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RESUMEN

Ante el desafio del alto uso de recursos y el costo ambiental del sistema alimentario,
los lideres de muchos paises han acordado con una vision para lograr el desarrollo
sostenible, particularmente para la agricultura como una parte importante en este
movimiento. Entre las innovaciones que se han encontrado en estos ltimos afios ha sido
el uso de micorrizas para mejoramiento de suelo y biofertilizante en la agricultura alrededor
del mundo, debido a que estas han demostrado resultados positivos en distintos cultivos.
Debido a que Guatemala es un pais agricola se utilizan varios tipos de fertilizantes para
mejorar la productividad de cultivos, principalmente en la cafia de azucar, el cual es uno
de los cultivos que representan al 36% de las exportaciones del pais. Sin embargo, debido
a la contaminacion del suelo por fertilizantes quimicos se han buscado alternativas
orgéanicas para mejorar su productividad. Es por esto por lo que en este estudio se plantea
el objetivo de caracterizar micorrizas encontradas en suelos seleccionados de fincas
azucareras de Guatemala por medio de la herramienta bioinformatica R Studio. Para esto
se realizd una extraccion de ADN por medio del kit de QIAGEN “PowerSoil® DNA
Extraction Kit”, secuenciando los datos con la empresa macrogen. Sin embargo, los
resultados de este estudio no fueron los esperados ya que no se encontraron micorrizas en
los suelos muestreados, debido a varios factores como el ntimero y el tipo de muestras, la
falta de variables los parametros fisicoquimicos y los marcadores utilizados (ITS1 —ITS2).
Es por esto por lo que se recomienda realizar nuevamente este estudio cambiando los
factores mencionados anteriormente para poder evaluar de nuevo si hay presencia de
micorrizas en los suelos azucareros.
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1. INTRODUCCION

La agricultura es uno de los aspectos econdmicos mas importantes para Guatemala
porque no solo representa 10.8% del Producto Interno Bruto (PIB), sino también, es el
mayor productor de empleo y genera mas del 36.2% de las exportaciones del pais (Espafia
Exportacion e Inversiones [ICEX]. 2020). En Guatemala, el cultivo con mayor superficie
cultivada es el maiz, seguido del café, la cana de azucar y el frijol (Derlagen, C. Mufioz, S.
De Salvo, P. 2020). La cafia de azicar es uno de los cultivos mas importantes para
Guatemala, de tal forma que el pais es conocido como el sexto mayor exportador en el
mundo y el tercero en América Latina. Ademads, fue el cuarto producto de mayor
exportacion, después del vestuario, cardamomo y banano. Ademads, en el 2020 genero,
54,000 trabajos directos y 280,000 trabajos indirectos (Asociacion de Azucareros de
Guatemala [ASAZGUA]. 2020).

Sin embargo, en los tltimos anos la agricultura en Guatemala se ha visto amenazada
tanto en el aspecto econdmico como en el ecologico. Hablando de la parte econdmica, esta
se ha visto afectada por el alto precio de los fertilizantes quimicos debido a los elevados
precios de energia, las perturbaciones en el comercio y los elevados precios del transporte.
Esto hace que los precios de los cultivos se eleven y, por lo tanto, haya menos asequibilidad
del producto por parte de la poblacion (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacioén y la Agricultura, [FAO]. 2022).

Por otro lado, se ha visto que la agricultura enfrenta una crisis ambiental que radica
principalmente en las practicas agricolas intensivas (Aldéas-Jarrin et al., 2016) como lo son
el uso de fertilizantes quimicos los cuales son dafiinos para la tierra y los cultivos cuando
se usan de manera excesiva, algunas de las consecuencias que estas tienen en el medio
ambiente son: eutrofizacion, toxicidad del agua, contaminacion de aguas subterraneas,
contaminacion del aire, degradacion del suelo y de los ecosistemas, desequilibrios
biologicos y reduccion de la biodiversidad. Sin embargo, es importante recalcar que las
plantas solo pueden absorber entre un 30% - 50% de los fertilizantes y el resto se pierde en
el suelo (Ulibarry, 2019). Es por esta razon que se estan buscando distintas maneras de
reemplazar estos fertilizantes quimicos por fertilizantes organicos.

Los abonos de origen natural son los que se obtienen de la degradacion y
mineralizacion de materiales organicos (Mosquera, 2010). Entre estos se conoce el
compostaje, fuentes de origen animal (harinas de pescado, cascaras de huevo) o desechos
agroindustriales como la cascara del café¢ (Garro Alfaro, 2016). Este tipo de fertilizantes
ayudan a restaurar los niveles de materia organica en los suelos (Fonseca, A y Arias, C.
2012), ademas, mejoran su estructura, ayudan a retener los nutrientes, permiten la fijacion



de carbono en el sustrato y favorecen la capacidad del cultivo para absorber el agua
(Mosquera, 2010). Es por estas ventajas que los biofertilizantes, los cuales son productos
formulados por microorganismos (hongos, bacterias y algas), proveen y mejoran la
disponibilidad de nutrientes (Aldas-Jarrin et al., 2016). En los ultimos afios uno de los
biofertilizantes mas populares en el mercado ha sido el que es a base de micorrizas.

Las micorrizas, son conocidas como un mutualismo terrestre entre las raices de las
plantas y ciertas especies de hongos (Egerton-Warburton et al., 2005). En donde la planta
le proporciona al hongo carbohidratos y un microhdbitat para completar su ciclo de vida.
El hongo a su vez le permite a la planta, una mejor captacion de agua y nutrientes con baja
disponibilidad en el suelo, ademds de una defensa contra patogenos externos (LCamargo-
Ricalde et al., 2012). Las micorrizas se pueden agrupar dependiendo de las estructuras y
relaciones que existen entre hongos y plantas. Entre estos se encuentran, con manto flingico
(ectomicorrizas, micorrizas monotropoides y micorrizas arbutoides), y sin manto fingico
(micorrizas arbusculares (endomicorrizas), ericoides y orquioides), (Upadhayay, 2019). Y
de estas las que mas popularidad han tenido en los ultimos afios son las endomicorrizas.

Las endomicorrizas son de gran importancia en la agricultura ya que ayudan a las
plantas a obtener fosforo y nitrogeno de la tierra, entre otros nutrientes, favorecen el
crecimiento de semillas, incrementan la productividad, reducen estrés abidtico y bidtico,
mejoran la calidad del suelo durante estrés como la salinidad o sequia (Pedone-Bonfim et
al., 2018). Esto demuestra que las endomicorrizas pueden ser parte de la solucion al uso de
fertilizantes quimicos y asi poder alcanzar una agricultura organica y sostenible. En el
mercado existen endomicorrizas comerciales las cuales se utilizan como aditivos en la
agricultura, sin embargo, se ha demostrado que la inoculacion de estas no siempre es
positiva porque los sistemas agricolas convencionales junto con el uso irracional de
pesticidas reducen el efecto positivo del crecimiento de estas (Hernandez et al., 2019). Es
por esto que se recomienda utilizar micorrizas nativas ya que estan adecuadas al ambiente
y a las plantaciones que se necesitan. Este estudio es importante en Guatemala porque a la
fecha no se ha reportado ninguno en el pais, mientras que a nivel mundial sobresalen los
estudios realizados en Brasil, China, Chile, Italia, entre otros (Bhargava, 2019). Es por
esto por lo que el propdsito de esta investigacion es caracterizar endomicorrizas con
herramientas de secuenciacion Illumina encontradas en suelos seleccionados de fincas
azucareras de Guatemala por medio de la herramienta bioinforméatica R Studio para futuros
usos en la agricultura.



2. JUSTIFICACION

Segtin el INEGI (Instituto Nacional de Estadistica, Geografica e Informatica de
México) en octubre del 2021 el precio de los fertilizantes aument6 20.7%, siendo este el
mayor aumento de precio desde el 2012, esto debido a la crisis energética actual a nivel
mundial y a las presiones ejercidas en la produccion y distribucién de agroquimicos
derivados de la pandemia de COVID-19, lo que lleva a muchos agricultores a buscar
alternativas organicas o naturales. Entre estas alternativas se encuentra el lombricompost,
el estiércol entre muchos otros. Pero en los tltimos afios se han buscado nuevas alternativas
que contengan microorganismos para ayudar al mejor rendimiento de la planta. Un ejemplo
de estos es el uso de endomicorrizas, los cuales son hongos que penetran en el interior de
las células de las raices y tienen una simbiosis directa con las mismas, encontrandose en el
95% de estas (Wilmar. Wilches et al., 2022).

Entre las lineas de investigacion de endomicorrizas mas exploradas hoy en dia se
encuentra la ecologia de las comunidades fungicas, taxonomia y sistematica, biologia
molecular, su importancia en la estructura dinamica de las comunidades vegetales y
ecosistemas, también la fisiologia de la simbiosis, biotecnologia y en ciencias ambientales
para la biorremediacion, restauracion y rehabilitacion de ecosistemas deteriorados (Valdés
et al., 2011). Es por esto que el proposito de esta investigacion es caracterizar
endomicorrizas con herramientas de secuenciacion Illumina encontradas en suelos
seleccionados de fincas azucareras de Guatemala por medio de la herramienta
bioinformatica R Studio para futuros usos en la agricultura. Se decidi6 investigar sobre este
tema ya que en Guatemala no hay una investigacion de caracterizacion endomicorricica.
Existen 3 investigaciones de otras universidades de Guatemala en donde se habla de la
produccion de ectomicorrizas y su efecto en especies de pino (Turcios, 2009), su impacto
en semillas hibridas (Orellana, 2004) e indculos de endomicorrizas en el rendimiento de la
cafia de azucar (Ordofiez, 2015), sin embargo, no se han publicado estudios gendémicos de
endomicorrizas en el pais.

En otros paises latinoamericanos existe mas investigacion sobre el tema. Por
ejemplo, en México las principales lineas de investigacion en micorrizas son: agricultura,
ecologia, taxonomia y sistematica, biologia molecular, biotecnologia, ciencias gendmicas
y ciencias ambientales. En donde la mayor parte de investigacion estd dirigido a
endomicorrizas, seguido de ectomicorrizas (Camargo-Ricalde et al., 2012). Otro pais que
ha invertido en investigacion con micorrizas es Colombia, donde se ha evaluado el uso de
endomicorrizas para el mejoramiento y el rendimiento de caia de azlcar para la produccion
de panela (Wilches et al., 2022). Es por esto por lo que es importante empezar a investigar
sobre el tema en Guatemala y poder comparar los resultados con otros paises
latinoamericanos.



3. OBJETIVOS

3.1 General

Caracterizar endomicorrizas con herramientas de secuenciacion Illumina encontradas
en suelos seleccionados de fincas azucareras en Escuintla, Guatemala por medio de la
herramienta bioinformatica R Studio.

3.2 Especificos

3.2.1 Utilizar herramientas de secuenciacion para identificar los géneros de las
endomicorrizas encontradas en las muestras de suelo y raiz proporcionadas.

3.2.2 Comparacion de las micorrizas encontradas en las muestras de suelo y raices
proporcionadas con las encontradas en la literatura citada para seleccionar las mas
adecuadas para su uso futuro en agricultura.



4. MARCO TEORICO

4.1 Agricultura en Guatemala

La estructura productiva de Guatemala se caracteriza por su dependencia del sector
agricola. La riqueza natural del pais ha permitido el desarrollo de una gran variedad de
cultivos que constituyen uno de los principales motores de la economia nacional tanto por
su contribucion al PIB (10.8%) como su generacion de empleos y divisas de exportacion
(36.2% de las divisas). Entre los productos mas importantes de exportacion se encuentra el
cardamomo, banano, café, palma africana, cafia de azuicar, frutas, legumbres y hortalizas,
(Figura 1), (ICEX, 2020). Sin embargo, los cultivos en los ultimos afios se han visto
afectados por el cambio climético y por el alto precio de los fertilizantes quimicos,
afectando su produccion y por lo tanto a su exportacion.

Figura 1. Estructura porcentual de las exportaciones en Guatemala 2020

®m Cardamomo
® Banano

Café
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Los precios de los fertilizantes quimicos han ido en aumentado desde el 2021 y muchos
han alcanzado precios maximos historicos. El aumento mas notable se ha visto en los
fertilizantes nitrogenados, por ejemplo, el precio de la urea se ha triplicado en donde antes
se pagaba $245 la tonelada, ahora ha llego a alcanzar un precio de $901. Por otro lado, los
fertilizantes fosfatados han subido un 50% en los ultimos afnos y el precio de los
fertilizantes de potasio ha empezado a subir en el Gltimo afio (Figura 2). Estos precios se
ven afectados debido a los elevados precios de la energia por su importante papel en
produccion. Otra razon se le atribuye al encarecimiento del transporte debido al gran
aumento de costo de los fletes debido al COVID-19 (FAO, 2022). Es por esta razon que se
estan buscando reemplazos a los fertilizantes quimicos para poder reducir gastos, ademas,



que los fertilizantes quimicos son conocidos como uno de los mayores contribuyentes al

cambio climatico.

Figura 2. Tendencia de los precios de los fertilizantes nitrogenados, fosfatados y
potasicos en Estados Unidos durante el 2021.
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La agricultura es un sector que debe de abordarse desde dos enfoques: primero como
un sector muy vulnerable a cambio climatico, en el cual es necesario plantear medidas de
adopcion urgente y segundo como uno de los sectores que aporta significativamente al
cambio climatico. Hay estudios que indican que para el 2030 en Guatemala habra cambios
significativos con la temperatura y precipitacion pluvial, llevando a un incremento de
plagas, enfermedades, degradacion de suelo, entre otros, (Figura 3). Esto podria llegar a
afectar la economia del pais, la seguridad alimentaria y la vida de sus habitantes (Garrido

etal., 2019).



Figura 3. Fenémenos causados por el cambio climatico y sus consecuencias en
agricultura
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(Guerra & Hernandez, 2015).

