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RESUMEN

El trabajo se realiz6 con plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) cv Salinas tipo Iceberg
(bola) inoculadas y no inoculadas con hongos micorrizicos arbusculares
(Rhizophagus intraradices) y fertilizadas con cuatro niveles de nitrégeno. El objetivo
fue determinar la contribucién de los HMA en el crecimiento y el contenido nutrimental
de plantas de lechuga fertilizadas con diferentes niveles nitrégeno. Para lo anterior se
establecieron tres ensayos: el primero con dos fuentes de in6culo (solido y liquido) y
cinco dosis de propagulos de HMA, el segundo con la fuente de in6culo liquido y
cuatro dosis de propagulos de HMA, ambos en invernadero y el tercero en campo en
la localidad de Santa Béarbara, Uruapan, Michoacén con planta previamente inoculada
en invernadero. Las plantas establecidas en campo, fueron aporte de cuatro niveles
de nitrégeno. Los resultados indicaron para el primer ensayo que la fuente de in6culo
liquido favorecié mejor el desarrollo de la plantas de lechuga (raiz y parte aérea), en
el segundo ensayo las plantas inoculadas con dosis de 50 y 100 propagulos por planta
permiten mejor peso seco y fresco de planta de lechuga (raiz y parte aérea). En el
tercer ensayo con disefio y andlisis factorial presentd diferencias significativas la
inoculacién de HMA de mayor peso fresco y seco (parte aérea), area foliar y contenido
de clorofila; no en las concentraciones de fésforo. Los niveles de nitrégeno aportado
permitieron mejores caracteristicas de planta en etapa de desarrollo y cosecha. La

combinacién de HMA y niveles de nitrdgeno no presentaron diferencias significativas.

Palabras clave: Rhizophagus intraradices, colonizacion, nitrato de potasio,

fertilizacion, fosforo.



ABSTRACT

The work was performed with lettuce plants (Lactuca sativa L.) cv Iceberg Salinas type
(ball) inoculated and not inoculated with arbuscular mycorrhizal fungi (Rhizophagus
intraradices) and fertilized with four levels of nitrogen. The objective was to determine
the contribution of AMF on growth and nutrient content of lettuce plants fertilized with
different nitrogen levels. The first two sources of inoculum (solid and liquid) and five
doses of propagules of AMF, the second source of liquid inoculum and four doses of
propagules of AMF, both in the greenhouse and the third, for the above three trials
they were established field in the town of Santa Barbara, Uruapan, Michoacan plant
previously inoculated in the greenhouse. Established plants in the field, were a
contribution of four levels of nitrogen. The results showed for the first test that the
source of liquid inoculum better favored the development of lettuce plants (roots and
aerial part), in the second test plants inoculated with doses of 50 and 100 propagules
per plant dry weight and allow better fresh lettuce plant (root and aerial part). In the
third trial design and factorial analysis showed significant differences inoculation HMA
larger fresh and dry weight (aerial part), leaf area and chlorophyll content; No
phosphorus concentrations. Nitrogen levels allowed provided best features of plant
development stage and harvesting. The combination of HMA and nitrogen levels were

not significantly different.

Keywords: Rhizophagus intraradices, colonization, potassium nitrate, fertilization,

fosforus.



INTRODUCCION

La actividad agricola es importante por la necesidad constante de contar con
alimentos para la poblacion humana. El cultivo de las hortalizas, como la lechuga,
participa con incrementos de produccion debidos a su consumo y popularidad.

La lechuga es una verdura de importancia nutricional y econémica, que se
puede cultivar en todo el mundo en varias épocas del afio; el principal uso es para
consumo humano (Dan et al., 2014). Los estudios sobre genética de la lechuga han
permitido mejorar su valor nutricional, ademas de lograr su adaptacion fisiolégica a

una diversidad de condiciones ambientales (Vries, 1997).

La lechuga cultivada Lactuca sativa proviene, por polinizaciéon albgama, de
especies como Lactuca serriola entre otras, las cuales se consideran como malezas.
El nombre cientifico de Lactuca, se debe al latex blanco (lactucario) que expulsan el
tallo, las hojas o las raices al sufrir algun corte. El lactucario es utilizado por sus
propiedades medicinales, para calmar a personas nerviosas y ayudar a conciliar el
suefio (Sirtori y Boffelli, 2007). La lechuga, por su contenido de potasio, presenta
propiedades diuréticas ligeras; también contiene alta cantidad de clorofila, por lo que
ayuda a limpiar la sangre y el higado (Bartimeus, 2014).

Generalidades del cultivo

El tallo de la planta de lechuga es cilindrico y ramificado; la raiz es pivotante, con una
longitud promedio de 25 cm cuando se desarrolla en suelo; las hojas tienen el borde
liso, ondulado o aserrado y estan colocadas en roseta y en algunas variedades forman
un cogollo esférico o “pella” (tipo iceberg) en la etapa de desarrollo, antes de emitir la

flor. El contenido de nutrimental de la lechuga se describe en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Contenido nutrimental de la lechuga redonda de parte la comestible

Elemento Unidad de medida Cantidad contenida
Energia Kcal 12
Energia Kj 50
Agua g 95.7
Proteinas g 1.3
Grasa total g 0.2
Carbohidratos totales g 2.1
Carbohidratos disponibles g 0.8
Fibra cruda g 0.8
Fibra dietaria g 1.3
Cenizas g 0.7
Fésforo mg 49
Calcio mg 47
zZinc mg 0.18
Hierro mg 1.00
Retinol Vle] 63.00
Vitamina A Mg 370.0
Tiamina mg 0.06
Riboflavina mg 0.05
Niacina mg 0.48
Vitamina C mg 7.40

Fuente: Reyes et al., (2009)

De acuerdo al contenido nutrimental de la lechuga, en su parte comestible
(superior) su composicion es alta en fésforo y calcio como elementos minerales;
ademas de que posee una porcion importante de proteinas y carbohidratos totales

como se muestra en Cuadro 1 (Reyes et al., 2009).

Las plantas de lechuga son anuales, con ciclo de vida que comprende de 70
a 90 dias, contados a partir de la siembra; de preferencia se debe sembrar en

semillero 0 almacigo. Las semillas de lechuga tienen una capacidad germinativa
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importante de ocho a nueve afos, pero se sugiere no utilizar estas con mas de tres
anos (Sirtori y Boffelli, 2007). La planta se puede desarrollar en condiciones de vivero
por 20 a 30 dias para favorecer mejor su desarrollo durante la primera etapa. Para
establecer la planta en el lugar definitivo, debe contar con buen desarrollo de raiz y
no presentar ninguna enfermedad o dafio; la plantacion se realiza con raiz completa,
con cinco hojas verdaderas u ocho centimetros de altura. La cosecha se realiza
cuando el cogollo esta bien formado y compacto (SIAP, 2015b).

