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Prologo a la edicion en espanol

Este prologo es el segundo elaborado para esta misma obra y se presenta para su
version en espanol, por la importancia que reviste su divulgacién en un idioma que
puede ser leido por un amplio grupo de paises de America Latina, que pueden in-
corporar y asimilar estos conocimientos en beneficio de la biodiversidad del suelo,
la sostenibilidad y el desarrollo de sus comunidades rurales.

La biodiversidad del suelo alberga mas del 25 % de la que existe en todo el
planeta y, en términos generales, es la que menos se conoce. Como lo afirmé el Dr.
José Sarukhan, fundador de la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de
la Biodiversidad de México, “;Se sabe mas de las estrellas que de los organismos del
suelo!”. El conocimiento de esta biodiversidad se ha dejado de lado durante mucho
tiempo por la dificultad para abordarla, pero ahora sabemos que interviene y parti-
cipa ampliamente en los servicios ambientales que brinda el suelo: por una parte,
el ciclaje de nutrientes, la fijacion de nitrégeno, la regulacion de la dinamica de la
materia organica del suelo, la captura de carbono v la reduccion de emisiones de
gases traza (CO,, N,O, CH,) son realizados principalmente por el grupo funcional
de los ingenieros quimicos del ecosistema, es decir, las bacterias, hongos vy proto-
zoarios y los reguladores bioldgicos como los acaros, colémbolos y nematodos. Por
otra parte, la elaboracion de la estructura del suelo y el mantenimiento del régimen
hidrico la desarrollan los ingenieros del ecosistema, que son las lombrices de tierra,
hormigas, termitas, escarabajos y pequenios mamiferos. Cabe mencionar que un
tipo de organismo puede participar en varios grupos funcionales.
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De manera global, esta biodiversidad le da estabilidad al paisaje, permite el con-
trol de plagas y fomenta la produccién de las plantas y de los animales, lo que visto
desde el punto de vista antropogénico, contribuye a nuestro alimento, fibra y com-
bustible. Y aunque es dificil cuantificar el valor econdmico de estos servicios, que se
estiman en miles de millones de euros anuales, conocery aprender a manejar dicha
biodiversidad resulta fundamental para conservar o restaurar la fertilidad del suelo.

Mientras leemos estas lineas, las condiciones de la biota del suelo contintian
alterandose aceleradamente en todo el mundo debido a las actividades humanas,
pero su impacto y repercusiones sobre los procesos de funcionamiento, conserva-
cién y equilibrio del ecosistema, son grandes pero se desconocen en buena medida
los mecanismos y procesos que se afectan.

Durante anos los estudios del suelo fueron enfocados al conocimiento de la
fisica y quimica del suelo, y se dejo de lado el estudio de la biologia del suelo y, mas
aun, su biodiversidad. Y si bien se ha avanzado mucho al respecto, se requieren
muchos afios mas de investigacion taxondmica y funcional para comprender y
manejar los procesos edaficos, asi como preservar y restaurar la fertilidad natural
de los suelos.

En este sentido, se reconoce la necesidad de estimular la formacion de profe-
sionales en taxonomia y sistematica de la biodiversidad del suelo, tanto del punto
de vista morfométrico como molecular para lograrlo.

La pérdida de la fertilidad, combinada con las necesidades alimenticias de una
poblacion humana en continuo crecimiento, generan y provocan el avance de la
frontera agricola vy la intensificacion productiva; el uso de fertilizantes, pesticidas y
técnicas mecanicas de cultivo modifican fuertemente las condiciones originales del
suelo, reduciendo la materia organica contenida y alterando gravemente sus redes
bioldgicas y funcionales, particularmente en las regiones tropicales, con repercusio-
nes a nivel global, entendidas ahora bajo el concepto de calentamiento global.

Ante este panorama, las técnicas de muestreo y estudio de la materia organica
y los organismos del suelo que permitan obtener informacion veraz, actualizada
y rapida, sobre el verdadero impacto que estan teniendo las practicas de manejo,
son fundamentales, pues permitiran disefar y establecer estrategias para mantener
la sustentabilidad, el equilibrio y la funcionalidad de los suelos modificados por las
practicas agricolas, silvicolas y ganaderas en el mundo.

Este manual reline técnicas de muestreo en campo, que han sido desarrolladas
y probadas en siete paises y tres continentes, particularmente en los ecosistemas
tropicales, que se encuentran entre los mas afectados por la deforestacion vy el
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cambio en el uso del suelo. Esto es asi porque, incluso en plantaciones agricolas
con manejo de bajo insumos, las consecuencias de un mal manejo de suelos pue-
den provocar consecuencias dramaticas.

Estas técnicas de muestreo basicas han demostrado ser poderosas herramien-
tas para llevar a cabo investigacion basica y aplicada, generando informacion util
no solo para investigadores o especialistas sino para toda persona interesada en el
estudio de la conservacién y |a productividad del suelo.

La informacién de este manual se ha organizado de acuerdo con la funcio-
nalidad de los grupos del suelo, permitiendo llevar a cabo evaluaciones sobre la
diversidad y salud del ecosistema que sirvan como base para el disefio de practicas
de manejo sustentables. Al inicio del manual se incluyen dos capitulos que ofrecen
una gufa para establecer un método de muestreo representativo que permita eva-
luar y comparar la biodiversidad del suelo en diferentes sitios, mientras que al final
se encuentra un capitulo integrador que permite relacionar los inventarios de los
organismos del suelo con una clasificacién del uso de suelo para estimar el impacto
del manejo del suelo sobre su biodiversidad.

Las técnicas y métodos de muestreo presentados en este manual no consti-
tuyen solo una recopilacién de los procedimientos originales ya conocidos, pues
en este caso fueron probados, mejorados y actualizados durante el desarrollo del
proyecto Conservacion y manejo sostenible de la biodiversidad debajo del suelo
(CMS.BGBD, por sus siglas en inglés) , financiado por el GEF, Fondo para el medio
ambiente, implementado por el PNUMA vy ejecutado por el TSBF a nivel interna-
cional y por el Instituto de Ecologia A.C. en México.

Cabe mencionar que la mayoria de los autores que colaboraron para desarrollar
este manual residen justamente en paises tropicales, lo que demuestra la mayor
presencia y formacion de especialistas nacionales preocupados por sus recursos
naturales.

La informacion contenida en este manual es Util para investigadores, estudian-
tes, profesores y profesionales involucrados en el manejo productivo de los suelos
y también en su conservacion. Su elaboracion tiene como finalidad no sélo ser una
herramienta de utilidad en el trabajo técnico, sino constituir un apoyo en el camino
hacia la sustentabilidad v la relacion arménica entre el hombre v la naturaleza.

Con esta version en espanol, ahora este manual se encuentra disponible en tres
idiomas, inglés, portugués y espanol, para que su alcance e impacto sea mas amplio.

Agradecemos a todos los especialistas que revisaron la traduccion de los textos
que correspondian a su especialidad y competencia. De manera especial queremos
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agradecer al Instituto Nacional de Ecologia, y en particular a Raul Marcé del Pont y
su equipo, por su trabajo editorial y su paciencia ejemplar.

Isabelle Barois Boullard
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Prologo

Durante mucho tiempo la sociedad ha reconocido su dependencia respecto del
suelo; sin embargo, solo en tiempos recientes se ha planteado que los suelos
contienen un componente bioldgicamente activo. Sea como fuere, los sue-
los en todo el mundo enfrentan una grave crisis. Ante esta situacion, surge la
gran necesidad de aplicar los conocimientos referentes al papel que desempe-
fia la biodiversidad bajo suelo para su sustentabilidad. Mediante la aprobacion
de la Iniciativa Internacional para la Conservacion y el Uso Sustentable de la
Biodiversidad del suelo en la Convencidn sobre Biodiversidad Bioldgica, cele-
brada en el afio 2006, se enfatizé la importancia de la diversidad bajo suelo y
se exhorto a abrir nuevas lineas de investigacion multidisciplinaria. Una linea de
investigacion surgida a partir de entonces es la de como evaluar y manejar diver-
sidad bajo suelo en sistemas de agricultura que faciliten la productividad agricola
y sustentabilidad de suelo a largo plazo. Este manual es, sin lugar a dudas, la
mejor muestra —y la mas actual- para poder evaluar la biodiversidad del suelo en
ecosistemas que estan siendo rapidamente alterados como consecuencia de los
cambios en el uso del suelo.

Un aspecto a destacar del cambio global en las regiones tropicales, es el cambio
de uso de suelo asociado a la intensificacion agricola. Dicha intensificacion es ne-
cesaria para asegurar el suministro global de alimentos; sin embargo, en la medida
que esto ocurra, la regulacion bioldgica del suelo se vera afectada e incluso sustitui-
da por fertilizantes y cultivos mecanicos. Esto, a su vez, tiene como consecuencia
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una reduccion de la biodiversidad del suelo; problema cuya solucion implica un
gran reto: ;es posible, entonces, manejar la biodiversidad del suelo para poder in-
crementar la productividad agricola en regiones que estan siendo degradadas? La
respuesta a esta pregunta atane a toda la humanidad porque la tierra esta siendo
degradada, no solamente en regiones en vias de desarrollo, sino también en paises
de primer mundo.

Durante mucho tiempo los ecologistas han debatido sobre la importancia
de la diversidad bidtica del suelo: el secuestro de carbono en suelos, la reduc-
cion de las emisiones de gas invernadero, el mantenimiento de la estructura
fisica del suelo, la capacidad de retencion de agua del mismo, la provision de
nutrientes en las plantas y el control de patdgenos en plantas como contribu-
ciones especificas de los organismos del suelo a la fertilidad de éste. Un metro
cuadrado de bosque templado puede contener hasta mil especies de inverte-
brados vy, quizas, un nimero mayor de diferentes tipos de microorganismos.
La biodiversidad tropical ha sido subestimada y es posible que las verdaderas
densidades de especies sean mayores que en otras latitudes. La relacion entre
la diversidad de especies y la diversidad funcional de Ia biota del suelo sigue
siendo incierta; pero constituye uno de los principales objetos de investigacion
en todos los niveles, tanto en el laboratorio como en el campo. Del mismo
modo, las relaciones entre la biodiversidad del suelo y la ocurrencia y magnitud
de los procesos ecoldgicos son inciertas.

Dichos conocimientos son, desde luego, vitales para poder alcanzar la meta:
productividad agricola sustentable, asi como la conservacion de la biodiversidad en
todo el mundo y no, tnicamente, en los tropicos.

El proposito de este manual es proveer de métodos estandares internacionales
para el inventario de comunidades bajo suelo vy la caracterizacion del uso de suelo
en el tropico himedo; por lo que representa el resultado publicado de mas de una
década de intensa discusion y un amplio trabajo de campo por parte de un gran ni-
mero de expertos investigadores de muchos paises; ademas, cubre casi la totalidad
de la gama de biodiversidad bioldgica, desde los invertebrados mas grandes hasta
las bacterias. El objeto explicito en este caso es practico: proveer de una herramien-
ta definitiva para establecer una linea de base y luego documentar la pérdida de
biodiversidad de suelo, asociada a la deforestacion y al proceso de Intensificacion
agricola en los margenes de los bosques. En Ultima instancia, estas herramientas
pueden ser utilizadas para aprovechar los organismos del suelo en el manejo de los
ecosistemas, en bioprospeccidn y para promover mejoras sustentables en la pro-
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ducciodn agricola, especialmente en el caso de los pueblos mas pobres del mundo;
no obstante, los métodos presentados en este manual contemplan también los
ecosistemas terrestres en general.

Durante los ultimos cincuenta anos se han publicado, con cierta frecuencia,
manuales metodoldgicos de muestreo para organismos del suelo; no obstante,
el presente manual contiene notables diferencias respecto de los anteriores.
Una de las mas importantes es que la mayoria de los colaboradores pertenece
a los paises que se encuentran mas afectados por la deforestacion y el cambio
en el uso de suelo; representan a instituciones académicas y gubernamentales
en las que se requiere poner en practica nuevas politicas para el manejo del
suelo que han de ser validadas, si es que aln estamos a tiempo de parar la
pérdida de la biodiversidad tropical. Inevitablemente, esto implica la reconcilia-
cion de los intereses y preocupaciones de los agricultores pobres, los objetivos
nacionales de desarrollo y calidad de nuestro ambiente. En segundo lugar, los
métodos han sido desarrollados y monitoreados en condiciones de campo, en
doce localidades como puntos de referencia, distribuidos en siete paises vy tres
continentes; consecuentemente, son de interés no sélo para expertos en taxo-
nomia, sino también para bidlogos en general, especialistas en agricultura y
empleados técnicos de todos los niveles. En la medida de lo posible esto aplica
a la identificacidn: las claves recomendadas son los mas funcionales; también
donde es necesario, se aconseja referir los especimenes a especialistas, tanto
nacionales como extranjeros. Otro aspecto notable de este manual es que la
biota del suelo esta agrupada en ocho categorias, cada una con amplia identi-
dad taxondmica, pero que también corresponde a un grupo funcional mayor,
considerado importante o esencial en la funcion del suelo vy, por lo tanto, a
muchos servicios ambientales que los suelos proveen. El proceso responde a
una necesidad selectiva, por lo que algunos taxa han sido excluidos. Tal selec-
cién es inevitable cuando se trata del suelo, porque la verdadera biodiversidad
es tan amplia que queda fuera del marco de cualquier sistema cientifico para
que se pueda documentar totalmente; sin embargo, ofrece la ventaja de traer
consigo los medios para poder hacer una evaluacion aproximada de la salud
del suelo, dentro del alcance de la poblacion que se encuentra relacionada
con su productividad. Finalmente, los autores han incluido la revolucion en
metodologia molecular que ha incursionado en las ciencias bioldgicas durante
los ultimos diez afos. Muchas de las técnicas asociadas con una evaluacion
de diversidad dentro de grupos especificos microbianos han surgido a partir de
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discusiones entre colaboradores y durante talleres especificamente pensados
para la publicacion del presente manual.

Diana H. Wall
Natural Resource Ecology Laboratory

Colorado State University
Mayo de 2008
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Prefacio

Este manual es uno de los resultados del proyecto PNUMA/GEF “Conservacion
y Manejo Sostenible de Biodiversidad Bajo Suelo” (CSM-BGBD) que surge como
respuesta a la necesidad de crear métodos estandares e instruccion practica para el
inventario de la biodiversidad bajo suelo, que permitan la comparacién de resulta-
dos de inventario en areas especificas de paises tropicales con validez cientifica y
estadistica. El proyecto se inicié en 2002 con el objeto de generar informacion y
conocimientos que puedan ser utilizados para un mejor manejo y conservacion de
la BGBD en espacios de agricultura tropical, para mantener la productividad agrico-
la y reducir la extension de la agricultura en paisajes naturales. El proyecto se lleva
a cabo en Meéxico, Brasil, Costa de Marfil, Uganda, Kenia, India e Indonesia; recibe
apoyo para su financiamiento del Fondo Global del Medio Ambiente (GEF por sus
siglas en inglés), y para su puesta en marcha, del Programa de Naciones para el
Medio Ambiente (PNUMA/UNEP). Este proyecto es ejecutado por el Instituto de
Biologfa v Fertilidad del Suelo Tropical (TSBF), institucidn que pertenece al Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT).

El manual describe métodos de muestreo y laboratorio para evaluar la biodi-
versidad de una gama de grupos funcionales basicos de biota de suelo; asimismo,
constituye una actualizacion de los métodos vy protocolos que fueron inicialmen-
te propuestos por investigadores afiliados al Instituto de Biologia y Fertilidad del
Suelo Tropical del CIAT, a la Red de Macrofauna financiada por la Unién Europea
(EU), al NERC por el Reino Unido (UK), al (TIGER), v, sobre todo, al PNUD/
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UNDP-GEF con el apoyo financiero destinado al Proyecto Alternativas de Roza-
Tumba-Quema (ASB). Los métodos para algunos de los grupos funcionales de or-
ganismos de suelo fueron incluidos en un manual pionero, elaborado por Anderson
e Ingram (1993). Los métodos para una evaluacién de biodiversidad de suelo fue-
ron descritos en el ASB (Nota de Lectura 6B), editado por Swift y Bignell (2001),
en donde también se habla del principio de grupos funcionales del inventario de
organismos de suelo. Un manual formal de técnicas para organismos de suelo y
organismos que viven en agua dulce y sedimentos marinos fue publicado en 1996,
editado por G. S. Hall. Esta fue la contribucién, por parte de la UNESCO, al progra-
ma DIVERSITAS.

Los métodos que se describen en este manual reflejan una amplia gama de acti-
vidades del proyecto CSM-BGBD, en términos de grupos funcionales. También cu-
bre, ampliamente, la gama completa -geografica y biogeografica- dentro del trépico
himedo; al igual que métodos que no han sido considerados en las publicaciones
mencionadas, como es el caso de aquellos que se refieren a la mesofauna, hongos
entomopatogenos, saprofitos y patdgenos y una amplia gama de artropodos mayo-
res; ademas, provee detalles adicionales en el caso de grupos funcionales especificos:
como el uso de trampas Winkler para hormigas y trampas Pitfalls para escarabajos
en muestras de hojarasca, o la actualizacién de métodos para evaluar la diversidad
de nematodos, bacterias formadoras de nédulos en leguminosas (BFNFNL) y sus
plantas hospederas. Los métodos estandares propuestos contienen avances tecnolo-
gicos recientes en genética molecular, tales como el registro de huellas genéticas del
BFNFNL, en su caso, dentro del alcance de laboratorios nacionales.

Los métodos fueron discutidos y posteriormente perfeccionados en reuniones
anuales celebradas entre los afios 2002 y 2005, cuya evolucion se muestra en los
reportes de 2002 (Wageningen, Paises Bajos), 2003 (Sumberjaya, Indonesia)
y, en especial, en el de 2004 (Embu, Kenia), al igual que en varios talleres te-
maticos de taxonomia especifica (técnicas moleculares con énfasis en T-RFLP,
Cali, Colombia; octubre 2003); lombrices de tierra, Londrina, Brasil mayo/ZOOél
y Nairobi, Kenia, diciembre 2004; HMA y Ectomycorrhiza, Bangalore, India 2005;
termitas, Manaus, Brasil, agosto 2004, termitas y hormigas, Nairobi, febrero 2005;
y en varios talleres llevados a cabo desde el inicio del proyecto. La definicion de
métodos estandares aprovecha la experiencia obtenida con la implementacion de
los métodos utilizados en los siete paises participantes en el proyecto.

Dado que muchas especies auin son desconocidas o no se han descrito, una
evaluacion de la diversidad de especies resulta un proceso poco practico. Una
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mejor opcion seria investigar la pérdida de grupos funcionales basicos dentro
de la BGBD que muestran un cambio en el uso de suelo o una intensidad del
mismo, asi se podrian entender las consecuencias de una pérdida en el BGBD
y, por lo tanto, interpretar esos procesos en el contexto ecoldgico. La hipotesis
actual es que una intensificacion en el uso de suelo trae consigo una reduccion
de la biodiversidad del suelo y a su vez, provoca una pérdida de servicios del
ecosistema, en contra de una productividad sustentable; sin embargo, poco se
sabe de las relaciones entre ambos factores o sobre los mecanismos por los
cuales ocurren cambios en la BGBD. La conversion de uso de suelo y la inten-
sificacion de su uso, generalmente, van acompanadas por reducciones drasticas
en la diversidad de plantas, que se espera, tenga implicaciones en la BGBD. Al
mismo tiempo, estos cambios de uso de suelo, frecuentemente provocan una
reduccion de materia organica del suelo que forma el sustrato basico para la
mayoria de los organismos que en €l habitan y, por lo tanto, llega a influir sobre
la abundancia y diversidad de dichos organismos. Ademas de estos efectos,
hay otros asociados con un incremento en la intensidad del uso de suelo; esto
se traduce en una alteracidon del suelo como habitat, como consecuencia del
labrado o del creciente uso directo de agroquimicos. Los efectos en BGBD son
condiciones compuestas por el medio ambiente y por caracteristicas fisicas y
quimicas del suelo (por ejemplo: pH, nivel de nutrientes y densidad). Aun si se
pudiera regresar a sus condiciones originales, dejandolo como estaba antes de
ser alterado, no necesariamente se lograria restaurar la BGBD. Ademas, resta-
blecer la BGBD no implica precisamente devolver los servicios del ecosistema.
Quedan muchas interrogantes en cuanto al manejo de BGBD. La premisa es que
la diversificacidn agricola (en varios niveles) genera biodiversidad en el suelo y
que la produccidn agricola sustentable (en los margenes de la selva tropical) se
mejora significativamente.

La mayoria de los organismos del suelo se encuentran en los primeros 20 cen-
timetros de su perfil, la erosion puede llegar a nulificar todos los demas procesos
degenerativos, de manera que causara un impacto inmediato en la BGBD que fa-
cilmente se antepondra al efecto combinado de todos los factores mencionados;
asi, la erosion del suelo significa la mas catastréfica de las alteraciones. Es por esto
que el control de |a erosidn vy la rehabilitacion de suelos fuertemente erosionados
debera considerarse parte de las estrategias para conservar y sustentar un buen
manejo de la BGBD.

Para responder a algunas de las preguntas mencionadas se requiere:
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Una caracterizacion de la biodiversidad del suelo en un amplio rango de uso de
suelo de varias intensidades, desde bosque natural hasta agricultura de mono-
cultivo, caracterizada por un cultivo continuo y un elevado uso de quimicos y
mecanizacion.

Establecer una relacion entre la biodiversidad de la superficie y bajo del suelo
en los actuales y alternativos sistemas de uso de suelo, y observar como esta
relacion se modifica y se altera por las condiciones prevalecientes en el medio
ambiente (incluyendo condiciones de suelo).

Identificar “puntos de entrada” para mejorar el manejo de la tierra, median-
te la introduccién y/o manejo de biota de suelo (se experimenta con varios
manejos alternativos). Estos “puntos de entrada” pueden incluir un mejor en-
tendimiento del uso de practicas indigenas, un conocimiento mas amplio de
practicas existentes y un uso mas efectivo de tecnologias disponibles que no
requieran altos insumos.

Se espera que los métodos descritos en este manual sean Utiles para el disefio y

la ejecucion de estudios para inventario y monitoreo de la BGBD en todos los niveles,

desde una parcela (agricola, experimental o de muestreo) hasta un paisaje natural.

Fatima M. S. Moreira, E. Jeroen Huising y David. E. Bignell
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Lista de acronimos y abreviaturas

AC Analisis de correspondencia

ADP Agar dextrosa y papa

AFLP Polimorfismo en el tamano de fragmentos amplificados

AHM Agar con harina de maiz

AM Agar extracto de malta

ANOVA Analisis de varianza

ARISA Andlisis automatizado del espaciador intergénico ribosomal

B Bacteriofagos

BFNFNL Bacterias fijadoras de nitrégeno, formadoras de nddulos en
leguminosas

cPCR Reaccion en cadena de la polimerasa competitiva

CSM-BGBD Conservacion y Manejo Sustentable de Biodiversidad Bajo
Suelo

BGBD Biodiversidad Bajo Suelo

DGCE Electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion

ea Equivalente de acido

EBI European Bioinformatics Institute

ERA Ensayo de reduccidn de acetileno

FID Detector de ionizacion de flama

FURB Universidade Regional de Blumenau

GEF Global Environment Facililty
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GF Grupo funcional

HMA Hongos micorrizégenos arbusculares

ia Ingrediente activo

ICRAF World Agroforestry Centre

IFP indice fitoparasitico

IM indice de madurez

INPA National Institute for Amazonian Research (Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia)

ITS Espaciadores de trascripcion interna

KOH Hidréxido de potasio

LCCs Sistema de clasificacion de cobertura de suelo

M Micofagos

MAS Muestreo aleatorio simple

MOS Materia organica del suelo

NCBI National Center for Biotechnology Information

Nd Nivel de dilucién

NMP Ndmero mas probable

P Perturbacion

Pc Porcentaje de colonizacion

PCA Analisis de componentes principales

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PFGE Electroféresis en campos pulsados

PNUMA Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente

PP Parasitos de plantas

RAPD DNA polimérfico amplificado al azar

Rep-PCR De fragmentos repetidos palindromicos-éxtragenicos

RFLP Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion

RIA Resistencia intrinseca a los antibidticos

SR Sensores remotos (imagen)

SSCp Polimorfismo de conformacién de cadena sencilla

TGGE Electroforesis en gel con gradiente de temperatura

TRF Fragmentos de restriccion terminal

T-RFLP Polimorfismo terminal de la longitud del fragmento de la
restriccion

TROF Arboles en finca

TSBF-CIAT Tropical Soil Biology and Fertility Institute of the International-
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uc
UFAM
UFC
UFLA
UFMG
UnB
VA

VB

Center for Tropical Agriculture
Unidad de colonizacién

Universidad Federal de Amazonas
Unidades formadoras de colonias
Universidad Federal de Lavras
Universidad Federal de Minas Gerais
Universidad de Brasilia

Volumen alto

Volumen bajo

ACRONIMOS Y ABREVIATURAS
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CarpiTuLo 1
El inventario de la biodiversidad biologica
del suelo: conceptos y guia general

Mike J. Swift, David E. Bignell, Fatima M. S. Moreira y

E. Jeroen Huising

ORGANISMOS Y SERVICIOS DEL ECOSISTEMA DEL SUELO

El suelo es un habitat que alberga una amplia gama de organismos dentro de los
tres dominios taxondmicos (sensu Woese et al., 1990) y muchos fila. La clasifica-
cion taxonomica de organismos vivos alin se encuentra en una situacion polémica
[lVIarguIis y Schwartz, 1998; Cavalier-Smith, 1998,2004), especialmente cuando
se trata de los taxa a ser creados en altos niveles y los nimeros de tales categorias
altas (como reinos) a ser consideradas. Sin embargo, cualquiera que sea el sistema
de clasificacidn utilizado, la diversidad de la biota del suelo es elevada en todos los
niveles de analisis (véase Swift et al., 1979; Lavelle, 1996; Brussaard et al., 1997;
Wall, 2004; Bardgett, 2005; Moreira et al., 2006). En la Tabla 1.1 se enlistan los
principales fila de organismos eucariontes y procariontes que son o pueden ser
representativos en la comunidad del suelo, con mas de 1.5 millones de especies de
eucariontes y con una riqueza de especies estimada muy por encima de 10,000 en
el caso de procariontes.

Ya que no es ni practico ni coherente tomar en cuenta todos los organismos pre-
sentes, cuando se hace una evaluacion bioldgica de la salud de los suelos (Lawton
et al, 1998), la biota (relativa a agentes no bidticos v entre ellos mismos) sera
evaluada por su contribucién relativa a los procesos del ecosistema (sensu Daily,
1997; Wall, 2004) .Estos procesos apoyan a los servicios del ecosistema, contri-
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Tabla 1.1 Ndmero de especies descritas en las principales categorias taxonémicas de

plantas, biota del suelo y principales grupos funcionales a los que pertenecen.

Dominio Eucarionte

REINO PLANTAE [12 FiLA]

Filum Bryophyta (musgos)

Filum Hepatophyta (plantas
hepaticas)

Filum Filicinophyta (helechos)
Filum Cycadophyta (gimnospermas)
Filum Coniferophyta (gimnospermas)
Filum Gnetophyta

Filum Anthophyta (angiospermas)
Monocotiledoneas

Dicotiledoneas

ReiNo ANIMALIA [37 FiLa]

Filum Tardigrada? (osos de agua)
Filum Mollusca

Clase Gastropoda? (incluye babosas y
caracoles)

Filum Annelida® (lombrices
segmentadas)

Clase Polychaeta

Clase Oligochaeta(lombrices de tierra
y Enchytraeidae)

Clase Hirudinea (sanguijuelas)
Filum Crustacea® [>6 clases]

Clase Malacostraca? (incluye orden
Decapoda con un esqueleto externo
calcificado)

Orden Isopoda (4caros de la madera y
cochinillas)

Filum Mandibulata (Artropoda)
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Tabla 1.1 Continda.

Subfilum Hexapoda (Insectos) >900,000 -
Orden Archaeognatha (pececillos de 350 4
cobre 6 bristetails)

Orden Thysanura 700 4,6
Orden Blattoptera (cucarachas) 4,000 4
Orden Dermaptera (tijerillas) 1,800 2,4,6
Orden Hemiptera (chinches) >80,000 2,9
Suborden Homoptera (cigarras, peri- 55,000 2,9
quitos, afidos, pulgones, escamas)

Suborden Heteroptera 25,000 2,9
Orden Isoptera (termitas) 2,800 3,4
Orden Orthoptera (saltamontes, grillos, 23,000 2,9
langostas)

Orden Thysanoptera (trips) 6,000 2,9
Orden Coleoptera (escarabajos) >350,000 2,4,6,9
Orden Diptera (moscas, mosquitos, >125,000 2,4,6,9
gegenes, Mosquitos pequerios)

Orden Hymenoptera (hormigas, 115,000 =
abejas, avispas, abejorros)

Familia Formicidae (hormigas) 11,826 2,3,6
Orden Lepidoptera (mariposas, polillas, 180,000 2,9
etc.)

Orden Trichoptera 12,000 Sélo en la rivera
Orden Collembola (colémbolos) 7,500 4,7
Orden Diplura (doble cola) 659 2,6
Orden Protura 500 4,7
Subfilum Myriapoda (milpiés v 15,162 -
ciempiés)

Clase Diplopoda (milpiés) 10,000 4,9
Clase Chilopoda (ciempiés) 2,500 6
Clase Symphyla 200 2,7,9
Clase Pauropoda 700 4,7
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Tabla 1.1 Continda.

Subfilum Chelicerata? [3 clases] >100,000 -

Clase Arachnida [11 érdenes] 93,455 -

Orden Palpigradi (micro-escorpiones) 80 6

Orden Acari (&caros, garrapatas) 45,000 2,4,6,7,9

Orden Pseudoscorpionida 3,235 6

(Pseudoescorpiones)

Orden Araneae (aranas) 40,000 6

Order Scorpionida (escorpiones) 2000 6

Filum Gastrotricha® (gastrotricha) 400 7

Filum Acanthocephala® (lombrices 1000 Parasitos artropodos

con cabeza espinuda)

Filum Rotifera® (animales de ruedas) 2000 4,7

Filum Nemertina (gusanos planos) 900 Muy raros en suelo

Filum Nematoda (nematodos, lom- 15,000 2,6,7,9

briz redonda, lombrices enterobius,

alfilerillos)

Filum Plathyheminthes? (Helmintos, 25,000 2,6

incluidas planarias)

ReNo ProTocTisTA® [30 fila] Ndmero sin -
determinar

Filum Rhizopoda (amibas) Ndmero sin 7
determinar

Filum Dinomastigota® 4000 1,7

(dinoflagelados)

Filum Ciliophora (ciliados) 10,000

Filum Discomitochondria (ﬂagelados 800 1,7

y zooflagelados)

Filum Diatomacea? (diatomos) 10,000 1

Filum Oomycota (Oomycetes) Cientos 5,9

Filum Rhodophyta (alga roja) 4,100 1
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Tabla 1.1 Continda.

Filum Chlorophyta (alga verde) 16,000 1

Reino Fungi [6 fila] >70,000 -

Filum Microsporidia 1,500 solo parasitos

Filum Chytridiomycota (Hongos 1,000 59

quitridios)

Filum Zygomycota (mohos) 1,100

Filum Clomeromycota (hongos 204 58

micorrizicos arbusculares)

Filum Basidiomycota (incluidos >22,250 5.8

hongos v algunas levaduras)

Filum Ascomycota (incluidas >30,000 5,8

levaduras)

Dominio Archaea? [4 fila] >344f 10

Dominio Bacteria® [52 fila]® >8,398f 1,589 10
Nota:

a) Considerando las categorfas taxondmicas, desde el mas bajo hasta el més alto nivel: dominio, reino,
filum, clase, orden, familia, género y especies. Procariotas (Dominio Archaea y Bacteria). Clasificacién, de
acuerdo con Woese et al. (1990). Reinos de Eucariotas clasificadas de acuerdo con Margulis y Schwartz,
1998. Hongos de acuerdo con James et al. (2006).

b) Grupos funcionales, de acuerdo con la Tabla 1.2 (de este capitulo).

c) Considerados por algunos autores como Protistas o Protozoos y Chromistas.

d) Incluye organismos acudticos y del suelo.

e) Rappé y Giovannoni (2003).

f) National Center for Biotechnology Information: (www.ncbi.nlm.nih.gov., consultado el 13 de mayo de
2007), excluyendo organismos no clasificados, sin cultivo y no especificados; cuando éstos se incluyen,
la riqueza correspondiente arrojara 3090y 79.342, respectivamente.

Fuente: Moreira et al., 2006.

buyendo al mantenimiento v a la productividad de los mismos, por su influencia en
la calidad y salud del suelo (Hoavelle, 1996; Brussard et al., 1997; Kibblewhite et
al., 2008). Dichos procesos pueden ser agrupados de acuerdo a cuatro funciones
agregadas del ecosistema:
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1. La descomposicién de materia orgdnica, que ocurre principalmente por activi-
dad enzimatica de bacterias y hongos, en gran parte realizada por animales del
suelo como acaros, milpies, lombrices de tierra y termitas, los cuales trituran los
residuos de plantas y animales, y dispersan los propagulos microbianos. Juntos,
los microorganismos vy los animales involucrados se llaman “descomponedo-
res”, aunque el atributo “transformadores de hojarasca” es el mas utilizado hoy
en dia para describirlos, siempre que no se incluya a los ingenieros del ecosis-
tema (véase més abajo). Como resultado de la descomposicién, el carbono
organico es liberado en la atmdsfera, principalmente como CO, o CH,, pero
también es incorporado en diferentes reservorios en forma de materia organica
(MOS). Estas fracciones de MOS varfan en su estabilidad y longevidad, aunque
en un tipo de suelo y medioambiente determinados existe un equilibrio entre el
contenido del MOS v las entradas vy salidas de carbono en el sistema.

2. Ciclo de nutrientes, estrechamente asociado con la descomposicion organica.
Aqui también los microorganismos son mediadores de la mayor parte de las
transformaciones; sin embargo, el paso que marca la operacion del proceso se
determina mediante micropredadores, tales como protoctistas, nematodos, co-
lémbolos y acaros. Animales mas grandes mejoran algunos procesos porque pro-
veen nichos para un crecimiento microbiano dentro de sus intestinos o excre-
mento. Microorganismos especificos del suelo también incrementan la cantidad
y eficiencia de absorcion de nutrientes por la vegetacion, mediante la formacion
de asociaciones simbidticas como las micorrizas y la fijacion de N, en nédulos
de raices. El ciclo de nutrientes, por la biota del suelo, es esencial para todo tipo
de agricultura y silvicultura. Algunos grupos de bacterias del suelo estan involu-
crados en transformaciones elementales autotréficas, es decir, que no dependen
directamente de la materia organica como fuente de alimento; sin embargo,
estos grupos son afectados indirectamente por factores como el contenido de
agua, estabilidad del suelo, porosidad y contenido de carbono, lo que controla el
resto de la biota.

3. Bioturbacidn. Las raices de plantas, lombrices de tierra, termitas, hormigas v algu-
nos otros de la macrofauna del suelo, se mantienen fisicamente activos dentro del
suelo formando canales, poros, agregados y monticulos, y moviendo particulas
de un horizonte a otro. Estos procesos de “bioturbacion” influyen y determinan
la estructura fisica del suelo vy la distribucion de materia organica del suelo. Asi,
crean y modifican microhabitats para otros organismos mas pequefios y deter-
minan propiedades del suelo como aireacion, drenaje, estabilidad de agregados
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y capacidad de retencion de agua. A este conjunto de organismos, por lo tanto,
se le ha denominado “ingenieros del ecosistema del suelo” (Stork y Eggleton,
1992; Jones et al., 1994; Lavelle et al., 1997). La estructura y las propiedades
del suelo también estan influenciadas por la produccion de excretas de animales,
incluyendo complejos organominerales estables durante meses o periodos mas
largos (Lavelle et al., 1997). La bioturbacién juega un importante papel en la re-
gulacién del equilibrio del agua en el suelo (infiltracidn, capacidad de almacenaje
y drenaje) v tiene una fuerte influencia sobre la susceptibilidad a la erosién.

4. Enfermedades y control de plagas. La biota del suelo incluye un amplio rango
de virus, bacterias, hongos y animales invertebrados capaces de invadir plantas
y animales, y hasta humanos; y de causar enfermedades y muerte. En ecosis-
temas naturales, brotes intensivos de enfermedades en el suelo y plagas, son
relativamente raros, pero tales epidemias si son comunes en la agricultura. En
suelos saludables, las actividades de plagas potenciales y patégenas son regu-
ladas por interacciones con otros miembros de la biota del suelo, que incluyen
microbivoros y micropredadores que se alimentan de las plagas microbianas y
de animales, respectivamente, y también una amplia variedad de interacciones
antagonistas microbianas. En los agroecosistemas, este rango de interacciones
puede encontrarse reducido, debido a una diversidad bioldgica disminuida y/o
en cambios ambientales del suelo, tales como los causados por un contenido
de MOS mas bajo.

La Figura 1.1 muestra la contribucion de la biota del suelo a servicios ambien-
tales, como resultado de los procesos anteriores. Especialmente, debe hacerse notar
que la interaccion entre la descomposicion de materia organica, bioturbacion y ciclo
de nutrientes determinara el equilibrio entre la cantidad de carbono secuestrado en el
suelo (véase arriba) y entre las emisiones de gases invernadero (principalmente CO,,
CH,, NO,, NO). Los organismos del suelo juegan un papel importante en la regula-
cion de la composicion atmosférica y, por tanto, en el cambio climatico.

GRUPOS FUNCIONALES DE LA BIOTA DEL SUELO
En principio, todos los organismos enlistados, como miembros de la comunidad del
suelo, pueden ser asignados dentro de una o mas de las cuatro categorias funcio-

nales genéricas descritas, basandose en la funcion particular que desempenan o en
el proceso especifico del suelo del que son mediadores. Para poder interrelacionar
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organismos especificos del suelo (biodiversidad colectiva) con las categorfas ge-
néricas funcionales y, en Gltima instancia, con los servicios del ecosistema (Setila
et al, 1998) es necesario tomar en cuenta el concepto de grupos funcionales
basicos, normalmente definido por criterio tréfico (Brussaard, 1998) pero también
calificado en funcidn de la respuesta fisiologica, morfoldgica, de comportamiento
bioquimico o ambiental y, de alguna manera, también de acuerdo con sus caracte-
risticas taxonomicas.

No existe acuerdo preciso en la definicion de grupos funcionales, ni de cuantos de
estos grupos deberan definirse dentro de un ambiente de suelo tipico, por lo tanto, el

Tabla 1.2 Principales grupos funcionales de la biota del suelo.

1. Productores primarios (plantas superiores e inferiores): organismos fotosintéticos que
asimilan bidxido de carbono del aire y penetran en el suelo mediante sistemas de raices,
translocando compuestos organicos sintetizados arriba del suelo.

2. Herbivoros: animales que consumen y parcialmente digieren tejidos vivientes de plantas,
que incluyen minadores de hojas y de tallos, y chupadores de sabia.

3. Ingenieros del ecosistema (macrofauna como termitas y lombrices de tierra): organis-
mos que causan un impacto fisico mayor en el suelo mediante su transporte, construccion
de estructuras agregadas y formacion de poros, incluyendo el ciclaje de nutrientes. Pueden
incluir predadores; por ejemplo, muchas hormigas.

4. Transformadoras de hojarasca (mucha macrofauna y mesofauna, alguna microfauna):
invertebrados que se alimentan de desechos organicos originados por microbios y por
trituradores de este material, haciéndolo mas accesible para los descomponedores o favo-
reciendo el crecimiento microbiano de excretas en forma de granulos. Esta actividad puede
ocurrir a varias escalas espaciales.

5. Descomponedores (hongos o bacterias degradadores de la celulosa): microorganismos
que poseen las enzimas polimero-degradadoras, y que son los responsables de la mayor
parte del flujo de energia en la red alimenticia de los descomponedores.

6. Predadores (mucha macrofauna y mesofauna): animales que regulan a los herbivoros,
ingenieros del ecosistema, transformadores de hojarasca, descomponedores y microrregula-
dores por depredacion.

7. Microrreguladores (microfauna como nematodos): animales que regulan ci-

clos de nutrientes mediante forrajeo y otras interacciones con los microorganismos
descomponedores.

8. Microsimbiontes (hongos micorricicos, rizobia): microorganismos asociados con raices
que facilitan la absorcién de nutrientes.
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Tabla 1.2 Continua.

9. Plagas y enfermedades del suelo (hongos patégenos, invertebrados, plagas) especies de
control bioldgico también pueden incluirse (ej.: depredadores, parasitoides e hiperparasitos
de plagas y enfermedades).

10. Transformadores procariontes: Archaea y bacterias que transforman de manera espe-
cffica el carbono (metanotrofa) o elementos nutricionales como N, S o P (nitrificacién y
fijacién de nitrégeno).

concepto es heuristico y puede modificarse en funcién del proposito analitico nece-
sario; no obstante, existe un argumento valido que establece por lo menos diez cate-
gorfas. Estas estan representadas formalmente en la Tabla 1.2 y se usan para anotar
las categorias taxondmicas, enlistadas en la Tabla 1.1. \Véase que algunos grupos fun-
cionales incluyen una amplia gama de taxa relacionados v, a veces, no relacionados;
mientras que otros son muy especificos en cuanto a su taxonomia. Por esta razon y
porque muchos componentes de biota de suelo son taxonémicamente dificiles de
identificar, existen pocos estudios sobre la salud del suelo agricola, en donde el espec-
tro taxonémico completo ha sido objeto de un muestreo representativo en el mismo
lugar y al mismo tiempo (Bignell et al., 2005).

GRUPOS SELECTIVOS DE BIOTA DE SUELO

En el disefio de trabajo de campo, uno de los principales desafios es seleccionar un
subgrupo de la biota del suelo que refleje adecuadamente el espectro taxonémico
anticipado y que, al mismo tiempo, incluya todos los grupos funcionales considera-
dos como importantes. La importancia funcional de cualquier especie o de grupos
de especies, probablemente se relaciona con su abundancia relativa y con la bio-
masa; no obstante, también es importante buscar dentro de los grupos funcionales
para descubrir los taxa que alcancen el criterio de ser considerados como ingenieros
del ecosistema (sensu Jones et al,, 1994) y especies clave (sensu Davic, 2003).

Los grupos taxonomicos propuestos a continuacion son seleccionados de
acuerdo con su significado funcional diverso, en cuanto a la fertilidad y calidad
del suelo, (razén por la cual se emplea el término “taxa seleccionado”) vy por su
facilidad relativa a ser muestreado, aislado e identificado (Figura 1.2). Estos son
grupos taxonémicos que fueron tomados en cuenta en el proyecto Conservation
and Sustainable Management of Below-Ground Biodiversity (CSM-BGBD), cuyos
métodos de inventario y caracterizacion se describen en los siguientes capitulos.
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Figura 1.2 Principales grupos funcionales, estudiados en el proyecto CSM-BGBD,
clasificados de acuerdo con dominios y reinos, tamanos y procesos de ecosistemas
ANIMALES- MACROFAUNA

Lombrices Escarabajos ){
de tierra ﬁ

Biomasa alta Diversidad alta Diversidad y biomasa alta

Ingenieros del ecosistema, trituradores de hojarasca, transformadores de hojarasca,

macropredadores

ANIMALES- MICROFAUNA Y MESOFAUNA

Nematodos Colémbolos

,
Acaros

_ Alta diversidad y biomasa
v/ s
Micropredadores, parasitos de Micropredadores, trituradores de
plantas hojarasca,transformadores de hojarasca

HONGOS Y BACTERIAS MUTUALISTAS

Bacterias

Hongos

., formadoras de nddulos
micorrizégenos

en leguminosas

m Omnipresentes con especificaciones tipicas de
mnipresen : :
Omnipresentes variedad de hospederos (a varios grados)

Microsimbiontes mejoran la absorcion por la raiz y la fijacion de nitrégeno

MICROBIOTA GENERAL

Hongos

saprotroficos, Microfauna,

Archaea y Bacteria

patogénos y antagonistas especialmente

protoctistas

Omnipresentes con diversidad alta indeterminada

Descomponedores, transformadores procariéticos, patdgenos, antagonistas, promo-

tores de crecimiento

Nota: la fauna se clasifica de acuerdo con el ancho de cuerpo: macrofauna >2.0 mm; mesofauna 0.1-2.0
mm; y microfauna <O0.1 mm. Por su parte, nematodos y protoctistas pueden considerarse como compo-
nentes de la microbiota general, un grupo que incluye muchos organismos con papeles especiales y una

diversidad de descomponedores genéricos
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Ademas, varios de estos grupos taxonomicos son muy importantes por si mismos
como contribuidores a la diversidad bidtica en general; por ejemplo, escarabajos,
hormigas, lombrices de tierra, Enchytraeidae, aranas, acaros, nematodos vy, proba-
blemente, protoctistas; todos ellos conforman un gran nimero de especies, al com-
pararse con otros grupos taxondmicos superiores (Tabla 1.1). En este contexto, la
distribucion geografica, la introduccion de especies exdticas e invasivas, v la pérdida
de especies endémicas, también representan factores de interés y preocupacion.
Los grupos incluidos en la seleccidn son:

1 Macrofauna: lombrices de tierra, que intervienen en la porosidad del suelo vy
en sus nutrientes, al cavar sus tuneles y mediante la ingestion de materia mi-
neral y organica; también acttian como reguladores de las poblaciones de bio-
ta del suelo, a escala pequefa, por ejemplo, de la mesofauna, microfauna y
microsimbiontes.

2 Macrofauna: termitas, hormigas y escarabajos que intervienen en: a) la porosi-
dad v la textura del suelo, al construir galerias y al cavar tineles e ingerir suelo;
b) el ciclo de nutrientes, mediante el transporte, la trituracion y digestion de
materia orgnica; c) el control bioldgico como depredadores.

3 Otra macrofauna: cochinillas (Isépoda), milpiés (Diplépoda) y otros tipos de
larvas de insectos que acttian como transformadores de hojarasca con una im-
portante accion trituradora sobre el tejido de plantas muertas y sus depredado-
res (ciempiés, aracnidos grandes y otros tipos de insectos). Algunas especies
también resultan perjudiciales porque se convierten en plaga.

4 Mesofauna: colémbolos y acaros que acttian como transformadores de hojaras-
ca y micropredadores (forrajeros de hongos, bacterias y depredadores de otros
animales del suelo), de esta manera contribuyen en procesos organicos de tri-
turacion a pequenia escala y ejercen un importante papel regulatorio dentro de
la biota del suelo. Algunas especies de acaros y formas de larvas de muchos
artropodos de suelo son lo suficientemente pequenas como para clasificarse
dentro de la microfauna.

5 Microfauna: nematodos y protoctistas que, a) influyen en la tasa de recam-
bio por su papel como forrajeros de raices (parasitos de plantas), micéfagos,
bacteriéfagos, omnivoros y depredadores, b) ocupan espacios que existen en
pequerios poros, en los que viven dependientes de peliculas de agua, c) nor-
malmente representan una riqueza genérica y de especies muy alta d) juegan
un papel importante en la regulacién de abundancia y actividad microbiana, e)
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como insectos patdgenos, representan un importante control bioldgico.

6 Hongos micorrizégenos arbusculares: se asocian con las raices de las plantas y
mejoran la disponibilidad de nutrientes; de esta manera, reducen ataques pato-
genos en plantas y mejoran la tolerancia al estrés del medio ambiente.

7 Bacterias formadoras de nddulos en lequminosas vy, en ocasiones, otros fija-
dores de nitrégeno microsimbiontes que transforman el nitrégeno atmosférico
N, en NH_, que es asimilable para las plantas.

8 Hongos fitopatdgenos, saprotréficos y antagonistas: que determinan o median
(en diferentes casos) la viabilidad de cultivos, rotacién de carbono organico
en descomposicidn, y enfermedades de las plantas, y contribuyen al potencial
control bioldgico de plagas y enfermedades.

METODOS PARA INVENTARIO DE LA BIODIVERSIDAD BAJO SUELO:
PRINCIPIOS GENERALES

La metodologia actual no permite la identificacion de todas las especies en el sue-
lo. En muchos Fila, la mayoria de las especies atin son desconocidas. En la biota
del suelo, el concepto de especies también es muy variable; por ejemplo, entre
bacterias, hongos y animales invertebrados. En los casos de Archaea y bacteria,
la caracterizacién molecular y bioquimica reemplaza al enfoque de identificacion
tradicional.

Los métodos empleados para la extraccion de diferentes grupos de organismos
del suelo también son muy diferentes de un grupo a otro. Estos factores, aunados
a la inmensa escala de diversidad encontrada en el suelo, requieren de un enfoque
selectivo para llevar a cabo un inventario de la biodiversidad bajo suelo, utilizando
el concepto de grupos funcionales clave como los descritos anteriormente.

Aln sigue siendo una pregunta sin respuesta la relacion existente entre diver-
sidad de especies, diversidad funcional (el nimero de grupos funcionales), com-
posicién funcional (la naturaleza de los grupos funcionales) y ocurrencia e inten-
sidad de los procesos ecoldgicos. Se espera que los servicios de ecosistema, que
dependen de grupos funcionales, compuestos por relativamente pocas especies
y/o especies altamente especializadas, sean los mas vulnerables ante situaciones
de estrés y perturbacién que afectan a dichos grupos funcionales. Hasta donde se
conoce, lo anterior aplica para los trituradores de materia organica (véase transfor-
madores de hojarasca en Tabla 1.2), bacterias que nitrifican y denitrifican (como
parte de los transformadores procariotas), bacterias involucradas con el compuesto
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C1y en las transformaciones de hidrégeno (metanogénicas y metilotréficas), hie-
rro, cobre y azufre quimiolitotrofos, hongos micorrizogenos (entre los microsim-
biontes) v bioturbadores (ingenieros del ecosistema); esto conlleva a una serie de
interrogantes como ¢cual es el nimero minimo de especies dentro de los grupos
funcionales que garanticen la resistencia del suelo contra el estrés del ecosistema
natural y antropogénico, y en relacidén con que “especies clave (si existen) en los
grupos funcionales?. Por lo tanto, cuando se adopta el concepto de los grupos fun-
cionales principales, preguntas como las anteriores deberian ser consideradas en
la definicién del propésito del objetivo de la investigacion de la biodiversidad bajo
suelo, puesto que se reflejaran en los métodos a utilizarse.

Los métodos estandar son necesarios para describir los ecosistemas de manera
consistente. Este manual aborda métodos para el inventario y caracterizacion de
la biodiversidad del suelo, centrandose en los grupos funcionales que permitan la
evaluacion de la diversidad, abundancia y composicidn de las especies. La evalua-
cion de la composicion de la comunidad bidtica depende de la identificacion de los
especimenes recolectados, lo que exige un alto nivel de conocimientos taxono-
micos, que para algunos grupos y en algunos paises es un desafio importante. En
este manual no se abordan problemas taxondmicos, aunque se dan referencias de
claves para la identificacion de especies de varios grupos funcionales.

Los métodos han sido desarrollados, escogidos y modificados, especialmente,
para su aplicacion en paisajes con diferentes usos de suelo, de manera que sea
posible evaluar, por ejemplo, el impacto que provoca la intensificacion agricola, la
fragmentacion de habitat y el manejo de cultivos en la diversidad bioldgica del sue-
lo. Esto deberia servir como respuesta a un gran niimero de preguntas en contextos
similares. En el prefacio se plantea una breve descripcion del proyecto, para el cual
se han desarrollado y probado los métodos.

INVENTARIO DE BIODIVERSIDAD BAJO SUELO EN ESCALAS DE
ESPACIO Y TIEMPO

Cambio de uso de suelo como la causa principal del cambio de
diversidad bioldgica del suelo

Un inventario puede demostrar si la biota del suelo responde a intervenciones hu-

manas como practicas agricolas, deforestacion, contaminacion y cambio climatico.
Si éste es el caso, las consecuencias pueden ser negativas, en términos de una dis-
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minucion de los servicios del ecosistema; incluso puede producirse la pérdida de la
productividad primaria, debido a cambios en la fertilidad del suelo y/o incrementos
de enfermedades en el mismo; pérdida del potencial para la limpieza de los residuos
y contaminantes, interrupcion de los ciclos elementales globales y respuesta ante
los efectos de los gases invernadero y de la erosion. El suministro global de alimen-
tos depende de la agricultura intensiva; en la medida que proceda la intensificacion,
la biodiversidad arriba del suelo se vera reducida, lo cual implica una reduccion de
la biodiversidad bajo suelo vy, por ende, la regulacion bioldgica de los servicios de
ecosistema basados en el suelo. Dichas funciones regulatorias frecuentemente se
describen como “sustitutos” por insumos, tales como cultivo mecanico, fertilizan-
tes quimicos y pesticidas (Kibblewite et al., 2008). Se presume que de esa forma
se reducira la diversidad bajo suelo y que, si se acompana de la extinciéon de espe-
cies individuales, puede causar pérdidas de funcion y reducir la habilidad de los sis-
temas agricolas para soportar periodos inesperados de estrés, produciendo efectos
indeseables. En los trdpicos, un gran nimero de agricultores tienen acceso limitado
a insumos; a pesar de que la produccion se ha intensificado, la complejidad de
los agroecosistemas ha sido drasticamente reducida. Una solucion alternativa seria
intensificar y, al mismo tiempo, retener una buena cantidad de diversidad sobre el
suelo. EI mantenimiento de una variedad de cultivos y otras plantas es aceptado
como una practica que protege al agricultor contra los riesgos a corto plazo, ade-
mas, la biodiversidad y complejidad arriba del suelo favorecen el restablecimiento
o proteccion de la diversidad de organismos bajo suelo; especialmente, de los que
puedan realizar las funciones bioldgicas esenciales. Este hecho puede considerarse
tanto a nivel de campo como de paisaje, para mejorar la complejidad estructural y
diversidad funcional, especialmente en suelos degradados.

Para qué muestrear, donde y cuando

Aunque éste es un manual de instruccion practica, en la medida de lo posible,
deberia reflejar un consenso de la teoria ecolégica y del pensamiento actual sobre
estructuras de la comunidad en diferentes escalas espaciales y temporales, escalas
que determinan la prediccidn de servicios ecosistémicos. Sin embargo, los proce-
sos de disturbio -y recuperacion- que afectan la biodiversidad bajo suelo, también
se manifiestan en diferentes escalas espaciales y temporales (por ejemplo, varias
frecuencias), muchas veces enlazadas entre si. El principio central es que el signi-
ficado funcional de la diversidad bioldgica cambia de acuerdo con las escalas de
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espacio y tiempo (Swift et al.,, 2002; Lavelle et al., 2004). En términos generales,
esto quiere decir qué se mide, donde y cuando se mide, tomando en cuenta los
aspectos de la biodiversidad que puedan afectar, de manera general, a los servicios
del ecosistema en diferentes tipos de comparaciones.

El objetivo deberia ser reducir la variabilidad intragrupo y maximizar la varia-
bilidad entre grupos. El mayor reto, entonces, es cdmo definir estos “grupos” en
relacion con niveles de escala, espaciales y temporales, con el propdsito de lograr
lo anterior. Por ejemplo, se puede esperar una variacion grande, en nimero y diver-
sidad de lombrices de tierra al moverse de un lugar a otro; o bien, del campo hacia
setos que delimitan el terreno, mientras que en el caso de la zona de uso de suelo,
que combina estos elementos dentro de un sistema de uso de suelo, los nimeros o
diversidad pueden mantenerse estables. Esto quiere decir que, el inventario de es-
pecies de lombrices de tierra, en un lugar especifico, puede quedarse corto en rela-
cidn con el propdsito de evaluacion de la diversidad de toda el area, como se podria
esperar, si el objetivo del inventario es conservar la biodiversidad bajo suelo. De la
misma manera, la diferencia que puede ocurrir en la descomposicion o la fijacion de
nitrégeno simbidtico entre dos paladas de suelo del mismo campo, probablemente
es cuestion de saber cuales microorganismos existen en cada una; pero en el caso
de dos campos colindantes, en un mismo paisaje, puede que se deba al drenaje o
manejo previo del lugar, o bien, a la existencia de termitas o cualquier otro ingenie-
ro del ecosistema que haya presentado mayor actividad en un lugar que en otro.

Entre dos paisajes o dos regiones, se pensaria que el material parental y el clima
fueran los factores determinantes en el proceso de formacién del suelo. La for-
macion del suelo, a escala regional, constituye uno de los servicios del ecosistema
que integra procesos en todas las escalas. El clima, los materiales parentales y los
suelos seran los principales determinantes de todos los servicios del ecosistema a
nivel paisaje; no obstante, puede haber una influencia biética significativa, si uno o
mas grupos funcionales importantes estuvieran ausentes o permanecieran en baja
presencia en una de las localidades o si el ecosistema original de bosque se hubiera
reducido a una presencia minima en uno de los lugares, mientras se mantuviera en
un paisaje mixto, en otro lugar.

Las escalas temporales son importantes en los procesos de degradacion, por
ejemplo, la pérdida progresiva de macroporos, la erosion de finas particulas de suelo
y la reduccién al minimo de materia organica compleja que, en Ultima instancia
podria, incluso, destruir la capacidad productiva, al punto de llegar a hacerla ser
irrecuperable. Asimismo, en caso de rehabilitacion, los ciclos de vida de diferentes
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taxa de biota varian de horas a afos y pueden incorporar estados obligados de inac-
tividad, mientras que las fecundidades también varian y, por lo tanto, el tiempo re-
querido para que una poblacion creciente alcance un tamafio critico minimo donde
es autosuficiente, también sera diferente de un organismo a otro. Los principales
conceptos tedricos que corresponden a estos criterios son: apertura y conectividad,
ampliamente discutidos, en el caso del ecosistema de suelo y sedimentos (Wall,
2004). El impacto en el disefio de muestreo, al igual que en los protocolos de me-
dicién, se enfatiza en el capitulo 2 de este manual.

Los cuatro niveles de escala espacial en muestreo, como se indica mas adelan-
te, son usados en el proyecto CSM-BGBD (véase prefacio) y estan considerados
como ejemplo. No obstante, cada proyecto necesitara determinar su propia escala
en funcion de sus objetivos. La Tabla 1.3 muestra un resumen de niveles jerarqui-
cos modificados a partir de los propuestos por Lavelle et al. (2006), al igual que
los procesos de cambio relacionados, que afectan a la biodiversidad bajo suelo (y
servicios ambientales asociados) y el componente de la biodiversidad bajo suelo,
de gran relevancia en ese nivel.

1. Paisgje. En el nivel mas alto, la distribucion espacial de la biodiversidad bajo
suelo estara fuertemente influenciada por los gradientes de altitud y tempera-
tura, por los gradientes o transiciones de las condiciones de humedad o por los
gradientes de las propiedades del suelo, derivados de la base mineral y vegetal.
El patrén de uso de suelo superpuesto en funcion de dichos efectos de clima,
geologia, vegetacion vy tipo de suelo, sera un determinante mas de dicho nivel.
Las caracteristicas espaciales de la distribucién de uso de suelo (“parches” de
uso de suelo, como puede ser dentro de los bosques), también tendran una
importante influencia en la biodiversidad. El inventario de biodiversidad bajo
suelo, a escala de paisaje, debera capturar la distribucién, tamafo y forma de
estos gradientes y fragmentaciones, para explicar las posibles variaciones en la
biodiversidad bajo suelo.

A nivel paisaje es dificil evaluar el efecto de la biodiversidad bajo suelo sobre
algunos servicios del ecosistema, como calidad y suministro de agua o control
de erosion y no parece que éste juegue un papel importante, comparado con
los efectos que produce la vegetacion misma. La biodiversidad bajo suelo, in-
cluyendo el descubrimiento de especies invasivas exoticas es, en este caso,
mas Util como indicador de la respuesta del suelo al manejo. La proteccion y
conservacion de los principales agroecosistemas y habitats representa la mejor
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opcién para dicha intervencién. La escala de tiempo de estos procesos (cambio
de la composicién de uso de suelo y configuracién de paisaje) para ser observa-
ble necesitaria de varios o, incluso, de cientos de afos.

2. Area de uso de suelo. Las areas de uso de suelo se definen en funcion de su uso
y régimen de manejo (Huising, 1993), tal es el caso de un area con planta-
ciones comerciales de té o la caracterizada por la agricultura de autoconsumo.
Estas areas muestran, tipicamente, una combinacion especifica de tipos de co-
bertura. La biodiversidad sobre el suelo se determina por la variedad de cultivos
encontrados en el area y por los elementos vegetales asociados con barbechos,
rompevientos, cercos vivos, tramos de bosque y otros elementos de manejo de
paisajes. Las interacciones laterales son componentes muy importantes para la
biodiversidad bajo suelo, y para la manera en como funciona el sistema, sobre
todo, cuando se trata de agrosilvicultura. Los gradientes de las propiedades de
suelo si ocurren en este nivel, pero son asociados con el manejo; por ejemplo,
Vanlauwe et al, 2006 y Tittonell et al., 2007, describen los gradientes de la
fertilidad del suelo en funcién de los recursos destinados al terreno, por lo tanto,
es en este nivel donde la biodiversidad bajo suelo deberfa estudiarse de manera
minuciosa, respecto al cambio de uso de suelo. La intensificacion de uso de suelo,
normalmente, se asocia con la extraccidn de elementos vegetales como arboles,
que implican una pérdida de sus aportes e impactos; éste es el caso de algunos
arboles donde ciertos organismos de suelo hacen uso de sus nichos, de manera
que la relacion entre el patron de distribucion espacial de la biota sobre el suelo
con la de bajo suelo son particularmente interesantes. En este nivel, los cambios
relacionados con el uso y cobertura del suelo, son visibles en escalas de tiempo
mas cortas que pueden abarcar desde pocos anos hasta varias décadas.

3. Parcela o parche. A nivel de parcela, la composicion y actividades funcionales
de la biota son de gran interés y, en el caso del inventario de biodiversidad
bajo suelo, también lo es la abundancia de especies relativas, pertenecientes
a varios niveles tréficos y grupos funcionales que gobiernan la estabilidad de
redes alimenticias y la provision de funciones de apoyo. A este nivel, la es-
tructura comunitaria y sus interacciones son reguladas por la arquitectura del
suelo del lugar en especifico (Lavelle et al., 2006). El terreno o parche, si no es
demasiado grande, queda dentro de los dominios funcionales de los ingenieros
del ecosistema, incluyendo a las raices de suelo. Cambios en la arquitectura
del suelo, aunque sean provocados por cambios en la composicion funcional
y actividad de los ingenieros del ecosistema o del arado del suelo, tendran un
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efecto sobre las interacciones tréficas v, por lo tanto, en la estructura de la red
alimenticia. El manejo de materia organica y el uso de agroquimicos causaran
un mayor impacto en la estructura de la red alimenticia.

Cualquier tipo de inoculacién causara un impacto directo sobre la diversidad
bajo suelo vy, por ende, puede servir para corregir desequilibrios en la compo-
sicion funcional o para mejorar algunas funciones en particular, como en la
cadena alimenticia, la introduccion de depredadores para el control de una en-
fermedad en particular. Tal intervencion deberia apoyarse en el inventario v la
abundancia relativa de especies, pertenecientes a grupos funcionales definidos
o a niveles troficos dentro de la cadena alimenticia. A nivel parcela, los procesos
involucrados, condicionados por los organismos de suelo en la produccion de
servicios de apoyo tales como mantenimiento de la estructura de suelo vy la
descomposicion de materia organica introducida, tienen escalas de tiempo re-
lativamente cortas y mostraran variaciones estacionales. Cambios estructura-
les en la comunidad bidtica (conexiones en la cadena alimenticia, composicion
funcional) pueden necesitar de varios afios.

4. Nicho, subparcela o microhabitat. Este nivel se refiere a los microhabitats que
alojan a los microbios y a los componentes de la microfauna del sistema de
suelo que los regulan. Estos existen en la escala de los horizontes de suelo, del
agregado individual y de la particula individual, son segregados en los dominios
funcionales: rizésferas, drilosferas, termitdsferas, etc., reflejandose la depen-
dencia de los organismos mas pequefios en los ingenieros del suelo para el su-
ministro de sus sustratos (véase Lavelle y Spain, 2001, para mayores detalles
y terminologfa). La redundancia funcional entre los transformadores primarios
(especies o familias diferentes que cumplen una misma funcién), la competen-
ciay la eficiencia son de particular relevancia y, en relacion con esto, el grado de
diversidad genética, dentro de los microorganismos, también despiertan gran
interés. Las opciones para intervenciones de manejo en una escala de subpar-
cela son actualmente limitadas, principalmente, la inoculaciéon con especies mi-
crobianas, pero un entendimiento de los procesos e interacciones es vital, dado
que ésta es la unidad fundamental de la funcién del suelo.

Las “intervenciones” enlistadas en la Tabla 1.3 son parcialmente derivadas
del concepto “el manejo jerarquico de la biota del suelo”, segtin lo describe Swift
(1998). La lista de intervenciones y mediciones correspondiente a la biodiver-
sidad bajo suelo, no es necesariamente exhaustiva, sino mas bien ilustrativa,
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existiendo una superposicion entre niveles de escala dentro de los parametros

a medir.

Tabla 1.3 Niveles jerarquicos de inventario y manejo de biodiversidad bajo suelo, uni-

dades de referencia, procesos asociados de cambio y componentes relevantes de la
biodiversidad.

Paisaje

Area de uso
de suelo

Area caracterizada
por un mosaico de
uso de suelo y de
ecosistemas como
cuenca mayor.

Area con uso de
suelo caracteris-
tico y patron de
cobertura de suelo
y régimen de
manejo.

Sin especificar:
tal vez, varias
por bioma o por
region dentro
de un pais.

3-20 tipos de
areas de uso de
suelo, dentro de
un paisaje espe-
cifico (depen-
diente del nivel
de detalle de la
clasificacion).
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Cambio de uso de
suelo: proteccion
de usos de sueloy
elementos de pai-
saje, de relevancia
especifica para la
biodiversidad y
mantenimiento
de la provision

de servicios de
ecosistema, por
ejemplo, parches
de selva, corredo-
res biologicos.

Intensificacion
de uso de suelo,
degradacion

de suelo; man-
tenimiento de
areas de refugio
bioldgicas y bio-
diversidad arriba
del suelo; manejo
integrado de
recursos naturales
y practicas de
conservacion del
suelo.

Diversidad bio-
l6gica de suelo:
especies exoti-
cas e invasoras.

Diversidad
funcional,
diversidad y
composicién
de especies
especialmente
relacionada con
ingenieros de
ecosistemas:
patron de distri-
bucion espacial.



Tabla 1.3 Continda.

Parcela, Area con un uso 10 a 100 por

parche particular y mane-  area de uso de
jo particular; por
ejemplo, campo

agricola, parcelas

de vegetacion,

suelo.

selva, etc.

Nicho
microhabitat

Por ejemplo,
horizontes de
suelo, rizosfera,
drilésfera.

Datos requeridos

Intensificaciéon de
manejo de suelo y
cultivos, erosion,
mejoramiento de
sistemas de cul-
tivo y manejo de
materia organica,
labranza minima,
etc. inoculacion.

Manejo de

biota clave;
introduccion

de agentes de
control bioldgico,
inoculacion con
microsimbiontes.

Abundancia
relativa de
especies, dentro
y entre grupos
funcionales y
niveles troficos;
composicién
funcional.

Biomasa v acti-
vidad microbia-
na, diversidad
genética.

Los métodos expuestos en este manual, proveen un gran niimero de parametros para la

evaluacion de la biodiversidad bajo suelo. Sin tomar en cuenta los objetivos especificos

y el disefio experimental de cualquier estudio, los datos tendran que ser acumulados en

cada punto de muestreo, para lo cual se indican en los capitulos 3y 9 los mejores mé-

todos, que consisten en el uso oportuno de tiempo v recursos. Por regla general, el in-

ventario bajo suelo de la biodiversidad, utilizando los métodos previstos en este manual,

provee los siguientes datos e informacion, dependiendo del tipo de andlisis realizado:

En cuanto a la biodiversidad:

* Riqueza taxondmica a nivel de especie, o a nivel mas alto o méas bajo (por

ejemplo, cepas para microsimbiontes).

* Abundancia (total) y biomasa (en el caso de animales) de taxa.

* Abundancia y biomasa de los grupos funcionales (GF).

* Proporciones relativas de GF.
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* Indices cuantitativos generales de riqueza y equitatividad.
En cuanto al suelo, uso del suelo, intensidad de uso y cobertura de suelo:

* Cultivo aparente o uso de barbecho.

*  Practicas actuales de manejo de suelo y cultivos.

* Propiedades fisicas y quimicas basicas: pendiente y aspecto del suelo.

 Caracteristicas de vegetacion.

* Promedio de datos climaticos y precipitacion real hasta la fecha de muestra.

* Historia precisa del uso de suelo desde su estado de selva no perturbada hasta
otro tipo de vegetacion pre-cultural.
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CapiTuLo 2
Diseno y estrategias de muestreo para la
evaluacion de la biodiversidad del suelo

E. Jeroen Huising, Richard Coe, Juvenil E. Cares, Julio N.
Louzada, Ronald Zanetti, Fatima M. S. Moreira, Francis-X. Susilo,

Souleymane Konaté, Meine van Noordwijk y Shiou P. Huang (1)

INTRODUCCION

Gran parte de este manual contiene instrucciones de como tomar mediciones una
vez que se tiene un sitio de muestreo, en un punto predeterminado del paisaje;
también incluye como determinar la localizacion de estos sitios de muestreo: lo
que se discutira mas abajo. El problema de localizar los puntos de muestreo se pre-
senta a diferentes escalas. En una primera escala, se necesita determinar en donde
va a estar localizado todo el estudio; en otra, es necesario escoger el lugar donde
se tomaran las muestras de suelo para los analisis quimicos. En algin punto entre
estos dos, se encuentra el problema de la eleccién de los sitios. En cuanto al argu-
mento es mas complicado que una mera eleccion al azar; el problema gira en torno
a como escoger el nimero y localizacién de los puntos de muestreo en el paisaje en
cuestion, en los cuales se llevaran a cabo los protocolos de medicion, mismos que
se describiran en los siguientes capitulos.

La base del problema radica en el muestreo. Existe una larga tradicion de
muestreo en la ecologia de campo vy, por tanto, una gran experiencia al respecto.
Ademas, se cuenta con una teoria de muestreo bien establecida, que aplica en
todos los casos (Cochran, 1977). Hay numerosos textos que describen la teorfa
y su aplicacién (ej. Southwood y Henderson, 2000; Gregoire y Valentine, 2007).
Entonces ;para qué se necesita otro capitulo que discuta las técnicas de muestreo
de la biodiversidad del suelo? A pesar de los conocimientos y experiencias en rela-
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cidn con el tema, en cualquier proyecto habra desacuerdos y discusiones en cuanto

a las estrategias de muestreo. Son varias las razones para ello:

1

La aplicacién de una teoria completa o de métodos tan extensivos como los
utilizados en otros estudios, pueden discrepar en lo referente al caracter prac-
tico del estudio que estd siendo disefiado. Por ejemplo, es posible que no sea
facil tomar tantas muestras como se desearia, debido al tiempo vy al costo, o
bien, el acceso a sitios de muestreo ideales puede ser restrictivo.

La aplicacion de una teorfa de muestreo puede requerir de informacion con
la que no se cuenta hasta que los datos han sido colectados. Por ejemplo, el
tamanio de muestra requerido depende de la variacion entre las muestras.
Si datos similares no han sido colectados antes, entonces esta variacion es
desconocida.

Puede haber limites en cuanto a la teoria. Comtnmente hay malos entendidos
de algunos de los principios basicos, tales como por qué el trabajo de muestreo
debe ser de manera aleatoria, o qué es una replica.

Los objetivos del estudio determinan el disefio. Sin embargo, estos podrian
no estar completamente desarrollados o los objetivos multiples podrian sugerir
diferentes enfoques para el muestreo.

Los investigadores toman diferentes posturas filosoficas relacionadas con
el enfoque de muestreo, estan los que “Ven lo que esta ahi, entonces tra-
tan de entenderlo” y aquéllos que “empiezan con una hipotesis y tratan de
probarla”.

En este capitulo se describen algunas opciones para muestrear la biodiversidad

del suelo y las ventajas o desventajas de los diferentes enfoques. A continuacion,

se presenta un ejemplo del enfoque utilizado en el proyecto CSM-BGBD.

OBJETIVOS DEL ESTUDIO Y BASES DEL MUESTREO

La mayoria de los autores que escriben sobre disefios de investigacion puntualizan

que el disefio se determina en funcidn de los objetivos. Kenkel et al. (1989) lo

explican con detalle en el contexto de muestreo ecoldgico. Muchos de los debates

sobre los métodos apropiados de muestreo se deben a diferencias de opinidn en

cuanto a los objetivos exactos del estudio. Ford (2000) hace referencia a una

amplia discusion de los objetivos de investigacion en ecologia.