Por ejemplo, la agricultura es uno de los principales causantes de erosion en el suelo,
por el riego excesivo y por el sobreuso de tierras para la agricultura, (Figura 4). También
es uno de los principales causantes de pérdida de diversidad biologica lo que provoca
aumento de plagas y enfermedades en los cultivos agricolas. La agricultura también aporta
al cambio climético por la contribucion de Gases de Efecto Invernadero (GEI) debido al
uso excesivo de fertilizantes quimicos (Cuadro 1) y también por la deforestacion para tener
mas suelos agricolas (Garrido et al., 2019).



Figura 4.Intensidad de uso de tierra por departamento en Republica de Guatemala Ha: clic o
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(Garrido et al., 2019).

Cuadro 1. Emisiones por agricultura en Guatemala en promedio del 2012 — 2018

Emisiones GEI en cultivos Promedio 2012 - 2018
Fertilizante sintético 1,119.7
Fertilizante organico 511.8
Residuos de cultivos 138.8

Adaptacion de: (Derlagen et al., 2020)

Irénicamente el cambio climdtico también presenta un riesgo para la agricultura,
principalmente porque estd generando aumentos en la temperatura y una reduccion de
lluvia, haciendo que haya mas frecuencia de sequias e inundaciones (Superintendencia de
Bancos Guatemala, 2016). Otros de los problemas que tiene la agricultura por el cambio
climatico son, la reduccion de la productividad y rendimientos de los cultivos, por otro
lado, tiene impacto directo a las cosechas por efectos de fenomenos extremos. De igual
manera, hay incremento de plagas y enfermedades de los cultivos y la reduccion de
polinizadores, siendo esto es de gran preocupacién porque son esenciales para la
produccion de la mayoria de estos (Viguera et al., 2017). Sin embargo, los cultivos que
mas se veran afectados son los monocultivos, debido a su poca diversidad genética.



4.1.1 Monocultivos

El monocultivo es la practica de plantar grandes extensiones de tierra con cultivos con
una sola especie, aplicando los mismos patrones de cultivo, riego, fertilizacion y
recoleccion, lo que deriva en la produccioén de grandes cantidades de un solo producto a
muy bajo costo (Camposeco et al., 2020). Los monocultivos no solo son perjudiciales para
el medio ambiente sino también para la misma agricultura. Esto se debe a que crea un ciclo
destructivo que agota los nutrientes del suelo, dejandolo débil e incapaz de soportar el
crecimiento saludable de las plantas, sin agregar cantidades cada vez mayores de
fertilizantes quimicos. También puede crear oportunidades para plagas, malas hierbas y
enfermedades lo que da necesidad de aplicar més y fuertes productos quimicos para
combatirlos (Truitt, G. 2019).

Los monocultivos industriales no solo han reducido la biodiversidad de los paisajes por
la deforestacion, sino también por los impactos directos de pesticidas en polinizadores, en
los enemigos naturales de las plagas y de la vida silvestre en general. La pérdida de
rendimiento en los cultivos por este tipo de quimicos se encuentra entre el 20 — 30%
aproximadamente (Altieri, 2009). Otro problema es el uso de fertilizantes el cual se ha
incrementado en los ultimos afios, parte de las estrategias gubernamentales y del sector
privado para lograr una magnitud de produccién como la que se necesita en el mundo ha
sido el uso de fertilizantes en donde en la actualidad el 50% de la poblacién mundial
depende de fertilizantes (Reyes, 2017).

En un estudio se encontrd que durante el periodo del 2006 — 2012 en toda la region de
América Latina y el Caribe, la intensidad del uso de fertilizante incrementd un 27.1%.
Donde los paises que mas aumentaron la utilizacion de estos fue Bolivia, Belice, El
Salvador, Panama, Uruguay y Brasil, ademas que Centro América fue la region donde se
reportd mas uso de fertilizantes en toda la region (Figura 5), (Reyes, 2017). Sin embargo,
es un problema en el cambio climatico porque estos se conocen por contaminar el suelo
cuando se usan de manera excesiva y ha llevado que los cultivos lo utilicen de forma
ineficiente. Ademads, también contaminan fuentes de agua, lo cual puede llegar a promover
eutrofizacion, esto se debe principalmente a que los monocultivos carecen de mecanismos
de resiliencia frente a los cambios climaticos externos (Altieri, M, 2009).



Figura 5. Diferencias de intensidad de uso de fertilizantes en la regién de Latino
América y el Caribe durante el 2006-2012.

Pais Utilizacion de fertilizante Variacion de consumo
as 2006 2012 2012-2006 (%)

Argentina 102 103 1.0

Barbados 1129 136 4 208
Belice 41,1 589 433
Bolivia 04 1.1 1750
Brasil 325 457 40.6
Chile 40,7 303 256
Colombia 258 277 74

Costa Rica 96.2 916 4.8

Ecuador 344 378 99

El Salvador 446 776 740
Guatemala 476 549 153
Guyana 82 6.4 220
Honduras 627 262 -582
Jamaica 17,7 226 277
México 15.1 156 33

Nicaragua 1.7 159 359
Panama 93 152 634
Paraguay 128 17.1 336
Perui 145 178 228
RepDomin 26,7 300 124
TriniYTob 4719 286.7 -392
Uruguay 142 222 563
Venezuela 212 217 24

Total ALC ] 214 _ 272 _ 27.1

(Reyes, 2017).

A nivel mundial, Guatemala es el cuarto pais mas vulnerable en términos de desastres
naturales y noveno en términos de cambio climatico. Se ha estudiado que el 70% de la
deforestacion en Guatemala se debe a la ganaderia extensiva y la agricultura vinculada a
monocultivos extensos (Camposeco et al., 2020). Por ejemplo, en la cafia de azucar,
requieren homogenizacion de las areas de cultivo, en donde se empieza con la eliminacion
de arboles y la cobertura vegetal relleno de barrancos para incrementar el 4&rea mecanizable
y la construccion de canales para desviar los cauces de los rios para los canales de riego.
Por otro lado, no existe rotacion del cultivo por lo que el suelo se desgasta y pierde su
fertilidad, para compensar esto, las empresas utilizan fertilizantes quimicos de los cuales
se necesitan cantidades mas grandes y empobrecen el suelo cada vez mas (Escobar-Anleu,
2020).

4.2 Cafa de azlcar

El azlicar es un producto agroindustrial de gran demanda en todo el mundo, debido a su
uso en diversos alimentos. Entre los mayores exportadores de este producto en el mundo
se encuentra Guatemala como el 6to mayor exportador y el 3ero en América Latina.
Ademas, es el tercer pais del mundo con mayor productividad de azucar (Figura 6),
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(Asazgua. 2020). Aportando al 1.6% de la producciéon y al 3.1% de las exportaciones
mundiales (Superintendencia de Bancos Guatemala [SIB], 2016).

Figura 6. Productividad toneladas de azticar por hectarea (TAH) promedio del 2010-
2015.
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(Azagua. 2020).

Para Guatemala la produccion de azucar es un importante generador de empleo (54,000
empleos directos y 280,000 empleos indirectos) y la exportacion de azicar es una de las
principales fuentes de divisas en el pais ($756 millones), (SIB, 2016 y Asazgua. 2020).
Esto se debe a que el azucar y sus derivados fueron el 4to producto mayor exportado del
pais en el 2020, siendo este el 6.5% de las exportaciones a nivel nacional (Figura 7),
(Asazgua. 2020).

Figura 7. Los cinco productos con mayor exportacion en Guatemala en el ano 2020.
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(Azagua. 2020).
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Aunque la cafia de aztcar es importante para el pais, este cultivo es un claro ejemplo en
donde la agricultura aporta al cambio climatico y que es muy afectada por este. Por
ejemplo, la cafia de aztcar es un monocultivo que abarca la mayoria de tierra en Escuintla,
Guatemala. En donde su expansion se limita a un crecimiento promedio de 2.0% anual
debido a la falta de tierras adecuadas (Figura 8), (SIB, 2016). Por otro lado, al ser un
monocultivo, utiliza grandes cantidades de fertilizante quimico, plaguicidas y fungicidas
que contaminan suelos y cuerpos de agua. Por ejemplo, las emisiones de 6xido nitroso del
sector azucarero representan aproximadamente el 2.6% y el metano el 1% del total de
emisiones del sector agropecuario (Guerra & Hernandez, 2015).

Figura 8. Superficie plantada en miles de hectareas de azticar del 2006 — 2020.
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Adaptado de: Superintendencia de Bancos Guatemala, 2016 e Instituto Nacional de Estadistica de Guatemala [INE],
2020.

Pero, por otro lado, las condiciones climatologicas y otros factores alteran la
productividad de la cafia en muchos aspectos (SIB, 2016). Por ejemplo, la cafia tiene
parametros climaticos muy especificos para su cultivo. Se conoce que la temperatura
Optima para su crecimiento es entre 27 — 33°C. Sin embargo, si esta aumenta o disminuye
demasiado el crecimiento puede disminuir o paralizarse, también puede afectar el proceso
de fotosintesis e incluso la concentracion de sacarosa. Es importante también que la
temperatura del suelo se encuentre en los 27°C si esta sube o baja mucho puede ser un
factor limitante para el desarrollo de la planta (Guerra & Hernandez, 2015).

Por otro lado, la cafia de azlcar necesita una cantidad de agua entre los 1,200 — 1,500

mm, lo cual va cambiando conforme el crecimiento de la planta. Por consiguiente, los
excesos de lluvias y sequias son perjudiciales para la misma. Es por este motivo cambio
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climatico puede ser tan negativo para la cafia de azlcar, porque ha contribuido a lluvias
extremas, aumento de la temperatura maxima diaria, caniculas mas intensas y largas, entre
otros (Figura 9). Esto llevando a amenazas climaticas como sequias, inundaciones, heladas,
proliferacion de plagas y enfermedades, etc. (Cuadro 2). Esto afectando a la produccion y
exportacion de la cana (Guerra & Hernandez, 2015).

Figura 9. Area, produccién de aziicar y precios de la cafia 1959 — 2014, con fenomenos

naturales.
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Cuadro 2 Cambios potenciales en variables climaticas y posibles amenazas climaticas.

Cambios potenciales en variables Amenazas climaticas potenciales
climaticas
Aumento o disminucion en la cantidad
anual de la lluvia
Inicio temprano o tardio de la época

. Inundaciones, desborde de rios, sequias,
lluviosa

escasez de agua para distintos usos,

Lluvia extrema . -
deslizamientos y derrumbes.

Lluvias intensas en la época seca
Aumento en el promedio de temperatura
anual
Aumento de la temperatura maxima diaria
Aumento de la temperatura minima diaria Proliferacion de plagas y enfermedades
Aumento en los eventos de temperaturas que afectan a los cultivos, heladas.
extremas
Aumento en eventos de vientos fuertes o -
con velocidades muy altas
Tormentas ciclonicas y huracanes mas -
fuertes
Aumento en la evaporacion y -
evapotranspiracion
Adaptacion de: (Guerra & Hernandez, 2015).

Las implicaciones que los cambios climaticos pueden tener para la produccion de la
cafia es la distribucion de areas aptas para su cultivo. Debido a que las condiciones de
temperatura y humedad para la siembra de esta son muy especificas. Otro de los problemas
es el aumento de temperatura, ya que esto provocara que los requerimientos de riego sean
mayores por el aumento de la evapotranspiracion. Por otro lado, los cambios de
precipitacion serdn mas inciertos lo cual puede causar dafios graves en los cultivos, el
transporte, el proceso y la comercializacion de la cafia (Guerra & Hernandez, 2015).

Es por estas razones que las empresas azucareras estan buscando alternativas para
ayudar a mitigar el cambio climatico. Por ejemplo, se encuentra la sustitucion de los
combustibles fosiles por biocombustibles (biodiésel y bioetanol), (Guerra & Hernandez,
2015), el cual en el 2014 se estima que se exportd a Estados Unidos y Europa 278 millones
de litros de etanol (Figura 10), (Melgar & Luis Quemé, 2015). Por otro lado, se encuentra
también, la reduccion del uso de fertilizantes quimicos o su sustitucion por biofertilizantes.
También estan empezando a utilizar la gasificacion de residuos de bagazo y de caia de
azucar para su uso en bioelectricidad. Por ejemplo, en el 2013 los ingenios aportaron al
sistema nacional interconectado 1521 GWh/afio que presenta un 15.9% de la demanda total
anual del pais (Figura 11), (Melgar & Luis Quemé, 2015). También se han realizado
pruebas para la validacion de programas de riego bajo ciertas condiciones de suelo en la
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zona de la costa sur. Y, por ultimo, se ha estudiado la opciéon de la cosecha mecanizada
para reducir las emisiones de CO2 (Guerra & Hernandez, 2015).

Figura 10. Participacion de los ingenios de produccion, exportacion y consumo interno de
etanol en Guatemala.
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(Melgar & Luis Quemé, 2015).

Figura 11. Participacion de los ingenios en la entrega de energia eléctrica al SIN
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(Melgar & Luis Quemé, 2015).

Por otro lado, las empresas azucareras estan buscando nuevas normas de innovacioén
para poder adaptar a la industria de la cafia al cambio climatico. Entre las ideas de
adaptacion a la agricultura se encuentra, el mejoramiento genético y biotecnologia,
fertilizacion y nutricion vegetal, eficiencia de riego, suelos y métodos de conservacion de
agua, bioseguridad, cuarentena, monitoreo y medidas de control y mejores modelos de
sistemas agricolas (Melgar & Luis Quemé, 2015). Todo esto para poder llegar a alcanzar
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una agricultura sostenible, ayudando a mejorar el cambio climatico y para adaptar la
agricultura al mismo.

4.3 Agricultura sostenible

Globalmente 2 de cada 5 personas dependen de la agricultura para su sustento, es por
esto por lo que se utiliza casi la mitad de la superficie terrestre mundial (Fuller, 2009). Y
esto seguird aumentando debido al crecimiento de la poblacion mundial, donde se estima
que para el 2050 se va a necesitar 60% mas comida para poder saciar a todos los habitantes.
Por consiguiente, los paises van a tener que incrementar su produccion agricola, sin
embargo, esto tendra implicaciones con los recursos naturales limitados que tiene la
agricultura disponible (Olaleye, 2015). Debido a la gran produccion, el modelo industrial
ha degradado el suelo y el agua, ademaés ha reducido la biodiversidad el cual es un elemento
clave para la seguridad alimentaria (Earles & Williams, 2005). Por tanto, las empresas y
los gobiernos estan buscando alternativas como la agricultura sostenible.