La planta de lechuga prefiere temperaturas diferenciadas durante sus distintas
etapas productivas. El mejor desarrollo de la planta se presenta entre 15y 18 °C; la
germinacion se puede realizar desde los 5 hasta los 16 y 20 °C como temperatura
Optima. La siembra de lechuga se lleva a cabo en los ciclos de primavera-verano y
otofio-invierno. Las lechugas pueden ser precoces o tardias segun la temporada en
gque sean establecidas; existen variedades para cada temporada y la diferencia entre
ellas es segun el tiempo de desarrollo, el cual puede ser rapido o tardio. El tiempo
que se tarden en desarrollar es debido a las condiciones de frio el cual ocasiona
trastornos y retraso en las plantas. Las plantas de lechuga tienen la capacidad de
acogollado de acuerdo a la caracteristica genética de cada variedad, la cual es
influenciada por factores climatoldgicos como la luz limitada y temperaturas
superiores a 20 °C dificultan su desarrollo. Una iluminacion suficiente y temperaturas
inferiores a los 20 °C durante el dia favorecen a las plantas, ademas de una baja

temperatura nocturna (Claridades Agropecuarias, 1999).

Produccion de lechuga

La produccién de lechuga en México en el 2014 fue de 177,498.28 en 9,145.15 ha
con rendimiento promedio de 20.08 t ha* (SIAP, 2015a), que se ubica en 21 estados
(Cuadro 1). El estado con mayor superficie establecida es Guanajuato (3,405 ha),
seguido por Baja California (1,259.50 ha), Zacatecas (1,101 ha) y Puebla (966 ha);
como el mejor rendimiento correspondié al estado de Aguascalientes (34.33 t ha'),
con la posicién cinco en cuanto a superficie cultivada con 821 ha. El estado de
Michoacan por superficie establecida se ubico en la posicion ocho en 2014 (285 ha),

con una produccion de 6,830 toneladas y rendimiento de 23.96 t ha' (SIAP, 2015a).
3



Cuadro 2. Produccion de lechuga en México por cada estado para el afio 2014

Superficie

Rendimiento Precio medio rural

Ubicacién Produccion (T)

sembrada (Ha) (tha't) ($/tonelada)

Aguascalientes 821.00 28,183.40 34.33 2,668.84
Baja California 1,259.50 15,743.30 12.70 8,345.70
Baja California Sur 8.00 87.00 10.88 6,509.34
Chihuahua 6.00 106.00 17.67 3,377.36
Coahuila 7.00 210.00 30.00 5,000.00
Distrito Federal 71.90 613.43 8.55 6,647.21
Durango 8.00 157.00 19.62 2,722.93
Guanajuato 3,405.00 58,498.40 17.20 2,949.46
Guerrero 7.00 50.00 7.14 2,749.60
Jalisco 215.00 4,037.00 18.78 2,580.09
Michoacén 285.00 6,830.00 23.96 2,879.19
México 16.00 245.70 15.36 4,633.06
Puebla 966.00 16,997.30 18.89 1,938.53
Querétaro 376.00 10,124.50 27.44 2,179.71
San Luis Potosi 71.00 1,837.00 29.16 2,491.79
Sinaloa 8.00 57.00 7.12 4,500.00
Sonora 427.75 11,917.50 27.86 4,415.73
Tlaxcala 57.00 1,710.00 30.00 2,075.44
Veracruz 15.00 232.50 15.50 4,440.00
Yucatén 14.00 46.25 3.30 6,595.86
Zacatecas 1,101.00 19,815.00 21.99 3,734.77
Total/promedio 9,145.15 177,498.28 20.08 3,427.35

Fuente: SIAP, (2015a)

Los municipios en el estado de Michoacdn con mayor superficie dedicada al

cultivo de lechuga son Zamora (190 ha), Tarimbaro (109 ha) y Jacona (105 ha); los

municipios con mas alto rendimiento son Jacona, Zamora, Yurécuaro y Copandaro,

quienes superan las 22 t ha* como se muestra en Cuadro 2 y 3 (SIAP, 2015a).



Cuadro 3. Produccion de lechuga en el estado de Michoacan por municipio para el

afno 2014
Ubicagion Superficie Produccion Rendimiento Precio medio rural
sembrada (Ha) ) (t hat) ($/tonelada)
Charo 22.00 297.00 13.50 2,600.00
Cojumatlan de Régules 21.00 310.00 14.76 2,300.00
Copandaro 14.00 312.00 22.29 3,753.85
Ixtlan 13.00 130.00 10.00 5,230.77
Jacona 105.00 3,475.00 33.10 3,287.14
Jiquilpan 7.00 98.00 14.00 2,300.00
Maravatio 95.00 1,655.00 17.42 3,986.16
Sahuayo 36.00 536.00 14.89 2,822.39
Tarimbaro 109.00 1,968.00 18.06 4,008.94
Venustiano Carranza 19.00 266.00 14.00 2,386.84
Yurécuaro 3.00 66.00 22.00 6,000.00
Zamora 190.00 5,150.00 27.10 4,246.99
Total/promedio 634.00 14,263.00 22.50 3,778.10

Fuente: SIAP, (2015a)

El nitrogeno en la lechuga

Las plantas presentan diferentes capacidades de extraccién por las raices y
asimilacién de los nutrimentos disponibles en el suelo. La necesidad que un cultivo
tiene de un nutrimento depende de la funcion que éste realiza en cuanto a la
produccion de biomasa (Flores et al., 2010). En los cultivos agricolas, la formulacién
de una dosis de fertilizacion de cada elemento debe basarse en metas de rendimiento

y depende del sistema de produccion (Alejo et al., 2011).

Las préacticas implementadas en cada cultivo en el suministro de fertilizantes
como el nitrégeno impactan de forma significativa en el ambiente. Las cantidades
aportadas deben estar en funcion de la demanda nutrimental del cultivo y con esto se
evita la generacion de problemas de contaminacion (Flores et al., 2010). El nitrégeno

es el nutrimento de mayor absorcion por la planta, por lo que es el elemento con
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mayores volumenes de aplicacion en la agricultura. Se debe cuidar que el nitrdgeno
aportado al cultivo no se lixivie en forma de nitratos, sino que la planta lo aproveche
de la manera mas eficiente, lo cual reducira efectos contaminantes en agua y suelo
(Martinez et al., 2011).

Las plantas acumulan nitrégeno en sus hojas, en forma de nitratos. Esto se
considera de importancia en su calidad porque puede tener un efecto negativo en la
salud del consumidor cuando, como en la lechuga, las hojas son la parte comestible
(Sanchez, 2010). En hojas de lechuga tipo iceberg se consideran aceptables
concentraciones de nitrégeno menores a los 2000 mg de NOs/kg de materia fresca,
para lechugas cultivadas en condiciones de cielo abierto, 0 2500 mg de NOs/kg para

las cultivadas en condiciones de invernadero (DOCE, 2002).

Los requerimientos de nitrébgeno para la lechuga son de 113 kg ha?, sin que
esto genere una acumulacién de nitratos téxicos en la planta, conforme a lo que
sefala la Unién Europea (Flores et al., 2010). La asimilacién de nitrégeno por el cultivo
de lechuga se estima entre 150 a 200 kg ha* (Rincén, 2005); Bugarin et al. (2011)
sefialan un maximo de absorcion de 167.7 kg hal, con lo cual se alcanza un peso por
planta de 0.18 kg. Las aportaciones de nitrdgeno en lechuga tipo iceberg comunes en
México son de 50 a 200 kg ha, sin que altas cantidades reflejen aumento en peso
fresco; sin embargo la acumulacion de nitratos se incrementa en concentraciones

altas, principalmente en las hojas (Rincon et al., 2002).