54 IVIANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



El muestreo aleatorio simple (MAS) constituye el punto de partida para la dis-
cusién sobre cémo muestrear. Si el objetivo es estimar la media poblacional (la
biomasa media de escarabajos por m”dentro del area de estudio, o el nimero pro-
medio de especies de hongos en 1 cm?) el MAS adquiere propiedades relevantes.
La media de la muestra es una estimacion imparcial de la media poblacional, y su
error estandar puede ser estimado sin hacer supuestos acerca de la variacion dentro
de la poblacién (técnicamente, existe una estimacion del error de muestreo basada
en el disefio). Intuitivamente, esto es atractivo. La teoria, entonces, indica cémo la
precision de la estimacion puede ser controlada mediante la eleccion de la muestra,
y la precision aumenta con un tamano de muestra fijo, a través de la estratificacion
(es decir, dividir la poblacién en sub-poblaciones o estratos, y en cada estrato to-
mar una muestra aleatoria). Otra alternativa al MAS consiste en usar un muestreo
sistematico usando una cuadricula, lo que se discutira en la seccion de muestreo
aleatorio y sistematico.

No obstante, existen pocos estudios ecologicos cuyo objetivo sea estimar la
media poblacional. Un ejemplo de un objetivo que requiere diferentes enfoques
de muestreo son los inventarios. Cuando el objetivo es identificar todas las espe-
cies de un grupo dado en el area de estudio entonces el MAS resulta inapropiado.
Piense en un nicho raro en el paisaje (por ejemplo, el caso de las orillas de un es-
tanque, situado en el lindero entre el bosque vy la pradera, existira solamente una
pequena porcion del area de estudio ocupada por este tipo de nichos. Si el objetivo
del estudio es estimar la biomasa media de escarabajos en general, no importara si
los nichos raros son omitidos o no, pero si el propdsito es realizar un inventario de
especies, entonces los nichos raros deben ser incluidos.

La mayoria de los estudios, incluyendo los del proyecto CSM-BGBD, intentan
entender los patrones en la biodiversidad. Un enfoque de muestreo consiste en
colectar datos usando el método de MAS o mediante una cuadricula, intentan-
do describir patrones (por ejemplo, andlisis de conglomerados y ordenacién) y
luego explicarlos (por ejemplo, encontrando correlaciones con variables ambien-
tales). Otra alternativa es formular algunas hipdtesis predictivas para explicar los
patrones en la biodiversidad, y luego disefar un estudio cuyo objetivo especifico
sea probar estas hipotesis. Los seguidores del primer enfoque pueden argumen-
tar que no quieren ser prejuiciados por hipotesis previas, argumentando que si
se empieza partiendo de un objetivo limitado, su imaginacion y descubrimientos
potenciales podrian estar restringidos, por lo que prefieren mantener la mente
abierta y partir de la observacion. Por supuesto, en ecologia, se han hecho im-
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portantes descubrimientos por casualidad, sin seguir estudios planeados; ade-

mas, cada investigador deberia estar abierto a la posibilidad de observaciones no

anticipadas y explicaciones verdaderamente nuevas. Sin embargo, existen tres

razones para tratar de disefar un estudio con objetivos especificos que incluyan

hipotesis comprobables:

1

Los descubrimientos inesperados usualmente tienen la naturaleza de formu-
lacidn de hipotesis observacionales que sugieren explicaciones. Se requiere de
estudios minuciosamente planeados para poder probar dichas explicaciones.
De hecho, los que proponen el enfoque “no hipotético” en realidad parten de
alguna forma de hipotesis, aunque ésta sea implicita. Por ejemplo, sin alguna
nocion de los factores ambientales que puedan controlar la biodiversidad, es
imposible elegir cuales, entre un niimero infinito de factores, deberian ser me-
didos en los sitios de muestreo. Si las hipdtesis implicitas se hacen explicitas el
disenio de los estudios pueden ser mejorado.

Si se parte de hipotesis especificas, frecuentemente, es posible mejorar el dise-
Ao del estudio, haciéndolo mas eficiente.

Este ultimo punto subraya o enfatiza gran parte de lo que sigue en este ca-

pitulo. Si suponemos la hipdtesis de que la biodiversidad del suelo en parcelas

agricolas, esta determinada por el nivel de Perturbacién (P) v el nivel de Materia

Organica del Suelo (MOS) y se colectan los datos por medio del MAS o por mues-

treo de cuadricula, entonces es probable que:

La mayorfa de los sitios de muestreo tengan valores de Py MOS alrededor de la
media con, relativamente, pocos puntos con valores altos o bajos. No obstante,
si se trata de entender la relacion entre la biodiversidad del suelo y la MOS o |a
P, son los puntos més extremos los que proporcionan mas informacion (Figura
2.1). La estratificacién puede usarse para incrementar el niimero de puntos
con MOS mas extremos y mejorar la estimacion de la relacidn sin incrementar
el nimero de muestras.

La MOSy la P pueden estar correlacionadas; por ejemplo, parcelas con un valor
alto de P, frecuentemente, tienen valores bajos de MOS. Entonces es dificil y
hasta imposible, separar los efectos de las dos variables; no obstante, el estudio
podria ser disenado para incluir especificamente algunas muestras con valo-
res altos de P y de MOS y otras muestras con valores bajos de P y de MOS.
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Entonces, los efectos de ambas variables, v sus efectos combinados pueden
ser estimados.

En la practica, puede que sea imposible o inutil producir un solo indice de biodi-
versidad del suelo, como el que se observa en la Figura 2.1y las relaciones pueden
ser mas complejas que el caso de dos lineas rectas; sin embargo, se aplican los
mismos principios de disefio.

Otro ejemplo de una hipdtesis implicita en muchos de los estudios es la es-
cala espacial en la que ocurren los patrones interesantes. Cuando se determina
la distancia entre los sitios de muestreo y el tamafio total del area de estudio, el
investigador hace una seleccion de las escalas importantes para su estudio. Si éstas
se seleccionan explicitamente, entonces se abren nuevos debates con una proba-
bilidad de mejorar el disefio del estudio.

El objetivo global del proyecto CSM-BGBD fue comprobar la hipétesis de que
un incremento en la intensidad del uso del suelo cambia la biodiversidad del suelo
(mas especificamente, sefala una pérdida de biodiversidad del suelo). Este plan-
teamiento es muy amplio, pero aiin puede resultar util cuando se enfoca con un
disefio de muestreo. En términos ideales, dicha investigacion irla acompanada de
un experimento. La Unica manera cierta para determinar el efecto de un cambio, es
hacer justamente el cambio y esto precisamente constituye la base de un enfoque
experimental; sin embargo, no siempre resulta viable. Si tenemos que utilizar un
disefio de estudio observacional, en lugar del experimental, lo ideal seria llevar a
cabo un estudio longitudinal, en donde las parcelas sean monitoreadas a través
del tiempo para observar si los cambios en la biodiversidad del suelo pueden ser
correlacionados con cambios en el uso del suelo. Lo anterior, generalmente, tam-
poco es viable en un proyecto de duracion fija y corta, puesto que se desconoce
el tiempo necesario para el monitoreo. En el presente estudio, como en muchos
otros, se utiliza una aproximacion transversal, considerando un rango de usos de
suelo en un momento especifico de tiempo. Se espera que las correlaciones entre
la intensidad de usos de suelo v la biodiversidad del suelo reflejen alguna conexion
causal, que indiquen lo que pasaria con la biodiversidad del suelo si los usos de
suelo cambian en el futuro. Aunque la validez de este enfoque puede ser cuestio-
nable, muchas veces es la tinica opcidn disponible. Las discusiones en este capitulo
sélo consideran esquemas alternativos de muestreo para datos colectados por el
método transversal.
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Figura 2.1 Disefios para estimar la relacién entre biodiversidad del suelo y MOS: a)
muestreo aleatorio o en cuadricula, probablemente arrojara la mayoria de los valores
de MOS cercanos a la media, dando un estimado pobre de la pendiente; b) si se in-
cluyen de manera deliberada valores de MOS mas extremos, por estratificacion, esto
aumentara la precision de la estimacion de la pendiente.

a) b)

MOS

ENFOQUES PRACTICOS

El disefio de un esquema de muestreo exitoso y practico es todo un arte. Requiere
de un entendimiento profundo, con base cientifica y de las propiedades que ofre-
cen los diversos métodos; no obstante, es necesario que se combine con las res-
tricciones practicas impuestas por costos, tiempos y disponibilidad de expertos.
Asimismo, podria surgir una serie de restricciones adicionales, por ejemplo, el ac-
ceso limitado a localidades deseadas para muestrear, o bien, la necesidad de trans-
portar con rapidez las muestras desde el campo hasta el laboratorio. Los detalles
de como dichos factores practicos y tedricos pueden mezclarse, seran diferentes
para cada estudio y daran a cada investigacion un aspecto Unico. Sin embargo, es
posible que se especifiquen algunos pasos del proceso en general que se deben
seguir en cualquier estudio.

Paso 1: Defina objetivos
Como se indicé en la seccion de objetivos del estudio y bases de muestreo, los obje-
tivos determinan todos los aspectos del disefio, por lo tanto, desde un principio debe-

ran ser expresados de manera clara y precisa. Escribalos y compartalos con otros para
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que pueda discutir algunas sugerencias. Consiga el mayor nimero de comentarios y
sugerencias de los expertos en la materia. Estos expertos pueden ser investigadores
que trabajan sobre temas similares en otros lugares, otros que han trabajado en el
mismo sitio, o bien, otros que tienen experiencia en los métodos que va a utilizar.

Una herramienta que ayuda a refinar los objetivos es la presentacion de resul-
tados simulados. Imaginese que ha finalizado el estudio y ha obtenido resultados
;Qué tablas y graficas le gustaria presentar?, ;Cuales cumplen con sus objetivos
y proveen evidencia para su hipotesis?, andtelas y numérelas. La Figura 2.1 es un
ejemplo simple. Después debera comprobar con cuidado que: a) los resultados
realmente logren los objetivos y b) que el disefio de muestreo simulado realmente
pueda mostrar estos resultados.

Paso 2: Consulte otros estudios

Consulte los estudios relacionados con su investigacion. Cada estudio cuenta con
aspectos Unicos y siempre habra estudios previos de los cuales puede aprender:
ésto le permitird entender qué aspectos de los métodos utilizados han tenido éxito
y cuales limitan la eficiencia y calidad de los resultados. Anote especificamente el
tamano de las muestras utilizadas v la variacion de los resultados.

Paso 3: Relina datos relacionados

Relina informacion o antecedentes que seran necesarios para disefar los detalles
del muestreo. Estos incluyen: mapas topograficos (ej., indican la estratificacion
por altitud o nos permiten entender los problemas de acceso), imagenes de de-
teccion remota (ej., mapas de cobertura del terreno), mapas de uso de suelo (ej.,
para identificar los principales usos del suelo que se incluirdn en el estudio), datos
meteoroldgicos (ej., para ayudar a decidir cuales son las temporadas idéneas para
el muestreo de campo).

Paso 4: Elabore un diseno
Elabore un disefio tentativo utilizando una combinacién de principios generales, su
propia experiencia, disefios utilizados en otros estudios y su imaginacién. Si bien

puede haber aspectos sobre los cuales tenga poca idea, siempre debera plantear un
proyecto realista. Escriba el disefio con tantos detalles como sea posible.
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Paso 5: Revise su diseno

Comparta su disefio con otros investigadores para que expresen su punto de vista
y sus comentarios. De nuevo, éstos pueden ser personas que han trabajado con
temas similares, que han usado métodos similares o que han trabajado en la loca-
lidad o simplemente, que expresan su opinidn acerca de su tema. Trate de incluir
un estadista con experiencia en investigacion en ecologia. Un buen estadista, pro-
bablemente, considerara algunos aspectos que pueden pasar desapercibidos por el
ecélogo.

Paso 6: Realice una prueba piloto

Pruebe su enfoque. Una investigacion piloto abre la posibilidad de evaluar el as-
pecto practico del esquema de muestreo. Asimismo, permita probar y refinar los
protocolos de medicidn, procedimientos de manejo de datos, etc., también permita
estimar el tiempo del muestreo y el procesamiento de las muestras. De ser posible,
procese algunos datos hasta llegar a un analisis estadistico, esto dara una indica-
cién de la variabilidad, lo que puede ser util para ayudar a decidir el tamano final
de la muestra.

Paso 7: Revise los pasos

En cualquier paso, puede ser que tenga que retroceder a un paso anterior para
volver a intentar. En particular, revise los objetivos a la luz de nueva informacion;
un error comUn es obtener informacion que sugiere que los objetivos son inalcan-
zables, pero deberas seguir adelante.

JERARQUIA, REPLICACION Y TAMANO DE MUESTRA

La mayoria de los disefios de estudio son jerarquicos vy el problema de muestreo
no solo consiste en seleccionar el sitio de muestreo dentro del area de estudio.
El proyecto CSM-BGBD es un buen ejemplo, puesto que involucra varios paises.
Dentro de cada pais, fueron seleccionadas una o mas areas de estudio. En cada
&rea, uno o mas sitios de estudio (etiquetadas como “ventanas”) fueron seleccio-
nados. Dentro de cada sitio de estudio alrededor de 100 puntos de muestreo fue-
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ron seleccionados y en cada punto se tomaron muestras (el protocolo de medicién
determina mas capas en la jerarquia, como consecuencia de la extraccion de cuatro
muestras tomadas para la caracterizacion del suelo y sub-muestras de éstas para
los andlisis quimicos).

En cada capa jerarquica, se plantean las mismas preguntas: ;cuantas unidades
deberian de ser seleccionadas?, ;cuales son? En los niveles mas altos, las respuestas
no necesariamente estaran basadas en la ciencia. La seleccion de algunos paises
puede estar basada en funcidn de su politica o de los intereses de algunas agencias
financiadoras e investigadores que dirigen el proyecto, pero, en alglin nivel, dicha
seleccion se debera basar en los objetivos del estudio y en la aplicacion de algunos
principios.

Lo primero es centrarse en la idea de una teoria de muestreo de una “po-
blacion”. La terminologia es confusa y no tiene nada que ver con una poblacion
bioldgica. La intencion es saber a qué se refieren sus resultados. Como ejemplo,
se podria estudiar la biodiversidad del suelo en fincas alrededor de los limites del
bosque en el monte Kenia, lo que requerira de una muestra de fincas pertene-
cientes a esta localidad. Si se desean resultados que apliquen a los limites del
bosque de Africa del Este en general, entonces también se necesitara una mues-
tra de otros bosques. Sin eso, sélo podemos hacer afirmaciones sobre el monte
Kenia con base en los datos obtenidos y no es posible extrapolarlos a otros luga-
res. El muestreo implica que el conjunto sobre el que nosotros queremos hacer
inferencias (“la poblacién”) necesita ser delimitado antes de que un esquema de
muestreo pueda ser planteado.

La segunda idea es la de replicacion, que trata de mantener la consistencia de
patrones y relaciones. El objetivo de la investigacion es encontrar algunos patrones,
tales como los patrones de |a diversidad del suelo, relacionados con los usos de
suelo. Los patrones de interés son los que mantienen una consistencia a través de
un nimero de casos, ya que estos patrones pueden utilizarse para hacer prediccio-
nes y pueden reflejar algunas reglas o procesos. Por lo tanto, es necesario repetir
observaciones con el fin de determinar si los patrones son realmente consistentes.
Suponga que cuenta con diez muestras tomadas de un bosque y diez en las cerca-
nias de campos cultivados y que las muestras de bosque tienen consistentemente
una alta biodiversidad del suelo ;qué podria concluir? Si las muestras fueron selec-
cionadas de manera apropiada, puede concluir (con un grado conocido de incer-
tidumbre, evaluada mediante un analisis estadistico) que las muestras de bosque
contienen mayor diversidad que las de los campos cultivados; aunque, estricta-
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mente hablando, sélo podra concluir que ese bosque en particular es mas diverso y
no, los bosques en general. Si busca una conclusién valida para los bosques, debera
buscar una consistencia en varias de ellos.

Dentro de un estudio jerarquico, las unidades de nivel mas alto, como los sitios
de estudio pueden proveer un nivel de replicacion, por lo tanto, patrones consis-
tentes entre sitios, probablemente, representan una “regla” aplicable ampliamente.
Dentro de cada sitio de estudio se podran establecer conclusiones mas contunden-
tes si por ejemplo, varios bosques son muestreados. Sin embargo, muestras mul-
tiples de un mismo bosque no sirven al mismo proposito, puesto que representan
“pseudo-réplicas”. El que muestras repetidas dentro de un bosque sirvan para ser
interpretadas de igual manera que las muestras de diferentes bosques depende de
las propiedades de los datos y no, del disefio de muestreo. Un enfoque mas certero
es asegurar una replicacion valida y algunos resultados genéricos, a través de un
diseno que replique bosques y otros elementos de uso de suelo.

Algunas de las implicaciones de estas ideas en el muestreo de cuadricula son
ilustradas a través de un ejemplo simplificado que se muestra en la Figura 2.2. El
objetivo es muestrear un paisaje con dos usos de suelo, etiquetados como: “bos-
que” y “agricultura”’, para poder examinar las diferencias en la biodiversidad del
suelo. En la Figura 2.2a, ha sido construida una cuadricula de tal manera que in-
cluya los dos usos de suelo. Dicha cuadricula es una “ventana” con 77 puntos de
muestreo (intersecciones) definidos. En la Figura 2.2b se pueden observar tres
ventanas mas pequefias para muestrear tres diferentes parches de bosque y no
uno solo. La replicacién puede aumentarse y abarcar mas area total observada,
utilizando mas ventanas y mas pequefas (Figura 2.2c).

Una critica a este tercer tipo de disefio es que todos los sitios de muestreo
en tierras agricolas quedan cerca de un limite de bosque, por lo que no pueden
ser considerados representativos del uso de suelo. Una respuesta a esto es definir
una nueva categoria de limites de bosque” y asegurar ventanas en los tres sitios
de muestreo (Figura 2.2d). Nétese que no es necesario muestrear todos los usos
de suelo en cada ventana. Si este proceso de reducir el tamano de las ventanas
mientras se incrementa su numero se contintia, entonces en algin momento se
perderan las ventajas posibles de muestrear por cuadricula y se terminara con un
diseno que podria parecer un muestreo aleatorio de sitios individuales.

La palabra “escala” es confusa y controversial en la ecologfa (Peterson y Parker,
1998), pero queda claro que la escala en que se anticipan o hipotetizan los patro-
nes, determina el nivel jerarquico donde se requiere tener réplicas. Por ejemplo, la
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Figura 2.2 Cuatro enfoques para utilizar muestreo en cuadricula en un paisaje con dos
usos de suelo, selva y agricultura: a) una cuadricula sencilla que incluye un parche de
selva; b) tres cuadriculas que muestrean tres diferentes parches de selva; c) incremen-
tando la replicacién; d) reconociendo los limites como otra categoria.

hipdtesis puede ser “la biodiversidad del suelo en parcelas agricolas decrece con el
aumento a la distancia del limite del bosque”. Lo anterior, puede ser investigado
con parcelas (sitios de muestreo) en un intervalo de distancias, con réplicas en
cada distancia. Una hipotesis diferente seria “la biodiversidad del suelo en parcelas
agricolas decrece con la reduccion de la cobertura del bosque en el paisaje”. En este
caso, se necesita definir el significado de “en el paisaje”, es decir, la escala espacial
en que se evalud la cobertura del bosque; suponiendo que fue definida como areas
de 1 km?2. Entonces la hipdtesis necesita una muestra de una unidad de 1 km?,
con varios niveles de cobertura de bosque. Ahora es la réplica quien determina la
necesidad de varias areas en cada nivel de cobertura de bosque. Para poder evaluar
la biodiversidad del suelo dentro de un 1 km?2, se requerira de mas muestras, con la
definicion de algunos sitios dentro de cada unidad. La réplica dentro de la unidad es
importante para determinar la precision con que la biodiversidad del suelo es medi-
da para cada unidad, pero no es relevante para afirmar la consistencia del patrén a
través de la unidad de 1 km? necesaria para examinar las hipotesis.

En otras areas de la ecologia, factores del paisaje como la fragmentacion del
bosque, afectan los procesos; por lo tanto, los objetivos de un proyecto de biodi-
versidad del suelo pueden incluir “analisis del paisaje”. Los dos ejemplos del parrafo
anterior son andlisis que utilizan factores del paisaje; sin embargo, se basan en
datos de diferentes niveles jerarquicos: uno, utiliza datos en el nivel de parcela y el
otro, datos en el nivel de unidades de 1 km?2. El mensaje es claro: “el nivel de pai-
saje” no esta bien definido v, si se intenta hacer un “analisis en el nivel de paisaje’,
no queda claro el disefio de muestreo que se necesita.
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Una vez que se sepa lo que hay que replicar, los métodos estandares estan dis-
ponibles para ayudar a seleccionar el tamano de muestra, al igual que el software
para iniciar el analisis. Los métodos requieren conocimiento de dos cosas: de la
magnitud de las diferencias (por ejemplo, la diversidad del suelo entre dos usos de
suelo) que es importante detectar, y la variabilidad entre réplicas del mismo uso
de suelo. Queda claro que la decision sobre el tamaiio de muestra depende de esto,
pero normalmente resulta dificil especificarlos. Cuando la investigacion es dirigida a
medir respuestas econdmicas para decisiones de manejo (por ejemplo, la respuesta
de un cultivo a un fertilizante) entonces es viable especificar la respuesta minima
que es importante detectar. No obstante, cuando el objetivo de la investigacion es
detectar y entender algunos procesos, muchas veces no es posible especificar un
tamano de muestra que resulte importante.

Una estimacion aproximada de la varianza puede ser obtenida de estudios pre-
vios, pero saber qué relevancia tendra en nuevos ambientes puede ser desconocida.
Otra complicacion surge a partir de las respuestas multivariadas de interés. Los mé-
todos estandares presumen que existe una respuesta medible de la biodiversidad
del suelo que se puede utilizar para obtener el tamafio de muestra; sin embargo,
ninguin estudio real ha multiplicado las respuestas de interés, como la diversidad de
diferentes grupos funcionales, medida de diferente manera; nimeros, biomasas y
proporciones de estos grupos funciones o especies, etc. Por lo tanto, en la practica,
el tamafo de muestra se ha basado en una combinacion de informacion de méto-
dos formales (lo que puede indicar los drdenes de magnitud requeridos), y estudios
previos similares y pilotos.

Enfoques secuenciales (Pedigo y Buntin, 1993) permiten continuar con el
muestreo hasta que algunos criterios se cumplan. Aunque sean tedricamente
atractivos, es improbable que sean practicos para los estudios de biodiversidad del
suelo porque el trabajo necesita planearse en distintas fases de campo v de labora-
torio, con muchas mediciones que solo estan disponibles después de un largo pe-
riodo de muestreo en campo. El muestreo adaptativo (Thompson y Seber, 1996)
permite que el disefio responda a patrones que se detecten. Si bien existe cierta
atraccion por esta idea, es improbable su viabilidad, dada la necesidad de planear
campanas de campo por adelantado. Una variedad de disefos a multi-escala han
sido utilizados en estudios ecoldgicos. La idea de estos disenos es elegir posiciones
de muestreo, de tal manera que los patrones, a diferentes escalas, puedan ser in-
vestigados. Los patrones a escala fina requieren puntos muy cercanos. Patrones a
escala mas grande, requieren puntos mas lejanos. Por lo tanto, se incluyen ambos

64 IVIANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



y los disefios eficientes tienen una estructura en forma de conglomerado (Urban et
al., 2002; Stein y Ettema, 2003).

En cada sitio de muestreo seleccionado, se requiere tomar muestras (ver es-
quema de puntos de medicién abajo). Piense en un lugar seleccionado, no en fun-
cion de un punto, sino de una parcela, quiza en un area del orden de 100 m?=.
Necesitara muestrear dentro de toda esta parcela, pero Unicamente un volumen
de suelo muy limitado puede ser examinado en la mayoria de las mediciones de
biodiversidad del suelo y se toman varias muestras para poder representar toda la
parcela. Normalmente, dentro de cada parcela se retinen las muestras; lo que quiere
decir que se mezclan varias muestras de suelo, antes de cuantificar la biodiversidad
del suelo; existen dos razones para ello: una, simplemente es practica, puesto que
habria demasiadas muestras para procesar si no fuera asi; la segunda, responde a la
necesidad de contar con mediciones iguales de diferentes grupos funcionales del
suelo. Cuando varios grupos de especies estan siendo evaluados, seguramente las
relaciones entre ellos son importantes; esto quiere decir que se tiene que medir
en el mismo lugar. No obstante, normalmente sélo resulta posible examinar un
grupo en una muestra de suelo dada y la extracciéon de la muestra de un grupo,
podra alterar otros grupos. Asi, todas las mediciones se realizan a nivel de parcela;
esto significa que la variacidn y los patrones en la escala dentro de la parcela (por
ejemplo, <10 m) no se han examinado.

ENFOQUE DE OBJETIVOS: ESTRATIFICACION

En la introduccidn de este capitulo, se sugiere que un buen enfoque en los objeti-
vos de un estudio mejorara la eficiencia en su disefio e incrementara la posibilidad
de lograrlos. El objetivo de descubrir y entender los efectos del uso de suelo en la
biodiversidad del suelo, requieren establecer comparaciones en diferentes usos de
suelo. Un buen enfoque para mejorar el disefio de muestreo es el uso de la “estra-
tificacion’, lo que asegura que se obtengan muestras realmente representativas, de
tamanos adecuados, para cada uso de suelo. En este sentido, los estratos son areas
con diferentes usos de suelo y la idea es obtener, de manera deliberada, muestras
de cada uno de ellos. Algunas veces se piensa que este enfoque puede estar “ses-
gado” porque los tipos de uso de suelo para tomar las muestras se determinan a
priori. Si los datos se usan para hacer afirmaciones sobre el area de estudio en gene-
ral (por ejemplo, el nimero promedio de escarabajos por m?) sin tomar en cuenta
un diseno, entonces los resultados pueden estar sesgados, y los diferentes usos de
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suelo pueden no estar representados en las muestras, con frecuencias proporciona-
les a su ocurrencia en el drea de estudio. Sin embargo, el disefo no es parcial para
el objetivo de comparar los usos de suelo y ademas es eficiente. Si se cuenta con
un total de N muestras para comparar dos usos de suelo entonces, en ausencia de
alguna otra informacién, el mejor disefio es tener N/2 en cada uno de los dos gru-
pos. Con un enfoque de muestreo estratificado, podemos elegir un tamario idéneo
de muestra para cada uso de suelo.
Si se emplea este enfoque, entonces existen dos prerrequisitos:

1 Se necesita saber cuales son los usos de suelo a comparar y contar con defini-
ciones precisas de ellos.

2 Las localizaciones de estos usos de suelo deben ser conocidas. Se requiere de
un mapa de uso de suelo del area bajo estudio.

El primer aspecto hace que algunos investigadores se sientan incomodos ante
la idea de que una predefinicion de uso de suelo para la investigacion excluya el
descubrimiento de patrones potencialmente importantes. La predefinicidn, sin
embargo, tiene que considerarse en algiin momento, al igual que la necesidad de
definir con precision. Por ejemplo, ;dénde se encuentra el limite entre “pastizales
con arboles” y “bosque secundario”?; ;cuando se debe uno de mover a lo largo de
un gradiente para incrementar la cobertura de arboles? Aqui tenemos otra ganan-
cia potencial en la eficiencia del pensamiento a través de estos requerimientos en
el disefio y no sélo en la etapa de analisis. Si un disefio de muestreo no toma en
cuenta el uso de suelo, entonces probablemente muchos de los sitios de muestreo
seleccionados terminaran siendo posiciones ambiguas en lo que se refiere a la de-
finicion de uso de suelo, puesto que no habra certeza en como clasificarlas. En un
enfoque estratificado, las areas ambiguas pueden ser excluidas del muestreo. Por
supuesto, si el objetivo es hacer un inventario del paisaje, no es deseable excluir
algunos usos de suelo, ni aquellas zonas de transicion que puedan ser importantes,
pero si el objetivo es investigar los efectos de uso de suelo, tiene sentido excluir
tales sitios.

Si los objetivos incluyen investigacion en limites entre areas de diferentes usos
de suelo o de nichos raros, por ejemplo, rasgos lineales, éstos deberan ser incluidos
especificamente en el muestreo; de no ser asi, es probable que la muestra incluya
Unicamente algunas observaciones de estas categorias, a partir de las cuales no
se podran establecer conclusiones. Resulta mas eficiente incluirlas en un nimero
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suficientemente grande, si los objetivos lo requieren, o bien, excluirlas (da’ndoles
un equivalente de tamario cero), si los objetivos no lo requieren. Nétese que mu-
chos de estos argumentos también aplican cuando los factores hipotéticos que
influyen sobre |a biodiversidad del suelo, no son usos de suelo per se, sino variables
ambientales, influenciadas por el uso de suelo, tales como la MOS o la frecuencia
de fuego. El no contar con un mapa de usos de suelo, el que estos no tengan una
resolucion idénea, no es una limitante, ya que existe la posibilidad de la interpre-
tacion de imagenes por sensores remotos (SR). Cuando se usan variables como
la MOS en la estratificacion, puede ser util hacer un monitoreo rapido de la MOS,
calibrarlo en un mapa de uso de suelo, o en imagenes de SR vy utilizar esto para
definir los estratos.

MUESTREOS ALEATORIO Y SISTEMATICO

Las razones esenciales para utilizar el muestreo aleatorio simple (MAS) fue descri-
to anteriormente vy son detalladas en textos tales como Cochran (1977). Para la
implementacion del MAS es necesario delimitar el area de estudio, y seleccionar
los sitios de muestreo de manera aleatoria, de tal modo que: a) cada punto tenga
las mismas posibilidades de ser seleccionado, y b) la seleccién de un punto no
cambie la probabilidad de incluir cualquier otro punto. El muestreo aleatorio estra-
tificado requiere hacer lo mismo en cada estrato. El uso de un software para ayudar
en la aleatorizacidn y un GPS para localizar los puntos de muestreo en el campo,
resultan muy Utiles en la practica. Sin embargo, los estudios ecoldgicos no siempre
usan un muestreo aleatorio, algunas veces por una buena razon.

Un enfoque comtin no aleatorio es una seleccién subjetiva de los sitios de
muestreo, por ejemplo, cuando se toman muestras en lugares considerados in-
teresantes o importantes, que frecuentemente sirven como base para seleccio-
nar unidades de muestreo a niveles jerarquicos mas altos. Aunque a veces es
necesario, la limitante de este enfoque es |a posible falta de “representatividad”
del 4rea de muestreo (la medida en que los resultados pueden razonablemente
ser asumidos para aplicarlos a una poblacién mas grade) porque ésta depende
de la percepcion del ejecutor y no, de la propiedad inherente del disefio. Ello
queda, por lo tanto, abierto al debate cuando los resultados son presentados. Si
se toma un tamano de muestra subjetivo igual a 1, esto es equivalente a limitar
el area de estudio. Por ejemplo, cuando una “ventana” Unica se coloca en un
area, entonces dicha area queda representada por esa ventana y el hecho de
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que esa area sea o no, representativa dependera Unicamente de la habilidad del
ejecutor.

El muestreo sistematico tiene muchas aplicaciones en la ecologia, usando
transectos de una dimension o cuadriculas de dos dimensiones. En el caso de los
transectos, las muestras son seleccionadas en puntos que se encuentran a una
distancia fija entre si, a lo largo de una linea predeterminada. Para un muestreo de
cuadricula, una cuadricula rectangular (usualmente) es definida en el drea y las
muestras son tomadas en cada punto de interseccion. Las ventajas potenciales
de este tipo de muestreo sistematico se derivan de la teoria y de la practica. Las
ventajas de la practica incluyen:

* Lafacilidad de localizar puntos de muestreo, describir su ubicacion y los medios
de llegar a los puntos de muestreo; por ejemplo, el protocolo puede ser algo
tan simple como “desde el punto de partida, camino al norte y muestreo cada
50 m".

 La facilidad de planear el trabajo de campo; por ejemplo, de estimar el tiempo
requerido para muestrear un numero fijo de puntos.

La razdn estadistica para utilizar muestreos sistematicos es que pueden ser efi-
cientes (Webster y Oliver, 1990). Si se considera un estudio con el propdsito de
calcular la media o el total de algtin pardmetro (por ejemplo, el carbono total en el
suelo en el area de estudio o la media de escarabajos por m?). Si la cantidad medida
no es constante, una muestra que utilice la cuadricula dara una mejor estimacion
que una simple muestra al azar del mismo tamano, lo que frecuentemente es el
caso de variables ambientales y bioldgicas. La eficiencia se basa en el hecho de
que puntos cercanos son similares, por tanto, no proporcionan mucha informacion
nueva; mientras que en la cuadricula las muestras estan de manera uniforme en
toda el area de estudio. Por razones similares, el enfoque de cuadricula resultara til
para compilar el inventario de un area bajo estudio, salvo que puede excluir nichos
raros (véase abajo). Sin embargo, hay aspectos negativos:

* Algunos puntos de la cuadricula tendrian que ser excluidos del estudio, tales
como caminos o cuerpos de agua.

 Las cuadriculas incluyen muestras de diferentes usos de suelo, con un tamafo
mas o menos proporcional en cada tipo de uso de suelo. En particular, tipos de
uso de suelo raros pueden ser omitidos, lo que se puede compensar moviendo
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la ventana y anadiendo puntos, aunque el proceso podria llegar a ser arbitrario
y subjetivo.

* Algunas veces no es posible caracterizar el uso de suelo claramente en cada
punto de muestreo.

Estos puntos estan relacionados con el problema discutido en la seccidon “en-
foque de objetivos: estratificacion”. Si el objetivo del estudio es comparar clases de
uso de suelo, entonces el muestreo por cuadricula, a veces, no los captura de forma
optima, de manera que las cuadriculas y los transectos probablemente son mas
apropiados para muestrear la biodiversidad del suelo, cuando a) no existe ning(in
objetivo explicito o hipdtesis que involucre comparaciones o relaciones con varia-
bles ambientales, o b) la hipdtesis se refiere a una unidad espacial de un nivel mas
alto que la escala en que el muestreo por cuadricula o por transecto fue hecho. Por
ejemplo, Swift y Bignell (2001) recomiendan transectos de 40 m de largo, pero
éstos quedan dentro de cada clase de uso de suelo. Cuando se comparan usos de
suelo, se hacen réplicas de los transectos vy se asignan aleatoriamente los estratos
definidos por diferentes usos de suelo.

De esta forma, el muestreo sistematico por cuadricula o transecto, normalmente,
es combinado con un muestreo aleatorio. Por ejemplo, puede haber varias cuadriculas
definidas como se aprecia en la Figura 2.2d, con una localizacidn y orientacion hecha
al azar. De manera similar, el punto de inicio v la orientacién de los transectos que
se repiten pueden ser hechos aleatoriamente. Los transectos también pueden ser
utiles cuando se alinean con gradientes ambientales considerados importantes; esto
se conoce como “gradsectos” (Wessels et al,, 1998). Con la aleatorizacién en algdin
nivel en la jerarquia, es posible hacer un analisis estadistico basado en las propiedades
aleatorias del disefio; por ejemplo, si un nimero de cuadriculas pequenas es colocado
aleatoriamente en el area de estudio, entonces contamos con las réplicas necesarias
para establecer una consistencia, a través de patrones encontrados.

El analisis estadistico elegido para una muestra tomada en un disefio sistema-
tico no puede estar basado en la aleatorizacién, porque los sitios no fueron selec-
cionados de manera independiente dentro de cada cuadricula. Existen dos posibles
enfoques para el analisis: el primero asume que los datos se comportan de forma
aleatoria (por ejemplo, las propiedades estadisticas son las mismas, como si el pun-
to hubiera sido localizado aleatoriamente); el segundo, es utilizar un modelo ex-
plicito de patrones espaciales. En la mayoria de los analisis que buscan relaciones
entre variables ambientales vy la biodiversidad del suelo se usa el primer analisis,
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principalmente, porque las alternativas son complejas. Las consecuencias de supo-
ner esto son raramente investigadas.

Es claro que la distancia y el tamario total de la cuadricula determinan la escala
de los patrones que pueden ser detectados. No es posible observar patrones (por
ejemplo, agregacién de la biodiversidad del suelo) a escalas espaciales menores que
las distancias entre los puntos de la cuadricula; de la misma manera, tampoco sera
posible detectar patrones mas grandes que el tamario total de la cuadricula. Sélo se
pueden reconocer los patrones cuando existen varias repeticiones dentro de la misma
cuadricula. Es este aspecto de escala de patrones, definido por los objetivos del estu-
dio, el que deberia determinar los espacios y el tamano total de la cuadricula.

Algunas veces se sugiere que los espacios deben ser de tal manera que los
puntos vecinos no estén correlacionados. Esta nocidn de correlacion espacial es
importante, pero también confusa. La correlacion entre las mediciones de una de-
terminada distancia, no es una cantidad absoluta, pero es una medida relativa a un
promedio (técnicamente, el problema tiene que ver con el recambio). Para poder
ver esto, piense en analizar datos de una sola ventana en Kenia, donde los puntos
de una distancia de mas de 200 m entre si, pueden no indicar similitud en la bio-
diversidad del suelo, pero si juntamos los datos con otra base de datos global se
esperaria encontrar similitud, no sélo en los puntos que pertenecen a una misma
ventana, sino entre todos los puntos dentro de Kenia.

HABLANDO DE VARIABILIDAD

La experiencia de estudios pasados sugiere que se deberia de esperar un alto nivel
de variacion en muchas de las mediciones principales de la biologia del suelo. Atn
cuando se trata de distancias cortas, se puede esperar una variacion grande en nu-
mero vy diversidad de diferentes grupos funcionales. En paisajes agricolas tropicales
la variacion dentro de una categoria de uso de suelo puede ser debida a las prac-
ticas de manejo, la variacion en las caracteristicas de la vegetacion, las diferencias
historicas en el uso de suelo de la parcela, efectos de borde, posicion topografica y
caracteristicas biofisicas. Si los métodos formales para determinar los requerimien-
tos del tamano de muestra fueran seguidos, probablemente indicarian un tamano
de muestra mucho mas grande de lo es viable o costeable, ;Qué se debe hacer
entonces?

Primero, jno tiene sentido no hacer nada! Simplemente, si se sigue con un tama-
fio de muestreo preconcebido, no se alcanzaran los objetivos; si el plan original fue
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trabajar con diez muestras por cada uso de suelo dentro de un sitio de referencia, y las
indicaciones son que se necesitan alrededor de 100 muestras por cada uso de suelo,
no tiene sentido continuar, puesto que se terminaran obteniendo resultados vagos
y no concluyentes, los cuales se traduciran en errores estandares altos vy sin efectos
significativos cuando se analizan los datos. Tres son las posibles opciones:

1. Incrementar el tamano de muestra.
2. Utilizar métodos de muestreo para reducir la variabilidad.
3. Reducir la amplitud del estudio.

La primera opcion no resulta practica en la mayoria de los casos, pues siempre
hay limitaciones de tiempo, dinero, recursos y experiencia. Existen varios métodos
para reducir la variabilidad de las muestras; los mas utiles consisten en la estratifi-
cacion y la congruencia. Notese que el uso del término “estratificacion” se usa para
el muestreo, pero es diferente a como se aplica en “enfoque de objetivos: estratifi-
cacién” (arriba). Si algunas fuentes de variabilidad pueden ser previstas, éstas pue-
den ser usadas para definir estratos y removerlas del analisis. Por ejemplo, si el sitio
de estudio cubre un rango de altitudes, se puede esperar una variacién en la biodi-
versidad del suelo dependiendo de la altitud. La estratificacion, entonces, divide el
sitio de estudio en zonas de altitud v los sitios de muestreo dentro de cada una de
ellas. En esta fase del analisis de datos, la variacion de los usos de suelo se compara
dentro y entre estratos para no oscurecer los resultados. Este enfoque requiere que
algunos (no todos) de los diferentes usos de suelo estén localizados dentro de zo-
nas de altitud. Si el uso de suelo Unicamente varia con la altitud, entonces los dos
factores estan confundidos y sus efectos en la biodiversidad del suelo no se distin-
guen. Dado que existe una variacion ambiental, la variabilidad en la biodiversidad
del suelo estara en respuesta a la variacion ambiental. Consecuentemente, los es-
tratos pueden ser Utiles para definir puntos de muestro cercanos geograficamente.
Las ventanas en la figura 2.2 pueden ser vistas de esta manera.

Comparar conlleva la idea de la estratificacion a un extremo. Imagine que si
dos de los usos de suelo a comparar son bosque y campos de maiz, se puede espe-
rar que la biodiversidad del suelo dependa de muchas variables ambientales, tales
como el clima, topografia, y geologia. Estas variables ambientales varian tipica-
mente de manera irregular, con sitios cercanamente similares. De esta manera, si
seleccionamos parcelas de bosque y maiz que estan cercanas, las diferencias entre
ellas, principalmente, se deberan al uso de suelo y no, a otros factores, lo que nos
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permite eliminar las variables que “meten ruido” en el analisis. Entonces, el enfo-
que seria identificar y muestrear, por ejemplo, diez pares de sitios, donde cada par
esté formado por parcelas de bosque y maiz cercanas, situadas a cada lado de un
lindero de uso de suelo. Formalmente, cada par constituye un estrato de tamano
2. Mas de dos usos de suelo pueden incluirse en el disefio. Las ideas de disefio
para experimentos de bloques incompletos son relevantes para seleccionar pares
de usos de suelo similares.

Controlar la variabilidad mediante la reduccion del area de estudio, muchas ve-
ces es la mejor solucidn. El drea podria ser reducida, si se reduce el tamafio del sitio
de muestreo, reduciendo naturalmente la heterogeneidad, lo que puede ser insa-
tisfactorio porque también reduce la generalidad de los resultados. Si Unicamente
tomamos muestras en un area pequena, entonces no existe una base para asumir
que se han encontrado patrones ampliamente aplicables. Otras maneras de reducir
el ambito del sitio de estudio son:

No incluir todos los usos de suelo encontrados en el area de estudio, sino una selec-
cién que cubra un gradiente de intensidades de uso de suelo o que represente
alguna transicion tipica en el uso de suelo.

Ajustarse a la definicién de una clase de uso de suelo. Por ejemplo, en lugar de
tomar un “campo de maiz” como uso de suelo, se podra limitar la atencion a
campos de maiz que han sido cultivados continuamente durante los ultimos
diez afios, que no han sido fertilizados en los Ultimos tres afios y que son tra-
bajados con azaddn.

Evitar tomar muestras en sitios ambiguos, como aquellas que se encuentren cerca
de linderos.

Mientras esto ayudara a detectar y medir el efecto de la intensidad de uso de
suelo en la biodiversidad del suelo, pueden ser inconsistentes con los objetivos
del inventario de las especies. Un compromiso entre los dos objetivos puede ser
necesario. Esto es comun en el disefio de proyectos y, en resumidas cuentas, no se
puede esperar encontrar todo en un tamano limitado de muestra.

ESQUEMA DE MEDICION DE PUNTOS

Una vez localizados los puntos de muestreo, tiene que ser definido un protocolo de
medicion, lo que implica la necesidad de un muestreo adicional. El esquema basico
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de muestreo por puntos adoptado por el CSM-BGBD se presenta en la Figura 2.3,
que a la vez se complementa con la Tabla 2.1. Aunque el esquema de medicion
utilizado para el muestreo de grupos funcionales que son descritos por los procedi-
mientos del proyecto alternativas de roza, tumba y quema (Swift y Bignell, 2001),
es diferente de lo que fue propuesto por Swift y Bignell para adecuarse al enfoque
basado en la cuadricula. Por ejemplo, los pocos monolitos en cada punto de mues-
treo son compensados por el gran nimero de puntos de muestreo, que resulta en
aproximadamente el mismo nimero de eventos de muestreo. No obstante, los
resultados preliminares han indicado que con un pequefio monolito por punto de
muestreo no todas las especies pueden ser capturadas. Si éste es el objetivo para
llevar a cabo el muestreo, se prevén opciones adicionales para incluir monolitos
mas grandes.

Macrofauna: un solo monolito, trampas de caida (pitfall) y, por lo menos un
transecto de 20 m son colocados en cada sitio de muestreo. El muestreo por tran-
sectos se amplia para incluir hormigas y escarabajos, en adicidn a las termitas. En
un esquema alternativo adicional los monolitos pueden ser excavados para mejorar
el muestreo de lombrices de tierra y se puede introducir un sistema simple para
tomar muestras de termitas. Notese que en las parcelas pequefias, los sistemas de
cultivo pueden estar altamente disecados o los terrenos son dificiles, por lo tanto,
no es necesario que el transecto sea lineal. Un transecto puede tener un angulo de
90 grados, y muestrear parcelas de forma irregular o para evitar arroyos, fuertes
pendientes o rocas. Los arboles caidos deben incluirse en el transecto si estos que-
dan sobre la linea (Swift y Bignell, 2001).

Mesofauna: 12 extracciones de suelo tomadas en circulos concéntricos alrede-
dor de un solo monolito a 3 y 6 metros de radio, y extraidas utilizando el método
Berlese. Adicionalmente, las trampas pitfalls sin cebo abiertas durante un periodo
de 24 horas sirven para colectar mesofauna y macrofauna que viven en la super-
ficie. Las trampas pitfalls generalmente son apropiadas para hormigas, algunos
escarabajos, algunos saltamontes, milpiés y aranas. Muestras de suelo extraidas
con sacabocado por el método de Berlese contienen colémbolos, acaros y en sitios
himedos enquitreidos.

Microfauna: muestreos con sacabocado de manera similar en 12 extracciones
de suelo de dos circulos concéntricos, a 3 y 6 metros de radio del monolito. La
“microfauna”, principalmente se refiere a nematodos, aunque también a peque-
flos acaros (y larvas de 4caros) extraidos de las muestras de suelo; por el método
Berlese pueden cuantificarse.
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Figura 2.3 Esquema de muestreo por puntos para toda la biota. El muestreo se puede
ampliar si se usa uno o dos transectos para termitas, hormigas y escarabajos, mediante
un muestreo casual para termitas (1 hora) y por monolitos adicionales para capturar
mas lombrices de tierra.
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Microsimbiontes y hongos del suelo: muestreos de manera similar mediante
12 extracciones de suelo con sacabocado, puestas en dos circulos concéntricos
alrededor de un solo monolito, a 3 y 6 metros de radio.

Parametros fisicos y quimicos del suelo: cuatro extracciones de suelo con
sacabocado puestas en un circulo de 6 metros de radio de un monolito. En el
caso de estudios de co-ubicacidn, una extraccion adicional de suelo puede tomar-
se de la pared exterior de la zanja del monolito (véase Capitulo 3, muestreo de
macrofauna).

En un esquema alternativo (Figura 2.4) los usos de suelo pueden ser mues-
treados por una combinacién de monolitos principales y subsidiarios, transectos
de 50 metros, cuadrantes de hojarasca espaciadas y trampas pitfalls. El muestreo
casual alrededor de los transectos puede ser empleado y también trampas Malaise
colocadas para capturar insectos voladores mayores. El protocolo difiere de la pro-
puesta anterior, en lo concerniente a los puntos del transecto, cuadros de hojaras-
ca, trampas pitfalls y monolitos subsidiarios colocados en lineas paralelas de 50 m,
con una separacion lateral de 10 m. Este protocolo debe ser tomado basicamente
como una extension del propuesto anteriormente y se considera aplicable en don-
de se le dé mas importancia al muestreo de todas las especies que existen dentro
del &rea y en los casos donde la frecuencia de muestreo es baja (nimero de parce-
las muestreadas) por las razones explicadas anteriormente. Estas modificaciones
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resultan mas adecuadas cuando se encuentran diferentes usos de suelo en todos
los sitios.

CONSIDERACIONES PRACTICAS EN LA ORGANIZACION DEL TRABAJO
DE CAMPO

La colecta de muestras o la medicion directa en el campo deberian, en la medida
de lo posible, realizarse de forma secuencial y durante una sola salida. En el caso de
parametros fisicos y quimicos del suelo que permanecen estables en el tiempo, el
muestreo puede hacerse en un momento diferente. Lo anterior, por supuesto, no
se aplica en el caso de caracteristicas dinamicas del suelo, por ejemplo, el contenido
de agua en el suelo.

Figura 2.4 Esquema alternativo para muestrear macrofauna, utilizando un transecto
de 50 m.

Extraccion Transecto
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La colecta de muestras de los principales grupos funcionales de organismos
del suelo, requiere de la colaboracion de mucha gente en cada punto de muestreo,
con el riesgo de lastimar el cultivo en pie, al igual que afectar el inventario, espe-
cialmente de aquellos organismos con alta motilidad o sensibles a la intromision
humana. Por ejemplo, las lombrices de tierra epigeas y algunos tipos de termitas
comedoras de tierra son sensibles al disturbio, y especialmente a las pisadas, por
lo que se alejarian rapidamente. Por lo tanto, es importante reducir el niimero de
personas involucradas en la colecta de las muestras, aunque se necesita un nimero
suficiente de manos para poder manejar y procesar las muestras.

Durante el entrenamiento de técnicos y asistentes de campo, es necesario
prestar atencion a los riesgos que pudieran surgir en cada grupo especifico de or-
ganismos de suelo. El riesgo de contaminacion cuando se trata de microorganis-
mos debe ser entendido vy la importancia de utilizar procedimientos adecuados
para evitar la contaminacion debe ser enfatizada, especialmente en las personas
inexpertas. El mismo principio rige cuando existe la posibilidad de que dichos
organismos escapen de los sitios de muestreo, como consecuencia de una severa
perturbacion.

Otra preocupacion es el gran volumen de suelo que serd colectado durante el
muestreo v la necesidad de reducir dicho volumen para transportarlo. Desde este
punto de vista, la extraccion de especimenes de las muestras se hace mejor en, o
cerca, del sitio de muestreo. También, en el sitio de muestreo se deben agrupar
todas las muestras y extraer sub-muestras para su posterior analisis.

El tiempo vy la temperatura a la que se almacenan las muestras juegan un
papel importante, dado que muchos organismos del suelo pueden morir a tem-
peratura ambiente, en |a superficie del suelo, o cuando son guardados en bolsas
o contenedores durante unas cuantas horas. Para poder evitar dichos riesgos
es importante identificar una instalaciéon local adecuada antes de colectar las
muestras o, hacer la extraccion inmediata in situ de los especimenes. En algunas
ocasiones, por ejemplo, el embudo de Berlese para la mesofauna y de Winkler
para la extraccion de hormigas y escarabajos de la hojarasca, pueden instalarse
en el campo para su uso inmediato; en otros casos, cuando los organismos ne-
cesitan ser cultivados in vitro o cuando las propiedades del suelo necesitan ser
determinadas, es necesario disponer de un transporte rapido para su traslado ha-
cia el laboratorio. Bajo ninguna circunstancia las muestras deberan permanecer
bajo el sol, ni aun cuando el protocolo de extraccion requiera de un secado final
de la materia. Otros detalles sobre las precauciones a tomar en cuenta y consejos
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sobre la logistica general, se pueden encontrar en los capitulos que tratan grupos
y métodos especificos.

MUESTREO EN EL PROYECTO CSM-BGBD
La jerarquia de muestreo

En el proyecto fueron seleccionadas areas de siete paises tropicales, con el propd-
sito de evaluar la pérdida de biodiversidad del suelo con el incremento en la inten-
sidad del uso de suelo. Los sitios se localizaron en las principales regiones biogeo-
graficas de los tropicos, desde la selva tropical himeda Amazonica hasta la selva
montanosa del Himalaya, en la India; areas que presentan una biodiversidad global
importante. Cada sitio incluyd un intervalo de usos de suelo desde selvas pristinas
relativamente no perturbadas, hasta tierras agricolas sometidas a uso intensivo,
para determinar tendencias comunes, que puedan ser observadas en el cambio de
la biodiversidad del suelo en relacion con la intensidad del uso del suelo. El uso de
métodos estandares de muestreo en los paises v sitios de estudio, permite hacer
comparaciones entre los sitios.

Se adopto un enfoque para el muestreo dentro de los sitios que hace uso del
muestreo por medio de ventanas. Una ventana es (usualmente un rectangulo) una
parcela de tierra que incluye en el estudio varios usos de suelo locales y se consi-
deran “representativos” de los sitios de estudio. Tipicamente, las ventanas miden
entre 2 y 5 km?; estas ventanas de muestreo varian en tamafio y niimero debido
a la configuracion del uso del suelo en cada sitio, y sélo se presentd un caso donde
el acceso fue problematico. Por ejemplo, se utiliza una ventana mas grande para
incluir los usos de suelo relevantes en el area y hasta seis ventanas mas pequenas
se distribuyen dentro del area para los diferentes usos de suelo requeridos.

Una cuadricula regular (con espacios variables, véase a continuacion) se utiliza
para identificar un conjunto de posibles puntos de muestreo dentro de cada ven-
tana; los puntos corresponden a las intersecciones de las lineas en la cuadricula. El
muestreo de cuadricula se us6 por las razones descritas anteriormente, eficiencia
estadistica y para racionar el trabajo de campo. Ademas, el inventario es de natura-
leza exploratoria, sin tomar en cuenta la hipotesis general formulada, pues quedan
pendientes las siguientes preguntas: ;cudles de los factores que determinan las
practicas intensivas de uso de suelo influyen en la distribucion y riqueza de la biota
del suelo?y, ;a qué escala los patrones de distribucion espacial se manifiestan? Este
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enfoque es similar al usado para el proyecto de BioAssess, financiado por la Union
Europea, cuyo objetivo, similar al de éste proyecto, fue evaluar la biodiversidad en
funcién de la intensidad del uso del suelo en paisajes agricolas (véase Ponge et al.,
2003; Federoff et al., 2005).

La biodiversidad del suelo se muestrea en el nivel de parcela (punto de mues-
treo o sitio). La cuadricula define una serie de parcelas, con un objetivo de cerca de
100 a 200 parcelas por ventana. La parcela es un area de, por lo menos, 25 x 25
m determinada por el area minima requerida para colectar todas las muestras ne-
cesarias y realizar su medicion, tal y como se describid anteriormente. El principio
de co-ubicacion es adoptado para analisis de muestras fisicas y quimicas del suelo
y para los inventarios de la biodiversidad del suelo. Al mismo tiempo las ventanas
permiten comparar la biodiversidad del suelo entre los componentes del paisaje.

Localizacion y definicion de las ventanas de muestreo y cuadricula

La posicion de las ventanas dentro del sitio de estudio se hace de tal modo que
abarque los diferentes usos de suelo. Generalmente, una ventana no puede abarcar
los diferentes usos del suelo, por lo que son necesarias otras ventanas mas peque-
fas. La Figura 2.5 describe las distintas configuraciones utilizadas. La Figura 2.5a
ilustra el uso de una ventana de 9 x 11 puntos de muestreo (ademas de algunos
puntos adicionales de muestreo). La figura 2.5b ilustra el uso de 6, 3y 2 ventanas
separadas. En el caso donde se usan seis ventanas separadas, una ventana medira
1 km?2, dependiendo de la distancia entre los puntos de la cuadricula.

En sitios caracterizados por fuertes pendientes se esperaria que el gradiente del
uso del suelo esté orientado en la misma direccion, y las ventanas estaran enton-
ces localizadas a lo largo del gradiente (Figura 2.5b). En los linderos de la selva en
los trépicos, frecuentemente se observa que el patrdn de distribuciéon de usos de
suelo refleja un gradiente de intensidad de uso de suelo, con un uso mas intensivo
a mayor distancia de la selva. En tales casos, las ventanas de muestreo se localizan
a lo largo de tal gradiente. Se necesita, por lo tanto, contar con suficientes conoci-
mientos de la regidn antes de seleccionar los sitios de muestreo.

Cuando algunos gradientes no son obvios, la seleccion de las ventanas debera
cubrir dos o tres de los usos de suelo mas importantes vy, por tanto, también las
transiciones observadas con mayor frecuencia de un tipo a otro tipo de uso de
suelo. Por ejemplo, en los margenes del bosque puede darse la transicion de bosque
a pastizal, bosque a tierras de cultivo o bosque a grandes plantaciones, en donde
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una ventana cubre cada transicion tipica de uso de suelo. Esto permitira un analisis
comparativo de transiciones de uso de suelo (por medidas relativas), mientras mi-
nimiza los cambios en la biodiversidad del suelo que surgen de los diferentes usos,
variaciones topograficas o climaticas, antes que un cambio de uso de suelo per se.
De esta forma, se introduce un elemento de replicacion.

Figura 2.5 Ejemplos de diferentes configuraciones de ventanas de muestreo. a) cua-
dricula completa, con puntos de muestreo adicionales, seglin se requiera; b) ilustra-
cion de la division de una cuadricula entre seis, tres y dos ventanas, dispuestas a lo
largo del gradiente.

E: b
2 1km®
ﬁ . 2.52km’
1.8km
1 Gradient e
ﬁ Gradiente
0 ; 2k 3 x 32 puntos
® Cuadricula completa de puntos @ S
L P A * 48 puntos
O Puntos adicionales segin se requiera 6 x 16 puntos
¥

Para la seleccion de las ventanas de muestreo se utilizaron fotos aéreas o
imagenes de satélite de alta resolucion. Mapas detallados de uso de suelo y de
vegetacion también son adecuados para este proposito. Cuando se encuentran
disponibles mapas digitales de uso de suelo, el area ocupada por cada uso de
suelo, dentro de una ventana definida puede ser determinada utilizando sof-
tware de Sistemas de Informacién Geografica (SIG) estandar, lo que facilitara
la seleccion de las ventanas. Cuando Unicamente estan disponibles materiales
analogos, se hace una seleccion manual por interpretacion visual, utilizando un
papel traslucido sobre la fotografia.

Numero de parcelas de muestreo y tamano de la cuadricula

El nlimero total de puntos de muestreo por area de referencia se mantiene fijo entre
100y 120. Lo anterior se obtiene mediante varias configuraciones de ventana(s)
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de muestreo vy las dimensiones de las cuadriculas. Se afaden puntos de muestreo
donde el uso de suelo es altamente variable. El nimero total de puntos de mues-
treo concuerda con otras estrategias de muestreo propuestas en ejercicios similares
de evaluacién de la biodiversidad. Por ejemplo, el proyecto BioAssess (Ponge et al.,
2003) recomienda un niimero similar de puntos de muestreo, y el procedimiento
recomendado por el proyecto ASB (Swift y Bignell, 2001) tendra un esfuerzo de
muestreo comparable. En este Ultimo, cada uso de suelo es evaluado en, por lo
menos, un transecto de 40 x 5 m, del cual un minimo de cinco monolitos son
cavados para muestrear la macrofauna y cinco muestras conjuntas para los micro-
simbiontes, suponiendo que existan entre seis y siete usos de suelo distintos por
cada 4rea de referencia (correspondientes a seis o siete clases de usos de suelo
generalmente definidos en el sistema de clasificacién de usos de suelo) donde cada
uso de suelo es muestreado por tres transectos, dando un total de 90 a 105 mo-
nolitos muestreados (y el mismo nlimero de muestras agrupadas para evaluar los
microsimbiontes) aproximadamente igual al ndimero de puntos en la cuadricula,
descritos anteriormente. La principal diferencia con el enfoque de muestreo de
cuadricula, es que Unicamente se toma un monolito y una muestra agrupada para
los microsimbiontes por parcela. Mientras el tamafio de muestra sigue siendo mas
o menos igual en los transectos y cuadriculas, el esfuerzo de muestreo promedio
probablemente varia.

En este sentido Swift y Bignell (2001) argumentan, en parte por considera-
ciones logisticas, que para incrementar la confiabilidad de los datos del esquema
basado en transectos, el nimero de puntos de muestreo debera incrementarse de
5 a 8 por transecto (es decir, mas puntos en la misma parcela), con un transecto
extendido en el caso de algunos grupos (por ejemplo, termitas). En un muestreo
basado en transectos la idea de replicacién recomendada por Swift y Bignell (tres
transectos por cada uso de suelo) casi nunca se logra; otra opcién es ensamblar de
una manera sindptica por combinacion de transectos a lo largo de diferentes afios o
en proyectos no relacionados (ej. Eggleton et al., 2002; Davies et al., 2003).

Los resultados del inventario del proyecto CSM-BGBD indican que es necesa-
rio un esfuerzo minimo de muestreo de 100 a 120 puntos para poder capturar la
mayoria de las especies dentro del sitio, en el caso de por lo menos algunos de los
grupos funcionales (ej. termitas y hormigas). Con 100 a 200 puntos por area de
referencia generalmente se llega al punto donde la curva de acumulacion de las
especies para grupos de macrofauna es asintdtica. La captura adicional de espe-
cies requiere de un esfuerzo de muestreo considerable. De esta manera, el disefio
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de muestreo se ajusta a los objetivos del inventario del area de estudio, en lo que
concierne a la evaluacion de la diversidad de especies. En nimeros pequefios o en
una distribucion irregular de puntos de muestreo en los diferentes usos de suelo,
normalmente no todas las especies son capturadas y hara mas dificil demostrar las
diferencias en biodiversidad del suelo entre los tipos de usos de suelo que normal-
mente se caracterizan por una alta variabilidad en la riqueza de especies.

La colecta de muestras rara vez es el paso que limita la evaluacion de la bio-
diversidad porque la extraccidn, identificaciéon y catalogacion de especimenes son
los pasos que requieren mayor tiempo en el proceso (Lawton et al,, 1998). La
experiencia del proyecto CSM-BGBD indica que el procesamiento de 100 a 120
muestras es viable con los recursos generalmente disponibles, pero aun asi se re-
quiere de una campana organizada en el campo v de instalaciones establecidas
para poder procesar y analizar las muestras. Si la capacidad para procesar y analizar
esta cantidad de muestras no esta disponible, el procedimiento correcto para re-
ducir el nimero total de puntos de muestreo debera ser estimado, basandose en
otros datos o en un estudio piloto. El niimero de muestras requeridas por uso de
suelo deben ser representativas de la biodiversidad del suelo presente y entonces,
restringir el nimero de usos de suelo de manera que el esfuerzo total sea compati-
ble con la capacidad de procesamiento. Reducir el nimero de puntos de muestreo
por categoria de uso de suelo mientras se mantiene el nimero de categorias de uso
de uso de suelo investigado puede comprometer el objetivo de obtener resultados
estadisticamente verificables.

Numero de puntos de muestreo por categoria de uso de suelo

Con seis o siete tipos de uso de suelo en cada area determinada, un promedio
alrededor de 15 puntos por clase de cobertura de suelo resultan de muestrear la
cuadricula. Con menos categorias de uso de suelo presentes, el nimero de puntos
por categoria de uso de suelo aumenta.

Se le da prioridad al tipo de agricultura de subsistencia a la hora de incrementar
el nimero de muestras porque es precisamente en esta categoria donde se espera
que ocurra una mayor variacion debido al manejo, historia, etc. Dado el alto nivel de
variacion en las medidas de los componentes de la biodiversidad del suelo, es impor-
tante considerar el nimero minimo de puntos requeridos para cada categoria de uso
de suelo. Se aconseja hacer una prueba piloto para informar el disefio de muestreo;
si esta prueba confirma alta variabilidad en la biodiversidad del suelo dentro de las
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categorias de uso de suelo, entonces se hace un ajuste de la definicion de clases
de uso de suelo. Esto implica adoptar un nivel mas alto de detalle en el sistema
de clasificacion de uso de suelo v, posteriormente, seleccionar las clases de uso de
suelo que cubren un claro gradiente en intensidad de usos de suelo, de acuerdo con
los principios detallados en “Hablando de variabilidad” (arriba). La definicién de un
sistema de clasificacion de uso de suelo se detalla en el Capitulo 11.

Adaptacion del enfoque de muestreo a condiciones de campo

Hay dos estrategias disponibles para asegurar una representacion de los usos de
suelo y clases de cobertura en el muestreo. Una estrategia es usar una “cuadricula
estratificada” segtin lo ilustrado en la Figura 2.6. Para este proposito, se define una
cuadricula mayor (resaltando el niimero de intersecciones), de tal manera que se
cumpla el criterio para un minimo niimero de puntos de muestreo en cada uno de
los tipos de uso de suelo. Posteriormente, se aplica un procedimiento no-sesgado
para restar un nimero de puntos que permitan contrarrestar el incremento en el
numero total de puntos de muestreo que resulta de ampliar la cuadricula, mientras
se cumplen los requerimientos para el nimero minimo de puntos de muestreo para
cada categoria de uso de suelo. Este procedimiento permitira eliminar los puntos
que caigan en tipos de uso de suelo no especificados.

De la misma manera, se puede partir de una cuadricula vacfa (que Unicamente
contenga posibles puntos de muestreo), con el propésito de seleccionar aleatoria-
mente puntos de muestreo para cada categoria de uso de suelo, de forma separada
hasta que se cumpla con el requerimiento del nimero minimo de puntos de mues-
treo. Esta estrategia implica incluir ventanas de muestreo irregulares. Para poder
seleccionar o eliminar sitios de muestreo (parcelas) es necesario conocer los usos
de suelo en cada punto de la cuadricula y se requiere de un inventario de uso de
suelo previo al muestreo de la biodiversidad del suelo.

La segunda opcion es seleccionar puntos adicionales dentro de las ventanas en-
tre los puntos existentes de la cuadricula para aquellas categorias de uso de suelo
que estan siendo muestreadas. Esta opcion se puede observar en la Figura 2.5a3,
donde la distancia minima entre puntos necesita ser respetada. Aunque la insercion
de puntos adicionales es conveniente, deberan hacerse algunos intentos para alea-
torizar la seleccidn de los puntos originales para ser divididos en dos.

El enfoque de la cuadricula asume un acceso libre al terreno o parcela donde
se localizan los puntos de muestreo. Cuando éste no es el caso, se necesita una
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Figura 2.6 llustracion de los puntos de muestreo seleccionados mediante una cuadri-
cula estratificada.

km

0O Puntos no muestreados

@ puntos muestreados

estrategia de muestreo alterna. Por ejemplo: en un area determinada en México,
el acceso a las tierras de los agricultores estuvo restringida. En este caso las tierras
seleccionadas fueron aquéllas que pertenecian a agricultores que si permitieron el
acceso y se adoptd un patron especifico para muestrear dentro de estas tierras,
en lugar de utilizar una cuadricula regular que cubriera un area mayor. En el area
determinada en La Amazonia en Brasil, debido al aislamiento de las comunidades,
de una a tres ventanas fueron colocadas en cada comunidad disponible, colocando
una cuadricula fija dentro de dichas ventanas.

Distancia entre los puntos de muestreo
La distribucién de los organismos del suelo puede reflejar gradientes, por ejem-
plo, aquéllos de carbono organico y practicas de cultivo. Los patrones de distri-

bucion de los organismos del suelo puede correlacionarse con la topografia, con
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los parches de vegetacion, con gradientes de recursos del suelo, o bien, con la
ubicacion de arboles individuales. Por otro lado, la distribucion y agrupacion de
organismos de suelo también son gobernadas por fuerzas intrinsecas de proce-
sos poblacionales tales como dispersién, reproduccién y competencia (Lavelle
y Spain, 2001). Existen varias teorfas para explicar la riqueza extremadamente
alta de las comunidades del suelo y el bajo grado de especializacion en recursos.
En el caso del proyecto de la biodiversidad del suelo, con muchos grupos dife-
rentes de organismos del suelo estudiados, la investigacion de la distribucion
de patrones especificos no representa un objetivo deseado, razén por la que no
fueron considerados esquemas de muestreo adecuados para llevar a cabo un
analisis de la distribucion espacial. Sin embargo, el muestreo en cuadricula per-
mite examinar patrones espaciales a escalas entre la distancia inter-muestra y el
tamano de la cuadricula.

En la literatura se pueden encontrar varios ejemplos de la estructura espacial de
la biota de suelo sobre distancias de menos de un centimetro hasta de cientos de
metros en el campo, dependiendo de los organismos implicados. Ettema y Wardle
(2002) mencionan que la biomasa microbiana y los colémbolos son espacialmen-
te dependientes en intervalos de mas de 200 m, que las termitas siguen patrones
espaciales en un intervalo de hasta 330 m y que la distribucion de especies de
nematodos muestra tamafos de parches entre 6 a 80 m. También se registra una
distribucion parchada en una escala miniatura de centimetros a metros, anidadas
en estructuras mas grandes.

Una distancia de 200 m parece aceptable porque permite un area relativa-
mente mayor de muestreo a través de la cuadricula y es probable que refleje los
usos de suelos mas dominantes en la muestra, al mismo tiempo permite, en la
mayoria de los casos, atravesar de un punto a otro. Al mismo tiempo reduce
la dependencia espacial de las observaciones para la mayoria de los principales
grupos de organismos del suelo, tales como las lombrices de tierra. No obstan-
te, en el caso de paisajes altamente fragmentados, con parcelas muy pequefas
(menos de 0.5 ha) y donde no es posible atravesar (ej. vegetacién secundaria
muy densa dentro de parcelas barbechadas), se pueden reducir los espacios en la
cuadricula. Por estas razones, los espacios en la cuadricula fueron reducidos en el
area determinada en Brasil, en la Amazonia, a 100 m; si las parcelas individuales
miden mas de dos a cuatro hectareas, se debe considerar aumentar la distancia
entre los puntos.
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Inventario de uso del suelo y caracterizacion del sitio

La hipdtesis central plantea que la mayor variacion en la biodiversidad del suelo
esta asociada con la diferencia en la intensidad de usos de suelo, descrita a nivel
de las principales categorias de uso de suelo. Existn un nimero de factores inter-
relacionados: biéticos y abidticos (ej. diversidad de plantas, materia organica del
suelo) y caracteristicas de manejo (tipo de labranza, uso de quimicos, etc.) que
afectan la distribucidn de organismos del suelo y se asume que las principales cate-
gorias de uso de suelo proporcionan una diferencia significativa, en términos de los
factores que determinan la biodiversidad del suelo.

Sin embargo, las condiciones bioticas y abidticas, asi como las caracteristicas
de uso y manejo del suelo pueden variar considerablemente entre regiones, la di-
versidad del suelo es inventariada independientemente a lo largo de un gradiente
de intensidades de usos de suelo para cada area seleccionada. Al mismo tiempo, la
informacion sobre la precipitacion anual, temperatura y humedad media, dias de
lluvia, duracién de secas v la precipitacion acumulada hasta la fecha de muestreo,
deberfan registrarse para la ventana e incluso para el area seleccionada, junto con
la altitud, pendiente y aspecto. La historia del sitio, con referencia especial al uso
del suelo también es importante de conocer (aunque no siempre se cuenta con
este dato).

Debido a que se sabe muy poco sobre la importancia relativa de los factores
antes mencionados, asumir que una categoria de uso del suelo estad en una es-
cala correcta para acomodar su variacion puede ser incorrecto. Es posible que la
variabilidad en abundancia y diversidad de organismos del suelo dentro de una
categoria de usos de suelo pueda ser mayor que la variabilidad entre categorfas de
uso de suelo, especialmente en sistemas tan diversos como los representados en
los tropicos.

Por lo tanto, y debido a que las caracteristicas completas del sitio no pueden ser
obtenidas solamente por la apariencia del uso del suelo, lo indicado sera incluir una
descripcion detallada de uso y cobertura del suelo, y de las caracteristicas del suelo,
como parte del proceso del inventario, a fin de permitir un analisis completo de los
datos para identificar los parametros que explican la variabilidad en la biodiversidad
del suelo. La definicidn de clases de uso de suelo resulta importante vy se discute
en el Capitulo 11 de este manual. El conjunto basico de las propiedades fisicas y
quimicas del suelo deberfa incluir densidad aparente, textura (la proporcién arci-
lla/arena/limo), pF (tensién de humedad del suelo), pH, C y N total, cationes
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intercambiables, P, CIC, APP* y H*. Muestras de suelo son tomados de suelos no
perturbados, pero inmediatamente adyacentes a la zanja de cada monolito (la zan-
ja exterior probablemente sea el mejor lugar), puesto que de esta manera surge la
posibilidad de correlacionar las propiedades del suelo con la presencia o ausencia de
un taxa en particular y grupos funcionales (véase Anderson e Ingram, 1993).

Una descripcion de los sitios puede ser completada por el tipo de vegetacion.
La diversidad y abundancia de especies de leguminosas son de particular impor-
tancia en relacion con la presencia de las bacterias formadoras de nodulos en le-
guminosas. Ademas, caracteristicas como la altura media del dosel, el porcentaje
de cubierta vegetal, area basal, cobertura dominante/abundancia de flora en el
nivel del suelo, acumulacién y abundancia de hojarasca, especies de plantas y la
riqueza de géneros, ayudan a elegir sitios a lo largo de un gradiente de diversidad
botanica que tiene alguna relacion con sus posiciones actuales en las cronosecuen-
cias e intensidades de perturbaciones. El Capitulo 11 proporciona mas detalles
sobre los requerimientos respecto de usos de suelo especificos. Para el muestreo de
otras variables relacionadas con la caracterizacion del sitio, ver Anderson e Ingram
(1993).