La agricultura sostenible es la que produce comida abundante sin agotar los recursos de
la tierra o contaminando al medio ambiente y al mismo tiempo siendo rentable para el
agricultor (Earles & Williams, 2005). Esta debe garantizar la seguridad alimentaria, al
mismo tiempo debe promover ecosistemas saludables y apoyar a la gestion sostenible de
la tierra, el agua y los recursos naturales. Ademas, debe de satisfacer las necesidades de las
generaciones presentes y futuras de sus productos y servicios, garantizando al mismo
tiempo la rentabilidad, la salud del medio ambiente, la equidad social y econdémica (FAO.
2022). Este tipo de agricultura promueve la biodiversidad, el reciclaje de nutrientes, la
proteccion del suelo, el uso de nuevas biotecnologias y conservar y proteger el agua (Reiche
& Jurgen Carls, 1996). Esto se forma en base a los resultados de tres las intersecciones
entre 3 principales factores: el medio ambiente, la sociedad y la economia que a su vez
interactuan entre cada uno de ellos. Por lo tanto, la interseccion economia-medio ambiente
(agroecologia), medio ambiente-sociedad (conciencia ambiental) y economia-sociedad
(estandar de vida), determina finalmente el concepto de “agricultura sostenible” (Figura
12), (Barea, 2015).
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Figura 12. Concepto de agricultura sostenible
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(Brodt, S., Six, J., Feenstra, G., Ingels, C. & Campbell, D. 2011).

Sin embargo, aunque sea una idea muy buena, ningun tipo de agricultura es sostenible
si no es rentable (Earles & Williams, 2005). Por tanto, la tendencia de la agricultura
sustentable se da principalmente en agricultores pequefios o familiares. Algunas de las
técnicas sostenibles que los pequefios agricultores utilizan son: fertilizantes naturales como
materiales organicos, abono de plantas, cobertura muerta, estiércol y composta. Utilizan
también, herramientas para la mejora de suelo como las barreras de curva de nivel, lo cual
permite que no haya erosion por la lluvia y que el agua se distribuya bien en todos los
cultivos. Por otro lado, utilizan plaguicidas naturales, la rotacion de cultivos y la siembra
de varios cultivos juntos para evitar el brote de plagas (Conant, J y Fadem, P. 2011). Sin
embargo, en los ultimos afos, las empresas grandes de agricultura han querido adoptar
estas técnicas y al mismo tiempo hacer la agricultura sostenible mas rentable.

Las empresas de la cafia de azucar han buscado formas de ayudar a la plantacion a
adaptarse al cambio climatico y hacerla mas sostenible. Por ejemplo, algunas de las
técnicas son, utilizar mejoramiento genético, en donde se pretende desarrollar nuevas
variedades con tolerancia a sequias, eficientes al consumo de agua y para temperaturas mas
altas. Por otro lado, se ha buscado aumentar la variabilidad genética, al igual que los
cruzamientos entre estas. También se han investigado maneras eficientes para el uso del
agua, ademas de indagar nuevas formas de fertilizacion. La nueva tendencia que hay de
fertilizantes es utilizar productos con microorganismos que ayuden a mejorar el suelo y
requieran de menos fertilizacion quimica. Algunos de los ejemplos de estos son bacterias
que fijan nitrégeno que las plantas de cafia no pueden aprovechar con el uso de fertilizantes
quimicos (Melgar & Luis Quemé, 2015). Otro ejemplo es el uso de hongos o micorrizas
las cuales ayudan a una mejor absorcion de nutrientes, y mejoramiento de suelos.
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4.4 Micorrizas

El uso de fertilizantes quimicos para la mejora de fertilidad de los suelos, la
productividad y la calidad de los cultivos puede afectar de manera negativa, si se usa de
manera excesiva, el complejo de sistema de los ciclos biogeoquimicos, causando
lixiviacion y escorrentia de nutrientes, principalmente de nitrogeno y fosforo, causando
efectos negativos en el medio ambiente. Sin embargo, estos no solo son contaminantes si
no que el exceso de estos puede afectar negativamente al crecimiento y calidad de las
plantas (Ortiz et al., 2021). Es por esto por lo que se han estudiado otras maneras en la que
las plantas puedan acceder mejor a los nutrientes sin utilizar fertilizantes quimicos. En
estudios recientes se ha visto que la actividad del microbioma del suelo funge un papel
importante en el acceso de nutrientes a la planta, entre los cuales se encuentran bacterias y
hongos principalmente. Estos proporcionan acceso de nutrientes a la planta de forma
indirecta a través de la mineralizacion de nutrientes, sin embargo, se ha observado que los
hongos micorricicos proporcionan un suministro mas directo. Es por esto por lo que estos
tienen un rol predominante en bosques tropicales y en ecosistemas agricultores (Camenzind
et al., 2018).

Las micorrizas son microorganismos ubicuos del suelo que se asocian con el 90% de
las raices de las plantas terrestres, con el fin de asistir a su hospedero incrementando su
consumo de nutrientes, (Upadhayay, 2019) y en respuesta, el huésped le transfiere al hongo
de 4 - 20% de sus productos fotosintéticos (M. G. di Barbaro et al., 2021). Estas se conocen
por jugar un rol principal en el crecimiento y sobrevivencia de las plantas, ya que proveen
nitrégeno (N) y fosforo (P) del suelo a las plantas mejorando su estado fisiologico, por otro
lado, proporcionan también, algunos micronutrientes como el zinc, el hierro, el manganeso
y el cobre (Shukla, 2019 ; Toju y Sato, 2018). Por ejemplo, el fésforo mineralizado del
suelo es dificil de obtener por las plantas, es por esto por lo que muchas de estas crean una
relacion simbidtica con el hongo para resolver este problema (Altindal, D y Altindal, N,
2019).

Se ha encontrado en diversos estudios que la eficacia para la absorcion de fosforo
inorgéanico es de 3.1-4.7 veces mayor que en plantas que no tienen asociacion con
micorrizas. Por otro lado, se ha encontrado que las que tienen una interaccion con estos
hongos absorben zinc a mayores distancias, cruzando la zona de agotamiento (Upadhayay,
2019). En otro estudio realizado se observo que para aumentar la absorcion de nitrogeno
en el suelo de parte de las micorrizas a las plantas se aumenta la superficie de contacto con
el suelo del sistema radicular promovido por el micelio formado externamente en las raices
(Belem de Moura et al., 2017). Las micorrizas son incapaces de fijar dinitrogeno (N2)
atmosférico pero favorecen la adquisicion de nitrogeno a través de efectos indirectos, esto
pasa gracias a que las hifas y las raices colonizadas son capaces de tomar el nitrogeno del
suelo de varias formas y transferirlo a las plantas (Bernardo et al., 2011).
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Entre otros beneficios que la micorriza da a su hospedero, se encuentra la proteccion
hacia estrés oxidativo, en donde eleva el contenido de lipidos e incrementa el volumen del
sistema de raices para crear una mayor area de absorcion. Esto se debe a que existen
algunas especies de plantas que tienen una estructura de raices muy débiles y gruesas, por
lo que no pueden proveer suficiente contacto con el suelo y la absorcion de nutrientes no
puede ser realizada en un nivel adecuado (Altindal, D y Altindal, N, 2019). Es en estos
casos donde las micorrizas toman protagonismo, al facilitar la adquisicion de nutrientes al
hospedero. La asociacion de micorrizas fortalece a la planta por el aumento de absorcion
de nutrientes por varios rasgos: primero, por el incremento del area de superficie
absorbente, segundo con la movilizacion de fuentes de nutrientes escasamente disponibles,
tercero excretando compuestos quelantes y, por ultimo, produciendo exoenzimas
(Upadhayay, 2019).

Sin embargo, el pH es un factor que influye en la absorcion de nutrientes, esto debido
a que el crecimiento de las plantas en suelos acidicos dificulta la absorcion de algunos
nutrientes minerales esenciales como los son el potasio (K), el calcio (Ca), el magnesio
(Mg), el cobre (Cu) y el Zinc (Zn) (Bernardo et al., 2011). Los suelos acidicos tienden a
acumular grandes concentraciones de aluminio (Al), hierro (Fe) y manganeso (Mn).
Mientras mas baja la escala del pH en el suelo mas se liberan estos metales siendo toxicos
para las plantas. Los sintomas de toxicidad pueden ser reduccion del crecimiento de la
planta, dafio estructural en las raices y dafio oxidativo extenso (Faria et al., 2022). Estas
pueden ser superadas por la extension de micelio externo del hongo (Bernardo et al., 2011).

Estos hongos también son conocidos por reducir los efectos nocivos de los patogenos
en plantas hospedantes (Upadhayay, 2019 y Toju & Sato, 2018). Las plantas que tienen
micorrizas han demostrado que son mas resistentes a enfermedades, es importante
reconocer que las micorrizas no pueden eliminar las enfermedades, sino que reducen
sintomas y la severidad de estas. Los hongos forman una barrera fisica contra los patégenos
y producen antibioticos utiles que juegan un rol importante en la defensa contra hongos
fitopatogenos como Fusarium y otros (Altindal, D y Altindal, N, 2019).

Por otro lado, se ha encontrado que la explotacion del uso de las micorrizas ofrece una
ventaja en biorremediacion y fitorremediacion (Cuadro 3), porque estas pueden tomar
directamente el suplemento de carbono del huésped para poder dar soporte al crecimiento
en un area contaminada (Kumar et al., 2021). Estas tienen el potencial de alterar el patron
de exudacion y de mejorar la actividad enzimatica de las oxireductasas que estan
directamente involucradas en la degradacion oxidativa de hidrocarburos aromaticos.
Ademas, neutralizan compuestos toxicos que pueden ser dafiinos a la planta. La eficiencia
de reduccion de contaminantes de las micorrizas depende de varios factores importantes
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como: la naturaleza quimica, la concentraciéon del contaminante, la disponibilidad de
microorganismos y la caracterizacion fisicoquimica del ambiente (Shukla, 2019).

Asimismo, los factores abidticos como la temperatura, pH, el contenido de materia
orgéanica, la aireacion, el contenido de nutrientes y el tipo de suelo también estdn
involucrados en la eficiencia de fitorremediacion. También pueden ser tomados en cuenta
los factores bidticos, que determinan la actividad metabolica de los microorganismos
(Kumar et al., 2021). En estos se puede incluir inhibicion de actividades enzimadticas, y el
proceso de proliferacion de degradacion de microorganismos. El rango de degradacion por
hidrocarburos es generalmente dependiente en la concentracion de contaminantes y el
numero total de microorganismos que contengan enzimas de descontaminacion. El
desarrollo de un nimero grande de hifas también puede contribuir a la translocacion de
nutrientes y aireacion de la micorriza durante la biorremediacion (Shukla, 2019).

Cuadro 3 Ejemplos de micorrizas estudiadas para la biorremediacion de distintos

contaminantes
Contaminantes Micorrizas
Antraceno Glomus mosseae, Glomus intraradices
Fenantreceno y pireno Glomus mosseae, Glomus etunicatum
Glomus intraradices
Rhizophagus custos
Dibenzotiofeno
Hidrocarburos aromaéticos policiclicos Glomus caledonium

(Shukla, 2019).

Se ha demostrado en otros estudios que el uso de micorrizas ayuda a mejorar el suelo,
a aumentar la altura de la planta, también ayudan a la sintesis de compuestos organicos
como, vitaminas y aminoacidos. Es por esto por lo que hay muchos cultivos que son
dependientes de las micorrizas como lo son, las manias, el maiz, la soya, la cebada, la
alfalfa, las papas, la canola, el algodon entre otros. Esta relacion simbiotica ha demostrado
un incremento en la productividad de varios de estos (Sauvu et al., 2020). Es por esto por
lo que se han investigado los distintos tipos de micorrizas para poder estudiar a mas
profundidad su beneficio en la agricultura.

4.4.1 Tipos de Micorrizas

Las micorrizas se pueden clasificar mediante ciertas caracteristicas morfologicas del
hongo como la forma, el tipo de hifas, el nivel de la penetracion o tejido y también por los
taxones involucrados. Se han encontrado 2 tipos importantes de micorrizas, en base a su
estructura y funcién las cuales son de manto fingico que son de tipo arbutoide y
ectomicorrizas. Y las de no manto fungico que son endomicorrizas que incluyen micorrizas
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ericoides, arbusculares, monotropoide y micorrizas orquidoides (Upadhayay, 2019 ;
Camargo-Ricalde et al., 2012 y Valdes et al., 2011).

A diferencia de las micorrizas arbusculares que estan muy extendidas entre varios
taxones de plantas, las micorrizas ericoides y orquioides estan restringidas al orden Ericales
y la familia Ochidaceae. La colonizacion de las ericoides es bastante simple ya que el hongo
se desarrolla adentro de las células epidermales formando espirales que dan lugar a
unidades de infeccion independientes. Y en las orquioides las espirales se forman
principalmente en las capas internas de la raiz (Figura 13), (Bonfante & Anca, 2009). Sin
embargo, entre las diferentes categorias de hongos micorricicos las endomicorrizas y las
ectomicorrizas son los mayores grupos de hongos en bosques y suelos agronomos (Figura
14), (Toju & Sato, 2018).

Figura 13 Representacion grafica de los distintos tipos de micorrizas.

ARBUTOIDE MONOTROPOIDE
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(Toju & Sato, 2018).
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Figura 14. Clasificacion de tipos de micorrizas de acuerdo a las caracteristicas de los
hongos y plantas involucradas en la asociacion.