El f6sforo en lalechuga

El fésforo es un nutriente de importancia, el cual favorece el desarrollo y crecimiento
vegetal y en las hortalizas contribuye en aumentar la produccién. La deficiencia de
este elemento afecta al crecimiento de la planta, que en casos extremos no se
desarrolla mas alla de la etapa de plantula; ademas provoca un bajo rendimiento. Su
deficiencia severa no es comun en areas cultivadas con hortalizas, ya que los
agricultores suelen aportarlo en cada temporada de siembra, junto con otros

elementos, normalmente con independencia de un analisis de suelo.



El fésforo es un elemento de poca movilidad en la mayoria de los suelos
agricolas. Es suministrado en ocasiones desde la preparacién de suelo en el caso
poner proteccion, en acolchado se debe colocar cercano a donde se estableceran las
plantas, para favorecer la disponibilidad (Hochmuth et al., 2001). La actividad del
elemento con las plantas depende en gran parte del tipo y la composicion quimica del
suelo. En las primeras etapas del cultivo, la forma de fésforo aportada puede afectar
la disponibilidad del elemento para la planta; durante el desarrollo del cultivo no se

han encontrado diferencias en la fuente del elemento (Hochmuth et al., 2001).

Las lechugas acumulan fésforo en hojas y raices; el contenido de este
elemento es diferente en cada una de las partes de la planta. La cantidad de fésforo
que puede absorber depende tanto de las cantidades contenidas en el suelo como de

las aportadas con la fertilizacion (Bertossi et al., 2013).

Los hongos micorrizicos arbusculares

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son organismos que viven en el suelo
como simbiontes en las raices de la mayoria de las plantas terrestres. Ellos le aportan
beneficios, con lo que se generan ventajas sobre las plantas no micorrizadas, como
la mayor adquisicién de nutrientes de baja disponibilidad o de baja movilidad en el
suelo. La actividad de los HMA esta limitada a los cultivos que no son compatibles o
bien a las condiciones del suelo donde este se desarrollen, también a las condiciones
de un manejo integrado del cultivo, ademés del uso de monocultivos (Barrer, 2009).
Los HMA favorecen la absorcién de nutrientes por la planta, a través de las hifas
(Smith y Smith, 2011) (Figura 1). Los HMA se caracterizan por presentar crecimiento
intra e intercelular de la corteza de la raiz, ademas de formar dos tipos de estructuras
como arbusculos y vesiculas (Quilambo, 2004). Los arbusculos son hifas que se
dividen dicotbmicamente con periodos de vida cortos; las vesiculas son estructuras
de almacenamiento que se forman en la parte terminal de las hifas (Barker et al.,
1998). Las hifas infectivas son las que inician los puntos de colonizacion en una o
varias raices; las hifas absorbentes son las que se encargan de explorar el suelo para
la extraccion de nutrientes y la hifas fértiles son las que llevan las esporas (Morton,

2002 citado por Barrer, 2009). Las hifas presentan crecimiento intercelular y los
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arbusculos se encuentran dentro de las células corticales. También las hifas
presentan crecimiento intracelular al igual que los arbusculos, pero estos forman
enrollamiento cuando estan dentro de la célula (Barker et al., 1998; Peterson et al.,
2004 y Morton, 2002 citado por Barrer, 2009). El crecimiento del hongo se da en forma
asimbidtica entre una y dos semanas hasta que se genera el contacto con la raiz del
hospedero, para lo cual se genera una estructura de nombre apresorio, a través del
cual se lleva a cabo la penetracion de las hifas a las células corticales de la raiz para
formar los arbusculos e incrementar el area de contacto entre la planta y el hongo
(Bago et al., 2000). Los cambios fisiolégicos y bioquimicos que se generan en la
planta al momento de ser infectada son de reconocimiento y no de rechazo, por lo
cual se considera que el hongo emite sefiales a la planta antes de la colonizacién y
con ello evitar el rechazo (Gadkar et al., 2001). En experimentos con cultivos donde
se hicieron aportaciones de fésforo y sin fésforo se encontré que existen diferencias
de mayor infectividad cuando este elemento se encuentra limitado en su aportacion
(Elias y Safir, 1987 citados por Barrer, 2009).

(A) arbusculo (B) hifas y arbusculos (C) vesiculas
Fuente: Piterson et al., 2004 citado por Barrer, (2009)
Figura 1. Presencia de Rhizophagus intraradices en raices colonizadas

Efecto en el fésforo y el nitrégeno

La fijacion bioldgica de elementos como el nitrégeno y la solubilizacion de fésforo, son
los beneficios esperados en el uso de biofertilizantes como los Hongos Micorrizicos
Arbusculares. La comprobacion de los efectos es una de las necesidades de
investigacion, sobre todo de productos comercializados de aplicacién para los cultivos

en el campo (Uribe et al., 2010).



En trabajos realizados en plantas con presencia de HMA, se tiene que el
fosforo es el elemento méas favorecido como respuesta (positiva o negativa), de la
participacion de los HMA. El nitrdgeno en presencia de los HMA, la participacion en
las raices de las plantas no es tan clara en cuanto a su contribucién para satisfacer
los requerimientos asi como los costos que le representa este elemento por ser el de

mayor aporte a cultivos de hoja (Smith y Smith, 2011).

En gran cantidad de los suelos y diversidad de condiciones ambientales hay
HMA, se encuentran en bosques templados, pastizales tropicales y subtropicales, asi
como ecosistemas aridos (Opik et al., 2010). Se ha podido constatar que la diversidad
de HMA es baja en suelos salinos y que la labranza reduce la diversidad y abundancia

de hongos formadores de micorrizas (Tapia-Goné et al., 2008).

Para aumentar la cantidad y variedad de los HMA y bacterias benéficas en los
suelos agricolas, en el mercado se comercializan biofertilizantes que incluye
Rhizophagus intraradices dentro de los mas comunes. Los efectos son positivos en
la absorcion de nutrientes de poca movilidad como fosforo, cobre y zinc, ademas de
ofrecer proteccién contra patdgenos, resistencia a sequia y mejora de las
caracteristicas del suelo (Cuenca et al., 2007). El uso de HMA también contribuye a
mejorar el peso seco y mas area foliar de las plantas (Barrer, 2009). Los hongos
micorrizicos arbusculares generan alteraciones en la fisiologia de la planta
hospedante como la hidratacion en los distintos tejidos en condiciones de sequia, se
modifica la transpiracion de las plantas y afecta positivamente la apertura de los

estomas y la actividad fotosintética (Auge, 2001).

En el cultivo de fresa, los HMA como Rhizophagus intraradices produjo una
respuesta positiva en el crecimiento y aumento de materia seca (Castellanos et al.,
2012) de la planta; esta asociacion simbiotica fue afectada por la concentracion de
nitrégeno suministrado en el riego (Ruiz-Corro et al., 2012). Ademas en tomate de
cascara inoculado con Rhizophagus intraradices se observé un incremento en la

actividad fotosintética, durante el desarrollo del cultivo (Velasco et al., 2001).