Epocas de muestreo

Los organismos del suelo responden a cambios estacionales, y los resultados del
inventario de la riqueza de especies y abundancia (relativa) mostraran marcadas
diferencias entre las épocas, dependiendo de los métodos utilizados. Respecto de
hongos micorrizégenos arbusculares, por ejemplo, cuando el método depende del
conteo e identificacion de esporas, la época seca sera la mas apropiada para mues-
trear. La produccion de esporas responde a la fenologia de las plantas v, en el caso
de cultivos anuales las esporas son mas abundantes durante la época seca, debido
a la senescencia de las raices, lo que puede ser diferente, por ejemplo, en areas de
bosque. En los casos de hongos fitopatogénos y hongos ectomicorrizicos, la evolu-
cién de las estructuras y ciclos reproductivos (como la formacién de esporocarpos)
se sincronizan con los cambios estacionales que ocurren dentro del hospedero vy
son mejor observados durante y hacia finales de la época de lluvias. También, la
actividad de las lombrices de tierra es mayor al final de la época de lluvias (Tondoh
y Lavelle, 2005). Idealmente, los inventarios deberfan elaborarse durante la época
de lluvias y también en la época de seca. Sin embargo, en la practica, no siempre
suele ser factible; por esta razon se hace el muestreo al final de la época de lluvias
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con la opcidn de tomar muestras adicionales durante la época de secas. Lo ultimo
puede realizarse con el objetivo especifico de investigar cambios temporales en la
biodiversidad del suelo.
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CapiTULO 3

Macrofauna

David E. Bignell, Reginaldo Constantino, Csaba Csuzdi,
Agus Karyanto, Souleymane Konaté, Julio Louzada,

Francis-X. Susilo, Jérome Ebagnerin Tondoh y Ronald Zanetti

INTRODUCCION

Este capitulo describe los métodos para realizar el inventario de la macrofauna del
suelo; el grupo macrofauna incluye aquellos animales del suelo que miden mas
de un centimetro de largo, o que tienen una anchura o diametro de mas de 2
mm. Una diversidad de organismos de suelo se incluye en esta categorfa (capitulo
1), aunque éste se concentra en los grupos mas significativos: lombrices de tierra,
termitas, hormigas y escarabajos. Las lombrices de tierra son, probablemente, los
invertebrados mas importantes en el suelo de regiones templadas; sin embargo, en
ambientes tropicales, predominan las termitas y las hormigas. Mucha macrofauna
desempena un importante papel en los ecosistemas del suelo, como ingenieros del
suelo, que habitan especialmente en ambientes tropicales, e influyen de manera
notable en las propiedades fisicas y quimicas de los suelos, sobre todo, en la crea-
cion de macroporos y en la transformacion y redistribucién de materia organica.
Otros son trituradores que deshacen la materia organica y un buen ndmero de
estos grupos son macropredadores. Debido a su importante papel en los proce-
sos del ecosistema y a su sensibilidad ante condiciones ambientales, los grupos de
macrofauna frecuentemente son utilizados o propuestos como indicadores de la
calidad bioldgica del suelo, por tanto, se consideran un componente determinante
de la biota del suelo, indicativos de la biodiversidad de suelo y de los efectos del
cambio de uso y practicas de manejo del mismo. Ademas, debido a su biomasa,
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generalmente alta, forman un importante componente de la red alimenticia en
el suelo. Para poder contar con datos de diversidad y abundancia de lombrices de
tierra, que sirvan como indicadores para monitorear el cambio de efecto de uso de
suelo, se requiere de métodos estandares en el muestreo para diversidad, abundan-
cia y biomasa. En este capitulo se describen métodos propuestos para realizar un
inventario de macrofauna, tal y como fueron aplicados en el proyecto CSM-BGBD.
Se entiende que los métodos propuestos son aplicados en ambientes tropicales; sin
embargo, podran ser utilizados mas ampliamente.

En el capitulo 2, se explica que no existe un sélo método para llevar a cabo un
inventario de un grupo especifico de macrofauna. Generalmente, algunos grupos re-
presentativos de macrofauna especifica son capturados, utilizando cualquiera de los
métodos enlistados en el capitulo 2; por lo tanto, este capitulo se estructura de acuer-
do con el método utilizado y no tanto en funcion del grupo funcional. No obstante,
cada uno de los métodos descritos es idoneo para un grupo en particular: los monoli-
tos son especialmente escogidos para el inventario de lombrices de tierra; el método
de transecto es mas adecuado para un inventario de termitas; v la extraccion Winkler
es el método mas idoneo para la captura y extraccion de hormigas de muestras de
hojarasca, mientras que las trampas pitfall con cebo son apropiadas para la captura de
escarabajos, por ende, en cada una de las siguientes secciones que describe un mé-
todo en particular, cuyo énfasis se concentra en un grupo especifico de organismos
asociados vy, al mismo tiempo, en la generalidad de la macrofauna.

Como en el caso de otros grupos de biota de suelo, el punto de partida de desa-
rrollo de los protocolos han sido los procedimientos de Anderson e Ingram (1989,
1993) consolidados y mejorados por Swift y Bignell (2001), los que generalmen-
te se refieren como métodos “TSBF”. Estos estan basados en monolitos de suelo
y, en el caso de termitas, en un transecto corto (20-40 X 2m) al que ahora han
sido afadidas trampas pitfall (principalmente para escarabajos) y otras gufas para
muestreo casual. Un avance mayor consiste en utilizar el principio de transecto
para hormigas y escarabajos, con la extraccion de los insectos de los marcos de
hojarasca por el método Winkler (Bestelmeyer et al. 2000). Nuevos esquemas
son propuestos en el disefio de monolitos para mejorar el muestreo de lombrices
de tierra; el hecho de que se pueda dedicar un capitulo entero al muestreo de
macrofauna, y no simplemente tres paginas que fueron impresas en los métodos
originales “TSBF", demuestra como ha crecido durante los Ultimos afios nuestra
percepcion de la importancia de estos organismos.
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INVENTARIO DE MACROARTROPODOS DE SUELO, HOJARASCA Y
LOMBRICES DE TIERRA EN PARTICULAR, UTILIZANDO MONOLITOS
DE SUELO

Macroartropodos de hojarasca y de suelo. Monolito TSBF

Los procedimientos generales, son dictados por Anderson e Ingram (1993), con la
adicién de trampas pitfall (Swift y Bignell, 2001) y las extracciones con trampas
Winkler (Bestelmeyer et al., 2000), junto con monolitos extraidos del suelo, con
dimensiones de 50 x 50 x 20 cm de profundidad para lombrices de tierra. Para la
discusion del nimero y posicionamiento de monolitos, véase el capitulo 2. Se utili-
za un transecto adicional de 20 x 2 m para muestrear las termitas. Este transecto
también puede ser utilizado para hormigas y escarabajos, aunque es mejor si se
muestrea la hojarasca delimitada por marcos dispuestos en una linea paralela.
Primero se coloca un marco de 25 x 25 cm para marcar la posicion del monolito
y cualquier hojarasca o madera dentro de él es removida e introducida en una charola
(Figura 3.1ay 3.1b). Se aisla el monolito utilizando una pala a unos pocos centime-
tros fuera del marco y luego se cava una zanja a su alrededor de 25 cm de ancho y 30
cm de profundidad, aislando el monolito como un pilar no perturbado (Figuras 3.1c
y 3.1d). En una variante del método, todos los invertebrados mayores de 10cm de
largo, excavados de la zanja y la hojarasca pueden ser colectados; éstos, en su mayor
parte, seran milpiés y lombrices de tierra con bajas densidades de poblacién, pero que
representan una biomasa importante. Su abundancia y biomasa podran ser calculadas
con base en las muestras de 0.50 m?2, es decir, la anchura aproximada del monolito
mas dos anchuras de zanja. Se divide el bloque del monolito en tres capas, de O-10
cm, 10-20 cmy 20-30 cm; esto se puede hacer de manera sencilla, utilizando un
machete o parang tomado de forma horizontal y agarrado por ambos lados. Se revisa
manualmente la hojarasca y cada capa de monolito por separado, preferentemente
en el lugar y bajo sombra. Si no hay mucho tiempo o si la luz es insuficiente (colectar
en selva cerrada es dificil porque la luz disminuye muy temprano), hay que meter la
muestra en un bote de 19 Ly llevarla al laboratorio. La muestra de suelo en botes se
debe guardar alejada del sol directo y debera ser revisada antes de 24 horas. Para re-
visar el suelo es conveniente utilizar la superficie de una mesa grande de campo para
llevar a cabo la extraccidn, de manera que puedan trabajar varios asistentes en la mis-
ma muestra de suelo o en muestras diferentes. En el caso de la hojarasca, una charola
de plastico grande de cocina, con un reborde, sirve como un buen recipiente para la
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revision. Las hormigas pueden ser extraidas tomando un punado de suelo, pasandolo
a través de un tamiz de malla grande, de 5 mm, en una charola. El tamiz retiene las
hormigas que pueden ser aspiradas. Se diseccionaran los pedacitos de madera en
diferentes piezas para ver si hay termitas, hormigas o escarabajos; las pequenas ra-
mas deberan romperse y ser golpeadas en la charola para que se desprenda cualquier
insecto que contengan. Las hormigas, termitas y escarabajos colectados, deberan
preservarse en alcohol al 80%; en el caso de las termitas, se incluiran soldados, al
igual que obreras. Las lombrices de tierra y moluscos, generalmente, se conservan en
formol (formaldeido) al 4% para evitar la supuracién de la mucosa. Se deberd utilizar
un tubo o frasco por cada especimen o poblacién encontrada (o colonia aparente).
Se afadira una etiqueta dentro del alcohol o formaldehido, en la que se anotan los
datos siguientes (con lapiz o tinta indeleble; no usar boligrafo o pluma):

* Fechay clave de identificacion del lugar.

e En el caso de transectos o monolitos alineados, el nimero de la seccidn en el
transecto en donde se encontrd el espécimen (1,2,3 6 4).

e El microhabitat en cuestion (madera nueva, madera seca, madera podrida,
monticulo, suelo, hojarasca, suelo de raiz de arbol, etc.).

La informacidn es importante para establecer la naturaleza de los organismos
encontrados (especialmente la diversidad de grupos funcionales) y para construir
una curva de acumulacion de especies. Para evitar confusion en lugares ricos, las
etiquetas deberan escribirse en el momento en que los especimenes sean introdu-
cidos en los tubos o frascos. En otros casos, las etiquetas se pueden hacer cuando
se ha completado la extraccion en cada seccidn del transecto; sin embargo, cuando
se hace la extraccion durante un tiempo determinado, como en el caso de un tran-
secto, el periodo destinado debera incluir el tiempo para el llenado de la etiqueta.

Protocolo de muestreo alternativo para evaluar la abundancia y
diversidad de lombrices de tierra en ecosistemas tropicales

Introduccién
Este protocolo alternativo combina el llamado monolito de suelo TSBF (25 x 25 x

30 cm) v tres grandes monolitos (50 x 50 x 20 cm) para evaluar la abundancia y
diversidad de lombrices de tierra a nivel local y de paisaje en ecosistemas tropicales;

94 IVIANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



Figura 3.1 Delimitacién y excavacién de un monolito pequefio (25 x 25 x 30 cm).

Nota: las ilustraciones A y B muestran la colocacion de un marco de madera para delimitar el
monolito y la limpieza de hojarasca suelta. La ilustracién C muestra un monolito grande (50 x
50 x 30 cm) y la D un monolito pequefio (25 x 25 x 30 cm) v la excavacidn de la zanja, antes
de muestrear el monolito.

satisface el requerimiento de rapidez y la necesidad de tomar en cuenta la hetero-
geneidad del suelo a nivel parcela.

Por mas de una década, la mayoria de los estudios sobre lombrices de tierra
han sido elaborados utilizando el método TSBF (Anderson e Ingram, 1993) para
macroinvertebrados; véase Gilot et al. (1995); Haymes et al. (2003); Dlamini y
Haynes (2004) para el muestreo de lombrices de tierra en Africa; véase Bhadauria
et al. (2000) para Asia y Decaéns et al. (1994, 2004), Barrios et al. (2002)
y Mathieu et al. (2004), para ejemplos de América del Sur. En todos los casos,
siendo la unidad de muestreo, un monolito cuadrado de suelo de 25x25 cm y de
30 cm de profundidad, los monolitos se distribuyen a lo largo de un transecto corto
(40 m) con, por lo menos, cinco monolitos por parcela bajo estudio.
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A pesar del éxito relativo del método TSBF para estimar la abundancia y diver-
sidad de los macroinvertebrados del suelo, Eggleton et al. (1999) y Agosti et dl.
(2000), han propuesto protocolos de muestreo mas exhaustivos para muestrear
termitas y hormigas, respectivamente, debido a su especificidad de grupo funcio-
nal, la carencia relativa de centros de colonias y su distribucion altamente parchada.
Se pueden usar argumentos similares para justificar un muestreo mas extensivo de
lombrices de tierra, aunque pequefios monolitos han sido utilizados con éxito para
identificar cambios importantes en la diversidad de lombrices de tierra a nivel par-
cela, bajo diferentes practicas de manejo de suelo (Fragoso et al,, 1997; Decaéns
y Jiménez, 2002), aunque pocas investigaciones se han enfocado a la evaluacién
de la abundancia y diversidad de lombrices de tierra en paisajes agricolas.

Originalmente, se estudié la demografia de lombrices de tierra, utilizando grandes
monolitos de suelo de 1 m2 x 40 cm de profundidad; por ejemplo, Vincent, 1969;
Lavelle, 1978], pero consumen mucho tiempo vy resultan tediosos. Recientemente,
una combinacion mas eficiente de 100 x 100 x 40 cm para grandes y de 25 x 25
x 30 cm para monolitos pequefios de suelo, ha sido reportada para monitorear la
dindmica de poblacién de la lombriz peregrina Hyperiodrilus africanus (Tondoh vy
Lavelle, 2005). Los monolitos de tamafio medio (50 x 50 x 40 cm) fueron utiliza-
dos por Ortiz-Ceballos y Fragoso (2004) para evaluar el impacto de una cobertera
en poblaciones de lombrices de tierra. Como las practicas agricolas contemporaneas
muestran un mosaico de tipos de uso de suelo, cubriendo grandes areas, el reto
sera desarrollar un protocolo de muestreo rapido para muestrear a nivel paisaje. Tal
avance sera crucial para desarrollar indicadores de degradacién de suelo (Moreno y
Halffter, 2001; Burel et al., 1998) porgue las lombrices de tierra son reconocidas
por presentar sensibilidad ante la perturbacién antropogénica (Fragoso et al., 1997;
Fragoso et al. 1999; Decaéns y Jiménez, 2002).

Protocolo de muestreo

De manera ideal, el muestreo deberia realizarse al final de la temporada de lluvias,
cuando se sabe que las lombrices de tierra son mas activas (Tondoh y Lavelle,
2005); en cada punto de muestreo se extrae un pequefio monolito de 25 x 25 x
30 cm que se rebana en tres capas: 0-10 cm, 10-20 cm y 20-30 cm. Las lombri-
ces de tierra son colectadas a mano. Se seleccionan cinco puntos de muestreo al
azar, en cada tipo de uso de suelo. Este esquema de muestreo estratificado, que
combina pequefios y grandes monolitos, permite tomar en cuenta la variacion a
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Figura 3.2 Esquema de alineacion de monolitos complementarios de lombrices de
tierra.

Monolitos grandes -
(50x50x20 cm) -

Monolito pequefio
(25x25x30 cm)

25¢m

30cm

nivel parcela de las poblaciones, mientras la variacion a nivel paisaje se hace con un
muestreo en los usos de suelo mas representativos. En cada punto seleccionado,
las lombrices de tierra son muestreadas, de acuerdo con el procedimiento de TSBF
(Anderson e Ingram, 1993). De manera adicional, se extraen tres grandes mono-
litos de 50 x 50 cm y de 20cm de profundidad, en intervalos de 5 m, a lo largo de
un transecto, con un punto de partida elegido al azar, perpendicular a la pendiente,
cuando se considere apropiado (TSBF modificado, Anderson e Ingram, 1993).
El transecto aparece representado esquematicamente en la Figura 3.2. Monolitos
adicionales son extraidos para poder tomar en cuenta la heterogeneidad a nivel de
la parcela. Cada monolito mayor se separa en dos capas (0-10 y 10-20cm) y no
en tres, como en los pequefios monolitos, porque la mayoria de los especimenes
(57-99%) son localizados en los primeros 20cm durante la temporada de lluvias
(Tondoh y Lavelle, 2005). Las lombrices de tierra se colectan a mano (Figura 3.3)
y son almacenadas en una solucién de formol al 4% para su posterior identifica-
cion. Los individuos después son identificados, contados y pesados.
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Figura 3.3 Separacion a mano de lombrices de tierra en charolas de plastico.

Identificacion de lombrices de tierra y estimaciones de su abundancia

Especimenes de lombrices de tierra, previamente agrupados como morfoespecies,
pueden ser identificados a nivel de familia, utilizando las claves desarrolladas por
Blakemore (2005). Las especies de lombrices de tierra peregrinas comunes, que
se encuentran distribuidas en toda la region tropical, son identificables a nivel espe-
cie utilizando las gufas y descripciones dadas por Blakemore (2002); sin embargo,
las especies nativas requieren de la pericia especifica del pais, debido a la carencia
de guias comprensivas para su identificacion.

Para las especies africanas de Eudrilidae y Acanthodrilidae (Benhamiinae) se
pueden utilizar las revisiones de Sims (1980, 1987) v Csuzdi (1996) v, cuando
sea necesario, se debe consultar la descripcion original de especies. Para la iden-
tificacion de lombrices de tierra de la India y del Sureste de Asia, las monografias
de Gates (1972), Sims e Easton (1972), Easton (1979) vy Julka (1988) son las
apropiadas. Desgraciadamente, no existen a la fecha monografias disponibles para
la identificacion de lombrices de tierra de América Central y América del Sur, por
lo tanto, la revisién de Eisen (1900) y estudios seleccionados de varios autores
(Righi, 1971, 1995; Fragoso y Rojas-Fernandez, 1994; Zicsi, 2001, 2005] son
los principales puntos de referencia. La abundancia de lombrices de tierra se estima
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como el niimero de individuos por m? y la biomasa como g de individuos por m2.
La diversidad de lombrices de tierra se estudia en dos niveles complementarios:
diversidad taxonémica y funcional (Bouché, 1977; Lavelle 1983; Fragoso et al.,,
1977). El aspecto funcional de la diversidad resulta de gran interés para evaluar la
relacion entre diversidad y servicios del ecosistema.

El primer nivel de diversidad taxondmica trata del nimero y de la identidad de
especies de lombrices de tierra. Se pueden utilizar tres categorias de expresion de la
riqueza de especies: 1) el nimero de especies registrado en todos los monolitos, en
cada tipo de uso de suelo, 2) la diversidad promedio expresada en términos de la
media de niimero de especies por cada tipo de uso de suelo y 3) el indice Shannon-
Wiener de diversidad (Pielou, 1996). El segundo nivel de diversidad taxonémica
trata de la biogeografia de lombrices de tierra (Fragoso et al, 1997). Dentro de
un ecosistema dado, dos grupos de lombrices de tierra pueden ser distinguidos
de acuerdo con su origen: especies nativas o exdticas. Especies nativas son las
caracterizadas por una distribucion restringida a nivel local, regional y continental,
mientras que las especies exdticas son, en casi todos los casos, introducidas por
interferencia humana; éstas han sido llamadas peregrinas para indicar su amplia
distribucién a niveles regionales y continentales (Lee, 1987). La relacién nativas
vs exdticas puede utilizarse como un indice para calcular la extincion de especies
nativas o como un claro indicador de la invasion de especies exéticas o peregrinas.
El analisis de comunidades de lombrices de tierra, con este enfoque, se lleva a cabo
mediante la identificacion en cada tipo de uso de suelo de especies nativas y exoti-
cas o peregrinas. La estructura de las comunidades de lombrices de tierra puede ser
caracterizada por la densidad y biomasa de lombrices nativas y exoticas

La importancia de la diversidad funcional en las lombrices de tierra ha sido
ampliamente documentada (Lavelle, 1983; Blanchart et al., 1997; Fragoso et al.,
1997 y Lavelle et al.,, 1997). Los servicios que proveen las lombrices de tierra al
ecosistema se relacionan con el impacto de su actividad en el sistema de suelo
(Lavelle et al,, 1997). Desde el punto de vista ecoldgico, las comunidades de lom-
brices de tierra pueden dividirse en tres grupos (Bouché, 1977; Lavelle, 1981):

1. Lombrices epigeas: de tamafo pequeno, con pigmentacion y que viven en la
hojarasca, a nivel de la superficie del suelo.

2. Lombrices endogeas: de tamafio medio, no pigmentadas y que viven dentro del
suelo. Como resultado de su actividad, producen excretas dentro del perfil del
suelo y sobre la superficie.
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3. Lombrices anecicas: de tamafo grande, sin pigmentacion y viven en el suelo,
pero comen en la superficie. Sus actividades forman una red densa de tineles
dentro del suelo.

La mayoria de las lombrices de tierra que pertenecen a los tipos endogeos v
anecicos son destacados ingenieros del ecosistema (Lavelle et al,, 1997) porque
son activas mezclando y cavando el suelo, modificando asi las propiedades hidricas
y quimicas del mismo. A las lombrices de tierra se les puede asignar una categoria
ecoldgica o grupo funcional y posteriormente comparar dichos grupos con base en
su densidad y biomasa.

METODOS DE TRANSECTO PARA TERMITAS, HORMIGAS,
ESCARABAJOS Y LOMBRICES DE TIERRA

Introduccion

Este método utiliza un transecto de 100, 50 o 20 x 2m, fue desarrollado para
bosques o localizaciones recientemente derivadas como en la agricultura de roza,
tumba y quema, y sigue las descripciones formales de Jones e Eggleton (2000),
Swift y Bignell (2001). Los datos obtenidos son cualitativos (identificacion y
nimero de especies) y/o semi-cuantitativos (abundancia relativa de especies y/o
grupos funcionales especificos), aunque se considera que, relativamente, presen-
tan una alta resolucion, por lo que los transectos se tratan separados de los mo-
nolitos y de las trampas pitfall. Este método se considera de bajo impacto y resulta
idéneo para ser usado por aquellos que no son especialistas en termitas y puede
ser completado en cada punto de muestreo por dos personas en un dia (dos dias
para un transecto de 100 m). El método, tal y como se describe y desarrolla mas
adelante, se basa en un transecto de 100 m, aunque se ha acortado a 20 m en el
protocolo estandar, para el proyecto CSM-BGBD y a 50 m en el esquema alterna-
tivo de muestreo (véase Capitulo 2).

Equipo requerido
Brijula, cinta métrica de 30 m o preferiblemente cuerda de nylon o mecate, mar-

cada en secciones de 5 m, utilizando cinta naranja o amarilla fluorescente o a prue-
ba de agua y un palo de 2 m. Cada persona lleva un machete o parang afilado, una
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cuchara de albafil, una charola de plastico o metal con reborde alto, dos pares de
pinzas, alrededor de 40 frasquitos de aproximadamente 1 x 5 cm, con alcohol al
80% (se necesitaran mas para habitats ricos en termitas); un cuchillo de campo de
hoja fija, de alrededor de 8-10 cm, puede ser Util para picar madera o suelo.

Procedimiento

Se traza una linea de transecto de 20, 50 o 100 m junto al monolito, a una dis-
tancia suficiente para evitar cualquier perturbacion durante el muestreo. Se coloca
el transecto de manera que visualmente atraviese los alrededores de manera ho-
mogeénea, evitando grandes arroyos, acantilados o caminos en uso que no sean
habitats adecuados para termitas; sin embargo, el transecto puede incorporar otros
fendmenos naturales del ambiente bidtico que contribuyen a su heterogeneidad
fisica, tales como pendientes, estrechas zanjas con arroyos o cortes en el dosel.
Frecuentemente se necesita evaluar, de modo subjetivo, cuando se trata de decidir
sobre la linea ideal, especialmente en los casos de pequenas parcelas. Las lineas de
transecto no necesariamente tienen que ser rectas; pueden inclinarse para alcanzar
angulos de hasta 90°, para evitar obstaculos naturales, siempre que no se crucen
con ellas mismas. En una parcela pequefia, un transecto puede curvarse sucesiva-
mente por dos angulos de 90° para que corra hacia atras hasta su punto de partida,
pero los dos “brazos” principales de la linea del transecto deberan encontrarse, por
lo menos, a 15m de distancia. Alternativamente, se pueden colocar dos transectos
de 50m (o de 10 m) para que queden en paralelo. Si la linea atraviesa un arbol, de
area basal muy grande, el transecto se puede desviar hacia un lado, siempre que
por lo menos una parte del sistema de raices quede dentro de la cinta de mues-
tra de dos metros de ancho. Es necesario anotar el punto de partida, direccion
del transecto con la brijula y cualquier cambio de direccion. Si se emplean otros
transectos en la misma parcela (por ejemplo, para poder replicar un monolito) los
transectos deberan posicionarse para evitar interferencia mutua y separarse, para
evitar pisadas excesivas en un solo lugar. Se debe asegurar que las lineas de pitfall
se mantengan sin perturbacion en todo momento.

El tiempo requerido para realizar transectos de 20 m es de 30 minutos de
muestreo por dos personas, en cada seccion de 5m. Un equipo de dos personas
sera capaz de muestrear entre 8 y 12 secciones por dia (2 a 3 transectos). No
obstante, ese tiempo podra reducirse si se trabaja con varios equipos de dos perso-
nas, de manera simultanea, en diferentes secciones. El muestreo se estratifica por
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nichos. Los siguientes micronichos son investigados con detalle: hojarasca y la su-
perficie del suelo hasta una profundidad de alrededor de 5 cm; acumulaciones pro-
fundas de hojarasca y suelo entre grandes raices que funcionan como retenedores;
madera en todas sus etapas de descomposicion; nidos de termitas o pistas de tierra
en troncos de arboles y otra vegetacion, nidos subterraneos epigeos y arbdreos v
monticulos de una altura de hasta 2 m sobre la superficie del suelo (incluyendo
nidos de bolsitas suspendidos en la vegetacién). El suelo, la hojarasca v los restos
de madera pueden diseccionarse rapidamente en charolas; esto ayuda mucho a ver
las termitas (Figura 3.4), escarabajos y lombrices de tierra en nichos cripticos o
cuando escasea la luz. Los palitos deberan romperse en pedazos y golpearse mode-
radamente en las charolas para desplazar cualquier termita u hormiga que conten-
gan. Los pedazos mas grandes de madera deberan cortarse tomando en cuenta que
pueden estar infectados en alguna parte. La madera podrida, incorporada en el sue-
lo de superficie, o cubierta de pedazos de suelo, frecuentemente contiene termitas.
Otras especies pueden habitar monticulos y nidos o podran coexistir con los que
estan construyéndolos, por lo tanto, es aconsejable comprobar la periferia y la base
de la estructura, junto con sus camaras centrales. El tronco de un arbol vivo puede
ser investigado para ver si contiene tuneles de termitas a una altura accesible, sin
necesidad de usar una escalera o tener que trepar (alrededor de 2 m), sin olvidarse
de las ramificaciones o de los helechos que pueden acumular suelo que contenga
termitas, lombrices de tierra y, posiblemente, otros invertebrados.

Normalmente se requiere de un corto periodo de entrenamiento u orientacion
para que colectores sin experiencia puedan muestrear con la misma eficiencia que
un experto. ldealmente, un transecto de entrenamiento, de 50 6 100 m, deberia
muestrearse la primera vez bajo la supervision de un colector experimentado. Los
colectores deberan trabajar de manera constante (no frenética) en cada uno de
los periodos de muestra de 30 minutos y tratar de mantener el mismo nivel de
eficiencia de muestreo en cada seccion del transecto; por esta razén y para po-
der minimizar la necesidad de tener que trabajar con escasa luz, se recomienda
completar no mas de 12 secciones en un dia. También resulta de ayuda descansar
unos minutos entre secciones. En la mayoria de las localizaciones no es necesario
colectar cada termita y las especies mas comunes podran ser ignoradas después
de muestrearse inicialmente para poder buscar las formas mas raras o cripticas o
para buscar soldados en especies que tengan una relacién relativamente baja de
soldado/obrero (tomando en cuenta que algunas especies no tienen soldados).
Es imposible muestrear con lluvia fuerte, por ello se permite interrumpir la labor
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Figura 3.4 Extraccion de termitas de una muestra de suelo en una charola de
aluminio.

Nota: las pinzas finas son idéneas para atrapar insectos con cuidado, sin dafarlos. Alternativa-
mente, se puede usar un pincel de artista humedecido con alcohol para depositar el espécimen
en el frasco colector.

hasta que mejoren las condiciones climatolégicas. El trabajo puede dividirse entre
los colectores, previo acuerdo; por ejemplo, cada persona trabaja en una cinta de
un metro de ancho, en lados opuestos de |a linea, para dividir cada seccion en dos
subsecciones de 2.5 x 2 m, de manera que mientras uno muestrea la madera, el
otro examina el suelo y las raices de los arboles. Esto dependera de la naturaleza del
lugar y de la topografia, seccidn a seccion. Se recomienda que el suelo se extraiga
en, por lo menos, una docena de lugares separados en cada seccion del transecto.
En los transectos donde se encuentran pocas termitas, es importante observar el
protocolo de muestreo con precisidn, a pesar de que se trate de una pequena cose-
cha, sin interrumpir el trabajo.

Procesamiento de especimenes
Los especimenes representativos de las termitas encontradas deberan ser preser-
vadas en alcohol al 80% v, en lo posible, contener soldados y obreros. Se debe

destinar un tubo de especimenes para cada poblacién (o colonia aparente), en el
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cual se introducira una etiqueta, donde se anotan, con lapiz o tinta indeleble y no,
con pluma o boligrafo, los siguientes datos:

* Fechay clave del transecto.

* NUmero de seccidn en el transecto donde se encontrd el espécimen (1,2 3,
etc.).

e El micro habitat en cuestion (madera fresca, madera seca, madera podrida,
monticulo, suelo, hojarasca, suelo a raiz de arbol).

Alternativamente, se podran imprimir etiquetas numeradas, utilizando una im-
presora laser, que se cortaran y pegaran en una libreta de campo, en orden secuen-
cial; en el campo Unicamente se anaden las etiquetas a los frasquitos y se toma
nota en la libreta de campo de los nimeros por seccion y del transecto, lo que
facilitara el trabajo; todas las etiquetas seguiran el mismo patron, por lo que se
podran leer con mayor facilidad, reduciendo asi las posibilidades de cometer erro-
res en la numeracion. Todas las notas de campo se guardan en la libreta vy, por lo
tanto, los nimeros de las etiquetas estaran relacionados. La informacion referente
al micronicho en donde se encuentra cada espécimen es importante para poder
establecer la naturaleza de la comunidad de termitas (especialmente la diversidad
funcional del grupo) y para construir una curva de acumulacién de especies. Para
evitar la confusion, en lugares ricos en termitas, se deberan escribir las etiquetas (o
las notas de campo) tan pronto como se hayan colocado las termitas en los tubos
de especimenes. En otros lados, se podran escribir etiquetas o notas, al completar
cada seccion del transecto; sin embargo, los treinta minutos para el trabajo debe-
rian incluir el etiquetado.

Los especimenes pueden resultar dafiados o afectados en su color por el suelo o
basura contenido en el frasquito, razon por la cual deben limpiarse lo antes posible
(se separan las termitas del suelo o de la hojarasca; se afiade alcohol fresco y se
escriben las etiquetas nuevas), el mismo dia en que son colectados o tan pronto
como sea posible. Lo anterior hace que el procesamiento sea mas eficiente, para
los taxdnomos expertos, razon para destinar un minimo de dos dias a cada tran-
secto de 100 m (proporcional para transectos mas cortos). Las termitas deberan
separarse en unidades taxondmicas reconocidas, por morfoespecies o especies
nombradas. Al tratar cada seccién de 5 m, como una muestra independiente, se
podra construir una curva de acumulacion por especies basada en especimenes o
simplemente por especies. Se generan diez secuencias al azar de las secciones por
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medio de un trazo (en cada secuencia) de 20 secciones al azar, sin reemplazo. El
numero de especies encontradas en cada seccion se usa para calcular el nimero
acumulativo de especies, para cada seleccion de las diez secuencias; finalmente, se
calcula la media acumulativa de especies de los diez juegos de 20 secciones para
cada seccidn y se construye una curva de acumulacion de especies. Una curva ideal
deberia ser asintética, es decir, deberia subir y posteriormente inclinarse, indicando
que se encontrarian pocas o nuevas especies con transectos adicionales en el area.
La riqueza especifica del lugar puede ser estimada utilizando métodos de extrapo-
lacion, tales como Jackknife de primer orden y Jackknife de segundo orden, Chaoy
ACE, entre otros (Magurran, 2004) que son implementados por el software libre
EstimateS (Colwell, 2000, 2004). Las especies y morfoespecies encontradas por
transecto pueden ser desde sélo unas cuantas hasta mas de 50, dependiendo del
lugar vy de la region biogeografica.

Identificacion

El primer paso para compilar una lista de especies y organizar los datos del ensam-
ble de las especies encontradas, sera identificar cudles son las que estan presentes
en la muestra; la identificacion consiste en la determinacion de la posicion de un
especimen en la clasificacion existente, trabajando desde niveles altos como drde-
nes hasta familia, género y especie. Lo ideal serfa que todos los especimenes fueran
identificados hasta especie, pero esto muchas veces no es posible para algunos
grupos de organismos de suelo. Una manera mas realista seria obtener la lista final,
parcialmente compuesta por especies identificadas v, el resto, se identificaria a nivel
género v, se separaran en morfoespecies. Cuando se comparan datos de diferentes
habitats o localidades, es importante utilizar el mismo esfuerzo de identificacion y
métodos. También es importante que las morfoespecies “A’, en el lugar 1, sean las
mismas que “A” en el lugar 2. Una taxonomia pobre podria resultar en una baja o
sobreestimacion de diversidad y similitud de especies y hacernos llegar a establecer
conclusiones errdneas. La identificacion de organismos de suelo, a nivel especie,
normalmente requiere una pericia taxonémica alta, lo que resulta muy laborioso
en términos de tiempo. Las muestras y los especimenes necesitan ser etiquetados
y organizados cuidadosamente. La coleccidn entera debera ser preservada durante
un tiempo después de la identificacion para su posterior confirmacion y se debe de
depositar, de manera permanente, un subjuego en una coleccidn de una institucion
nacional, o bien, en un museo.
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Los métodos comunes de identificacién de la fauna del suelo incluyen: a)
uso de claves de identificacidn publicadas, b) comparaciones con descripciones,
c) comparaciones con colecciones de referencia y d) envio de especimenes a un
experto taxonomo. Se utilizan, a modo de rutina, técnicas moleculares para la
identificacion de microorganismos, excluyendo animales. El formato de los nom-
bres debera seguir el cddigo respectivo de nomenclatura. En el caso de animales,
sera el Cédigo Internacional de Nomenclatura Zoolégica (Comisién Internacional
de Nomenclatura Zooldgica, 1999); para plantas, el Cddigo Internacional de
Nomenclatura Botanica (Creuter et al. 2000); y para bacterias, el Cédigo
Internacional de Nomenclatura de Bacterias (Sneath, 1992). El dato de autor y
ano de publicacion no forma parte de un nombre de especies y su uso es opcional,
aunque frecuentemente se recomienda, de manera particular, para grupos de or-
ganismos diversos o poco conocidos. No obstante, los Codigos de Nomenclatura
contemplan reglas muy estrictas de formato para nombrar autores, que deberan
ser respetadas: los géneros y especies se imprimen en cursiva, pero no es obliga-
torio; nunca se deben utilizar nombres manuscritos no publicados. Consulta un
catalogo taxonomico que te permita comprobar la validez y como se deletrean los
nombres, si existen.

La Tabla 3.1 presenta un ejemplo de una lista de especies. Se trata de una lis-
ta organizada en orden alfabético, lo cual generalmente resulta mas practico que
un “orden taxonomico” subjetivo. Se muestran tres niveles de identificacion; por
ejemplo, N. corniger v N. similis, fueron identificadas plenamente a nivel especie.
Termes sp. A v Termes sp. B fueron identificadas Unicamente a nivel género vy
morfoespecie. La abreviacién “cf” en el caso de Coatitermes y Armitermes, (abre-
viacion del latin confer, compare). Tal abreviacién se usa para indicar que la identi-
ficacidn es incierta. Otras abreviaciones, ocasionalmente, se utilizan con la misma
connotacion o de manera similar. Nota que las abreviaciones “sp” y “cf” no apa-
recen en cursivas. El paréntesis que abarca el nombre de los autores indica que la
especie fue originalmente descrita en otro género y después se transfirio al género
actual. Los paréntesis, por lo tanto, tienen un significado y su uso se determina de
acuerdo con las reglas de nomenclatura.

Lista de guias y catalogo de identificacion

Se puede consultar una lista integrada de claves de identificacion para termitas, hor-
migas y escarabajos en el apéndice 1 v listas mas especializadas en las publicaciones
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Tabla 3.1 Ejemplo de lista de especies.

Kalotermitidae

Angularitermes
nasutissimus

Angularitermes sp.
Angularitermes sp. 1
Angularitermes sp. 2
Angularitermes sp. 3
Angularitermes sp. 4
Angularitermes sp. 5
Angularitermes sp. 6
Angularitermes sp. 7
Angularitermes sp. 8
Angularitermes sp. 9
Angularitermes sp. 10
Angularitermes sp. 11
Angularitermes sp. 12
Angularitermes sp. 13
Angularitermes sp. 14
Angularitermes sp. 15
Angularitermes sp. 16
Angularitermes sp. 17
Angularitermes sp. 18
Angularitermes sp. 19
Araujotermes nanus
Armitermes holmgreni
Armitermes minutus
Armitermes cf. peruanus
Armitermes teevani
Atlantitermes osborni
Caetetermes taquarussu
Constrictotermes

cavifrons

w

=

13

13
46

15

19
20

10

10
71
47

16

14
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Tabla 3.1 Continda.

Coptotermes testaceus 5

32  Cornicapritermes 1 1
mucronatus
33 Cornitermes pugnax 10 22 7 4
34 Cornitermes sp. 9
35  Curvitermes 1 1
odontognathus
36  Cylindrotermes 10 1
flangiatus
37  Cylindrotermes 7 1
parvignathus
38  Embiratermes 1 3 1
parvirostris
39  Heterotermes tenuis 18 85 56 29 6
40  Labiotermes psilus
41  Microcerotermes 2 1
strunckii
42 Nasutitermes 3 6 2 2 1
callimorphus
43 Nasutitermes corniger 15 29 11 16 1
44 Nasutitermes gaigei 1 1
45 Nasutitermes guayanae 12 35 9 1
46 Nasutitermes octopilis
47  Nasutitermes sp. A 17
48  Nasutitermes sp. | 21 89 29 37 19
49  Nasutitermes sp. J
50  Nasutitermes 2 1 1
surinamensis

51  Nasutitermes unduliceps 1

52 Nasutitermes wheeleri 1

53 Neocapritermes pumilis

54 Neocapritermes sp. 6 1
55  Neocapritermes talpa 1 1
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Tabla 3.1 Continda.

56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

76

Neocapritermes taracua
Neocapritermes villosus
Obtusitermes sp.
Planicapritermes planiceps
Rhinotermes hispidus
Rhinotermes marginalis
Rotunditermes bragantinus
Rugitermes sp.
Ruptitermes sp. 1
Ruptitermes sp. 2
Ruptitermes sp. 3
Subulitermes baileyi
Subulitermes microsoma
Syntermes molestus
Syntermes spinosus
Syntermes territus
Termes hispaniolae
Termes medioculatus
Triangularitermes sp. 3
Triangularitermes
triangulariceps
Velocitermes sp.
Muestras

Especies

Transectos

indice Shannon (H)
indice Simpson
Rarefaccién (100
muestras)

Estimacion de Chao

Estimacion de Jackknife 1

H H H N H H H 00 O

259
52
20
341
0.96
34.4

86.7
74.8

471
50
39
291
.90
26.6

81.8
72.4

229
35
18
2.80
.90
25.3

52.3
50.1

119
15
10
2.04
.81
14.3

17.2
18.6

203
18
13
201
.80
141

253
25.4
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taxondmicas para termitas, en los apéndices 2 y 3. Si los detalles bibliograficos no es-
tan incluidos en la tabla, pueden consultarse en la lista de literatura, al final del presen-
te capitulo. Invariablemente, la disponibilidad de claves adecuadas publicadas, junto
con su calidad, varian entre el taxa y entre regiones, por lo que muchos museos o
instituciones cientificas dedicadas a la taxonomia y conservacion de la biodiversidad,
cuentan con sus propios manuales, los cuales no estan disponibles para el ptblico en
general. Existe también una “literatura gris” extensiva de reportes de talleres, confe-
rencias y documentos producidos por proyectos de desarrollo internacional sin una
distribucion global, que se centran en una sola regidn. El mejor enfoque para identifi-
cacion, por ende, sera el entrenamiento o bien que el procesamiento de especimenes
esté a cargo de un taxénomo con experiencia, antes de tomar las muestras.

Interpretacion de resultados

Los ensambles de especies son grupos de especies relacionadas taxondmicamente,
de un habitat o area geografica especifica. Algunas veces se refieren a “comuni-
dades de especies”, pero este término no es correcto, pues dichos ensambles son
delimitados por una clasificacion taxonémica basada en historia y filogenia y no,
en relaciones ecoldgicas actuales. Los ensambles pueden o no, formar un grupo
funcional (GF) uniforme y su composicién también puede verse afectada por los
métodos de muestreo utilizados. La caracterizacion de un ensamble de especies
involucra varios pasos, desde muestreo en campo hasta identificacion y analisis de
datos. Una de las principales propiedades de un ensamble es “la diversidad de espe-
cies’, la cual se puede definir y estimar por varios métodos. Casi siempre la muestra
no contiene todas las especies presentes en el habitat, por lo tanto, es necesario
extrapolar de la muestra vy utilizar estimaciones comparables de la diversidad local.
Los ensambles de diferentes habitats o localidades pueden compararse con varias
estimaciones o indices y agruparse de acuerdo con sus similitudes. Aunque la in-
formacion basica generada es la de riqueza especifica, otra informacion puede ser
obtenida del transecto. Lo mas importante es la diversidad funcional del grupo,
esto se obtiene como resultado de la anotacién del nimero de especies y morfoes-
pecies. Las termitas pueden colocarse dentro de las siguientes categorias troficas:

* Las que se alimentan del suelo. Las termitas distribuidas en el perfil de suelo,

la capa de hojarasca organica y/o monticulos epigeos se alimentan del suelo
mineral, aparentemente, con un grado de seleccion de limos y fracciones de ar-
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cilla. Aunque el material digerido es altamente heterogéneo, quedan proporcio-
nes mas altas de materia organica del suelo y silica, y menos tejidos de plantas
reconocibles que en otros grupos (Sleaford et al., 1996).

Las que se alimentan del suelo y de madera. Las termitas que se alimentan de
madera muy podrida, la cual se ha vuelto facilmente desmenuzable y que se
asemejan al mismo suelo o que predominan dentro del suelo, debajo de tron-
cos o en suelo adherido a la superficie de troncos en estado de putrefaccion,
o mezclada con hojas podridas en complejos de limo - raices. Este grupo es
sindénimo de “alimentadores medios” sensu DeSouza y Brown (1994), pero
no en la misma categoria de “alimentadores de madera podrida”, reconocida
por Collins (1989).

Las que se alimentan de madera. Las termitas que se alimentan de madera
y que cavan tuneles en piezas mas grandes de madera, que pueden volverse
centros de colonias. Este grupo incluye termitas con nidos arbdreos, subterra-
neos o epigeos, pero que se alimentan en otro lado y muchas Macrotermitinae
que cultivan jardines de hongos. El término “madera” incluye ramas muertas,
todavia unidas del arbol viviente y arboles muertos en pie, al igual que otros
que se han caido y se conservan aun frescos, o bien, todos menos los que se
encuentran en una fase de descomposicion terminal.

Las que forrajean la hojarasca (Termitas forrajeras). Las termitas que buscan
hojas muertas, pastos vivos o secos y pequenos pedazos de madera, normal-
mente cortan el material antes de consumirlo o lo llevan a sus nidos. Este grupo
incluye algunos Macrotermitinae subterraneos y constructoras de monticulos
y otras Nasutiterminitinae y algunas otras que se alimentan en la superficie del
suelo, junto con por lo menos una termita inferior del sur de Africa Hodotermes
mossambicus con un habito similar. Este tipo de termita forrajera usualmente
es mas conspicua que otros tipos alimenticios, por razones de las numerosas
galerias o placas de suelo que construye encima de la madera, hojarasca y su-
perficie del suelo y porque hace agujeros que se abren en la superficie, prove-
nientes de pasajes subterraneos o la formaciéon de columnas descubiertas de
individuos, normalmente compuestas por obreros y soldados forrajeros.

Las termitas de alimentacidn especializada o incidental. Esta categoria sigue
la lista de alimentacidn de termitas de acuerdo con Wood (1978); incluye
especies que se alimentan de hongos, algas, briofitas y liquenes en la corteza
de los arboles (por ejemplo, Hospitalitermes hospitalis en el sureste de Asia;
Ruptitermes y otras especies de Constrictotermes en America del sur que se
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alimentan de liquenes), las que se alimentan de excrementos o las carrofieras
de cuerpos de vertebrados (probablemente consumidos oportunamente, aun-
que el excremento se puede considerar como forma de basura descompuesta)
y también ciertas habitantes secundarias de monticulos de termitas que se ali-
mentan de los forros hechos de rica materia organica, encontrada en las camaras
interiores como inquilinas obligadas (Por ejemplo: Ahamitermis y Incolitermis,
en Australia,Gay y Calaby, 1970; Ophiotermes y Tuberculitermes, en Africa
oeste y central, Eggleton y Bignell, 1997; Inquilinitermes, que habitan dentro
de los nidos de Constrictotermes). Algunas termitas también se alimentan de
tejido de planta viva, aunque ninguna especie es realmente fitéfaga.

Las categorias no son mutuamente excluyentes y muchas especies toman sus
alimentos de por lo menos dos fuentes diferentes, especialmente bajo condiciones
desfavorables. La identificacion del grupo funcional puede hacerse de acuerdo
con el color abdominal en especimenes vivos (las alimentadas de suelo y suelo-
madera son mas oscuras), el lugar de su descubrimiento (en madera, suelo, etc.),
otros aspectos bioldgicos como el lugar donde anidan (las que anidan en arboles
normalmente no se alimentan de suelo), la ausencia de soldados (generalmente
indica las que se alimentan del suelo) vy la afiliacidén taxonémica (por ejemplo, las
Macrotermitinae no se alimentan del suelo; la mayoria de la Apicotermitinae se
alimentan de suelo o de suelo y madera). Si se dificulta la seleccidn de un grupo
funcional, una aproximacion Util se obtiene dividiendo las especies en “alimentadas
de suelo” o gedfagas (alimentadas de suelo, y suelo y madera) como las definidas
arriba, y “las que no se alimentan de suelo” (todas las demas). La forma de distri-
bucion de dichas categorias indica la estructura de la comunidad de termitas; las
comunidades de selva son frecuentemente dominadas por las que se alimentan
de suelo, pero la perturbacion o un periodo de secas, generalmente, incrementa las
proporciones de otros grupos funcionales; de manera similar, es posible comparar
ensambles de termitas en base a tipos de nidos, segln las siguientes categorias:

* Las que anidan en madera. Las termitas cuyos centros de colonia normalmen-
te se concentran en troncos muertos o arboles en pie. Algunas veces la madera
muerta es gradualmente reemplazada por material acartonado o por panales
de hongos.

* Las que anidan de manera hipogea. Termitas cuyos centros de colonia quedan
bajo el suelo. Los centros son pocos definidos y amorfos (especialmente en

112 MANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



los Apicoterminotenae que no tienen soldados), con estructura interna poco
obvia, aunque algunas forman nidos subterraneos complejos (por ejemplo
Marcotermitinae). Este grupo incluye especies que son habitantes secundarias
facultativas de monticulos epigeos.

Monticulos epigeos. Termitas cuyos centros de colonia se sitlian arriba del sue-
lo, pero excluyen monticulos arbéreos, que se forman por si solos o que se
asocian con los contrafuertes de los arboles. Estos monticulos, normalmente
estan bien definidos y constituyen estructuras altamente complejas, hechas de
acuerdo con especificaciones tipicas de la especie, pero con una tendencia a
volverse mas irregulares con el paso del tiempo por razones de erosion, adicio-
nes y ocupacion por parte de habitantes secundarios.

Monticulos arbdreos. Nidos que se sujetan a arboles y que se localizan en dife-
rentes alturas, usualmente construidos con material de apariencia acartonada
(cartén). En la mayoria de los casos, estos nidos estan conectados con el suelo
mediante pistas cubiertas que pueden ayudar a distinguir algunos nidos de ter-
mitas arboreas de los de hormigas.

Figura 3.5 Ejemplo de curva de acumulacion de especies con una desviacion estandar,

utilizando permutaciones de datos al azar.
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Curvas de acumulacion de especies

Las curvas de acumulacién de especies son graficas que representan la relacion
entre el esfuerzo de muestreo vy el descubrimiento de las especies en un habitat o
region. El esfuerzo de muestreo puede ser medido por espécimen, muestra, tram-
pa, tiempo (o persona por tiempo), o area. En el caso de un esfuerzo de colecta
grande, la curva es asintotica y tiende a inclinarse. La forma mas simple de estas
curvas es conocida como la curva del colector; es Unicamente una grafica del ni-
mero de especies acumuladas, en relacidn con el nimero de unidades de muestreo,
en la secuencia en que fueron anotadas en el campo. Las curvas mas sofisticadas,
con desviaciones estandar, se pueden obtener utilizando permutaciones (reite-
raciones) de los datos al azar (Figura 3.5) u otros métodos que normalmente
requieren de programas computacionales especializados.

Las curvas de acumulacion de especies pueden ser obtenidas reiterativamente
mediante remuestreo al azar de los monolitos de suelo o por secciones de transec-
tos, hasta 500 veces, utilizando el software de EstimateS versién 6.0b1 (Colwell,
2000). Para mas andlisis estadisticos, se establece la comparacion de la media del
indice Shannon-Wiener, nimero de especies y, en el caso de lombrices de tierra, pro-
duccion de excretas por cada tipo de uso de suelo, mediante la prueba Fisher, con un
5% de nivel de probabilidad. La prueba Kruskal-Wallis ANOVA puede utilizarse para
probar si existe un efecto significativo de los tipos de uso de suelo en relacion con la
abundancia de lombrices de tierra. La relacidn entre abundancia de lombrices de tierra
y el indice de uso de suelo se comprueba utilizando regresiones. Otro método sera
normalizar la densidad vy la biomasa de las lombrices de tierra antes de llevar a cabo el
andlisis paramétrico de varianza (ANOVA). Los andlisis de multivariados, tales como
el de componentes principales (PCA), el de correspondencia (AC) v el de co-inercia
pueden ser Utiles para determinar factores que afectan la densidad y la diversidad de
lombrices de tierra, en todos los paisajes agricolas (Thioulouse et al,, 1997).

HORMIGAS, OTRA MACROFAUNA Y MESOFAUNA EN HOJARASCA,
UTILIZANDO EL METODO WINKLER

Introduccion

Las hormigas pueden clasificarse en grupos funcionales o gremios. Aunque al-
gunos autores consideran estos nombres como sindnimos, tienen diferentes sig-
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nificados: los gremios son un grupo de especies que utiliza el mismo tipo de
recurso para su supervivencia (Terborgh y Robinson, 1986), mientras que los
grupos funcionales se refieren a especies que utilizan estrategias similares para
explotar el recurso y pueden estar formados por mas de un gremio. Aunque han
sido varias las propuestas de esquemas de clasificacion de grupos funcionales, se
recomienda utilizar el de Andersen (1997), originalmente disefiado para hormi-
gas australianas, pues es la mas usada en diferentes paises.

*  Especies dominantes: especies muy abundantes y agresivas que influyen sobre
la distribucién y el comportamiento de otras especies de hormigas. Ejemplo:
Iridomyrmex spp.

+  Especies subordinadas asociadas: incluyen, en su mayoria, las pertenecientes
al género Camponotus, que pueden coexistir con la dominante Iridomyrmex
spp., debido al tamarnio relativamente grande de su cuerpo y a su comporta-
miento sumiso.

*  Especies especialistas en clima y suelo: estas especies (Melophorus spp.,
Meranoplus spp., Aphaenogaster spp. y Notoncus spp.) muestran adaptacio-
nes fisioldgicas, morfoldgicas y de comportamiento que reducen su interaccion
con la dominante Iridomyrmex spp.

* Especies cripticas: especies de hormigas forrajeras que normalmente anidan
bajo el suelo (en la capa de suelo y hojarasca), de modo que minimizan el
contacto con otras hormigas que no ocupan este habitat (Brachyponera spp.,
Eurhopalothrix spp.).

* Especies oportunistas: escasamente competitivas, hormigas no especialistas
que frecuentemente viven en ambientes perturbados (Rhytidoponera spp.,
Paratrechina spp.).

» Especies generalistas myrmicines: especies que pertenecen al género
Monomorium, Crematogaster y Pheidole; son cosmopolitas, no especialistas y
altamente competitivas.

*  Especies forrajeras solitarias de tamano relativamente grande: predadoras soli-
tarias que manifiestan muy poca interaccidn con otras especies de hormigas (es-
pecies dentro de los géneros Myrmecia, Bothroponera y Odontomachus).

Los siguientes son ejemplos de gremios en la selva brasilefia de la Costa
Atlantica (Delabie et al., 2000).
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»  Especies omnivoras: especies que se alimentan de varias fuentes, incluyendo los
restos de animales muertos; ejemplo: Megalomyrmex, Pheidole y Solenopsis.

*  Especies predadoras especialistas: especies que se alimentan de un solo tipo
de presa; ejemplo: Amblyopone (predadoras de termitas) v Thaumatomyrmex
(predadoras de miridpodos) y Strumigenys (predadoras de colémbolos).

*  Especies predadoras generalistas: especies que se alimentan de diferentes tipos
de presas; ejemplos: Gnamptogenys (hormigas y otros insectos depredadores),
Anochetus e Hypoponera.

* Especies de hormigas legionarias: también conocidas como “formigas da
correigao’, son generalistas o especialistas dentro de las especies predado-
ras. ejemplos: Eciton, Labidus (predadoras generalistas) y Neivamyrmex v
Normamyrmex, predadoras especialistas que comen otras hormigas.

* Especies predadoras de suelo: especies que se establecen en el suelo y en la
hojarasca, donde son forrajeras; por ejemplo, Pachycondyla y Centromyrmex
(inquilinas de nidos de termitas), probablemente comedoras de larvas de ter-
mitas del género Syntermes (Delabie, 1995).

*  Especies de hormigas subterraneas: dependen de gotitas de aguamiel y comen
secreciones de azlcar de otros insectos; ejemplo: Acropyga.

* Especies de hormigas arbdreas dominantes: especies omnivoras que anidan
en arboles; forrajean toda la vegetacion arriba de la superficie y en la hojarasca;
son altamente agresivas y presentan una influencia competitiva sobre otras
especies; ejemplo: Azteca y Crematogaster.

Especies de hormigas dominantes en suelo u hojarasca: hormigas forrajeras de
hojarasca y suelo o de la superficie; se subdividen en dos grupos: a) predadoras
generalistas grandes, ejemplo: Odontomachus y Ectatomma; b) verdaderas
omnivoras: Brachymyrmex, Campanotus, Paratrechina, Solenopsis (especies
grandes) y Wasmannia.

+ Especies cultivadoras de hongos: especies que utilizan hongos simbioticos;
normalmente miembros de Attini; ejemplos: Acromyrmex, Apterostigma, Atta,
Cyphormyrmex, Mycocepurus, Myrmicocrypta, Sericomyrmesy Trachymyrmex.
Utilizan hojas frescas, carrofia y restos de plantas para cultivar sus hongos.

También existen otras clasificaciones funcionales; para trabajo de campo practi-

Co, es conveniente escoger las clasificaciones mas cortas, por ejemplo, la empleada
en el taller CSM-BGBD (2005):

116 IVIANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



+ Carnivoras (especialistas o generalistas), con un centro de colonia
subterranea.

« Carnivoras (especialistas o generalistas), con el centro de su colonia en las
capas superficiales de hojarasca.

+ Camivoras (especialistas o generalistas), con un centro de colonia epigeo o
arboreo.

* Herbivoras, con un centro de colonia subterraneo.

* Herbivoras, con un centro de colonia en las capas superficiales de hojarasca.

+ Herbivoras, con el centro de colonia epigeo o arboreo.

Procedimiento de muestreo

El procedimiento completo se lleva a cabo en tres fases: a) tamizar en campo para
separa la hojarasca fina (con hormigas) de la materia mas gruesa; b) transportar al
laboratorio dentro de una bolsa segura; c) extraer las hormigas dentro de la trampa
Winkler, cerrado pero ventilado. Se recoge primero la hojarasca, que se encuentra
en, por lo menos, tres cuadrantes de 1 m?, preferentemente colocados a lo largo
de la linea de transecto, junto a la coordenada GPS y al monolito (llustracion 1;
véase también el Capitulo 2). Se utiliza un marco para delimitar un 4rea de un 1
m’y se remueve la hojarasca a mano, trabajando desde el borde hacia el centro,
con guantes de cuero. Se tamiza cada muestra de hojarasca para remover pedazos
grandes, realizando movimientos laterales, hacia arriba, de manera que se puedan
separar los fragmentos mas gruesos. La fraccion fina queda en el fondo de la bolsa
del tamiz, junto con las hormigas y se transfiere a bolsas en campo. Esto debe
hacerse con suficiente habilidad, de manera que no escape ningtin insecto. Una
vez en el laboratorio, el contenido de las bolsas de campo se transfiere a redes;
posteriormente, estas redes se fijan dentro de la trampa Winkler, los cuales son
colgados en un lugar cubierto, ventilado y bajo condiciones ambientales. Se coloca
un frasco con alcohol al 70% en la base de la trampa Winkler; conforme se seque la
hojarasca, lentamente las hormigas y otros insectos migran hacia afuera y se caen
en el alcohol; se mantiene la trampa durante por lo menos 72 horas, con el fin de
maximizar la recuperacién de los especimenes (Delabie, 1999). Se almacenan los
especimenes en tubos cerrados v etiquetados, en alcohol al 70%; como comple-
mento o alternativa, cuando los Winklers no se encuentren disponibles, se puede
pasar la hojarasca burda por una malla de 2 mm, sobre una sabana blanca. Este
procedimiento permite separar la macrofauna pequefa y alguna de la mesofauna
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del material organico v, de esta manera, se pueden recolectar los especimenes de la
sabana, utilizando un aspirador manual (pooter); en este caso, se marca un limite
de busqueda de 30 minutos por cada metro cuadrado de hojarasca muestreada.
La hojarasca seca, contenida en la trampa Winkler, debera ser pesada al final de la
extraccion.

La lista completa de los materiales para la extraccion con trampas Winkler
(Bestelmeyer et al., 2000) es la siguiente:

*  Marco con una medida de 1 x 1 m de madera, plastico o aluminio para delimitar
el area de muestreo.

* Tamiz de malla grande, de alrededor de 5 mm, que entre dentro de una bolsa
resistente de nylon o tergal, de aproximadamente 1.5 m de largo.

* Bolsas de nylon, de aproximadamente 34 cm de ancho x 55 cm de largo, las
cuales se usaran en campo para transportar el material tamizado, hasta el lugar
donde se encuentren las trampas Winkler.

* Redes, una por cada trampa, de 25 cm de ancho y 37 cm de largo, las cua-
les seran llenadas holgadamente con la hojarasca trasportada en las bolsas del
campo vy se colocaran en el centro de la trampa Winkler para dar paso a los
invertebrados.

* La trampa Winkler consiste en una bolsa porosa de algoddn o nylon, a prueba
de insectos y mide 1.50 m de largo, 25 cm de ancho y 20 cm de profundidad
central. Se achica el fondo de la bolsa para que se pueda colocar un frasco de
aproximadamente 200 ml de capacidad, el cual contiene alcohol al 70%.

ESCARABAJOS, OTRA MACROFAUNA Y MESOFAUNA QUE SE
ENCUENTRAN EN LA HOJARASCA: TRAMPAS PITFALL CON Y SIN CEBO

Introduccion

Las trampas pitfall o de caida constituyen un método efectivo de recoleccion de
muestras de los invertebrados meso y macro que viven en la hojarasca; dichas
trampas estan hechas de envases profundos relativamente pequenos; por ejemplo,
vasos, tarros, botellas de plastico, latas, tazas, que se entierran de manera que la
parte superior del envase quede exactamente al ras del suelo, después de limpiar
la hojarasca suelta en el punto donde se va a colocar la trampa. Como variacion
de este método, la parte superior del envase puede situarse a 1 cm mas arriba de
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la superficie y se construye una rampa de suelo suelto a su alrededor. Las trampas
se colocan bajo cubierta para evitar que entre la lluvia y funcionan como colecto-
res de artropodos que viven en el suelo y que caen en el envase, ahogandose en
agua contenida en el fondo de la trampa. Las trampas normalmente se limpian y
se recolocan una vez al dia. Las pitfall son baratas, de facil instalacién, por lo que
se utilizan frecuentemente en los trabajos de inventario de la biodiversidad; éstas
ofrecen ventajas adicionales: se puede muestrear, de manera simultanea, la ma-
crofauna y parte de la mesofauna (especialmente, colémbolos); se pueden utilizar
especificamente para atrapar animales nocturnos. No obstante, presentan algunas
desventajas: sobre todo que no muestrean todos los grupos taxondmicos con la
misma eficiencia (escarabajos, hormigas, ortdpteros juveniles, miridpodos, arafas
y otros aracnidos grandes tienden a dominar, mientras que los insectos alados se
escapan). Las trampas pitfall no son cuantitativas y dado que, normalmente, se en-
cuentran dispuestas de manera lineal (para facilitar la instalacion v el retiro) sufren
la misma desventaja que los transectos, puesto que en ambas existe un alto grado
de autocorrelacion entre muestras adjuntas. Ademas, las pitfall son proclives a su-
frir danos ocasionados por mamiferos y aves, al igual que a actos de vandalismo.
Una tipica trampa pitfall puede observarse en la Figura 3.6; las dimensiones no
son fundamentales, pero la trampa debe ser lo suficientemente amplia como para
poder colectar un nimero razonable de especimenes v suficientemente profunda

Figura 3.6 Esquema de una trampa pitfall con cebo.

e

18cm 2

Nota: frascos con diametro de 10 a 20 cm generalmente son efectivos. El diametro mas peque-
fio ofrece la ventaja de sufrir menos perturbacion al momento de insertar la trampa.
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para impedir la fuga. Entre 1 o 2 cm de agua en el fondo y un poquito de deter-
gente seran suficientes para ahogar o inmovilizar a la mayoria de los animales vy
el detergente contrarrestara las propiedades hidrofébicas de muchas cuticulas de
artrépodos. Un aditamento usual a las trampas es un techo inclinado para prote-
gerlas de la lluvia, éstos pueden ser improvisados en el campo, sin embargo, una
caja Petri de vidrio invertida, es lo ideal; ésta descansara sobre palitos o clavos. Los
clavos galvanizados o de madera son la mejor opcion para elevar el techo hasta dos

Figura 3.7 Trampa pitfall improvisada, hecha con un vaso, cuatro palitos pequerios y

una cubierta de celofan.
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o tres centimetros, de manera que permitan el acceso a las trampas. El vidrio pesa
mas que el plastico, por lo que el techo se mantendra mas estable, también crea un
microhabitat como si fuera una cueva, lo que resulta atractivo para los artrépodos
diurnos activos en la superficie, con una respuesta negativa a la luz, al mismo tiem-
po que ayuda a mantener el contenido fresco, retardando asi la descomposicion.
Se puede argumentar que cuando se trata de sol directo, el techo deberia ser opaco
para evitar un efecto invernadero dentro de la trampa; éste debera ser gris claro,
de manera que no atraiga insectos voladores, ajenos a la fauna del suelo. El techo
puede hacerse también de loseta de ceramica, plastico, madera u otro material
lo suficientemente pesado como para que no lo eleve el viento o que pueda ser
afectado por la lluvia o el sol y que ademas no sea comestible para las termitas. En
algunas variaciones de este procedimiento se anade sal como conservador, pero se
puede utilizar, de manera alternativa, una solucion de hidrato de cloruro al 5% o
una mezcla de 4cido lactico/4cido acético (10% de cada uno de ellos, combinados
con un poco de glicerina) para mejorar su conservacion.

Las trampas pitfall pueden usarse en cualquier sustrato a nivel del suelo, con la
excepcion de agua y roca. Pueden emplearse para muestrear artrépodos en madri-
gueras, hojarasca, madera podrida y turba, aunque su aplicacion mas comun es en
un sustrato de suelo para la fauna de artrépodos activa en la superficie del suelo
(Figura 3.7). El uso de envases de color fuerte o con dibujos puede mejorar la cap-
tura de parasitoides u otros insectos voladores que seran atraidos por los colores,
pero deberan evitarse siempre que se pueda.

Colocacion de trampas

Mientras las pitfall son estrictamente no cuantitativas, pueden ser Utiles para la esti-
macion de la diversidad alfa. En estudios referidos a riqueza de especies, el nimero de
especies obtenidas por medio de las trampas pitfall se incrementa cuando éstas son
colocadas en un maximo de unidades vegetales. Estudios que se enfocan a la abun-
dancia, muestran que un nivel de captura aproximada puede obtenerse mediante la
replicacion de trampas pitfall, dentro de un rango de unidades vegetales. El nimero
de réplicas puede basarse en curvas de acumulacion de especies y ha de ser selec-
cionado para lograr un 85% o més de las especies buscadas. En otras palabras, ;cudl
serfa el nimero apropiado de trampas pitfall requeridas para colectar el 85% o mas
de las especies capturables en una unidad vegetal dada? En el muestreo basado en
transectos (Swift y Bignell, 2001), las pitfall normalmente se colocan en paralelo y
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a cada lado, a una distancia de alrededor de 5 m. No se especifica el nimero; ello
depende del largo del transecto. En el sistema de muestreo recomendado para el pro-
yecto CSM-BGBD, capitulo 2, se sugiere que las pitfall sean colocadas a lo largo de la
linea de transecto y a un lado de los cuadrantes de 1 m2 del muestreo para hojarasca.
El nimero recomendado es de 3 a 5 trampas por cada punto de muestreo, pero esto
no trata de ser prescriptivo. Cuando una parcela es botanicamente compleja y varias
unidades vegetales pueden ser reconocidas, las pitfall pueden ser distribuidas de la
misma manera que en el muestreo casual para hormigas y termitas, es decir, cualquier
microhabitat de interés podra ser investigado. Un esquema variable de muestreo con
pitfall, sugerido por Southwood (1978) hace uso de tablas de madera o de algunos
obstaculos similares de hasta 30 cm de alto, colocados en la superficie del suelo, en
forma de “\V" o de embudo. De esta manerg, se canalizan los animales mdviles hacia
la base de la “\VV" o embudo, donde se puede colocar una coleccion de pitfall de ma-
nera cercana (véase "cercas movibles”).

La colecta de las pitfall es sensible a la perturbacion, especialmente a pisadas;
una precaucion sensata seria, por lo tanto, ordenar el lugar entero. Se muestrea, se-
glin el orden de vulnerabilidad decreciente: primero las pitfall (de un dia para otro)
seguidas por los transectos, extracciones de nticleos de mesofauna y de microsim-
biontes v, finalmente, el monolito. Un muestreo ocasional, fuera del area principal
de actividad, podra hacerse en cualquier momento.

Instalaciones de las trampas pitfall

Las trampas pitfall deben ser introducidas en el suelo con el borde superior del
envase al ras del mismo o de la superficie de la hojarasca.

1 Se utiliza una cuchara de albafiil para cortar y sacar las raices y suelo, con el fin
de hacer un hoyo del tamano del vaso a introducir. Se debe tener especial cui-
dado para evitar remover suelo y raices, de manera que se minimice al maximo
la perturbacion del microhabitat adjunto.

2 Se coloca la trampa pitfall en el hoyo y el borde externo se llena de tierra pro-
cedente de la excavacion; se aplana con cuidado para mantener el mismo nivel
que el borde de la trampa. Se usa el relleno para construir una rampa, de manera
que los animales caminen sin obstaculos hacia el borde de la trampa.

3 Elsuelo fino, que cae en la trampa durante su colocacion, puede soplarse hacia
afuera; las particulas mas grandes, deberan ser extraidas a mano.
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4 Se insertan tres soportes de techo en el suelo alrededor de la trampa, dejando
asi 2.5 cm de cada soporte visible, arriba del substrato.

5 Se llenan las trampas hasta alrededor de % de su capacidad con agua y su-
ficiente sal como para lograr una solucién saturada (en caso de escoger una
solucién salina). Se afiade un poquito de detergente como agente tensoactivo;
siempre se necesitara sal u otro tipo de conservador en climas tropicales, a no
ser que la frecuencia de mantenimiento sea de 24 horas o menos. El detergen-
te facilitara la inmovilizacidén por ahogamiento de animales activos.

6 Se coloca el techo sobre los soportes.

7 Se coloca un indicador con el nimero de lugar y trampa (en tinta indeleble o
lapiz) cerca de la trampa; un palito, colocado verticalmente con un pedazo de
cinta o banderin amarillo o naranja, situado en su parte superior, resulta util para
identificar la localizacion de la trampa y para prevenir pisadas accidentales.

El mantenimiento y el procesamiento de especimenes

El mantenimiento de las trampas se lleva a cabo de la siguiente forma: se quita
el techo y se levanta el vaso interior que contiene el cebo (en el caso de que lo
contenga, ver abajo). Se extraen los elementos grandes, tales como hojas, palitos,
animales mas grandes, etc. que hayan caido en la trampa; se agita suavemente el
contenido restante del vaso para levantar los especimenes del fondo v se filtra con
una red de acuario. Para poder retener los colémbolos, se utiliza por separado un
colador de 53 pm.

Se transfieren los especimenes en bolsas de plastico o frascos desde la red,
utilizando un frasco para enjuague o pipeta de agua, lo que servira para separar los
ultimos ejemplares. Cada trampa se debe procesar de manera separada y se coloca
en la bolsa o frasco una etiqueta con la identificacién del lugar, trampa y fecha de
recoleccion. Los especimenes deberan procesarse el mismo dia en laboratorio o
la base de campo, enjuagando el contenido de cada bolsa en la red, utilizando un
flujo suave de agua, durante varios minutos, con el fin de remover la suciedad, la
sal y el detergente. Se retira cualquier basura grande restante y se trata de retirar al
maximo la tierra u otra basura organica.

El lavado de ejemplares en agua fresca es esencial porque el detergente v la
suciedad forman una pelicula sobre los insectos, si se les introduce directamente
en alcohol; esta pelicula es dificil o hasta imposible retirar una vez que los ejem-
plares quedan conservados, lo que dificulta que sean manipulables y visibles bajo

MacrorFauna 123



microscopio. Después de este lavado, se invierte el contenido de la red en una
bolsa de especimenes y con un atomizador o piseta, lleno de alcohol, se lava sua-
vemente el contenido de |a red y los lados de la bolsa o frasco con el fin de que
los ejemplares caigan hasta el fondo. Se cubre con alcohol la muestra hasta la
altura de los ejemplares que se encuentran dentro de la muestra, y se introducen
las etiquetas (escritas con tinta indeleble o con lapiz). Después de siete dias se
debe cambiar el alcohol v, si es posible, se refrigeran o se congelan las muestras,
en espera de futuros procedimientos. Las muestras almacenadas deberan quedarse
en una bolsa doble o frasco; se usa alcohol al 95% en el caso de colémbolos y al
70% para otros especimenes. Una variante de este proceso es usar dos filtros para
colémbolos (malla 53 pm y 38 um) se utilizan para separar estos animales de la
otra fauna (ver Capitulo 4). Para el procesamiento de ejemplares de colémbo-
los véase Capitulo 4 (Mesofauna). Se pueden preparar trampas pitfall adicionales
(opcional) con un contenido de 120 ml de etanol al 95% + glicerina (9:1) que se
dejan en campo durante 72 horas. Se recomiendan dos trampas de este tipo mas
tres de diseno convencional por cada punto de muestreo.

Para mejorar la capacidad de captura con trampas pitfall

Es posible mejorar la capacidad de captura con las trampas pitfall haciendo varios
cambios en el diseno de la trampa o usando cebo atractivo para artropodos. La
principal modificacion en el disefo consiste en agrandar su diametro, porque la ca-
pacidad de captura de las pitfall esta en funcidn del tamafio de su circunferencia. El
hecho de usar cebos atractivos implica un mejoramiento general para la captura de
una gran variedad de artrépodos. El cebo puede ser estiércol, carrona, frutos caidos
u hongos en descomposicion que resultan indistintamente atractivos para los de-
tritivoros y algunos otros tipos de artrépodos, cebos de color (amarillo, rojo o azul)
para atraer moscas o parasitoides, o sustancias sintéticas atractivas (por ejemplo,
feromonas). El excremento humano fresco también es apetecible para una gran
variedad de escarabajos vy, por supuesto, se encuentra facilmente disponible. El
cebo debera separarse del liquido conservador; esto se lleva a cabo con la suspen-
sion del cebo en un pequenio bote colocado en la boca del envase principal. El uso
de cebos resulta controversial porque el muestreo se sesga hacia los animales con
un marcado olfato. Las trampas con cebo no podran utilizarse en una evaluacion
semi-cuantitativa como medio de captura (por ejemplo, el porcentaje de todas
las trampas estara ocupado por una sola especie) porque no se puede determinar
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el area en donde se llevd a cabo el muestreo vy la captura no sélo depende de la
abundancia de animales, sino también de la movilidad relativa; sin embargo, esto
es aplicable para las lista de especies de la localidad.