Otras Arbutoide | Monotropoide Ericoide | Orquideoide MA
Hifas septadas | septadas | septadas septadas septadas septadas g es[;?o o
Deneaslen inter- intra- intra- intra- intra- intra- intra-
celular celular celular celular celular celular celular
- presente/
Manto hifal presente AT presente presente ausente ausente ausente
Simbionte fin- Basidio/ Basidio/ - . -
gico " e Basidio Basidio Asco Basidio Glomero
Bryo
=mDionIS GY”‘F‘° Gympo Ericales | Monotropoideae Ericales Orchidales SR
vegetal Angio Angio Bryo Gymno
Angio

MA: Micorrizas arbusculares. Basidio: Basidiomycota Asco: Ascomycota Glomero: Glomeromycota Gymno: Gymnospera.

Angio: Angiosperma. Bryo: Bryophyta. Pterido: Pteridophyta.

(Valdés et al., 2011).

4.4.1.1 Ectomicorrizas
Las ectomicorrizas (ECM) son hongos pertenecientes a Ascomycota o Basidiomicota,

que colonizan las raices de los arboles (Upadhayay, 2019), ramificandose entre las células
de la raiz sin entrar a las mismas, pero emergiendo de la superficie y envolviéndola,
formando un manto alrededor de la superficie de la raiz (puede representar el 40% del
6rgano), lo cual produce una modificacion en la morfologia de la raiz (Figura 15), (Altindal,
D y Altindal, N, 2019; Baruah, G y Sahu, J. 2019 y Valdes et al., 2011). Estas micorrizas
a diferencia de las arbusculares pueden obtener carbono no solo de las plantas sino también
de material en descomposicion (Toju & Sato, 2018). Estas se encuentran en alrededor del
3% de los grupos de plantas arboreo o arbustivo y en algunas hepaticas foliosas
(Upadhayay, 2019 ; Valdés et al., 2011). A diferencia de las endomicorrizas estas ocurren
en menor porcentaje porque tienen un rango de hospedantes vegetales menor y se limitan
principalmente en areas templadas y frias (Valdés et al., 2011).
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Figura 15 Micelio intracelular de una ectomicorriza

(Valdés et al., 2011).

Las ECM son conocidas por producir un rango de enzimas extracelulares para degradar
compuestos organicos complejos (Gorka et al., 2019). Ademads, que estas son capaces de
realizar remediacion en suelos contaminados con metales pesados y de restaurar suelos
degradados. Ya que estos hongos proveeen la proteccion hacia metales pesados por medio
de evitacion (precipitacion extracelular, bioabsorcion en la pared celular y reducir
consumo) y por secuestracion (quelacion intracelular, compartimentacion en las vacuolas
del hongo), (Gil-Martinez et al., 2018). Asimismo, promueve la tolerancia hacia sequia en
las plantas hospederas (Geetanjali, 2019). También se han estudiado mucho para ayudar a
obtener nutrientes del suelo para las plantas hospederas.

Las ectomicorrizas pueden obtener fuentes de nitrdgeno inorganico habilmente de los
suelos, pero su capacidad de utilizar nitrégeno organico y para hacer esta fuente disponible
para su huésped es un factor esencial para la nutricion del nitrogeno para especies de
plantas ectomicorricicas (Gorka et al., 2019). Muchos de estos hongos pueden movilizar y
utilizar amidas, aminoécidos (alanina, glutamina y glutamato), lo que puede representar
una mayor cantidad de nitrégeno, particularmente en suelos orgéanicos acidos. El micelio
radical extra (ERM) de las ectomicorrizas puede consumir fuentes de nitrégeno inorgénico,
amonio o nitrato del suelo (Upadhayay, 2019).

4.4.1.2 Endomicorrizas
Las endomicorrizas son miembros del filo Glomeromycota (M. G. di Barbaro et al.,

2021). En donde sus hifas crecen tanto inter como intracelularmente en la raiz, ademas, la
presencia de un manto hifal no es comun en estos hongos, sin embargo, algunos tipos de
estas si las utilizan. Dentro de la raiz del hongo colonizan las células de la corteza, pero no
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llegan a la endodermis (Figura 16). El grupo més grande y conocido de las endomicorrizas
son las micorrizas arbusculares (MA), ademds estos hongos son caracterizados por su
presencia en la mayoria de las especies vegetales y su amplia distribuciéon en ambientes
naturales y en cultivos agricolas (Valdés et al., 2011).

Figura 16 Representacion de la interaccion inter-intracelular de las hifas con las raices de
las plantas.
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(Valdés et al., 2011).

Son conocidos como simbiotes biotroficos obligados, es decir que no pueden sobrevivir
sin su hospedero (Upadhayay, 2019). Se conoce que forman una simbiosis mutualista con
el 85% de las plantas terrestres (Hernandez et al., 2019), siendo de gran importancia para
el desarrollo de la planta. Estas crecen en el espacio entre las células y el espacio
intracelular del fungicortex, formando vesiculas lipidas en forma de 6valos, siendo estas
las que guardan y transportan nutrientes. Por otro lado, las endomicorrizas se conocen por
proveer una contribucidon significante a la actividad de unidon del nitrégeno en los
organismos del suelo para su consumo de fuentes orgdnicas complejas promoviendo el
crecimiento de la planta (Altindal, D y Altindal, N, 2019).

Estos hongos difieren de las ectomicorrizas en términos de penetracion, las
endomicorrizas adentran las células de las hifas en la corteza interna de la raiz para crear
estructuras ramificadas especificas llamadas “arbusculos”. Estos forman una interfaz de
transferencia de nutrientes particular que es integrada con numerosos transportadores de
plantas y hongos, lo que ayuda a la transferencia de nutrientes entre los simbiotes (Pedone-
Bonfim et al., 2018). El desarrollo de las micorrizas arbusculares tienen diferentes fases.
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En una fase asimbiotica, la germinacion de esporas ocurre, ya que este tipo de hongo tiene
una exhibicion limitada de desarrollo de hifas en la ausencia de un hospedero. Pero cuando
hay presencia de raices estos entran a una fase pre-simbiotica la cual se describe por la
ramificacion amplia de hifas. La ruta de las micorrizas la cual involucra el consumo de
nutrientes por el micelio radical extra (ERM) y transporta al micelio intraradicular y la
planta lo toma por la apoplasta interfacial. E1l ERM de las endomicorrizas puede consumir
fuentes de nitrégeno inorganico, amonio o nitrato del suelo (Upadhayay, 2019).

Se ha encontrado que las endomicorrizas tienen una mayor asociacion con las plantas,
lo cual es integral para los ecosistemas terrestres. Las hifas de estas tienen el potencial de
crear una extensa red de micelio bajo tierra que estdn directamente conectados entre las
raices de las plantas, el suelo y el microbiota contiguo (G. di Barbaro et al., 2017). Esta red
ayuda a que se liberen nutrientes y contaminantes orgénicos de las particulas del suelo y
facilitando el consumo de agua y nutrientes en la planta. Se ha encontrado en varios
estudios que estas micorrizas muestran un efecto positivo en una potencial estabilizacion
de la planta y la posible desintoxicacion de hidrocarburos en el suelo (Shukla, 2019).

Existen muchos estudios en donde se ha encontrado que las micorrizas arbusculares
inhiben, mejoran o no afectan al crecimiento del desarrollo de la enfermedad (Altindal, D
y Altindal, N, 2019). También ayudan a la tolerancia al estrés abiotico y mejoran la calidad
quimica y fisica del suelo ayudando asi al crecimiento de las plantas (Herrera Monroy et
al., 2019). Esto ha demostrado la importancia de estos hongos principalmente en la
industria agricola porque con el cambio climatica se estdn buscando alternativas mas
sostenibles en como producir cultivos alrededor del mundo y las endomicorrizas son una
de las soluciones mas viables. Estos hongos tienen la capacidad de proteger a las raices de
las plantas empleando una resistencia inducida (RI) con esto se establece una proteccion
tanto a nivel local como sistémico permitiendo una activacion de respuesta contra un
patdégeno mas eficiente (Rodriguez, 2021).

En muchos estudios de campo con condiciones controladas se ha demostrado que la
colonizacién de raices ha ayudado a la tolerancia de sequia al igual que la absorcion de
nutrientes (Eulenstein et al., 2017) de plantas como la cebolla, el puerro, zanahoria, pepino,
frijol y tomate y chile pimiento, (Hernandez et al., 2019). En un estudio se pudo observar
la importancia de las endomicorrizas para la mejora del rendimiento del cultivo del girasol
(M. G. di Barbaro et al., 2021). En otro estudio se investigo la importancia de las micorrizas
en las plantaciones de café y su ayuda a la mitigacion de patdogenos como la roya (Herrera
Monroy et al., 2019).
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4.4.2 Importancia de las endomicorrizas en agricultura sostenible

Segiin varios estudios existen cultivos importantes a nivel mundial que son
dependientes de micorrizas como el café, el maiz, el frijol y la caia de azucar. Esto debido
a que las AM juegan un rol importante en el consumo de nutrientes, regulan su diversidad
y participan en la proteccion contra patdgenos de la planta. Por otro lado, benefician el
crecimiento de las plantas porque pueden obtener facilmente fosforo del suelo al igual que
nitrogeno y potasio, es por esto por lo que pueden ser consideradas “biofertilizantes”
(Chatterjee, A. 2019).

La aplicacion de endomicorrizas como fertilizantes naturales es de suma importancia
porque funciona como un enlace clave entre la planta hospedera y los minerales del suelo
(Upadhayay. 2019). Por ejemplo, en cuba el biofertilizante EcoMic®, realizado a base de
endomicorrizas se ha utilizado para cultivos de frijol, banano, yuca, tabaco, tomate,
pimiento y arroz, principalmente para aumentar los rendimientos de los diferentes cultivos
(Pérez-Madruga et al., 2019). Por otro lado existe un fertilizante llamado MY CO-Active
utilizado en la mayor parte de Europa en donde se ha visto una mejora en las plantaciones
donde se han protegido de la sequia y ha mejorado el consumo de nutrientes ante el estrés
hidrico (Eulenstein et al., 2017).

En otro estudio realizado para ver la eficiencia de las micorrizas como biofertilizante
se realizaron inoculaciones de estas en plantas de Mimosa tenuiflora sin fertilizante
quimico en donde se encontrd que las plantas inoculadas tuvieron un mayor crecimiento
en altura, nimero de hojas y didmetro del tallo, a diferencia de las plantas que fueron
fertilizadas solo con fosfato quimico. Lo que muestra la eficiencia de las endomicorrizas a
diferencia de la fertilizacion quimica. Ademas, que en este mismo estudio se encontrd que
al utilizar exceso de fertilizante quimico se interfiere negativamente a la colonizacion de
AMF y por lo tanto afecta a la esporulacion de estas en las raices de las plantas (Pedone-
Bonfim et al., 2018).

Por otro lado, las endomicorrizas son un biofertilizante eficaz porque aparte de dar
mas nutrientes a las plantas, las protege contra patdogenos. En un estudio realizado en cafia
de azlcar se encontr6é que las plantas de cafia inoculadas con el hongo redujeron el dafio
provocado por F. andiyazi el cual es uno de los principales patdégenos de este cultivo. Este
mismo resultado se ha observado en plantas de melon, tomate y agave infectadas por
Fusarium oxysporum. En este mismo estudio en cafia se pudo observar que al inocular las
plantas de cafia con endomicorrizas estas tuvieron un aumento en la biomasa radicular y
folicular, ademads, tuvieron una menor incidencia de dafios de raices ocasionados por F.
andiyazi y, por ultimo, presentdé mayor efectividad en la produccion de biomasa
(Rodriguez, 2021).
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Hoy en dia se busca una gestion sostenible y conservadora de los recursos de los
sistemas de produccion horticula en donde se incluye la gestion eficiente de los
microorganismos del suelo como lo son las micorrizas (Eulenstein et al., 2017). Es por
esto que se han realizado varios estudios de caracterizacion de endomicorrizas para poder
evaluar cuales se encuentran en los suelos agricultores y asi poder producir e inocular con
micorrizas como biofertilizantes.

4.4.3 Géneros mas importantes de endomicorrizas

Las especies mas importantes de endomicorrizas se encuentran dentro del género
Glomus, en donde una de las especies mdas importantes es Rhizophagus irregularis,
previamente conocido como Glomus intraradices. Esta especie se ha estudiado para
suprimir la expresion de los transportadores de expresion de la ruta del fosforo en las
plantas en donde G. mosseae tiene el efecto mas minimo (Upadhayay, V., et.,al. 2019). Por
otro lado, se ha investigado que el transportador de de R. irregularis estd muy involucrado
en el consumo de amonio por el ERM cuando hay poca disponibilidad de amonio en la
tierra, ademads, es la especie de micorriza mas efectiva para la transmision de nutrientes
hacia el hospedero (Altindal, D y Altindal, N. 2019).

Por otro lado, se ha encontrado que este género puede ayudar al consumo de zinc
desde una distancia de 50 mm de las raices de maiz (Upadhayay, V., et.,al. 2019). También
se han estudiado que las especies de Rhizoglomus intraradices y Paraglomus occultum
promueven el crecimiento de la planta, el desarrollo de la raiz y la produccion de clorofila.
Ademas, se ha encontrado que la micorriza que provee mayor contenido de fosforo es G.
clarium (Altindal, D y Altindal, N. 2019). Por ejemplo, se encontrd en un estudio realizado
a plantas de café los géneros Rhizophagus, Septoglomus y Glomus son reconocidos en la
industria de biofertilizantes por su versatilidad y gran capacidad de adaptacion a distintos
tipos de suelos y de ambientes, asi como su persistencia en campos de cultivo durante
varios ciclos agricolas (Figura 17), (Herrera Monroy et al., 2019).
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Figura 17. Géneros y especies de MA aisladas de plantas de café en México.