En plantas de lechuga (Lactuca sativa L.), los HMA de Glomus caledonium y
Glomus mosseae, tuvieron capacidad de infeccion, si bien el grado de inoculacion
dependio de la concentracion de nutrientes, como el calcio (Hepper y O'shea, 1984).
Owusu-Bennoah (1991) demostraron que el grado de infeccion de los HMA se puede
regular con los niveles de nitrégeno y de fosforo. La colonizacion de HMA en plantas
de lechuga cultivadas en arena con el suministro de soluciones nutritivas en el riego,
se vi6 reducida cuando los niveles de nitrégeno suministrado aumentaron (Owusu-
Bennoah, 1991). En plantas de lechuga orejona los HMA favorecieron el
aprovechamiento de nitrégeno aportado, aunque con la fuente en forma de nitrato fue
mas eficiente que con el uso de amonio (Azcon et al., 1992). Los HMA en plantas de
lechuga favorecieron un mayor rendimiento cuando solo se fertilizé con alguna fuente
de nitrégeno, por la asimilacion de nutrientes excepto, calcio bajo condiciones de
sequia (Azcon et al., 1996). Marulanda et al. (2003) en un estudio con lechuga
constataron el efecto de los HMA sobre el transporte de agua y nutrientes en las
plantas inoculadas, en funcién de las condiciones de suelo, humedad disponible y
cantidad de micelio generado. Por otra parte, las plantas de lechuga micorrizadas
presentaron una mayor tolerancia a la salinidad, lo que también estaria asociado a la
disponibilidad de fésforo (Ruiz-Lozano, 1996). Las plantas de lechuga tienen
capacidad de asociacion simbidtica con los HMA, con la funciébn de compartir
antioxidantes, penilpropanoides y carotenoides. La asociacion le gener6 a la planta
disminucion en las concentraciones de Ca y Mn, pero incremento en los contenidos
de Cuy Fe entre otros componentes, en plantas inoculadas respecto a las plantas no

inoculadas (Baslam et al., 2011).
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Justificacion

Los trabajos realizados con lechuga indican que las plantas inoculadas aprovechan
mejor las aportaciones de nitrégeno, lo que se refleja en un mayor desarrollo. Sin
embargo, se desconoce cuales son los niveles de fertilizacion nitrogenada 6ptimos

para lograr una mejor respuesta de la planta, sin que se inhiba la actividad del hongo.

Los HMA colonizan a las plantas de lechuga, sin embargo se desconoce el
éxito de la colonizacién y la capacidad infectiva del hongo, desde la produccion de la

planta hasta el trasplante.

También es importante estudiar el contenido de los elementos presentes en
las hojas de lechuga, en particular N y P, para conocer como varian en funcién de los
niveles de fertilizacion nitrogenada y de la presencia o ausencia de micorrizas. Esto
permitiria generar propuestas agronémicas tendentes a disminuir la concentraciéon de
N en la parte comestible de la planta, sin afectar la productividad y calidad de la

cosecha.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar la contribucion de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en el
crecimiento y estado nutricional de plantas de lechuga, cultivadas a varios niveles de
fertilizacién nitrogenada.
Objetivos especificos

1.- Evaluar métodos de inoculacién del HMA, que induzcan un porcentaje de
colonizacién de las raices de al menos 40 % por planta, en condiciones de
invernadero.

2.- Determinar el efecto de la inoculacion de Rhizophagus intraradices sobre
el crecimiento de plantas de lechuga, cultivadas en campo a varios niveles de

fertilizacién nitrogenada.

3.- Determinar el contenido de P en plantas de lechuga cultivadas en campo,

a varios niveles de fertilizacién nitrogenada e inoculadas con R. intraradices.

HIPOTESIS

El uso de hongos micorrizicos arbusculares en el cultivo de lechuga permiten obtener
mejores caracteristicas de crecimiento con menores aportes de nitrégeno, con

respecto a plantas no inoculadas.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en dos fases: en la primera se realizaron dos ensayos bajo
condiciones de invernadero y en la segunda se realiz6 un ensayo bajo condiciones
de campo abierto. Para todos los ensayos, primero se tuvo que producir la plantula,
micorrizarla y verificar que se establecié el hongo. En el primer ensayo el objetivo fue
determinar fuente de in6culo (sélido y liquido) y en el segundo ensayo las dosis de

inoculo.

Ensayos 1y 2

El trabajo en invernadero se llevé a cabo en Uruapan, Michoacan, en la localidad
Toreo El Bajo, fraccionamiento La Huerta, calle Granada # 1, propiedad de la Sra.

Rosalina Rios Villanueva.

Objetivo

Evaluar métodos de inoculacién del HMA, que permitan un porcentaje de colonizacion

de las raices de al menos 50 % por planta, en condiciones de invernadero.

Produccion de plantula para ensayos

Las plantulas se desarrollaron en charolas de unicel con cavidades de 25 ml,
previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio. El sustrato utilizado fue arena, la
cual se esteriliz6 en autoclave a 120 libras por 20 minutos y temperatura de 121 °C,
y se dejo enfriar. EI material bioldgico utilizado fueron semillas de lechuga de la
variedad comercial Salinas 88 (conocida como “lechuga suprema”), producidas en
Estados Unidos por la empresa Sakata Seed América Inc., correspondientes al lote
504398-00-00, con un 90 % de germinacion, envasadas en agosto de 2013. En cada
cavidad de las charolas de siembra se colocé una semilla, previamente lavada para

eliminar parte del tratamiento quimico suministrado por la empresa productora.
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Como fuente de HMA se utiliz6 un biofertilizante comercial conteniendo HMA
Rhizophagus intraradices como inoculo en presentacion liquida, con 1,100
propagulos viables por mililitro, proporcionado por el corporativo de Desarrollo
Sustentable S. A. de C. V., Morelia, Michoacan México. También se utiliz6 una fuente
de in6culo solido, de la empresa Endomic®, con 20 esporas de Glomus sp., por
gramo, disponible en arcilla.

Previo a la aplicacion, cada uno de los biofertilizantes se mezclé con gel
(sutituto de agar) previamente preparado a dosis de 5 g por litro de agua y mezclado
de manera uniforme antes de inocular, la aplicacién fue de 1 ml de la mezcla por
semilla o planta para los dos biofertilizantes. Para el primer ensayo la inoculacion se
realiz6 directamente en las semillas. Posteriormente, se cubrié cada semilla con una
capa delgada del mismo sustrato, y las charolas se llevaron al invernadero para su
desarrollo. A los 4 dias después de la siembra se inicio6 el riego a cada planta aplicado

con pizeta, una vez al dia de forma manual.

Viabilidad del in6culo

Para la prueba de viabilidad de la fuente liquida de HMA, se colocé 1 ml del in6culo,
en cada uno de tres tubos de ensayo con el reactivo MTT (3-(4.5-dimetiltiazol-2)-2.5-
difenil bromuro de tetrazolio) a dosis de 0.05 g por 10 ml de agua, se cubri6 con papel
aluminio, se puso en refrigeracién a 5 °C por 24 horas. Con ayuda de un microscopio
estereoscopico, se procedié a identificar esporas: las de color rosa y negras se

consideraron viables, las de otra coloracién o incoloras, se consideraron no viables.