Lista de materiales requeridos

*  Trampas pitfall: vasos de plastico de 1000 ml (con dimensiones de 180 mm de
didmetro superior x 120 mm de profundidad).

« Techo de 200 x 200 mm (uno por trampa); loseta de color gris claro.

* Soportes del techo: clavos de madera o galvanizados de 152 mm (seis
pulgadas).

* Agua: agua de la llave o de una fuente natural.

* Cubeta o envase para agua.

* Detergente puro: detergente liquido no perfumado para platos.

* Sal

* Indicadores de plastico o de madera.

+ Red de acuario o similar (de malla fina).

*  Bolsas de plastico para muestreo con sello (tipo ziplock son las mas convenien-
tes para el almacenamiento de especimenes de campo) o frascos.

* Alcohol al 70 al 90%.

+  Lapiz de grafito (e]. no. 2 0 6B)

* Etiquetas tipo tarjeta.

REGUISTRO E INTERPRETACION DE DATOS
Parametros

Registre el nimero y peso fresco de todos los organismos e identifique, por lo me-
nos, hasta el nivel de determinacién taxondmica y funcional mas alta posible. La
presencia y el peso de hongos cultivados por las termitas (si los hay) también de-
beran anotarse. Si no se cuenta con una balanza disponible en el campo, se puede
estimar el peso fresco para ejemplares conservados, pesados después de un secado
con papel absorbente; se hace una lista de especies, siempre que sea posible agru-
parlas en familias o subfamilias, utilizando el nombre genérico y por orden alfabéti-
co. Para completar la lista, se combinan los resultados de los monolitos, transectos,
trampas Winkler, trampas pitfall junto con un muestreo casual.
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Las especies plenamente identificadas deberan enlistarse con su nomenclatura
binomial (género y especie) v la autoridad que las describié completas:

Ejemplo Dorylus laevigatus Smith.

Las morfoespecies deberan enlistarse por letra:

Ejemplo Crematogaster sp. A. y Crematogaster sp. B.

Es importante que la designacion de letra sea consistente entre las localidades.
Por ejemplo, la especie A es la misma especie en toda el area de muestreo. Las
especies identificadas Unicamente a nivel género, deberan enlistarse sin letras:

Ejemplo Colobobsis sp.

Incorpore la lista de especies en una tabla que muestre las localidades donde
fue encontrada cada una.

Tabla 3.2 Densidad numérica (individuos m?) de termitas en siete localidades, a través de
un gradiente de perturbacion de la selva, en la provincia Jambi del centro de Sumatra.

BS1, Selva primaria 2,892 347-12,827
BS3, Arboles talados 163 65 22-977
BS6, Paraserianthes 512 47 5-16,445
BS8, Hule 128 11 2-1,046
BS10, Selvade hule 211 25 2-9,772
BS12, Alang-alang 3 2 0-20

BS14, Cassava 26 10 2-534

46 15 3-64
0-10cm 106 80 43-148
10-20 cm 55 a4 24-78
20-30 cm 49 4 1-50

* Datos retrotransformados.
Fuente: datos de especies de Jones et al., 2003.

La abundancia se estima como nimero o individuos por m?, de cada monolito
y de cada estrato; se multiplica el nimero crudo de cada monolito x 16, con la
excepcion de las lombrices de tierra y milpiés, los cuales se muestrean en el mo-
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nolito y la zanja (véase monolitos arriba); se determina la abundancia para cada
taxon, también para cada grupo taxondmico superior y se combinan los datos
de todas las especies; finalmente, se calculan las medias aritméticas. Para poder
estimar el 95% de limite de confianza, los datos primarios deberan transformar-
se en log, (x+1). Cuando no hay demasiados ceros (muestras sin organismos)
este procedimiento deberia normalizar los datos y producir varianzas homogéneas
de grupo a grupo. En casos dificiles, se puede probar una transformacion loglog.
Se aplican estadisticas descriptivas al juego de datos transformados, incluyen-
do el 95% de los limites de confianza y con los datos transformados se obtiene
una media geométrica. Se citan las medias para datos no transformados, junto
con las medias geométricas, datos transformados y los limites de confianza para
log, (x+1). Los datos transformados pueden usarse para histogramas y compara-
ciones de lugar a lugar (Eggleton et al., 1996); y prepare una tabla resumida, tal
y como se muestra en la tabla 3.2).

Algunos indicadores de la abundancia relativa se pueden obtener a partir de
la frecuencia de encuentro de diferentes especies (nimero de secciones de un
transecto en donde se localizé la especie con respecto al nimero total muestreado,
nimero de pitfall respecto al total, etc.). También partiendo de que un transecto
completo representa una muestra Unica y grande, es posible asignar dominancia vy,
por lo tanto, derivar en indices de diversidad de especies y de equitatividad; tam-
bién es posible que el nimero total de encuentros, o sea, el nimero de veces que se
descubren colonias separadas en el caso de hormigas o termitas, o para otros gru-
pos individuos separados a lo largo del transecto completo, puedan ser parametros
utiles de poblacion. Este concepto no se puede aplicar de la misma manera para
las pitfall. Para la informacion completa obtenida de transectos, véanse las discu-
siones en Eggleton y Bignell (1995), Eggleton et al. (1997), Jones e Eggleton
(2000), Woodcock (2005) y Jones et al. (2005).

Se estima la biomasa en g.m”de manera similar a como se calcula la abun-
dancia; se utiliza peso fresco o la masa de un espécimen parcialmente seco, si es
posible. Se evita el uso del peso seco debido a las diferentes temperaturas de los
hornos que usan algunos investigadores y por el contenido variable de agua de los
diferentes tipos de organismos. Donde se dispone de especimenes de insectos de
varios tamanos, existe un método alternativo que consiste en calibrar la biomasa
viva con el ancho de cabeza, en especimenes representativos que cubren todo el
rango de tamanos. El peso de los desconocidos puede entonces estimarse desde la
curva. En el caso de transformaciones a log de los datos, resulta mas conveniente
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trabajar en (mg+1) y luego se transforman y se expresa en gramos. Se prepara una
tabla resumida, como arriba.

Nota: determinar solamente la abundancia resulta facil, puesto que no implica
pesar especimenes individuales o hacer otras medidas para estimar la biomasa;
sin embargo, muchas tasas de procesos en el ecosistema son proporcionales a la
biomasa y no a la abundancia, de manera que monitorear datos sin estimaciones
de biomasa proporciona informacién incompleta y, por tanto, menos informati-
va. Se debe mostrar riqueza de especies/morfoespecies, abundancia y biomasa
en forma grafica.

Analisis

Los analisis se deben llevar a cabo por grupo funcional, es decir, definido por su
habito alimenticio y su distribucion en el perfil del suelo. Para poder establecer una
comparacion, la clasificacién de lombrices de tierra (ya mencionada) puede apli-
carse a todos los invertebrados del suelo.

Especies epigeas que viven y se alimentan en la superficie del suelo; el efecto
de estos invertebrados es fraccionar y despedazar la hojarasca, v liberar nutrien-
tes, pero no redistribuyen activamente materiales de las plantas (aunque el ma-
terial despedazado sea mas facilmente transportado por el viento o el agua que
el material de donde deriva). Este grupo incluye, en su mayorfa, una variedad de
artrépodos (hormigas, escarabajos, cucarachas, ciempiés, milpiés, cochinillas y
grillos), caracoles y pequefias lombrices de tierra completamente pigmentadas.
La macrofauna activa en la superficie incluira a los organismos muestreados en
las trampas pitfall.

Especies anécicas son las que retiran hojarasca de la superficie del suelo a través
de su actividad alimenticia. Cantidades considerables de suelo, elementos minerales
y materia organica se redistribuyen con esta actividad y también se acompanan de
efectos fisicos sobre la estructura del suelo vy las propiedades hidricas. Las lombrices
de tierra y las termitas que no se alimentan de suelo constituyen los principales grupos
dentro de esta categoria, pero también algunos aracnidos.

Especies enddgeas que viven en el suelo y se alimentan de materia organica y
de raices muertas, ingiriendo grandes cantidades de materia mineral. Los dos grupos
principales son las lombrices de tierra y las termitas que se alimentan del suelo.

Ensambles pueden ser comparados por la proporcion relativa de especies o uni-
dades taxondmicas (morfoespecies), las cuales pueden ser incluidas en una o més
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categorias funcionales. Se recomienda probar la clasificacion de un grupo funcional
(GF) adicional para la macrofauna, utilizando las siguientes categorfas:

Los ingenieros del ecosistema (normalmente hormigas, termitas y lombrices
anécicas y enddgeas). Los grandes invertebrados (> lcm, pero ocasionalmente
més pequefios) ingieren una mezcla de materia organica y minerales, y forman
heces longevas y estables, que son complejos organominerales.

Las especies clave (termitas y posiblemente algunos transformadores de hoja-
rasca) proveen oportunidades fisicas de nichos para organismos de nivel més bajo
y determinan la estructura de la comunidad de estos organismos.

Nota: los términos “ingeniero de ecosistema y especies claves” con frecuencia
son utilizados, de forma incorrecta, como sindnimos.

Transformadores de hojarasca (normalmente artrépodos no sociales o semiso-
ciales, lombrices epigeas y acaros grandes) ingieren una mezcla de materia orga-
nica y biomasa microbiana y forman heces holorganicas de corta vida. Este grupo
incluye invertebrados grandes (> 1cm) y medianos (0.2 a 1cm), pero algunos
animales mas pequerios (varios 4caros) pueden tener funciones analogas.

Macropredadores (especies predadoras >0.2 cm, normalmente procedentes
de varios grupos de artrépodos).

La riqueza de especies actual puede ser estimada por medio de Sob, ACE, ICE
y EstimateS. Los indices de diversidad y de similaridad tiles incluyen: Shannon-
Wiener, Simpson, Jackknife, Jacquard y Sorensen (véase Southwood, 1978 v
Krebs, 1998).

CONJUNTO MiNIMO DE DATOS
El conjunto minimo de datos puede ser expresado por cada punto de muestreo,
por categoria de uso de suelo y por ventana de muestreo, seglin se explica a
continuacion.
Conjunto minimo de datos por punto muestreado

De todo el muestreo
Lista de especies/morfoespecies para hormigas, termitas y escarabajos capturados

con cebo.
Lista por familia de los otros escarabajos.
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Lista de los otros invertebrados en la resolucién taxonémica la mas alta posible.
Para cada taxdn se indica el método de muestreo empleado:

C = casual

T = transecto

W = Winkler

P = pitfalls

M= monolito

(Para el monolito no observar estratificaciones de 3 x 10 cm, con la excepcion de
lombrices de tierra).

Abundancia total en nimero m? de forma separada para:

Todas las hormigas (y por grupo funcional GF1, GF2, etc.).

Todas las termitas (y por GF 1, GF 2, etc., en su defecto las que se alimentan de
madera o de suelo).

Todas las lombrices de tierra (ademas por GF 1, GF 2, etc.).

Todos los escarabajos

Otros invertebrados

Todos los invertebrados.

Desde el transecto o los transectos

Abundancia relativa de termitas. La abundancia relativa para cada GF esta dada
por el nimero de encuentros de divididos entre el nimero total de encuentros de
todos los GFs.

Se hace un calculo para cada GF, utilizando todas las secciones de transectos
disponibles para el muestreo. Notese que un encuentro es un evento en una sec-
cion de 5 m del transecto; el niumero de encuentros, por lo tanto, varia de O a 4
para transectos de 20 m y de O a 20 para transectos de 100 m. Se pueden juntar
los datos obtenidos de diferentes transectos en puntos de muestreo separados.

De las trampas Winkler
Frecuencia de especies por muestra.
Datos de abundancia para hormigas y escarabajos (niimero de individuos m2).

En el caso de las hormigas, nimeros totales por cada grupo funcional (GF1, GF2,
etc.) también pueden estimarse.

130 IVIANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



De las trampas pitfall
Se desglosa los taxa no muestreados por otros medios (Uinicamente).
Conjunto minimo de datos por uso de suelo

Las categorias de uso de suelo son anotadas y cuando esto no es posible se clasifi-
can de acuerdo con la intensidad de uso de suelo.

De todo el muestreo

Listas de especies/morfoespecies para hormigas, termitas, lombrices de tierra y
escarabajos capturados con cebos.

Lista de familias para los demas escarabajos

Lista de invertebrados en la resolucion taxondmica la mas alta posible

Para cada taxdn se indica el método de muestreo empleado, utilizando las mis-
mas claves que las especificadas anteriormente: C= Casual, T = Transecto, W=
Winkler, P= Pitfalls y M= Monolito

De los monolitos
Es necesario proveer la abundancia media como:

a) Numero de individuos m2 +SD

b) Media geométrica + 95% de intervalo de confianza

c) Media aritmética + 95% de intervalo de confianza donde n = nimero de puntos
por uso de suelo, separado para hormigas (y para grupos funcionales GF1, GF
2, etc.), todas las termitas (y para los grupos GF 1, GF 2, etc. o en su defecto
las que se alimentan de madera o de suelo), todas las lombrices de tierra (y por
grupos GF 1, GF 2, etc.), todos los escarabajos, otros invertebrados y todos los
invertebrados (igual a lo indicado para datos minimos por punto de muestreo).

De los transectos

Abundancia relativa media de termitas GF 1, GF 2, etc., como % = SD, donde n =
numero de puntos por uso de suelo.
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De las trampas Winkler

Abundancia media de hormigas (y como GF 1, GF 2, etc.) como individuos m2 +
SD, donde n = ndmero de puntos por uso de suelo.
Abundancia media de escarabajos como individuos m2 + SD.

Conjunto minimo de datos por ventana de muestreo
De todos los métodos de muestreo

Recambio de especies a lo largo del gradiente como la B de Whittaker, ejemplo
Diversidad .

Para todas las abundancias medias totales y las abundancias medias
relativas de los GF

Correlacidn con parametros individuales del gradiente, incluyendo los resultados de
intensificacion de uso de suelo.

El uso de datos crudos de abundancia y de biomasa en la interpretacion
de la funcion del ecosistema resulta controversial. Por ejemplo, se dice que la
abundancia de individuos no se debe usar en el caso de hormigas porque son
insectos sociales que se organizan en colonias formadas por miles de individuos
que se alimentan en grupos; si el muestreo se hace en una colonia, el calculo
retrospectivo hasta llegar a la densidad numérica, sera sobreestimada (Colwell
y Coddington, 1994). La frecuencia de especies por muestreo presenta un
parametro alternativo. De manera similar, se argumenta que los organismos se
deben asignar Unicamente como ingenieros del ecosistema, cuando su abun-
dancia o biomasa lo justifique, en base de lugar a lugar; no obstante, existen
contra argumentos de que los insectos sociales pueden evaluarse correcta-
mente en cuanto a su abundancia y biomasa, si el régimen de muestreo es
suficientemente robusto (incluyendo réplicas adecuadas, muestreo anidado y
estratificado ejemplo Eggleton et al., 1996) y que la biomasa es tan importante
para la determinacion del impacto ecoldgico que no se puede prescindir de ella
o sustituirla. Desafortunadamente, la escala del esfuerzo requerida para poder
evaluar la biomasa es enorme (véase Eggleton y Bignell, 1995, Lawton et dl.,
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1998), lo que compromete la caracterizacién de la heterogeneidad del paisaje
porque restringe el nimero de puntos de muestreo que pueden ser utilizados.
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Clave de géneros de hormigas
de Borneo (util en el S.E. de
Asia, incluyendo Indonesia).
Bien ilustrada con sinopsis

genérica.

Publicacion clave para géne-
ros de |a region Neotropical.
Incluye una revision de la bio-
logia ecologia, taxonomia y la
importancia econdmica de las

hormigas.

Trabajo estandar. Facil de usar.

Clave un poco obsoleta de
géneros de termitas del Norte
de Borneo, de facil manejo.

Disponible y econémica. Bien
ilustrada clave de facil identifi-
cacion para los soldados, pero
no cubre toda la diversidad de
animales que se alimentan del
suelo, dentro del clado Termes.
Clave moderna vy de facil inter-
pretacion, util para Sumatra,
Borneo Java y Sulawesi.
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Notas

Clave a nivel familia de imagos y
soldados. Clave hasta género para
soldados y muchos géneros ilustra-
dos de manera detallada a nivel de
especies (en francés).

Lo que opera actualmente este
género, Clave de especies para
imagos, soldados mayores y solda-

dos menores.

Clave corta; anticuada; Unicamente
para géneros principalmente en el
contexto africano, pero recomenda-
da para formarse.

Estudio comprensivo que incluye

claves hasta géneros de soldados.

Estudio prestigiado, muy util para
termitas subterraneas cripticas,
especialmente Apicotermitinae y
todas las que se alimentan del suelo;
de dificil manejo.

Incluye una sinopsis de familias y
subfamilias en forma de clave con
notas e identifica caracteres diag-
nosticos, utilizando imagos, obreros
y soldados; no muy util como clave,
pero util para confirmaciones.
Clave completa muy ilustra-

da y detallada; incluye detalles

del enrollamiento del intestino

y de como esta conformada la
valvula entérica para identificar
algunas Apicotermitinae, mas 32

referencias.
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APENDICE 2. Trabajos taxonémicos con claves de especies de algunos

géneros neotropicales. Las claves hasta género son dadas en Krishna
(1961; Ginicamente Kalotermitidae), Mill (1983) y Constantino (1999,

2002).
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Clave de soldados de América del Sur.
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Clave de alados (anticuado).

Clave de soldados.
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Clave de soldados.
Clave de soldados.

Clave de soldados de Paracomitermes
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Revision de Labiotermes sensu stricto,
con claves.

Revision y claves.

Revision y claves (anticuado y en
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Claves de soldados de especies de Las
Antillas (anticuado).

Revision y claves.

Revisién y claves de soldados (en
portugués).
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Claves de soldados de especies de Las
Antillas (anticuado).
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CapiTuLO 4
Collembola, acari y otra mesofauna del
suelo: el método Berlese

Agus Karyanto, Cahyo Rahmadi, Elizabeth Franklin,

Francis-X. Susilo y Jose Wellington de Morais

INTRODUCCION

La mesofauna esta conformada por animales cuyo tamano de cuerpo oscila
entre 0.2 y 2.0 mm, y cuya abundancia no puede ser evaluada con exactitud
por medio de la seleccion manual del suelo. Enchytraeidae, Acari (4caros),
Collembola (colémbolos), Protura, Pauropoda y otros Nematodos son tipicos
representantes de la mesofauna; sin embargo, formas de larvas de especies
de macrofauna también caen dentro del rango de tamano de mesofauna. El
muestreo de la mesofauna (y otra biota del suelo) se encuentra integrado
como parte de |a estrategia global del inventario de la biodiversidad bajo del
suelo, descrito en el Capitulo 2. En cada punto de muestreo, los nulcleos
de suelo se localizan en dos circulos concéntricos, a 3 m y 6 m de radio del
monolito, respectivamente, y se complementan con pitfall, localizadas a por
lo menos 14 m del centro del monolito. La mesofauna se colecta utilizando
dos métodos de muestreo: a) una muestra compuesta que contiene varios
nucleos de suelo vy hojarasca extraida de la superficie, bien por el método
Berlese-Tullgren o por el de Berlese modificado; b) del contenido liquido de
las trampas pitfall. Los nlcleos de suelo, en principio, sirven para colectar
mesofauna que habita en el suelo mineral, por debajo de la hojarasca de la
superficie y en la hojarasca en si, mientras las trampas pitfall se utilizan para
colectar los que habitan en la superficie del suelo.
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El método Berlese es un sistema de extraccion por embudo para separar los
pequenos artropodos del suelo, fue desarrollado por Antonio Berlese, a finales del
siglo XIX. En este sistema circula agua caliente entre las paredes dobles de la-
tén del embudo (o embudos), de manera que la muestra se seca lentamente. En
1918, Tullgren modificé el método Berlese, reemplazando la envoltura de agua por
un foco de luz eléctrica. El método pitfall (Capitulo 3,) es suficientemente eficaz
como para poder capturar colémbolos que viven en la superficie del suelo (edafi-
cos); sin embargo, no resulta (til para colectar acaros oribatidos (Acari: Oribatida)
porque estos animales, normalmente, son sedentarios (con la excepcién de algu-
nas familias como Galumnidae y Scheloribatidae), en contraste con los grupos mas
oportunistas como los colémbolos. Se sugiere que para un muestreo normal ambas
extracciones de embudo v pitfall deben emplearse de manera conjunta.

Los &caros oribatidos (también conocidos como Cryptstigmata a los que se
refieren como acaros escarabajos o acaros de caja) son artrépodos numérica-
mente dominantes en los horizontes organicos de la mayoria de los suelos; su
densidad puede alcanzar cientos de miles de individuos por m2, con una di-
versidad de especies también muy alta y, en suelos no perturbados, se pueden
encontrar entre 50 y 100 especies (Norton, 1990). Estos acaros se alimentan
de materia de plantas vivas o muertas y de carrona; asimismo, forrajean en hon-
gos vy algas, v algunos son predadores, por ejemplo, se alimentan de nematodos
vivos (Siepel, 1990). Sus heces fecales proporcionan una amplia superficie para
la descomposicion primaria por hongos y bacterias v, a su vez, constituyen un
componente integral de la estructura del suelo; después de muertos, se convier-
ten en un importante desecho nitrogenado. Debido a su papel regulador en lIa
descomposicion vy el reciclaje de nutrientes, al igual que en la formacién de la
estructura de suelo, su abundancia, composicion de especies vy diversidad en un
habitat especifico son buenos indicadores de un suelo “sano” (Minor, 2004).
Lo anterior es aplicable para los grupos mayores de microartropodos del suelo
o a partir de las proporciones de abundancia y diversidad entre los grupos de
mesofauna del suelo.

METODOS DE MUESTREO
Los protocolos aqui descritos abordan principalmente los de los acaros y colémbo-

los presentes en los horizontes minerales y en la hojarasca. El principio es colectar
pequefios nlcleos o bloques y combinarlos para hacer una sola muestra compues-
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ta, la cual es entonces sub-muestreada por extraccion por el método de Berlese-
Tullgren. De manera alternativa, se utilizan tres o cuatro muestras compuestas y
no sélo una. Las muestras de suelo, con o sin hojarasca, se colectan en el campo,
utilizando un sacabocados. Este aparato mide 3.5 x 3.5 cm de ancho y 10 cm
de alto, y toma muestras a una profundidad de hasta 5cm que posteriormente se
transfieren a un recipiente de plastico de 300 ml de volumen (Figuras 4.1ay b). El
siguiente paso es almacenar las muestras en cajas grandes para transportarlas hasta
el laboratorio. De manera alternativa, las muestras del suelo pueden ser colectadas
en muestras de 3.5 x 3.5 x 5 cm de profundidad, utilizando una pequefia cuchara
que tome un volumen constante de aproximadamente 100 ml. Asi, el suelo de
12 sub-muestras se coloca entonces en una bolsa de 5 kg como una muestra
compuesta.

La muestra compuesta de suelo se divide en 10 bolsas de nylon, con un pro-
medio de un kilo por bolsa, se etiquetan y se transfieren a un costal de tela de 30
x 35 cm de tamano, para evitar que la mesofauna muera. Se ha observado que
los costales de tela son muy eficientes para almacenar temporalmente y trans-
portar las muestras durante largas distancias y tiempos, porque la tela permite
que circule el aire, evitando que la temperatura se eleve. No se debe usar un
costal de plastico porque la temperatura del suelo puede aumentar sustancial-
mente, lo que provocaria la muerte de la mesofauna antes de su extraccion. De
la misma manera, se debe evitar que la muestra se exponga a sol directo durante
el encostalado en el campo; también se deben proteger de la lluvia durante el
traslado, porque si éstas se mojan o humedecen demasiado, la fauna también
puede morir. Al llegar al campo de base o laboratorio, se colocan todos los cos-
tales de tela bajo techo, de acuerdo con su localidad de muestreo. Enseguida se
empacan las muestras en una caja de carton, con una capa de papel para man-
tener un ambiente de humedad estable dentro de la caja. Ahora las muestras
estaran listas para su traslado al laboratorio, donde seran identificadas; para ello
es recomendable utilizar un vehiculo con aire acondicionado. Dichas muestras
deben permanecer alejadas del calor del motor del vehiculo y de su sistema de
escape. Si se transporta la muestra sin aire acondicionado, ésta debera situarse
en el asiento del pasajero; tanto la luz solar como el calor del motor, son dafinos
para los animales que se encuentran en la muestra. Una vez en el laboratorio, el
suelo debera someterse de inmediato a su extraccion.
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Figura 4.1 Sacabocados de metal para muestrear la mesofauna en la hojarasca y en el
suelo mineral; a) se deposita el contenido de cada n(icleo en un vaso de plastico eti-
quetado, utilizando una pequefa cuchara o cuchillo de campo; b) se utilizan guantes

como precaucion contra enredaderas, hormigas, arafas y otros artropodos. Cortesia
de: J.W. Morais vy E. Franklin.

EXTRACCION
Método Berlese-Tullgren

El aparato Berlese-Tullgren (Figura 4.2) es utilizado para extraer la mesofauna
activa que habita en las muestras de suelo y en la hojarasca; se mantiene el apa-
rato en el laboratorio del campo de base, cerca del area de referencia. La manera
ideal es utilizar un contenedor de madera de alrededor de 160 x 50 cm, dividido
en compartimentos superiores e inferiores; cada compartimento contara con un
marco para sostener los embudos de plastico (Figura 4.2 a) al igual que puertas,
para evitar que otros insectos voladores pasen a formar parte de la muestra. Se
coloca un tamiz (de 8 cm de diametro y 5 cm de altura) con muestras de suelo y
hojarascas encima del embudo. El tamano de malla del tamiz, de 1.5 mm, debera
contener cuatro agujeros de 4 mm de diametro para permitir que animales mayores
escapen hacia abajo. Se calientan ligeramente los embudos, utilizando para ello
focos eléctricos (los de 25 W son ideales), aunque también se podrian usar los de
40 Wi; éstos se suspenderan a 14 cm por encima del tamiz; se debe incrementar el
calentamiento de manera gradual cada dia, dejando los focos encendidos cada vez
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durante mayor tiempo, por un periodo de hasta 8 dias, para evitar que el material
de la muestra se seque demasiado rapido, esto inmovilizara a la mesofauna antes
de que se escape. El principio basico del aparato Berlese-Tullgren es que los orga-
nismos de suelo responden al incremento de temperatura o sequedad en el suelo
migrando hacia abajo hasta que finalmente caen a través de la malla, en una botella
que los recibe hasta la base del embudo, la cual contiene un conservador, por lo
tanto, para una mayor efectividad, el embudo debera presentar una superficie lisa
y una fuerte pendiente, de modo que los animales que caen por la malla lo hagan
de manera rapida hasta llegar a la botella que los recibe. Se ajusta la posicion de la
lampara para asegurar que la temperatura del suelo suba gradualmente, evitando
asi que las especies que se mueven con mayor lentitud queden atrapadas en las
capas secas y duras del suelo.

Figura 4.2 a) contenedor de apoyo para embudos Berlese-Tullgren; b) sistema
Berlese-Tullgren en operacion.

Nota: ndtese que las patas estan sumergidas en agua para evitar la invasion de hormigas y de
otros insectos. Cortesfa de: J.W. Morais y E. Franklin.

Tipicamente, la temperatura de la muestra se aumenta gradualmente de 27°C
hasta aproximadamente 40-45°C. Las muestras se quedan en el aparato hasta que
estén completamente secas, es decir, hasta que mantengan un peso seco constan-
te que generalmente tarda unos 8 dias; si se dejan durante mas tiempo nacen los
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huevos vy las formas inmaduras se vuelven adultos, por lo que las muestras seran
menos representativas. Como liquido conservador, generalmente, se utiliza formol
al 4% o etanol, al 96%.

El método Berlese modificado

Cuando no se cuenta con electricidad, el embudo se coloca sin luz y el proceso de
calentamiento-secado se lleva a cabo simplemente a temperatura ambiente; un
embudo de aluminio modificado de Berlese, en donde se coloca un tamiz con una
malla de 2 x 2 mm (malla 13), que se muestra en la figura 4.3, es el adecuado para
el secado sin electricidad. Un sistema Berlese que opera sin luz muchas veces per-
mite una mejor extraccion, aunque tomara mas tiempo; en este caso, el tiempo de
espera sera de 7 a 14 dias, dependiendo de las condiciones de humedad inicial del
suelo. El envase receptor se llena con etanol al 96% para su conservacion y duran-
te intervalos de 4 a 5 dias se cambia el envase receptor. El aparato Berlese sensu
stricto puede transformarse en un modelo Berlese-Tullgren, con la colocacion de
una bombilla de 10 a 40W, arriba de las muestras de suelo; éste se cerrara con una
tapa para prevenir la entrada de otros insectos. En la presencia de luz, el tiempo de
incubacién (tiempo necesario para extraer la fauna del suelo) es aproximadamente
de 4 a 5 dias. El uso de un foco puede atraer insectos nocturnos, especialmente si
el embudo Berlese no esta perfectamente cerrado. Para evitar lo anterior, el agujero
de ventilacion de la tapa debera cerrarse durante la noche.

A pesar de una eficiencia menor, cuando se compara con otros métodos de
muestreo, el sistema Berlese-Tullgren v, en cierta manera, el de Berlese, es uno de
los mas usuales para la extraccion en la evaluacion de la diversidad y densidad de
microartrépodos del suelo (André et al,, 2002). Una ventaja de dichos sistemas es
que se pueden operar a diferentes escalas, al tiempo que utilizan el mismo principio
para extraer un solo nticleo o una muestra conglomerada mayor; lo Unico que se
requiere es un embudo mas grande y un tiempo de secado mas largo. Son baratos y
sencillos; pueden moverse con facilidad desde el lugar del muestreo y ser ajustados
para acomodar un gran nimero de muestras, aun en regiones remotas (Frankin
y Morais, 2006). Asimismo, el equipo completo requerido es barato y puede ser
facilmente improvisado (Figura 4.5).
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Figura 4.3 Embudos Berlese llenos de suelo y hojarasca.

Fuente: cortesia del Dr. Y. R. Suhardjono LIPI Bogor.

Figura 4.4 Embudo Berlese modificado, hecho de aluminio, de 50cm de altura, con
embudo superior de 40 cm de didmetro.

PROCESOS DE ACLARADO Y MONTAJE DE ESPECIMENES

Para su identificacion, los especimenes de mesofauna son montados sobre lamini-
llas, después de su aclarado. El proceso de montaje debe realizarse bajo un micros-
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Figura 4.5 Equipo basico requerido para llevar a cabo extracciones Berlese-Tullgren

nucleo por nucleo. Cortesia de: M.R. Coelho.

copio de diseccidn; la observacion de la morfologia, normalmente, requiere de un
microscopio compuesto.

Proceso de aclarado

El aclarado consiste en volver mas transparente el tejido de los especimenes, me-
diante el lavado y removido de las grasas y pigmentos del cuerpo. Para ello, normal-
mente se usa una solucién de Nesbitt (su composicién se describe a continuacién),
aunque el hidréxido de potasio (KOH) v el acido lactico son alternativas efectivas.
Los especimenes pueden ser aclarados con un 15% de KOH, durante dos a cinco
minutos, con o sin calentamiento, aunque Creenslade et al., (2008) propusieron
una solucién de KOH 10% durante 1 a 5 minutos, dependiendo del pigmento y
de la grasa del cuerpo del animal. Después de la inmersion en KOH, se transfieren
los especimenes a una solucion de cloral fenol, durante unos minutos, hasta neu-
tralizar la reaccién. Un método mas simple de aclarado es utilizando acido lacti-
co, en donde se sumergen y calientan durante los diferentes periodos de tiempo,
dependiendo del tamano; este método es mas barato, facil y seguro, y da buenos
resultados (Greenslade et al., 2008). Los taxa con cuticulas delicadas, como algu-
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nos Diplura, Protura y Pauropoda no deben meterse en una solucién concentrada
de acido; estos especimenes deberan sumergirse en una mezcla de 50% de acido
lactico/etanol durante unas horas, sin calentamiento. En cada caso se debe regular
y controlar el tiempo; si no se hace, los especimenes pueden destruirse o desarti-
cularse. Para un almacenaje permanente, los especimenes deben transferirse a otro
medio, porque el acido lactico contintia aclarandolos y ablandandolos. Después
de su identificacién, muchos acaros oribatidos se guardan en viales etiquetados,
con alcohol 70%, al que se afiade un 5% de glicerina. Los 4caros también pueden
aclararse y conservarse trasladandolos del alcohol a un medio de Hoyer. Los acaros
esclerotizados pueden ser aclarados con lactofenol (compuesto por acido lactico,
cristales de fenol y agua destilada, en proporciones 50:25:25) o simplemente con
acido lactico (frio o caliente).

Montaje

No existen métodos totalmente satisfactorios para el montaje (Creenslade et
al, 2008). La posicidn de los especimenes sobre el portaobjetos difiere entre los
ordenes: por ejemplo, los colémbolos Poduromorpha se deben colocar en posi-
cién dorso-ventral, mientras que para los Entromobrymorpha, Symphypleona y
Neelipleona, la posicion indicada es latero-lateral.

Algunos grupos necesitan ser disecados o disectados antes del montaje, con
el proposito de identificarlos viendo la quetotaxia de cada parte, como caracte-
ristica clave. De nuevo, utilizando el ejemplo de los colémbolos, se recomienda
la diseccion en el caso de Symphypleona y de las Paronellidae y Entomobrydae
mayores (6 a 8mm). La diseccién se realiza en varias partes del cuerpo, tales como
cabeza, patas, furcula, tubo ventral y en los segmentos V y VI abdominales. Las
partes diseccionadas del cuerpo de los Entromobrymorpha deberan colocarse de
forma dorso-ventral sobre el portaobjetos, mientras que las partes del cuerpo de
los Symphypleona grandes se montaran de la siguiente manera: cabeza (dorso-
ventral), abdomen grande (latero-lateral), abdomen pequefio y flrcula (dorso-
ventral). En el caso de especimenes mutilados, es aconsejable montar todas las
partes del cuerpo en una sola preparacion, para que puedan ser bien identificados.

Para dicho montaje se requiere de una solucion Berlese. Las especimenes
son montados en laminillas y secadas en el horno a 70°C durante, por lo me-
nos, siete dias. Otras soluciones, por ejemplo, el medio liquido Hoyer, también
pueden usarse para el proceso de montaje (Tabla 4.1). Normalmente, en el
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caso de acaros de suelo, se hace un montaje temporal, aunque también se pue-
de usar para otros grupos de mesofauna. El espécimen se traslada a unas gotas
de acido lactico o glicerina en un portaobjetos excavado. Se coloca de manera
parcial un cubreobjetos sobre |a depresion y se empuja el espécimen por debajo
del recubrimiento, hacia el borde de la depresion. El espécimen puede rodar-
se suavemente hasta conseguir la orientacién deseada. Trave (1965), Krantz
(1978) v Norton (1990), ofrecen una buena discusién de fondo acerca de
como aclarar y montar acaros.

TaBLA 4.1 ComPOSICION QUIMICA PARA ACLARAR Y MONTAR ESPECIMENES.

Montaje de especimenes : medio liquido de 20 ml de agua destilada, 15 g de goma

Berlese arabiga, 50 g de hidrato de cloro, 5 ml de
glicerina, 10 g de glucosa y 5 ml de acido
acético glacial.

Montaje de especimenes: medio liquidode 50 ml de agua destilada, 30 g de goma
Hovyer arabiga, 200 g de hidrato de cloro y 20m
de glicerina.

Nota: montaje Berlese: calentar a 70°C durante 7 dias. El medio liquido de Hoyer es un agente
temporal y no se endurece con calentamiento, pero las preparaciones pueden hacerse semiper-
manentes sellando el recubrimiento con barniz de unas transparente.

IDENTIFICACION DE ESPECIMENES Y ANALISIS DE DATOS
Identificacidn

La mayoria de los invertebrados del suelo pueden identificarse hasta orden o fami-
lia con la ayuda de trabajos estandares de referencia, tales como los de Bachelier
(1978) y Dindal (1990); sin embargo, en el caso de la mayorfa de los grupos de
artropodos de suelo, una identificacidn mas alla de este nivel, resulta dificil. A nivel
de especies, la pericia taxondmica quizas sea el factor determinante en la seleccién
de una taxa para su estudio posterior. Se encuentran disponibles varias paginas en
la web, de donde se pueden obtener guias de ayuda para la identificacion, donde se
indican las caracteristicas distintivas de varios grupos de invertebrados. Por ejem-
plo, www.cals.ncsu.edu/course/ent591k/kwikeyl.htm o http://soilbugs.mas-
sey.ac.nz/key.php; esta tltima direccién también concentra la literatura principal,
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permitiendo asf, la identificacion a nivel género y/o especies. Bachelier (1978)
ofrece buena informacion de fondo dentro de las amplias unidades taxondmicas
de artrépodos del suelo e incluye guias ilustradas para varios grupos. Un estudio
completo de la biologia, taxonomia y ecologia de grupos de la biota del suelo,
es mostrado en Dindal (1999). El libro se escribié para un facil manejo, por lo
que es recomendable tanto para principiantes como para profesionales, ya que
contiene guias de identificacion ilustradas, por lo menos, hasta nivel de familia v,
algunas veces, de especies para algunos grupos como Nematoda, Enchytraeidae,
Scorpiones, Araneae, Pseudoscorpionida, Opiliones, Mites, Isopoda, Chilopoda,
Pauropoda, Symphyla, Protura, Diplura, Collembola, Isdptera, Coleoptera, Diptera
y Hymenoptera. Asimismo, Adis (2002) ofrece gufas ilustradas para principiantes
y cualquier persona interesada en Arachnida y Myriapoda Neurotropicales. El libro
contiene claves de identificacion para todas las clases, érdenes, familias, algunos
géneros v listas de especies terrestres conocidas, al igual que referencias de la taxo-
nomia actual de estos grupos.

Los subdrdenes de acaros y muchas familias de colémbolos son de facil iden-
tificacién, una vez conocida su morfologia y caracteristicas basicas (Crossley vy
Coleman, 1999). La base de identificacidn y clasificacion se encuentra resumida
en las referencias que se citan a continuacion; por ejemplo, la identificacion de
colémbolos, a nivel genérico, se encuentra disponible en Greenslade et al., 2008.
Publicaciones de Yoshii (1981a, 1981b, 1982a,1982b y 1983) pueden utili-
zarse para identificar colémbolos a nivel especies, en las familias Entomobryidae y
Paronellidae. Los recursos para la identificacion de acaros, a nivel familia, estan dis-
ponibles en Kranz (1978) y Dindal (1990), Balogh (1972), Balogh y Mahunka
(1983) vy Balogh y Balogh (1992), quienes ofrecen gufas y figuras a nivel ge-
nérico para acaros que pertenecen a la suborden Oribatida. Desafortunadamente,
son escasas las guias especificas para este grupo en los trdpicos; Balogh y Balogh
(1990) ofrecen una breve caracterizacién y claves de identificacion para acaros
oribatidos que habitan en |a region neotropical, al igual que una lista de comproba-
cion y bibliografia de especies descritas en esta area.

Analisis de datos
El nimero de individuos en cada orden y en cada lugar, es utilizado para estimar

su abundancia. Las muestras colectadas, utilizando pequefios nlcleos o blogues,
son combinadas para crear una muestra compuesta que se somete a extraccion,
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utilizando el método Berlese-Tullgren. Este procedimiento mejora la eficiencia de
la extraccion porque maximiza las posibilidades de captura de grupos o especies
representativos. Los datos obtenidos deben, por lo tanto, incluir la riqueza de espe-
cies en el caso de los taxa seleccionada para la identificacion a nivel especies. Dado
que los grupos de lugares similares ofrecen una fauna similar y que la mayoria de
animales del suelo pueden distribuirse en los grupos funcionales basicos (Ruf et
al., 2003), los taxa escasamente conocidos también se pueden clasificar a niveles
taxondmicos mas altos (orden o familia), o bien, de acuerdo con su funcién ecold-
gica mayor (detritivoros, fitofagos, predadores, etc.). Se ha demostrado que datos
a nivel género y familia, ejemplo: acaros oribatidos, también pueden detectar los
efectos de la perturbacion con poca pérdida de informacion vy llegar a ser una he-
rramienta preliminar para describir patrones y sucesiones en ecosistemas del suelo
perturbado por humanos (Caruso y Migliorini, 2006).

La comparacion de la composicion de taxa entre usos de suelo deberia llevar-
se a cabo utilizando un analisis jerarquico de agrupacion y la union promedio de
agrupaciones de los datos transformados. El nimero de individuos normalmente se
transforma de forma logaritmica log: x'=log10 (x+1) para evitar dar mayor peso
a las especies dominantes en el analisis de datos (Ludwig y Reynolds, 1988). El
programa DIVERS, del paquete de metodologia ecoldgica para Windows, puede
usarse para calcular los indices de riqueza de especies, un nuevo estimador es-
tadistico que toma en cuenta especies compartidas no detectadas, basada en la
correspondencia estadistica entre combinaciones de singletons y de otras especies
raras (estimador de abundancia Chao-S@rensen) fue desarrollada por Chao et al.,
2005, 2006. Este indice resulta especialmente Gtil para eliminar invertebrados
hiper-diversos, con numerosas especies raras, tales como colembolos, acaros ori-
batidos y hormigas. Este estimador, junto con otros indices de diversidad, pueden
ser calculados utilizando el programa EstimateS (Colwell, 2006). También puede
llevarse a cabo un analisis adicional como rarefaccion y estadistica multivariada.
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CapiTuLo 5

Nematodos del suelo

Juvenil E. Cares y Shiou P. Huang (1)

INTRODUCCION

Los nematodos del suelo son pequefios invertebrados dependientes del agua, los
cuales se consideran uno de los grupos de animales mas abundantes y mas di-
versos en el planeta. Debido a su gran capacidad de adaptacidn, los nematodos
estan presentes en cualquier lugar donde exista carbono organico, en todas las
latitudes del planeta y desde fondo del mar hasta la cima de las montafas. La pa-
labra nematodo deriva del griego “nema” que significa “forma de un hilo”, ya que
poseen un cuerpo alargado y cilindrico. Derivado de su evolucién, los nematodos se
adaptaron a la exploracién de una amplia variedad de fuentes de alimento. De esta
manera, los nematodos parasitos tienen la capacidad de colonizar y alimentarse de
tejidos de plantas y animales, mientras que las formas de vida libre se alimentan
de microorganismos (bacterias y hongos), protozoarios, algas, otros nematodos y
microinvertebrados.

Los nematodos en una primera aproximacion, son conocidos como una amena-
za para la salud humana, animal y de plantas; sin embargo, ellos juegan un papel im-
portante como agentes de ciclado de nutrientes y como reguladores de la fertilidad
del suelo mediante el flujo de energia y la movilizacion y utilizacién de nutrimentos
(Procter, 1990). Aunque la biomasa de nematodos en el suelo es pequeria (10 a
10* mg peso seco m?), ellos son responsables del 10 a 15% de la respiracion de
los animales del suelo (Sohlenius, 1980; Petersen, 1982); ademas de estos bene-
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ficios para el ecosistema, también participan en importantes servicios del agroeco-
sistema al fungir como agentes de control bioldgico de plagas de insectos; tal es el
caso de los nematodos entomofilicos Deladenus siricidicola o los entomopatdge-
nos Steinernema carpocapsae y Heterorhabditis bacteriophora. Su omnipresencia
y abundancia en todo tipo de suelos y habitats acudticos, asi como su ciclo de vida
corto y sensibilidad ante alteraciones ambientales, los califican como poderosos bio-
indicadores de condiciones ecolégicas (Huang y Cares, 2006).

Los nematodos del suelo viven en grupos o gremios, compuestos por lo general
de cinco grupos funcionales principales: parasitos de plantas, bacteriéfagos, mico-
fagos, depredadores y omnivoros (llustracién 2). Por tal motivo, los nematodos
estan bien representados a lo largo de la red tréfica del suelo. Aunque la identifica-
cion de estos organismos requiere de intenso entrenamiento, en la mayoria de los
casos la identificacion de los diferentes grupos funcionales puede lograrse en base a
la morfologia de su aparato bucal. En el caso de nematodos parasitos de plantas, el
aparato bucal incluye un estilete tipo aguja (lustracién 2a), mediante el cual puede
causar pérdidas significativas en varios cultivos. Los micéfagos, equipados en su
mayorfa con un estilete pequefio v delicado (Ilustracién 2b), se alimentan de las
hifas de hongos saprofiticos, patogénicos, benéficos y micorrizicos; algunos nema-
todos micéfagos son pueden comportarse como parasitos facultativos de plantas.
Los nematodos bacteriéfagos, mismos que carecen de estilete (llustracién 2c),
pueden regular el nitrégeno vy el fosforo disponible para las plantas, influir en la no-
dulacién por parte de bacterias tipo Rhizobium, asi como alimentarse y diseminar
bacterias benéficas y fitopatogenas. Como tipicos estrategas r, los nematodos bac-
teriofagos pueden incrementar su poblacion ante cualquier perturbacion del suelo
o bien, bajo condiciones de enriquecimiento de nutrimentos, una condicion que
puede interpretarse como indicador de la fertilidad del suelo (Ferris et al. 2001).
Los nematodos depredadores tienen la cavidad bucal equipada con una o mas es-
tructuras en forma de dientes (llustracién 2d), o en algunos casos, poseen un
estilete que les permite alimentarse de otros nematodos, microinvertebrados y pro-
tozoarios; en algunos casos, pueden alimentarse de bacterias y esporas de hongos.
Los omnivoros tienen la cavidad bucal armada con un estilete hueco (llustracidon
2e); son polifagos, con la capacidad de alimentarse de cualquier fuente, por lo que
pueden fungir como micdfagos, bacteriéfagos, herbivoros y también como depre-
dadores al alimentarse de otros nematodos.

Algunos nematodos viven en un amplio rango de ambientes, mientras otros
ocupan areas mas restringidas. Se distinguen también entre ellos mismos por su
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sensibilidad a la perturbacion del suelo y a los contaminantes quimicos. Segun lo
propuesto por Bongers (1990) y Bongers y Borgers (1998), los nematodos co-
lonizadores (similares a los estrategas r) tipicamente poseen un tiempo de ge-
neracion corto, producen muchos huevecillos pequefios, muestran la presencia
de dauerlarva e incrementan sus poblaciones cuando existen condiciones ricas
en alimentacion, ademas son los mas resistentes a la perturbacion del suelo y a
contaminantes quimicos. Por otra parte, los nematodos persistentes (similares a
estrategas k) se caracterizan por necesitar un largo tiempo de generacién, produ-
cen pocos huevillos, pero mas grandes; poseen una baja movilidad, una ausencia
de dauerlarva y sensibilidad ante contaminantes y otros factores de perturbacion;
por tal motivo, un analisis apropiado de la comunidad de nematodos, tomando en
cuenta su diversidad, abundancia y estructura de comunidad, puede presentar un
indice de sistemas de uso de suelo y cambios de uso de suelo y medir los niveles de
perturbacidn provocados por contaminantes y otros factores.

MUESTREO DE SUELO

En cada punto de muestreo dentro de un sistema de cuadricula (véase Capitulo 2),
se trazan dos circulos concéntricos, con un radio de 3 my 6 m, respectivamente.
Para colectar el suelo se utiliza un nucleador de acero y las muestras se toman en
cuatro puntos equidistantes en el circulo pequefio, y ocho puntos en el circulo
grande; todos los nlcleos de suelo se deben tomar a una profundidad de 20 cm.
Los doce ntcleos de suelo se depositan en una bolsa de plastico que debera se-
llarse para evitar su desecacion y ademas protegerla de la luz solar. Las muestras
son transportadas al laboratorio en una caja aislada y almacenadas a 4° C hasta su
extraccion, lo cual deberd hacerse con la mayor rapidez posible.

EXTRACCION DE NEMATODOS

La muestra de suelo se mezcla completamente y se toma una submuestra de 300
ml, la cual se vacia a una cubeta con 2 litros de agua; se agita durante 30 segundos
y se deja reposar otros 2 minutos para que las particulas del suelo se sedimen-
ten. Esta suspension se pasa a través de tamices de 40 a 60 mallas (tamario de
malla de 250 a 350 um, respectivamente), y los nematodos se colectan directa-
mente en un tamiz de 400 mallas (tamafio de malla de 37 pm) (Figura 5.1). A
esta Ultima suspension de nematodos se le pueden eliminar alin mas particulas de
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suelo mediante un método modificado de centrifugacion con flotacion de azlcar
(Jenkins, 1964). En este procedimiento, la suspension acuosa se centrifuga prime-
ro a 3,500 rpm durante 5 minutos v el sobrenadante se descarta. Posteriormente,
el sedimento o botdn dentro del tubo de centrifuga se resuspenden en solucién de
sacarosa (456g L) (Figura 5.2a) y se centrifuga de nuevo a 1,000 rpm durante
uno a dos minutos; los nematodos se colectan a partir del sobrenadante utilizando
un cernidor con tamafo de malla de 37 pm (Figura 5.2b). Los especimenes que se
hallan sobre la malla se lavan y arrastran con agua, para luego colectarse en un vaso
de precipitados (Figura 5.3a). La suspensién, contenida en el vaso, se distribuye
en tubos de ensayo para su fijacion.

FIJACION Y CONTEO DE NEMATODOS

Los nematodos extraidos se matan con agua caliente a 50-60°C durante un maxi-
mo de un minuto (Figura 5.3b) v, posteriormente se fijan con solucién Golden 2X
(Hooper, 1970). Una vez calentados los tubos, éstos se dejan reposar durante 30
minutos y se remueve el exceso de sobrenadante utilizando una pipeta o por me-
dio de succién al vacio (preferentemente), dejando asi una suspensién de nemato-
dos de 10 a 20 ml. Posteriormente, se afnade un volumen igual de solucion Golden

Figura 5.1 A la izquierda, juego de tamices de metal (de tamafio de malla 45 arriba y
400 abajo), y a la derecha, suspension de suelo en reposo.
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Figura 5.2 a) Adicidn de solucién de sacarosa para resuspender la mezcla de suelo y
nematodos, depositada en el fondo del tubo de centrifuga b) tamizado de la suspen-

sion de nematodos después de la flotacion con sacarosa.

Figura 5.3 a) Nematodos recuperados mediante el lavado de malla de 400; b) muerte
de nematodos en agua caliente. La rejilla que contiene a los tubos se sumerge en un
recipiente con agua.

2X, con lo que se obtiene una concentracién final de formol 3.2%. La suspension

resultante se ajusta a un volumen de 15 mly se cuenta el total de nematodos en la
poblacién mediante la toma al azar, de alicuotas de 1 ml; el nimero total se obtiene
de multiplicar la media de tres conteos de manera que el nimero total representara
el nimero medio de 3 conteos de submuestras x 15.
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INFILTRACION CON GLICERINA Y OBSERVACION DE NEMATODOS

El método de Seinhorst (Seinhorst, 1959) suele modificarse para evitar la laborio-
sa tarea de pescar individualmente cada nematodo y elaborar numerosas prepara-
ciones permanentes. La modificacion consiste en reducir a 3 ml el volumen de la
suspension (Figura 5.4), luego se afiaden 7 ml de la solucién Seinhorst | (Figura
5.5, Tabla 5.1) v el volumen resultante se vacia por completo en una caja Petri
de 5 cm de diametro; la caja se coloca en un desecador a 43°C durante la noche
(Figura 5.6). Al segundo dfa, la caja se retira del desecador y se deja evaporar a
la misma temperatura durante un minimo de cuatro horas; en esas condiciones se
retira la tapa de la caja para que se reduzca por lo menos a la mitad de su volumen.
El volumen de la caja se reestablece con solucidn Seinhorst II, se tapa la caja y se
deja nuevamente en el desecador durante la noche. Estos pasos se repiten tres ve-
ces, aunque en la tltima ocasion no es necesario anadir solucion Seinhorst Il pero
si incubar a la misma temperatura durante otras 48 horas para evaporar todo el
alcohol. El procedimiento se ilustra en la Figura 5.5, mientras que la composicion
de las soluciones se puede observar en la Tabla 5.1.

Después de este proceso, los nematodos de la caja se montan en laminillas,
utilizando una gota de glicerina deshidratada como medio de montaje. Antes de
colocar el cubreobjetos de vidrio sobre la gota, se coloca una tira de cinta adhe-
siva para evitar que el cubreobjetos aplaste a las especimenes; al final, la prepa-
racién se sella utilizando balsamo de Canada (Huang et al., 1984) (Figura 5.7).
Se hace una seleccion al azar de aproximadamente 100 nematodos montados
para su identificacion a nivel de género, utilizando un microscopio compuesto
(se requiere un aumento de 400 a 1,000 x). La identificacién de nematodos
por caracteres morfologicos se basa en la literatura taxondmica especializada
[Goodey, 1951; Thorne, 1961; Goseco et al.1974; Andrassy, 1983; Bongers,
1988, 1994; Smart Jr y Nguyen, 1988; Anderson y Potter, 1991; Baldwin
y Mundo-Ocampo, 1991; Decraemer, 1991; Fortuner, 1991; Geraert, 1991;
Loof, 1991; Maggenti, 1991; Nickle y Hooper, 1991; Raski, 1991; Smart Jr y
Nguyen, 1991; Jairajpuriy Ahmad, 1992; Hunt, 1993; May et al., 1996; Cares
y Huang, 2000, 2001).
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Figura 5.4 Remocion del exceso de agua sin perturbar el fondo de la suspension de

nematodos

Figura 5.5 Esquema del método de Seinhorst modificado (proceso de infiltracién en
glicerina) para una muestra masiva de nematodos. Las cajas Petri no deben contener
mas de una tercera parte de liquido.

Nematodos en: - Desecadora43°C - Evaporacion a 43°C du-

Golden (3 ml) + durante la noche rante 4 hrs para reducir a

Seinhorst | (7 ml) la mitad del volumen

Evaporacion a 43°C Desecador a 43°C Completar volumen
<

durante 4h para reducir ) durante la noche con Seinhorst Il

el volumen a la mitad i
Evaporacion a

43°C durante 4h

Completar volumen Desecador a 43°C ducir el
. —_—
con Seinhorst Il durante la noche pard reducire .
volumj/n a la mitad
Evaporacion a 43°C Desecador a 43°C

-
durante 48 horas. durante la noche
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Figura 5.6 Camara de desecacion con cajas Petri que contienen nematodos para infil-
tracion en glicerina.

Nota: el fondo del contenedor se mantiene a 43°C.
Foto: Marcella A. Teixeira.

Figura 5.7 Charola con montajes permanentes de especimenes de nematodos. Foto
Francisco Franco.
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TaBLA 5.1 ComPOSICION DE REACTIVOS UTILIZADOS EN LA FIJACION DE NEMATODOS E INFILTRACION

EN GLICERINA.
. Colenx  Golden2x
Formol
(+ 40% formaldehido) 8 partes 16 partes
Glicerina 2 partes 4 partes
Agua destilada 90 partes 80 partes
Seinhorst | Seinhorst Il
Alcohol 96% 20 partes 95 partes
Glicerina 2 partes 5 partes
Agua destilada 78 partes

iNDICES Y PARAMETROS PARA LA CARACTERIZACION DE
POBLACIONES DE NEMATODOS

Los nematodos identificados a nivel de género pueden dividirse en cinco grupos
troficos: parasitos de plantas, micdfagos, bacteriéfagos, depredadores y omnivo-
ros, todos ellos basados en los criterios de Yeates et al. (1993). Los datos sobre
frecuencia absoluta, abundancia total y abundancia relativa de cada uno de los
géneros, pueden utilizarse para calcular indices de diversidad y equitatividad, em-
pleando las formulas que se mencionan lineas adelante. Los datos de frecuencia
y abundancia de los diferentes grupos tréficos se usan para calcular el indice de
Diversidad Trofica y varios cocientes que consideran la abundancia relativa de los
grupos troficos; cuando un nematodo tiene dos tipos de habitos alimenticios. Si un
nematodo posee dos tipos de habito alimenticio, su nimero poblacional se divide
entre dos para cada habito.

indice de Riqueza de Género [d = (S-1)/log N,

donde S = nlimero de géneros y N = nimero total de nematodos].

indice de Diversidad de Simpson [Ds = 1 - %(p)?2,

donde p, = porcentaje de género ‘i’ en la abundancia total].

indice de Diversidad de Shannon [H' = - Zp log, p].

Equitatividad del indice de Diversidad de Simpson [Es = Ds/Ds _ donde
Ds_=1-1/S

Equitatividad del indice de Diversidad de Shannon (J'= H'/H’ _ donde H’
= Log, S].
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indice de Diversidad Tréfica [T = 1/ 2(pJ2,

donde p, = abundancia relativa de un grupo trofico ; véase Norton, 1978;
Magurran, 1988; Krebs, 1994].

La relacion micéfagos/bacteriéfagos (M/B) v (micéfagos+bacteridfagos)/pa-
rasitos de plantas [(M+B)/PP].

Porcentajes de criconematidos y de dorylaimidos en la poblacion.

Bongers (1990) dividié a los nematodos del suelo en una serie desde los
colonizadores (c) hasta los persistentes (p) (similar a los estrategas r v k,
respectivamente), asignandoles un “valor cp” en una escala de 1 a 5. Los co-
lonizadores cpl se caracterizan por tener tiempos generacionales cortos, pro-
ducen muchos huevecillos pequenos, siempre estan activos, presentan dauer-
larvae o estadios de sobrevivencia y crecen bajo condiciones de riqueza de
alimento. Por el contrario, los persistentes cp5 se distinguen por tiempos ge-
neracionales largos, la produccion de pocos huevecillos pero muy grandes, baja
movilidad, ausencia de dauerlavae y elevada sensibilidad ante la presencia de
contaminantes y otros factores de perturbacién (Bongers y Bongers, 1998).
En base a estos conceptos, se han utilizado varios indices para la evaluacion
del suelo; el indice de Madurez (IM) (que incluye Ginicamente nematodos de
vida libre) (Tabla 5.2) y el indice Fitoparasitico (IFP) (que incluye Ginicamen-
te parasitos de plantas) (Tabla 5.3). Para medir el nivel de perturbacién del
suelo (Bongers, 1990), (v x f) (donde v, = valor c-p de 1 a 5 para el género
1"y f = frecuencia relativa del género ''). Yeates (1994) ampli6 el indice
de Madurez para incluir a todos los nematodos del suelo (mIM). Bongers y
Bongers (1998) propusieron IM__ (igual que IM, pero excluyendo a los ne-
matodos cpl) para evaluar factores de estrés inducidos por contaminacién, y
el cociente IFP /IM como un indicador de fertilidad del suelo.

TABLA 5.2 FAMILIAS Y VALORES CP UTILIZADOS PARA EL iNDICE DE MADUREZ*

Neotylenchidae 2 Achromadoridae 3
Anguinidae 2 Ethmolaimidae 3
Aphelenchidae 2 Cyatholaimidae 3
Aphelenchoididae 2 Desmodoridae 3
Rhabditidae 1 Microlaimidae 3
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TaBLA 5.2 FAMILIAS Y VALORES CP UTILIZADOS PARA EL iNDICE DE MADUREZ¥

Alloionematidae
Diploscapteridae
Bunonematidae
Cephalobidae
Ostellidae
Panagrolaimidae
Myolaimidae
Teratocephalidae
Diplogasteridae
Neodiplogasteridae
Diplogasteroididae
Tylopharyngidae
Odontopharyngidae
Monhysteridae
Xyalidae
Linhomoeidae
Plectidae
Leptolaimidae
Halaphanolaimidae
Diplopeltidae
Rhabdolaimidae
Chromadoridae
Hypodontolaimidae

Choanolaimidae

1
1
1
2
2
1
2
2
1
1
1
1
1
1
2
3
2
3
3
3
3
3
3
4

Nota: *Bongers (1990).

Odontolaimidae
Aulolaimidae
Bastianiidae
Prismatolaimidae
Ironidae
Tobrilidae
Onchulidae
Tripylidae
Alaimidae
Bathyodontidae
Mononchidae
Anatonchidae
Nygolaimidae
Dorylaimidae
Chrysonematidae
Thornenematidae
Nordiidae
Qudsianematidae
Aporcelaimidae
Belondiridae
Actinolaimidae
Discolaimidae
Leptonchidae
Diphtherophoridae

3
3
3
3
il
3
3
3
a
a
a
a
5
a
5
5
a
a
5
5
5
5
a
3

TABLA 5.3 FAMILIAS Y VALORES CP UTILIZADOS PARA EL iNDICE FITOPARASITICO

Tylenchidae
Psilenchidae

Tylodoridae

Dolichodoridae
Hoplolaimidae

Pratylenchidae

Nota:*modificado de Bongers (1990).

Trichodoridae
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TABLA 5.3 CoNTINUA

Ecphyadophoridae Heteroderidae
Paratylenchidae Hemicycliophoridae
Anguinidae

Nota: * modificado de Bongers (1990).
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llustracién 1. Sistema de extraccién de hormigas y escarabajos con trampas Winkler a)
Delimitacién de un metro cuadrado de hojarasca, por un marco; b) Colecta de la hojarasca
utilizando guantes de cuero, desde el borde hacia el centro; c) Introduccién de la hojarasca
en un tamiz para separar los fragmentos mas gruesos; d) Transferencia del material tami-
zado a bolsas de nylon en campo; e) Cada muestra de hojarasca tamizada se transfiere
a una red; f y g) Se fijan las redes al interior de la trampa Winkler previamente colgadas
en un espacio bien aireado con un frasco colocado en el fondo, que contiene alcohol al
70%.




llustracion 2. Fotomicrografias de la region anterior en las que se muestra el aparato
bucal (flechas) de nematodos de suelo pertenecientes a diferentes grupos funcionales:
A) parasito de plantas; B) micéfago; C) bacteriéfago; D) depredador; E) omnivoro. Fotos:
Juvenil Cares.

A'y B: Estoma con estilete

C: Estoma sin estilete
D: Diente dorsal
E: Odonto estilete
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llustracion 3. Pasos de la metodologia para caracterizar a las bacterias fijadoras de nitro-
geno y formadoras de nédulos en leguminosas (BFNFNL) aplicada en el proyecto CSM-
BGBD. Fotos: F. Moreira excepto e) de Lima et al., PAB vol 319, 2009.

b) Plantas de Prosopis juliflora en agar inclinado

con solucién de nutrientes.

a) Siratro en bolsa de plastico con solucién

de nutrient .

© nutnentes c) Pruebas en plantas de Pheseolus vulgaris para ver
la eficiencia de aislamientos en Jarras de Leonard.

d) Caracteristicas de dos aislamientos de Bradyrhizobium (CL de crecimiento
lento) y de R. tropici (CR crecimiento rapido) creciendo en YMA
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llustracion 4. Esporas y estructuras producidas por especies de hongos micorrizégenos ar-
busculares de la familia Gigasporaceae: a) espora de Gigaspora albida mostrando la célula
suspensora bulbosa (flecha), tipica de la familia; b) espora de Scutellospora scutata con la
célula suspensora bulbosa (flecha); obsérvese el escudo redondo de germinacién de color
café que contrasta con el color hialino de la espora; c) detalle de la ornamentacién de la
pared de la espora (verrugas) de Scutellospora coralloidea; d) células auxiliares nudosas
diferencias por miembros del género Scutellospora. Esporas y estructuras producidas por
especies de HMA de la familia Acaulosporaceae: e) espora de Entrophospora colombia-
na mostrando la pared de la espora, pared germinal 1 (gw1) y pared germinal 2 (gw2)
con su capa mas interna en reaccion con el reactivo Melzer; f) espora de Entrophospora
colombiana mostrando las dos cicatrices (flecha); g) espora de Acaulospora scrobiculata
mostrando la cicatriz (flecha) que queda en la espora después de que se suelta el saculo
esporifero; h) esporas de Acaulospora sp. mostrando algunos saculos esporiferos todavia
fijados a la espora (flecha). Fotos: Sidney Stiimer.
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llustracion 5. Esporas y estructuras producidas por especies de HMA de la familia
Glomeraceae: a) Espora de Glomus clarum mostrando la hifa de sostén; obsérvese que la
capa mas profunda de la pared de la espora se separa y se asemeja a la pared germinal; b)
Espora de Glomus sp. mostrando la pared de la hifa de sostén de manera continua con la
pared de la espora; c) Esporocarpo de Glomus clavispora; d) Esporocarpo de Glomus sp.
Esporas y estructuras producidas por especies de HMA de la familia Archaeosporaceae (e y
f) y Paraglomeraceae (g y h): e) espora de Archaeospora Leptoticha con siculo esporifero;
f) Detalle de Archaeospora Leptoticha mostrando salientes y depresiones en las capas 2 y 3
de la pared de la espora (flecha); g) Espora de Paraglomus occultum mostrando la estructu-
ra de la pared de la espora formada por tres capas (L1, L2 y L3); h) Espora de Paraglomus
brasilianum mostrando la estructura de la pared de la espora formada por tres capas (L1, L2
y L3) (obsérvese que la capa L2 est4 ornamentada con pequefias crestas). Fotos: Sidney
Stiimer, excepto de Paraglomus occultum y P. brasilianum que fueron tomadas de http://
invam.caf.wvu.edu.
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llustracién 6. Aislamientos de hongos zoospéricos de muestras del ambiente (Oomycota
y Chytridiomycota): a) muestra de suelo con cebo; b) muestra de agua con cebo; c) culti-
vo puro en cebo; d) esporangio de Phytophthora; e) Oogonio y anteridio de Pythium; f)
Pythium liberando zooesporas.
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llustracion 7. Técnica de lavado del suelo para el aislamiento de microhongos del suelo:
a) Pre-lavado; b) tamices con diferentes mallas; c) suelo pre-lavado; d) continuando con
el procedimiento de lavado; e) particulas de suelo lavado; f) medio de cultivo en placas;
g) placa con particulas de suelo para su incubacién; h) colonias de hongos en medio de
cultivo para retardar el crecimiento. Fotos: Lucas M. Abreu.
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llustracién 8. A) Larvas y pupas de la mosca de la fruta en el suelo; B) Trampa MacPhail
con cebo; C) Patrones alares tipicos con bandas; D) Extraccién del aculeo; E) Adulto de
mosca de la fruta y detalle del aculeo.
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CapriTuLO 6
Bacterias formadoras de nodulos en
leguminosas

Fatima M. S. Moreira

LA IMPORTANCIA ECONOMICA Y ECOLOGICA DE LA SIMBIOSIS DE
BACTERIAS FORMADORAS DE NODULOS EN LEGUMINOSAS (BFNFNL)

La fijacidn bioldgica de nitrégeno es uno de los procesos mas importantes para
mantener la vida en el planeta, pues proporciona alrededor del 70% de todo el ni-
trégeno requerido en los ecosistemas naturales y agroecosistemas (Burns y Hardy,
1975), manteniendo asf la armonfa con el medio ambiente. La inoculacién con
cepas de BFNFNL altamente eficientes y adaptadas a las condiciones ambienta-
les dominantes, se utiliza en algunos paises con un pequeno y selecto grupo de
leguminosas con el propdsito de reemplazar el uso de fertilizantes quimicos de
nitrégeno. En Brasil, la inoculacién con cepas de Bradyrhizobium reemplaza com-
pletamente la aplicacion de fertilizantes sintéticos, en el caso de la soya. En el afio
2006, considerando un area de 21 millones de hectareas, donde se cosecharon
cerca de 57 millones de toneladas de soya, se ahorraron alrededor de US$ 3.3
billones de gastos en fertilizantes mediante la aplicacion de esta biotecnologia. Las
cepas, usadas para la inoculacidn, provienen de una diversidad que se encuentra
en el suelo; al mismo tiempo, la biodiversidad del suelo puede afectar el compor-
tamiento de la formacidn de nédulos de manera positiva o negativa, debido a las
muiltiples interacciones que se dan entre organismos del suelo y plantas, por lo tan-
to, un conocimiento de la diversidad de BFNFNL en el suelo debera ser el primer
paso para el manejo vy la conservacidn de este recurso genético de tanto valor.

177



TAXONOMIA ACTUAL DE BFNFNL

Las bacterias fijadoras de nitrégeno, conocidas anteriormente como rizobios, forman
nédulos en las raices (y algunas veces en los tallos) de algunas especies de legumi-
nosas y en las raices de Parasponia spp. (Ulmaceae). El término rhizobia se deriva de
Rhizobiaceae (Conn, 1938), una taxa a nivel familia de bacterias creada expresamen-
te para acomodar organismos que pueden formar nédulos en leguminosas. Una ex-
tension reciente de conocimientos acerca de las bacterias formadoras de nédulos en
leguminosas fue el descubrimiento que establecid que las bacterias pertenecientes
al B-proteobacteria (género Burkholderia y Ralstonia/Cupriavidus) y a otras fami-
lias de la a- proteobacteria (por ejemplo, Methylobacterium Methylobacteriaceae
y Dovosia Hyphomicrobiaceae) también pueden formar nddulos en leguminosas
(Moulin et al., 2001; Chen et al., 2001; Sy et al., 2001; Jourand et al., 2004 Rivas
etal., 2002, 2003) (Tabla 6.1); por esta razdén, el nombre "rhizobia” ya no resulta
idéneo para describir bacterias formadoras de nédulos, aunque se contintia usando
en alguna literatura.

Tabla 6.1 Filum/Orden, Familia, Género, Especie de bacterias formadoras de nédulos
en leguminosas. Las citas referidas describen a las especies y/o comprueban su capa-
cidad de nodulacién.

Filum/Orden,Familia/Género/Especie Referencia
a-Proteobacteria-Orden Rhizobiales

Rhizobiaceae

Rhizobium

R. leguminosarum biovars phaseoli, trifolii, ~ Frank, 1879, 1889; Jordan, 1984
viceae

R. galegae Lindstrom, 1989

R. tropici Martinez-Romero et al. 1991
R. etli Segovia et al. 1993

R. giardinii biovars phaseoli, giardinii Amarger et al. 1997

R. gallicum Amarger et al. 1997

R. hainanense Chen et al. 1997

R. mongolense van Berkun et al. 1998

R. huautlense Wang et al. 1998

R. etli biovar mimosae Wang et al. 1999a
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Tabla 6.1 Continda.

R. yanglingense
R. sullae

R. indigoferae

R. loessense

R. daejeonense
R. lusitanum

R. selenireducens
. miluonense

. multihospitium
. oryzae

pisi

alamii

. tibeticum

. alkalisoli

. mesosinicum

. fabae

. vignae

b oI TR VR R - - T R VR R

. tubonense

Ensifer (Sinorhizobium)

E. meliloti
E. fredii

E. xinjiangense
E. saheli

E. teranga

E. medicae

E. arboris

E. kostiense

E. kummerowiae
E. morelense

E. americanum

Tan et al. 2001
Squartini et al. 2002
Wei et al. 2002

Wei et al. 2003
Quan et al. 2005
Valverde et al. 2006
Hunter et al. 2007
Gu et al. 2008

Han et al. 2008
Peng et al. 2008
Ramirez-Bahena et al. 2008
Berge et al. 2009
Hou et al. 2009
Liet al. 2009

Lin et al. 2009

Tian et al. 2008

Ren et al. 2011
Zhang et al. 2011

Dangeard, 1926; Jordan et al. 1984; Chen et al. 1988;
de Lajudie et al. 1994; Young, 2003

Scholla & Elkan, 1984; Chen et al. 1988; de Lajudie et
al. 1994

Chen et al. 1988

de Lajudie et al. 1994
de Lajudie et al. 1994
Rome et al. 1996
Nick et al. 1999

Nick et al. 1999

Wei et al. 2002
Wang et al. 2002
Toledo et al. 2003
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Tabla 6.1 Continda.

E. adhaerens Casida, 1982; Young, 2003; Willems et al. 2003
E. mexicanus Lloret et al. 2007

E. chiapanecum Rincon-Rosales et al. 2009

E. garamanticus Merabet et al. (2010)

E. numidicus Merabet et al. (2010)

Allorhizobium*

A. (Rhizobium) undicola de Lajudie et al. 1998a; Young et al. 2001
Agrobacterium*

A (Rhizobium).adiobacter/ Cummings et al. 2009

tumefasciens

Shinella

S. kummerowieae Lin et al. 2008

Bradyrhizobiaceae

Bradyrhizobium

B. japonicum Jordan, 1984

B. elkanii Kuykendall et al. 1992

B. liaoningense Xuetal 1995

B. yuanmingense Yao et al. 2002
B.canariense Vinuesa et al. 2005a

B. jicamae Ramirez-Bahena et al. 2009
B. pachyrhizi Ramirez-Bahena et al. 2009
B. iriomotense Islam et al. 2008

Bradyrhizobium (Blastobacter)

B. denitrificans** van Berkun & Eardly, 2002; van Berkun et al. 2006**
Xanthobacteraceae

Azorhizobium

A. caulinodans Dreyfus et al. 1988

A. doebereinerae Moreira et al. 2006

Phyllobacteriaceae

Mesorhizobium

M. loti Jordan et al. 1984, Jarvis et al. 1982; Jarvis et al. 1997
M. huakuii Chen et al. 1991; Jarvis et al. 1997
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Tabla 6.1 Continda.