Estatus de la planta Género de MA

donde se aislo aislado Eapectes
S Ac. foveata, Ac. scrobiculata, Ac. mellea, Ac. laevis, Ac. delicata,
Crg, Crg Acaulospora . . . .
Ac. capsicula, Ac. spinosa, Ac. lacuosa, Ac. remhi, Ac. sp.
Crs, Crg Ambispora Am. leptoticha
. , . Cl. lamellosum, CL., entunicatum, CL. luteum, CI. claroideum, CI.
Crg, Crg Claroideoglomus o
Crg Dentiscutata D. biornata
Crg, Crg Diversispora D. tortuosa, spl., sp2, sp3
Crg Entrophospora En. infrecuens
Crg Funneliformis Fu. mosseae, Fu. coronatum
Crs, Crg Gigaspora Gi. margarita, Gi. sp2
Crg, Crg Glomus Gl. spl
Crs Paraglomus Pa. spl
Crs, Crg Racocetra Ra. verruculosa
Crs., Cry Rhizophagus Rh. fasciculatus, Rh. manihotis, Rh. irregularis, Rh. intraradices,
3 Rh. clarus, Rh. Sp.
Crs, Crg Septoglomus Se. deserticola
Crg, Crg Sclerocystis Sc. sinuosum

(Herrera Monroy et al., 2019).

Por otro lado, en un estudio realizado en Colombia, se observd que en diferentes
suelos de cultivos se encontraron micorrizas muy similares. Por ejemplo, en los suelos de
café se encontraron los morfotipos de Glomus sp4 y Glomus sp7, Acaulospora sp2 'y
Acaulospora sp3. En la pastura se encontraron los géneros Glomus spl y Acaulospora
mellea. Y, por ultimo, en cafia se encontraron los géneros Glomus ambisporum y Glomus
sp3 (Piedemonte Amazodnico et al., 2012). En otro estudio realizado en cafia se encontraron
15 morfoespecies de micorrizas arbusculares lo cual concuerda con los estudios realizados
anteriormente, siendo Glomus y Acualospora los mas importantes para la agroindustria,
(Figura 18), (Rodriguez, 2021).

Figura 18 Abundancia relativa de los géneros de micorrizas arbusculares en estudio
realizado en México.

Sclerocystis, 0.72% Septoglomus, 10.1%
Rhizophagus, 0.3%

Paraglomus, 2.56% Acaulospora 32.47%,

Glomus, 24.77%

Funneliformis, 0.82% Claroideoglomus, 28.25%

(Rodriguez, 2021).
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Asimismo, se han analizado especies que ayudan a la bioremediacion del suelo, entre
las que se encuentran: Glomus mosseae y Rhizophagus irregularis que ayudan a la
remediacion de antraeceno. Glomus mosseae, Rhizophagus irregularis, Rhizophagus
custos y G. etunicatum que apoya a la remediacion de fenantreno y pireno. Rhizophagus
custos favorece a la remediacion de dibenziotofeno. Y, por ultimo, Glomus caledonium el
cual ayuda a la remediacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH), (Shukla, A.
et.,al. 2019). Estos estudios han sido realizados por medio de técnicas microbioldgicas pero
estos hongos se han vuelto tan importantes a nivel mundial que los paises desarrollados
estan empezando a utilizar técnicas moleculares para obtener una mejor identificacion de
especies (Turcios, 2009).

Por ejemplo, en un estudio realizado sobre la asociacion de micorrizas arbusculares y
los arboles de manzanilla se realizé la investigacion a base de secuenciacion de ilumina en
donde se logrd encontrar con mayor precision las familias a las que pertenecian las
micorrizas de la tierra estudiada, esto se realizé por medio de un arbol filogénético (Figura
19). También se pudo estudiar la abundancia de las diferentes familias de MA en distintas
zonas por medio de un estudio de abundancia relativa (Figura 20), (Robles et al., 2020).

29



Figura 19 Arbol filogénetico realizado en estudio sobre simbiosis de arbol de mazanilla y
micorrizas arbusculares.
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Figura 20 Abundancia relativa de micorrizas arbusculares en distintas zonas del estudio
Haz clic o pulse aqui para escribir texto.

160~

Famiy
ALauozzaracear

Abundancia

Templado frio Subtropical
Bosque

(Robles et al., 2020).

Es por estos resultados que en Guatemala estd surgiendo el interés por parte de los
agricultores de investigar sobre las micorrizas en sus cultivos, tanto en la parte
microbiologica como en la parte de biologia molecular.

4.4.4 Estudios de micorrizas en Guatemala

En Guatemala los estudios de micorrizas son muy pocos solo existen tres estudios que
investigan sobre estos hongos en distintas areas de la agricultura. El primero fue realizado
por la Universidad San Carlos de Guatemala (USAC) en el 2009, donde habla sobre el
efecto de hongos ectomicorricicos en diferentes tipos de pino. En este estudio se encontrd
que los 4 hongos analizados Lactarius indigo, Pisolithus tinctorious, Scleroderma geaster,
Thelephora terrestris si son formadores de micorrizas. Y de estos el mas eficiente es
Pisolithus tinctorious con un 72.94%, ademas que este fue el hongo que produjo mayor
biomasa, crecimiento aéreo y didmetro del tallo en los pinos estudiados (Turcios, 2009).

Otro estudio realizado por la Universidad Rafael Landivar (URL) en el 2015 en donde
se estudia el efecto de los MA sobre la nutricion fosfatada y el rendimiento de la cafa de
azucar. En donde se pudo encontrar que los indculos més eficientes en niveles de fosfatos
y en rendimiento fueron Glomus s.p y Gigaspora s.p. (Figura 21), (Ordofiez, 2015).
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Figura 21. Rendimientos de toneladas de aztcar por hectarea (TAH) con los distintos
tratamientos utilizados.

Medias de
INOCULO TAH  LETRA
Glomus sp 12.7 A
Gigaspora sp 124 A
Glomus clarum 11.1 AB
Micoral 10.8 AB
Glomus etunicatum 10.8 AB

Testigo sin indculo 98 B

(Ordoiiez, 2015).

El ultimo estudio fue realizado en la USAC en el 2004 en donde se investigd sobre el
uso y el manejo de endomicorrizas para la produccion de semillas hibridas de Impatiens
wallerana. En donde se encontrd que la aplicacion de estos hongos a las semillas fue
efectiva en 50gr por planta, ya que la simbiosis fue efectiva con la calidad y cantidad que
se buscaba. Por otro lado, se encontré6 que con el uso de estos hongos se mejora el
rendimiento y calidad de la semilla a menor costo (Orellana, 2004). Sin embargo en
Guatemala no hay estudios con técnicas moleculares que ayuden a identificar con mayor
precision los géneros de MA que hay en los suelos agricolas del pais.

4.4.5 Identificacion de micorrizas

Los hongos son los segundos organismos mas ricos en diversidad después de los
insectos, sin embargo, es mucho mas dificil de completar el inventario global de estos,
comparado a otros organismos como las plantas. Al dia de hoy solo el 7% de las especies
de 1.5 millones hipotetizadas estan completamente descritos. Existen distintos célculos que
indican que en promedio el nimero de nuevas especies descubiertas increment6 desde 1430
por afio desde el 2008 —2012.

Sin embargo, se estimaba que el nimero de hongos existentes rondaba entre 3.5 — 5.1
millones de especies basados en la secuenciacion de nueva generacion. Pero, en un calculo
mas actualizado se ha visto que hay entre 2.2 — 3.8 millones mas alrededor del mundo. En
un andlisis realizado se estima que la descripcion de las 1.5 millones de especies se
alcanzara hasta el afio 2184. Igualmente, la descripcion de las 2.2 — 3.8 millones de especies
se alcanzard en el afio 2210 —2245. Los métodos anteriores son obstaculizados por el hecho
que todos los datos y estimaciones se basan en de secuencias de ADNr de ITS y ahora se
sabe que este locus de ADN no es el adecuado para reflejar la verdadera diversidad de
especies dentro de un género o familia determinados.

Sin embargo, estas estimaciones tienen diversas opiniones ya que la “Fungus
Recollection DataBase” estima que hay 1 millones de especies mas, pero, hay otros
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estudios que reflejan que hace falta describir 1.3 millones de hongos endofiticos. La mayor
limitacion de estos estimados es que los Unicos blancos son los hongos que producen frutos
o los que se pueden sembrar ficilmente en un medio artificial. Muchos de los hongos
endofiticos no esporulan en medios de cultivo lo que hace que la identificacion morfologica
de este tipo de hongos sea muy dificil.

Es por esta razon por la cual el desarrollo de técnicas moleculares como la
secuenciacion ha contribuido a la identificacion de la diversidad que antes era desconocida.
Por ejemplo, ahora el estimado de especies de hongos gracias a la secuenciacion se estima
que es de 3.5 — 5.1 millones de especies. Llevando esto a un total de estimacion de toda la
diversidad de hongos de 12 millones de especies sin identificar. Se realizé un estudio de
comparacion de hongos cultivables con los no cultivables por distintos métodos
moleculares en donde se encontraban: electroforesis en gel de gradiente termal (TGGE),
electroforesis en gel de gradiente desnaturalizado (DGGE), Polimorfismo de conformacién
de una sola hebra (SSCP), Polimorfismos de longitud de fragmento de restriccion (RFLP),
polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion terminal (TRFLP), analisis de
restriccion de ADN ribosomal amplificado (ARDRA), piro secuenciacion 454 y
secuenciacion de Illumina MiSeq. En donde se encontraron mas especies de hongos no
cultivables que los cultivables (Figura 22). Sin embargo, se encontr6 una menor simetria
entre los datos obtenidos de los distintos métodos, esto debido a que por un lado los hongos
cultivables necesitaran distintos sustratos y condiciones de cultivo. Y que hay ciertos
hongos no cultivables que no pueden detectarse ni siquiera por métodos basados por PCR
que utilizan cebadores cominmente empleados. Es por esto por lo que es necesario
establecer cebadores epecificos para su taxonomia y filogenia (Wu et al., 2019).
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Figura 22 Estudio realizado de comparacion de hongos cultivables y no cultivables con
distintos métodos moleculares

Cukwe-independent methods Substrates

Species by cultwre  OTU rumbers  Ratio

Feferences
TGGE Wheat rhizogphere 30 4 14 Smit et al. 1993
TGGE Ar 4 . 03 Neguitsia et o, 2007
DGGE Plant har roots 8 32 03 Bougoure and Caimey 2005
DGGE Plant har roots 2 M 11 Bougoure and Caimey 2005
DGGE Plant har roots 5 kX 12 Bougoure and Caimey 2005
DGGE Saill n 100 14 Arenz et al 2006
DGGE Soill 7 a3 12 Malsso et . 2006
DGGE Sponge 4 2 16 Gao et J. 2008
DGGE Sponge 0 21 1 Gao et A, 2008
DGGE Addic sail 5 3540 B Cosgrove et al. 2010
DGGE Neutral sail 4 3540 10 Cosgrove et al. 2010
DGGE Deep sea sediment 19 4% 24 Singh et . 2012
DGGE Perglacial sod 7 75 20 Rodoth et d. 2016
DGGE Dough fermentation starter 4 16 40 U et al 2016
DGGE Traditicnally peepared dried starers 19 % 24 Sha et al 2008
DGGE Book 7 M 34 Okpalanozie et al 2008
sscp Sail 2 az 20 Zachow et al 2009
SsCp Ophiocordyceps shenns 92 118 13 Zhang et al 2010
RFLP Sall 9 30 10 Viaud et 3. 2000
RFLP Mycorrhizal reots 39 156 40 Allen et al 2003
RFLP Adult date palm 5 13 25 Chobba et al 2013
RFLP Neede Itter n 122 7 Handtkova e al 2005
T#FLP Sail 12 a5 7 Loed et al. 2002
T#FLP Sail 12 23 {185} 19 Loed et al. 2002
185 ARDRA Grassand ol 6 53 0 Hunt et . 2004
185 ARDRA Grasshand soils 7 22 31 Hunt e . 2004
185 ARDRA Grasshand soils 8 23 6 Hunt et . 2004
ARDRA Sail 36 67 19 Malosso et . 2006
Sequencing Sall (Drbllaceae) 8 12 23 Smith and Latlee 2005
PCRsequencng Human gue 5 53 36 Gouba et Al 2013
Quantitatae PCR Dust 5 450 129 Noonenmann et al 2012
RISA Rice wine wheat Qu 8 5 05 Xie et al. 2007
Clone lbcanes Human dstal gue 3 13 43 Scanlan and Marched 2008
Clone learies Dust 5 394 n3 PrRédaanma ot al. 2008
Clone laanies Maisture buddings 3 308 92 PrRudaanta ot 3. 2011
Clone |earies Deep sea sediment 20 39 20 Singh e al 2011
Clone laanies Root 153 304 20 Walker et al. 2011
Clone laaries Human faecal 5 16 32 Hamad et al 2016
Clone |earies Epoxy resn 16 25 16 Pangalke et al. 2015
Clone lbearies Cheese a 17 21 Swranskd et al. 2016
Pyrosequencing Grasshand 7 M 106 Lumind et al. 2010
454 pyrosequencng Root 9 312 a0 Tedersoo et al 2000
454 pyrosequencng Nr 4 585 41 Adams et al 2013
454 pyrosoequendng Sail 9 54 19 Hirsch et al 2013
454 pyrosequending Hydrocarbon contaminated soiks 49 360 73 Stefani et al. 2015
454 pyrosequending Plant roots 41 592 144 Bowdel e 3. 2016
454 pyrosequendng Grage must 5 15 0 Wang et al 20153
454 pyrosoequending Zea mays 9 &0 67 Bokad et al 2016
454 pyrosoequending Tricuee oesthm 18 248 138 Bokad et al 2016
454 pyrosoequendng Beer 18 1931 1073 Takahashi et al 2015
454 pyrosoquendng Chicra 16 81 5.1 Mendoza et al 2007
454 pyrosequencng Must 10 387 87 David et al 2014
llumina MiSeq Root 43 1168 72 Parmar et al 2008
llumina MiSeq Book 13 179 138 Krakowd et al 2013
llumina MiSeq Leaf 70 597 as Siddique e 3. 2017
Iluming MiSeq Cheese 9 4 16 Sanos et al. 2017
Iluming MiSeq Wire 8 254 9.1 U et al 2018
Iluming MiSeq Colembola body E} a9 89 Anshin et al 2006
Ilumina MiSeq Collembola gut 5 667 67 Anshin et al 2016
Iluming MiSeq Rhaospheric 43 a0 00 Moo et al. 2016
Iluming MiSeq Chronicowound 7 482 84 Kalan et al 2016
lluming HSeqSi0 Stems of grapevine 8 59 21 Dssanayake ot al. 2018
Iluming HISeq2S00 Museun 9 as 94 Lu et al 2018
lluming HiSeq2son Lake 358 479 12 Wahl et al 2018

Average ratie 8.8

4.5 Técnicas moleculares

Las técnicas de biologia molecular (BM) permiten la deteccion del material genético
como el ADN o el ARN. En microbiologia esto posibilita la deteccion de acidos nucleicos
(AN) que son especificos para cada microorganismo. Muchas de estas técnicas se utilizan
para todos aquellos microorganismos que no se pueden aislar en técnicas convencionales
de microbiologia como lo son virus, micorrizas arbusculares entre otros. Estas nos permiten
ademads de la deteccion y cuantificacion de AN, poder detectar mutaciones, genotipos,
translocaciones y determinaciones (Stamboulian, 2015); (Barea, 2015). Entre sus
principales ventajas se encuentra su alta sensibilidad, especificidad y rapidez. Sin embargo,
se puede encontrar la probabilidad de falsos positivos por contaminacion externa a la
investigacion, ademads de la probabilidad de falsos negativos por la presencia de inhibidores
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o inconvenientes en los diferentes pasos de las técnicas agregando también los altos costos
que estos tienen (Stamboulian, 2015).