Para realizar la prueba de viabilidad de la fuente sélida de HMA, primero se
procedié a extraer esporas, con la técnica de tamizado humedo. Se pesaron 100 g
de in6culo solido en 1.0 litros de agua, se agitdé por 5 minutos, se decantd por 2
minutos y se paso por dos tamices, de 0.7 y 0.4 mm, en los cuales quedaban retenidas
las esporas, posteriormente se lavaron con agua y se recuperaron las esporas. De
1.0 ml de la solucién de suelo obtenida del primer tamiz, se mezclé en un tubo de
ensayo con el reactivo MTT (3-(4.5-dimetiltiazol-2)-2.5-difenil bromuro de tetrazolio) a

dosis de 0.05 g para 10 ml de solucién; el tubo se cubrié con papel aluminio y se puso
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en refrigeracion a 5 °C por 24 horas; trascurrido el tiempo, la muestra se retir6 del
refrigerador y con ayuda de un microscopio estereoscépico, se procedio a identificar
esporas y raices. Las esporas y/o estructuras de color rosa y las negras se
consideraron como viables y las de otra coloracion o las incoloras no se consideraron

viables.

Identificacion de estructuras micorrizicas

Alos 21y 28 dias de su germinacién, las plantulas de lechuga, se sacaron de
la charola y se lavaron con abundante agua potable. Después se procedi6 a la
separacion de la parte aérea o foliar y la raiz. La raiz se colocé en un casete de

plastico, para realizar el acondicionamiento de tejido y luego la tincion.

Para acondicionar (suavizar) las raices se colocaron en un vaso de
precipitado, 500 ml de agua desionizada y 50 g de hidroxido de potasio (KOH)
gquedando una solucion a concentracién del 10 %. La solucién se hirvid y se colocaron
los casetes que contenian las raices. Se volvié a hervir durante 7 minutos; al término
del tiempo los casetes se retiraron de la solucion y se lavaron de manera inmediata,

con abundante agua desionizada.

La tincion de estructuras micorrizicas se llevé a cabo mediante la técnica de
tincion tinta-vinagre, para posterior conteo de estructuras, segun lo propuesto por
Vierheilig et al., (1998) con tiempo ajustado a 7 minutos para tincion de plantas de
lechuga. La identificacion de estructuras micorrizicas se llevd a cabo mediante la

técnica propuesta por Bierman y Linderman, (1981).
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Cuadro 4. Materiales utilizados para tincion de raiz de lechuga con tinta-vinagre

Requerimiento Cantidad requerida para 500 ml de agua
Hidréxido de potasio (KOH) en perlas 50 gramos
Tinta color azul (Sheaffer) 25 mililitros
Vinagre de cafia 0.5 litros
Agua desionizada 0.5 litros
Vaso de precipitado 1.5 litros de capacidad
Probeta de cristal graduada 0.050 litros de capacidad
Campana de extraccion de gases y 1 pieza
olores
Parrilla eléctrica 1 pieza
Celdas plasticas perforadas (casete) 1 por cada muestra (32 piezas maximo)

En un vaso de precipitado de capacidad de 1.5 litros, bajo una campana de
extraccion de gases, se colocaron 500 ml de vinagre de cafia y 25 ml de tinta color
azul (Sheaffer) como solucién al 5 % y se hirvid. Se vertieron en la solucién los casete
gue contenian las raices y se volvio a dejar hervir durante 7 minutos; transcurrido el
tiempo los casetes se retiraron de la solucién y se lavaron con abundante agua
desionizada. Los casetes lavados se dejaron en una mezcla de 800 ml de agua
desionizada con 20 ml de vinagre por 24 horas a temperatura ambiente. Después de
este tiempo, las raices se seccionaron en trozos de 1 cm de largo. Los segmentos de
raiz se colocaron en porta objetos, con una gota de aceite de inmersion y se

observaron al microscopio éptico (100/1.25 oil) para contar las estructuras del hongo.

Materiales

Para ensayo 1 se utilizaron los in6culos de HMA en presentacion liquida y solida
previamente descritos. Para el ensayo 2 se utiliz6 Unicamente inéculo con fuente

liquida.

La semilla, de la variedad Salinas 88, tipo iceberg (de bola), se lavd con agua

corriente por 5 minutos, se dej6 secar y se sembré de forma manual.
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Como sustrato se utilizé arena de rio con no mas de 1/8 pulgadas de grosor,
esterilizada a 120 libras por 20 minutos y 121 °C, humedecida con agua corriente.
Para el desarrollo de las plantulas se utilizaron charolas de unicel.

Disefio experimental y desarrollo del ensayo 1

El primer ensayo consistio en la inoculacion de plantas de lechuga con HMA con dos

fuentes de inéculo (liquida y sdlida) con aplicacion al momento de la siembra.

Este ensayo se realiz6 bajo el disefio factorial, con arreglo completamente al
azar, con 10 tratamientos combinados y tres repeticiones. Los factores de estudio
fueron: la fuente de in6culo HMA (liquido y sélido) y el numero de propagulos por
planta (0, 50, 100, 150 y 200). Para determinar la cantidad de propagulos aplicados,
se consider6 la cantidad contenida en cada fuente de inéculo, y considerando los
resultados de viabilidad (1,100 propagulos/ml viables en liquido y 20 por gramo para
s6lido). Se establecid el experimento en charolas de unicel, con una semilla por
cavidad y se tuvieron 10 plantas por unidad experimental (tratamiento combinado y
30 unidades total).

Variables medidas en ensayo 1
Las variables medidas fueron longitud de raiz, peso fresco de raiz, peso fresco de
parte foliar y area foliar a los 21 dias posteriore a la siembra; a los 28 dias ademas de

las anteriores colonizacién, peso seco de raiz, peso seco foliar y nimero de hojas.

La Figura 2 muestra las caracteriscas de planta completa de lechuga en

cosecha para toma de datos.
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Figura 2. Planta de lechuga muestreada: Separacion de parte aérea y raiz (A) y

separacion por tratamiento (B)

Disefio experimental y desarrollo del ensayo 2

Con los resultados de las fuentes de inéculo (sélido y liquido), pero con baja respuesta
a la colonizacién de raices de plantas de lechuga. Se plante6 un segundo ensayo
para determinar la mejor dosis que asegure una colonizacion de raices de lechuga al

menos del 40 %, previo al trasplante.

El segundo ensayo consistié en la inoculacién Unicamente con una fuente
liguida de HMA de plantas de lechuga en etapa de plantula, a los 6 dias posteriores

a la siembra, como se muestra en Figura 3.

Figura 3. Inoculacion con HMA en plantula: aplicacion a la raiz de lechuga (A) y
cubierta del inéculo (B)
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El disefio fue completamente al azar, con siete repeticiones. El factor de
estudio fue el numero de propégulos por planta a cuatro dosis (0, 50, 100 y 200). El
experimento se establecio en charolas de unicel; se deposité una semilla por cavidad
y se tuvieron 10 plantas por unidad experimental.

El experimento se desarrollé en invernadero; los riegos se realizaron con agua
corriente (para consumo humano), por tener disponibilidad y considerarla de buena
calidad, una vez al dia o bien un dia si y otro no, dependiendo del nivel de humedad
del sustrato (a capacidad de campo) y de las condiciones climéticas, buscando evitar

la saturacion.