M. ciceri
tianshanense
mediterraneum
plurifarium
amorphae
chacoense
temperatum
septentrionale
albiziae
caraganae
gobiense
tarimense
shangrilense

australicum

SEETEESE=E=E=EEg288°8

opportunistum
M. metallidurans
M.alhagi
Phyllobacterium
P. trifolii

P. ifrigiyense***

P. lequminum***

Methylobacteriaceae
Methylobacterium
M. nodulans
Brucellaceae
Ochrobactrum

O. lupini

O. cytisi

O. ciceri
Hyphomicrobiaceae
Devosia

D. neptuniea

Nour et al. 1994; Jarvis et al. 1997
Chen et al. 1995; Jarvis et al. 1997
Nour et al. 1995; Jarvis et al. 1997
De Lajudie et al. 1998b

Wang et al. 1999b

Velasquez et al. 2001

Gao et al. 2004

Gao et al. 2004

Wang et al. 2007

Cu et al. 2008

Han et al. 2008

Han et al. 2008

Li et al. 2009

Nandasena et al. 2009

Nandasena et al. 2009

Vidal et al. 2009

Chen et al. 2010

Valverde et al. 2005

Mantelin et al. 2006
Mantelin et al. 2006

Sy et al. 2001, Jourand et al. 2004

Trujillo et al. 2005
Zurdo-Pineiro et al. 2007
Imran et al. 2010

Rivas et al. 2002, 2003
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Tabla 6.1 Continda.

D. yakushimensis Bautista et al. 2010

B-Proteobacteria Orden
Burkholderiales

Burkolderiaceae

Burkholderia **** Moulin et al. 2001

B. tuberum Vandamme et al. 2002

B. phymatum Vandamme et al. 2002

B. caribensis Achouak et al. 1999; Vandamme et al. 2002
B. dolosa (B.cepacia genomovar VI)  Vandamme et al. 2002; \ermis et al. 2004
B. mimosarum Chen et al. 2006

B. nodosa Chen et al. 2007

B. sabie Chen et al. 2008

Cupriavidus (Ralstonia)
C. (Ralstonia) taiwanensis ***** Chen et al. 2001; Vandamme & Conye 2004

Notas:

* Se propuso incluir a las especies Agrobacterium como A. tumetaciens (syn. A. adiobacter), A.
rhizogenes, Arubi'y A. vitis y Allorhizobium undicola (Young et al., 2001) y A. larrimoorei
(Young 2004) en Rhizobium.

** Estos autores no describieron estas especies, pero descubrieron que pueden formar nédulos
en leguminosas y la propusieron para que se incluyera en el género Bradyrhizobium.

*** Fueron aislados de nddulos, pero su capacidad de nodular no fue comprobada.

*H4X Estos autores no describieron el género, pero descubrieron que pueden formar nodulos
en leguminosas

FrHkk E| género Wautersia (Vaneechoutte et al., 2004) y mas tarde del género Cupriavidus
(Vandamme y Conye, 2004) fueron propuestos para acomodar dichas especies de Rals-
tonia.

Las leguminosas contienen alrededor de 20 mil especies, distribuidas en las
subfamilias Caesalpinoideae (2250 spp., en su mayoria plantas tropicales lefiosas),
Mimosoideae (3270 spp. plantas lefiosas, del trépico, subtrdpico y zona templa-
da) v Papilionoidae (13.800 spp., en su mayorfa herbaceas) (Lewis et al., 2005).
El alcance de la simbiosis con BENFNL entre leguminosas queda todavia sujeta a
investigacién. Hasta 1989, Ginicamente el 57% del género y el 20% de las espe-
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cies habian sido examinadas por la formacion de nédulos y los porcentajes de las
especies que si podian formar nddulos se encontraron en porcentajes de 23, 90 y
97% entre Caesalpinoideae, Mimosoideae y Papilionoidae, respectivamente (Faria
et al., 1989). Aunque se han llevado a cabo blsquedas extensivas para nuevos
géneros v especies formadoras de nédulos, especialmente en Brasil (Magalhdes
et al, 1982; Faria et al, 1989; Moreira et al., 1992), se estima que hoy en dia,
Unicamente el 25% de las especies existentes han sido examinadas. De esta ma-
nera, es posible que nuevas simbiosis se identifiquen en el futuro, en ecosiste-
mas naturales (por ejemplo, en selvas tropicales); tradicionalmente, la taxonomfa
del BFNFNL estaba basada en cepas aisladas de cultivos de zonas templadas. Sin
embargo, ahora que se encuentran disponibles las que han sido aisladas de otras
especies y regiones, y que han sido desarrolladas nuevas técnicas de genética mo-
lecular, ha ocurrido una revolucién en la taxonomia con 90 especies y 10 géneros
adicionadas a las 4 especies y a los 2 géneros originales enlistados por Jordan, en
1984 (véase Tabla 6.1), y se esperan mas revisiones en un futuro. Tres especies de
los géneros descritos de BFNFNL no fueron incluidas en la tabla porque no fueron
aisladas de ndédulos ni la capacidad de nodulacién se comprobd hasta el momen-
to: Rhizobium cellulosilyticum (Garcia-Fraile et al., 2007), Bradyrhizobium betae
(Rivas et al., 2004) y Mesorhizobium thiogangeticum (Chosh et al., 2006)

EVALUACION DE DIVERSIDAD DE BFNFNL EN EL SUELO

Los estudios sobre poblaciones vy diversidad de BFNFNL dependen de un aisla-
miento exitoso de nddulos de raices y ocasionalmente de tallos, de leguminosas
hospederas; los nddulos pueden muestrearse en plantas cultivadas en el campo
(colecciones in situ), aunque este método puede resultar dificil en el caso de hos-
pederas perennes o lefiosas (Moreira et al, 1992; Odee et al, 1995). Para poder
aislar o enumerar BFNFNL en una poblacién microbiana diversa, como la que surge
en el suelo, se requiere de un método que separe claramente BFNFNL de otras
especies bacterianas y que permita un muestreo facil y sistematico de los nédulos.
El proceso de infeccion de la planta es el resultado de la formacion de nddulos en
si, para poder estimar la poblacién de BFNFNL en el suelo. El cultivo posterior y
caracterizacion de BFNFNL vy de los nodulos, puede proveer informacion sobre
la composicion taxondmica de poblaciones de BFNFNL y determinar el grado de
especificidad entre cepas especificas y candidatos hospederos. Aunque algunas
plantas hospederas se consideran muy promiscuas, por ejemplo, muestran una
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baja especificidad, ninglin hospedero promiscuo puede ser nodulado por todas las
especies o cepas existentes de BFNFNL vy, de manera contraria, no existe ninguna
cepa de BENFNL que sea lo suficientemente promiscua como para nodular a todas
las especies leguminosas. Para poder evaluar la diversidad de BFNFNL en el suelo,
es deseable hacer uso de una variedad de especies de plantas hospederas candida-
tas y cuantas mas sean empleadas, mas variedad resultara de cepas de BFNFNL,
aisladas e identificadas.

El bioensayo para BFNFNL puede hacer uso de hospederos promiscuos, cul-
tivados en muestras de suelo tomadas del campo o inoculadas con suspensiones
del suelo (Moreira et al., 1993; Odee et al., 1997; Pereira, 2000). Las especies
encontradas posteriormente deberian compararse con las especies que forman no-
dulos en el lugar, de manera natural. Aunque algunas de las asociaciones mencio-
nadas pueden ser relativamente especificas, la comparacion de BFNFNL, aisladas
de nddulos formados de manera natural, con los que se muestrea con el bioen-
sayo, representa una comprobacion util de la exactitud del procedimiento en el
laboratorio; por ejemplo: Macroptilium atropurpureum es uno de los hospederos
ampliamente conocido (Vicent, 1970), pero, en la mayoria de los casos, se reporta
que suele estar nodulado por la especie Bradyrhizobium (Woomer et al,, 1988a);
también cabe la posibilidad de que sea nodulado por especies de rapido creci-
miento como Rhizobium (Pereira, 2000; Lima, 2007) y Burkholderia, entre otras
(Moreira et al., 2002; Moreira, 2006 y 2008, Lima et al., 2009). Resultados pre-
liminares de Taita, punto de referencia CSM-BGBD, en Kenia, indican que M. atro-
purpureum fue nodulado, en la mayoria de los casos, por Bradyrhizobium spp., de
crecimiento lento. De manera similar, Lewin et al, 1987 demostraron que Vigna
unguiculata, normalmente considerada como hospedero de Badyrhizobium, de he-
cho, tiene una especificidad muy baja y puede ser nodulada por Rhizobium spp., de
rapido crecimiento. Resultados obtenidos en Brasil (Alto rfo Solimdes) muestran
que caupi (Vigna unguiculata) captura mas especies que M. atropurpureum y que
el frijol Phaseolus vulgaris, y, nicamente, siratro (Macroptilium atropurpureumn)
atrapa BFNFNL en los 98 puntos de muestreo del proyecto CSM-BGBD (Lima et
al., 2009). Por lo anterior, se recomienda llevar a cabo experimentos prelimina-
res para cada tipo de suelo. Antes de escoger las plantas hospederas para realizar
un bioensayo, donde sea posible, deberia incluirse una especie leguminosa nativa
como trampa hospedera.

La nitrogenasa es la enzima responsable de la reduccion del gas nitrégeno a amo-
niaco. También reduce, entre otros sustratos, acetileno a etileno (Dilworth, 1966;

184 IVIANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



Schollhorn Burris, 1966). Esta reaccién se utiliza como técnica para medir la actividad
de la nitrogenasa; la gran ventaja de un ensayo de reduccién de acetileno (ERA), es
que destaca por su gran sensibilidad y velocidad, es barato y facil de realizar aun en
condiciones de campo. Aunque el uso de ERA para obtener estimaciones cuantitati-
vas de fijacidn de nitrégeno a la nutricidn de la planta ha sido ampliamente discutido
(Boddey, 1987; Giller, 1987), resulta muy Util para la deteccion simple de fijadores de
nitrégeno. Por ejemplo, dado que la anatomia de los nédulos varia ampliamente en for-
ma y en tamano, el personal que no posee la suficiente experiencia podra confundirlos
con estructuras no inducidas por BENFNL. El ensayo también puede usarse para con-
firmar una nueva simbiosis de BFNFNL o en el caso de nédulos no usuales (Vloreira et
al, 1992). La actividad de la nitrogenasa constituye una informacién invaluable por-
que en muchos casos es imposible verificar que los nddulos atin son efectivos y viables
(color interior rojo), puesto que deben quedarse intactos para su aislamiento posterior
o secarse cuando requieran ser almacenados durante un largo periodo. Los nédulos sin
actividad de la nitrogenasa pueden estar senescentes o ser inefectivos.

METODOLOGIA APLICADA EN EL PROYECTO CSM-BGBD:
UNA REVISION GENERAL

Los pasos utilizados en la metodologia para la caracterizacion de BENFNL, aplica-
dos en el proyecto CSM-BGBD, se encuentran resumidos en la Figura 6.1, cuyos
seis pasos a seguir se muestran en la ilustracién 3a hasta la 3f. Una descripcion
previa fue hecha por Moreira en 2004.

Paso 1A: recoger muestras de suelo del campo, tal y como se describe a
continuacion.

Paso 2A: para el proyecto se utiliza el método convencional de uso de espe-
cies promiscuas, como trampas para aislar las BENFNL de las muestras del suelo;
sin embargo, el uso de especies multiples no es viable con un gran nimero de
puntos de referencia (por ejemplo 100), dado lo afanoso del procedimiento,
y estara limitado por el tiempo disponible y las facilidades que ofrezca el labo-
ratorio. Es por ello que se emplea una Unica especie promiscua como trampa.
Bajo estas circunstancias, resulta idéneo Macroptilium atropurpureum (siratro),
ya que posee pequenas semillas y resulta facil de manipular bajo condiciones
controladas en bolsas de plastico vy jarras de Leonard, con una solucion nutritiva,
dentro de camaras de crecimiento o invernadero. Cuando se llevan a cabo varios
experimentos, deben utilizarse semillas de la misma procedencia; con esto se
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Figura 6.1 Evaluacion de bacterias formadoras de nédulos en leguminosas, fijadoras
de nitrégeno en diversos sistemas de uso de suelo, resumida en seis pasos.

Area de referencia /Uso
LA. 12 muestras compuestas del suelo/ Puntos de 1 1C. Claves de identifica-
de suelo por punto, colectadas muestreo o .
bajo condiciones asépticas cién de plantas. Origen del
hospedero.
1B. Nodulos de especies
, de plantas locales
2A. capturando BFN: téc-
nica de infeccidn de planta: 5. Bioensayos con aisla-
inoculacion de especies » dos: verificacién (postula-
promiscuas, capturadas con 2B Enslayo de redlucaon dos de Koch) y propieda-
suspensiones de suelo 1:1, con acetileno (opcional) des simbidticas (ntmero
solucion de nutriente de suelo de nddulos y peso seco
o NaCla 0.55% 1. Siratro* de materia); peso seco de
2. Caupt (opcional) 3. Frijol 3 B. Almacenaje en frascos materia aérea de planta;
(opcional) 4. Especies nativas con gel de silice o CaCl, contenido de N por planta
(opcional) Bolsas de pléstico (opcional). Dos controles
(llustracién 3. a), agar incli- sin inoculacién (con o sin
nado (llustracion 3.b), Jarra 4. Aislamiento de NLB de nodu- mineral N) mas un con-
de Leonard, con la muestra de| > 105 ** en YMA/79 con azul de trol con un tipo eficiente
suelo, (llustracion 3. ) bromotimol (llustracién 3. (Ilustracion 3. 2e)
d) caracterizacion de cultivo T
v
3 A. Eficiencia de pobla- 6. Caracterizacion de aislados verificados; tamizar se-
ciones nativas: nimero de glin caracteristicas de cultivo y REP-PCR o perfiles de
nédulos, peso de materia proteina (llustracién 3. f (ii), representativos de grupos
seca y peso seco de planta previos; secuencia del gen (16S rRNA para todos los gé-
(contenido N); dos con- = | neros, otros genes, tales como dnaK, especialmente para
troles sin inoculacion (con Bradyrhizobium); indices de diversidad.
o sin mineral N), mas un

control de una cepa conoci-
da, eficiente.

* Puede usarse para conteo NMP (opcional).

** Algunos nddulos pueden guardarse en gel de silice para su aislamiento, en caso necesario.
Nota: 1A. Doce muestras en cada punto de muestreo (véase esquema global CSM-BDBG, Ca-
pitulo 2). 2A. Captura de BFN, utilizando la técnica de infeccidn de planta. 3A. La eficiencia de
poblaciones nativas es evaluada con la floracion, cuando se aprecian diferencias significativas
entre tratamientos 4. Caracterizacién de cultivos (son necesarios los experimentos prelimina-
res con suelo de selvas y cultivos de leguminosas para determinar el nimero de aislamientos
requeridos para caracterizar las comunidades de simbiontes en su conjunto, basados en una
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evita cualquier variacion de NFNLB debida a las plantas. Cuando un equipo pue-
de manejar mas de una trampa de especies, para trampas promiscuas adicionales
se recomienda usar Vigna unguiculata (como segunda especie) y Phaseolus
vulgaris (frijol) como tercera especie. Las semillas que se encuentren disponi-
bles en la localidad proveeran informacion atil para agricultores del lugar. Las
dos especies fueron escogidas por ser bastante promiscuas y porque se cultivan
en muchos paises. Se selecciona Phaseolus vulgaris con base en que en varios
paises existen datos, aun dispersos, sobre poblaciones de BFNFNL donde se
utiliza el frijol comdin como especie-trampa; esto puede servir como un punto de
referencia. Después de las tres especies mencionadas (siratro, caupf vy frijol) se
pueden seleccionar otras, incluyendo algunas especies nativas que, por supues-
to, pueden ser diferentes en cada pais. El criterio para la seleccion debe basarse
en que la especie-trampa sea ecologica y econdmicamente relevante para el pafs;
aunque seria imposible estandarizar esta seleccion.

Las muestras de suelo en macetas pueden usarse Unicamente cuando haya
disponibilidad en los laboratorios y se deben seguir todas las técnicas asépticas nor-
males de la microbiologia. Los suelos con un alto contenido de N deberan evitarse;
otros factores limitantes como deficiencias de macro y micronutrientes, acidez y
un alto contenido de Al, deberan corregirse para los ensayos. Las especies-trampas
pueden usarse para capturar y contar BENFNL o simplemente para capturarlas.
Dada la complejidad del primer ejercicio, éste no es obligatorio, ni forma parte de la
metodologia estandar. Para poder capturar BENFNL, pueden cultivarse especies-
trampas en bolsas de plastico, jarras de Leonard o en macetas que contengan las
muestras de suelo, las cuales se describen a continuacion.

Paso 3 A: aunque la eficiencia bajo condiciones controladas no refleja lo que
esta pasando in situ, debido a diferentes relaciones simbidticas (diferentes especies
de plantas) y condiciones ambientales, es facil de medir y proporciona informacidn
util sobre la variabilidad y eficiencia de las poblaciones nativas; incluso puede indi-

curva de extincidn de especies). Incluye caracteristicas de cultivos obtenidos en el paso niimero
4, en el tamizado de la coleccién entera de aislamientos (para conseguir racimos) v elemen-
tos repetitivos extragénicos palindrémicos/secuencias de DNA (REP-PCR) (u otros métodos
como perfiles de proteinas por electroforesis con SDS-PAFE/poliacrilamida gel puede ser com-
plementario). Representantes de racimos, basados en caracteristicas de cultivo (si este es el
caso) y/u otro método deben ser secuenciados para 16SrRNA y otros genes como dnaK (por
ejemplo, Bradyrhizobium, aunque también se puede aplicar a otros géneros).
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car la existencia de cepas eficientes en las poblaciones del suelo, para una especie
hospedera en particular.

Paso 1B/2B, 3B: se recomienda también que las BFNFNL sean aisladas de
especies leguminosas (nativas e introducidas) que nodulan naturalmente, en los
diferentes sistemas de uso de suelo. Una comparacion de BENFNL aisladas de
nodulos del campo y de nédulos introducidos en una especie-trampa, con una ino-
culacion de suspensiones de suelo, hara posible la mejor evaluacién de diversidad y
de eficiencia de la especie-trampa. Se sabe que la diversidad genética en poblacio-
nes naturales de las NFNLB del mismo lugar puede presentar diferencias entre los
aislados de nodulos, formados en el campo, y los de plantas, cultivadas en una serie
de diluciones de suelo, en condiciones de laboratorio (Bala et al., ZOOl).

Paso 1C: las especies de leguminosas en un area especifica, por ejemplo, de
ocho metros de radio alrededor de cada punto de muestreo, deben ser inventaria-
das para que las relaciones con poblaciones naturales de BENFNL puedan determi-
narse; tal y como se explicd anteriormente.

Paso 4: después de la aparicion y crecimiento de nodulos, las BFNFNL deben ser
aisladas; los aislados de estos nodulos, junto con los de nddulos recogidos de plantas
nativas que naturalmente forman nédulos, pertenecientes a los diferentes sistemas de
uso de suelo en cuestion, proporcionaran los datos de la diversidad. Cuando se usa la
técnica de infeccion por planta, los nddulos deberan muestrearse a partir de plantas que
nodulen v representen niveles secuenciales de diluciones (Moreira y Pereira, 2001)
porque los tipos de BFNFNL capturadas pueden variar también con la dilucién (Bala
etal., ZOOl). En la literatura se ha discutido que, por lo menos, se necesitan entre 30
y 50 nédulos, y quizd mas de 100 por uso del suelo (JesUs et al,, 2005), lo que per-
mite la construccion de curvas de muestreo para evaluar si la diversidad en un lugar ya
ha sido completamente caracterizada. Considerando que estas curvas se obtienen con
base en el nimero de diferentes cultivos que todavia pueden mostrar caracteristicas
genéticas variables, se necesitaran mas aislamientos para obtener una buena resolucion.
Las curvas de muestreo (acumulacién o escasez) pueden revelar el nimero de aislados
requeridos para evaluar correctamente la diversidad. Este niimero se encuentra en el
punto (asintota) donde la curva alcanza su mayor nivel; en caso de no alcanzarlo, esto
indica que no se han detectado todas las especies y que muestras adicionales (aisladas
de nédulos) deberan ser analizadas. Se necesitara aplicar las curvas de muestreo a to-
dos los aislados, es decir, a los del bioensayo v a los nédulos colectados en campo. Los
nédulos se almacenan en sflica gel (Figura 6.2); de esta forma estaran disponibles para
futuros aislamientos.
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El aislamiento de BFNFNL de nodulos debera hacerse en el medio 79 con azul
de bromotimol (Fred y Waksman, 1928). El medio 79 se conoce también como
YMA (Vincent, 1970) (anexo 6.1); esto permite la caracterizacién completa del
cultivo (tasa de crecimiento, cambio de pH, produccién de exo-polisacaridos, mor-
fologia de colonia, color, tamafio, etc.). Para obtener grupos a partir de estas ca-
racteristicas de cultivo. La diversidad genética de poblaciones de BFNFNL puede
evaluarse al agrupar los perfiles que resultan de rep-PCR, utilizando un software
como Gelcompar (Brujin et al, 1997) o mediante el uso de otra técnica: perfiles
de proteinas por electroforesis con gel de SDS-Poliacrilamida; que dan una buena
resolucion a nivel cepa (Paso 6); sin embargo, esto puede ser opcional, de acuerdo
con los recursos disponibles en cada pais y debe llevarse a cabo después del paso 5
para evitar perder el tiempo con contaminantes.

Finalmente, los representantes de cultivos de los clados generados mediante el
agrupamiento por Rep-PCR u obtenidos mediante otros métodos se secuencia-
ran para obtener el gen 16SrRNA (Paso 6). Cuando existen recursos suficientes,
dnaK u otros genes involucrados en el mantenimiento de la bacteria, tales como
atpD, rpoB, recA, glnll (Parker, 2004; Vinuesa et al., 2005b; Gaunt et al., ZOOl),
pueden ser probados para algunas cepas de género que no hayan sido bien discri-
minadas por 16 SfRNA, como en el caso de Bradyrhizobium.

Figura 6.2 Trabajo de campo: a) toma de muestras de gas del ensayo de nitrogenasa
por reduccién de acetileno y b) almacenaje de nédulos hasta su aislamiento en el
laboratorio. Fuente: Moreira y Pereira, 2001.

1mldeCH, ——=">Tapon de goma

Muestra de gas Tubo al vacio
——">Tapon de goma

(a)

30 minutos a 1 hora
Vial (10 ml) >

ﬂ Noédulo

Noédulo efectivo

——"> Tapon de rosca

Tapén de rosca, nédulo,
algoddn v silica gel o
Cacl,

Tubo de ensayo

Nase 8.5 ml
CH,+2H"+2e = 2CH,
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REQUERIMIENTO DE MATERIALES PARA TRABAJO DE CAMPO Y
LABORATORIO

Trabajo de campo: para muestrear suelo: alcohol al 95%, agua para eliminar el
suelo del equipo de muestreo antes de |a esterilizacidn con alcohol, caja refrigera-
dora, bolsas de plastico esterilizadas (300 ml), espatula, bolsas grandes de plastico
(51) y un pequefio sacabocados. Para muestrear nédulos: tijera pequefia, cuchara,
azada y azadon, pinzas, pala, tubos de tapdn de rosca, silica gel o CaCl, anhidro.
Para resquardo de plantas: alcohol, prensa y periddico.

Trabajo de laboratorio para aislar y enumerar BENFNL: pipetas de 1 mly 5 ml,
solucidn para dilucién, matraces Erlenmeyer de 1 Ly 125 ml, agitador orbital, bol-
sas esterilizadas de plastico (125 ml) para crecimiento, tubos de ensayo (150 x
20ml 6200 x 30 mm], o botellas de cerveza recicladas, rejillas para bolsas de cre-
cimiento o tubos, solucion de nutrientes, semillas de plantas leguminosas hospede-
ras promiscuas o nativas, temperatura ambiente controlada de luz y humedad.

Trabajo de laboratorio para aislamiento de BFNFNL vy caracterizacién de culti-
vos: cajas Petri, alcohol al 95%, HgCl2 al 0.1% (acidificado con HCl concentrado
a 5ml/L) (Hipoclorito de Na o Ca; puede usarse H202 para sustituir al HgCl2),
agua esterilizada, pinzas, medio de cultivo que contiene levaduras, manitol y sales
minerales (hipoclorito de sodio o calcio, o H,0, (pueden sustituir al HgCl.), agua
esterilizada, pinzas, medio de agar con sales, levadura-manitol-mineral, pH6.8.

Para la actividad de nitrogenasa mediante reduccién de acetileno: matraces
Kitasato Erlenmeyer, globo de hule, jeringas de 1 ml a prueba de gas, tubos de va-
cio de 5 ml, frascos de 10 ml o de mayor capacidad con tapones de goma, carburo
de calcio CaC,, cromatografo de gases equipado con un detector de ionizacion de
flama (FID) y columna RN Poropak para determinaciones de acetileno/etileno.
Nota: los ensayos de nitrogenasa pueden llevarse a cabo en campo.

METODOS DETALLADOS

Muestreo del suelo. Se saca una muestra de suelo a una profundidad de 20 cm, en
12 puntos, distribuidos alrededor de cada parcela de muestreo (véase Capitulo 2,
Figura 2.3). Se utiliza el mismo esquema de extraccion del nicleo para el mues-
treo en todos los grupos microbianos, incluyendo el BENFNL. Se junta cada juego
de 12 muestras, para formar una muestra compuesta de alrededor de 300 g que,
posteriormente, se introduce en una bolsa plastica esterilizada. De manera alter-
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nativa, cuando lo permitan los recursos, se pueden obtener tres 0 mas muestras
compuestas en cada punto. Todas las herramientas: sacabocados, espatulas, aza-
don, etc. deberan lavarse muy bien con agua para remover particulas de suelo y ser
esterilizadas mediante alcohol y flama antes y después de cada muestreo, con el
fin de evitar la introduccion de BFNFNL exdticas. Se deben minimizar las pisadas
cerca de los puntos de extraccion y la hojarasca debera ser removida justo antes de
que se lleve a cabo el muestreo. Las muestras de suelo se trasladan al laboratorio
lo antes posible, utilizando un envase con aislamiento (preferiblemente debe per-
manecer a 4° C).

Una segunda muestra compuesta de alrededor de 200 g sera recogida en una
bolsa de plastico no estéril para su analisis fisico-quimico.

Muestreo de nddulos. Se deberan identificar plantas leguminosas dentro de un
radio de 8 m (lo mismo que para un inventario de vegetacién) en el punto de mues-
treo y se recogera el material vegetal resultante. Sera de gran ayuda contar con
informacion previa acerca de cuales son las especies que pueden nodular, de manera
que se confine el muestreo a estas especies en concreto; sin embargo, hay que acla-
rar que existe un enorme potencial para el descubrimiento de nuevas especies de
leguminosas de este tipo. En el caso de plantas herbaceas, se puede extraer todo el
sistema de raices del suelo, utilizando una azada, un azadén o una pala, cuidando
no romper nodulos de manera accidental. Los nddulos de plantas lefiosas deberan
descubrirse extrayendo las raices y poniendo gran atencion para no dafiar las rami-
ficaciones delgadas en donde éstos normalmente se encuentran. Se debe verificar,
con extremo cuidado, que las raices delgadas pertenezcan a la planta leguminosa
identificada; por este motivo, se recomienda empezar la excavacion junto al tallo;
se extirpan los nddulos (dejando un pedazo de raiz para facilitar la manipulacién)
y se guardan en tubos de tapén de rosca con un desecador (Figura 6.2b). Antes
del almacenaje, las particulas de suelo deberan removerse, bien por sacudido o bien
mediante lavado, retirando el exceso de agua con una servilleta. Por lo menos se re-
cogeran 50 nddulos por cada punto de muestreo y la muestra sera representativa de
todas las especies nodulantes existentes en la parcela de muestreo. En ocasiones,
algunos nddulos pueden ser demasiado grandes para los tubos normales de rosca:
deberan ser almacenados en un recipiente de mayor capacidad.

Actividad nitrogenasa. La actividad de nitrogenasa puede medirse en el campo
o a partir de cada nédulo, justo después del muestreo o en el laboratorio (Figura
6.2). Se introduce el nddulo en un frasco de tapa de goma de 10 ml o de mayor ca-
pacidad, en caso necesario. Se produce acetileno en un matraz Kitasato Erlenmeyer
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por la reaccion de CaC, con agua (Figura 6.3). Sise lleva a cabo el trabajo en labo-
ratorio, se obtiene acetileno de cilindros de gas comerciales. Se inyecta 1 ml de este
gas en el frasco que contiene el nddulo. Después de una hora aproximadamente,
se remueve 1 ml de gas de la superficie y se transfiere a un tubo al vacio para su
posterior anlisis de etileno por cromatograffa de gases (Figura 6.2a).

Especimenes de resquardos de plantas. Los especimenes de resguardos de
plantas nodulantes, deberan recogerse en el area que se encuentra alrededor del
punto de muestreo (radio de 8 m). Se debe poner especial atencién en el etique-
tado (véase a continuacidn) y si es posible, incluya flores y frutas. Enseguida, los
especimenes se mandan al herbario para su identificacion junto con una tarjeta de
identificacion de las mismas:

Proyecto: CSM-BGBD

Colector: Fatima Moreira

Fecha: 2 de abril de 2005

Localidad: Benjamin Constant

Altitud: 500 m

Nombre vulgar de la especie: faveira

Nombre cientifico de la especie: ;?

Ntimero de vale: 05

Caracteristicas del nddulo: crecimiento medio, tamafio 0.5 a 1.5 cm
Descripcion del lugar: pastizales abiertos con ganado y troncos de madera
Tipo de suelo: limo arenoso

Figura 6.3 Produccion de acetileno en campo o laboratorio.

Agua

Clobo de hule

Tubo de goma

caC CaC,+ H,0 = C,H, + Ca (OH),

Sélido Cas Sélido
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Caracteristicas de la planta: herbacea con frutos maduros
Otros comentarios: se recogieron semillas; flores amarillas.

El conteo de BENFNL. Se someten muestras de suelo a una serie de diluciones
antes de la inoculacidn de las plantas hospederas candidatas (Figura 6.4). La corre-
lacién de diluciones varfa entre 2.0 (1:2) y 14.5 (1:14.5), seglin la concentracién
de células esperada en la muestra. Esto significa una mayor dilucién para suelos con
mas BFNFNL; sin embargo, alin es necesario inocular plantas hospederas en todas
sus diluciones (véase a continuacién). Asimismo, en cada dilucién se debe emplear
una réplica del bioensayo (2 a 5 veces). Las plantas se cultivan en condiciones con-
troladas (Vicent, 1970) y después de 15 dias, se les examina para ver si han formado
nddulos. Las poblaciones de BFNFNL se estiman por el método del Nimero mas
Probable (Cochran 1950; Woomer et al., 1988b, 1999). En el caso de inocular las
plantas Unicamente para capturar las BFNFNL, las muestras de suelo deberan resus-
penderse en agua esterilizada o en una solucién de nutrientes (la misma que se utiliza
para un medio de cultivo o crecimiento de plantas) (véase anexo 6.1y 6.2) en una
correspondencia 1:1. Las plantas pueden cultivarse en bolsas de plastico, jarras de
Leonard u otro tipo de frasco. Se deben utilizar tres tipos de controles sin inoculante
de suelo: el primero comprueba la presencia de contaminacion durante los procedi-
mientos experimentales. Si no se mantienen de manera correcta las condiciones axé-
nicas, este control resultard en nddulos y el experimento se invalidard (adn cuando
nédulos ocurren en una sola réplica). Se recomienda que el niimero de réplicas dentro
de este control sea mayor que las réplicas de tratamientos de inoculacion y el control
debe localizarse dentro de diferentes posiciones en el protocolo. Los otros dos contro-
les permitiran comprobar la eficiencia de las comunidades de BFN.

Las comunidades que nodulan la planta hospedera indican si las condiciones del
experimento (temperatura, concentraciones de nutrientes) son adecuadas para
que se lleven a cabo la nodulacion vy la fijacion de nitrégeno en las plantas vy su
crecimiento. El primero de los controles se complementa con nitrégeno mineral
(para jarras de Leonard, 70 mg N-NH,NO_) cada semana desde la tercera hasta
la pendltima, pero no se inocula. Para bolsas de plastico o recipientes de pequenos
voliimenes, se utiliza una sola aplicacion de 70 mg N-NH,NO_). De esta manera
el caupi, que alcanza su nivel de floracién en dos meses, con el uso de jarras de
Leonard recibiran un total de 350 mg N-NH,NO, mientras que los frijoles con un
periodo de crecimiento de mes y medio, en jarras de Leonard, recibiran 280 mg de
N-NH,NO.. El otro control se inoculara con un inoculante recomendado para esta

BACTERIAS FORMADORAS DE NODULOS EN LEGUMINOSAS 193



especie de planta; por ejemplo, CIAT 899 para Phaseolus vulgaris en Brasil, pero
no se anade nitrogeno.

Aislamiento vy caracterizacion de BENFNL. Las BFNFNL son aisladas de los
nddulos recogidos en campo y por bioensayo en el laboratorio. En el tltimo caso,
los nddulos obtenidos en cada dilucién sucesiva pueden indicar cuales son las ce-
pas menos frecuentes en la muestra de suelo y cudles, las mas comunes.

El primer paso sera esterilizar la superficie de los nédulos con una breve inmer-
sién en 95% de alcohol, seguida de una inmersién mas larga de tres a cuatro mi-
nutos en HgCl, (hipoclorito de Na o Ca, o H,0, pueden usarse como sustitutos) y
lavado mediante varios enjuagues con agua estéril (Vicent, 1970). A continuacion
se aplasta el nddulo dentro de unas gotas de agua estéril, utilizando pinzas y esto
se vierte sobre un medio de agar. En el caso de los nédulos disecados, éstos deben
remojarse en una solucion de agua esterilizada para mejorar la absorcion de la so-
lucion desinfectante. Los tiempos de inmersion en HgCl, u otros desinfectantes,
deberfan ajustarse al tamafio del nédulo (mas corto para nédulos pequefios).

En la composicién del medio de agar: levadura-manitol-sales minerales (Fred
y Waksman, 1928) (Anexo 6.1), especialmente el pH y la fuente de carbohidrato
pueden variarse, tomando en cuenta las condiciones especificas del suelo (Date
y Halliday, 1979; Souza et al., 1984; Elkan y Bunn, 1991]. Puede incluirse azul
de bromotimol como indicador porque los cambios en el pH, causados por la for-
macion de BENFNL, pueden resultar Utiles en la identificacion de género. Otros
caracteres incluyen: la tasa de crecimiento (tiempo TAIC de aparicién de colonias
aisladas), la cantidad de polisacaridos celulares, forma y tamafo de colonia, diame-
tro y color segtin lo descrito por Moreira et al. (1993) vy JesUs et al. (2005).

Los principales descriptores de cada género son:

Allorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium: colonias circulares, de 2 a 4 mm
de didmetro, normalmente unidas debido a la copiosa produccion de polisacari-
dos extracelulares, convexas, semitraslicidas, elevadas y mucilaginosas, la mayoria
con el centro de color amarillo (debido al indicador de pH), de crecimiento rapido
(TAIC: de 2 a 3 dias). Mesorhizobium: igual que Rhizobium, pero normalmente de
crecimiento mas lento (TAIC: de 4 a 5 dfas).

Bradyhizobium: colonias circulares que no exceden de un milimetro de diametro,
produccién extracelular de polisacaridos de abundante a escasa (esto ultimo, general-
mente en el caso de los tipos que toman mas de diez dias para su crecimiento), opacas,
raramente traslcidas, blancas y convexas, granulares en textura y que producen un
cambio de pH a alcalino, de crecimiento lento o muy lento (TAIC: de 6 a mas dfas).

194 IVIANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



Figura 6.4 Método para calcular el niimero mas probable de células de rhizobia en el
suelo mediante la técnica de infeccion de plantas.

100g de suelo (peso seco)

S

Agitar durante 25minutos

Paso de dilucion Nivel de dilucion
I
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El porcentaje base de la dilucién (Nd) puede variar de 1:2 hasta 1:14.5 y el numero de replicas
por dilucién (N) de 2 a 5.
Fuente: adaptado de Woomer, 1993 y Vincent, 1970 por Moreira y Pereira, 2001.
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Azorhizobium: colonias circulares, de 0.5 mm de diametro, de color cremoso,
muy poca produccién extracelular de polisacaridos (mucho menos que en el caso
de Bradyhizobium), producen un cambio de pH a alcalino, de crecimiento rapido a
medio (TAIC: de 3 a 4 dfas).

Cupriavidus: similar a Azorhizobium, con un poco mas de produccidn extrace-
lular de polisacaridos.

Burkholderia: con caracteristicas de crecimiento muy similares a las de creci-
miento rapido; por ejemplo Rhizobium, con la excepcién de modificacion de pH
porque pueden producir una reaccién acida o alcalina (dependiendo de la edad), a
veces, al mismo tiempo.

Las BENFNL son bastoncillos Gram negativos que no forman esporas y que,
generalmente, contienen granulos refractiles de poly-B-hidroxibutirato en mi-
croscopio de contraste de fases. Las cepas aisladas deben reconfirmarse como
BFNFNL, mediante una demostracion en la que formen nuevos nédulos en
una planta hospedera de prueba, bajo condiciones bacterioldgicas controladas,
de acuerdo con los postulados de Koch. En la Tabla 6.1 se pueden observar
referencias que ofrecen amplios detalles de las caracteristicas de especies de
NFNLB. La diversidad de cepas, dentro de la especie puede ser genéticamente
y fenotipicamente alta; por ejemplo, en sus caracteristicas simbidticas, morfo-
légicas v fisioldgicas; por lo tanto, serd necesario definir el nivel apropiado de
diversidad que permita caracterizar géneros y especies especificos. Graham et
al, (1991) aportaron estandares minimos para la descripcién de nuevos gé-
neros y especies, donde incluyeron serologfa (Dudman y Belbin, 1988), lipo-
polisacaridos celulares (De Maagd et al, 1988), patrones totales de proteina
por SDS-PAGE (Dreyfus et al., 1988; Moreira et al., 1993), secuencia de la
subunidad pequefia del RNA ribosomal (Young y Haukka, 1996), perfiles de
plasmidos (Giller et al., 1989), resistencia intrinseca a los antibidticos (RIA)
(Kingsley y Bohlool, 1983), electroforesis de enzimas metabdlicas (Selander et
al., 1986), crecimiento en diferentes fuentes de carbono (Dreyfus et al., 1988),
hibridacién DNA:DNA, composicién de bases de DNA (%C + G), hibridacién
rRNA-DNA vy polimorfismos en los tamanos de fragmentos de restriccion del
DNA. Recientemente, se han descrito nuevas técnicas para la caracterizacion de
los procariotes; lo qgue mejora no solo la clasificacién bacteriana, sino también la
capacidad de discriminacion dentro de diferentes taxas: cada una tiene un nivel
especifico de resolucion para la clasificacion bacteriana, lo que puede ser muy
util para numerosos estudios. Estas técnicas, también conocidas como huellas
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gendmicas, incluyen: la digestion de DNA gendmico con endonucleasas que
cortan sitios (de restriccién) poco frecuentes seguido por PFGE (Electroforesis
en Gel en Campos Pulsados) y otros métodos de RFLP. Los métodos basados
en la reaccién de Polimerasa en Cadena (PCR), tales como ARDRA (Anilisis de
Restriccion del rDNA Amplificado), tRNA-PCR o ITS (Amplificacién y Analisis
del tRNA y de Regiones Intergénicas del 165-23S rRNA), AFLP (Polimorfismo
de Tamafio de Fragmentos Amplificados) para el analisis de todo el genoma,
RAPD (DNA polimérfico amplificado al azar): AP-PCR (PCR Con Arimers
Arbitrarios), REP-PCR (Huellas Genémicas de Elementos Gendmicos Repetidos
de DNA,) (Rademaker y Bruijn, 1997; Bruijn et al, 1997). Los anlisis nu-
méricos con un nimero adecuado de cepas vy la comparacion con las cepas de
BFNFNL permiten la caracterizacion de grandes poblaciones. La caracterizacion
genetica de DNA (secuencia del 16S, 23S rARN u otras secuencias de genes,
homologia DNA:DNA) requiere de mucho tiempo y de equipo especializado vy,
normalmente, se restringe Unicamente a representantes de grupos; por otro lado,
si existe disponibilidad de recursos, la secuenciacion de genes especificos puede
aplicarse directamente a un nimero de cepas determinado por las curvas de
rarefaccion o acumulacion.

Los costos y beneficios de una caracterizacion previa y secuenciacion de re-
presentantes versus una secuenciacion directa de un nimero mayor de aislados,
deben tomarse en cuenta. Los costos de la secuenciacion de DNA se han reducido
notablemente durante los Ultimos afios v, en algunos casos, la secuenciacion di-
recta de 16S rARN u otros genes puede ofrecer ventajas econdmicas. Empresas
privadas dan buenos servicios para productos PCR v su purificacion y secuencia-
cién. Por ejemplo, la purificacion y secuenciacion de un fragmento de genes (una
muestra) ya amplificada por PCR, en la actualidad, puede costar alrededor de US
$6, si se piden las placas completas de 96 muestras. El nimero total de placas de
96 muestras cuesta alrededor de US $350 para la secuenciacion.

Extraccion de DNA: el DNA gendmico es aislado de cultivos de fases log en
79/YMA durante diferentes periodos de incubacién, dependiendo de la tasa de
crecimiento especifica para cada cepa (de 2 a 10 dias). Se pueden utilizar el kit
“Ultraclean” para el aislamiento de DNA de suelo de los laboratorios MOBIO o
cualquier otro kit recomendado por el productor. Se cuantifica el DNAa A, nm
con un espectrofotdmetro o se estima por comparacion con diferentes estanda-
res de concentraciones de DNA en geles de agarosa. Alternativamente, para cada
tipo se suspende una azada con bacterias de una colonia aislada en 1 ml de agua
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esterilizada, lo que produce una suspension ligeramente turbia que posteriormente
se hierve durante cinco minutos para lisar las células; se utiliza un volumen de esta
suspension como templado para el PCR.

Secuenciacion 165 rDNA. Los genes casi completos del 16S rDNA se amplifican
con un par de oligonucledtidos 27F (pA: 5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 1492R
(5’GGTTACCTTGTTACGACTT), usando los aislamientos representativos de diferen-
tes grupos (obtenidos bien por caracterizacién de cultivo, perfiles REP-PCR, o bien,
por otras técnicas). Estos pares de oligonucléotidos corresponden a posiciones 8-27
y 1507-1492, respectivamente, del gen 16S del RNA ribosomal de Escherichia coli
(Wilson et al,, 1990). Otros oligonucledtidos pueden utilizarse si - permiten la sin-
tesis de un gen 16S rARN casi completo. Las concentraciones finales en las mezclas
de reaccién (100 ml) son: 1 x PCR Buffer, 2.5 mm MgCl,, 0.2 mm de cada dNTP,
0.2 pm de cada oligonucledtido y dos unidades de la enzima Taq polimerasa (DNA
extraido o cultivos liquidos): 6 pl. El programa para PCR incluye un paso inicial: des-
naturalizar a 94°C durante 5 minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a
94°C durante 40 segundos, apareamiento a la temperatura de 55°C, durante 40
segundos, con extension a 72°C durante 90 segundos. La extension final se lleva a
cabo a 72°C, durante 7 minutos. La purificacién de los productos PCR se hace con
filtros Microcon™ (Millipore) o mediante otros métodos de purificacién. Un paso de
secuenciacion del PCR amplificado se obtiene con el primer 27F, pero también con
el primer reverso 1492R. Cuando se requiere la secuencia de todo el gen se deben
elegir otros primers internos y usarse para amplificar y secuenciar el fragmento del
gen que falte después de utilizar 27F y 1492R.

Analisis filogenético. Se comparan las secuencias con otras conocidas conte-
nidas en las bases de datos, tales como la del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov/), el European Bioinformatics Institute
(EBI) secuenciacién de base de datos (www.ebi.ac.uk) y el Ribossomal Database
Project (RDP) (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp).

MANTENIMIENTO Y COLECCION DE CULTIVOS PUROS

Normalmente, los cultivos puros se mantienen en agar inclinado dentro de tubos
de tapa rosca en el mismo medio de cultivo, similares a los presentados en la Figura
6.2. Sin embargo, la viabilidad de dichos cultivos no es larga: los métodos como
liofilizacién y almacenaje en un congelador (-80°C) garantizan una larga conser-
vacion de las células viables.
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APENDICE 6.1 Composicién de medio 79 para el crecimiento de BFN
Medio 79 (Fred y Waksman, 1928) (similar a medio YMA ~ Vincent, 1970):

10g manitol o sacarosa

1ml sol. K,HPO, (10%) (0 0.1 gl™)

Aml sol. KH,PO, (10%) (0 0.4 gI™)

2ml sol. MgSO,. 7H,0 (10%) (0 0.2 gI™*)

1ml sol. NaCl (10%) (0 0.1 gI™*)

100ml extracto de levadura (o polvo 0.4 gl™)

5ml sol. 0.5% azul de bromotimol en 0.2 N KOH; para hacer 1000 ml con
agua destilada pH 6.8-7.0.

Medio solido: 15g Agar
Medio semisélido: 1.75g Agar

Autoclave a 120°C durante 15 minutos;

Cuando pH <5.0 se reemplaza azul por Azul de Bromotimol por Verde de
Bromocresol y se aumenta agar hasta 20 gl™.
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APENDICE 6.2 Solucién de nutrientes Jensen’s para el crecimiento de espe-
cies de leguminosas en bolsas de plastico y jarras de Leonard

K,HPO, (2%) 10 ml
MgSO0,.7H,0 (2%) 10 ml
NaCl (2%) 10 ml
CaHPO,(10%) 10 ml
FeCl,.6H,0 1.7 % o FeCl, 1% 10 ml
Solucién de micronutrientes™® 1ml
Agua destilada (completar a) 1,000 ml

pH = 6.7, ajustar con KOH.
Diluir solucion a 1:4.
* Solucién de micronutrientes (para 1 | de agua).

G T 2.86¢g

MnSO,.4H,0 .......... 203g
ZnS0,.7H,0 v 0.22¢g
CuSO,.5H,0 v 0.08¢g
Na,MoO,.H,0 ........... 0.09g

El mismo protocolo que para agar con semillitas. Vicent (1970) recomienda
la mezcla para una solucién de nutrientes, diluida de la misma manera. También
después se usa la solucion con sirato en bolsas de plastico.

Control

Se proveen los controles con nitrégeno a una concentracion final de aproxima-
damente 70 ppm N (0.05% KNO, o NH, NO.). Esto puede afiadirse a la solu-
cion de nutrientes al principio del experimento, o entre 7 a 10 dias después de
plantar. Si al final del experimento esto resulta insuficiente para el crecimiento
sostenido y el color verde de las plantas control, entonces la concentracion pue-
de aumentar o hacer una suplementacion dividida. Sin embargo, las concentra-
ciones mas altas (>0.7% KNOB) pueden ser toxicas. Normalmente, los controles
nitrogenados no presentan nodulos, pues las dosis elevadas inhiben la nodu-
lacion; por lo tanto, los controles absolutos, es decir, sin inoculacion del suelo
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son necesarios para comprobar las condiciones asépticas del experimento. Otro
control importante, no mencionado por Vincent, es el uso de una cepa eficiente
como un control positivo para la nodulacién y la fijacion de nitrégeno. Si existe la
disponibilidad de las cepas recomendadas, éstas deberan utilizarse.
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CapiTuLo 7/
Hongos micorrizogenos
arbusculares (HMA)

Joseph D. Bagyaraj y Sidney L. Stiirmer

INTRODUCCION

Actualmente, se encuentra bien documentado que los hongos micorrizégenos ar-
busculares (HMA) mejoran la salud y el crecimiento de las plantas de importancia
agricola, horticola y forestal. La red de hifas producidas por los HMA en el sue-
lo durante su asociacion con la planta huésped, provee una mayor superficie de
absorcion que los pelos radiculares y, por lo tanto, aumenta significativamente la
captacion de iones relativamente inmoviles, tales como fosfato, cobre y zinc. En
la mayoria de los suelos tropicales, el fosforo disponible es muy bajo; esto limita
el desarrollo de las plantas. Ademas, se ha demostrado que las plantas micorriza-
das tienen mayor tolerancia a metales toxicos, patdgenos de la raiz, sequia, altas
temperaturas, salinidad, pH desfavorable del suelo y al choque por trasplante que
sufren las plantas no micorrizadas (Mosse et al., 1981; Bagyaraj, 1990; Bagyaraj
and Varma, 1995). Los HMA han sido registrados en ecosistemas naturales como
desiertos, dunas de arena, selvas tropicales, salinas y sistemas manejados como
praderas, huertos y cultivos agricolas (Brundrett, 1991).

En los trépicos, la agricultura se practica en areas previamente ocupadas por
dos principales ecosistemas naturales ricos en especies vegetales: bosques tro-
picales y sabanas. La conversion de estos dos ecosistemas en agro-ecosistemas
ya sea para agricultura de subsistencia, produccion de cultivos redituables o
plantaciones forestales industriales provoca cambios en las caracteristicas qui-
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micas, fisicas y biologicas del ambiente edafico. En estos sitios, usualmente,
se eliminan muchas especies vegetales de todas las edades v, por lo general,
se siembran con una sola especie de la misma edad. La conversion de los eco-
sistemas naturales para distintos usos de suelo influye en la abundancia de es-
poras y composicion de especies de HMA. Jasper et al, (1987) observaron un
descenso en el nimero de esporas y un cambio en la composicion de especies
después del disturbio en algunos lugares de Australia. De igual forma, Mason et
al, (1992) encontraron que el nimero de esporas de HMA en una plantacion
de Terminalia ivoriensis en Camerin disminuy6 notablemente después de tres
meses de una desforestacion. También notaron un cambio en la composicion
de especies. Johnson y Wedin (1997), sin embargo, encontraron una riqueza
similar de especies en la selva tropical seca y en praderas con dominio de una
especie, en donde se detectaron 28 morfotipos de HMA con Glomus aggre-
gatum vy dos especies de Glomus no descritas, como los hongos dominantes.
Asimismo, Picone (2000) demostré que la densidad de esporas y la comunidad
fungica disponible para la formacion de micorrizas eran relativamente similares
entre praderas y bosque tropical lluvioso.

La medicion de la diversidad taxonomica de HMA se ha hecho, generalmen-
te, a través de una cuenta directa y de la identificacion de esporas recuperadas
del campo. No obstante, estas determinaciones no detectan a las especies crip-
ticas de HMA que no estan esporulando en el momento del muestreo (pero que
estan asociadas con las plantas hospederas) e impiden la adecuada identificacién
de algunas especies, especialmente de los géneros Glomus y Gigaspora. Las ma-
cetas trampa preparadas con suelo de campo han sido usadas exitosamente para
detectar y recobrar especies cripticas durante estudios de diversidad en huertos
de manzano en regiones templadas (Miller et al., 1985), pastizales (Bever et al.,
1996) y también en desiertos (Stutz and Morton, 1996). Aunque comdnmen-
te no es reportado, las medidas de diversidad taxonémica deberian estar acom-
panadas de algunas evaluaciones de la actividad de la comunidad micorrizica. La
infectividad micorrizica se determina facilmente por el método del nimero mas
probable (NMP) y puede servir para propésitos comparativos (Porter, 1979). La
medicién del porcentaje de colonizacién (PC) (Moorman y Reeves, 1979) vy la
determinacién de las unidades de colonizacién (UC) (Franson y Benthlenfalvay,
1989) son también adecuadas.
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TAXONOMIA Y CLASIFICACION DE HMA

Debe establecerse un esquema taxonémico antes de cualquier estudio de diversi-
dad, especialmente, cuando se requieren comparaciones entre los sistemas de uso
de suelo. La taxonomia y clasificacion de los hongos micorrizégenos han cambiado
radicalmente en los Ultimos afios. Gerdemann y Trappe (1974) incluyeron todas
las especies de HMIA dentro del orden Endogonales en la familia Endogonaceae
(Divisién Zygomycota). Morton y Benny (1990) transfirieron todas las especies
de HMA al orden Glomerales (Divisién Zygomycota) con tres familias y seis gé-
neros. Datos moleculares y morfoldgicos fueron usados para transferir a los miem-
bros del género Sclerocystis a Glomus (Almeida y Schenck, 1990; Redecker et
al,, 2000) vy para erigir dos nuevos géneros en dos familias distintas (Morton
and Redecker, 2001). SchiiBler et al. (2001) transfirieron todas las especies de
HMA a una nueva divisién monofilética: Glomeromycota, colocando a este grupo
de hongos en el mismo nivel que Basidiomycota y Ascomycota. También inclu-
yeron en el Nuevo esquema de clasificacion tres nuevos ordenes y varias fami-
lias. Recientemente, un género nuevo llamado Pacispora fue propuesto por Oehl
y Sieverding (2004); La formacién de esporas en este género es similar a la de
Glomus pero éste diferencia paredes germinales internas. Este género es incluido
en el orden Diversisporales en la filogenia molecular propuesta por Schiiller et al.,
(2001). Aunque se han aplicado técnicas moleculares para aclarar la clasificacion
filogenética entre las especies de HMA, la identificacion de especies esta basada
principalmente en las caracteristicas morfoldgicas de las esporas.

Por lo tanto, se propone un esquema de clasificacion para estudios de diver-
sidad que surge de los esquemas de Morton y Benny (1990), con aquellos de
Morton y Redecker (2001) vy SchiiRler et al., (2001) (Tabla 7.1).

METODOS PARA EVALUAR PROPAGULOS INFECTIVOS DE HMA Y
COLONIZACION MICORRIZICA

NUmero mas probable (NMP)
El protocolo propuesto para estimar la diversidad de HMA (descrito en el Capitulo 2)
es el mismo que se sigue para todos los microorganismos y no sera discutido aqui. El

método del Niimero Mas Probable se ha utilizado para estimar el nimero de propagu-
los infectivos de HMA en varios suelos. Se basa en una serie de diluciones decimales

HONGOS MICORRIZOGENOS ARBUSCULARES 219



Tabla 7.1 Esquema taxondmico propuesto para estudios de diversidad de hongos
micorrizdgenos arbusculares y caracteres morfoldgicos que definen los géneros en
Glomerales.

Divisién Glomeromycota Schiiler, Scharzott y Walker
Orden Glomerales Morton y Benny
Suborden Glomineae Morton y Benny
Familia Glomeraceae Pirozysnki y Dalpé
Glomus Tulasne y Tulasne (85 especies)
Esporas formadas blasticamente sobre una hifa de sostén, solitarias, en
agregados laxos o en esporocarpos. Vesiculas de pared delgada y elips-
oides. Hifas intrarradicales raramente enrolladas, conectada a una hifa
ramificada. La micorriza se tifie muy obscuro. Arbusculos con troncos
aplanados o cilindricos adelgazandose sucesivamente en las ramificaciones.
Esporas con la pared esporal formada por un niimero variable de capas
todas originadas a partir de la hifa de sostén. No se observan paredes ger-
minales diferenciadas. Germinacion a través del lumen de la hifa de sostén
0 a través de la pared de la espora.
Familia Acaulosporaceae Morton y Benny
Acaulospora Gerd. y Trappe emend. Berch (31 especies)
Esporas formadas a los lados del cuello de un saculo esporifero el cual deja
una cicatriz en la superficie de la espora. Las vesiculas varfan en forma con
protuberancias y concavidades. Hifas intrarradicales rectas o enrolladas
cerca de los puntos de entrada. La micorriza se tine débilmente. La pared
germinal mas interna tiene una superficie con excrecencias. Germinacion a
través de una estructura de germinacion esférica, plana, flexible.
Entrophospora Ames y Schneider (cinco especies)
Esporas formadas dentro de un cuello de un saculo esporifero el cual deja
dos cicatrices sobre la superficie de la espora. Vesiculas, arblsculos, hifas
intrarradicales y micorriza se tinen como en Acaulospora. Esporas con la
pared esporal formada por dos capas. Otras estructuras subcelulares de la
espora y germinacion idéntica a la de Acaulospora.
Familia Archaeosporaceae Morton y Redecker
Archaeospora Morton y Redecker (una especie)
Esporas formadas terminalmente de una hifa de sostén o como una rami-
ficacién de una estructura que semeja un saculo esporifero. Los arbdsculos
e hifas intrarradicales se tinen débilmente. Las vesiculas y células auxiliares
no estan diferenciadas. La pared de la espora esta formada por tres o cua-
tro capas y no se forma una verdadera bicapa germina. Se presentan espe-
cies dimérficas formando esporas acaulosporoides y glomoides.
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Tabla 7.1 Continua

Familia Ambisporaceae Walter, \Vestberg & SchiiRler
Ambispora Walter, \estberg & SchiiRler (ocho especies)

Especies generalmente dimorficas con asociaciones micorrizicas produciendo
morfotipos acaulosporoide y glomoides. Esporos acaulosporoide formado un
apeéndice hifal emergiendo lateralmente del cuello de un saculo esporifero.
Esporos glomoides de forma aislada en el suelo o agregados en racimos, y
germinan atreves de hifa suspensora. Vesiculas y arblsculos las raices tefidas
en azul franco con azul tripano.

Familia Paraglomeraceae Morton and Redecker

Paraglomus Morton y Redecker (dos especies)

Esporas formadas terminalmente de una hifa de sostén como en Glomus.
Los arbUsculos y las hifas intrarradicales se tifien débilmente. Las vesiculas
y células auxiliares no estan diferenciadas. Las estructuras subcelulares de
la espora y la germinacion como en Glomus.

Familia Pacisporaceae Walker, Blaszkowski, SchiiRler y Schwarzott

Pacispora Sieverding y Oehl (siete species)
Esporas formadas terminalmente de una hifa de sostén (como en
Glomus). Pared de la espora generalmente formada por tres capas distintas
y la pared germinal compuesta también por tres capas. La segunda capa
de la pared germinal generalmente reacciona con el reactivo de Melzer.
Las paredes de la hifa de sostén son continuas con la primera y segunda
capa de la pared esporal. Germinacion de la espora directamente de |a
pared germinal a través de la pared de la espora.
Suborden Gigasporineae Morton y Benny
Familia Gigasporaceae Morton y Benny
Gigaspora Gerd. y Trappe (cinco especies)
Esporas formadas terminalmente sobre una célula esporégena bulbosa; cé-
lulas auxiliares finamente papiladas o equinuladas. No se forman vesiculas.
Hifas intrarradicales frecuentemente enrolladas, especialmente, cerca de
los puntos de entrada; a menudo nodosas o con proyecciones. Arbusculos
con troncos hinchados angostandose abruptamente en las ramificaciones.
Esporas con la pared esporal formada por dos capas permanentes, no se
diferencian paredes germinales. Al germinar, se diferencia una capa del-
gada con verrugas esparcidas y crece un tubo germinativo a través de la
pared esporal.
Scutellospora Walker y Sanders (30 especies)

Esporas formadas terminalmente sobre una célula esporégena bulbosa;
células auxiliaries que van de casi lisas a nodosas. No se forman vesi-
culas. Arblsculos e hifas intrarradicales similares en morfologia a las de
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Tabla 7.1 Continda

Gigaspora. Esporas con una pared formada por dos capas permanentes y
de una a tres paredes germinales internas, cada una con dos capas. El tubo
de germinacion crece a partir de un escudo flexible plano, que se diferencia
sobre la superficie de la dltima pared germinal.

Fuente: compilado de Morton y Benny, 1990; Oehl y Sieverding, 2004, Spain et al., 2006 y
http://invam.caf.wvu.edu.

de suelo en donde la presencia o ausencia de colonizacion micorrizica se registra y da
como resultado el nimero mas probable de propagulos infectivos, basandose en una
tabla estadistica. Una de las desventajas de esta prueba es que se requiere mucho
tiempo para la preparacion del bioensayo, pero el nimero calculado tiene hasta un
95 por ciento del nivel de confianza (Adelman y Morton, 1986). La ventaja es que,
el analisis de las raices de las plantas trampa para comprobar la colonizacion es facil y
rapido, y puede llevarse a cabo por cualquiera que esté familiarizado con la morfologia
de la micorriza. Como el resultado es un solo niimero, el método es apropiado para
comparaciones entre sistemas con diferente uso del suelo si los ensayos del NMP se
establecen de forma simultanea.

Materiales necesarios

* tubetes para plantas (150 X 2.5 cm) vy gradillas

*  bolsas de plastico (30 X 20 cm)

+ diluyente esterilizado (arena: mezcla de suelo 1:1)
* semillas de cebolla.

La planta hospedera recomendada para el ensayo del NMP es la cebolla, ya
que es dependiente de la micorriza y las raices son faciles de tefiir. Sin embargo,
se puede utilizar cualquier otro hospedero, si tiene cierta dependencia micorrizica.
Si no contamos con semillas de cebolla, se pueden utilizar gramineas C4, como el
sorgo y el Paspalum.
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Procedimiento

1. Pesar 30 g de suelo de campo en una bolsa de plastico y afiadirle 270 g del
diluyente esterilizado. Agitar bien para obtener una dilucion decimal.

2. Retirar 30 g de la dilucion anterior y colocarlo en otra bolsa que contiene 270 g
del diluyente estéril. Agitar bien para obtener una dilucion 10, hacer mas dilucio-
nes decimales hasta la dilucién 10 (o mas, si es necesario).

3. Distribuir el suelo de cada dilucidn en los tubetes para plantas; hacer cinco repli-
cas por cada dilucion.

4. Sembrar las semillas de cebolla en cada tubete, si no se dispone de las semillas
de cebolla puede utilizar cualquier otro hospedero (ver arriba).

5. Después de emerger, dejar una sola planta por tubete y dejarlas crecer en un
invernadero o en una camara de crecimiento durante seis semanas.

6. Al cosechar, lavar el suelo de las raices y tefiirlas con azul de tripan (véase mas
abajo).

7. Bajo un microscopio de diseccidn, determinar la presencia o ausencia de coloni-
zacidn micorrizica en cada réplica. El nimero de tubetes positivos (los que contie-
nen colonizacién) en diluciones diferentes se utilizan para calcular los valores de
NMP. Utilice las tablas de Cochran (1950), de Fisher y Yates (1963) o Alexander
(1965).

El procedimiento para el calculo del NMP, se ilustra con el siguiente ejemplo.
Supongamos que, considerando las cinco réplicas (tubetes) para cada una de los
cuatro diluciones (10'1, 107 107 y 10), se obtiene Ia siguiente secuencia de
numeros de tubetes positivos: 5, 5, 3, 2. Esto significa que las cinco réplicas fueron
positivas para la colonizacién micorrizica en las diluciones 10 y 107, tres réplicas
fueron positivas en la dilucion 107 y dos réplicas fueron positivas en la dilucién
10, Para el calculo del NMP, sdlo tres nimeros de una secuencia dada son nece-
sarios. El primer nimero (N1) corresponde al nimero de tubetes positivos para
la colonizacion micorrizica en la dilucidn que muestra el mayor nimero de tubetes
positivos (se toma la serie menos concentrada, si el nimero de tubetes positivos
es el mismo en diluciones posteriores). Los otros dos niimeros (N2 y N3) son los
correspondientes a las proximas dos diluciones. En este ejemplo, la combinacion

seria:

N1=5NZ2=3y N3=2
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Usando la tabla del NMP el valor dado para esta combinacion de tubetes posi-
tivos es 1.4. Para obtener el NMP de propagulos infectivos de HMA en la muestra,
este valor debe de ser multiplicado por la dilucién media, (en este caso 10). Por
lo tanto, el suelo tiene 1.4 X 107 propagulos infectivos g*.

Tincion de raices para observar la colonizacion micorrizica

La colonizacién de las células corticales de la raiz por HMA, no altera la morfo-
logia de la raiz, en contraste con las asociaciones ectomicorrizicas. Por lo tan-
to, para detectar y medir la colonizacion micorrizica, las raices son sometidas a
un procedimiento de clareo y tincion. El método mas ampliamente utilizado es
el descrito por Philips y Hayman (1970). Kormanik y McGraw (1982) elimi-
nan el fenol en las soluciones para tincion y decoloracion, mientras que Koske y
Cemma (1989) modificaron el procedimiento mediante la eliminacion de acido
lactico de estas soluciones sin interferir con la intensidad de la tincién. Teniendo
en cuenta el costo de los productos quimicos y el ahorro al reducir el nimero de
productos quimicos sin interferir con la calidad de la tincidn, se propone para la
tincion de raices el método de Philips y Hayman (1970) modificado por Koske
y Gemma (1989).

Materiales necesarios

+  solucién de KOH al 10% (hidréxido de potasio)

+ solucidon de HCl al 1% (&cido clorhidrico)

* solucién acidificada de glicerol, (500 ml de glicerol, 450 ml de H,0, 50 ml de
de HClal 1%)

+ azul de tripano 0.05 % en solucién de glicerol (0,5 g/1)

* H,0, alcalinizada (3 ml NH,OH al 20%, 30 ml de H,0, al 3%, 567ml de

agua).

Procedimiento
1. Lavar las raices para eliminar residuos de suelo y enjuagar con varios cambios
de agua.

2. Sumergir las raices en KOH a 90°C por una hora o a 120°C por 15 minutos en
autoclave.
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3. Eliminar el KOH y enjuagar las raices con agua (dos o tres veces) para quitar el
exceso de KOH.

4. Silas raices estan demasiado pigmentadas se deben sumergir en agua oxigenada
alcalinizada durante 10-30 minutos. Enjuagar nuevamente las raices con agua.

5. Sumerga las raices en HCL al 1% por cinco minutos.

6. Elimine el HCl. No enjuague las raices en esta paso ya que éstas deben estar
acidificadas para una tincion adecuada.

7. Tina las raices en una solucion de glicerol acido con azul de tripano a 90°C por
una hora o a 120 °C por cinco minutos.

8. Descargue la solucién colorante y mantenga las raices en glicerol acidificado (sin
azul de tripano) o agua a temperatura ambiente o 4°C.

Comentarios: si lo desea, la solucion de glicerol acidificada puede ser reempla-
zada por una solucién de lactoglicerol (20 ml de acido lactico, 40ml de glicerol y
40 ml de agua destilada). El paso 4 puede ser omitido si las raices no estan muy
pigmentadas; la solucion de agua oxigenada alcalinizada debe de prepararse justo
antes de su uso. Para almacenar por un tiempo largo, las raices pueden guardarse
en agua adicionada con unas gotas de azida de sodio al 0.01%.

Para los pasos 2y 7, un bafio de agua a 90°C es apropiado para mantener las
muestras.

Medicion de la colonizacion micorrizica

La determinacion de la colonizacidon micorrizica de la raiz, se realiza con frecuen-
cia en raices colectadas de campo (sacadas directamente del suelo o de plantas
individuales) o en plantas experimentales, crecidas bajo condiciones del inverna-
dero. Esta medida estima el crecimiento de un aislamiento de un hongo o de una
comunidad flingica dentro de la corteza de la raiz. El método de interseccion de
cuadrante (Giovannetti y Mosse, 1980) que se presenta a continuacién, es usado
comunmente para medir la longitud de la raiz y el porcentaje de la colonizacidn
micorrizica.

Material necesario
» Cajas de Petri cuadriculadas en la base con cuadrados de 1.1 x 1.1 cm.

* Agujas de diseccion.
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Procedimiento

1. En una caja de Petri extienda al azar las raices tenidas.
2. Bajo el microscopio de diseccion explore las lineas horizontales y verticales de
la cuadricula.
3. Registre: a) el niimero total de intersecciones de las raices v las lineas de la cua-
dricula y b) el nimero de intersecciones con raices micorrizadas.
4. Calcule el porcentaje de colonizacién micorrizica (% CM) utilizando la siguiente
formula:
% CM = (NUmero total de intersecciones con raices micorrizadas/ Némero
total de intersecciones entre la raiz y las lineas de la cuadricula) X 100.
Comentarios: los datos obtenidos en el paso 3, también se pueden utilizar para
determinar las longitudes tanto de la raiz completa como de la raiz micorrizada. Si
toda la raiz se extiende en la caja de Petri, con las lineas de la cuadricula separadas
en 1.1 cm, el nimero total de raices que interceptan las lineas de la cuadricula,
representan la longitud total de la raiz en cm. Por lo tanto, el total de la longitud de
la raiz micorrizada sera el niimero de intersecciones, con estructuras micorrizicas.
Si se toma una muestra pequena de toda la raiz, se tenira y se medira en el micros-
copio con este método. Es posible calcular la longitud total de la raiz y |a longitud
de la raiz micorrizada de la planta completa, usando la relacion entre el peso seco
de la planta y la submuestra. Para mas detalles ver http://invam.caf.wvu.edu/
methods/mycorrhizae/rootlengths.htm.

Métodos para evaluar la diversidad de HMA
Extraccion de esporas del campo

La Identificacion de las especies de HMIA esta basada en el analisis de estructuras sub-
celulares de las esporas asexuales. La morfologia del micelio interno y externo durante
la asociacién micorrizica es practicamente indistinguible entre las especies del mismo
género y entre géneros. En contraste, las estructuras subcelulares de las esporas es-
tan altamente conservadas y son fenotipicamente estables independientemente del
ambiente y la planta huésped (Morton et al,, 1995). De esta manera, las esporas son
la Unica parte del organismo del hongo que puede utilizarse para delimitar las espe-
cies. Las esporas se extraen del suelo mediante un tamizado hdimedo (Gerdemann y
Nicolson, 1963), seguido por centrifugacién en un gradiente de sacarosa.
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Figura 7.1 Caja Petri con raices tefiidas para marcar la micorrizacion distribuida unifor-

memente por el método de interseccion de linea.
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Nota. En el diagrama las infecciones de micorrizas son representadas con puntos negros.

Figura 7.1 provee una ilustracion del método de interseccion de linea. Ejemplo, después de

expander las raices, el numero de intersecciones entre una raiz y las lineas horizontales y ver-

ticales tendriamos:

25 intersecciones (Linea horizontal)

18 intersecciones (Linea vertical) y

12 intersecciones (Puntos negros) presentando colonizacién micorrizica.

Por lo tanto, el largo de la raiz = 43 cm (25 + 18) y el largo de la raiz micorrizada=12 cm
(Seis intersecciones positivas sobre lineas horizontales y seis intersecciones positivas sobre
lineas verticales).

El porcentaje de colonizacién micorrizica= (12/43) x 100=27.9%.

Materiales necesarios

Un juego de tamices anidados que tengan al menos 710 pm y 45 pm de aber-
tura de malla.

Cubeta de plastico o un vaso de precipitados grande.

V/asos de precipitados, cajas de Petri, vidrio de reloj.

Tubos para centrifuga y centrifuga.

Soluciones de sacarosa (20 %y 60%).
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Procedimiento

1. Colocar 100 g de la muestra de suelo en la cubeta /vaso de precipitados y sus-
pender en, al menos, 500 ml de agua.

2. Agitar hasta que las esporas queden suspendidas y dejar reposar 30 segundos .
3. Pasar la suspension repetidamente a través de dos tamices anidados con abertu-
ra de malla de 710 pm vy 45 pm.

4. Coloque el material retenido en el tamiz de 710 pm en una caja de Petri grande
y observe bajo el microscopio de diseccidn para observar esporas grandes (esporas
de Gigaspora y Scutellospora) y esporocarpos.

5. Coloque el material retenido en el tamiz de 45 pm en una vaso de precipitados
con una pequena cantidad de agua; después transfiera este material a un tubo de
centrifuga que contenga un gradiente de sacarosa de 20-60%.

6. Centrifugue a 2,000 rpm durante 60 segundos.

7. Vacie el sobrenadante en el tamiz de 45 pm y lave con agua corriente para quitar
el exceso de sacarosa.

8. Transferir las esporas y el material retenido en el tamiz 45 pm a una caja de Petri
vy bajo el microscopio colecte las esporas en un vidrio de reloj limpio.