Desde que se desarrollaron las técnicas biologia molecular de primera generacion,
Polimorfismos de Longitud de Fragmentos Restringidos (RFLP) y la Reaccion en Cadena
Polimerasa (PCR), se han desarrollado varios marcadores de ADN en la investigacion
bioldgica como el ADN Polimérfico Amplificado al Azar (RAPDs), el polimorfismo de un
solo nucleotido (SNP), polimorfismo de longitud de fragmento amplificado (AFLP) y el
polimorfismo amplificado relacionado con la secuencia (SRAP) entre muchos otros (Fang
etal., 2016 ; A. V. Wilches, 2004). Estas modernas tecnologias de ADN con alta viabilidad
son medidas importantes para garantizar el desarrollo sostenible de la agricultura (Fang et
al., 2016),

Ha habido muchos avances en las técnicas de BM para analizar la diversidad del
microbiota debido a que son fundamentales para evaluar los impactos de perturbacion
provocados por estrés abidtico y bidtico en la diversidad del microbioma del suelo y entre
las interacciones del microbioma y la planta. Estas han sido de gran avance en la
investigacion de la agricultura del suelo principalmente porque ya no se necesita aislar los
microorganismos, es decir, todo el microbioma del suelo incluidos los cultivables y los no
cultivables se pueden lisar directamente del suelo para extraer su ADN/ARN y otros
marcadores bioquimicos. La evaluacion de la diversidad de productos de PCR se puede
realizar mediante métodos de tipificacion molecular bien conocidos, que permiten una
huella digital molecular para la estructura de la comunidad microbiana objetivo, ademas,
la diversidad de amplicones también se puede evaluar mediante otros métodos que
implican la clonacién y la secuenciacion (Barea, 2015).

4.5.1 Secuenciacion

Los avances en el analisis de secuencias del ADN han sido claves para mejorar la
comprension biologica y la aplicacion del conocimiento bioldgico (Henry, 2022). E1 ADN
es una molécula que consiste en una doble hélice donde cada una de estas cadenas es un
polimero integrado por nucleo6tidos. Cada uno de estos estd formado por desoxirribosa, una
base nitrogenada (Adenina (A), Citosina (C), Timina (T) y Guanina (G)) y un grupo
fosfato. El orden que tienen estos nucledtidos es lo que denomina la secuencia; las técnicas
y métodos que se utilizan para conocerla se llaman “técnicas de secuenciacion”. La
secuenciacion de ADN permite determinar el orden de los nucle6tidos de una molécula de
ADN. Conocer el orden de estos es una herramienta con infinidad de aplicaciones porque
este orden determina la informacion genética para el funcionamiento de los organismos
(Mérquez Valdelamar et al., n.d.) ; (Alcantara et al., 2021).

Cuando iniciaron las técnicas de secuenciacion a obtener resultados era muy costoso
y complicado. Sin embargo, con los avances cientificos y tecnologicos se ha permitido que
hoy en dia se puedan secuenciar muchos genomas de importancia en la salud, fisiologia,
ecologia entre muchos otros (Marquez Valdelamar et al., n.d.). El método més antiguo pero
que se sigue utilizando en la actualidad es la secuenciacion de Sanger este método se basa
en la sintesis enzimatica de ADN con una ADN polimerasa y en presencia de nucleétidos
modificados dideoxinucledtidos trifosfato (ddNTPs) que crecen de hidroxilo del carbono
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3’ del azcar el cual es esencial para que se pueda llevar a cabo el enlace fosfodiéster entre
los nucleétidos durante la sintesis de la cadena de ADN (Alcantara et al., 2021). La
secuenciacion de ADN en el siglo XX se bas6 en gran medida en este tipo de secuenciacion,
el cual limita tanto la calidad como el volumen de datos que podian generarse a
comparacion con la secuenciacion de nueva generacion que existe hoy en dia (Mérquez
Valdelamar et al., n.d.). La secuenciacion de Sanger ha hecho importantes contribuciones
para comprender (Cheng & Xiao, 2022).

4.5.2 Secuenciacion de nueva generacion

La secuenciacion de nueva generacion (NGS) es una tecnologia que ha
evolucionado rapidamente, dando como resultado cambios importantes en las estrategias
que se utilizan para secuenciar y ensamblar genomas (Henry, 2022). Esta técnica permite
la secuenciacion a gran escala, ademas, de ser aplicable a genomas completos (Mérquez
Valdelamar et al., n.d.), esto ha permitido que se reduzcan costos teniendo un impacto
enorme en la investigacion contemporanea de la biologia, medicina y otros campos. Es por
esto por lo que las plataformas de NGS se han vuelto las principales plataformas de
secuenciacion actuales, lo que permite el uso de la secuenciacion para proporcionar una de
las principales fuentes de big data (Cheng & Xiao, 2022).

Las plataformas de NGS proveen una data mas grande, pero con una taza de error
mas alta (0.1-15%) a diferencia de la secuenciacion de Sanger (tasa de error 0.0001%).
Aunque el ensamblaje de alta cobertura puede reducir errores de secuenciacion, solo
garantiza la precision de la informacion de secuenciacion para una determinada secuencia
de abundancia y las secuencias de baja abundancia pueden descartarse como errores de
secuenciacion. Por lo tanto, cuando la misma plantilla de ADN se vuelve a secuenciar
varias veces de diferentes maneras y la informacion de secuenciacion se puede alinear por
completo, se puede evaluar la precision de la informacion en una sola lectura (Cheng &
Xiao, 2022). Con esta lectura completada se puede realizar un anélisis de datos para poder
realizar un estudio de metagenémica.
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Figura 23 Pasos en los que consiste la secuenciacion de nueva generacion

A. Library Preparatio B. Cluster Amplification

(Illumina, n.d.).

4.5.3 Metagendémica

El ADN aislado de las comunidades microbianas constituye una entidad denominada
metagenoma. Por lo tanto, la metagenomica se refiere al aislamiento y clonacion de grandes
fragmentos de ADN intactos que incluyen varios genes y operones. El ADN total extraido
de muestras ambientales puede someterse a diferentes técnicas basadas en enfoques de
clonacion, amplificacion por PCR y secuenciacion de alto rendimiento, lo que permite la
construccion de bibliotecas metagendomicas que se pueden seleccionar para genes
estructurales o funcionales para rasgos fenotipicos relacionados con proteinas, incluidas
enzimas y perfiles de metabolitos secundarios. Los enfoques basados en bioinformatica

siempre estan involucrados en los estudios de metagendmica microbiana del suelo (Barea,
2015).

37



5. METODOLOGIA

5.1 Muestreo
Se proporcionaron 1 muestra de tierra (COL) y una de raiz (SEL) por una empresa de
cultivo de cafia de azucar en Guatemala, dependiendo del interés de esta.

5.2 Extraccion de ADN

Se extraj6 ADN de las muestras identificadas como: COLOM y SEL, recolectadas de
fincas azucareras de Guatemala utilizando el kit “Dneasy® PowerSoil® Pro-kit”. Ver
Anexos “” Se modifico del procedimiento original del kit, en el paso 2, en donde en vez de
pesar 500mg de muestra se pesaron 250 mg y en el paso 3 donde se realiz6 un lavado de
fenol:cloroformo:isoamil alcohol (25:24:1), (QUIAGEN. 2021). Después de la extraccion
se realiz6 una cuantificacion del ADN con un NanoDrop y se realiz6 también un PCR para
identificar el fragmento ITS de las muestras seguido de un gel de electroforesis para
comprobar la amplificacion del fragmento. Después se purificaron las muestras y se
mandaron a la empresa Macrogen en Corea para realizar un andlisis metagenomico.

5.3 Analisis de datos

El analisis de datos se realizd con el Software “R Studio” version 4.1.2
Se siguieron los pasos de https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial 1 8.html
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6. RESULTADOS

6.1 Extraccion de ADN y pureza

En el Cuadro 7, se puede observar los parametros de cuantificacion y pureza del ADN
después de ser extraido con el kit DNeasy® PowerSoil® Pro. La cuantificacion del ADN
cumple con los pardmetros requeridos para una buena secuenciacion los cuales son tener
una concentracion mayor a Sng/uL. Por otro lado, la pureza A260/230 también cumple con
los parametros requeridos en donde el rango tiene que estar entre 1.8 - 2.5. Sin embargo,
el ultimo pardmetro de pureza A260/280 esta muy bajo para la muestra COL lo cual puede
llegar a alterar el paso de secuenciacion, ya que puede significar contaminacion por
compuestos aromaticos, proteinas y fenoles.

Cuadro 4. Resultados de cuantificacion y pureza de ADN extraido de las muestras de
suelo y raiz

Muestra ng/uL A260/230 A260/280
COL 326.10 1.89 0.91
SEL 322.90 1.89 1.72

6.2 Lecturas filtradas

Al realizar el control de calidad por medio de R se pudo observar que se perdieron
muchas lecturas durante este proceso (Cuadro 5).

Cuadro 5 Lecturas eliminadas después del control de calidad realizado a cada una de las
muestras del marcador ITS1

Muestra Lecturas entrantes Lecturas filtradas
COL 92702 3228
SEL 93404 4101

En el Cuadro 6, se puede observar que también se perdieron varias lecturas para la
muestra del marcador ITS2 al completar los pasos de control de calidad.

Cuadro 6 Lecturas eliminadas después del control de calidad realizado a cada una de las
muestras del marcador ITS2

Muestra Lecturas entrantes Lecturas finales
COL 118508 1657
SEL 118412 9134
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6.3 Abundancia relativa por filo

En la Figura 24, se puede observar que, de los 8 filos identificados, solo se logro
obtener 1 filo de endomicorrizas el cual es Glomeromycota, sin embargo, tiene una
presencia muy leve en la muestra COL a diferencia de la SEL que era la muestra en la que
se esperaba encontrar mas de este filo por ser una muestra de raiz. Sin embargo, se puede
observar que en ambas muestras el filo mas abundante fue Ascomycota y Basidiomycota,
los cuales son los principales hongos en formar ectomicorrizas lo cual puede ser de interés
en el estudio.

Figura 24 Abundancia relativa por filo de cada muestra realizada para el marcador ITS1
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En la Figura 25, se puede observar una mayor diversidad de filos para la muestra COL
que la que se observo en la figura 24. Sin embargo, al igual que la figura anterior el filo
mas comun en ambas muestras fue Ascomycota seguido de Basidiomycota. Hablando de
los demas hongos encontrados en este estudio, se encontro el filo Mortierellomycota el cual
ha sido muy poco investigado, pero se ha encontrado que este tipo de hongos pueden
acumular distintos tipos de &4cidos en el micelio los cuales inducen resistencia a
fitopatogenos de plantas de importancia agricola (Mares, Y. 2007).

Otro de los hongos de importancia que encontrados en este estudio fue
Blastocladiomycota el cual se ha investigado que ayuda a las plantas con su requerimiento
de sulfuro y nitrogeno siendo este una gran opcion para biofertilizantes (Martin W. 2010).
Entre los demas hongos se recomienda prestarles atencion a los filos Mucoromycota y
Chytridiomycota los cuales son considerados patogenos en plantas (Alvarez, E. 2013).
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Figura 25 Abundancia relativa por filo de cada muestra realizada para el marcador ITS2
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6.4 Abundancia relativa por género

En la Figura 26, se puede observar una mayor abundancia de géneros en la muestra
COL a diferencia de la muestra SEL. Sin embargo, no se encontrd presencia de los géneros
esperados (Glomeraceae, Acuolosporaceae, Gigasporaceae y Rhizophagus). Por otro lado,
se encontraron géneros como Curvularia, el cual es considerado patégeno para algunas
plantas pero también puede actuar como agente beneficioso en otras, (Madrid, H,. et.,al.
2019). Por eso se recomienda realizar una investigacion a mas profundidad sobre este
género.

Otro de los géneros con informacion relativa encontrados fue Mycothermus, el cual
se ha estudiado por su produccion de celulosa y hemicelulasas en plantas de arroz y trigo
lo cual podria ser de interés mas adelante en el estudio (Bassotra, N. 2016). Entre otros
géneros interesantes se encontrd Ceratobasidium, el cual es considerado un hongo
micorricico para orquideas a pesar de que estos no eran algunos de los géneros que
estdbamos esperando, se ha encontrado en estudios recientes que este tipo de micorriza
ayuda a plantas de arroz a combatir enfermedades y patdgenos por lo que también se
recomienda seguir estudiando este género. Myceliphtora es otro de los géneros encontrados
y este se ha investigado por su produccion en enzimas importantes para las plantas como
lo son las xylemosas (Chadha, B. 2019) y por ultimo, Metarhizium el cual es uno de los
hongos mas utilizados en la industria de la agricultura para biocontrol utilizado
principalmente para regular poblaciones de plagas y evitar la induccion de resistencia de
insectos por el uso de agroquimicos (Hernandez, F. et al., 2019).
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Figura 26. Abundancia relativa por géneros de cada muestra realizada para el marcador ITS1
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En la Figura 27, se observa al igual que la figura 26 una mayor diversidad de géneros
en la muestra COL que en la muestra SEL. Sin embargo, no se encontr6é ninguno de los
géneros esperados esto debido a que no se encontr6 el filo que se esperaba. Pero, si se
encontraron géneros como Serendipita, el cual es un hongo endéfito que ayuda a la
respuesta de las plantas frente a condiciones de estrés teniendo una similitud al papel de
las micorrizas que se estd buscando en este estudio. Mortierellales y Rhizophlyctis los
cuales son benéficos para las plantas y pueden ser de importancia para este estudio.