Para la realizacibn de los muestreos, transcurridos 21 y 28 dias
respectivamente después de la siembra, se tomaron dos plantas completas de cada
tratamiento. Se cortaron las raices a la altura del cuello y se lavaron con agua
corriente. De cada planta se midié en fresco: peso foliar y de raiz, area foliar, nimero
de hojas y largo de raiz. El peso fresco de raiz y parte foliar fue con la balanza
granataria marca Toledo Mettler modelo PR8002 con precision d=0.01 g. La medicion
de area foliar en cm? se realiz6 con un planimetro marca Li-cor, Inc. Linconin LI-3100

Area Meter.

R R Py By Rs B By

Figura 4. Cosecha de planta de lechuga: planta lavada (A) y planta por tratamiento

(B)
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Posteriormente se colocaron por separado, en papel aluminio identificado por
tratamiento, la parte aérea y la raiz de cada planta, y se secaron en una estufa de gas
a 60 °C durante 72 horas. De cada planta se midi6 el peso seco de la raiz y de la

parte foliar con una balanza analitica.

Con el fin de identificar la colonizacion de las raices de la planta de lechuga,
se tomaron segmentos de raiz de un centimetro, las raices se tefiieron conforme al

método tinta-vinagre descrito previamente.

A B

Figura 5. Identificaciébn de estructuras micorrizicas: raices de lechuga en porta

objetos (A) y vesicula en raiz de lechuga (B)
Variables medidas en ensayo 2
Las variables medidas a 21 y 28 dias, fueron colonizaciéon de raiz, longitud de raiz,
peso fresco de raiz y seco de raiz, peso fresco de parte foliar y seco foliar, area foliar
y altura de planta.
Analisis de datos
El andlisis estadistico de los resultados de todas las variables medidas, se realiz6 con

el programa SYSTAT version 11.0 para Windows, el cual consistio en el analisis de
varianza y la comparacion de medias segun el método de Tukey (P <0.05y 0.01).
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Ensayo 3

El trabajo en campo abierto se desarroll6 en la parcela Rancho Experimental de la
Facultad de Agrobiologia, dependiente de la Universidad Michoacana de San Nicolas
de Hidalgo, ubicado en la localidad de Santa Barbara, municipio de Uruapan,
Michoacan. El predio se localiza a 1,610 msnm; el tipo de suelo se reporta en la region
como Andosol y Cambisol (Alvarado et al., 2014). El suelo del experimento

corresponde a franco arenoso con pH de 4.95.

Objetivos

1. Determinar el efecto de la inoculacion de Rhizophagus intraradices sobre el
crecimiento de plantas de lechuga, cultivadas en campo a varios niveles de
fertilizacién nitrogenada.

2. Determinar el contenido de P en plantas de lechuga cultivadas en campo a

varios niveles de fertilizacién nitrogenada e inoculadas con R. intraradices.

Materiales

En la segunda fase del trabajo se utilizd biofertilizante liquido para la inoculacién
segun los resultados del ensayo dos, con 50 propagulos de HMA Rhizophagus
intraradices por planta de lechuga, de la variedad Salinas 88 tipo iceberg (de bola).
Para la obtencion de las plantas, las semillas se lavaron con agua corriente por 5
minutos en un vaso de precipitado, se secaron y se depositaron en charolas de

siembra de 25 ml con arena de rio como sustrato, de manera similar a los ensayos 1

y 2.

Las plantas de lechuga inoculadas y las plantas no inoculadas, con 30 dias de
desarrollo, la colonizacion se verificd6 conforme al procedimiento utilizado en los
ensayos 1y 2. Las raices de las plantas inoculadas con colonizacion del 50 % y las
no inoculadas sin presencia de colonizacion, se trasladaron a la parcela experimental,

a campo abierto, en suelo agricola.
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Con el fin de conocer las caracteristicas del suelo, se tom6 una muestra del
mismo una semana antes del establecimiento de las plantas, segun el método “cinco
de oros”: se tomaron cinco muestras y se mezclaron para obtener una sola muestra
de un kilogramo, de la que se analizé: el potencial de hidrégeno, la conductividad
eléctrica, la materia orgénica y la composicién mineral. Asimismo se realiz6 el analisis
de caracteristicas del agua de riego. Los resultados se muestran en los Cuadros 5 y
6.

Cuadro 5. Contenido del suelo antes de plantar lechuga en campo en Santa Barbara,

Uruapan, Michoacan

Contenido en suelo Cantidad y unidades
pH 4.95
CE 0.17 dS/m
MO 2.28%
P 0.61 mg/kg
0.2 Cmol/kg
Ca 1.45 Cmol/kg
Mg 1.18 Cmol/kg
Fe 1.18 mg/kg
Cu 0 mg/kg
Zn 0.012 mg/kg
Mn 1.05 mg/kg
B 0.16 mg/kg
Tipo de suelo Suelo franco arenoso
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Cuadro 6. Contenido del agua de riego para lechuga en campo en Santa Barbara,

Uruapan, Michoacén

Contenido en suelo Cantidad y unidades
pH 5.77
CE 155 dS/m
Ca 0.9 Meqg/L
Mg 0.2 Meg/L
Na 0.35Meq/L
K 0.05 Meg/L
COs 0.0 Meq/L
HCO3 1.1 Meq/L
Cl, 0.75 Meg/L
SOq 0 Meg/L
B 0.31 mg/L
SE 0.4 Meq/L
SP 0.75 Meg/L

Disefio experimental

El disefio experimental fue factorial (factor 1: con HMA y sin HMA en factor 2: cuatro
niveles de nitrégeno), dos dosis de HMA (planta de lechuga previamente inoculada y
planta sin inocular) y los niveles de nitrégeno utilizados fueron 0, 60, 120 y 240 kg/ha,

con arreglo bloques completos al azar, con 4 repeticiones.

Cada unidad experimental consté de 2 surcos de 0.75 m cada uno por 4 m de
largo, 30 cm entre plantas (26 plantas por unidad experimental), colocadas en el lomo
del surco, como se muestra en Figura 6. Una separaciéon de 2 m entre unidades
experimentales. Cada bloque con 8 unidades experimentales con cuatro surcos, con
208 plantas. El experimento consté de 832 plantas, distribuidas en 32 unidades

experimentales. El area total ocupada por el experimento fue de 618 m2.
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Figura 6. Caracteristicas de plantacion de lechuga en campo en Santa Barbara,

Uruapan, Michoacan

Manejo

El riego fue suministrado por goteo con cintilla, como se muestra en Figura 7; se utilizd
el agua del canal de riego “Santa Barbara”. El riego fue aplicado cada 3 a 4 dias, para
mantener siempre el suelo a capacidad de campo. Se hicieron dos escardas
manuales durante el periodo del cultivo. Las plagas se controlaron de forma
preventiva con la instalacion de diez trampas amarillas y cuatro azules (de 0.4 por 0.4
m) distribuidas en todo el experimento. Para el control de plagas de mosquita blanca,
pulgén y trips se utilizd extracto de canela, permetrina y abamectina a dosis

comerciales, en dos ocasiones durante el ciclo del cultivo.
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Figura 7. Trasplante de lechuga (A) y plantas de lechuga con riego (B) en campo en