Comentarios: en el paso 3, se pueden anidar otros tamices entre los dos recomen-
dados. Esto separa a las esporas por tamanos pero incrementa la cantidad de trabajo
ya que el material retenido en cada tamiz debe centrifugarse por separado. Los tami-
ces recomendados (con mallas de 710 pm y 45 pm) son adecuados para recuperar
la mayoria de especies, ya que el tamano de las esporas de HMA para la mayoria de
las especies esta en un intervalo de 40 a 600 pm. Sin embargo, si hay demasiados
pedazos de raiz y otros desechos, es preferible vaciar la suspension de suelo a través
de un tamiz de 1 mm antes de pasar por el tamiz de 710 pm. La solucion de saca-
rosa se hace con azticar comercial, comprada en el supermercado. Para preparar el
gradiente de la sacarosa, agregue 15 ml de la solucién de sacarosa al 20% en un tubo
de centrifuga de 50 ml y después, en el fondo, agregue otros 15 ml de la solucion al
60% . Las esporas pueden separarse de los residuos organicos y recogerse de la caja
de Petri usando unas pinzas finas o una pipeta Pasteur adelgazada en la punta. En
este momento, las esporas se pueden separar por morfotipos de acuerdo con su color
y tamafio v si las esporas estan en buen estado se pueden identificar hasta género
y especie. Los suelos con alto contenido de arcilla pueden obstruir los tamices; se
puede agregar una pequefa cantidad de pirofosfato de sodio a 0.1M (Fogel y Hunt,
1979) para dispersar las particulas de arcilla y liberar las aberturas del tamiz.
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Identificacion de especies y montaje de preparaciones

En la mayoria de los casos, las esporas extraidas del campo no son identificables bajo
el microscopio de diseccion, y por consiguiente, deben ser montadas en portaobje-
tos y observadas en un microscopio compuesto. Algunas claves de identificacion para
HMA (por ejemplo Hall y Fish, 1979; Trappe, 1982) se publicaron antes de algunas
revisiones de taxonomia recientes e importantes. Koske y Walker (1985) proponen
una clave para algunas especies de Scutellospora con esporas con paredes ornamen-
tadas, a la vez que Bentivenga y Morton (1995) proponen una clave para identificar
las cinco especies de Gigaspora. La identificacion de especies de HMA se puede ha-
cer por comparacion con la descripcion original de la especie, usando como referencia
al Manual para la identificacién de HMA (Schenck y Pérez, 1990) y comparando
con las descripciones e ilustraciones de las especies proporcionadas por el Dr. Joseph
Morton en la INVAM (Coleccién Internacional de hongos micorrizégenos arbuscula-
res, West Virginia University, W\, USA) sitio web (http://invam.caf.wvu.edu) y por
Dr. Janusz Blaszkowski (Department of Plant Pathology of the Agricultural University
of Szczecin, Poland) en http://www.agro.arszczecin.pl/~jblaszkowski. El manual de
Schenck y Pérez es una copia de las descripciones originales de las especies y por lo
tanto, alberga todos los problemas inherentes a esas descripciones (falta de estanda-
rizacion de las estructuras subcelulares de las esporas, falta de buenas fotografias para
las comparaciones y las descripciones estan hechas con esporas extraidas del suelo de
campo por lo cual pueden no incluir caracteristicas taxondmicas importantes).

Sin embargo, este manual incorpora en un solo volumen toda la descripcién de las
especies hasta 1990. Por otro lado, la INVAM v el sitio de Blaszkowski poseen exce-
lentes fotografias con detalles de la estructura subcelular de las esporas, el tamafio de
las esporas y una descripcion estandarizada de las especies de HMA,; en estos sitios web
se describen 79 y 55 especies respectivamente, de 160 especies de HMA descritas
en total. En los anexos 1, 2, 3y 4 se proporcionan los nombres de las especies vy los
autores. Fotografias de esporas de especies representativas de diferentes géneros se
muestran en las ilustraciones 4 y 5. La ilustracion 4 muestra las esporas y las estruc-
turas producidas por las especies de la familia Cigasporaceae (fotograffas a, b, c y d)
y Acaulosporaceae (e, f, g, y h). La fotografia a) muestran una espora de Gigaspora
albida con la hifa de sostén bulbosa tipica de esta familia, b) espora de Scutellospora
scutata con la hifa de sostén bulbosa (note el escudo de germinacion redondo, café,
contrastando con el color hialino de las esporas), c) un detalle de la ornamentacién de
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la pared de las esporas (verrugas) de Scutellospora coralloidea, y d) células auxiliares
nodosas que diferencian a los miembros de Scutellospora. En la foto ) se muestra una
espora de Entrophospora colombiana (familia Acaulosporaceae) con la pared de la es-
pora, la pared germinal 1 (gw1) v la pared germinal 2 (gw2) con su capa mas interna
reaccionando al reactivo de Melzer. Una espora de Entrophospora colombiana mos-
trando las dos cicatrices caracteristicas se ve en la foto f). La fotografia g) representa
una espora de Acaulospora scrobiculata que muestra la cicatriz que queda en la espora
después de que el saculo esporifero se desprende; finalmente, se observan, en la foto
h), esporas de Acaulospora sp. mostrando algunos saculos esporiferos adheridos a las
esporas. La ilustracidn 6 muestra a las esporas y estructuras producidas por especies de
la familia Glomeraceae (a, b, c, d), Archaeosporaceae (e y f) y Paraglomeraceae (gy h).
Foto a): espora de Glomus clarum indicando la hifa de sostén (note que la capa mas in-
terna de la pared de la espora se desprende v se ve parecida a la pared germinal. La foto
b) muestra la pared de la hifa de sostén continua con la pared de la espora de un Glomus
sp. Un esporocarpo de Glomus clavispora se observa en la foto c) v un esporocarpo de
Glomus sp, en la foto d). La foto e) muestra un espora de Archaeospora leptoticha
con el saculo esporifero, la foto f) muestra un detalle de Archaeospora leptoticha en
donde se observan protuberancias y depresiones de las capas 2 y 3 de la pared esporal
(indicada con flechas), la foto g) ejemplifica la estructura de la pared formada por tres
capas (L1, L2y L3) de Paraglomus occultum y en la foto h) se muestra una espora de
Paraglomus brasilianum, también con la pared formada por tres capas (L1, L2y L3) (la
capa L2 esta ornamentada con pequefas crestas).

Las caracteristicas taxondmicas importantes que pueden observarse bajo el mi-
croscopio de diseccion son tamafio de las esporas, color, forma, presencia de hifa
de sostén, de células suspensoras y del saculo esporifero (raramente observado
en esporas recolectadas directamente del campo). En el microscopio compuesto
pueden observarse algunas caracteristicas taxondmicas importantes como son la
presencia y tipo de ornamentacion sobre la pared de la espora, reaccion al Melzer,
numero de paredes germinales y grosor de la pared de la espora. Las esporas ne-
cesitan montarse en liquidos de montar permanentes como son el PVLG (alcohol
polivinilico lactoglicerol) y PVLG mezclado con reactivo de Melzer.

Materiales necesarios

* Portaobjetos, cubreobjetos y etiquetas
*  Agujas de diseccion
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+  Solucién de PVLG (100 ml de agua destilada, 100 ml de acido lactico, 10 ml
de glicerol, 16.6 g de alcohol polivinilico (PVA)

+  Reactivo de Melzer (100 g de hidrato de cloral, 100 ml de agua destilada, 1.5
g lodo, 5 g de yoduro de potasio. Mezclar el reactivo de Melzer con el PVLG
(1:1) para preparar la solucién de PVLG + Melzer.

Procedimiento

1. En un porta objetos, colocar una gota de PVLG y una gota de la solucion de

PVLG + Melzer.

2. Colocar las esporas al centro de cada gota usando un pinza fina o una micropipe-

ta (en este caso, tenga cuidado de no agregar demasiada agua).

3. Con una aguja de diseccion, mezcle las esporas en la solucion de PVLGy de PVLG +

Solucion de Melzer y deje secar la superficie de la gota por lo menos cinco minutos.

4. Coloque suavemente un cubre objeto sobre la gota de PVLG y otro cubreobjetos

sobre la gota de PVLG + Solucion de Melzer.

5. Usando una aguja de diseccion, rompa cada espora individualmente bajo el mi-

croscopio de diseccion. Este paso es importante para exponer las paredes germi-

nales y sus capas.

6. Etiquetar las preparaciones incluyendo nimero de muestra, género y especie (si

se conoce), y fecha.

7. Guardar las preparaciones a temperatura ambiente durante cinco dias y luego

incubar a 40-60°C, durante dos dias para endurecer el medio de montaje.
Comentarios: el paso 2 es crucial para el montaje de las esporas sobre el por-

taobjetos; si se agrega demasiada agua, las esporas se deslizan hasta los bordes

cuando se coloca el cubreobjetos en la parte superior de cada gota.

Establecimiento de cultivos trampa

Los cultivos trampa se utilizan con mas frecuencia en estudios de diversidad de
HMA porque revelan las especies que no estan esporulando en el campo, en el
momento del muestreo. Ademas, ofrecen esporas nuevas y saludables que pueden
ser utilizadas para establecer cultivos puros de HMA. El método propuesto se basa
en los protocolos de Stutz y Morton (1996).
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Materiales necesarios

* Arena estéril

*  Macetas de plastico de 1.5 kg

* Bandejas o bolsas de plastico

+  Semillas de Sorghum sudanense (Sorgo) y Vigna unguiculata (Frijol)

Procedimiento

1 En una bandeja de plastico (o en una bolsa de plastico), homogeneizar el suelo de
campo con arena estéril (50% de suelo de campo y 50% de arena).

2 Colocar esta mezcla en macetas de plastico de 1,5 kg y sembrar abundantemen-
te con una mezcla de semillas de sorgo y frijol (40-50 semillas por maceta). Cubrir
las semillas con la mezcla de suelo y arena.

3. Despues de tres a cuatro meses, bajo condiciones del invernadero, colecte uno o
dos nucleos de suelo de 50 ml de cada maceta, extraer las esporas e identificarlas,
seguin lo explicado arriba.

Comentarios: es importante que, durante el muestreo de suelo de campo, se in-
cluyan las raices de las plantas ya que también sirven como propagulos para iniciar
los cultivos trampa. En el paso 2, si el sorgo v frijol no estan disponibles, otras plan-
tas hospederas pueden utilizarse. Se recomienda cualquier graminea C4 y/o legu-
minosa como hospederas. Bever et al. (1996) utilizan un procedimiento diferente
para establecer cultivos trampa, llamado “cultivos trampa de trasplante”, donde las
plantas intactas colectadas del campo se trasplantan a una maceta con un sustrato
libre de HMA y se evallia la esporulacion después de tres a cuatro meses.
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APENDICE 7.1. Especies de HMA de la familia Glomeraceae, género

Glomus

Género/Especies

Glomus

G. aggregatum Schenck y Smith
G. albidum Walker y Rhodes

G. ambisporum Smith y Schenck

G. antarticum Cabello

G. arborense McGee

G. aurantium Blaszkowski, Blanke, Renker
y Buscot

C. australe (Berkeley) Berch
G. boreale (Thaxter) Trappe y Gerd.

G. botryoides Rothwell y Victor

G. caledonium (Nicol. y Gerd.) Trappe v
Gerd.

G. callosum Sieverding

G. canadense (Thaxter) Trappe y Gerd.
. cerebriforme McGee

. citricola Tang y Zang

. claroideun Schenck y Smith

. clarum Nicol. y Schenck

O o oo o

. clavisporum (Trappe) Almeida y
Schenck

G. constrictum Trappe
G. convolutum Cerd. y Trappe

C. coremioides (Berk. y Broome) Redecker
y Morton

G. coronatum Giovannetti
G. corymbiforme Blaszkowski

G. delhiense Mukerji, Bhattacharjee y
Tewari
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G. invermaium Hall
G. laccatum Blaszkowski
G. lacteum Rose y Trappe

G. liquidambaris (Wu 'y Chen) Almeida y
Schenck

G. macrocarpum Tulasne y Tulasne

G. maculosum Miller y Walker
G. magnicaule Hall

G. manihotis Howeler, Sieverding y
Schenck

G. melanosporum Cerd. y Trappe

G. microaggregatum Koske, Gemma y
Olexia

. microcarpum Tulasne y Tulasne

. minutum Blaszk., Tadych y Madej
monosporum Gerdemann y Trappe
. mortonii Bentivenga y Hetrick

. mosseae (Nicol. y Gerd.) Gerd. y Trappe

o0 aoaaao

. multicaule Gerd. y Bakshi

G. multisubstensum Mukerji, Bhattacharjee
y Tewari

G. nanolumen Koske y Gemma
G. pallidum Hall
G. pansihalos Berch y Koske

G. proliferum Dalpe y Declerck
G. przelewicensis Blaszkowski

G. pubescens (Sacc. y Ellis) Trappe y
Gerdemann



APENDICE 7.1. Contintia

G. deserticola Trappe, Bloss y Menge
G. diaphanum Morton y Walker

G. dimorphicum Boyetchko y Tewari
G. dominikii Blaszkowski

G. etunicatum Becker y Gerdemann

G. fasciculatum (Thaxter) Gerd. y Trappe
emend. Walker y Koske

G. flavisporum (Lange y Lund) Trappe y
Gerd.

G. formosanum Wu 'y Chen

C. fragile (Berk. y Broome) Trappe y Gerd.

G. fragilistratum Skou y Jakobsen
C. fuegianum (Spegazzini) Trappe y
Gerdemann

G. fulvum (Berk. y Broome) Trappe y Gerd.

C. geosporum (Nicol. y Gerd.) Walker
G. globiferum Koske y Walker

G. glomerulatum Sieverding

G. halonatum Rose y Trappe

G. heterosporum Smith y Schenck

G. hoi Berch y Trappe

G. insculptum Blaszkowski

G. intraradices Schenck y Smith

Fuente: tomado de http://invam.caf.wvu.edu.

C. pulvinatum (Henn.) Trappe y
Gerdemann

G. pustulatum Koske, Friese, Walker y
Dalpe

G. radiatum (Thaxter) Trappe y Gerd.
G. reticulatum Bhattacharjee y Mukerji

C. rubiforme (Gerd. y Trappe) Almeida y
Schenck

G. segmentatum Trappe, Spooner y lvory

G. sinuosum (Gerd. y Bakshi) Almeida y
Schenck

G. sterilum Mehrotra y Baijal

C. taiwananse (Wu y Chen) Almeida y
Schenck

G. tenebrosum (Thaxter) Berch

G. tenerum Tandy emend. McCee

G. tenue (Greenhall) Hall

G. tortuosum Schenck y Smith

G. trimurales Koske y Halvorson

G. tubiforme Tandy

G. versiforme (Karsten) Berch

G. vesiculiferum (Thaxter) Gerd. y Trappe
G. viscosum Nicol.

G. xanthium Blaszk., Blanke, Renker y
Buscot

G. warcupii McGee
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APENDICE 7.2. Especies de HMA de la familia Acaulosporaceae, géneros
Acaulospora y Entrophospora

Acaulospora

A. bireticulata Rothwell y Trappe A. polonica Blaszkowski

A. capsicula Blaszkowski A. rehmii Sieverding y Toro

A. cavernata Blaszkowski A. rugosa Norton

A. delicata Walker, Pfeiffer y Bloss A. scrobiculata Trappe

A. denticulata Sieverding y Toro A. spinosa Walker y Trappe

A. dilatata Morton A. splendida Sieverding, Chaverri y Rojas
A. elegans Trappe y Gerdemann A. sporocarpia Berch

A. excavata Ingleby y Walker A. taiwania Hu

A. foveata Trappe y Janos A. thomii Blaszkowski

A. gedanensis Blaszkowski A. tuberculata Janos y Trappe

A. koskei Blaszkowski A. undulata Sieverding

A. lacunosa Morton A. walkeri Kramadibrata y Hedger

A. laevis Gerdemann y Trappe Entrophospora

A. longula Spain y Schenck E. baltica Blaszkowski

A. mellea Spain y Schenck E. colombiana Spain y Schenck

A. morrowiae Spain y Schenck E. infrequens (Hall) Ames y Schneider4
A. myriocarpa Spain, Sieverding y Schenck  E. kentinensis Wu y Liu

A. nicolsonii Walker, Reed y Sanders E. schenckii Sieverding y Toro
A. paulineae Blaszkowski

Fuente: tomado de http://invam.caf.wvu.edu.

238  VIANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



APENDICE 7.3. Especies de HMA de las familias
Archaeosporaceae(Género Archaeospora), Paraglomeraceae (Género
Paraglomus) y Pacisporaceae (Género Pacispora)

Archaeospora

Ar. trappei (Ames y Linderman) Morton y Redecker
Ar. gerdemannii (Rose, Daniels y Trappe) Morton y Redecker
Ar. leptoticha (Schenck y Smith) Morton y Redecker
Paraglomus

P. brasilianum (Spain y Miranda) Morton y Redecker
P. occultum (Walker) Morton y Redecker

Pacispora

P. boliviana Sieverd. y Oehl

P. chimonobambusae Blaszk. emend. Sieverd. y Oehl
P. coralloidea Sieverd. y Oehl

P. dominikii Sieverd. y Oehl

P. franciscana Sieverd. y Oehl

P. robigina Sieverd. y Oehl

P scintillans Rose y Trappe emend. Sieverd. y Oehl

Fuente: tomado de Oehl y Sieverding, 2004 y http://invam.caf.wvu.edu.
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APENDICE 7.4. Especies de HMA de la familia Gigasporaceae, géneros
Gigaspora y Scutellospora

Género /Especies

Gigaspora

Gi. albida Schenck y Smith

Gi. decipiens Hall y Abbott

Gi. gigantea (Nicol. y Gerd.) Gerd. y Trappe

Gi. margarita Becker y Hall

Gi. rosea Nicol. y Schenck

Scutellospora

. alborosea (Ferr. y Herr.) Walker y Sanders

. arenicola Koske y Halvorson

. armeniaca Blaszkowski

. aurigloba (Hall) Walker y Sanders

. biornata Spain, Sieverding y Toro

. calospora (Nicol. y Gerd.) Walker y Sanders

. castanea Walker

. cerradensis Spain y Miranda

. coralloidea (Trappe, Gerd. y Ho) Walker y Sanders
. dipapillosa (Walker y Koske) Walker y Sanders
. dipurpurascens Morton y Koske

. erythropa (Koske y Walker) Walker y Sanders
. fulgida Koske y Walker

. gilmorei (Trappe y Herd.) Walker y Sanders

. gregaria (Schenck y Nicol.) Walker y Sanders

. hawaiiensis Koske y Gemma

. heterogama (Nicol. y Gerdemann) Walker y Sanders
. minuta (Ferr. y Herr.) Walker y Sanders

. nigra (Redhead) Walker y Sanders

. nodosa Blaszkowski

. pellucida (Nicol. y Schenck) Walker y Sanders
. persica (Koske y Walker) Walker y Sanders

. reticulata (Koske, Miller y Walker) Walker y Sanders

nh 1L i i i i i i i i i i i »i »i »i i i i \»i \»i »i \»iy »n

. savannicola (Ferr. y Herr.) Walker y Sanders
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APENDICE 7.4. Continuia

S. scutata Walker y Diederichs

S. spinosissima \Walker, Cuenca y Sanchez

S. tricalypta (Herr. y Ferr.) Walker y Sanders

S. verrucosa (Koske y Walker) Walker y Sanders

S. weresubiae Koske y Walker

Fuente: tomado de http://invam.caf.wvu.edu.
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CapiTuLO 8
Hongos del suelo saprofitos y
patogenos de plantas

Ludwig H. Pfenning y Lucas Magalhdes de Abreu

INTRODUCCION

Los hongos del suelo juegan un papel clave en los procesos de descomposicion que
mineralizan y reciclan nutrientes de plantas. En el suelo, los hongos interacttian
con una compleja comunidad microbiana que incluye: bacterias, actinomicetos
(actinobacterias) y pequerios invertebrados. Los hongos son una parte importante
de la cadena alimenticia en el suelo, principalmente para la mesofauna que habita
en el suelo (Bonkowski etal., ZOOO). En los ecosistemas agricolas, los patégenos
de plantas acttian en el suelo y en la rizésfera, causando una notable reduccion en
las cosechas y afectando su calidad. (Wainwright, 1988; Lodge, 1993).

Para poder obtener una evaluacion confiable de la diversidad de los hongos del
suelo, existen dos condiciones basicas. Las investigaciones deben ser disefiadas en
forma de estudios a largo plazo donde intervengan especialistas en taxonomia y
micologia, junto con una metodologia precisa. Cuando un estudio de largo plazo
involucra varios especialistas no resulta viable, debido al tiempo vy la limitacion de
los recursos. El uso de organismos indicadores, grupos especificos o un conjunto de
predictores, podrfan ser una alternativa (Hyde, 1997ay b).

Las actividades agricolas pueden afectar la diversidad de organismos presentes
en el suelo, los cuales juegan un importante papel en el reciclaje de nutrientes o son
mediadores del equilibrio entre los patdgenos y sus antagonistas. La evaluacién de
la diversidad de hongos en suelos tropicales bajo diferentes usos de suelo es, por lo
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tanto, un objetivo del proyecto CSM-BGBD. Los métodos estandares aceptados
para inventariar la diversidad de hongos o para evaluar su impacto en varias practi-
cas agricolas u otras actividades humanas, alin no estan disponibles.

Los procedimientos clasicos microbioldgicos para estudiar los hongos del suelo
se basan en cultivos que implican el aislamiento de propagulos microbianos o hifas
activas que crecen en el suelo, y su crecimiento en un medio de cultivo axénico
para su posterior identificacion y cuantificacion. Los métodos utilizados para el
aislamiento del suelo, rizosfera y hongos rizoplanos, han sido revisados por varios
autores (Frankland et al., 1990; Cray, 1990; Gams, 1992; Singleton et al., 1992;
Cannon, 1996; Davet y Rouxel, 2000; Bills et al., 2004). Una visién global de los
métodos para estudiar hongos patogenos de plantas en el suelo fue descrita por
Singleton et al,, (1992). Se ha progresado considerablemente utilizando técnicas
de lavado, medios de cultivo parcialmente selectivos y adictivos que reducen el
crecimiento de ciertos grupos de hongos.

Las metodologias para aislar y cultivar hongos de ecosistemas complejos, tales
como suelos que muestran limitaciones inherentes debido a la naturaleza de las
especies y la inhabilidad de los medios de cultivo para copiar con exactitud los ha-
bitats del suelo (Tsao et al., 1983; Muyzer et al., 1993; Bridge y Spooner, 2001).
Incluso el analisis de abundancia relativa de especies cultivables recuperadas del
suelo, puede no ser representativo de la dinamica de las comunidades del suelo,
debido a que los medios de cultivo imponen nuevas condiciones selectivas y pue-
den introducir un sesgo en los andlisis (Liu et al., 1997). Una medida confiable
de las comunidades de hongos en el suelo sin prejuicios requiere del seguimiento
de un laborioso programa de aislamientos sistematicos, con diferentes medios de
cultivos y estrategias de aislamiento, que cubran las diferentes idiosincrasias de la
diversidad taxonomica y grupos fisiolégicos de hongos presentes en los ecosiste-
mas del suelo. No obstante, afirmaciones genéricas de que Unicamente el 1% de
los “microorganismos” del suelo son cultivables aumentan la dificultad y no tie-
nen en cuenta la inmensa diversidad biologica que realmente representan dichos
microorganismos (Rondon et al, 2000). Dentro de este grupo se encuentran
grupos filogenéticamente diversos, tales como fila de Eubacterias, junto con mu-
chos grupos homogéneos como el filum Glomeromycota, un grupo monofilético
de organismos de hongos obligados asociados a las raices de las plantas (véase
Capitulo 7). Sin embargo, la mayorfa de los hongos que habitan en el suelo pue-
den ser considerados saprotréficos, por lo tanto, deben ser capaces de crecer en
cultivos axénicos.
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Otras metodologias que han sido desarrolladas se enfocan en el andlisis de la
actividad de los hongos vy su papel en los procesos biogeoquimicos que ocurren en
el suelo. Con estos fines, se han aplicado métodos que dependen del analisis de la
biomasa microbiana del suelo, respiracion del suelo, reciclaje de nitrégeno vy con-
tenido de acidos grasos del hongo o de observaciones directas del crecimiento del
micelio en particulas de suelo (Widden y Parkinson, 1973; Houston et al., 1998;
Brodie et al., 2003; Malosso et al., 2006). No obstante, estos métodos proporcio-
nan, por si solos, poca informacion acerca de las especies de hongos involucrados
en dichos procesos, por lo tanto, para un mejor entendimiento de la estructura y
funcion de las comunidades de hongos del suelo, se requieren los procesos de ais-
lamiento e identificacidn tradicionales (Brodie et al., 2003).

Los resultados obtenidos de un estudio de hongos del suelo dependen, prin-
cipalmente, de los métodos utilizados. En general, cada método presenta ciertas
preferencias a ciertos grupos especificos de hongos; ademas, se debera tomar en
cuenta que el suelo no es un sustrato, sino un ecosistema compuesto por una
mezcla de sustratos mas diversos que incluyen partes de las plantas vivas y muer-
tas, animales y otros microorganismos, junto con minerales y agua. Por ello, es
necesario adoptar métodos similares dentro de los proyectos cooperativos o mul-
tidisciplinarios para garantizar la comparacion de los datos en un futuro. En este
capitulo se hace referencia a algunos de los métodos mas comunes y también a
algunas técnicas menos conocidas para la evaluacién y monitoreo de comunidades
de hongos del suelo. También son tomados en cuenta los principios y aplicaciones
de herramientas moleculares en los estudios de comunidades de hongos del suelo.
Aunque este enfoque no es exhaustivo, intenta ofrecer una vision global de los
procedimientos disponibles. El objetivo principal es contribuir al establecimiento
de una serie de métodos estandares, generalmente aceptados.

LA IMPORTANCIA ECOLOGICA DE LOS HONGOS DEL SUELO

El suelo es un habitat o ecosistema, y no un sustrato; esta caracteristica com-
plica las definiciones y la metodologia, porque el suelo representa una mezcla
compleja de fracciones organicas e inorganicas con agua y organismos Vivos.
Las fracciones organicas se componen de material de plantas en diferentes fases
de descomposicion, raices vivas, exudados, microorganismos, pequefos inver-
tebrados y contenidos intestinales. Por esta razon, el suelo alberga una parte
considerable de la biodiversidad total de hongos, y no existe ninguna estima-
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cién fidedigna del nimero de especies de hongos del suelo (Hawksworth, 1991;
Hawksworth y Rossman, 1997).

Los hongos del suelo juegan un papel clave en los procesos de descompo-
sicién, mineralizando y reciclando los nutrientes de las plantas (Wainwright,
1988; Lodge, 1993; Beare et al., 1997). Los saprofitos tienen una especificidad
limitada por sustratos; por ejemplo, los zygomycetes usan carbohidratos simples,
mientras los ascomycetes descomponen principalmente celulosa y hemicelulosa
(Domsch et al., 2007; Zak y Visser, 1996; Lodge, 1997). En sistemas agricolas,
los patdgenos de plantas y sus antagonistas son particularmente importantes.
Los patdgenos de plantas actlian en el suelo, en la rizésfera o infectan tallos,
causando que las plantulas se marchiten vy, por tanto, provocan grandes pérdi-
das. Estos pueden ser especificos, aunque la mayoria ataca una amplia gama de
plantas hospederas. Existen evidencias de que las practicas agricolas causan mas
alteraciones cuantitativas que cualitativas en la comunidad de microhongos del
suelo (Pfenning, 1997; Rodrigues-Guzman, 2001). La supresion de patégenos
de plantas puede resultar intrinseca en los suelos, pero también es posible que se
mantenga o incremente con algunas practicas agricolas especificas, tales como la
incorporacion de materia organica, plantas utilizadas como cubierta vegetal y la
diversificacion de cultivos. Algunos elementos biolégicos han sido identificados
como los principales factores de la supresién de enfermedades (Chet y Baker,
1980; Schneider, 1984; Mazzola, 2002, 2004). Se ha demostrado experimen-
talmente que la introduccidn de antagonistas especificos como Trichoderma spp.
o Coniothyrium minitans pueden reducir la incidencia de una variedad de enfer-
medades en el suelo (Whipps et al., 1993).

Con relacion al papel de los organismos descomponedores, cabe mencionar que
los hongos son responsables de la degradacion de xenobidticos y contaminantes
organicos introducidos en el suelo (Bordjiba etal., 2001; Barratt et al., 2003; Silva
et al, 2003). Los hongos también constituyen una parte importante de la cadena
alimenticia dentro del suelo, especialmente en el caso de la mesofauna (Bonkowski
et al., ZOOO]. El mantenimiento de la diversidad de hongos del suelo deberia, por
ende, beneficiar directamente la agricultura sustentable, mediante el suministro de
nutrientes, una mejor estructura fisica del suelo y el control de antagonistas de los
patogenos de las plantas en el suelo.
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ASPECTOS DE SISTEMATICA MODERNA

Protozoa

Los organismos conocidos como hongos actualmente se agrupan en tres rei-
nos, con un sistema de clasificacion filogenético (Kirk et al, 2001). Los hon-
gos del reino Protozoa no son numerosos, aunque algunos de ellos son impor-
tantes patogenos de las plantas del suelo, tales como Spongospora subterranea,
Plasmodiophora brassicae o Polymyxa graminis. Estas especies se clasifican en la
clase Plasmodiophoromycetes. La deteccion de estos organismos requiere de bio-
ensayos o cebos. Los hongos llamados mohos mucosos -un grupo de organismos
heterogéneos v polifilético- habitan en restos de plantas, aunque también pueden
encontrarse en el suelo.

Chromista

Los hongos que son derivados de algas y que contienen celulosa como el mayor
componente en su pared celular pertenecen al reino Chromista Filum Oomycota
(Dick, 2001; Kirk et al., 2001). A pesar de que estos hongos representan un grupo
delimitado de acuerdo con sus caracteristicas y filogenia, su habitat e importancia
ecoldgica son variables. Mientras que algunos son verdaderos hongos acuaticos
asociados con restos de plantas en agua o con patdgenos de otros organismos
acuaticos, otros habitan en el suelo. Dentro del grupo de los Oomycetes del suelo
es posible encontrar saprofitos, asi como otros géneros patdgenos de plantas. Por
sus caracteristicas bioldgicas requieren de técnicas especificas para su aislamiento
y caracterizacion, las cuales se presentan en la sesién “Procedimientos basados en
cultivos”.

Glomeromycota

Los hongos clasificados en el reino Fungi se caracterizan por tener quitina como el
mayor componente en su pared celular. Dentro de este reino se reconocen cinco
fila: los géneros que pertenecen al filum Glomeromycota forman micorrizas arbus-
culares y no crecen en ausencia de su planta hospedera (SchuRler et al., 2001;
Moreira y Siqueira, 2002). Trabajar con este grupo de simbiontes biotréficos obli-
gados requiere del uso de diferentes técnicas especificas, como se discutié en el
Capitulo 7.
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Chytridiomycota

El Unico grupo dentro del reino de los hongos que forma esporas flageladas es el
filum Chytridiomycota; algunos de estos hongos habitan en el suelo, pero nor-
malmente son acudticos y viven como saprofitos o parasitos de otros organismos
como nematodos, insectos, plantas u otros hongos. Varias de estas especies se
conocen como trasmisores de virus patdgenos de plantas (Krik et al., 2008).

Zygomycota

Representan el filum Zygomycota y se consideran como hongos de azicar por su
preferencia por carbohidratos simples y por su crecimiento vigoroso en un cultivo
axénico. Especies de los géneros Absidia, Cunninghamella, Gongronella, Mucor,
Mortierella o Rhizopus son muy comunes en el suelo y se encuentran en casi todos
los estudios de hongos de suelo.

Basidiomycota

El filum Basidiomycota se caracteriza por el basidium, un meiosporangio en el que
generalmente se forman cuatro esporas sexuales (Bauer et al., 2006) y en la ma-
yorfa de los casos por la formacion de un cuerpo fructifero. El micelio vegetativo
se desarrolla, por lo general, en el suelo y en restos de plantas. Muchos de ellos
forman ectomicorrizas en asociacion con el sistema de raices de arboles forestales.
La evaluacion de la diversidad de estos hongos vy el monitoreo de su impacto en Ia
comunidad requieren de técnicas especificas (Rossman et al, 1998) que no son
consideradas en este manual. Los patégenos de plantas importantes en el suelo
son especies de Rhizoctonia y Sclerotium.

Ascomycota

El filum Ascomycota representa el grupo mas abundante de hongos. Se caracteri-
zan por la formacién de las ascas, una estructura formada durante la fase sexual de
su ciclo de vida. La fase asexual de los ascomycetes se llama anamorfica y es la fase
mas comunmente encontrada. La filogenia de este grupo aun es objeto de discu-
sidn y de revision. Para fines practicos, distinguir los grupos mas importantes, tales
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como plectomycetes, discomycetes, pyrenomycetes y loculoascomycetes puede
ser (til. Algunos de los ascomycetes como Aspergillus y Penicillium que habitan
en el suelo, pertenecen a los plectomycetes, ascomycetes que forman un asca en
un cuerpo fructifero cleistotecal. Probablemente, el grupo mas grande de hongos
encontrados en el suelo son los pyrenomycetes anamorfos (Krik et al., 2008).

MUESTREO DE SUELO

Utilizando un nucleador se extraen pequenas cantidades de suelo, a una profundi-
dad de 20 cm en 12 puntos distribuidos en cada parcela de muestreo de acuerdo
con el esquema mostrado en el Capitulo 2. Cada juego de 12 muestras se homoge-
nizan para formar una muestra compuesta de alrededor de 500 g que se coloca en
una bolsa de plastico. De manera alternativa, si los recursos lo permiten, tres o mas
muestras compuestas podran colectarse en cada punto de muestreo. Todos los
materiales de muestreo (nucleador, espatula, azadon, etc.) deberan lavarse antes y
después de tomar las muestras, con el fin de evitar la contaminacion entre puntos
de muestreo. La hojarasca debera ser removida justo antes de extraer la muestra.
Para la extraccion del DNA, las muestras del suelo deberan trasladarse al laborato-
rio utilizando un recipiente con aislamiento, preferentemente a 4°C y congelarse
lo mas pronto posible para su futuro procesamiento. También se recogera una se-
gunda muestra compuesta de alrededor de 200 g, en caso de que se haya previsto
realizar otros analisis fisicos y quimicos del suelo.

EVALUACION DE LOS HONGOS DEL SUELO: PROCEDIMIENTOS
BASADOS EN CULTIVOS

Todos los métodos propuestos dependen de muestras del suelo y no contemplan
el uso de raices para aislar hongos del suelo, debido a que la micobiota de la rizos-
fera es altamente influenciada por las especies de plantas. La rizésfera también
contiene una alta concentracion de bacterias que, a pesar del uso de antibidticos
en los medios de cultivo, pueden resultar contraproducentes para la recuperacion
de especies de hongos. Debido a su pequeno tamano vy estructura poco diferen-
ciada, la deteccidn y el monitoreo de los hongos de organismos protistas como
Spongospora y Plasmodiophora puede llevarse a cabo mediante bioensayos, utili-
zando plantas altamente susceptibles.
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Oomycota: uso de cebos para el aislamiento de Pythiumy
Phytophthora

Para poder recuperar del suelo los oomicetes es aconsejable el uso de plantas sus-
ceptibles o tejidos vegetales. Especies de Pythium y Phytophthora pueden causar
serios dafios a plantas cultivadas. Alicuotas de 2 g de suelo se traspasan a cajas
Petri que contienen agua estéril destilada. Se afiaden granos de sorgo como cebo
y se incuban por cinco dias; después se comprueba la presencia de micelio en el
cebo. Este procedimiento debera continuarse durante varias semanas. El micelio
del hongo formado en el sustrato debera traspasarse a charolas con el medio MP5
(en el caso de Saprolegniaceae) y agar con harina de maiz (AHM), agar dextro-
say papa (ADP) o agar de papa y zanahoria (en el caso de Pythiaceae) (véase
Apéndice 8.1 para la composicién del medio). Después de incubar durante tres a
cinco dias, las porciones de agar que contengan micelio seran transferidas a placas
con agua estéril destilada y con dos mitades de semillas de sorgo. Al final de dicho
procedimiento se debera observar que se obtiene Unicamente un aislamiento para
cada placa. El aislamiento de hongos zoospéricos (Oomycetes, Chytridiomycetes)
de muestras ambientales aparece en la ilustracion 6, en la seccidn de color de este
manual. La ilustracién A) representa una muestra de suelo con cebo; la B) una
muestra de agua con cebo; la C) muestra un cultivo puro en el cebo y en la D) se
observa el esporangio de Phytophthora, mientras que el oogonio y anteridio de
Pythium se ilustran en E)"; finalmente, en la Gltima ilustracion F), se observa la
liberacion de zoosporas de Pythium.

Otra técnica con sustrato susceptible utiliza muestras de suelo himedo de 0.5
g colocadas en tubos de ensayo de vidrio esterilizado con 3 ml de agua estéril. Se
esterilizan en autoclave fragmentos de hojas de zacate y se afiaden a los tubos como
tejidos para recuperar el Pythium spp. Las muestras son incubadas durante tres a
cinco dias a 25°C en la oscuridad. Los tejidos infectados deben transferirse en agua
estéril con el antibidtico cloranfenicol durante unas horas. El micelio en crecimiento
se verifica directamente mediante montajes con agua en un microscopio o se trans-
fiere del cebo al medio de aislamiento (AHM) que contiene cloranfenicol (50 mg
L'1) y benomil (10 mg L'2) (Marks y Mitchell, 1970; Tsao et al., 1983; Gams et al.,
1998; Edena et al., 2000). Pueden llevarse a cabo ensayos cuantitativos utilizando
la frecuencia de la colonizacion relativa de los tejidos del cebo entre las réplicas de
cada muestra de suelo. Las hojas de zacate como cebo pueden ser sustituidas por
pedazos de frutas o verduras como pepino, tomate o papa.
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Uso de cebos para el aislamiento de Chytridiomycota

Para evaluar los Chytridiomycota se usan las mismas técnicas empleadas para los
oomicetos. Como el aislamiento de colonias individuales en un medio de cultivo
axénico es dificil, la caracterizacidon e identificacion se hace directamente en el
cebo. Los cebos mas apropiados incluyen cascara de camaron, piel de serpiente,
alas de insectos, y pedazos de frutas y verduras (Gams et al. 1998). Para su pre-
servacion, los cebos pueden transferirse a viales.

Basidiomycota - Rhizoctonia: técnica de cebo y aislamiento directo
de particulas de suelo

Para evaluar este género de basidiomicetes anamdrficos del suelo, se describen
varios métodos, compilados por Sneh et al., (1991). Un método para evaluar la
densidad de inéculo de Rhizoctonia spp. en suelos de jardines de eucaliptus clona-
dos fue descrito recientemente por Sanfuentes et al. (2002). A continuacidn, se
presentan dos métodos de aislamiento Utiles.

Método de particulas de suelo

Una suspension de 10 g de muestra de suelo y agua de la llave es agitada, des-
pués decantada usando un tamiz de 0.5 mm. El suelo retenido se resuspende y se
pasa varias veces por el tamiz. Las particulas de suelo retenidas se secan con papel
absorbente estéril y se transfieren a una caja Petri de 15 cm de diametro que con-
tenga un medio de agar con agua acidificada (al 2%) con 250 mg L'* de cloranfe-
nicol. Despues de un periodo de incubacion de 24 a 48 horas, a 25°C, se verifica el
crecimiento tipico de Rhizoctonia; se evalla la frecuencia de |a colonizacion en las
particulas del suelo y el micelio se transfiere a ADP para su eventual caracterizacion
(Sneh et al., 1991).

Técnica de cebo
Se mezcla 1 g de semillas de betabel con 100 g de suelo hiimedo en cajas Petri.

Después de un periodo de incubacion de 48 horas a 25°C, se recuperan las semi-
llas con un tamiz de 1.5 mm; posteriormente, se lavan con agua destilada durante
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20 minutos, se secan con papel absorbente estéril para ser transferidas a un medio
de agar con agua al 2%, que contenga 100 mg L"* de cloranfenicol. El crecimiento
de Rhizoctonia se verifica y se transfiere micelio a ADP para su aislamiento y ca-
racterizacién (Papavizas et al., 1975).

A pesar del uso comun de varios métodos para el aislamiento de Rhizoctonia
de muestras de suelo agricola, su aplicacion en el estudio de suelos bajo vegetacion
natural, por el grupo de investigadores involucrados en el proyecto, ha mostrado
severas limitaciones debido a la continua presencia de Trichoderma spp. en estos
suelos. De esta manera, el empleo de técnicas de cultivo independiente, como la
amplificacién de DNA ribosomal de Rhizoctonia con iniciadores (en inglés, pri-
mers) especificos y su andlisis cualitativo e incluso cuantitativo puede resultar idd-
neo bajo circunstancias especificas (Lees et al,, 2002).

Ascomycota: técnica de lavado del suelo y filtracion de particulas

Este es el mayor grupo de hongos del suelo que incluye especies saprofitas, ento-
mopatdgenas, fitopatdgenas vy sus antagonistas. Todas estas especies exhiben una
fase saprotrofica en el suelo y pueden ser aisladas utilizando una metodologia con
placas de suelo. La técnica de lavado de suelo es un método adecuado para el ais-
lamiento de estas especies.

Técnica de lavado

Una muestra de 10 g de suelo mineral se agita con 200 ml de agua destilada en
una centrifuga a 180 rpm durante 10 minutos. Después de la sedimentacion de
las particulas del suelo durante 2 minutos, el sobrenadante se desecha vy se repite
el procedimiento dos veces. Las particulas de suelo prelavadas son filtradas, utili-
zando un juego de tamices de 1.0 mm, 0.7 mm, 0.5 mmy 0.21 mm usando agua
destilada (alrededor de 2 litros) por 2 minutos. Los coloidales de suelo y granos de
arena son removidos del Ultimo tamiz, secados con papel absorbente esterilizado
y transferidos (7 particulas por placa) a 5 cajas Petri (90 mm) que contienen el
medio de aislamiento AHM (30 g L), mas estreptomicina plus (50 mg L) para
la inhibicién de bacterias y ciclosporina (10 mg L) o rosa de Bengala (70 mg
L), para la inhibicién de hongos de rapido crecimiento. La frecuencia de coloni-
zacion de particulas de suelo para cada especie de hongos es utilizada en ensayos
cuantitativos. Cuando se emplea ciclosporina se logra una supresion casi completa
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de zygomycetes saprotroficos. Por lo tanto, cuando se trata de estudiar este Ul-
timo grupo de hongos, se debe evitar el uso de ciclosporina (Dhingra y Sinclair,
1985; Lang y Jagnow, 1986; Baath, 1988; Gams, 1992; Bills y Polishook, 1994;
Kacprzak y Stanczyk-Mazanek, 2003). Este método se puede observar en la ilus-
tracion 7.

El método de dilucion del suelo en placa

Este es el método de uso mas comun para el aislamiento y estimacién cuanti-
tativa de bacterias y hongos. La técnica es muy simple y se han descrito varias
modificaciones. Basicamente, una cantidad conocida de suelo es suspendida en
agua estéril, se toma 10% de la suspensién, la cual se mantiene en agitacién du-
rante unos momentos. De esta suspension se prepara una serie de 10 diluciones,
hasta lograr la dilucién final. Un factor final de dilucion de 10 ¢ 107 se considera
adecuado para el aislamiento de hongos (Dhingra y Sinclair, 1985). Las alicuotas
de la dilucién final son distribuidas en cajas Petri que contienen un medio de agar
generalmente, modificado con antibidticos como cloranfenicol, estreptomicina o
penicilina para inhibir el crecimiento de bacterias. Se pueden lograr medidas cuan-
titativas multiplicando el promedio de las unidades formadoras de colonias (UFC)
en las placas, por el factor de dilucion empleado, el resultado es una estimacion del
nimero de propagulos de hongos por gramo de suelo (Bills et al, 2004). Existe
una preocupacion generalizada porque el método de dilucion en placas muestra un
sesgo hacia los hongos que son capaces de producir grandes cantidades de esporas
y que crecen muy rapido en un medio de cultivo rico. Por lo tanto, la diversidad de
hongos que normalmente existen en forma de micelio que crece activamente en el
suelo, y que tienen poca habilidad de competir con especies de rapido crecimiento
en medios axénicos son subestimados por esta técnica (Baath, 1988; Gams et al.,
1998; Tsao et al,, 1983).

Ascomycota: medios selectivos y técnica con cebo

Para un aislamiento selectivo de grupos blanco o especies de hongos del suelo,
rutinariamente se utilizan medios selectivos; éstos pueden contener fuentes de
carbono preferiblemente metabolizados por algunos grupos fisioldgicos de hongos
o pueden modificarse con quimicos que inhiben el crecimiento de organismos no
deseados. Un gran nlimero de medios selectivos ha sido desarrollado para el aisla-
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miento de varios géneros de ascomycetes, basidiomycetes y oomycetes del suelo,
en particular, aquéllos que contienen especies patdégenas de plantas, por ejemplo,
para el aislamiento de Rhizoctonia solani se utiliza agua-agar acidificada, mientras
que para Fusarium spp. el medio usado es Komada (Masago et al,, 1977; Tsao et
al., 1983; Dhingra y Sinclair, 1985; Sneh et al., 1991; Thorn et al., 1996; Edel et
al., 2001).

El aislamiento selectivo de los hongos del suelo también puede llevarse a cabo
con cebos que son colonizados por grupos fisiologicos especificos de hongos. En la
mayoria de los casos, el tejido cebo es incubado con una muestra de suelo durante
unos dias; después se transfiere a un medio selectivo de agar para su posterior aisla-
miento de los hongos deseados. La colonizacion del cebo por un hongo clave tam-
bién puede llevarse a cabo mediante la observacién directa al microscopio (Gams
etal., 1998). Ejemplos de cebos utilizados para el aislamiento selectivo de hongos
del suelo son tejidos de plantas para el caso de patdgenos de plantas; cabello para
las especies queratinofilicas, quitina para los productores de quitinasa, larvas de
insectos para los entomopatogénos y nematodos para los hongos nematdfagos
[l\/larks v Mitchell, 1970; Papavizas et al., 1975; Dackman et al.,1987; Sneh et
al, 1991; Gams et al., 1998; Edena et al., 2000; Gongalves et al., 2001; Pettitt et
al., 2002; Barratt et al., 2003; Wellington et al., 2003).

Procedimiento para el aislamiento para el aislamiento de
Cylindrocladium y géneros afines del suelo, utilizando como cebo
hojas de Ricinus communis

Cylindrocladium es un género conformado por especies saprotrofitas y patoge-
nas de plantas cominmente encontradas en el suelo. A pesar de ello, especies de
Cylindrocladium y de las especies relacionadas Cylindrocladiella y Gliocladiospsis
raramente son reportadas en muestras de suelo que emplean el método de dilu-
cion del suelo por placas. Como el Cylindrocladium y probablemente otros géne-
ros son sensibles a la ciclosporina, deberan aislarse selectivamente usando cebos;
varios materiales de plantas adecuados para su aislamiento fueron descritos en
una monografia reciente (Crous, 2002b). En el laboratorio se utilizan hojas de
ricino (Ricinus communis) como cebo para el aislamiento de hongos del complejo
Cylindrocladium de manera rutinaria, cuyo protocolo se describe a continuacion.
Hojas jovenes y frescas se recogen vy se lavan bajo agua de la llave para poste-
riormente ser sometidas a una desinfeccién con etanol al 70% durante un minuto,
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seguida de hipoclorito de sodio al 3%, durante dos minutos. Las hojas utilizadas
sin desinfeccion previa tienden a ser degradadas con mayor rapidez y a ser colo-
nizadas por bacterias. Las hojas enteras se colocan un una caja Petri de 15 cmy
se cubren con una capa de suelo himedo; después de tres dias de incubacion se
lavan las hojas cuidadosamente con agua destilada y se transfieren a una camara
himeda, donde diariamente se verifica la esporulacion tipica de Cylindrocladium,
Cylindrocladiella, Gliocladiospsis y otros generos relacionados. El aislamiento del
hongo se logra con la transferencia de esporas a un medio de cultivo, utilizando
agujas finas de cristal, bajo un microscopio estereoscépico (Gams et al., 1998;
Gongalves et al., 2001; Crous, 2002b).

Técnica de cebo para el aislamiento de patdgenos fungicos de
plantulas

Una amplia gama de hongos patégenos de plantas en el suelo puede causar la
muerte prematura de las plantulas; por lo tanto, es recomendable para su aisla-
miento el uso de plantulas de tomate como cebo. Las semillas de tomate se ger-
minan en 100 g de suelo vy se verifica si las plantulas manifiestan o no, sintomas
de podredumbre. Los tejidos de plantulas infectadas se esterilizan con hipoclorito
de sodio (al 2%, durante 30 segundos), enseguida se lavan con agua destilada y
se secan en papel absorbente esterilizado para ser transferidas a un medio de aisla-
miento, tal como ADP y AM (agar extracto de malta) que contiene cloranfenicol
(250 mg L1).

IDENTIFICACION DE HONGOS DE SUELO

La identificacion de hongos que habitan el suelo puede causar problemas para
aquéllos que no tengan suficientes conocimientos de micologia. Las dificultades de
identificar a nivel de especie se ilustran con el género Fusarium, que es un grupo
heterogéneo que incluye saprofitos, endofitos v patdgenos de plantas. El trabajo
de Barnett v Hunter (1998) es usado para unos pocos de los muchos sapréfitos,
incluyendo hongos del suelo. Después de mas de 20 afos, el amplio trabajo de
Domsch et al. (2007) alin sigue siendo una fuente importante para todos los in-
volucrados en el estudio de hongos del suelo. Ademas de las claves y monografias
de alrededor de 250 géneros, este compendio contiene claves para especies de
varios géneros importantes y una recopilacion de la literatura.
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Monografias y paginas web se encuentran disponibles para identificar las
especies de Aspergillus, (Klich y Pitt 1988), Cylindrocladium (Crous, 2002b),
Fusarium (Leslie et al., 2006), Penicillium (Pitt, 2000), Trichoderma (Bissett,
1984, 19914, b, c; Samuels et al., (pégina web), hifas anamorficas pigmenta-
das (Ellis, 1971, 1976) y coelomycetes anamdrficos (Sutton, 1980; Nag Raj,
1993). Si se trata de identificar ascomycetes, las monograffas y claves de Hanlin
(1990, 19983, b) pueden ser un buen punto de partida. No son especificas para
el caso de hongos del suelo; sin embargo, si, de mucha utilidad para este tema
otras recopilaciones y monografias como la de Ellis y Ellis (1985), Samson et al.
(2000) o el manual de Gams et al., (1998). Existen monograffas disponibles
para chyrids (Karling 1977) y también para el género Pythium (Waterhouse,
1967, 1968; van der Plaats-Niterink, 1981) y para Phytophthora (Waterhouse,
1970; Tsao et al., 1983; Erwin y Ribeiro, 1996). La monografia de Sheh et al,,
(1991) resulta ttil para trabajar con Rhizoctonia. Para més instrucciones acerca
de como identificar hongos o grupos especificos de hongos, se puede consultar
el Dictionary of the Fungi (Kirk et al., 2001). Una lista de referencias de gufas y
manuales para la identificacion de grupos de hongos de suelo puede consultarse
al final de este capitulo.

EVALUACION DE HONGOS DEL SUELO: TECNICAS ESPECIFICAS
DE DNA

Una medida confiable de las comunidades de hongos del suelo, requiere de
un laborioso programa de aislamientos sistematicos con diferentes me-
dios de cultivos y estrategias de aislamiento que reflejen la inmen-
sa diversidad taxondmica vy fisiolégica de grupos de hongos que ha-
bitan en el suelo (Tsao et al, 1983; Muyzer et al, 1993; Bridge vy
Spooner, 2001; Bills et al., 2004). No obstante, algunos tipos de hongos como
Basidiomycota son dificiles de aislar y pueden no esporular en un medio axénico
(Thorn et al., 1996). Se pueden utilizar otras metodologfas para complementar
los enfoques tradicionales usados para un mejor entendimiento de la diversidad
y dinamica de los hongos del suelo; éstos incluyen técnicas especificas de DNA.
Las herramientas moleculares basadas en el analisis del DNA han sido aplicadas
con exito en el estudio de complejos bacterianos vy, recientemente, en ensam-
bles de hongos a partir de muestras ambientales. Las secuencias de DNA son
amplificadas directamente desde el suelo por medio de la reaccién en cadena de
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la polimerasa (PCR) y posteriormente caracterizadas utilizando varios enfoques
(Bridge y Spooner, 2001).

Extraccion de DNA

Un paso crucial antes del PCR, es la extraccion del DNA directamente del suelo.
Las células de los hongos presentes en la muestra del suelo, incluso como mice-
lio o esporas, tienen que estar correctamente lisadas. Los protocolos de extrac-
cidn se basan, principalmente, en los procesos fisicos de macerado asociado con
calor v lisis quimica. El total de DNA obtenido debe estar completamente puri-
ficado para eliminar sustancias himicas y fendlicas que interfieren con el PCR;
este paso se logra mediante separaciones a través de columnas de separacion o
con el uso de kits comerciales de purificacién de DNA (Liu et al, 1997; Viaud
et al., 2000; Bridge y Spooner, 2001). Los kits para la extraccién de DNA del
suelo estan comercialmente disponibles. La heterogeneidad encontrada a nivel
de micro-escala en el suelo debe ser considerada cuando se selecciona el tama-
fio de la muestra de suelo sometida a la extraccion total de DNA. Las muestras
muy pequenas (menores a un gramo) deben usarse con precaucién porque tie-
nen mayor probabilidad de error, debido a una variabilidad mas alta dentro de la
muestra (Ranjard et al., 2001).

Reaccion en cadena de la polimerasa. Uso de Primers especificos
para “hongos”

El grupo de genes para las moléculas de RNA Ribosomales 18S, 5.8S y 28S se
considera que son altamente conservados entre los organismos eucaridticos y
normalmente se emplean como marcadores moleculares. El polimorfismo en la
longitud del DNA v la variacidn en la secuencia de las bases pueden utilizarse para
agrupar organismos de acuerdo con su origen y relacion evolutiva. La identificacion
de secuencias de DNA desconocidas también puede realizarse comparandolas con
bases de datos de secuencias de nucleétidos de taxones conocidos. Varias copias
del DNA ribosomal (rDNA) se encuentran en el genoma eurocariota, facilitando
la amplificacion de pequefias muestras de DNA. El rDNA también contiene espa-
ciadores entre las regiones codificantes conocidos como espaciadores internos de
transcripcion (ITS) que presentan secuencias de bases menos conservadas y que
pueden utilizarse para la diferenciacion entre especies relacionadas o para evaluar
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divergencias genéticas intraespecificas (Viaud et al.,, 2000; Baayen et al., 2000;
Down, 2002).

Como el suelo contiene un gran nimero de organismos, el obtener Primers o
iniciadores de rDNA de hongos especificos constituye un paso fundamental en Ia
amplificacion del PCR. Los Primers permiten la amplificacion de una amplia gama
de especies de hongos sin perder la especificidad de este grupo clave. Basandose
en las secuencias de genes de RNA ribosomal disponibles en bancos de datos es-
pecializados para varias especies de hongos, los Primers que son especificos para
amplificar PCR del DNA de hongos de muestras complejas de suelo, han sido desa-
rrollados y compilados por Anderson y Cairney (2004). Sin embargo, algunos de
estos Primers especificos han mostrado que amplifican DNA no flingico o mues-
tran preferencia hacia la amplificacion de grupos taxonoémicos especificos dentro
del reino de los hongos (Smit et al, 1999; Borneman y Hartin, 2000; Anderson
etal, 2003).

La deteccidn y/o cuantificacidn de pocas especies especificas de hongos es re-
querida generalmente en el campo de la fitopatologia. Para este tipo de investiga-
cidn se han desarrollado varios iniciadores especie-especificos para una deteccion
directa y el monitoreo de patdégenos de estas plantas a partir de muestras del suelo
(Cullen et al., 2002; Lees et al., 2002; Filion et al., 2003). Algunos hongos que
estan presentes en muy bajas densidades en suelos naturales, tales como especies
de Phytophthora, son dificiles de detectar por métodos moleculares, ya que el PCR
tiende a amplificar moléculas del DNA que son dominantes en el extracto del DNA
total. En el caso de estos hongos, la deteccion molecular de muestras de suelo
puede ser mejorada mediante el uso de técnicas de cebo en conjunto con PCR,
utilizando Primers especificos para Géneros y/o especies de interés (Nechwatal
etal, 2001).

Secuenciacion del DNA

Para poder conocer las identidades del DNA de los hongos amplificados por PCR,
los amplicones de tamafio correcto pueden separarse en geles de agarosa, extrai-
dos de matrices de gel, purificados, conectados a vectores plasmidos y clonados
en células bacterianas. EI DNA clonado es secuenciado y comparado con las bases
de datos que contienen secuencias oligonucleotidicas del rDNA flingico mediante
analisis de software. Estos procedimientos son caros, consumen tiempo vy, ade-
mas, no son adecuados para la evaluacion de muestras ambientales complejas. Por
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ello, se han desarrollado técnicas moleculares de huella o rastreo molecular (en
inglés fingerprint) para estudiar la diversidad a nivel de comunidad (Borneman y
Hartin, 2000; Viaud et al., 2000; Vandenkoornhuyse et al., 2002; Anderson et
al., 2003).

Método de huella molecular
TGGE y DGGE

La electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacidn fue introducida en es-
tudios sobre ecologia microbiana por Muyzer y Smalla (1998). En esta técnica,
las moléculas 18S DNA amplificadas por PCR son sometidas a una electroforesis
en una matriz de gel con un gradiente lineal térmico (TGGE) o con un gradiente
desnaturalizante (DGGE). Los amplicones tienen exactamente el mismo niimero
de nucledtidos, pero difieren en su contenido de Guanina-Citosina (GQ), lo que
determina el modo de desnaturalizacion y la movilidad electroforética al migrar en
el gel desnaturalizante. Los iniciadores usados en el PCR, generalmente, contienen
un DNA con bases repetitivas de GC que resultan menos propensas a la desnatu-
ralizacion debido a su alta estabilidad quimica. El gradiente de desnaturalizacion
en DGGE puede variar con el uso de diferentes cantidades de urea y de formamida
en la matriz del gel. Los patrones de bandeo generados son utilizados para analizar
complejas comunidades de hongos del suelo. Bajo estas condiciones de desna-
turalizacion, el DNA se extiende a la misma longitud (como resultado del PCR],
pero con diferentes secuencias de pares de bases, parcialmente desnaturalizadas
debido a las diferencias de la desnaturalizacion de los dominios menos estables
en las moléculas, y se llaman dominios de fusion. Por lo tanto, moléculas de DNA
con diferentes secuencias en sus pares de bases, presentan diferentes comporta-
mientos de desnaturalizacién y migran hacia diferentes puntos en el gel (Muyzer
etal, 1993). En varios estudios se ha usado esta técnica para evaluar la estructura
de la comunidad de hongos y otros microorganismos, al igual que para monitorear
modificaciones o impactos debidos a practicas agricolas o actividades industriales
(Smit et al, 1999; Elsas et al., 2000; Gomes et al., 2003; Milling et al., 2004).
Las restricciones y limitaciones estan representadas en la seleccion de Primers uti-
lizados en el primer paso de amplificacion después de la extraccion total del DNA
de las muestras. Varias combinaciones de Primers han sido propuestas para am-
plificar DNA de distintos grupos de hongos como Ascomycota, Basidiomycota,
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Chytridiomycota, Zygomycota y Oomycota (Nikolcheva y Bérlocher, 2004). El
uso de un PCR anidado puede arrojar aiin mejores resultados e incrementar la reso-
lucién en la separacion de los productos del PCR (Oros-Sichler et al., 2006). Otra
limitante es que el DNA obtenido de organismos filogenéticamente distantes pue-
de producir productos de PCR con una movilidad electroforética idéntica (Gomes
et al, 2003). No obstante, la técnica puede proporcionar un estandar altamente
reproducible de un gran nimero de muestras ambientales durante un periodo de
tiempo relativamente corto. Recientemente, los enfoques polifasicos que incluyen
la construccion de bibliotecas de fragmentos clonados, el método de huella mo-
lecular, los analisis bioguimicos y las técnicas de aislamiento, son la mejor opcion
(Malosso et al., 2006; Singh et a.l, 2006).

Técnica PCR-RFLP

La escasa variabilidad de rDNA de hongos puede resultar desventajoso en la técni-
ca de huella molecular, tales como TGGE y DGGE; por ejemplo, la comigracion de
diferentes moléculas de DNA hacia un mismo punto en el gel. Para incrementar el
polimorfismo de la banda y mejorar la resolucidn, la restriccion enzimatica del DNA
antes de la electroforesis puede utilizarse en una técnica conocida como polimorfis-
mo de longitud de fragmentos de restriccién (RFLP) del DNA amplificado por PCR
(Viaud et al., 2000). Las especies de hongos relacionadas pueden identificarse de
acuerdo con sus patrones tipicos de RFLP, después de la amplificacion del DNA
por PCR directamente extraidos del suelo utilizando Primers género-especificos
(Nechwatal et al., 2001).

T-RFLP

Liu et al. (1997) desarrollaron una versién complementaria del PCR-RFLP, llama-
da polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion terminal para el analisis
(T-RFLP) de comunidades bacterianas de muestras ambientales. En el T-RFLP, el
DNA es amplificado por PCR con uno de los dos Primers marcados con fluorescen-
cia. Despues de la amplificacion, el DNA es tratado con enzimas de restriccion y
los fragmentos de restriccion separados en un gel de acuerdo con su tamano. Los
fragmentos de restriccion terminal (TRFs) se marcan con fluorescencia y pueden ser
detectados y cuantificados en un secuenciador automatico. Se puede construir una
base de datos de TRFs a partir de especies de hongos conocidos vy utilizarla en corre-
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laciones taxonémicas con los haplotipos detectados en el andlisis T-RFLP (Brodie et
al, 2003; Edel-Hermann et al., 2004; Kennedy et al., 2005; Singh et al., 2006).

ARISA

El polimorfismo natural de la region ITS del rDNA entre especies de hongos pue-
de utilizarse para la evaluacion de comunidades de hongos de suelo. En el anali-
sis automatizado del espaciador intergénico ribosomal (ARISA), el DNA flngico
es extraido del suelo y amplificado por PCR utilizando Primers especificos para
la region ITS con uno de los Primers marcados con fluorescencia. Después de la
amplificacion, los diferentes fragmentos de ITS son separados en un gel y poste-
riormente detectados y cuantificados en un secuenciador automatico (Ranjard et
al., 2001). El ARISA de hongos es una técnica altamente sensible; sin embargo,
el polimorfismo intra-especifico del ITS puede presentar problemas en la separa-
cién de distintas especies filogenéticas (O'Donnell y Cigelnik, 1997; Viaud et al.,
2000; Kennedy et al., 2005).

Sscp

Otro estudio de huella molecular utiliza la migracion diferencial de moléculas de
una hebra de DNA en un gel para poder estudiar a las comunidades microbianas
mas complejas. En el polimorfismo de conformacién de cadena sencilla (SSCP),
el DNA amplificado es completamente desnaturalizado antes de ser sometido a
una corrida de electroforesis. Las moléculas de una sola hebra de DNA adquieren
estructuras con dobleces Unicos dictados por sus secuencias nucleotidicas y migran
hacia puntos especificos en el gel. Como consecuencia, los fragmentos de DNA
del mismo largo, pero disimiles en su secuencia de pares de bases pueden ser facil-
mente separados en SSCP por su diferencial de migracién en el gel cuando existe la
conformacién de una sola hebra (Lee et al, 1996; Lowell y Klein 2001; He et al.,
2005). La Tabla 8.1 muestra algunos ejemplos de técnicas moleculares empleadas
para el estudio de comunidades de hongos del suelo publicadas en afos recientes.

PCR cuantitativo

Algunos estudios, especialmente con hongos patégenos de plantas, estan enfo-
cados en una o en pocas especies de hongos presentes en el suelo. En estos es-
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tudios, se deben disenar Primers de PCR especificos para obtener la amplificacion
correcta del DNA de la especie clave y otros marcadores moleculares pueden
ser empleados como secuencia del gen B-tubulina o el factor de elongacion de
traduccion del gen EF 1-a (Baayen et al., 2000; Mauchline et al., 2002; Filion
et al, 2003; Liy Hartman, 2003). Ademas de |a deteccidn molecular, la cuanti-
ficacion del DNA de hongos en el suelo es requerida frecuentemente para estu-
dios epidemioldgicos y ecoldgicos. No obstante, el PCR convencional es inapro-
piado para enfoques cuantitativos porque cualquier pequena variacion durante la
fase exponencial en la reaccion de amplificacion puede alterar drasticamente las
cantidades de los productos del PCR. En el caso de ensayos cuantitativos, han
sido desarrolladas modificaciones del PCR convencional como PCR competitivo
(cPCR) y PCR en tiempo real.

En el cPCR, fragmentos de DNA que contienen los mismos sitios iniciadores
que la muestra de DNA son anadidos en cantidades conocidas a las reacciones del
PCR y coamplificados con el DNA especifico. Después de esta amplificacion, los
distintos productos de PCR son cuantificados por separado de acuerdo con sus
intensidades de bandeo relativas en geles de agarosa. La cantidad de DNA en Ia
muestra puede calcularse con la adicion de diferentes cantidades de DNA com-
petitivos, a una cantidad estandar de una muestra de DNA en una serie de PCRs
y con el monitoreo de productos PCRs competitivos producidos en cada reaccion
(Siebert y Larrick, 1992; Baek y Kenerley, 1998; Mauchline et al., 2002).

Otro método empleado en aproximaciones cuantitativas es el de PCR en
tiempo real. Sondas fluorogénicas o colorantes adicionados al PCRs permiten
el monitoreo correcto de los productos obtenidos durante la amplificacién. Las
sondas fluorescentes son capaces de emitir fluorescencia en la presencia de DNA
de dos hebras; por lo tanto, el incremento de moléculas de DNA durante la am-
plificacion conlleva un incremento en la intensidad de la emision fluorescen-
te, lo cual puede calibrarse y medirse con precision. Una curva estandar puede
construirse con cantidades conocidas de DNA e intensidades de fluorescentes.
Después de un niimero definido de ciclos de PCR éstos se usan para cuantificar
el DNA directamente de muestras de suelo. Esta técnica es mas rapida y mas
sencilla que cPCR porque no existe la necesidad de construir un competidor de
DNA y no se requiere de ninglin andlisis post-PCR (Cullen et al., 2002; Lees et
al., 2002; Filion et al., 2003).
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Tabla 8.1 Resumen de los métodos que utilizan clonacion de DNA y secuenciacion
para la identificacion de los haplotipos dominantes, amplificados del DNA total.

TGGE Rizésfera y suelo compuesto con trigo. ~ Smit et al., 1999

PCR-RFLP Una muestra de suelo por métodos de  Viaud et al., 2000
cultivo y molecular.

SSCP Suelo estepario con pasto corto con o Lowel y Klein, 2001
sin presencia de nitrégeno.

ARISA Suelos con diferentes propiedades Ranjard et al., 2001
fisicoquimicas.

DGGE Analisis de |la dinamica de comunidades  Elsas et al., 2000
de hongos del suelo via PCR hongo-
especificos del DNA del suelo, seguido
por DGGE.

DGGE Gradiente de suelo desde llanuras hasta ~ Anderson et al., 2003
bosques de pino escocés.

DGCE y TRFLP Gradiente de pastizales semi-naturales a  Brodie et al., 2003
suelos agricolas mejorados.

DCCE vy res- Rizosfera de dos cultivos de maiz du- Gomes et al., 2003

triccion de DNA rante el periodo de ciclo de vida de la

amplificado planta.

DGGE Diferentes horizontes de un suelo de Agnelli et al., 2004
selva.

T-RFLP Suelos con diferentes propiedades fisi- ~ Edel-Hermann et al.,
coquimicas; los efectos de cambiar el 2004
suelo al afadir composta o excremento.

DGGE Suelos bajo cultivos de papa transgénica  Milling et al., 2004
y no transgénica.

SSCP y TGGE Suelos de bosque natural y plantaciones He et al., 2005
de pino hoop.

ARISA y T-RFLP Pastizales bajo diferentes tipos de Kennedy et al., 2005

DGCGE con inicia-
dores especificos
para Fusarium

DGGE y T-RFLP

vegetacion.

Campos de esparragos; analisis de
deteccion y diversidad de especies de
Fusarium.

Tres diferentes suelos cultivados con

Lolium perenne.
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Tabla 8.1 Continda.

DGGE y ARDRA Diversidad de hongos en suelos antar- ~ Malosso et al., 2006
ticos que combinan cultivo de aisla-
miento, huella molecular y técnicas de
clonacion.

Nota: * la clonacién del DNA vy la secuenciacion fueron usadas por todos los autores para la
identificacion de haplotipos dominantes amplificados del DNA total, por lo tanto, este método
no se describe para cada ejemplo.

CONCLUSIONES

Las herramientas moleculares para ensayos de comunidades de hongos del suelo
fueron extraidas, principalmente, de estudios sobre la diversidad bacteriana y, gene-
ralmente, contienen las mismas limitaciones que las técnicas de cultivos para hon-
gos (Selenska y Klingmiiller, 1992; Tsai y Olson, 1992; O'Donnell et al., 1994).
No obstante, en el caso de los hongos el niimero de especies no cultivables es, sin
duda, exagerado. Lo que puede ser verdad para organismos estrictamente simbio-
ticos, como hongos micorrizicos arbusculares, no se aplica en el caso de hongos
saprofitos. Incluso la mayorfa de los hongos patégenos de plantas no son parasitos
obligados. Muchos obstaculos para la identificacion basada en cultivos han sido
superados con la llegada de técnicas de aislamiento mas sofisticadas como, por
ejemplo, los métodos de lavado del suelo y la filtracidn de particulas, tal y como ha
sido discutido. Las técnicas de huella molecular en comunidades puede monitorear
composiciones complejas de hongos de suelo, pero una mejor caracterizacion y
analisis filogénico de taxas dominantes, invariablemente, requieren de una secuen-
ciaciéon y comparacion utilizando bancos de datos de DNA al alcance del publico.
Sin embargo, los enfoques taxonémicos de hongos basados tnicamente en datos
moleculares, pueden presentar algunos problemas debido a que los bancos de da-
tos pueden estar incompletos y puede que las secuencias de DNA se encuentren
mal identificadas, lo que origina errores en identificaciones morfoldgicas, amplifica-
cion y secuenciacion de contaminantes de hongos e incluso, en la secuenciacion de
quimeras (Crous, 2002a; Bridge et al., 2003; Hawksworth, 2004b).

Otra limitacion del enfoque molecular basada en la amplificacion del DNA es |a
falta de conocimientos acerca de la actividad de crecimiento o grupos funcionales
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de hongos del DNA total extraido del suelo. Como se ha discutido, los protocolos de
extraccion del DNA son capaces de lisar y extraer acidos nucleicos ya sea de micelio
en crecimiento activo o de esporas latentes, haciendo dificil la diferencia del creci-
miento activo o grupos funcionales basados Unicamente en el producto del analisis
del PCR. Por el momento, un entendimiento mas completo sobre las comunidades
de hongos del suelo debera centrarse en enfoques polifasicos con ensayos basados
en cultivos y taxonomfa molecular en asociacion con el estudio de los procesos bio-
geoquimicos que ocurren en el suelo (Malosso et al,, 2006; Singh et al., 2006).

ANALISIS DE DATOS

Una lista de especies o agregados de especies aisladas y su abundancia relativa en
cada muestra, generalmente, constituye el primer conjunto de datos. Se verifica el
numero de cepas de cada muestra y este dato puede ser usado para comparar entre
sitios, fechas de colecta o diferentes tratamientos de suelo. La prueba de indepen-
dencia de Chi cuadrada puede usarse para este analisis, donde el nimero total de ce-
pas de cada muestra se usa en comparaciones pareadas. Cuando estan disponibles
datos sobre variaciones cuantitativas entre las repeticiones dentro de las muestras,
un enfoque mas confiable es realizar un andlisis de varianza (ANOVA). Por medio
del ANOVA es posible derivar variaciones entre diferentes muestras y dentro de
las muestras (error); por lo tanto, resulta ser un analisis robusto y confiable (Sokal
vy Rolf, 1995). Adicionalmente, otros factores, ademas del niimero de cepas, COmMo
parametros fisicos y quimicos del suelo bajo analisis, pueden afadirse al ANOVA
para evaluar sus efectos y sus interacciones con otros datos cuantitativos (Setala
y McLean, 2004). El conjunto de datos preliminares usualmente no es adecuado
para hacer los analisis de ANOVA, dado que algunos de los datos no tienen una dis-
tribucidn normal. Para solucionar ese problema, las transformaciones de datos, tales
como logaritmo o raiz cuadrada pueden aplicarse antes del andlisis (Houston et al.,
1998). Otra opcién consiste en llevar a cabo un andlisis de varianza no paramétrico,
por ejemplo, el analisis de Kruskall-Wallis (Rodrigues, 1994; Sokal y Rohlf, 1995).

Las curvas de acumulacion de especies o curvas de rarefaccion pueden propor-
cionar comparaciones graficas de la riqueza de especies entre muestras, y también
dan informacion sobre el esfuerzo de muestreo empleado en la investigacion. La
pendiente de las curvas muestra cuales son las muestras con mayor riqueza de es-
pecies, por ejemplo, las curvas que se forman con mas facilidad, de acuerdo con la
acumulacion de las cepas muestreadas. La forma de las curvas indica si el nimero
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de especies es estable después de la acumulacion de todas las cepas, por ejemplo,
si las curvas tienden a llegar a una asintota. Curvas que no tienden a una asintota
indican que el niimero de especies podria aumentar si se aumenta el esfuerzo de
muestreo (Bills y Polishook, 1994).