Figura 27 Abundancia relativa por géneros de cada muestra realizada para el marcador
ITS2
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En el Cuadro 7, se puede observar que la muestra COL es mas diversa y tiene mas riqueza que
la muestra SEL, lo cual no se esperaba en estos resultados debido a que en la muestra SEL se extrajo
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de raiz y suelo y de COL solo de suelo. La diversidad de Shannon es el que contempla la cantidad
de especies presentes en el area de estudio (riqueza de especies) y la cantidad relativa de individuos
de cada una de las especies (abundancia). Por otro lado, el indice de Simpson manifiesta la
probabilidad de que los individuos, tomados al azar de una muestra, sean de la misma especie este
estd fuertemente influenciado por la importancia de la presencia de las especies mas dominantes y
su valor inverso a la equidad.

Cuadro 7 Riqueza de los indices de diversidad alfa para el marcador ITS1

No. Muestra Observado | Diversidad Gini_Simpson | Diversidad Shannon
1 COL 69 0.95 3.58
SEL 30 0.79 2.17

En el Cuadro 8, se puede observar que en el marcador ITS2 también hay una mayor riqueza y
diversidad en la muestra COL que en la muestra SEL. Ademas, todos los rangos que se encuentran
tanto de la diversidad Simpson y Shannon como de la riqueza se encuentran dentro de los
parametros que se encuentran en la literatura. Sin embargo, hay que recalcar que son hongos de
suelo y no endomicorrizas.

Cuadro 8 Riqueza de los indices de diversidad alfa para el marcador ITS2

No. Muestra Observado | Diversidad Gini_Simpson | Diversidad Shannon
1 COL 41 0.94 3.20
SEL 28 0.42 1.1
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7. DISCUSION

En este estudio se encontrd que ambas muestras presentaron resultados favorables en
cuanto a la cantidad extraida como a la relacion A260/230. Sin embargo, al hablar de la
relacion A260/280 en la muestra COL no se logro llegar al valor de pureza que se esperaba
(1.7-1.9), el cual fue mucho mas bajo (0.91), debido a que este valor es menor a 1.6 se
puede esperar que sea por una contaminacién de compuestos aromaticos como fenoles o
proteinas lo cual indica que no hubo una buena limpieza durante la extraccion del ADN
(Cuadro 4), (Departamento de control de calidad del Banco Nacional de ADN, 2020). Por
otro lado, se conoce que en la cafla de azlcar la principal fuente de contaminacion se
encuentra en el uso excesivo de fertilizantes (potasio, nitrogeno y fosforo), esta es otra
razén que puedo llegar a interferir con la calidad y el rendimiento del ADN, lo cual puede
llegar a tener repercusiones en la secuenciacion mas adelante (Mata Espinosa, n.d.).

Al terminar el andlisis de secuenciacion y metagenomica se obtuvieron como resultados
las gréaficas de abundancia relativa (figuras 24 — 27), donde se puede ver representado que
no se encontraron los géneros esperados en las muestras (Glomeraceae, Acuolosporaceae,
Gigasporaceae y Rhizophagus). Sin embargo, en la figuras 24 y 26 se logra observar que
hay presencia del filo Glomeromycota y del género Ceratobasidium en el marcador ITS1,
los cuales pueden ser de interés en este estudio.

Sin embargo, es importante recalcar que en el estudio de abundancia descrita por filos
(figuras 24 y 25), aunque no se encontrd en mayor abundancia el filo esperado se
encontraron los filos Ascomycota y Basidiomycota los cuales son hongos formadores de
ectomicorrizas, los cuales pueden ser benéficos para las plantas de cafia. Por otro lado, se
encontraron también varios géneros (figuras 26 — 27), principalmente ectomicorricicos que
son benéficos para las plantas entre estos se encontrd el hongo Curvularia este hongo es
considerado saprofito o patogénico, sin embargo, hay varios estudios que reportan que son
endofiticos con varias gramas y arboles donde actian como inhibidores de hongos y
bacterias fitopatogenas. Hay estudios donde asocian a este género con enfermedades en
plantas de cafia de azlicar como enfermedades foliares, de follaje, raices y hojas. Sin
embargo, hay otros donde se reporta que es parte de la rizosfera saludable de la cafia por
lo tanto se recomienda realizar un estudio con este género de hongo para determinar si es
benéfico o no para la planta (Fors et al., 2020).

Por otro lado, se encontré el hongo Nigrospora, este es conocido por distintas
relaciones con plantas tanto patogénicas, principalmente en hojas (Fors et al., 2020). Pero
también se ha estudiado que puede llegar a tener una relacion endofitica con las plantas en
donde produce metabolitos secundarios antivirales y antifungicos (Wang et al., 2017). Otro
hongo benéfico que se encontrd es Mycothermus, este hongo es conocido por aguantar
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temperaturas hasta de 45-55°C y se cree que puede llegar a ser benéficos para las plantas
debido a sus enzimas amilasas, celulasas, lipasas, pectinasas y xylanasas, ya que estas
ayudan al hongo a compostar y reciclar carbono organico, lo cual ayuda a las plantas en su
proceso de fotosintesis (Basotra et al., 2016). Asimismo, otro hongo termofilo encontrado
en este estudio fue Myceliophthora este al igual que el hongo mencionado anteriormente
también puede llegar a crecer en condiciones entre 45 — 50°C, sin embargo este a diferencia
del pasado tiene la habilidad de degradar celulosa lo cual es benéfico para el reciclaje de
nutrientes en el suelo (Sutton et al., n.d.).

Otro hongo muy conocido que se encontro en este estudio fue Metarhizium, este hongo
es uno de los entomopatégenos empleados como bioinsecticida en la agricultura, el cual
tiene un amplio rango de insectos hospederos de diferentes 6rdenes, en donde se incluye
plagas de lepiddpteros de importancia agricola (Acufia Jiménez et al., 2015). Por otro lado,
se encontraron dos géneros de micorrizas de orquideas en este estudio la primera es
Ceratobasidium (Mosquera-Espinosa et al., 2010) y la segunda Serendipita de la cual
varios estudios reportan que ayuda al estrés salinico y es resistente a patogenos de la raiz
(Mahdi et al., 2022). Asimismo, se encontrd el hongo Mortierellales el cual es un hongo
saprofito, el cual se dedica a degradar materiales organicos ayudando al reciclaje de
nutrientes (Mares-Ponce de Leon et al., 2017). También se encontr6 el hongo Rhizophlyctis
el cual es conocido como un descomponedor de celulosa (Willoughby, 2001). Y, por
ultimo, se reportd el género Poaceascoma este género es de gran interés porque se conoce
muy poco su relacion con la cafia de aztcar y se ha reportado solo en dos estudios en donde
se mira la relacion de este género con este cultivo (Fors et al., 2020).

Sin embargo, el no haber encontrado las endomicorrizas esperadas puede ser debido a
varias razones, la primera que como se puede observar en los Cuadros 5 y 6 al empezar el
estudio habia muchas mas secuencias que al terminar el control de calidad en donde
quedaron menos de la mitad de las muestras primeramente secuenciadas lo que pudo haber
eliminado posibles secuencias de interés en el estudio. En segundo lugar, la abundancia de
las especies se puede ver afectada por la forma en la que se realiz6 la extraccion porque la
muestra COL fue una extraccion de tierra y en la muestra SEL fue una extraccion de raiz
y tierra. Por lo que se puede intentar realizar la extraccion de otras maneras y ver si los
resultados cambian.

Algunos ejemplos de distintas extracciones se pueden ver en un estudio realizado en la
Universidad de las Fuerzas Armadas de Ecuador en donde se estudiaron micorrizas en las
raices de arboles de manzanilla, realizaron la extraccion solo con las raices de las plantas
y llevaron a cabo un proceso de lavado que pudo haber mejorado las muestras para la
extraccion (Robles et al., 2020). En otro estudio realizado en raices de la planta de la yuca
se realiz6 la extraccion igualmente solo de raiz, sin embargo, en este estudio maceraron la
raiz, realizando 3 ciclos de congelamiento para cada maceracion esto con el fin que las
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muestras no se hidraten (Leonn Velandia D, 2015) lo que hace que haya menos impurezas
de otros hongos como los hongos del suelo que se presentaron en este estudio como lo son
Ascomycota y Basidiomycota. En otro estudio realizado por el Instituto Politécnico
Nacional de México se realizé el muestreo por medio de muestras de suelo en parcelas de
maiz antes de la siembra y después de la siembra del cultivo. Sin embargo, en sus resultados
ocurrid lo mismo que en este estudio, en donde la abundancia de micorrizas encontradas
fue muy poco a comparacion de hongos de suelo por lo que tener muestras de tierra puede
ser un factor muy influyente en los resultados de este estudio (Gonzales Reyes, 2014).

Otro problema que se pudo encontrar es el nimero de muestras utilizadas, aqui solo se
utilizaron dos muestras lo que puede limitar bastante la abundancia relativa de géneros que
se deseaba encontrar. Por ejemplo, en el estudio realizado en raices de plantas de yuca se
utilizaron 200 muestras de raices, en el estudio realizado en arboles de manzanilla se
utilizaron 27 muestras y en el de maiz utilizaron 18 muestras lo que incrementa la
abundancia de géneros de micorrizas (Leonn Velandia D, 2015); (Robles et al., 2020);
(Gonzales Reyes, 2014).(Gonzéles Reyes, 2014). Ademads, en este estudio no se evalud
ninguna variable por ejemplo, en la investigacion de yuca antes mencionada se evaluaron
las micorrizas en distintas épocas del afio (lluviosa y seca) y en la de manzanilla se realizd
el estudio con las variables de diferentes tipos de zonas (tropical y templado frio) lo que
permitid estudiar mejor las distintas especies de micorrizas que se encontraban en las
raices. Por otro lado, en el estudio de maiz se analizaron las micorrizas antes y después del
cultivo de maiz para observar la abundancia de la simbiosis de las plantas con las AM.

Por otro lado, se encuentran los marcadores utilizados, en el estudio tanto de yuca como
de manzanilla se utiliz6 el marcador 28S ya que este es el recomendando para la
identificacion de niveles taxondmicos intermedios como familia y género al igual que el
marcador LSU. En este estudio los marcadores que se utilizaron fueron el ITS1 el cual se
ha visto en otras investigaciones que a pesar de que funciona bien como un marcador
genético puede tener ciertos problemas como la variacion interespecifica en algunos grupos
de hongos, especialmente en los filos de Ascomycota, Basidiomycota 'y Glomeromycota
(Robles et al., 2020). Es por esto por lo que se recomienda buscar otros tipos de marcadores
y probarlos en las muestras anteriores y ver si hay distintos resultados. También se utilizo
el marcador ITS2 el cual es la eleccion Optima para la identificacion de taxones poco
estudiados, lo que en los Ultimos afios ha ayudado a identificar un niimero de taxones
virtuales de AMF. Otra ventaja de utilizar el marcador ITS2 para la identificacion es que
se ha almacenado una base de datos de secuencias sustancialmente representativa en NCBI
en comparacion a otras regiones marcadoras. (Kryukov et al., 2020).

En un estudio realizado en donde se compararon distintas técnicas moleculares para la
identificacion de hongos no cultivables se lleg6 a la conclusion que alguno de estos no
pueden detectarse ni siquiera por métodos basados por PCR que utilizan cebadores
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comunmente empleados. Es por esto por lo que es necesario establecer cebadores
especificos para su taxonomia y filogenia (Wu et al., 2019). Posteriormente, se utilizo la
base de datos de UNITE para realizar la asignacion taxondmica, sin embargo, en la
investigacion de arboles de manzanilla y de yuca se utilizaron las bases de datos de
GenBank y Maarjam para comparar los datos de ambas bases. Lo cual podria otra razén
por la que este estudio no cumplid con el objetivo esperado porque puede ser que la base
de datos de UNITE no este lo suficientemente actualizada con micorrizas y por lo tanto no,
las reconoce.

En varios estudios recomiendan que al realizar una asignacion taxondmica de
micorrizas es importante realizarla con mas de una base de datos para evitar la
identificacion errénea. Y asi como estas hay muchas otras bases de datos que se pueden
utilizar como lo son EBI metagenomics, entre otras (Donovan et al., 2018). Ademas, es
importante recalcar que a la hora de realizar la asignacion taxondmica se encontraron
taxones desconocidos, es decir, que no han sido secuenciados. Esto se debe a que la
identificacion tanto de hongos en general como micorrizas es muy escasa y muchas veces
no se encuentran las secuencias en las bases de datos (Wu et al., 2019).