Santa Béarbara, Uruapan, Michoacan

Los niveles de nitrégeno fueron cubiertos con nitrato de potasio granulado
(KNO3) con una concentracion de 12 (N)-00 (P)-46 (K), distribuido en dos aplicaciones
de forma manual. La primera aplicacion aport6 el 50 % de nitrégeno del total requerido
de acuerdo al nivel asignado (0, 60, 120 y 240 kg/ha) y se realizé a los 9 dias
posteriores al trasplante; el otro 50 % se aplicé a los 50 dias después del trasplante.
Una vez colocado el fertilizante se tapé y se dio un riego como se muestra en Figura

Figura 8. Primera fertilizacion con nitrégeno de plantas lechuga (A) y desarrollo de
con riego (B) a campo abierto en Santa Barbara, Uruapan, Michoacan
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Cuadro 7. Tratamientos en el cultivo de lechuga inoculada y no inocuada con HMA y

niveles de nitrégeno, en campo en Santa Barbara, Uruapan, Michoacéan

Factor 1 PM Planta inoculada
Inoculacién con HMA PNM Planta no inoculada
Factor 2 N O 0 unidades
Fertilizacion nitrogenada por hectarea N 60 60 unidades

N 120 120 unidades
N 240 240 unidades

La colonizacién de raices de plantas de lechuga (Lactuca sativa L.), con HMA
(més del 50 %) y sin HMA, se verificd con el muestreo de 10 plantas al azar para cada

tratamiento previo al trasplante en campo, como se muestra en Figura 9.

Figura 9. Muestreo de raiz de lechuga: previo al trasplante (A) y muestreo en campo

posterior al trasplante (B)

Variables a medidas en ensayo 3

El primer muestreo destructivo se realizé a los 60 dias de establecido el experimento
en campo (10 dias posteriores a la segunda fertilizacion), el segundo muestreo
destructivo se realiz6 a los 74 dias (100 dias después de la siembra), una vez
alcanzado el maximo desarrollo de la pella o bola, lo que correspondié al momento
de la cosecha (Figura 10). Las variables medidas en ambos casos fueron: peso fresco
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y seco de la parte aéreay la raiz, area foliar, fotosintesis y colonizacion de raices por
HMA (esporas, arbusculos y vesiculas); asimismo se analiz6 el contenido nutrimental

de la planta (nitr6geno, nitrato y fésforo).

Figura 10. Planta de lechuga muestreada para registro de peso fresco (A); y peso

seco de parte aérea (B)

Analisis de contenido nutrimental

Una vez secas las muestras de la parte aérea, se molieron y se conservaron en un
recipiente plastico, para posterior analisis de fosforo. Para determinar fosforo se
pesaron 70 mg de muestra vegetal (parte aérea), se colocaron en frascos de vidrio
(viales), se sometieron a calcinacion en mufla a 550 °C por 6 horas continuas.
Posterior a este tiempo se dejaron enfriar, se sometieron al analisis de las muestras,
para determinacion en espectrofotémetro UV/vis Lamda 40 PerkinElmer. La técnica
utilizada fue colorimetria para andlisis de fésforo en agua natural segun Murphy y
Riley (1962).
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Analisis de los datos

Para el analisis estadistico de los datos se calcularon los valores promedio de las
variables medidas, por tratamiento, y se realizaron los andlisis de varianza y
comparacion de medias (Tukey, P < 0.05 y 0.01) con el programa SYSTAT, version
11.0 para Windows.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De los datos colectados de los experimentos de los ensayos 1 y 2, se tienen los

resultados que se presentan a continuacion:
Ensayo 1

La Figura 2 muestra la colonizacién de raices de lechuga a 28 dias posteriores a la

siembra, con las fuentes de HMA sélida y liquida, ademas de diferentes dosis de

in6culo.
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(c) dosis de inoculo con fuente liquida (d) dosis de in6culo con fuente solida

Figura 11. Comparacion de medias de colonizacion de raices de lechuga (Lactuca de
sativa L.) con fuente y dosis de in6culo a 28 dias en invernadero en Uruapan,

Michoacéan

Los resultados encontrados indican que, a los 28 dias, la fuente de in6culo no
tiene un efecto en la colonizacion. Sin considerar la fuente de indculo, las dosis de 50
y 100 propéagulos por planta dan lugar a porcentajes mayores de colonizacion; con la
fuente liquida, las dosis 100 y 150 aseguran una colonizacién superior al 50 %,

mientras que con la fuente solida este porcentaje solo se alcanza con la dosis 50.
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Estos resultados coinciden con lo reportado en plantas de jitomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) por Fernandez (2013), quien encontré que a 25 dias de la
inoculacion con inoculante semi-liquido y liquido, la colonizacién no super6 el 11 %,

mientras que a los 45 dias la colonizacion supera el 50 %.

Los resultados correspondientes a las variables longitud de raiz, peso fresco
de raiz, peso fresco de parte foliar y &rea foliar a los 21 dias posteriores a la siembra
se muestran en los Cuadros 8 (21 dias) y 9 (28 dias).

Cuadro 8. Comparacién de medias de longitud de raiz, peso seco de raiz, peso fresco
foliar y &rea foliar de lechuga (Lactuca sativa L.) a 21 dias en invernadero, en
Uruapan, Michoacén

Longitud Peso fresco Peso fresco Area foliar
de raiz (cm) de raiz (g) foliar (g) (cm?)
Fuente dein6culo ** ** NS NS
Liquido 6.7a 0.07a 0.15a 3.19a
Solido 5.4b 0.04 b 0.13 a 2.64 a
Propagulos planta* * * * *
Testigo 0 (T1) 53b 0.05b 0.11b 235b
Dosis 50 (T2) 59b 0.05b 0.11b 2.16b
Dosis 100 (T3) 47b 0.03b 0.11b 2.06 b
Dosis 150 (T4) 6.5a 0.06 a 0.11b 2.33b
Dosis 200 (T5) 79a 0.08 a 0.13 a 5.68 a
Fuente y dosis NS NS NS NS
Testigo 0 (T1) 55b 0.04 a 0.09b 1.71b
Dosis 50 (T2) 7.0a 0.08 a 0.15b 294 b
Liquida Dosis 100 (T3) 4.85b 0.04 a 0.13b 255b
Dosis 150 (T4) 7.83a 0.09 a 0.12b 244 b
Dosis 200 (T5) 8.23 a 0.11a 0.27 a 6.30 a
Testigo 0 (T1) 5.10b 0.07 a 0.14b 2.99b
Dosis 50 (T2) 4.80b 0.01b 0.07b 1.38b
Soélida Dosis 100 (T3) 453b 0.02b 0.09b 157b
Dosis 150 (T4) 5.13b 0.03b 0.11b 2.22b
Dosis 200 (T5) 753 a 0.05b 0.25a 5.06 a
* = significancia ** = alta significancia NS = no significativo

A los 21 dias de desarrollo, las plantas de lechuga inoculadas con HMA de
fuente liquida, presentaron una longitud y un peso fresco de raiz muy
significativamente mayores que las inoculadas con fuente sélida (Cuadro 7). Por otra

parte, todas las variables medidas resultaron muy significativamente mayores con la
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dosis mas alta (200) de propagulos por planta. En el caso de las variables longitud y
peso fresco de raiz, las dosis 150 y 200 propagulos por planta resultaron en valores
estadisticamente similares, pero que superan a los obtenidos con el resto de las dosis
aportadas. Sin embargo, el andlisis estadistico del efecto combinado de la fuente del
in6culo y la dosis aportada, no revelo diferencias significativas entre los tratamientos

aplicados.