La diversidad de especies de cualquier sistema esta compuesta por dos com-
ponentes: la riqueza de especies (el nimero de especies) y la equitatividad o
equidad de la frecuencia de especies (Kennedy y Smith, 1995). Muchos indices
se han obtenido para evaluar y comparar la diversidad de especies, basandose en
su riqueza o equitatividad o tomando ambas variables y éstos cambian en fun-
cion de la importancia relativa que se da a la especie dominante, cominoraray a
la complejidad de los modelos matematicos que se basan en la distribucion de las
especies. El indice Shannon-Wiener se basa en la riqueza y equitatividad de la di-
versidad de las especies y se encuentra frecuentemente en la literatura (Dighton,
1994; Persiani et al., 1998;). Los indices de similitud (disimilitud) de diversi-
dad para realizar comparaciones pareadas entre diferentes muestras también son
usados con frecuencia (Magurran, 1988; Bettucci et al., 1993; Grishkan et al,,
2003). Los indices de diversidad son puramente numéricos y no proporcionan
informacion sobre la estructura de la comunidad, y existen casos en donde dos
comunidades distintas pueden tener el mismo indice de diversidad. La informa-
cidn sobre la estructura de la comunidad es mejor si se usa un analisis multivaria-
do, tales como los métodos de ordenacién. El anélisis de correspondencia (AC)
y su version modificada, analisis de correspondencia sin tendencia, son métodos
de ordenacion adecuados para la clase de datos generados de hongos vy de otras
comunidades; por ejemplo, datos generados de conteos, matrices de datos de
gran tamanio (llenas de ceros) y datos de distribucién no paramétricos. En el
caso de AC, al igual que en otras tecnicas de ordenacion, las relaciones multidi-
mensionales entre muestras y especies se reducen a un numero reducido de ejes
que, idealmente, explican la mayoria de la variabilidad de datos. Los resultados
se muestran graficamente y permiten el analisis de tendencias generales de Ia
estructura de la comunidad (Gauch, 1982; Howard y Robinson, 1995). El por-
centaje de la varianza total explicada por el primer eje del AC y la contribucidn
de las especies y muestras a la varianza (inercia) de cada eje apoya la designa-
cién de especies que ocurren en la comunidad como clave v “casual” (Howard y
Robinson, 1995). De manera general, el analisis multivariado no se lleva a cabo
en el total de comunidad debido a la naturaleza “ruidosa” de la frecuencia y a
la distribucidn de especies raras. De esta manera, se elige un limite (por ejem-
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plo, 0.5%, 1% 6 5% del nimero total de aislamientos) y tnicamente aquellas
especies con una frecuencia de aislamientos igual o superior a este limite son
incluidas en el analisis (Gauch, 1982; Bettucci y Alonso, 1995; Bettucci et al.,
2002). Los métodos de ordenacién de analisis de componentes principales y
analisis de correspondencia, asi como el analisis de conglomerados (cluster), son
normalmente empleados para derivar resultados procedentes de los métodos de
huella molecular, en donde las matrices son construidas con datos de presencia o
ausencia de bandas distintivas (de manera ideal para especies diferentes) en los
geles v la estructura de la comunidad es analizada posteriormente (Fromin et al.,
2002; Oros-Sichler et al., 2006).

PRESERVACION Y COLECCION DE RECURSOS GENETICOS

Los inventarios de biodiversidad proporcionan argumentos y algunas bases cien-
tificas para la preservacion de habitats y el uso sustentable de suelos, por lo tanto,
es necesario que sean recopilados. Las colecciones de recursos genéticos hoy en
dia son solicitadas en todo el mundo, con el objetivo de la preservar las especies
ex situ y de suministrar a instituciones de investigacion e industrias de este ma-
terial. Las colecciones de referencia deberian ser apoyadas por paises con una
politica fuerte en ciencia y tecnologia dado que contienen informacion acerca de
la distribucion geografica y de los hospederos, por lo que proveen material de tra-
bajo basico para quienes estudian las caracteristicas vy la variacién, al igual que
las aplicaciones practicas y econémicas de las especies (Smith y Waller, 1992;
Hawksworth, 1993; Kirsop, 1996). El estatus actual de las colecciones de re-
cursos genéticos de hongos vy los retos para apoyar la necesidad de la gendmica
de hongos, la biologia molecular y la conservacion de hongos han sido revisados
recientemente (Hawksworth, 1996, 2004a; Ryan y Smith, 2004). En el futuro,
para la preservacion a largo plazo de especimenes de resguardo sera fundamental
validar las entradas de secuencia y bases de datos gendmicas, como en el caso de
la publicacién de nuevos nombres (Agerer et al., 2003).

AGRADECIMIENTOS
Al profesor Richard Mibey y a la Dr. Sheila Okoth por sus comentarios y discusiones

durante la preparacion del capitulo.

HONGOS DEL SUELO SAPROFITOS Y PATOGENOS DE PLANTAS 267



REFERENCIAS

Agerer, R., Ammirati, J., Blanz, P.,, Courtecuisse, R., Dejardin, D.E., Gams, W., Hallenberg,
N., Halling, R., Hawksworth, D. L., Horak, E., Korf, R.P, Mueller, G. M., Oberwinkler,
F, Rambold, G., Summerbell, R. C., Triebel, D. y Watling, R. (2003) ‘Always deposit
vouchers' Mycological Research, vol. 104, pp. 642-644.

Agnelli, A., Ascher, J., Cortia, G., Ceccherini, M. T., Nannipieri, P. y Pietramellar, C. (2004)
‘Distribution of microbial communities in a forest soil profile investigated by microbial
biomass, soil respiration’, Soil Biology and Biochemistry, vol. 36, pp. 859-868.

Anderson, |. C. y Cairney, J. W. G. (2004) 'Diversity and ecology of soil fungal communi-
ties: Increased understanding through the application of molecular techniques’, Envi-
ronmental Microbiology, vol. 6, pp. 769-779.

Anderson, I. C., Campbell, C. D. y Prosser, J. I. [ZOOB) 'Potential bias of fungal 18S rDNA
and internal transcribed spacer polymerase chain reaction primers for estimating fungal
biodiversity in soil’, Environmental Microbiology, vol. 5, pp. 36-47.

B&4th, E. (1988) “A critical examination of the soil washing technique with special refer-
ence to the effect of the size of the soil particles’, Canadian Journal of Botany, vol. 66,
pp. 1566-1569.

Baayen, R. P, O'Donnell, K., Bonants, P. J. M., Cigelnik, E., Kroon, L. P. N., Roebroeck, E.
J. A,y Waalwijk, C. (2000) ‘Gene genealogies and AFLP analyses in the Fusarium
oxysporum complex identify monophyletic and nonmonophyletic formae speciales
causing wilt and rot disease’, Phytopathology, vol. 90, pp. 891-900.

Baek, J. y Kenerley, C. M. (1998) 'Detection and enumeration of a genetically modified
fungus in soil environments by quantitative competitive polymerase chain reaction’,
FEMS Microbiology Ecology, vol. 25, pp. 419-428.

Barratt, S. R., Ennos, A. R,, Greenhalgh, M., Robson, G. D. y Handley, P. S. (2003) ‘Fungi
are the predominant micro-organisms responsible for degradation of soil-buried poly-
ester polyurethane over a range of soil water holding capacities’, Journal of Applied
Microbiology, vol. 95, pp. 78-85.

Bauer, R., Begerow, D., Sampaio, J. P, Weiss, M. y Oberwinkler, F. (2006) ‘The simple-
septate basidiomycetes: A synopsis’, Mycological Progress, vol. 5, pp. 41-66.

Beare, M. H., Vikram Reddy, M., Tian, G. y Srivastava, S. C. [1997) ‘Agricultural intensifi-
cation, soil biodiversity and agroecosystem function in the tropics, the role of decom-
poser organisms', Applied Soil Ecology, vol. 6, pp. 87-108.

Bettucci, L. y Alonso, R. (1995) ‘The effect of wildfire on the opportunistic decomposer fungal
community of Uruguayan Eucalyptus spp. forest, Pedobiologia, vol. 39, pp. 470-480.

268 IVIANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



Bettucci, L., Malvarez, ., Dupont, J., Bury, E. y Roquebert, M. F. (2002) “Parana river delta
wetlands soil microfungi’, Pedobiologia, vol. 46, pp. 606-623.

Bettucci, L., Rodriguez, C. y Indarte, R. (1993) ‘Fungal communities of two grazing-land
soils in Uruguay', Pedobiologia, vol. 37, pp. 72-82.

Bills, C. F. y Polishook, J. D. (1994) ‘Abundance and diversity of microfungi in leaf litter of
a lowland rain forest in Costa Rica’, Mycologia, vol. 86, pp. 187-198.

Bills, C. F,, Christensen, M., Powell, M. y Thorn, G. (2004) ‘Saprobic soil fungi’, in G. M.
Mueller, G. F. Bills y M. S. Foster (eds) Biodiversity of Fungi: Inventory and Monitoring
Methods, Elsevier, Amsterdam, pp. 271-302.

Bonkowski, M., Griffith, B. S. y Ritz, K. (2000) ‘Food preference of earthworms for soil
fungi’, Pedobiologia, vol. 44, pp. 666-676.

Bordjiba, O., Steiman, R., Kadri, M., Semadi, A. y Guiraud, P. (2001) ‘Removal of herbi-
cides from liquid media by fungi isolated from a contaminated soil’, Journal of Environ-
mental Quality, vol. 30, pp. 418-426.

Borneman, J. y Hartin, R. J. (2000) 'PCR primers that amplify fungal rRNA genes from environ-
mental samples’, Applied and Environmental Microbiology, vol. 66, pp. 4356-4360.

Bridge, P. D. y Spooner, B. M. (2001) ‘Soil fungi, diversity and detection’, Plant and Soil,
vol. 232, ppv147-154.

Bridge, P. D., Roberts, P. J., Spooner, B. M. y Panchal, G. (2003) 'On the unreliability of
published DNA sequences’, New Phytologist, vol. 160, pp. 43-48.

Brodie, E., Edwards, S.y Clipson, N. (2003) 'Soil fungal community structure in a temper-
ate upland grassland soil’, FEMS Microbiology Ecology, vol. 45, pp. 105-114.

Cannon, P. F. (1996) ‘Filamentous fungi’ in G. Hall (ed) Methods for the Examination of Or-
ganismal Diversity in Soils and Sediments, CAB International, Wallingford, pp. 127-145.

Chet, I. y Baker, K. F. (1980) ‘Induction of suppressiveness to Rhizoctonia solani in soil’,
Phytopathology, vol. 70, pp994-998.

Crous, P. W. (2002a) ‘Adhering to good cultural practice’, Mycological Research, vol.
106, pp1378-1379.

Crous, PW. (2002b) Taxonomy and Pathology of Cylindrocladium (Calonectria) and
Allied Genera, APS Press, St Paul, MN.

Cullen, D. W., Lees, A. K., Toth, I. K. y Duncan, J. M. (2002) ‘Detection of Colletotrichum
coccodes from soil and potato tubers by conventional and quantitative real-time PCR’,
Plant Pathology, vol. 51, pp. 281-292.

Dackman, C., Olsson, S., Jansson, H., Lundgren, B. y Nordbring-Hertz, B. (1987) ‘Quan-
tification of predatory and endoparasitic nematophagous fungi in soil’, Microbial Ecol-
ogy, vol. 13, pp. 89-93.

HONGOS DEL SUELO SAPROFITOS Y PATOGENOS DE PLANTAS 269



Davet, P. y Rouxel, F. (2000) Detection and Isolation of Soil Fungi, Science Publishers,
Enfield.

Dhingra, O. D. y Sinclair, J. B. (1985) Basic Plant Pathology Methods, CRC Press Inc.,
Boca Raton.

Dick, M. W. (2001) Straminipilous Fungi, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The
Netherlands.

Dighton, J. (1994) ‘Analysis of micromycete communities in soil: A critique of methods’,
Mycological Research, vol. 98, pp. 796-798.

Domsch, K. H., Gams, W. y Anderson, T. (2007) Compendium of Soil Fungi, Znd edition,
IHW Verlag, Eching.

Down, G. (2002) 'Fungal family trees: Finding relationships from molecular data’, My-
cologist, vol. 16, pp. 51-58.

Edel, V., Steinberg, C., Gautheron, N., Recorbet, C. y Alabouvette, C. (2001) 'Genetic
diversity of Fusarium oxysporum populations isolated from different soils in France’,
FEMS Microbiology Ecology, vol. 36, pp. 61-71.

Edel-Hermann, V., Dreumont, C., Pérez-Piqueres, A. y Steinberg, C. (2004) ‘Terminal re-
striction fragment length polymorphism analysis of ribosomal RNA genes to assess
changes in fungal community structure in soils’, FEMS Microbiology Ecology, vol. 47,
pp. 397-404.

Edena, M. A, Hillb, R. A. y Galpoththage, M. (2000) ‘An efficient baiting assay for
quantification of Phytophthora cinnamomi in soil, Plant Pathology, vol. 49, pp.
515-522.

Elsas, J. D., Duarte, G. F., Keijzer-Wolters, A. y Smit, E. (2000) ‘Analysis of the dynam-
ics of fungal communities in soil via fungal-specific PCR of soil DNA followed by
denaturing gradient gel electrophoresis’, Journal Microbiological Methods, vol. 43,
pp. 133-151.

Filion, M., St-Arnaud, M. y Jabaji-Hare, S. H. (2003) ‘Direct quantification of fungal DNA
from soil substrate using real-time PCR', Journal of Microbiological Methods, vol. 53,
pp67-76.

Frankland, J., Dighton, J. y Boddy, L. (1990) ‘Methods for studying fungi in soil and forest
litter’, in R. G. Grigorova y J. R. Norris (eds) Methods in Microbiology, vol. 22, Aca-
demic Press, London, pp. 343-404.

Fromin, N. Hamelin, J., Tarnawski, S., Roesti, D., Jourdain-Miserez, K., Forestier, N., Teys-
sier- Cuvelle, S., Gillet, F,, Aragno, M. y Rossi, M. (2002) ‘Statistical analysis of dena-
turing gel electrophoresis (DGE) fingerprinting patterns’, Environmental Microbiology,
vol. 11, pp. 634-643.

270 IVIANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



Cams, W. (1992) ‘The analysis of communities of saprophytic microfungi with special
reference to soil fungi’, in W. Winterhoff (ed) Fungi in Vegetation Science, Kluwer
Academic Publishers, Dordrecht, pp. 183-223.

Cams, W., Hoekstra, E. S. y Aptroot, A. (1998) CBS Course of Mycology, 4th edition,
CBS, Baarn, The Netherlands.

Gauch, H. G., Jr (1982) Multivariate Analysis in Community Ecology, Cambridge Univer-
sity Press, New York.

Comes, N. C. M1, Fagbola, O., Costa, R., Rumjanek, N. G., Buchner, A,, Mendonga-Hagler, L.y
Smalla, K. (2003) Dynamics of fungal communities in bulk and maize rhizosphere soil in
the tropics, Applied and Environmental Microbiology, vol. 69, pp. 3758-3766.

Gongalves, R. C., Alfenas, A. C., Maffia, L. A.y Crous, P. W. (2001) ‘Evaluation of bioas-
says to quantify Cylindrocladium inocula soil’, Mycoscience, vol. 41, pp. 261-264.

Gray, T. R. G. (1990) ‘Methods for studying the microbial ecology of soil’, in R. G. Grigo-
rova y J. R. Norris (eds) Methods in Microbiology, vol. 22, Academic Press, London,
pp. 310-342.

Grishkan, 1., Nevo, E., Wasser, S. P. y Beharav, A. (2003) ‘Adaptive spatiotemporal distri-
bution of soil microfungi in ‘Evolution Canyon' II, Lower Nahal Keziv, western Upper
Galilee, Israel’, Biological Journal of the Linnean Society, vol. 78, pp. 527-539.

Hawksworth, D. L. (1991) ‘The fungal dimension of biodiversity, magnitude, significance
and conservation’, Mycological Research, vol. 95, pp. 641-655.

Hawksworth, D. L. (1993) ‘The tropical fungal biota, census, pertinence, prophylaxis, and
prognosis’ in S. Isaac, J. C. Frankland, R. Watling y A. J. S. Whalley (eds) Aspects of
Tropical Mycology, Cambridge University Press, Cambridge.

Hawksworth, D. L. (1996) ‘Microbial collections as a tool in biodiversity and biosystem-
atic research’, in R. A. Samson, J. A. Stalpers, D. van der Mei y A. H. Stouthamer (eds)
Culture Collections to Improve Quality of Life, Proceedings of the International Con-
gress for Culture Collections, CBS, Baarn, pp. 26-35.

Hawksworth, D. L. (2004a) 'Fungal diversity and its implications for genetic resource
collections’, Studies in Mycology, vol. 50, pp. 9-18.

Hawksworth, D. L. (2004b) ‘“Misidentifications” in fungal DNA sequence databanks’,
New Phytologist, vol. 161, pp13-15.

Hawksworth, D. L.y Rossman, A. Y. (1997) ‘Where are all the undescribed fungi?’, Phyto-
pathology, vol. 87, pp. 888-891.

He, J., Xu, Z.y Hughes, J. (2005) 'Analyses of soil fungal communities in adjacent natural fo-
rest and hoop pine plantation ecosystems of subtropical Australia using molecular appro-
aches based on 185 rRNA genes’, FEMS Microbiology Letters, vol. 247, pp. 91-100.

HONGOS DEL SUELO SAPROFITOS Y PATOGENOS DE PLANTAS 271



Houston, A. P. C,, Visser, S.y Lautenschlager, R. A. (1998) 'Microbial processes and fungal
community structure in soils from clear-cut and unharvested areas of two mixed wood
forests', Canadian Journal of Botany, vol. 76, pp. 630-640.

Howard, P. J. A. y Robinson, C. H. (1995) "The use of correspondence analysis in studies
of successions of soil organisms’, Pedobiologia, vol. 39, pp. 518-527.

Hyde, K. D. (ed) (1997a) Biodiversity of Tropical Microfungi, Hong Kong University
Press, Hong Kong.

Hyde, K. D. (1997b) ‘Can we rapidly measure fungal diversity?’, Mycologist, vol. 11, pp.
176-178.

Kacprzak, M. y Stanczyk-Mazanek, E. (2003) ‘Changes in the structure of fungal communities
of soil treated with sewage sludge’, Biology and Fertility of Soils, vol. 38, pp. 89-95.

Kennedy, A. C. y Smith, K. L. (1995) ‘Soil microbial diversity and the sustainability of
agricultural soils', Plant and Soil, vol. 170, pp. 75-86.

Kennedy, N., Edwards, S. y Clipson, N. (2005) ‘Soil bacterial and fungal community struc-
ture across a range of unimproved and semi-improved upland grasslands’, Microbial
Ecology, vol. 50, pp. 463-473.

Kirk, P. M., Cannon, P. F, David, J. C. y Stalpers, J. A. (2001) Dictionary of the Fungi, 9th
edition, CAB International, Wallingford.

Kirsop, B. (ed) (1996) Access to Ex-situ microbial genetic resources within the framework to
the convention on Biological Diversity, \World Federation of Culture Collections, WFCC.

Lang, E. y Jagnow, G. (1986) ‘Fungi of a forest soil nitrifying at low pH values', FEMS
Microbiology Ecology, vol. 38, pp. 257-265.

Lee, D., Zo, Y.y Kim, S. (1996) ‘Nonradioactive method to study genetic profiles of natu-
ral bacterial communities by PCR single-strand-conformation polymorphism’, Applied
and Environmental Microbiology, vol. 62, pp. 3112 -3120.

Lees, A. K., Cullen, D. W., Sullivan, L. y Nicholson, M. J. (2002) ‘Development of con-
ventional and quantitative real-time PCR assays for the detection and identification
of Rhizoctonia solani AG-3 in potato and soil’, Plant Pathology, vol. 51, pp293-302.

Li, S. y Hartman, G. L. (2003) ‘Molecular detection of Fusarium solani f. sp. glycines in
soybean roots and soil, Plant Pathology, vol. 52, pp. 74-83.

Liu, W., Marsh, T. L., Cheng, H. y Forney, L. (1997) ‘Characterization of microbial diversi-
ty by determining terminal restriction fragment length polymorphisms of genes enco-
ding 16s rRNA', Applied and Environmental Microbiology, vol. 63, pp. 4516-4522.

Lodge, D. J. (1993) ‘Nutrient cycling by fungi in wet tropical forests’, in S. Isaac, J. C.
Frankland, R. Watling y A. J. S. Whalley (eds) Aspects of Tropical Mycology, Cambrid-
ge University Press, Cambridge, pp. 37-58.

272  NMANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



Lodge, D. J (1997) 'Factors related to diversity of decomposer fungi in tropical forests’,
Biodiversity and Conservation, vol. 6, pp. 681-688

Lowell, J. L.y Klein, D. A. (2001) ‘Comparative single-strand conformation polymorphism
(SSCP) and microscopy-based analysis of nitrogen cultivation interactive effects on
the fungal community of a semiarid steppe soil', FEMS Microbiology Ecology, vol. 36,
pp. 85-92.

Magurran, A. E. (1988) Ecological Diversity and its Measurement, Princeton University
Press, Princeton.

Malosso, E., Waite, I. S., English, L., Hopkins, D. W. y O'Donnell, A. G. (2006) “Fungal
diversity in maritime Antarctic soils determined using a combination of culture iso-
lation, molecular fingerprinting and cloning techniques’, Polar Biology, vol. 29, pp.
552-561.

Marks, G. C. y Mitchell, J. E. (1970) 'Detection, isolation and pathogenicity of Phyto-
phthora megasperma from soils and estimation of inoculum levels’, Phytopathology,
vol. 60, pp. 1687-1690.

Masago, H., Yoshikawa, M., Fukada, M. y Nakanishi, N. (1977) ‘Selective inhibition of
Pythium spp. on a medium for direct isolation of Phytophtora spp. from soils and
plants’, Phytopathology, vol. 67, pp. 425-428.

Mauchline, T. H., Kerry, B. R. y Hirsch, P. R. (ZOOZ) ‘Quantification in soil and the rhi-
zosphere of the nematophagous fungus Verticillium chlamydosporium by competitive
PCR and comparison with selective plating’, Applied and Environmental Microbiology,
vol. 68, pp. 1846-1853.

Mazzola, M. (2002) ‘Mechanisms of natural soil suppressiveness to soilborne diseases,
Antonie van Leeuwenhoek, vol. 81, pp. 557-564.

Mazzola, M. (2004) ‘Assessment and management of soil microbial community structure
for disease suppression’, Annual Review of Plant Pathology, vol. 42, pp. 35-59.

Milling, A., Smalla, K., Maidl, F. X., Schloter, M. y Munch, J. C. (2004) ‘Effects of transge-
nic potatoes with an altered starch composition on the diversity of soil and rhizosphere
bacteria and fungi’, Plant and Soil, vol. 266, pp. 23-39.

Moreira, F. M. S. v Siqueira, J. O. (2002) Microbiologia e bioquimica do solo, Editora
UFLA, Lavras, Brazil.

Muyzer, G. y Smalla, K. (1998) ‘Application of denaturing gel electrophoresis (DGGE)
and temperature gradient gel electrophoresis (TGGE) in microbial ecology’, Antonie
van Leeuwenhoek, vol. 73 pp. 127-141.

Muyzer, G., de Waal, E. C. y Uitterlinden, A. G. (1993) 'Profiling of complex microbial

populations by denaturing gradient electrophoresis analysis of polymerase chain reac-

HONGOS DEL SUELO SAPROFITOS Y PATOGENOS DE PLANTAS 273



tion-amplified genes coding for 16S rRNA', Applied and Environmental Microbiology,
vol. 59, pp. 695-700.

Nechwatal, J., Schlenzig, A., Jung, T,, Cooke, D. E. L., Duncan, J. M. y Osswald, W. F.
(2001) ‘A combination of baiting and PCR techniques for the detection of Phyto-
phthora quercina and P. citricola in soil samples from oak stands’, Forest Pathology,
vol. 31, pp. 85-97.

Nikolcheva, L. G. and Bérlocher, F. (2004) “Taxon-specific fungal primers reveal unexpec-
tedly high diversity during leaf decomposition in a stream’, Mycological Progress, vol.
3, pp. 41-49.

O’Donnell, A. G., Goodfellow, M. y Hawksworth, D. L. (1994) ‘Theoretical and practi-
cal aspects of the quantification of biodiversity among microorganisms', Philosophical
Transactions Royal Society London, B. Biological Sciences, vol. 345, pp. 65-73.

O’'Donnell, K.y Cigelnik, E. (1997) ‘Two divergent intragenomic rDNA ITS2 types within
a monophyletic lineage of the fungus Fusarium are nonorthologous', Molecular Phylo-
genetics and Evolution, vol. 7, pp. 103-116.

Oros-Sichler, M., Gomes, N. C. M., Neuber, G. y Smalla, K. (2006) ‘A new semi-
nested PCR protocol to amplify large 18S rRNA gene fragments for PCR-DGGE
analysis of soil fungal communities’, Journal of Microbiological Methods, vol. 6,
pp. 63-75.

Papavizas, G. C,, Adams, P. B,, Lomsden, R. D., Lews, J. A,, Dow, R. L., Ayers, W. A. y
Kantzer, J. G. (1975) 'Ecology and epidemiology of Rhizoctonia solani in field soil’,
Phytopathology, vol. 65, pp. 871-877.

Persiani, A. M., Maggi, O., Casado, M. A. y Pineda, F. D. (1998) 'Diversity and variability in
soil fungi from a disturbed tropical rain forest', Mycologia, vol. 90, pp. 206-214.
Pettitt, T. R., Wakeham, A. J., Wainwright, M. F. y White, J. G. (2002) ‘Comparison of
serological, culture, and bait methods for detection of Pythium and Phytophthora zo-

ospores in water, Plant Pathology, vol. 51, pp. 720-727.

Pfenning, L. H. (1997) ‘Soil and rhizosphere microfungi from Brazilian tropical forest
ecosystems’, in K. D. Hyde (ed) Biodiversity of Tropical Microfungi, Hong Kong Uni-
versity Press, Hong Kong, pp. 341-365.

Ranjard, L., Poly, F, Lata, J. C., Mouguel, C., Thioulouse, J. y Nazaret, S. (2001) ‘Charac-
terization of bacterial and fungal soil communities by automated ribosomal intergenic
spacer analysis fingerprints, biological and methodological variability’, Applied and En-
vironmental Microbiology, vol. 67, pp. 4479-4487.

Rodrigues, K. F. (1994) ‘The foliar fungal endophytes of the Amazonian palm Euterpe
oleraceae’, Mycologia, vol. 86, pp. 376-385.

274  NMIANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



Rodrigues-Guzman, M. P. (2001) “Biodiversidad de los hongos fitopatégenos del suelo de
Mexico', Acta Zooldgica Mexicana, special issue no 1, pp. 53-78.

Rossman, A. Y., Tulloss, R. E., O'Dell, T. E. y Thorn, R. G. (1998) Protocols for an All Taxa
Biodiversity Inventory of Fungi in a Costa Rican Conservation Area, Parkway Publis-
hers, Boone, NC.

Ryan, M. J. y Smith, D. (2004) 'Fungal genetic resource centres and the genomic challen-
ge', Mycological Research, vol. 108, pp. 1351-1362.

Sanfuentes, E., Alfenas, A. C., Maffia, L. A. y Silveira, S. F. (2002) ‘Comparison of baits
to quantify inoculum density of Rhizoctonia spp. in Eucalyptus clonal garden soils’,
Australasian Plant Pathology, vol. 31, pp. 177-183.

Schneider, R. W. (1984) Suppressive Soils and Plant Disease, APS Press, St. Paul, MN.

Schuessler, A., Schwarzott, D. y Walker C. (2001) ‘A new fungal phylum, the Glomeromyco-
ta: Phylogeny and evolution’, Mycological Research, vol. 105, pp. 1413-1421

Selenska, S. y Klingmiiller, W. (1992) “Direct recovery and molecular analysis of DNA and
RNA from soil’, Microbial Releases, vol. 1, pp. 41-46.

Setéld, H. y McLean, M. A. (2004) 'Decomposition rate of organic substrates in relation
to the species diversity of soil saprophytic fungi’, Oecologia, vol. 139, pp. 98-107.

Siebert, P. D. y Larrick, J. W. (1992) ‘Competitive PCR’, Nature, vol. 359, pp. 557-558.

Silva, M., Umbuzeiro, G. A,, Pfenning, L. H., Canhos, V. P. y Esposito, E (2003) ‘Filamen-
tous fungi isolated from estuarine sediments contaminated with industrial discharges’,
Soil and Sediment contamination, vol. 12, pp. 345-356.

Singh, B. K., Munro, S., Reid, E., Ord, B., Potts, J. M., Paterson, E. y Millard, P. (2006) ‘Inves-
tigating microbial community structure in soils by physiological, biochemical and molecu-
lar fingerprinting methods’, European Journal of Soil Science, vol. 57, pp. 72-82.

Singleton, L. L., Mihail, J. D. y Rush, C. M. (1992) Methods for Research on Soilborne
Phytopathogenic Fungi, APS Press, St Paul, MN.

Smit, E., Leeflang, P, Glandorf, B. y van Elsas, J. D. (1999) ‘Analysis of fungal diversity
in the wheat rhizosphere by sequencing of cloned PCR-amplified genes enconding
18S rRNA and temperature gradient gel electrophoresis’, Applied and Environmental
Microbiology, vol. 66, pp. 2614-2621.

Smith, D. y Waller, J. M. (1992) 'Culture collections of microorganisms, their importance
in tropical plant pathology’, Fitopatologia Brasileira, vol. 17, pp. 5-12.

Sneh B., Burpee, L.y Ogoshi, A. (1991) Identification of Rhizoctonia Species, APS Press,
St. Paul, MN.

Sokal, R. R.y Rohlf, J. F. (1995) Biometry: The Principles and Practice of Statistics in Bio-

logical Research, 3rd edition, W. H. Freeman, New York.

HONGOS DEL SUELO SAPROFITOS Y PATOGENOS DE PLANTAS 275



Thorn, R. G., Reddy, C. A,, Harris, D. y Paul, E. A. (1996) ‘Isolation of saprophytic basi-
diomycetes from soil’, Applied Environmental Microbiology, vol. 62, pp. 4288-4292.

Tsai, Y. L.y Olson, B. H. (1992) 'Rapid method for direct extraction of DNA from soil and
sediments’, Applied Environmental Microbiology, vol. 58, pp. 1070-1074.

Tsao, P. H,, Erwin, D. C. y Bartnicki-Garcia, S. (1983) Phytophthora, its Biology, Taxo-
nomy, Ecology and Pathology, APS Press, St. Paul, MN.

Vandenkoornhuyse, P, Baldauf, S., Leyval, C., Straczek, J. y Young, J. P. W. (2002) ‘Exten-
sive fungal diversity in plant roots’, Science, vol. 295, p. 2051.

Viaud, M., Pasquier, A. y Brygoo, Y. (ZOOO) ‘Diversity of soil fungi studied by PCR-RFLP
of ITS', Mycological Research, vol. 104, pp. 1027-1032.

Wainwright, M. (1988) ‘Metabolic diversity of fungi in relation to growth and mineral
cycling in soil: A review', Transactions of the British Mycological Society, vol. 90, pp.
159-170.

Wellington, E. M. H., Berry, A. y Krsek, M. (2003) ‘Resolving functional diversity in rela-
tion to microbial community structure in soil, exploiting genomics and stable isotope
probing’, Current Opinion in Microbiology, vol. 6, pp. 295-301.

Whipps, J. M., McQuilken, M. P. y Budge, S. P. (1993) ‘Use of fungal antagonists for
biocontrol of damping-off and Sclerotinia disease’, Pesticide Science, vol. 37, pp. 309-
317.

Widden, P. y Parkinson, D. (1973) 'Fungi from Canadian coniferous forest soils’, Cana-
dian Journal of Botany, vol. 51, pp. 2275-2290.

Yergeau, E., Filion, M., Vujanovic, V. y St-Amaud, M. (2005) ‘A PCR-denaturing gradient
gel electrophoresis approach to assess Fusarium diversity in asparagus’, Journal of Mi-
crobiological Methods, vol. 60, pp. 143- 154,

Zak, J. C.y Visser, S. (1996) ‘An appraisal of soil fungal diversity: The crossroads bet-
ween taxonomic and functional biodiversity', Biodiversity and Conservation, vol. 5,
pp. 169-183.

MANUALES PARA IDENTIFICACION

Barnett, H. L. y Hunter, B. E. (1998) lllustrated genera of imperfect fungi, 4th edition,
APS Press, St Paul, MN.

Bissett, J. (1984) A revision of the genus Trichoderma, I. Section Longibrachiatum sect.
nov.’, Canadian Journal of Botany, vol. 62, pp. 924-931.

Bissett, J. (1991a) ‘A revision of the genus Trichoderma, Il. Infrageneric classification’,
Canadian Journal of Botany, vol. 69, pp. 2357-2372.

276 IVIANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



Bissett, J. (1991b) ‘A revision of the genus Trichoderma, IlI. Section Pachybasium’, Cana-
dian Journal of Botany, vol. 69, pp. 2373-2417.

Bissett, J. (1991c), ‘A revision of the genus Trichoderma, IV. Additional notes on section
Longibrachiatum’, Canadian Journal of Botany, vol. 69, pp. 2418-2420.

Crous, P. W. (2002b) Taxonomy and pathology of Cylindrocladium (Calonectria) and
allied genera, APS Press, St Paul MN.

Domsch, K. H., Gams, W. y Anderson, T. (2007) Compendium of Soil Fungi, 2nd edition,
IHW Verlag, Eching.

Ellis, M. B. (1971) Dematiaceous Hyphomycetes, CMI, Kew, London.

Ellis, M. B. (1976) More Dematiaceous Hyphomycetes, CMI, Kew, London.

Ellis, M. B.y Ellis, J. P. (1985) Microfungi on Land Plants: An Identification Handbook,
expanded reprint (Richmond Publ. Co. 1997), Croom Helm, London.

Erwin, D. C. y Ribeiro, O. L. K. (1996) Phytophthora diseases worldwide, APS Press, St
Paul, MN.

Gams, W., Hoekstra, E. S. y Aptroot, A. (1998) CBS Course of Mycology, 4th edition,
CBS, Baarn, The Netherlands.

Hanlin, RT. 1990. lllustrated genera of Ascomycetes, vol. |, American Phytopathological
Society, St Paul, MN.

Hanlin, R. T. (1998a) lllustrated Genera of Ascomycetes, vol. Il, American Phytopatholo-
gical Society, St Paul, MN.

Hanlin, R. T. (1998b) Combined Keys to lllustrated Genera of Ascomycetes, vols | and Il
American Phytopathological Society, St Paul, MN.

Karling, J. S. (1977) Chytridiomycetarum Iconographia, J. Cramer, Vaduz, Liechtenstein
Kirk, P. M., Cannon, P. F, David, J. C. y Stalpers, J. A. (2001) Dictionary of the Fungi,
9th edition, CAB International, Wallingford.

Klich, M. A.y Pitt, J. 1. (1988) A Laboratory Guide to Common Aspergillus Species and
Their Teleomorphs, CSIRO, North Ryde, Australia.

Leslie, J. F, Summerell, B. A. y Bullock, S. (2006) The Fusarium Laboratory Manual,
Blackwell Publishers, Malden, MA.

Nag Raj, T. R. (1993) Coelomycetous Anamorphs with Appendage-bearing Conidia, My-
cologue Publications, Waterloo.

Pitt, J. 1. (2000) A Laboratory Guide to Common Penicillium Species, 3rd edition, CSIRO,
North Ryde, Australia.

Rondon, M. R,, August, P. R, Betterman, A. D., Brady, S. F.,, Grossman, T. H., Liles, M. R,,
Loiacono, K. A,, Lynch, B. A,, MacNeil, I. A., Minor, C,, Tiong, C. L., Gilman, M., Osbur-
ne, M. S., Clardy, J., Handelsman, J., y Goodman, R. M. (2000]) ‘Cloning the soil me-

HONGOS DEL SUELO SAPROFITOS Y PATOGENOS DE PLANTAS 277



tagenome: A strategy for accessing the genetic and functional diversity of uncultured
microorganisms', Applied Environmental Microbiology, vol. 66, pp. 2541-2547.

Samson, R. A, Hoekstra, E. S., Frisvad, J. C. y Filtenborg, O. (2000) Introduction to Food
and Air-borne Fungi, 6th edition, CBS, Baarn, The Netherlands.

Sneh, B., Burpee, L. y Ogoshi, A. (1991) Identification of Rhizoctonia species, APS Press,
St Paul, MN.

Sutton, B. C. (1980) The Coelomycetes, CMI, Kew, London.

Tsao, P. H., Erwin, D. C. y Bartnicki-Garcia, S. (1983) Phytophthora: Its biology, taxo-
nomy, ecology and pathology, APS Press, St Paul, MN.

Waterhouse, G. M. (1967) ‘A key to Pythium Pringsheim’, Mycological Papers, vol. 109,
ppl-15.

Waterhouse, G. M. (1968) ‘The genus Pythium Pringsheim: Diagnoses or descriptions
and figures from the original papers', Mycological Papers, vol. 110, pp. 1-50.

Waterhouse, G. M. (1970) ‘The genus Phytophthora de Bary: Diagnoses or descriptions
and figures from the original papers’, Mycological Papers, vol. 122, pp. 1-59.

SITIOS WEB

Johnson, T. W., Jr, Seymour, R. L. y Padgett, D. E. (2002) 'Biology and systematics of
Saprolegniaceae’, www.uncw.edu/people/padgett/book, accessed November 2002.

Samuels, G. J., Chaverri, P, Farr, D. F. y McCray, E. B. (undated) ‘“Trichoderma Online’,
Systematic Botany & Mycology Laboratory, ARS, USDA, http://nt.ars-gring.gov/
taxadesciptions/keys/Trichodermalndex.cfm.

278 IVIANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



APENDICE 8.1 Medios de cultivo y aditivos: cebos
Las recetas son para un litro, basados en Gams et al. (1998) y Erwin y Ribeiro
(1996).

MA2% - agar extracto de malta
extracto de malta 20g
agar 18g

SNA - agar sintético pobre en nutrientes
KH,PO, 1.0g

KNO, 1.0g

MgSO, x 7H,0 0.5g

KCL 0.5g

glucosa 0.2g

sacarosa 0.2g

agar 18g

OA - agar harina de avena
Copos de avena 30g

Agar 15g

ADP - agar dextrosa y papa
papa, cubitos 200g
dextrosa 20g

agar 18¢g

PCA- agar papa zanahoria
papa 20g

zanahoria 20g

agar 18g

CA - agar zanahoria
zanahoria, molida 100g
agar 18g

HONGOS DEL SUELO SAPROFITOS Y PATOGENOS DE PLANTAS 279

CA + p.p.s

zanahoria, molida 100g
agar 18g

penicilina 0.2g
pimaricina 0.02g
estreptomicina 0.1g

\/8 agar

V8 100 Ml

CaCo, 2.0g

agar 18g

agua destilada 900 ml
PARP

harina de maiz 17¢
pimaricina 10mg
ampicilina 250mg
rifampicilina 10mg
pentacloronitrobenceno 100mg
himexazol 50mg

AHM + p.p.s. —agar con harina de maiz
harina de maiz 8.0g

penicilina 0.2g

pimaricina 0.02g

estreptomicina 0.1g

agar 18g

MP5- agar maltosa peptona
maltosa 4.0g

peptona 1.0g

agar 18g

Antibidticos, si es necesario
penicilina 0.2g

pimaricina 0.02g
estreptomicina 0.1g



CEBOS

El uso de cebos es imprescindible para la recuperacién de zoosporas formadas por
hongos de sustratos complejos como el suelo. Dependiendo del tipo de hongo pue-
den ser utilizados cebos especificos. Los cebos de vegetales pueden ser lavados, los
de origen animal son esterilizados usando luz UV por una hora.

Sustratos celuldsicos: semillas de Sorghum, papel celofan, hojas secas de maiz,
epidermis de cebolla, granos de polen de Pinus, trozos de manzana, papa, zanahoria
0 pepino.

Sustratos quitinosos: piel de serpiente, exoesqueleto de camarones, alas de
insectos.

Sustratos queratinosos: cabellos de nifios rubios.
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CapiTuLO 9
Muestreo, preservacion e identificacion
de moscas de la fruta

Neliton Marques da Silva

INTRODUCCION

Entre las plagas de la fruta de América tropical, las moscas de la fruta son conside-
radas una de las mas preocupantes, debido al gran impacto econémico que cau-
san, ya que representan plagas primarias para la mayoria de los cultivos frutales.
Se trata de insectos multivoltinos con un potencial bidtico relativamente alto y
una gran capacidad para infestar diferentes especies de frutos nativos y exoticos;
éstas pertenecen al orden Diptera, y a la familia Tephritidae. Se distinguen cinco
géneros importantes de esta plaga: Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis, Rhagoletis
y Dacus, que se extienden globalmente, excepto en la Antartida (White y Elson-
Harris, 1992). Algunos estudios han acentuado aspectos ecoldgicos y etoldgicos
de las moscas de la fruta, en su mayor parte, enfocados a las fases de pupa y larva
(Silva et al., 1996; Zucchi et al, 1996). Las moscas de la fruta muestran un
comportamiento y una taxonomfa complejos (Bateman, 1972; Steck y Wharton,
1988). Su clasificacién se basa exclusivamente en los caracteres morfoldgicos
del adulto, y su sexo es facilmente distinguible debido a que las hembras tienen un
prominente ovopositor, con una punta larga y delgada, al final del abdomen. Las
caracteristicas taxonémicas que permitan distinguir sexos entre pupas y larvas adn
no se han determinado (Salles, 2000).

Los danos que producen las moscas de la fruta se dan durante la fase inma-
dura, el periodo durante el cual la larva destruye la pulpa de la fruta, volviéndola
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inservible para cosecha o consumo. Antes de llegar al estado adulto, las larvas
migran de la fruta para pupar en el suelo (llustracién 8a); por lo tanto, la mosca
de la fruta es un habitante temporal del suelo, pues sélo permanece ahi durante
una etapa de su vida.

Después de que la fruta infestada cae, las larvas se mueven sobre la superficie
del suelo buscando condiciones adecuadas para su desarrollo y penetran hasta una
profundidad aproximada de 10 cm para entrar en la fase de pupa. Esta profundidad
varia dependiendo de las condiciones fisicas del suelo, sobre todo, en funcién de la
temperatura, la humedad vy la textura. El desarrollo de la pupa ocurre en el suelo;
por ello, durante una parte de su ciclo de vida, la mosca de la fruta se puede consi-
derar un organismo del suelo. La fase pupal dura de 8 a 10 dias, dependiendo de
la temperatura y de la humedad, y constituye una de las fases mas vulnerables al
estrés abidtico y a muchos enemigos naturales, en su mayor parte depredadores
y entomopatdgenos como bacterias, hongos y nematodos, que también forman
parte de la biota del suelo (véase Capitulo 10). Estos antagonistas juegan un papel
importante en el control biolégico de las moscas de la fruta. Aun cuando las larvas
son parasitadas dentro de los frutos, el parasitoide adulto puede emerger en el
suelo, de ahi que, resulta de suma importancia que en el disefio de la estrategia del
manejo integrado de plagas se tome en cuenta la biodiversidad del suelo como un
factor fundamental que influye en la mortalidad de larvas y pupas.

Debido a que el ciclo de vida involucra las partes aéreas de la planta hospedera,
junto con el suelo, los procedimientos para muestrear varian de acuerdo con la fase
y el proposito. En el caso de la mosca adulta, que es diurna y responde a estimulos
visuales vy olfativos, el uso de trampas con cebos alimenticios es lo mas recomen-
dable; sin embargo, esta técnica representa una relacion ambigua entre la mosca y
su hospedero, puesto que ésta solo se puede establecer usando frutos infectados,
ramas o semillas en donde las larvas de la mosca residian previamente.

MUESTREO DE LA MOSCA DE LA FRUTA

El muestreo de adultos de moscas de la fruta se lleva a cabo utilizando trampas
McPhail (Ilustracién 8b) con atrayente alimenticio, normalmente, 200 ml de pro-
tefna hidrolizada de maiz (5% en agua preservada con tetraborato de sodio con un
pH entre 8.5y 9). De manera alternativa, se puede utilizar jugo de fruta al 10%,
azdcar al 10% o jarabe de cafia de az(icar al 10%. Los cebos deberan reemplazarse
cada semana vy los especimenes capturados, removidos.
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Las trampas se instalan en el centro del dosel de los arboles y su localizacion
sera tomada con GPS. El nimero de trampas por unidad de superficie puede variar
de acuerdo con los objetivos del proyecto. Si el objetivo es monitorear plagas, una
trampa cada cuatro hectareas resulta suficiente. Cuando el objetivo es el manejo
integrado, la densidad debera ser de tres a cinco trampas por hectarea o estar de
acuerdo con el tipo de uso de suelo existente en el predio; es decir, cada tipo de
uso de suelo existente debe ser monitoreado con la misma densidad de trampas.
Hasta cinco trampas por hectarea pueden ser instaladas en areas con arbustos o
arboles (jardines caseros); mientras que, hasta tres por hectarea son las recomen-
dadas para plantaciones herbaceas.

En el caso de plantas herbaceas, la trampa puede utilizar como soporte tres
palitos, dispuestos en forma de tripode, o bien, colocarse sobre un arbol adyacente,
si lo hay. Las trampas deberan ser colocadas de manera equidistante.

COLECCIONANDO LOS ADULTOS CAPTURADOS

Debido a la probabilidad de que distintos grupos taxonomicos de insectos sean
capturados, primero sera necesario separar las moscas de la fruta de otros espe-
cimenes; esto se puede llevar a cabo en el campo o en el laboratorio. Cuando los
cebos son reemplazados, el contenido de la trampa debera pasarse por una malla de
nylon de 1.5 mm para remover las moscas y separarlas de otros grupos taxonémi-
cos utilizando unas pinzas curvas. Se anota el sexo y se colocan en frascos de vidrio
(de alrededor de 50 ml) etiquetados, con alcohol al 70% para su identificacién
posterior. La etiqueta deberd incluir la informacién basica de muestreo y el nimero
de la trampa. Por ejemplo:

Manaus-AM
*  Brasil
* 04°05'S; 60° 04'W
+ 23/Marzo/2006
* Silva, N. M.
e TrampaNo 5

También debera ser registrada la identidad de individuos de otros grupos taxo-
némicos capturados en las trampas.
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MUESTREO DE LA FRUTA

Para poder establecer la relacion entre las especies Anastrepha con sus plantas hospe-
deras, se recogen frutos al azar en diferentes agroecosistemas y en diferente estado de
de maduracion. Los frutos deberan ser colectados directamente de los arboles o inme-
diatamente después de caer al suelo. Los frutos muestreados se separan por especie,
se protegen con bolsas de tela y se transportan en cajas térmicas hasta el laboratorio.
Posteriormente, se pesan, se cuentan y se separan para cada sitio de muestreo; se de-
positan en charolas de plastico con una capa de vermiculita o arena fina como substra-
to de pupacion. Finalmente, las charolas se cubren con una tela de gasa y se aseguran
con ligas de plastico para prevenir que se escapen las moscas adultas al emerger.

OBTENCION DE LAS PUPAS

La vermiculita o arena fina debera pasarse por una malla galvanizada, de 1.5 mm,
para separar las pupas que posteriormente seran colocadas en jaulas, con sus res-
pectivas etiquetas de identificacion, para permitir la salida de las moscas adultas
y/o parasitoides. Estas jaulas deberan ser examinadas diariamente.

Los adultos emergidos seran retenidos, durante 48 horas para permitir el endu-
recimiento cuticular y la pigmentacién completa de los patrones alares (llustracion
8c): caracteristicas de gran importancia para la identificacion taxondmica.

Después de emergidas, las moscas adultas son alimentadas con una solucion de
miel disuelta en agua al 10% que serd cambiada cada dfa.

Las fechas de emergencia, el nimero y el sexo deberan quedar registrados con
relacion a las moscas o parasitoides. Finalmente, los especimenes recuperados son
fijados en una solucién de alcohol al 70%. La determinacién de la relacion de sexos
hembra-macho (SR) para moscas adultas y parasitoides se hace de acuerdo con
Silveira-Neto (1976) en funcién de la siguiente ecuacién:

Ndmero de hembras
SR=

NUmero de hembras + Nimero de machos
IDENTIFICACION DE ESPECIES

La identificacion taxondmica de especies de Tephritidae se basa en un examen
ventral de la regidn apical, el aculeo de la hembra bajo un microscopio estereosco-
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pico (40X) o mediante el montaje sobre laminillas para examinar estas estructu-
ras, utilizando un microscopio de transmisién (1L00X).

En primer lugar, es necesario extraer completamente el aculeo de la funda
del ovipositor con ayuda de agujas o pinzas (llustracién 8d), como lo describe
Zucchi (1988). La identificacidn de especies del género Anastrepha se logra para
las hembras adultas, comparando el patrén alar, coloracidon de cuerpo, mesono-
to, tergito medio, abdomen vy, especialmente, las caracteristicas morfoldgicas del
aculeo (llustracién 8e) con especimenes de museo o usando claves taxonémicas,
como las de Lima (1934), Stone (1942), Foote (1967), Steyskal (1977), Silva
(1993), Ronchi-Teles (2002), Zucchi (1978 y 2000) y Norrbom (1985). Es
recomendable que se depositen ejemplares de referencia en colecciones de museo,
0 que éstas sean incorporadas a la coleccion institucional del laboratorio.
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CapiTuLo 10
Hongos y nematodos
entomopatogenos

Alcides Moino, Jry Ricardo Sousa Cavalcanti

INTRODUCCION

Existe alrededor de medio millon de especies de insectos descritas en la tierra,
aunque la cifra verdadera de diversidad puede ser mucho mayor (Groombridge,
1992). De éstas, aproximadamente, el 10% pueden considerarse plagas agricolas
forestales o urbanas. Si se asume que cada especie de insectos es susceptible a por
lo menos un microorganismo patogenico, frecuentemente hospedante-especifico,
ello da la idea de la potencial importancia del estudio de estos patdgenos de insec-
tos en el contexto de control de plagas y de biodiversidad.

La patologia de insectos es la ciencia que estudia las enfermedades de
insectos, con el fin de utilizarlas como mecanismos de control de especies
que son plaga, o bien, prevenir su ocurrencia en insectos benéficos. Las en-
fermedades son procesos dindmicos en donde el patégeno (microorganismo)
y el hospedante (insecto) estan adaptados morfolégica v fisiolégicamente; el
primero para llevar a cabo el proceso de infeccién y el segundo, para resistir
la enfermedad. El control microbiano es una forma de control bioldgico cuyo
principio es el uso racional de entomopatogenos sin que necesariamente se
eliminen las poblaciones de plagas, pero si manteniéndolas en niveles por
debajo del umbral de dafio econdmico. Esto es similar a la dinamica natural
que sucede en el campo entre el patdgeno y su hospedante, sin intervencion
humana. Los principales microorganismos utilizados, y que han demostrado su
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potencial en el control microbiano de insectos son: los hongos, las bacterias,
los virus, los nematodos y los protozoarios.

Se conocen cientos de especies de hongos entomopatdgenos que atacan una
amplia gama de insectos y acaros, con varios grados de especificidad con su hospe-
dante (Hajek y St. Leger, 1994; Roy et al., 2006). Los hongos producen esporas
que germinan al contacto con el hospedante, invadiendo su cuerpo y matando-
lo de cuatro a diez dias posteriores a la infeccién. Una vez muertos los insectos,
se producen miles de nuevas esporas que se dispersan y contintian su ciclo de
vida en nuevos hospedantes. Un pequefio nimero de especies generalistas con
capacidad para ser cultivadas y producidas de manera masiva, como es el caso de
Lecanicillium logisporum, se han utilizado como biopesticidas para su uso contra
poblaciones de plagas, aunque esta tecnologia no se ha adoptado por comple-
to en la practica, debido a su alto costo, pobre persistencia (especialmente bajo
condiciones tropicales) y su baja eficacia cuando se compara con los insecticidas
quimicos (por ejemplo, los basados en toxinas).

Los nematodos entomopatogenos miden alrededor de 0.5 mm de largo. Los
estadios juveniles parasitan a sus hospedantes, penetrando directamente la cuticu-
la 0 a través de las aperturas naturales como los espiraculos; las bacterias que se in-
troducen junto con el parasito se multiplican rdpidamente y matan al hospedante,
permitiendo que los nematodos crezcan y maduren sobre el tejido en descomposi-
cion, y convirtiéndose posteriormente en adultos. Después de una a dos semanas
posteriores a la invasion del hospedante, aparece una nueva generacion de estadios
infectivos (Kaya y Gaugler, 1993). Existen dos familias, la Sterneinematidae v la
Heterorhabditidae que son parasitos obligados de insectos y que son la base de
varios plaguicidas biolégicos disefiados especificamente para su uso en contra de
plagas del suelo como los gorgojos v las larvas de mosca; a pesar de ello, ambos
presentan desventajas debido a su alto costo, baja persistencia e inactividad a
bajas temperaturas (en el caso de los nematodos).

A pesar del éxito limitado de hongos y nematodos entomopatdgenos como
productos biocidas, éstos aparentemente son componentes diversos y universales
de las biotas del suelo, en donde pueden ser excepcionalmente virulentos (o decir,
causar la muerte rapida del hospedante y provocar grandes niveles de mortandad
en las poblaciones de éste) y causar epizodticas periddicas (Chandler et al.,, 1997;
Myers y Rothaman, 1995). La mayorfa de los patdgenos poseen una estrategia
de transmisién de “sentar y esperar” (sensu Ewald, 1995): los organismos pro-
ducen fases infectivas que son liberadas al ambiente cuando muere el hospedante
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y tienen la capacidad de entrar en un estado de letargo o diapausa y permanecer
latentes hasta que haya nuevos hospedantes disponibles. Esta capacidad es una
adaptacion a sus hospedantes artropodos que son mas grandes y con patrones
de distribucién en parches, lo que les permite mayor distribucién geografica de la
poblacién y alta movilidad. Las fases de diapausa y latencia reducen la dependencia
en la movilidad de su hospedante y pueden complementarse con la capacidad para
vivir saprotréficamente en suelo, aunque su eficiencia competitiva en comparacion
con otros saprotrofos de vida libre puede ser baja. Aunque los artrépodos que viven
por encima del suelo, como los que habitan debajo de éste, son susceptibles a hon-
gos y nematodos, el suelo es, sin duda, el reservorio de las fases infectivas, debido
a que ofrece un microambiente estable con una estructura de poros favorable para
nematodos y recursos organicos para hongos. Con frecuencia no hay correlacion
entre la densidad del hospedante v la ocurrencia de la enfermedad, sugiriendo de
nuevo que los patogenos se distribuyen ampliamente en el suelo. En el caso de los
hongos entomopatdgenos esto se apoya en evidencia molecular que muestra que
poblaciones en suelo no son totalmente clonales, ello a pesar de la ausencia de
fases sexuales manifiestas y que el significativo flujo de genes ocurre localmente
(Bidochka et al., 2001).

BIOLOGIA DE HONGOS Y NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS
Hongos

Los hongos son microorganismos unicelulares (levaduras) o multicelulares (es-
pecies filamentosas), que constan de células alargadas provistas de una pared que
contiene celulosa y quitina, ademas de otros carbohidratos y proteinas. Estas es-
tructuras vegetativas son llamadas hifas. Después de la infeccion exitosa de un
hospedante, se producen asexualmente estructuras reproductivas conocidas como
esporas o conidias que ayudan a la diseminacion del patdgeno. Los hongos poseen
una gran variabilidad genética y un amplio rango de hospedantes. Los hongos de
mayor interés por su potencial como patdgenos de insectos son: Beauveria bas-
siana, Metarhizium anisopliae, M. flavoviride, Nomuraea rileyi, Lecanicillium le-
canii, Hirsutella thompsonii, Aschersonia aleyrodis, Paecilomyces spp., Cordyceps
spp., y hongos del orden Entomophthorales (Zoophthora, Entomophthora,
Entomophaga, Neozygites).
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Nematodos

Los nematodos entomopatdgenos son organismos pseudocelomados vermiformes
muy similares a los que parasitan plantas y que pueden asociarse con los insectos
de tres formas: forecia (adherencia pasiva y transporte), parasitismo obligado y
parasitismo facultativo. Por lo general, los nematodos entomopatdgenos presen-
tan una estrecha asociacién (simbiosis) con bacterias especificas, las cuales son
los agentes primarios que inician la infeccion en el hospedante. Los nematodos
transportan internamente bacterias especificas que son liberadas en el interior del
cuerpo del insecto después de que el nematodo penetra a través de aberturas na-
turales como boca, espiraculos y ano. Estas bacterias se multiplican dentro del in-
secto y lo matan al causarle septicemia (infeccidn generalizada). Los principales
grupos de nematodos de interes pertenecen al orden Rhabditida, y dentro de éste
a las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae.

La identificacion correcta de un agente entomopatdgeno, en el caso de los hon-
gos, se basa en caracteres morfoldgicos del organismo en cultivo y en la estructura
de los conidiéforos y conidias; en el caso de los nematodos, la identificacion se
fundamenta en medidas hechas a partir de estructuras presentes en los estadios
juveniles infectivos. Sin embargo, para lograr una buena identificacion es nece-
sario aislar el microorganismo en cultivos puros o al menos, aislar poblaciones. La
poblacién microbiana en cualquier ambiente natural es muy grande y por lo tanto,
cuando un insecto muerto es recogido para el cultivo de indculo infectivo, es muy
comun encontrar también hongos, bacterias y otros microorganismos saprotrofi-
cos que no tienen potencial como agentes especificos para el control de plagas.
De igual manera, cuando el objetivo del muestreo es evaluar la biodiversidad (por
ejemplo, en el suelo), también pueden obtenerse resultados semejantes y se re-
querira de medidas adicionales para identificar patégenos con potencial.

A continuacion se describen dos técnicas basicas para el aislamiento de hongos
y nematodos entomopatdgenos a partir de muestras del suelo.

METODOLOGIA PARA EL AISLAMIENTO DE HONGOS
ENTOMOPATOGENOS (CHASE ET AL., 1986; LIUD ET AL., 1993; ALVES
ETAL., 1998A)

Las muestras de suelo se colectan a una profundidad de O a 20 cm vy se colo-
can en bolsas de plastico debidamente etiquetadas. En cada sitio de muestreo,
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se toma una muestra compuesta a partir de seis submuestras tomadas en puntos
localizados alrededor de un monolito central (véase Capitulo 2). Estas muestras
pueden tomarse mediante el método de extraccion de nicleos (véase Capitulo 4:
Mesofauna), aunque puede prescindirse de él. En el laboratorio se debe mezclar
muy bien la muestra compuesta y tomarse alicuotas de 1g de suelo. A partir de es-
tas alicuotas se preparan diluciones 10" sucesivamente, utilizando agua destilada
esterilizada hasta alcanzar una dilucién 10, De las diluciones 107 y 10 se toman
0.1ml y se colocan en medio de cultivo selectivo (el cual contiene el fungicida
dodina) y en medio ADP (Agar-Dextrosa-Papa). El medio selectivo de dodina se
prepara de la siguiente manera: 20 g de harina de avena + 1 litro de agua destilada;
se esteriliza durante 20 minutos a 120°C y se filtra; se afiade agua destilada hasta
alcanzar el volumen original de 1 litro y posteriormente se anaden 20 g de agar,
550 mg de dodina (N-dodecilguanidina acetato), 5.0 mg de tetraciclinay 10 mg
de cristal violeta. El medio ADP se prepara de la siguiente manera: 15 g de agar,
20 g de dextrosa, 200 g infusién de papa (preparada a partir de papas rebanadas
y hervidas para extraer el almidén), y agua destilada hasta completar el volumen
total de un litro.

El fungicida dodina se afiade en pequenias concentraciones (cerca de 10 mg
ml) al medio selectivo con el fin de aislar hongos entomopatdgenos a partir del
suelo y preservar los aislamientos menos susceptibles al fungicida.

Esto suele ser efectivo especialmente con Metarhizium anisopliae. Después de
este paso se toman 0.1 ml de la tltima dilucion y se colocan sobre la superficie del
medio de cultivo contenido en una caja Petri; el volumen anadido se reparte sobre
la superficie utilizando una asa de Drigalski (ya sea de acero inoxidable o vidrio).
Las cajas se incuban a 27°C (Figura 10.1). El crecimiento de los hongos y su es-
porulacion se evalian de 7 a 15 dias posteriores a la inoculacion. Después de la in-
cubacién, la identificacidn de los cultivos de interés (principalmente Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana y Paecilomyces spp.) puede llevarse a cabo usando
un microscopio compuesto y claves de identificacion basadas en caracteres morfo-
l6gicos de las estructuras reproductivas, tales como conidiodforos, conidias y fidlides
(Alves et al., 1998b; Samson et al., 1998, con la subsecuente purificacién de los
cultivos (Figura 10.2) y almacenaje de conidios en condiciones de congelacién
utilizando tubos Eppendorf para tal fin.
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Figura 10.1 Procedimiento de aislamiento de hongos entomopatdégenos en medios
de cultivo a) dilucién seriada de la suspensién acuosa que contiene al hongo; b) ino-
culacidn de la suspensién (alicuota de 0.1 ml) en una caja petri con medio de cultivo;
c) incubacién bajo condiciones controladas en una camara DBO; d) almacenaje de
conidios en tubos Eppendorf, bajo condiciones de congelacion.

D

Nota: la separacién de contaminantes se logra recogiendo una pequefia porcién de cualquiera
de las colonias del hongo de interés con una aguja, y transfiriéndola a una caja Petri nueva con
medio de cultivo ADP (tres puntos de inoculacién por caja).

Figura 10.2 Cultivos purificados de Beauveria bassiana, creciendo en medio ADP.
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METODOLOGIA PARA EL AISLAMIENTO DE NEMATODOS
ENTOMOPATOGENOS (BEDDING Y ARKHURST, 1974)

Se recogen las muestras de la misma forma que fue descrita anteriormente.
La deteccion de nematodos se lleva a cabo mediante bioensayos, utilizando
la técnica de trampas de insectos con cinco larvas de Galleria mellonela (L.)
(Lepidoptera: Pyralidae). Las larvas de este lepidéptero son conocidas como
mealworms (o gusanos de la harina), y pueden adquirirse comercialmente. Las
larvas se colocan en cajas de plastico de 500 ml, que contienen las muestras
de suelo y se mantienen cerradas a 23°C en oscuridad. La mortandad de las
larvas se evalla después de cinco a siete dias. Las larvas muertas se colocan en
una trampa White (Chen et al., 2004; Figura 10.3) para colectar los estadios
juveniles infectivos a partir de los cuerpos muertos. Una trampa de White se
puede construir utilizando dos cajas Petri: una caja de 5 cm de diametro se
coloca invertida dentro de una caja de 9 cm que contiene agua esterilizada o
medio “S" esterilizado y cubierta con un circulo de papel filtro de 9 cm, el cual
cae hasta tocar el liquido en el borde de la caja inferior. Las larvas de insectos
infectadas se colocan en el centro del papel filtro.

El medio “S" consiste en un litro de solucién madre (0.1M NaCl, 0.05M
KH,PO,, pH 6.0, 1pM colesterol) a la que se le afiaden 26 ml de una solucién nu-
tritiva fresca que contiene citrato de K 0.4M, CaCI2 0.4M, I\/lgSOL1 0.3M, Na EDTA
0.6mM, FeSO,.7H,0 0.3mM, ZnSO,.7H,0 0.1mM, CuSO, O 1uM.

Después de dos dias, si se encuentran estados infectivos en el liquido, éstos
deben colectarse y colocarse en agua destilada dentro de un frasco Becker. La
suspension se deja reposar para permitir que los nematodos queden en el fondo.
Posteriormente, la suspension se lava adicionando una solucion de formaldehi-
do (1%) o solucién de Ringer para obtener una concentracién final de 10.000
estados infectivos mll. Los nematodos se almacenan en envases cerrados de
50 ml a 11°C o cercano a esa temperatura. La identificacion se lleva a cabo con
base en las claves especificas de identificacion para cada familia de nematodos
(Steinernematidae y Heterorhabditidae) (Alves et al., 1998b; Adams y Nguyen,
2002). Los ejemplares de nuevas especies pueden someterse a un andlisis mole-
cular para asi comparar los patrones de DNA.
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Figura 10.3 Procedimiento para el uso de la trampa White para el aislamiento de ne-
matodos entomopatégenos: a) caja Petri con papel filtro (Camara seca); b) larvas de
Galeria mellonella muertas después del contacto con la muestra de suelo; c) larvas que
muestran la patologia tipica de infeccién por nematodos; d) emergencia de juveniles
infectivos en la trampa White. Fotos: R. Gaugler.
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CapiTuLo 11

Descripcion y clasificacion de uso de suelo
en puntos de muestreo para elaborar un
inventario de la biodiversidad del suelo

E. Jeroen Huising

RESUMEN DE LA METODOLOGIA PARA LA DESCRIPCION DE USO DE
SUELO

Este capitulo muestra una lista estructurada de atributos de uso de suelo que
sirve como guia para la observacion de caracteristicas de uso de suelo en el cam-
po, en los puntos de muestreo. Este método ofrece varios niveles de detalle
que describen las caracteristicas, dependiendo de los datos disponibles. En la
mayoria de los casos, los dominios de los valores de los atributos se especifican,
lo cual requiere solamente el valor adecuado por evaluar en el campo. Esto se
lleva a cabo mediante la observacion directa, entrevistas o preguntas. Solamente
en algunos casos, cuando se precise un alto nivel de detalle, se necesitaran me-
diciones reales. La clasificacion de uso de suelo se facilita por una estructura
jerarquica donde se ordenan los atributos, pero las clases finales de uso de suelo
dependeran de |a seleccion de dichos atributos a considerar para la clasificacion,
en funcidn del propdsito y del contexto de la clasificacion misma. Cudntas clases
de uso de suelo pueden ser definidas con respecto a la intensidad de usos de
suelo se ilustra a continuacion.
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ANTECEDENTES Y PRINCIPIOS DE DISENO

Proposito de la clasificacion del uso de suelo y de su cobertura
vegetal

El uso de suelo, y en particular la intensidad de su uso, se considera uno de los
factores determinantes de la abundancia y riqueza de poblaciones de organismos
del suelo, y es por lo tanto, la hipétesis central del proyecto CSM-BGBD (Giller et
al., 2005). Para comprobar esta hipdtesis, se requiere de un sistema que permi-
ta el registro de las caracteristicas de uso de suelo en las parcelas de muestreo y
su clasificacion posterior, a través de puntos de referencia de los paises tropicales
involucrados. Este capitulo presenta una estructura que provee el registro siste-
matico de las caracteristicas de uso de suelo, y al mismo tiempo, proporciona una
estructura para la clasificacion de usos de suelo. Dicha estructura necesita ser flexi-
ble, en cuanto al uso de varios recursos como fotos aéreas o imagenes satelitales
para el propdsito de la clasificacion, de manera que se puedan definir las clases de
uso de suelo, basadas en un comiin denominador en todas las areas bajo estudio.
Lo Ultimo, implica que las clases de uso de suelo no estan definidas a priori, pero
dependen de los clasificadores o atributos seleccionados para la asignacién de la
clase de usos de suelo a cualquier observacion particular, de modo que se puedan
reflejar las diferencias en la intensidad de uso de suelo.

Los procesos dominantes que determinan la presencia e incidencia de la biota
del suelo vy |a escala espacial donde éstos se manifiestan no se conocen comple-
tamente, razon por la cual fue adoptado un sistema regular en cuadricula para
muestrear la biodiversidad del suelo con un inventario detallado de su uso vy
cobertura en los lugares de muestreo, lo que facilita el analisis de los factores de-
terminantes actuales y una clasificacién a posteriori. Las clases de uso de suelo
predefinidas no son necesariamente aplicables o relevantes para todas las areas
involucradas porque sera muy dificil definir un grupo estandar de clases de usos
de suelo, dada la variacidn en los cultivos y sus posibles combinaciones, la histo-
ria de uso de suelo y las practicas de manejo de los mismos, especialmente en las
regiones tropicales. La idea general es que el contenido de un estudio depende
de la naturaleza de la regidn (Vink, 1975). En lugar de utilizar clases predefini-
das de uso de suelo, el enfoque que se describe a continuacion se aleja de la idea
de que las clases de uso de suelo sean definidas de acuerdo con la identificacion
de las caracteristicas relevantes de uso de suelo (atributos) que permiten una
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discriminacion entre clases de usos de suelo. Las clases de usos de suelo obteni-
das de esta manera pueden ser utilizadas para la extrapolacion de los resultados
mas alla de los lugares de estudio.

La descripcion detallada de uso vy la cobertura de suelo deberan formar parte
del inventario. El sistema de clasificacion de uso y cobertura del suelo ayuda a la
armonizacion de los procedimientos para la recoleccion de datos y al manejo de
los mismos. El objetivo del inventario para proveer datos que permitan evaluar
cambios en la biodiversidad del suelo en relacidn con el uso del suelo, especial-
mente en su intensidad, es diferente al monitoreo usado con frecuencia que in-
cluye en la descripcion de uso de suelo y el estudio de las condiciones naturales
y socioecondmicas del suelo como un primer objetivo (Vink, 1975). Lo anterior,
generalmente se traduce en el registro de la ocurrencia de cultivos. No obstante,
para el proposito actual, los fenémenos relacionados con la forma en que se esta
utilizando el suelo (p. ej. el manejo de los cultivos y del suelo) son de particular
importancia porque impactaran notablemente sobre la distribucion de los organis-
mos del suelo. Un segundo objetivo para los inventarios de uso de suelo es pro-
veer informacidn basica para definir los usos de suelo alternativos vy las practicas
de manejo que mejoran la sustentabilidad de la produccién agricola y conservan
la biodiversidad del suelo.

Los objetivos mencionados arriba fueron también citados en el programa
Africover, que desarrollaron el Sistema de Clasificacion de Cobertura de Suelo
(LCCS) por Di Gregorio y Jansen (2000). El enfoque del inventario de uso de
suelo aqui descrito se apoya principalmente en ese sistema de clasificacion, aun-
que contiene elementos anadidos relacionados con el manejo de suelo y cultivos.
Asimismo, los métodos descritos en este capitulo se aplican inicamente en paisa-
jes agricolas terrestres (p. gj. areas cultivadas y manejadas) mientras que el marco
del LCCS incluye sistemas terrestres vegetales (semi) naturales, sistemas acuati-
cos y principalmente areas sin vegetacion. Para la clasificacion y descripcion de las
&reas de vegetacién (semi) natural se puede seguir el LCCS. La estructura de las
descripciones del uso de suelo actual no ha sido hecha para registrar el uso de suelo
historico. EI método no incluye una estructura para la descripcion de los atributos
ambientales, como clima, forma del paisaje, etc., aunque atributos relacionados
con la historia del uso de suelo o condiciones ambientales podrian ser adicionados
o modificados del sistema de clasificacion.

El método que se presenta pretende ser de utilidad para la descripcion de uso
de suelo a nivel parcela, sin incluir elementos relacionados con el manejo de gana-
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do, porque esto no esta particularmente relacionado a nivel de parcela, ni incluye
elementos relacionados con el sistema de cultivo; aunque se reconoce que para
los estudios a una escala mayor o para considerar opciones alternativas de uso de
suelo, resultarian de gran utilidad. El método que se describe a continuacion, por lo
tanto, no resulta apropiado para la descripcion y mapeo de areas mas grandes, a no
ser la cobertura del suelo per se.

CONCEPTO Y PRINCIPIOS DE DISENO

Los conceptos y principios de disefio del LCCS adoptados utilizan criterios diag-
ndsticos ordenados de manera jerarquica para permitir un sistema de clasificacion
consistente con limites claros para las clases. Muchos sistemas de clasificacion uti-
lizan a priori definiciones descriptivas de uso de suelo y clases de cobertura del
suelo, dispuestos en un sistema jerarquico, donde cada jerarquia se relaciona con
diferentes niveles de detalle tematico y espacial. Obsérvese, por ejemplo, el siste-
ma de clasificacion de uso de suelo y de su cobertura del US Geological Survey,
descrita por Lillesand y Kiefer (1987), basada en la interpretacién de fotograffas
aéreas con el proposito de elaborar mapas de uso y cobertura del suelo. Estos “sis-
temas” de clasificacion basicamente representan leyendas. Dicho sistema a menu-
do carece de una definicion clara de los limites de clases, son rigidos y de capacidad
limitada para incorporar nuevas clases, por lo tanto, no son exhaustivos (es decir,
representan un subconjunto de un rango de posibles usos y coberturas de suelo)
y debido a que no existe un sistema de clasificacion de referencia, son limitados
cuando se les compara con otros sistemas.

El principio basico se apoya en el uso de clasificadores que refieren a criterios de
diagnosticos o atributos independientes. La jerarquia de clases es construida sobre
un conjunto de clasificadores, utilizados para definir una clase. Cuantos mas cla-
sificadores se anaden, mas detallado queda el nivel de clasificacidn. Existen cinco
niveles en la jerarquia de clasificacion:

Nivel 1: Caracteristicas relacionadas principalmente con el cultivo y el campo
Nivel 2: Caracteristicas relacionadas con la combinacion de cultivos.

Nivel 3: Caracteristicas relacionadas con aspectos culturales como irrigacion y
cultivo de temporada.