Al seguir con el andlisis metagendmico se consigui6 obtener la diversidad alfa, como
se puede observar en los cuadros 7 y 8 que para ambos marcadores la muestra COL tuvo
una mayor riqueza y diversidad que la muestra SEL. Esto no era lo esperado en este estudio
porque a la muestra SEL se le extrajo ADN de raiz y de tierra por lo tanto se esperaba
mucha mas diversidad que la muestra COL que solo fue muestra de tierra. Ademas, que la
muestra SEL tuvo una extraccion de ADN mucho maés exitosa que la de la muestra COL.
En otros estudios la riqueza de especies presentes de micorrizas por muestra oscila entre
los 20 - 50 especies en ecosistemas agricolas. Por otro lado, se puede ver en los cuadros 7
y 8 que la riqueza en este estudio oscila entre 28-69 especies por muestra, lo cual si se
encuentra dentro del pardmetro aceptado. Al hablar del indice de Shannon en otros estudios
se ha visto que este oscila entre 1-5, en los cuadros antes mencionados se puede ver que
los valores oscilan entre 1.1 — 3.58 lo cual se encuentra dentro de los pardmetros. Sin
embargo, es importante mencionar que esta riqueza es de los hongos que se presentaron en
este estudio no de micorrizas por lo tanto se recomienda realizar este estudio otra vez para
poder determinar las micorrizas encontradas en suelos de cafa de azlcar.

Posteriormente hay estudios que afirman que las muestran que se recolectan deben
tener deben tener aproximadamente 4 meses de edad, este parametro es establecido porque
es la edad adecuada para recolectar las raices secundarias y para que se dé el
establecimiento de la simbiosis de la planta y micorriza. Esto porque se ha reportado que
el establecimiento de la simbiosis tarda 4 meses en colonizar nuevas plantas sembradas
(Leonn Velandia D, 2015). Esto puede ser otro factor por el cual no hay abundancia de
micorrizas en el estudio realizado ya que se recolecto muestra de tierra. Sin embargo, la
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raiz que se muestreo tenia al menos 1 afio por lo que se deberian analizar otros factores de
porque no se encontrd abundancia de micorrizas en esta muestra, como la influencia de los
pardmetros fisicoquimicos de la tierra en donde se encontraba sembrada.

En este estudio no se evaluaron las condiciones fisicoquimicas del suelo, pero se
sugiere que el tipo de suelo y sus condiciones fisicoquimicas pueden ser importantes para
la generacion de esporas de ciertas familias de hongos y asi la colonizacion de esporas
(Robles et al., 2020). Estos parametros son de suma importancia en este tipo de estudio
porque la produccion de esporas de las AM es altamente dependiente de los pardmetros
fisicoquimicos y de las condiciones ambientales. Se ha reportado que bajo ciertas
condiciones y en ciertas épocas estacionales del ano algunos AM pueden producir muchas
esporas y parecer un colonizador dominante mientras que bajo otras circunstancias puede
que no esporule (Leonn Velandia D, 2015). Al no haber medido en este estudio los
pardmetros fisicoquimicos puede ser que la tierra en donde se encuentran las plantas de
cafia no sea la adecuada para realizar una simbiosis con las micorrizas y por €so no se
encontrd la suficiente abundancia deseada en los resultados obtenidos.

En este estudio no se logré determinar que el Illumina MiSeq fuera un método
adecuado porque no se logré la identificacion de un gran nimero de AM en las muestras
realizadas. Sin embargo, hay muchos estudios que difieren de esta conclusion porque se ha
encontrado que hay distintos métodos de NGS para realizar estos estudios, pero el MiSeq
es uno de los mas eficientes y puede proveer lecturas mas largas y muy pocos errores a
comparacion de los demds métodos, incluso si la proporcion de los marcadores de las
secuencias son pequefios. Pero, una de las desventajas que tiene el Illumina MiSeq, segiin
la literatura es que las lecturas son relativamente cortas y por eso no permiten el uso de
marcadores largos, es por esto por lo que el marcador mas utilizado para este método es el
ITS2 y es una de las razones por las que se utiliz6 en este estudio (Robles et al., 2020).

Por otro lado, también es importante explorar la diversidad genética aparte de los
métodos moleculares con la identificacion morfolégica para comunidades micorricicas
para evitar problemas de identificacion y caracterizacion (Robles et al., 2020). El combinar
los resultados de biologia molecular con la identificaciéon morfoldgica puede ser una buena
opcion en estos estudios de caracterizacion de AM porque, la base de datos de NCBI sigue
siendo insuficiente para la identificacion de algunas especies de AM. La razén de esto es
que mas de la mitad de los taxones de AM conocidos todavia estdn ausentes en las bases
de datos (Kryukov et al., 2020). Es por esto por lo que en este estudio no se logré cumplir
con el objetivo propuesto, el cual era la caracterizacion de endomicorrizas en los suelos de
cafia de azlcar, esto debido a muchos factores faltantes en esta investigacion. Es por esto
por lo que se recomienda para futuros estudios realizar de nuevo la investigacion tomando
en cuenta todos estos factores y asi poder comparar los resultados obtenidos.
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8. CONCLUSIONES

En este estudio se encontrd que las se puede concluir que el objetivo principal de este
estudio no se logré cumplir, esto debido a que no se lograron caracterizar endomicorrizas,
a pesar de que se encontraron otros hongos benéficos principalmente del filo Ascomycota.
Esto debido a muchos factores faltantes en este estudio como lo son variables, nimero de
muestras, tipos de muestras, factores fisicoquimicos del suelo, entre muchos otros. Por otro
lado, se pudo observar que hubo uno mayor abundancia de Ascomycota, Basidiomycota y
Glomeromycota en el ITS1 que en el ITS2, y es por esto por lo que se recomienda utilizar
otros cebadores y marcadores y compararlos con este estudio para observar diferencias
entre los taxones.

Por otro lado, la comparacion de géneros de endomicorrizas de la literatura citada con
la descrita no se pudo llevar a cabo ya que en los resultados taxonomia no se encontrd
ningun género importante de endomicorriza arbuscular para la agricultura. Como lo son
Glomus, Gigaspora, Acuolospereace y Rhizophagus. Sin embargo, si se encontraron otros
géneros importantes como Curvularia, Nigrospora, Metharizium, entre otros, pero no son
endomicorrizas si no ectomicorrizas del género Ascomycota. Por Ultimo, se encontrd que
tanto la riqueza como la diversidad tanto para la muestra COL como para la muestra SEL
fue buena a comparacion de los pardmetros establecidos lo que indica que los suelos son
bastante ricos y diversos en microorganismos.
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9. RECOMENDACIONES

Es importante comprender que el grupo de hongos micorricicos es muy diverso,
ademads, muy pocos han sido secuenciados y puestos en disposicion en distintas bases
de datos, es por esto por lo que se recomienda que el investigador complete su
investigacion molecular conjunto con una identificacion morfologica.

Estudiar los parametros fisicoquimicos del suelo ya que estos pueden afectar al
crecimiento y rendimiento de las micorrizas.

Realizar el mismo estudio con distintas bases de datos a UNITE para poder comparar
las diferentes endomicorrizas que se puedan encontrar en varias bases de datos.
Utilizar més muestras para tener una mayor abundancia de micorrizas en los estudios
realizados.

Realizar este estudio nuevamente con distintos marcadores a ITS como LSU y
comparar la diferencia entre marcadores.

Realizar este estudio con distintas variables y observar si las micorrizas cambian con
las distintas variables.

Utilizar cebadores mas especificos para endomicorrizas en vez de utilizar cebadores
generales.
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11.

A. Extraccion de ADN

1. Reactivos:

Tubo “Powerbead Pro tube”: Perlas para la dispersion de la muestra, solucion de acido humico

y para proteger el material genético.
CD1: Solucion para la lisis celular

CD2: Solucion con IRT, reactivo especializado para remover contaminantes organicos e

inorganicos.

CD3: Solucién con gran concentracion de sales. Contribuye a que el ADN se una a las columnas

de silica.

EA: Solucion de lavado. Remueve contaminantes proteicos y acuosos.
CDS5: Base de etanol, remueve sales, acido hiimico y otros contaminantes. Mantiene el ADN

pegado a la columna.

ANEXOS

CD6: Soluciodn de elucion, libera el ADN de la columna.

Fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1)
Solucion EA

2. Materiales:

Tubos de microcentrifuga (2mL)
Tubos de elucién (2mL)

Tubos de recoleccién (2mlL.)
Tubos de microcentrifuga (2mL)
“MB Spin Column”

Pipetas de 1000pl, 100pul y 10l
Puntas de 1000pl, 100ul y 10ul

3. Equipo

Centrifuga

Vortex

“Bead beater”
Microcentrifuga
Incubadora
Congelador a -80°C
Congelador a -20°C
Nanodrop 200nm
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4. Recomendaciones
e Asegurarse que el tubo “Powerbead Pro tube” rote dentro de la centrifuga libremente sin rozar.
e Si la solucion CD3 se precipita, calentar a 60°C hasta que el precipitado se deshaga.
e Todos los pasos de centrifugacion se deben de realizar a una temperatura ambiente (15-25°C).
e Dejar descongelar la solucion CD2 15-20 minutos antes de utilizarlo

5. Metodologia
1. Se mezclo el tubo “Powerbead Pro tube” brevemente para asegurar que las perlas se
hayan asentado al fondo del tubo.
Se afiadieron 500 mg de tierra al tubo anterior.
Se afiadieron 800uL de la solucion CD1 al tubo anterior.
Se afiadieron 300pL de fenol:cloroformo:isoamil alcohol (25:24:1)
Se mezcl6 con Vortex brevemente.

S

Se asegur6 el “Powerbead Pro tube” horizontalmente en el adaptador de Vortex por 10-
20 minutos en el “Bead beater” a maxima velocidad

Se centrifugo el tubo “Powerbead Pro tube” a 15,000 x g por 5 minutos.

8. Se transfirio el sobrenadante a un tubo limpio de microcentrifuga de 2mL (se espera un

~

volumen de 500-600uL). El sobrenadante puede llegar a contener particulas del suelo.

9. Se afiadieron 200uL de solucion de CD2 y se mezcld con el Vortex.

10.Se centrifugd a 15,000 x g por 1 minuto.

11.0bviando el pellet se transfirieron 700ul del sobrenadante a un tubo limpio de
microcentrifuga de 2mL (se espera un volumen de 500-600uL).

12.Se anadieron 600uL de la solucion CD3 y se mezcld con el Vortex.

13.Se cargaron 650uL del lisado en la columna “MB Spin column”.

14.Se centrifugd a 15,000 x g por 1 minuto.

15.Se descarto el sobrenadante y se repitio el paso 12 para asegurandose que todo el lisado
se haya pasado por la columna.

16.Con cuidado se coloc6 la columna en un tubo de recoleccion de 2mL. Y se evito salpicar
parte del sobrenadante en la columna. (Se descartara el sobrenadante).

17.Se anadieron 500uL de solucion EA en la columna.

18.Se centrifugd a 15,000 x g por 1 minuto.

19.Se descart6 el sobrenadante.

20.Se coloco la columna en el mismo tubo de recoleccion de 2mL.

21.Se anadi6 500uL de la solucion CD5 en la columna.

22.Se centrifugé a 15,000 x g por 1 minuto.

23.Se descarto el sobrenadante y se colocara la columna en un nuevo tubo de recoleccion
de 2mL.

24.Se centrifugd a maxima velocidad por 2 minutos.

25.Con cuidado se colocd la columna en un nuevo tubo de elucion de 1.5mL.

26.Se anadi6 50-100uL de solucion CD6 en el centro del filtro de membrana blanca.

27.Se incubd por 2 minutos.

28.Se centrifugd a 15,000 x g por 3 minuto.

29.Se descarto la columna. El ADN ahora estara listo para aplicaciones rio abajo.
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30.Se almacend el ADN en frio (-30 a 15°C o -90°C a -65°C) porque la solucion CD6 no
contiene EDTA.

31.Se cuantifico la concentracion del ADN para cada muestra
1) gADN puro tipicamente tiene un A260/A280 de 1.7-1.9
2) A260/A230 de 1.8-2.5

6. Troubleshooting
Se uso el “Troubleshooting Guide” del protocolo de “DNeasy® Power soil® Pro Kit
Handbook” para aumentar la pureza de las muestras las cuales no llegaron a la pureza
necesaria para poder realizar las librerias y secuenciar. Se utiliz6 la guia del apartado de
“DNA” el inciso “c: concentrating eluted DNA”.

a. Se tomaron 25ul del ADN extraido y antes cuantificado con el Nanodrop y se
concentraron anadiendo entre 5-10ul de NaCl a 3M y se invertid de 3-5 veces para
mezclar. Después se afiadieron 100ul de etanol al 100% frio y se centrifugd a 10,000 g
por 5 minutos a temperatura ambiente, se decanto el liquido y el etanol restante se dejo
secar a temperatura ambiente.

1) Se evitd que se sobre secara el pellet o la resuspension hubiera sido muy dificil.

b. Se repitio el lavado con etanol, la centrifugacion y el secado.

c. Se resuspendio el ADN precipitado con 25ul de la solucion C6.

d. Se volvio a leer en el Nanodrop

B. Resultados:

Figura 28 Electroforesis en gel después de realizar la extraccion de ADN de la muestra
SEL
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Figura 29 Electroforesis en gel después de realizar la extraccion de ADN de la muestra
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Figura 30 Tincion de azul de lactofenol proveida por la empresa azucarera en donde se
observan endomicorrizas de la finca COL

Colombiata
T1R1
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Figura 31 Tincion de azul de lactofenol proveida por la empresa azucarera en donde se
observan endomicorrizas de la finca SEL
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Figura 32 Gréfica de control de calidad en las muestras "forward" para el marcador ITS1
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Figura 33 Grafica de control de calidad en las muestras "reverse" para el marcador ITS1
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Figura 34 Graéfica de error para las muestras "forward" del marcador ITS1
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Figura 35 Graéfica de error para las muestras "reverse" del marcador ITS1
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Figura 36 Grafica de control de calidad en las muestras "forward" para el marcador ITS2
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Figura 37 Gréfica de control de calidad en las muestras "reverse" para el marcador ITS2
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Figura 38 Grafica de error para las muestras "forward" del marcador ITS2
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Figura 39 Gréfica de error para las muestras "reverse" del marcador ITS2
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Figura 40 Modelo de rarefaccion para la muestra COL y SEL del marcador ITS1
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Figura 41 Modelo de rarefaccion para los tipos de muestra para el marcador ITS1
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Figura 42 Modelo de rarefaccion para la muestra COL y SEL del marcador ITS2
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Figura 43 Modelo de rarefaccion para los tipos de muestra para el marcador ITS2
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