 2012).
Ademas, se ha demostrado una interaccion
sinérgica entre HMA y Azospirillum, directamente
por proveer un habitat o, indirectamente
mediante la modificacién de la morfo-fisiologia
de la planta hospedera; ambos mecanismos son
benéficos para los dos microorganismos y la
planta (Dominguez-Nufiez et al., 2015).

Dado que la concentracion de PSRG y la
distribucion de sus fracciones es fuertemente
afectada por las practicas de manejo
agronomico, el tiempo y el movimiento
(Steinberg y Rillig, 2013; Zou et al., 2016), la
aplicacion de G. intraradices y A. brasilense
parece favorecer la micorrizacion y la estabilidad
de los agregados en corto plazo; no obstante, es
necesario realizar estudios posteriores para ver
la evolucion de dicho efecto a través del tiempo.
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