Nivel 4: Caracteristicas relacionadas con el manejo de practicas del suelo.
Nivel 5: Caracteristicas de uso de suelo del area directamente circundante a
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la parcela de muestreo, especialmente en relacion con elementos lefiosos de
la vegetacion que no se reconocen como cultivo y en relacion con cultivos en
campos adyacentes, incluyendo arreglos espaciales de los campos agricolas.

Por ejemplo, la clase mayor es definida por el tipo de cultivo principal (p. €j.
“cultivo de arboles” para un sistema basado en arboles), junto con el tamafio
de las areas de los campos. El tamano del campo generalmente es indicador del
tamano de la finca, que muchas veces es referencia de la clase social y del tipo
de manejo (Huising, 1993). Las subclases pueden definirse basandose en otros
cultivos que forman parte del sistema del cultivo general. Esto puede ser sefial de
cultivos simultaneos o, en secuencia. Las caracteristicas de rotacion de cultivos
se consideran en otros estudios. En el siguiente nivel de la clasificacion jerarqui-
ca se consideran las practicas culturales relacionadas con el suministro de agua
y factores de cultivos de temporada. Este ultimo determina si el campo forma
parte de un sistema de cultivo migratorio, un sistema de barbecho o un sistema
de cultivo permanente. Estos tres primeros niveles forman la base para la clasifi-
cacion de uso de suelo v la colecta de datos en relacidn con dichas caracteristicas
se sugiere representan los datos minimos requeridos. Asimismo, se han anadido
clasificadores que relacionan el manejo del suelo y cultivos que permiten la de-
terminacion del nivel de intensidad de uso. Dichos clasificadores, normalmente,
se refieren a las operaciones realizadas en una parcela en particular, tales como la
preparacion del suelo, el deshierbe v la fertilizacion del mismo. Las caracteristicas
no siempre son facilmente observables, pero con algunos antecedentes de uso
de suelo y de los sistemas de cultivo habituales, o basados en los datos propor-
cionados por el agricultor, éstos pueden ser evaluados.

El quinto nivel en los sistemas de clasificacion se relaciona con elementos de
vegetacion lefiosa (semi) permanentes dentro de la parcela y en los campos aleda-
fios; son caracteristicas que no se evaliian en los primeros niveles de clasificacion,
pero que se consideran importantes en relacién a la intensidad del uso y pueden
tener un impacto directo sobre la biodiversidad del suelo. Estos elementos de ve-
getacion se relacionan con caracteristicas permanentes en el paisaje, como setos,
cercas vivas, barreras de viento y otras estructuras semipermanentes.

Otros aspectos que se deben considerar son la distribucién, el manejo de los
campos agricolas (es decir, patrones de campo) v los cultivos asociados. Esta infor-
macion puede ayudar a determinar si la parcela bajo consideracion representa una
caracteristica (o patrones) del uso de suelo o tipo de cobertura, lo que sirve para
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identificar posibles asociaciones de usos de suelo que, a su vez, sirven para trazar |a
cartografia del uso de suelo (mediante la interpolacidn de puntos de observacién
que complementan un mapa). Ademas, el patrén del campo ofrece informacién
sobre la fragmentacion del suelo y constituye otro aspecto de la intensidad de uso
de suelo que puede impactar directamente sobre la biodiversidad del suelo.

Los niveles de clasificacion definen un eje de la clasificacidn jerarquica en don-
de atributos adicionales (conjuntos de ellos) en cada nivel subsecuente definen
las subclases (que representan un mayor nivel de detalle). Estos nuevos atributos
ofrecen informacion mas especifica sobre el objeto de observacion. Ademas de
este eje existe uno mas en la clasificacion jerarquica que hace referencia al nivel
de precision con que se describen las caracteristicas de uso o afade informacién
especifica (detalles técnicos) de las caracteristicas de uso de suelo descritas. Los
atributos, por lo tanto, no son independientes y pueden involucrar algln tipo de
medicion con un nivel mas alto de detalle; por ejemplo, el cultivo principal se puede
describir como maiz (Zea mays); informacidn mas especifica se remite a varieda-
des y esto representarfa un mayor nivel de detalle (especificidad). Por otro lado, el
cultivo principal puede describirse a un nivel mas general (de género) como Zea
o a un nivel de familia como Gramineae (pastos). Si se conoce el valor de clase a
un nivel mas especifico, el valor de clase a un nivel mas detallado de generalizacion
puede ser inferido. Estos atributos técnicos especificos, como los refiere el LCCS,
pueden anadirse sin mayores consecuencias para el sistema de clasificacion. Los
atributos técnicos especificos permiten una definicion mas precisa de clases de uso
de suelo asociados, que pueden incluir, por ejemplo, la descripcion cuantitativa de
la intensidad del uso del suelo. Los principios de las clasificaciones jerarquicas son
explicados por Molenaar (1991, 1998) y Huising (1993).

Registro de datos en campo y observaciones adicionales

En las siguientes secciones se presenta la lista de atributos para la descripcion de
usos de suelo. Estas sirven para guiar las observaciones en el campo en los puntos
de muestreo y sus areas circundantes, por lo tanto, son consideradas observaciones
a nivel de parcela. La transformacion de las listas de atributos a formatos para re-
gistrar los datos en el campo resulta facil. Los valores de datos posibles (dominios
de valor) para la mayoria de los atributos son dados para proporcionar una descrip-
cion estandar de las caracteristicas de uso de suelo. En el caso de algunos de estos
atributos, los dominios de valor no son especificos para permitir la definicion de
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valores de datos en los rangos de observacion y distribucion de los valores de da-
tos. Las clases de datos deben indicar una discriminacion relevante (significativa)
de objetos y el subconjunto de clases debe ser extensivo (no exclusivo). A priori,
clases de tamafio estandar definidas en campo con limites fijos no podran ser signi-
ficativas por esa razodn. Los atributos pueden agregarse para facilitar la descripcion
de caracteristicas especificas de un area en particular, pero éstos deberan anadirse
a los niveles mas bajos de la clasificacion jerarquica para evitar que interfieran con
la estructura de la misma.

Las observaciones para los tres primeros niveles del sistema de clasificacion se
pueden hacer directamente en el campo, junto con la informacion relacionada con
el tercer nivel (es decir, caracteristicas culturales) obtenida de un informante o
derivada de la informacion general de las practicas culturales en el drea. La informa-
cién en el cuarto nivel, relacionada con el manejo, no se obtiene a través de obser-
vaciones directas en el campo, sino que requiere del acceso a fuentes adicionales
de informacion (a través de entrevistas a los agricultores, a personas externas, o
bien, utilizando otros recursos, como documentos). Sin embargo, con los conoci-
mientos de un sistema habitual de cultivo y las practicas de manejo en el area, se
deberia poder inferir informacién sobre el manejo de la parcela en particular, sim-
plemente, a partir de la observacién directa en el campo.

La informacién de estas fuentes de datos puede resultar incorrecta, pero ello
se compensa con la aplicacién de la jerarquia en la precisidn de los datos (re-
feridos anteriormente como el segundo eje en el sistema de clasificacién). Por
ejemplo, si la informacidn sobre la tasa de aplicacion de un fertilizante inorganico
en particular no se considera confiable o correcta, es aceptable clasificar la tasa de
aplicacién como baja, media o alta; basados en la definicidn de la clase adoptada
(ver Tabla 11.6b). Si éste no es el caso, la informacién puede generalizarse para
la clase de “fertilizante aplicado” (implicando el uso de fertilizante inorganico).
La situacion contraria seria con el conocimiento de la practica comun en el area,
basada en observaciones secundarias, una tasa particular de aplicacién (baja, me-
dia o alta) puede ser asumida.

El sistema para describir el uso de suelo muestra varios niveles de detalle. A me-
nudo, los datos relacionados con niveles muy detallados de observacion son muy
dificiles de obtener, o bien, sus fuentes no son totalmente confiables. Sin embargo,
esto no es prescriptivo en el sentido de que los datos necesitan ser colectados en
todos los niveles de detalle. El nivel de detalle al cual la informacién es reunida
depende del propédsito del inventario de uso de suelo y de la posibilidad de obtener
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la informacion requerida. El sistema para la descripcion de uso de suelo requiere de
una estructura que pueda implementarse a detalle y que se considere viable bajo
las condiciones reales.

Observaciones secundarias pueden relacionarse con el estatus del cultivo o con
la presencia de maleza. Estas observaciones no se consideran como clasificadores
y, por lo tanto, no se incluyen en las listas de atributos que se detallan a continua-
cion; sin embargo, pueden ser incorporadas facilmente a las libretas de campo en
caso necesario, dependiendo de la experiencia del encargado del proyecto. Se re-
comienda revisar el trabajo de Stocking y Murnaghan (2001) para los indicadores
relevantes de observaciones en el campo. Estas observaciones secundarias sirven,
al mismo tiempo, como un mecanismo para la validacion de los datos en atributos
y clasificadores e incluso para los resultados de clasificacidn finales. El hecho de que
el encargado del proyecto se encuentre familiarizado con el uso de suelo y con las
practicas de manejo en el area, sera siempre una ventaja.

Se debera registrar |a localizacion especifica del punto de muestreo dentro del
campo (por ejemplo, el centro o los linderos). El uso de una cuadricula regular
para el muestreo permite que se tomen puntos de muestreo en cualquier lugar
dentro de la parcela y posibles efectos de borde deben tomarse en cuenta. Para
este proposito, la informacion sobre el tipo de lindero se debe registrar, ya que
puede tener un efecto en la distribucion de la biodiversidad del suelo. Si bien estas
observaciones no se incluyen en la clasificacion del uso de suelo, si pueden apor-
tar informacién para el andlisis de datos, (por ejemplo, la explicacién de posibles
datos atipicos). Este tipo de informacién debera registrarse en la libreta de campo,
ademas de los datos administrativos como hora, fecha, nombre del encargado del
proyecto y nombre de la persona que toma los datos.

OBSERVACIONES DE USO DE SUELO: CLASIFICADORES Y ATRIBUTOS
Observaciones respecto del cultivo principal y tamano del campo

El primer nivel del sistema de clasificacion se reserva para las observaciones del
cultivo principal, como el elemento de vegetacién mas dominante; el segundo,
para la seleccién entre un cultivo de arboles y un cultivo anual en el mismo
campo, donde el cultivo de arboles se considera como el principal, siempre y
cuando la cobertura del suelo no se clasifique como escasa; la cobertura del dosel
debera clasificarse como “abierta” o “cerrada”. Si la seleccion se realiza entre dos
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o mas cultivos de la misma forma de vida, el cultivo con el mayor porcentaje de
cobertura califica como el cultivo principal. Se prevé para una descripcion de un
segundo vy tercer cultivo.

La clasificacion se basa en la forma de vida del cultivo. En la Tabla 11.1 los va-
lores posibles (clasificadores o atributos) se enlistan entre corchetes. Los atributos
técnicos son especificos para cada una de las diferentes formas de vida, proporcio-
nando una mayor especificacion de la forma de vida a nivel de detalle. En el caso
de un cultivo de arboles o arbustos se puede anadir informacion sobre el aspecto
(es decir, el propésito) y duracién del cultivo, porque su apariencia (caracteristicas
de vegetacién) puede ser muy distinta, dependiendo, por ejemplo, de la edad de
la plantacion. En el caso de cultivos herbaceos, una especificacion con mas detalle
indica si el cultivo pertenece a la categoria de “raices o tubérculos”, “leguminosas
o vegetales”, “forrajes o fibras”. La informacion mas concreta serfa entonces el tipo
especifico de cultivo. La categoria de cultivo herbaceo representa un nivel adicional
en la clasificacién jerarquica (nivel de especificacién) v, por lo tanto, no se enlista
bajo el titulo “Atributos técnicos 1" en la Tabla 11.1. Cuando se considera relevan-
te, se puede afadir un cuarto nivel que ofrezca informacion sobre |a variedad espe-
cifica del cultivo. Generalmente, es conocido el tipo de cultivo. El valor de dominio
no se especifica aqui, pero en lugar de dejarlo abierto, es mejor definir una lista de

Tabla 11.1 Clasificadores y atributos técnicos para el cultivo principal

Nivel 1a - Clasificador Atributo técnico 1 Atributo técnico 2
Forma de vida [arbol, ar- Cultivo de arboles o
busto, hierba, o gramineas]  arbusto Tipo de cultivo (especies y

Fenologia de la hoja [siem-  variedades)
pre verde; deciduo]

Tipo de hoja [aguda; ancha]
Propésito [vivero; cosecha
de frutas, nueces y otros;
cosecha de toda la planta

(p. €j. para madera o lefia),
arboles de sombral
Duracion del cultivo
[Estacion (parte del afio);

1 ano; entre 1y 3 anos;
entre 3 — 10 afos; mas de
10 afos]
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Tabla 11.1 Continda

Nivel 1a - Clasificador Atributo técnico 1 Atributo técnico 2
Gramineas
Tipo [bambd, cereales, Tipo de cultivo (especies o
arroz, cana, pastos] variedades)

Si no son gramineas

Categoria del cultivo Tipo de cultivo
[I- herbaceas, II- platanos

y otras plantas herbaceas

arboreas, Ill-cultivos de

cobertura, V- [tpulo y otras

enredaderas perennes]

Herbdceas Tipo de cultivo
Categoria de cultivos [rai-

ces y tubérculos, legumbres

y vegetales, forrajes, fibras]

(si se conoce, especificar el

tipo de cultivo)

nombres permitidos para los tipos de cultivo, con el proposito de evitar cualquier
confusidn; no obstante, ésta queda fuera del marco de este capitulo; a manera de
ejemplo, véase la lista LCCS (Di Gregorio y Janssen, 2000).

El siguiente nivel en la clasificacion jerarquica se determina por las caracteristi-
cas espaciales de la parcela en observacién (Tabla 11.2). La definicidn de clases de
tamano de campo “pequena’, “mediana” o “grande” no aparece, puesto que ello
dependera del contexto de estudio; es mejor definir clases significativas basadas en
un estudio piloto del rango de tamafio de campo presentes en el area de estudio
(Huising, 1993) con la opcién de utilizar diferentes definiciones para cada una de
las distintas regiones en donde se esté llevando a cabo el estudio, pero mantenien-
do la distincién conceptual entre pequefio, mediano y grande. La forma del campo
se anade principalmente como una preocupacion respecto a posibles efectos de
borde v, ademas, sirve como indicador del grado de organizacién y mecanizacion
de las practicas de manejo. Aqui se incluye la “cobertura de los cultivos”, aunque
esto se relaciona mas con las caracteristicas del cultivo que, con las caracteristicas
de campo. La cobertura del cultivo se anexa aqui, aunque esta mas relacionada
con las caracteristicas del cultivo que con las caracteristicas del campo. La cober-
tura del cultivo se usa generalmente como un parametro para la interpretacion de

306 IVIANUAL DE BIOLOGIA DE SUELOS TROPICALES



imagenes de percepcion remota. Esto puede servir para entender la importancia
relativa del cultivo en sistemas de cultivos multiples, en los casos donde un clasifi-
cador de segundo nivel “combinacién de cultivos” indica que existe un segundo o
tercer cultivo creciendo en el campo. Ademas, proporciona informacion acerca de
la densidad del cultivo y es un indicador (til de la intensidad del uso de suelo. En el
caso de cultivos anuales, la cobertura del cultivo puede resultar dificil de interpretar
debido a la variacion en la arquitectura de las plantas, a las diferencias en las etapas
de crecimiento y otros factores. Por lo tanto, y especialmente en el caso de los
cultivos anuales, su densidad puede medirse directamente en términos del nimero
de plantas por unidad de medida (m2 o ha) o en términos de espacio entre plantas
(el espacio entre surcos vy la distancia entre las plantas). Las clases de densidad
podrian especificarse, pero dependeria mucho del tipo de cultivo. En el caso de for-
mas de vida permanentes, el tipo de cobertura “cerrada’, generalmente, se refiere
a que se produce un empalme entre las copas. Una cubierta “abierta” significa que
la distancia entre los perimetros de las copas puede ser hasta dos veces mayor que
el didametro medio del dosel. Para coberturas no permanentes, los limites de clases
son ligeramente diferentes (ver Di Gregorio y Janssen, 2000).

Tabla 11.2 Tamafio del campo y caracteristicas de la cobertura del cultivo.

Nivel 1b -Clasificador Atributo técnico 1 Atributo técnico 2

Tamafio de campo o parce- Forma [cuadrada, rectangu-  Cobertura del cultivo
la [chica, mediana, grande] lar; circular, multiangular, en  Cobertura no permanente:

tira o irregular] [alta (> 60%); mediana (60
Tamafio del campo (metros  — 30%); baja (30 -15%) ]
cuadrados) Cobertura permanente: [ce-

rrada (> 70-60%); abierta
(70-60 - 20-10%); escasa
(20-10%]]

Observaciones relacionadas a combinacion de cultivos y practicas
culturales

Las combinaciones de cultivos se consideran el segundo nivel; esto se refiere a que en
una misma parcela y durante una sola temporada se realizan uno o varios cultivos. Se
pueden hacer distinciones de acuerdo con el nimero de cultivos y con su secuencia.

En el caso de un segundo o tercer cultivos, la distribucion espacial en el campo
puede especificarse. El segundo vy tercer cultivo pueden describirse por los mismos
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atributos, en los varios niveles de especificacion, igual que para el cultivo principal.
El segundo tipo de cultivo se anade como un segundo atributo técnico. Un segundo
tipo de cultivo puede referirse a un cultivo de sotobosque como el cardamomo, en
cuyo caso, no habria un arreglo especial; también en estos casos, la totalidad de su
cobertura (es decir, el porcentaje de cobertura del cultivo adicional o afiadido) puede
alcanzar facilmente el 100%. La vegetacidn del sotobosque también puede referirse
a vegetacion (semi) natural, como por ejemplo, plantaciones, en donde la especifica-
cion de la forma de vida, junto con la fenologia v tipo de hoja, serian suficientes. El
segundo (o tercer) cultivo o elemento de la vegetacién puede incorporarse en la des-
cripcion de clase del sistema de uso de suelo como elemento descriptivo o como atri-
buto; por ejemplo, los cultivos de arboles (hule) en un campo grande (plantacién),
con un sotobosque herbaceo cerrado. Es necesario registrar cuando se practica una
rotacion de cultivo en particular. Se realizan previsiones al tercer nivel de clasificacion,
relacionadas con el “factor de tiempo del cultivo” para especificar esta informacion.

El nivel tres en el sistema de clasificacion se refiere a las practicas culturales,
definidas como caracteristicas de suministro de agua y caracteristicas relacionadas
con el barbecho. La descripcidn para las caracteristicas del suministro de agua es
muy sencilla (ver Tabla 11.4).

Tabla 11.3 Atributos de cultivos combiandos.

Combinacion de cultivos ~ Cultivos milltiples
[simple (monocultivo); No. de cultivos adicionales  (segundo tipo de cultivo)
mdiltiple (intercalado) ] [1; 2 0 mas]

Simultaneo o traslapado

Secuencia [simultaneo .
[ ' Arreglo espacial [una o dos

traslapar, secuencial ] .
P ] filas intercaladas; franjas alter-

nas; fragmentadas o dispersas]

Tabla 11.4 Caracteristicas del suministro de agua

Suministro de agua [llu-  Irrigacién Demanda de agua por irri-
via; postinundaciones; Tipo de irrigacién [superfi-  gacién [mm de agua sumi-
irrigacién] cial, aspersién o goteo] nistrada por temporada de

crecimiento o cultivo]
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El cultivo post inundacion se define, de acuerdo con el LCCS, de la siguien-
te forma: “después de que un campo ha sido inundado con agua de lluvia, la
lluvia infiltrada en el suelo se usa intencionalmente como reserva para los culti-
vos". Esto es similar, aungue no lo mismo, al empleo de técnicas de cosecha de
agua (tratado por separado en la seccidn relacionada con el manejo de suelos
y cultivos).

El factor de tiempo del cultivo indica la fraccion de tiempo durante la cual el
suelo es usado para el cultivo. Se hace una distincidon entre cultivos migratorios,
barbechos y cultivos permanentes. El cultivo migratorio se define como suelo culti-
vado durante menos del 33% del tiempo (Ruthemberg et al,, 1980). Los sistemas
de barbecho se definen como suelo cultivado entre el 33% y el 66% del tiempo y
en los cultivos permanentes, el suelo esta cultivado por méas de 66% del tiempo.
Los atributos técnicos se especifican en la Tabla 11.5.

El barbecho se refiere al periodo (estacién de crecimiento) durante el cual se
deja descansar el suelo; en principio, se debe hacer la distincion entre si esto se
hace con el objetivo de restaurar |a fertilidad del suelo o debido a que las condicio-
nes no permiten cultivar (bajas temperaturas o disponibilidad de agua limitada);
sin embargo, en términos practicos, y debido a que no trae consecuencias en la
intensidad del uso de suelo, esta distincidn no se mantiene.

Los cultivos migratorios tipicamente se refieren a situaciones donde los agricul-
tores abren nuevas parcelas para el cultivo, mientras que en el sistema de barbecho

Tabla 11.5 Factor tiempo de cultivo.

Factor tiempo de cultivo Cultivo migratorio indice de cultivo (va-
[cultivo migratorio, barbe- Periodo de barbecho [cor-  lor del indice de cultivo
cho, permanente] to, mediano, o largo plazo] ~ Ruthenberg)
Barbecho Si es mejorado: Tipo de
Tipo de barbecho[suelo cobertura (ej. Leguminosas,
desnudo, natural, mejorado]  u otro tipo)
Duracion del indice de cultivo (va-
barbecho|corto, mediano, lor del indice de cultivo
largo] Ruthenberg)
Permanente Intermitente
Permanente [continuo o No. de cultivos en dos afios

intermitente]
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cultivan la misma parcela o area de suelo, dejandola descansar durante diferentes
periodos de tiempo para restaurar la fertilidad del suelo. Bajo la presién de una po-
blacion en aumento, el periodo de barbecho tipicamente tiende a reducirse, por lo
tanto, resulta relevante anotar la duracién de dicho periodo.

En el caso de cultivos migratorios, se hace una distincién entre la duracion del
periodo de barbecho:

Barbecho corto, con un periodo de < 1-2 anos.
Barbecho medio, con un periodo de > 1-2 anos, pero < 8-10 anos.
Barbecho largo, con un periodo de > 8-10 afios.

Estas son evaluaciones parcialmente cualitativas y, por ello, se sobreponen los
limites de clases vy se especifican para cubrir la variacion especifica de un periodo
de barbecho para cualquier area que probablemente sea dependiente de las con-
diciones socioeconémicas vy biofisicas habituales. La definicion de estos limites de
clases se basa en la experiencia en el campo, pero necesita confirmarse y puede
ajustarse con base en los datos reales sobre la duracion de los periodos de barbecho
en el area en cuestion. Para sistemas de barbecho, la clasificacion del periodo de
barbecho es la siguiente:

Periodo corto: < 4-5 meses.
Periodo medio: 4-5 meses, pero < 8-9 meses.
Periodo largo: > 8-9 meses

El barbecho de periodo corto se refiere a situaciones donde normalmente exis-
ten dos temporadas de cultivo en un ano vy el suelo se deja descansar durante el
resto del periodo. El barbecho medio refleja la situacion donde el suelo descansa
durante seis a siete meses, lo cual es muy comun en algunos lugares donde uno o
dos cultivos “cortos” ocurren durante un aio o donde el agricultor deja un periodo
de barbecho mas largo, durante el segundo afo. El periodo largo de barbecho es la
situacion tipica en donde el suelo se deja en barbecho durante un afio o mas, pero
eso no resulta lo suficientemente largo para clasificarlo como cultivo migratorio.

Los barbechos se consideran como “mejorados” en el momento en que se
planta o se siembra para cambiar la composicidn de la vegetacién de barbecho o
para mejorar su calidad. No se hace ninguna distincion referida al tipo de cultivo o
propdsito, por ejemplo, forrajes. Si se requiere de datos mas precisos, éstos se pue-
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den calcular utilizando el indice de cultivos de Ruthenberg, tal y como se muestra
en la siguiente férmula (Ruthenberg et al,, 1980):

a=T/(T+T)

En donde:

T = duracion del cultivo (tiempo).

T, = duracion del barbecho o duracion del tiempo en el que no se cultiva el
suelo.

Hasta este momento no se han considerado las rotaciones de cultivo, por lo
que no han sido incluidas en el sistema de clasificacion; sin embargo, es un factor
que debera tomarse en cuenta en relacion con la biodiversidad del suelo. Si se
practica una rotacion de cultivos, el mejor momento para incluir una descripcion de
las secuencias de los cultivos seria en el segundo nivel de la clasificacion jerarquica
donde “la combinacién de cultivos” puede describirse como “secuencial”. De ma-
nera alternativa, se podria prever, tal y como se observa en la Tabla 11.5, el “factor
tiempo de cultivo’, puesto que el barbecho a menudo forma parte de un sistema
de rotacion de un cultivo en particular. Los datos deberan especificar el nimero de
anos del ciclo de rotacion de cultivos y la secuencia de los cultivos en el ciclo.

Caracteristicas de manejo del suelo y de cultivos

Las practicas culturales mencionadas incluyen: “manejo de agua” como una opera-
cion de manejo; el manejo del suelo y de los cultivos se consideran representativos
de un nivel separado en el sistema de clasificacién (Tabla 11.6a). Los mayores
componentes de las practicas de manejo discutidas se refieren a técnicas para la
preparacion del suelo o su cultivo, el manejo de las malas hierbas, plagas y enfer-
medades, fertilizacion y cosecha. Se afade la “preparacion del suelo” por su rele-
vancia en los margenes de |a selva en los tropicos, donde potencialmente existe un
alto impacto en la biodiversidad del suelo.

En cuanto a la preparacion del suelo y la cosecha, el principal aspecto que se
debe considerar seria si esto se realiza por medios mecanicos o no. Esto es, por lo
tanto, una opcién para combinar ambos clasificadores dentro de uno que describa el
grado de mecanizacion. Alternativamente, la cosecha, como un clasificador podria
ser excluida de la clasificacion porque la preparacion del suelo es generalmente la
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primera operacion para ser mecanizada y tiene un profundo efecto en la biodiversi-
dad del suelo. Se hace una distincion basada en si el suelo ha sido labrado o no; en
caso afirmativo, se basa en el tipo de traccion utilizada: animal o mecanica. El tipo de
animal o el tipo de maquinaria empleada es indicado en el siguiente nivel de detalle,
refiriendo su capacidad. Se presume que animales “pesados” o maquinaria pesada
causan un mayor impacto en el suelo, comparado con animales “ligeros” o maquina-
ria de igual consideracion, tomando en cuenta el impacto directo del peso del animal
o la maquinaria y el impacto generado por los diferentes tipos de equipo operados por
magquinaria o animales de diferentes capacidades; por ejemplo, la profundidad del ara-
do. Una distincion mas detallada de acuerdo con los requerimientos reales de poder
o capacidad en términos de caballos de fuerza no se considera relevante, porque esto
dependera de las condiciones locales, tales como tipo de suelo, ya que no resultara un
indicador directo del grado de perturbacion del suelo.

Se anade un atributo técnico que describe el tipo de arado usado, las opciones
son: arado de vertedera, arado de disco, o arado de cincel. De acuerdo con el orden
mencionado, estos arados se presentan desde el menos eficiente en remover el suelo
y dejara mas estructura intacta en el suelo. Se debe mencionar aqui si se practica la
labranza minima. La labranza minima se refiere a aquellos sistemas donde el arado y
la siembra son tipicamente una combinacién de una sola operacion, donde la labranza
del suelo se restringe a hacer agujeros para sembrar, en lugar de labrar el campo ente-
ro o donde el grado de perturbacion se minimiza con el uso de equipos especializados,
tales como la unidad de sembrado directo (ripper-planter) utilizada en la agricultura
de conservacién (de Freitas, 2000). La “eficiencia” en términos de horas por hec-
tarea requerida para la operacion se afiade como un atributo opcional. La eficiencia
se refiere mas a lo econdémico que a lo ambiental, en el sentido de que una mayor
o menor eficiencia no causara mayor o menor impacto en el suelo y los organismos
que se encuentran en €l; pero al contrario, el suelo (y otras condiciones ambientales)
afectaran la eficiencia de la operacién; aqui se incluye su compatibilidad con los mé-
todos que incorporan el uso de combustibles fosiles en los calculos de la intensidad
del uso de suelo. El uso de combustibles puede facilmente estimarse si se conoce su
eficiencia, tipo de equipo v tipo de traccidn. Opcionalmente, el uso de combustibles
deberfa anadirse como atributo en el siguiente nivel mas alto de especificacion.

La principal preocupacion relacionada con el control de las malezas, plagas vy
enfermedades es el uso de agroquimicos. Por lo tanto, se podria considerar combi-
nar ambos (mecanica y quimica) dentro de un clasificador que describa el uso de
agroquimicos (excluyendo fertilizantes organicos); sin embargo, serfa mas sencillo
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y practico manejarlas por separado. El clasificador para el control de malezas espe-

cifica el modo de mecanismos de control, sea por el método de herbicidas, mecani-

co, bioldgico o cultural. En el caso de medidas de control culturales (y biolégicas),

por ejemplo, la rotacion de cultivos, el barbecho, etc., estas han sido registradas de

las practicas de uso de suelo en los niveles previos del sistema de clasificacion y, por

ello, no se incluyen en el valor de dominio.

“No quitar malezas” puede atender a situaciones donde no existe la extrac-

cion real de las malezas. Respecto al deshierbe manual se hace una distincion

Tabla 11.6a Clasificadores y atributos relacionados con la limpieza de la parcela, la-

branza y deshierbe.

Nivel 4 - Clasificador
Limpieza [Sin limpiar; ma-
nual; mecanica; quimica]

Labranza [Sin labranza;
manual (azadén); traccion
animal; mecanical

Deshierbe [Sin deshierbe, a
mano, mecanico, quimico]
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Atributo técnico 1

Manual

Modo [desmontar y que-
mar; desmontar y cubrir con
abono verde]

Mecanica
Grado [limpieza moderada,
intermedia e intensa]

Manual

Traccién animal

Tipo (y ndimero) de anima-
les usados [bufalo, buey,
vaca, caballo, mula/burro]
Mecanico

Clase de maquinaria [dos
ruedas (ligera), cuatro rue-
das (pesada) ]

Deshierbe a mano
Tipo de deshierbe [con
azaddn, con la mano]

Atributo técnico 2

Alcance de la labranza
[labranza completa, reducida
o minima]

Eficiencia (horas/ha)

Tipo de arado [vertedera,
disco, cincel, labranza mi-
nima/unidad de sembrado
directo (ripper-planter)]
Eficiencia (horas/ha)
Tipo de arado
[vertedera,disco, cincel,
labranza minima,/unidad de
sembrado directo (ripper-
planter) ]

Eficiencia (horas/ha)

Eficiencia (horas/ha)
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Tabla 11.6a Continua.

Mecdnico Eficiencia (horas/ha)
Tipo de deshierbe [labranza Tipo de equipo (e]. aza-
frecuente, cultivo para el don de presion, azadon
control de malezas] rotatorio)

Eficiencia (horas/ha)
Quimico Volumen de aplicacion

Tipo de equipo [aspersorde  [VB (< 850 g ia/ha); VI

mochila, otros mecanismos]  (entre 850 y 2500 g ia/
ha); VA (> 2500 g ia/ha)]
Herbicida, ingrediente acti-
vo y tasa de aplicacion

entre si esto se lleva a la practica con el uso del azadon o mediante la extraccion
totalmente manual. En cuanto al uso de quimicos en el control de malezas, la
distincion se hace acorde con su aplicacién: el uso de aspersor de mochila es
el mas comun. Una diferencia mas, se basa en el volumen de la aplicacion que
resulta no viable, si se considera el gran niimero de herbicidas que se encuen-
tran disponibles en el mercado, los diferentes tipos de ingredientes activos y
las férmulas que existen (Oregon State University, 2005). Sin embargo, dado
que el Roundup es, por mucho, el herbicida mas usado en los trépicos (www.
weeds.iastate.edu/mgmt/2004) por la cantidad de aplicaciones especificada
en gramos equivalentes de acido (ea) por hectarea de glifosato, que es la sustan-
cia activa del Roundup. Las especificaciones son asignadas de manera arbitraria,
basadas en recomendaciones generales para su aplicacion en diferentes cultivos,
los cuales se convierten de libras por acre a gramos por hectarea (weeds.ippc.
orst.edu/pnw/weeds). Una tasa de aplicacién de (ea) menos de 850 gha™ se
considera un volumen bajo (\/B) de aplicacién, mientras que una aplicacién (ea)
de mas de 2500 gha™, se considera un volumen alto (VA); si se requiere infor-
macién mas detallada acerca del Roundup, o cualquier otro tipo de herbicida, se
deberfa especificar el ingrediente activo (ia), junto con la cantidad en gramos
del ingrediente activo por hectarea. Si se considera de vital importancia, se reco-
mienda implementar un sistema de clasificacion para la aplicacion de volumen
de herbicidas que sea relevante para el area en cuestion. Las especificaciones de
manejo de malezas no cubren todas las medidas de control de malezas, por lo
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que la libreta de campo es un buen complemento para la observacion relacionada
con cualquier medida especifica de control de malezas.

Con relacion a las medidas de control de plagas y enfermedades, se definen cla-
ses similares: control natural o medidas culturales; control biolégico o mecanismos
de control quimico (Tabla 11.6b). Respecto al uso de pesticidas, fungicidas u otros
quimicos, se hace una distincion basada en si éstos son ampliamente aplicados en
todo el campo o si la aplicacion se restringe a puntos especificos y también al tipo
de equipo utilizado. Las clases de volimenes para aplicar pesticidas se obtienen
de Craig et al. (2002) y son usadas en caso de aspersién aérea. Se presume que
el modo de aplicacion no traera muchas consecuencias para la tasa de aplicacion,
y las mismas clases de volumen se consideran relevantes, sin tomar en cuenta su
modo de empleo. Los volimenes especificados se refieren a la forma liquida en la
cual el pesticida o el fungicida se obtienen, sin considerar las disoluciones hechas
antes de la aplicacion. En este punto, en caso de considerarse relevante, se podrian
especificar cantidades reales de aplicacion.

En cuanto a los fertilizantes organicos e inorganicos, se prevén especificaciones
para la tasa de aplicacion. Para abonos, estos se basan en asumir un contenido de
materia organica del 30%. Ceneralmente, se presume que se requieren entre 5y
10 toneladas por hectarea para poder mantener los niveles de humus en el suelo;
estas cantidades se suministran una vez cada cuatro a seis anos (ILACO, 1985).
La frecuencia de la aplicacion puede variar y en la tabla que se observa a continua-
cion, las cifras se convierten en tasas de aplicacion por afio. Tasas de aplicacion ba-
jas de menos de una tonelada por hectarea por ano se consideran insuficientes para
mantener los niveles de humus y de materia organica en el suelo. Dos toneladas
por hectarea por afo se consideran suficientes para todo tipo de cultivo.

Con respecto a la aplicacion de fertilizantes inorganicos, los rangos de tasas
de aplicacion se especifican para los limites superiores e inferiores de las clases,
en lugar de usar un valor en particular. Eso se hace para poder acomodar los di-
ferentes grados de fertilizantes. Los fertilizantes de bajo grado tienen menos del
25% de nutrientes para las plantas, mientras que los fertilizantes de alto grado
contienen hasta el 50% de elementos nutritivos. Cuando se utilicen fertilizantes
de bajo grado, se deberan tomar en cuenta los valores mas altos, dentro del ran-
go especificado. Los elementos nutritivos pueden referirse a un solo elemento
(por ejemplo N) en los fertilizantes simples o la combinacién de elementos en
mezclas incompletas o mezclas completas (el porcentaje de peso se relaciona al
N para el nitrégeno, P_O, para el fosforo y K,O para el potasio) El indice toma
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75 kg ha™ de N como punto de referencia para la aplicacion de N. Esto seria la
aplicacion recomendada para un suelo moderadamente fértil que produce alre-
dedor de cuatro toneladas de maiz (grano), para alrededor de tres toneladas de
trigo en suelos relativamente fértiles y 25 toneladas de mandioca en suelos mo-
deradamente fértiles. Una aplicacion de 75 kg ha™* de N requerira 150 kg ha™ de
un fertilizante con N de alto grado vy alrededor de 350 kg ha™ de un fertilizante
de bajo grado; por lo tanto, estos valores se toman como el limite superior de Ia
clase de “tasa de aplicacion de fertilizante medio”. Las otras clases se derivan de
estas cifras, en donde una tasa muy baja de aplicacion representa alrededor de
10 a 15% de esta cantidad de referencia. Si las tasas de aplicacidn son general-
mente altas, o si las tasas de aplicacion altas son de particular interés, se podria
considerar afadir una clase para las tasas muy altas que serian aplicaciones de
300 kg ha™ o mas, de un fertilizante de alto grado y de 700 kg ha™* o mas de
un fertilizante de bajo grado. La aplicacion del fertilizante, ya sea en o alrededor
del hoyo de plantacion, sera relevante en el caso de tasas bajas o muy bajas de
aplicacion.

La manera en que se prepara la parcela puede tener un profundo impacto en
la biodiversidad del suelo, por lo tanto, se incluye como clasificador separado.
Esto seria particularmente relevante donde se practican cultivos migratorios o
donde las selvas han sido convertidas recientemente en suelo agricola, lo que
ha ocurrido en algunos margenes de selvas en donde opera el proyecto CSM-
BGBD. La limpieza también es importante en sistemas de barbecho, especial-
mente, cuando incluyen quemas.

“Sin limpieza” (ver Tabla 11. 6a) se enlista cuando el campo ha sido conver-
tido a partir de bosque o vegetacion secundaria desde hace mas de 20 anos, lo
cual coincide mas o menos con la duracién maxima de barbecho bajo sistemas de
cultivos migratorios. La conversion puede incluir operaciones para nivelar el suelo.
Otra distincion se hace basada en el tipo de equipo usado. “La limpieza moderada”
esta indicada cuando se utilizan medios manuales y mecanicos, en donde los arbo-
les se cortan a mano o con sierra de cadena vy los troncos se remueven utilizando
tractores u otra maquinaria mas ligera. La “limpieza intensa” significa que la tierra
se limpia completamente con el uso de tractores oruga y otra maquinaria pesada.
En todos los sistemas es importante registrar si la quema se lleva a cabo para eli-
minar la vegetacion muerta o si esta vegetacion se queda como abono organico.
Actualmente, se hace una distincion entre sistemas de “desmontar y quema” y
“desmontar y cubrir con abonos verdes”. Sin embargo, cualquier incidencia de fue-
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go como parte de las practicas de manejo debera registrarse en esta seccion como

fendmeno importante.

Tabla 11.6b Clasificadores y atributos para el manejo de plagas y enfermedades, fer-

tilizantes y cosecha.

Nivel 4 — Clasificador

Manejo de plagas y enfer-
medades [medidas preven-
tivas y control natural; con-
trol quimico y bioldgico]

Fertilizantes [sin fertili-
zante; abonos; fertilizantes
quimicos; combinacion de
fertilizantes quimicos y
orgénicos]

Cosecha [manual,
mecanica
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Atributo técnico 1
Control quimico
Aspersion [aspersion foca-
lizada, aspersion en toda la
parcela]

Equipo usado [aspersor de
mochila, aspersor de motor,
vehiculos, aviones]

Fertilizantes organicos
Tipo de fertilizantes [re-
siduos de cultivos, abono
verde, composta; estiércol
de corral]

Aplicacién [hoyos, franjas,
o de manera homogénea en
la parcela]

Inorgadnico

Clases de fertilizantes [sim-
ple, mezclas incompletas,
mezclas completas]

Aplicacion [hoyos, franjas,
o de manera homogeénea en
la parcela]

Atributo técnico 2

Volumen de aplicacion
[UVB (<10L/ha); VB (en-
tre 10-100L/ha); VI (entre
100y 200L/ha), (VA
>200L/ha) ]

Tipo de quimico y tasa de
aplicacion

Tasa de aplicacion [baja
(<1t/ha/afo); media (en-
tre 1-2 t/ha/ano); alta (>2

t/ha/afo)]

Tasa de aplicacién [muy
baja (<20 - 60 kg/ha), baja
(entre 25-60y 75-175
kg/ha), media (entre 75~
175y 150-350 kg/ha),
alta (>150-350 kg/ha)

Eficiencia (Horas/ha)
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Otras observaciones sobre el manejo de suelo y cultivos

Aparte de registrar las caracteristicas del manejo de suelo y de cultivos como se
describid en las tablas anteriores, se recomienda que las observaciones de las prac-
ticas de conservacion de suelo y agua, al igual que las del estatus del cultivo, sean
incluidas. Las medidas de conservacion de suelo y agua afectaran las poblaciones
de organismos del suelo indirectamente por el almacenamiento de agua mejorada,
lo que aumenta la capacidad de retencion y reduce la pérdida de suelo. La informa-
cion de las medidas de conservacion no se captura directamente en el registro de
los atributos enlistados arriba. El registro debe contener la descripcion de las medi-
das de conservacion del suelo vy el agua, incluyendo las relacionadas con técnicas
de recoleccion de agua.

La World Overview of Conservation Approaches and Technologies (WOCAT),
provee una visién general en su pagina web de muchas técnicas existentes (www.
wocat.net). Probablemente, la mejor manera de categorizarlas es determinar si inclu-
yen medidas agronémicas (como cultivos mixtos, cultivos en curvas de nivel, acol-
chonado, etc.], el uso de elementos de vegetacion (referido a tiras de pastizales,
barreras de setos, corta vientos y otros) o medidas estructurales que incluyen terra-
zas, bancos, muros de contencidn, construcciones y empalizadas, entre otras. Las
técnicas de recoleccidn de agua como cavar zanjas, hondonadas y otras, se incluyen
como medidas estructurales; si se conoce la técnica con un nombre en particular (por
ejemplo “Zai", que se practica en el Niger), esta informacién deberd adjuntarse.

Las observaciones del estatus de los cultivos podrian ser utiles para corroborar
los resultados anteriores (o resultados de clasificacion), especialmente, cuando se
relacionan con su manejo. La informacién sobre el rendimiento de la cosecha es
igual de util, pero no como base de clasificacion. El rendimiento del cultivo como
indicador integra muchos factores, por lo que es dificil obtener cifras confiables y
del todo correctas. Las evaluaciones del rendimiento basadas en campo deberan
incluir lo siguiente: poblacion de plantas por metro cuadrado, nimero de macollos
por planta de cereal, altura y didmetro relativos del cultivo en crecimiento (ver
Stocking y Murnaghan, 2001). Estos datos proporcionan informacién adicional
sobre el cultivo principal tal y como se especifica en el primer nivel del sistema de
clasificacion. De manera alternativa, las caracteristicas del crecimiento del cultivo
pueden utilizarse como una medida representativa del rendimiento. De manera
general, el crecimiento puede clasificarse como: crecimiento retardado, en donde
se observa que la altura del cultivo es menor, cuando se compara con un cultivo de
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crecimiento vigoroso; plantas de menor vigor, con un diametro del cultivo menor
y una decoloracion generalizada en sus hojas; y cultivo de crecimiento vigoroso.
Existen gufas disponibles para registrar deficiencias especificas de nutrientes en
cultivos (ver Stocking y Murnaghan, 2001) por signos de déficit de nutrientes en
maiz, frijol y col.

Las observaciones del estatus del cultivo deberan acompafiarse de observa-
ciones acerca de la incidencia de plagas y enfermedades e incluir el porcentaje del
cultivo afectado, v la severidad de la infeccion en términos del grado en el cual Ia
planta es afectada. Si se conoce la plaga o enfermedad especifica, debera enlistarse
su nombre. Queda fuera del marco de este capitulo proporcionar informacién mas
detallada sobre plagas, enfermedades y sus clasificaciones.

Patrones de distribucion en el campo y arboles en la finca

Las observaciones relacionadas con el tipo de campo y con los elementos de vege-
tacion lenosa dentro de la parcela bajo observacion y sus alrededores estan inclui-
das. Esto permite la inclusion de elementos de vegetacion lefiosa en la descripcion
que no estan capturados en el sistema de descripcion de uso de suelo. Este es el
caso cuando la cobertura de &rboles es escasa (menos de 10 a 20%), lo cual puede
ocurrir cuando los arboles estan dispersos dentro de |a parcela, cercas vivas y otros
elementos de vegetacion importantes; todos a nivel parcela o paisaje. Ademas,
permite una evaluacion del uso del suelo en un punto de muestreo particular, den-
tro del contexto del uso de suelo en las areas de los alrededores (esto ayuda a
establecer si el uso de suelo en la parcela en observacion es representativo o no),
lo que resulta importante para un mapeo del uso de suelo, y finalmente, permite la
validacion v la verificacidn de las observaciones en el lugar del muestreo. El uso de
suelo en el area circundante del punto de muestreo tendra una notable influencia
sobre la biodiversidad del suelo de la parcela en observacion, por ejemplo, en el
caso de cultivos migratorios o sistemas de barbecho, se esperaria encontrar barbe-
cho como parte del patron de uso de suelo; el factor Ruthenberg se establece, en
principio, dentro de una proporcion espacial entre barbecho v el suelo cultivado en
el uso de suelo actual. La fragmentacion del uso de suelo que puede ser evaluada
a partir de estas observaciones resulta ser, por si misma, un importante aspecto de
la intensidad del uso del suelo.

Respecto a la distribucidn de los campos (evaluacién del patrén de distribu-
cion), la primera distincion se hace en funcion de si éstos son continuos, estan dis-
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tribuidos en forma de racimos o dispersos (ver Tabla 11.7). La segunda distincion
se refiere al tamanio, forma y patron de los campos vy finalmente, queda una opcidn
para especificar los porcentajes del area usando varias categorias: tierras cultiva-
das y areas manejadas, areas terrestres seminaturales, areas acuaticas cultivadas o
de inundacion regular, vegetacion acuatica (semi) natural, superficies artificiales,
dreas vacias o cuerpos de agua artificiales y cuerpos de agua naturales (hielo y
nieve), utilizando las clases mayores de cobertura de suelo del LCCS. Los distintos
componentes de uso del suelo pueden describirse con mayor detalle, lo que parece
relevante especialmente en el caso de areas cultivadas terrestres, en donde se es-
pecifican los cultivos principales, son las caracteristicas del suministro de agua y la
permanencia del cultivo. El patrén del campo se relaciona a la forma del lugar v al
arreglo espacial del mismo.

Tabla 11.7 Caracteristicas de la parcela y distribucion del uso de suelo.

Clasificador espacial
Distribucion espa-
cial de la parcela
[continua; agrupada;
dispersa]

Atributo técnico 1

Continuo

Distribucion del tamario
de la parcela [uniforme,
irregular]

Patrén de la parcela [regu-
lar, irregular]

No continuo

Parte de las tierras cultiva-
das [% de cultivo y area de
manejo]

Parte de la cobertura ve-
getal [% de &rea (semi)
natual]

Parte del area acuatica cul-
tivada [% de area acuatica
cultivada]

Parte acuatica no cultiva-
da [% de &rea acuatica no
cultivada]

Area urbanizada [% de
superficie artificial]
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Atributo técnico 2

Uniforme

clases de tamafio (mayoria del
campo) [pequefia, mediana,
grande]

Cultivo principal (lista de los
cultivos de cuatro parcelas veci-
nas )

Cultivo principal (lista de culti-
vos de cuatro parcelas vecinas)
Cobertura del suelo (cober-
tura dominante de areas no
cultivadas)

Tipo de cultivo o actividad

Tipo de area acuatica

Tipo de area urbanizada (e].
Residencial, industrial, etc.)



Tabla 11.7 Continda.

Suelo desnudo [% de areas

desnudas]
Cuerpos de agua [% de Tipo de cuerpos de agua [ar-
cuerpos de agua] tificial; natural (especificar tipo,

como estanques, pantanos, pre-
sas, si es posible) ]

El Ultimo elemento que debe ser registrado es la presencia de elementos per-
manentes de vegetacidn lefiosa en el paisaje. Se hace referencia a éstos como
arboles en una finca (TROF). Se entiende que los tramos de bosque y otra vege-
tacion lefiosa fueron ya cubiertos por el método de clasificacion para uso de suelo.
En el caso de porcentajes bajos de cobertura de arboles y arboles dispersos dentro
del campo o alineados en forma de cerca viva, este podria no ser el caso, aunque
estos elementos pueden ser caracteristicos del uso y cobertura del suelo y tener
mayor influencia sobre la presencia de la biota especifica del suelo. El primer atribu-
to describe la distribucion espacial de los arboles. Las “zonas verdes” se refieren a
arboles espaciados en filas dispuestas como empalizadas. La Tabla 11.8 especifica
los atributos utilizados para describir los TROF. Los atributos técnicos permiten
una descripcién del tipo de arbol (ya sea por especie u otro nivel taxonémico) vy el
propdsito de tener arboles (por ejemplo, para cosechar frutas, nueces; para made-
ra, para lena o material de construccidon). Mas informacion trata de la cobertura o
densidad del componente arbol, especificado en términos del nimero de arboles
por hectarea o longitud de los elementos lineales de la vegetacion lefiosa. La infor-
macion sobre los arboles pertenecientes a la familia leguminosa es Util en relacion
con la ocurrencia de las bacterias formadoras de nddulos. Como se ha mencionado,
es importante registrar la localizacion del punto de muestreo respecto al lindero
del campo.

DESCRIPCION Y CLASIFICACION DE USO DE SUELO
Definicion y descripcion de clases de uso de suelo

No es el propdsito de este capitulo describir cdmo las clases de uso de suelo se
definen. Es importante derivar las clases de manera sistematica, a partir de los cla-
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Tabla 11.8 Caracteristicas de los arboles en la finca (TROF).

Nivel 5 Clasificador Atributo técnico 1 Atributo técnico 2

Tipo de TROF Cercas vivas: Cobertura (% de linderos que
[sin TROF; cercas especies de arboles constituyen cercas vivas)
vivas; arboles dispersos  Arpoles dispersos dentro Densidad (ntimero de &rboles
dentro de la parcela; de la parcela por ha)

barreras contra el vien- Propésito [principalmente

to u otros elementos frutas y nueces; principal-

lefiosos; zonas verdes]  mente madera: principal-
mente arboles de sombra;
otros]

Barreras contra el viento Longitud total por ha (m/ha)
u otros arreglos lineales:
especies de arboles

Empalizadas:
tipo o especie dominante

sificadores y atributos presentados aqui, utilizando reglas de decision, de manera
que un conjunto de clases definido para un area en particular puede ser facilmente
mapeado en el conjunto de clases utilizados para otra area y viceversa. Los princi-
pios de la definicidn de usos de clase de suelo, el disefio de la clasificacion jerarquica
y el atributo de los valores de clase, relacionados con observaciones de campo, son
explicados a continuacion.

Las clases se definen por la combinacidn particular de clasificadores y atributos
(determinados por el valor de los mismos). No todos los atributos o clasificadores
tendran que tomarse en cuenta, lo que determina el nivel de detalle con que se
definen las clases. Si inicamente se consideran los primeros tres niveles en la clasi-
ficacion jerarquica, una clase de uso de suelo podria ser definida en funcion de los
siguientes valores de atributos: “cultivo de arboles”, “parcela de tamano grande”,
“cultivo Unico”, “cultivo de temporada” vy “cultivo permanente”. Esto se traduce
en “plantacion de arboles”. Si se contemplan atributos adicionales del cultivo prin-
cipal (por ejemplo, tipo de cultivo), es posible distinguir entre una plantacién de
teca y otra de hule. Por otra parte, cuando se toman en cuenta atributos técnicos
adicionales, no necesariamente tienen que implicar una definicion de un conjunto
adicional de clases en el siguiente nivel de la clasificacion jerarquica; por ejem-
plo, distintos grados de cobertura de arboles pueden observarse dentro de la clase
“plantacién de arboles” (o aun dentro de las plantaciones de teca), pero esto pue-
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de no ser relevante para definir clases separadas de plantaciones de arboles. Mas
bien, se retiene la informacion sobre el porcentaje de cobertura como un valor de
atributo en particular para cada observacién individual (instancia u ocurrencia) del
objeto clase (es decir, plantacién de &rboles).

Una clasificacion jerarquica se establece de manera similar, decidiendo la pre-
sencia de un clasificador sobre otro. Esto se refiere a los niveles de la clasificacion
jerarquica, como han sido presentados arriba, y no a los niveles de generalizacion
(el segundo eje en el sistema de clasificacidn). Debido a que el sistema que se pre-
senta trata de areas cultivadas y manejadas, la jerarquia considera el cultivo princi-
pal como la puerta de entrada; sin embargo, en areas donde los cultivos migratorios
o permanentes se practican uno al lado del otro, el factor “tiempo de cultivo” pue-
de tener prioridad sobre el cultivo principal como la caracteristica dominante. No
obstante, esta caracteristica es general en areas grandes y no en parcelas, y por ello
podria usarse para realizar ejercicios de mapeo a pequena escala, en donde el factor
“tiempo de cultivo” seria el parametro en la jerarquia agregada y no, en la jerarquia
de clasificacion para observaciones en parcela. Para una explicacion de clasificacion
y jerarquias agregadas, ver Huising (1993).

La Tabla 11.9 proporciona una lista generalizada de los clasificadores v atri-
butos de clases de acuerdo con el nivel la clasificacion jerarquica. Debido a la
estructura anidada, no todos los atributos pueden ser facilmente organizados
en una tabla. Para informacion precisa habra que referirse a las Tablas 11.1 a Ia
11.8. La Tabla 11.9 contiene una vista global de la estructura de la clasificacion
principal. Las clases se asignan de acuerdo con las reglas de decision y al mis-
mo tiempo las clases se definen. Las reglas de decision generalmente toman la
forma de un conjunto de condiciones SI — ENTONCES que aplica los atributos,
combinados a través de operadores Booleanos (es decir, Y, O, XO y NO). Por
ejemplo:

SI (<forma de vida> igual a ‘arbol’ y <tamanio de parcela> igual a ‘grande’ y
<combinacién de cultivos> igual a “Unico’ y <factor tiempo de cultivo> igual a
‘permanente’) ENTONCES <clase> = ‘plantacién de arboles’

Para ilustrar la definicion y descripcion de la clase, hay que tomar en cuenta
los valores especificados para los diferentes clasificadores y atributos técnicos, tal
y como se observa en la Tabla 11.10. Los clasificadores especifican un “cultivo

nou

de arboles”, un “campo grande”, “sin irrigacion”, y “un cultivo permanente”, lo que
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significa una plantacion grande de arboles. Tomando en cuenta la informacion del
cultivo principal (clasificadores del nivel 1) se describira la parcela como grande
(con 10,000 m2 por tamafio de la parcela); una plantacién de mas de 10 afios
de teca (que forma un dosel cerrado), con 100 &rboles por hectarea y que recibe
1,200 mm de lluvia por afio. Si se utiliza la informacion sobre la especie de arbol,
se pueden distinguir plantaciones de arboles destinadas a la produccién de madera
para tablas o para otros fines y si se utiliza la informacion sobre el proposito, se
pueden distinguir plantaciones de frutales, de cacao vy otras.

Algunos de los clasificadores de suelo y atributos de suelo y cultivos, fre-
cuentemente no son relevantes para cultivos de plantacion, porque la prepara-
cion del campo, el manejo de plagas, enfermedades vy la fertilizacion del suelo
no tienen lugar. Se pueden tomar en cuenta medidas para el control de malezas
mediante corte o también el uso de quimicos. El manejo de estas plantaciones,
por lo tanto, se clasificara como “extensivo”. Las diferencias entre la intensidad
de uso de suelo, con relacion a la variedad de plantaciones, podria basarse en la
clase de atributo nivel 1 “densidad de arboles” o en el atributo nivel 2 “com-
binacion de cultivo de arboles” lo cual Unicamente tendra sentido si existe
una gran variacion de dichas caracteristicas dentro del area y si éstas reflejan
diferentes regimenes de manejo. Esto, por ejemplo, permitird una distincion
entre hule de “jungla”, a un sistema agroforestal en donde los arboles de hule
(Hervea brasiliensis) crecen dentro de la selva (Joshi et al., 2002) o en luga-
res donde se cultivan Unicamente arboles de hule.

En cuanto a los clasificadores del nivel 5, es importante informar sobre el uso
del suelo circundante, por ejemplo, si la plantacion de arboles bajo estudio es un
pequenio bosque aislado dentro de un ambiente dominado por cultivos anuales, o si
forma parte de un paisaje dominado por plantaciones de cultivos de arboles.

La Tabla 11.11 muestra los datos para una parcela imaginaria de maiz. El pri-
mer nivel especifica que se trata de una pequena parcela cuyo cultivo principal es
el maiz; el segundo nivel indica que entre el maiz se encuentran otros cultivos v,
el tercer nivel, que la parcela es cultivada de manera permanente con un pequeno
periodo de barbecho cada dos anos. La principal categoria de uso de suelo a la que
esta parcela en particular pertenecera puede definirse como “cultivos permanen-
tes a pequena escala con maiz como cultivo principal”. Posteriormente, se podria
definir una subclase anadiendo la descripcion “intercalada con un cultivo de legu-
minosas” para distinguirla del maiz como Gnico cultivo. De manera alternativa, si
la informacion es correcta y se considera importante en el contexto de la clasifica-
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cion, el criterio para mejorar el barbecho podria considerarse en la definicion de las
subclases. La informacion especifica se refiere a la densidad de la planta, al arreglo
especifico de la combinacion del cultivo y a qué especie es utilizada para mejorar el
barbecho, sin que esto quede reflejado en la definicion de las clases.

Manejo vy nivel de insumos: la informacidn en el manejo del cultivo vy el suelo
habla de que el nivel de perturbacién del suelo se considera intermedio (habiendo
sido arado dos veces con el uso de traccién animal) y que el insumo de quimicos
ha sido bajo, con un bajo volumen de herbicidas, sin el uso de fungicidas o pesti-
cidas y Unicamente con muy baja cantidad de fertilizantes. Esto podria traducirse,
dependiendo de las reglas de clasificacion, en “un manejo caracterizado por el uso
de traccién animal y bajo insumos agroquimicos”.

Los clasificadores de nivel 5 vy los atributos describen que el suelo es cultivado
de manera continua, principalmente, con cultivos anuales; que las parcelas son
generalmente pequenas, con escasa o sin presencia de arboles, que indica patrones
de uso de suelo fragmentados y un uso intensivo del suelo.

Esta seccion pretende demostrar como un conjunto de clases podra definirse
y organizarse en una estructura jerarquica y que el sistema es bastante flexible
en cuanto a la seleccion de clasificadores vy atributos considerados para su clasifi-
cacion. Un esquema de clasificacion estandar no funcionara porque la definicion
de un conjunto de clases depende del contexto y del propdsito especifico de la
clasificacion.

Ordenamiento de las clases de uso de suelo respecto a la intensidad
de su uso

En sistemas agricolas, el manejo tiene por objetivo modificar o establecer con-
diciones que propicien la produccion de un cultivo. El grado de interferencia con
(perturbacién o alteracién) el ecosistema natural serfa una buena medida de la
intensidad del uso de suelo. La norma general es que los sistemas culturales y ma-
nejados son mas intensivos que los naturales (cuanto mas insumos de manejo se
requieran para mantener los sistemas, mas intenso sera su uso).

Parece que existe un consenso sobre los factores que determinan la intensidad
del uso de suelo, pero una definicion de un indice o medida de la intensidad de uso
de suelo no es facil. Giller et al., (1997) definieron un indice de intensidad de uso
de suelo que considera la frecuencia de la ocupacién de suelo (segun lo expresado
en el indice Ruthenberg), uso de nutrientes, manejo de plagas, insumos de ener-
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gia y manejo de agua, como factores relevantes. Han existido varios intentos por
definir una medida de intensidad de uso de suelo, pero éstos no han sido del todo
exitosos, puesto que es dificil asignar un peso adecuado a las variables explicativas,
reflejando el grado en el que estos factores tienen un efecto en los ecosistemas (el
grado en el que se altera o perturba el ecosistema natural) y debido a que algunas
veces los datos requeridos para una evaluacion cuantitativa de la intensidad del uso
de suelo no son accesibles. Ademas, los esfuerzos para crear un indice universal o
una medida de la intensidad de uso de suelo seran inttiles, puesto que cada indice
es una expresion particular de la intensidad del uso de suelo, con la relevancia de
que un indice en particular dependiente del contexto o propdsito para el cual se
esta desarrollando.

Para los propdsitos de investigar tendencias en la pérdida de la diversidad del
suelo en relacién con un incremento en la intensidad de su uso, se requieren ca-
tegorfas de clases de uso de suelo en términos de la intensidad de uso de suelo (o
alternativamente una definicion de clases de uso de suelo que reflejen diferentes
niveles de la intensidad de uso de suelo). Esto se hace considerando aquellos atri-
butos (y clasificadores) que expresen un aspecto en particular de la intensidad
de uso de suelo. Existen dos principales ejes a lo largo de los cuales se mide la
intensidad del uso: el primero, se refiere a la permanencia (o frecuencia) de ope-
raciones y el segundo, a la intensidad (o amplitud) de las operaciones. En ambos
casos, el componente de la cobertura de la vegetacién (semi) permanente es un
indicador Gtil. Es decir, en el caso de cultivos migratorios, la proporcion del tiempo
durante el cual la vegetacidn del suelo se restablece de manera semipermanente, se
traduce directamente en la frecuencia del cultivo. La presencia de vegetacion per-
manente en el sistema de cultivo limitara las posibilidades para cultivar el suelo o
la proporcion del suelo que puede ser cultivado. También, aunque no directamente
relacionado con la influencia de la operacion del manejo, la presencia de vegetacion
permanente disminuira la influencia de la variacién climatica en el ecosistema del
suelo, indicando que el sistema con una proporcion mayor de vegetacion perma-
nente (ya sea como elementos de vegetacién natural o cultivada) representa una
intensidad menor de uso o un grado menor de perturbacion.

Lo anterior permite un arreglo de los componentes de la vegetacién (obje-
tos) alo largo de dos gradientes, de la misma manera como lo ilustran Kuechler y
Zoonneveld (1988). El primer gradiente representa la presencia (proporcién en
el espacio o tiempo) de vegetacién seminatural, que en el entorno de margenes
de selva se traduce en elementos de vegetacion lefiosa. El segundo gradiente

DESCRIPCION Y CLASIFICACION DE USO DE SUELO EN PUNTOS DE MUESTREO 331



representa la cobertura de vegetacion lefiosa, dentro del sistema de cultivo. Los
objetos se refieren a arboles que existen en la naturaleza (en el caso de vegeta-
cién natural), a arboles plantados o cultivados (&rboles cultivados) o elementos
de vegetacién no lefiosos (por ejemplo, cultivos anuales y pastizales) en el caso
de elementos de vegetacion cultivados. El continuo puede representarse grafi-
camente con un triangulo en donde los tres angulos representan los valores ex-
tremos de la cobertura del suelo que solo pueden estar constituidos por arboles
naturales (es decir, selva), sélo de arboles plantados (plantacion) o sélo de cul-
tivos anuales o pastizales. La localizacion a lo largo de los dos ejes, se determina
basandose en los clasificadores y atributos del sistema de clasificacion. En primer
lugar, la permanencia se expresa con el factor “tiempo de cultivo” y el sistema
de clasificacion permite un arreglo de clases de uso de suelo, de acuerdo con el
incremento en la intensidad: “sin cultivar”- “cultivos migratorios”- “sistemas
de barbecho”-"cultivos permanentes” (véase Tabla 11.5). Se puede hacer una
subdivision adicional basandose en la duracidn del periodo de barbecho, como se
ha especificado en el atributo técnico 1, en el siguiente nivel de especificacion.
Ademas de servir como una particion en el tiempo, este eje también expresa una
particion en el espacio entre los elementos de vegetacion natural y cultivada, lo
que resulta relevante en el caso de sistemas particulares de uso de suelo, como
en el sistema de “hule de la selva” mencionado arriba.

En segundo lugar, dentro de cada una de las clases definidas, pero sobre todo, para
el sistema de cultivo permanente, los objetos de uso de suelo son ordenados a lo largo
del segundo gradiente de intensidad de uso de suelo, de acuerdo con el componente

Figura 11.1 Disposicion del uso del suelo y las clases de cobertura basadas en la
presencia y ausencia de vegetacion natural, y presencia o ausencia del componente
arboreo.

| CULTIVOS ANUALES-CAMPO |

A Componente de le vegetacién lefiosa y semilefiosa (natural)
/\ Componente de la vegetacién lefiosa cultivada

0 Componente de la vegetacion lefiosa no cultivada

Componente arbol |

L]
SELVA "’ o PLANTACION

Tiempo de cultivo-permanencia
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arbol o arbusto en el sistema de cultivo (referido a las proporciones en el espacio o
en el tiempo). Las clases se ordenan de acuerdo con este gradiente utilizando las
caracteristicas del cultivo principal (Tabla 11.1) junto con las caracteristicas de la
cobertura del cultivo (es decir, porcentaje de la cobertura del cultivo, Tabla 11.2) vy
combinaciones de cultivo (Tabla 11.3). Si la cobertura de los arboles es escasa, tiene
que considerarse la informacidn relacionada con los arboles en la finca (Tabla 11.5).

Si Unicamente se toma en cuenta la forma de vida del cultivo principal, los cul-
tivos de arboles se consideran menos intensivos cuando se comparan con cultivos
de arbustos, de gramineas y con formas de vida herbaceas. En el caso de cultivos
de arboles (sistema basado en &rboles) se puede considerar el nimero de estratos
de la vegetacion y el porcentaje de cobertura del suelo para una categoria poste-
rior. Por ejemplo, las plantaciones de arboles se consideran menos intensivas que
cuando se trata de arbustos pequefios como el del café o té. Una diferenciacion
adicional para cultivos que no son arboles se basa en la permanencia o duracién del
cultivo, como se ve reflejado en la informacién sobre la categorfa del cultivo (ver
atributo técnico 1, Tabla 11.1). Respecto al tipo de cultivo de gramineas, la clase
“bambU” aparece antes que las clases de “pastos’, “cereales” y “arroz” (ver Tabla
11.1). Respecto a los cultivos sin gramineas, el orden de intensidad de uso serfa el
siguiente: “cultivo herbaceo”, “platano y otras plantas herbaceas similares”, “lipulo
y otras enredaderas perenes herbaceas” y “cultivo de cobertura”.

En el tercer paso, se deberd considerar la intensidad de las operaciones. Una vez
mas, dentro de las clases resultado de los dos pasos explicados arriba, el rango se
lleva a cabo basado en las caracteristicas de manejo (el cuarto nivel en el sistema
de clasificacién). Existen dos aspectos que deben ser considerados en relacién al
manejo: uno se relaciona con el grado de perturbacion fisica debida a las operacio-
nes de manejo vy el otro se relaciona con el grado de interferencia quimica con el
sistema (uso de agroquimicos). Los clasificadores y atributos del nivel 4 (especial-
mente relacionados con las operaciones de cultivo, deshierbe y de manejo de pla-
gas y enfermedades) son utilizados para definir las clases de intensidad. A un nivel
mas general, las cuatro clases de intensidad se definen de acuerdo con el grado de
mecanizacion (es decir, operacién de cultivo) y con el grado de uso de agroquimi-
cos (para el control de malezas y manejo de plagas y enfermedades) tal y como
se indica en la Figura 11.2. Una asignacion de la intensidad de clases se basa en
el valor del clasificador en las operaciones de cultivo (es decir, sin cultivo, manual,
traccidn animal o medios mecéanicos). También se podrian considerar operaciones
de deshierbe con “deshierbe mecanico” como un nivel mas de intensidad.
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Figura 11.2. Los cuatro cuadrantes de intensidad definidos por el nivel de mecaniza-
cion y uso de agroquimicos.

INTENSIDAD MEDIA: .é INTENSIDAD ALTA:

BAJO GRADO DE MECANIZACION; 'S | ALTO GRADO DE MECANIZACION;

ALTO NIVEL DE INSUMOS QUIMICOS %‘ ALTO NIVEL DE INSUMOS QUIMICOS
D Grado de disturbio fisico

INTENSIDAD BAJA: INTENSIDAD MEDIA:

BAJO GRADO DE MECANIZACION; ALTO GRADO DE MECANIZACION;

BAJO NIVEL DE INSUMOS QUIMICOS BAJO NIVEL DE INSUMOS QUIMICOS

Otra diferencia podria establecerse en funcidn del tipo de animales o maquina-
ria usada (de acuerdo con los caballos de fuerza) v el tipo de arado empleado. El
arado de vertedera tiene un efecto mas profundo en el suelo (remocién completa),
seguido por el arado de disco, el arado de cincel y, por tltimo, el arado escarificado,
que representa el nivel mas bajo de perturbacion.

En cuanto al orden de categorfa respecto del uso de agroquimicos, los clasifi-
cadores para el control de malezas y manejo de plagas y enfermedades, son con-
siderados de manera conjunta. A nivel mas general, Unicamente se considera el
“uso” o el “no uso” de agroquimicos, pero una diferencia mas, podria basarse en el
volumen de aplicacién (aplicacidn selectiva o localizada, tipo de equipo o maqui-
naria usada en el caso de plagas y enfermedades vy el volumen de aplicacidn; ver
Tabla 11.6b).

El procedimiento jerarquico descrito arriba producira ramificaciones claramente
separadas en la clasificacion del arbol, y no reconoce que puede haber una super-
posicion considerable en términos de intensidad de uso de suelo entre las clases.
Esto se puede observar en la figura 11.3. La superposicion sera considerable entre
las clases de sistemas de barbecho y sistemas de cultivos permanentes, en el primer
paso de la clasificacion, considerando una plantacién de arboles (cultivo perma-
nente bajo manejo extensivo) representara un sistema menos intensivo que un
cultivo manejado intensivamente bajo un sistema de barbecho corto.

Para poder llegar a una clasificacion final de clases de uso de suelo en términos
de intensidad de uso, estas clases tienen que relacionarse entre si. Al final, una eva-
luacion por pares de clases de uso de suelo individuales en la region de superposicion
dara la clasificacion final en términos de la intensidad de uso de suelo. Como se ilustra
en la figura 11.3, la clase de uso de suelo mas intensiva pertenece a “cultivos migra-
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Figura 11.3 Clasificacion del uso del suelo en términos de la intensidad de uso.

[Fee *Frnem Fig

[P Pui Pee Py P Pehi

Donde:

Fn: selva natural

Fl: selva explorada

Slce: cultivo extensivo, bajo cultivo migratorio (periodo de barbecho > 8-10 afios)

Smce: cultivo extensivo, bajo cultivo migratorio (1-2 afios < barbecho < 8-10 afios)

Ssce: cultivo extensivo, cultivo migratorio (barbecho < 1-2 afios)

Flce: cultivo extensivo, sistema de barbecho (barbecho > 8-9 meses)

Fmcm: cultivo de intensidad media, sistema de barbecho (4-5 meses < barbecho
< 8-9 meses)

Fsci: cultivo intensivo, sistema de barbecho (barbecho 4-5 meses)

Pte: cultivo de arboles extensivo, cultivo permanente

Pti: cultivo de arboles intensivo, cultivo permanente

Pge: pastizales extensivos, cultivo permanente

Pgi: pastizales intensivos, cultivo permanente

Pcmi: cultivo de intensidad media, cultivo permanente

Pchi: cultivo intensivo, cultivo permanente

torios” y es seguida por el de menos intensidad de uso “cultivo permanente”, conside-
rando que la cobertura de arboles en plantaciones puede ser entre el 60% al 70% de
la intensidad de uso, que corresponde al 66% del tiempo que la tierra no es cultivada,
lo que se toma como el limite superior para la clase “cultivos migratorios”.

Para establecer una comparacion de clases de uso de suelo individual, en las re-
giones superpuestas entre la categoria mayor de uso de suelo, se aplican los mismos
criterios que en el segundo v tercer pasos de la clasificacion, donde se determina el
orden a lo largo del gradiente de intensidad de uso de suelo descrito anteriormen-
te. Esto quiere decir, en primera instancia, que se considera la forma de vida de la
vegetacion dominante o cultivo, sin distinguir, en esta fase, si proviene de origenes
culturales o (semi) naturales (por ejemplo, si el suelo esta en barbecho el 60% del
tiempo v la vegetacion de ese suelo es pasto, este pasto se considera el tipo de vege-
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tacién dominante). En el segundo ejemplo se considera la intensidad de manejo (en
relacion con el cultivo mas demandante del sistema, es decir, “sistemas de barbecho”
refiriéndose al componente de cultivo, mas que al barbecho en sf) para permitir a Ia
clase bajo consideracion subir una o dos posiciones en el orden de clasificacion.

De esta manera, los pastizales permanentes, aun en el caso de que sean ma-
nejados intensivamente (Pgi) tendran una clasificaciéon mas baja en términos de
intensidad de uso de suelo, si se compara con un cultivo anual con un sistema
de barbecho corto (F_). Igualmente, un cultivo con un manejo intensivo bajo
un sistema de barbecho corto (F_) puede subir una posicion, si se compara con
un area de cultivo permanente bajo manejo intermedio o bajo (Pcmi]. Respecto
a la selva, se hace una distincion entre selva natural, selva manejada y selva
explotada, de acuerdo con los sistemas de uso de suelo en el tropico hiimedo a
diferencia del proyecto ASB (Bignell et al., ZOOS], con la introduccidn de una
nocion de que la extraccion de productos de la selva sirve como un indicador
para la intensidad de uso.
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