En el Cuadro 9 se muestran los resultados del andlisis estadistico
correspondiente a los datos (longitud, peso fresco y seco de raiz, peso fresco y seco
foliar, area foliar, nimero de hojas y % de colonizacion) obtenidos en el muestreo

realizado 28 dias después de la siembra.

Cuadro 9. Comparacién de medias de longitud de raiz, peso fresco de raiz, peso seco
de raiz peso, fresco foliar, peso seco foliar, area foliar y nimero de hojas de lechuga

(Lactuca sativa L.) a 28 dias en invernadero, en Uruapan, Michoacan

Longitud Peso fresco  Peso seco Peso fresco Peso Peso seco Area NUmero
de raiz raiz raiz foliar seco raiz foliar foliar de
(cm) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (cm?) hojas
Fuente de indculo ** ** * *x * *x *x NS
Liquido 6.30 a 39.69 a 8.66 a 233.42 a 8.66 a 31.89a 544 a 540a
Sélido 481b 26.22b 5.79b 15181 b 5.79b 19.46 b 3.33b 5.07a
Propagulos planta? ** ** * ** * ** ** NS
Testigo 0 (T1) 5.92b 28.45a 7.43b 126.81 b 7.43b 19.33b 3.53b 5.33b
Dosis 50 (T2) 4.32b 16.53 b 5.63b 121.65b 5.63b 19.48 b 2.64b 4.83b
Dosis 100 (T3) 4.28b 17.02b 6.08 b 113.73 b 6.08 b 17.62b 2.63b 5.00b
Dosis 150 (T4) 4.58b 25,55 a 5.95b 119.92 b 5.95b 16.28 b 254b 5.00b
Dosis 200 (T5) 8.68 a 77.23 a 11.04 a 480.79 a 11.04 a 55.65 a 10.59 a 6.00 a
Fuente y dosis NS NS NS NS NS * NS *
Testigo0 6.37b 124.03 b 20.87 b 124.03 b 124.03 b 6.30 b 19.80 b
(T1)
Dosis 50 5.47b 17357 b 19.77b 17357 b 17357 b 7.67b 27.93b
(T2)
PR Dosis 100 5.53b 147.43 b 23.93b 147.43 b 147.43 b 9.27b 23.90 b
Liquida (T3)
Dosis 150 4.90 b 122.30b 28.57 b 122.30b 122.30b 6.83b 17.40b
(T4)
Dosis 200 9.33a 599.75 a 105.33a 599.75 a 599.75 a 13.25a 70.40 a
(T5)
Testigo0 5.47b 129.93 b 36.03 b 129.93 b 129.93 b 8.57b 18.87 b
(T1)
Dosis 50 3.27b 69.73 b 13.30b 69.73 b 69.73 b 3.60c 11.03 b
(T2)
o Dosis 100 3.03b 80.03 b 10.10 b 80.03 b 80.03 b 290c 11.33b
Sélida (T3)
Dosis 150 4.27b 117.53 b 22.53b 117.53 b 117.53 b 5.07c 15.17 b
(T4)
Dosis 200 8.03 a 361.83 b 49.13 b 361.83 b 361.83 b 8.83b 40.90 a
([T5)
* = significancia ** = alta significancia NS = no significativo
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A los 28 dias de desarrollo de las plantas de lechuga, las variables medidas
longitud de raiz, peso fresco y seco de raiz, peso fresco y seco foliar y area foliar
presentaron valores mas altos en las plantas inoculadas con la fuente HMA liquida
(Cuadro 8); el numero de hojas fue similar con la fuente sélida o liquida de HMA. Con
la cantidad aportada de 200 propagulos por planta, las variables longitud de raiz, peso
fresco y seco de raiz, peso fresco y seco foliar, area foliar y nimero de hojas
presentan valores mas altos que con las dosis mas pequefas; el peso fresco de raiz
es similar con 200 y 150 propagulos por planta, que sin inéculo, pero superiores que

con el resto de las dosis de propagulos.

En la combinacion de tratamientos, fuente y dosis de propagulos, la dosis de
200 propéagulos por planta, dio lugar a valores significativamente mayores para las
variables longitud de raiz, area foliar, peso seco foliar y nimero de hojas, tanto con la
fuente liquida como con la sélida. Con esta misma dosis, las variables peso fresco y
seco de raiz y peso fresco foliar presentaron valores significativamente mayores con

la fuente liquida, que con la fuente sdlida y/o las otras dosis.
Ensayo 2

La Figura 12 muestra el porcentaje de colonizacion de las raices con los diferentes

tratamientos, a los 21 y 28 dias.

120 - 120 -
100 - 100
80 - 80 -
60 | a 60 b @ a
b @ " = =
40 | I z 40 -
20 & 20 -
; B BN BN EEEe o
Dosis 0 (T1) Dosis 50  Dosis 100  Dosis 200 Dosis 0 (T1) Dosis 50  Dosis 100  Dosis 200
(T2) (T3) (T4) (T2) (T3) (T4)
(a) colonizacién de raiz de lechuga a 21 dias (b) colonizacion de raiz de lechuga a 28 dias

Figura 12. Comparacion de medias de colonizacién de raices de lechuga (Lactuca
sativa L.) con in6culo liquido a 21 y 28 dias en invernadero en Uruapan,

Michoacéan
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Con la dosis de 50 propagulos por planta se logra una colonizacion del 40 %
a los 28 dias; con las de dosis 100 y 200 propagulos por planta se logra una

colonizacién un poco mayor que con 50, pero similar en ambos casos.

En el Cuadro 14 se muestran los resultados correspondientes a las variables
longitud de raiz, altura de planta, peso fresco de raiz y foliar, area foliar, peso seco de

raiz y foliar, a los 21 dias después de la siembra.

Cuadro 10. Comparaciéon de medias de longitud de raiz, peso fresco de raiz, peso
seco de raiz, peso fresco foliar, peso seco foliar, area foliar y altura de planta

de lechuga (Lactuca sativa L.) a 21 dias en invernadero, en Uruapan,

Michoacan
Longitud Peso Peso Peso Peso Area Altura
de fresco seco fresco seco foliar de
raiz raiz raiz foliar foliar planta
(cm) (mg) (mg) (mg) (mg) (cm?) (cm)
Propéagulos/ planta * NS NS NS *
Dosis 0 (T1) 583 ab 19.26a 577a 96.80a 13.21a 24la 210ab
Dosis 50 (T2) 5.86 ab 20.10 a 6.56a 105.97a 17.73a 253 a 2.33a
Dosis 100 (T3) 461b 17.31a 537a 11257a 1485a 2.78 a 2.03b
Dosis 200 (T4) 6.04 a 20.85a 527a 111.97a 14.47a 2.39a 2.08 ab
* = significancia ** = alta significancia NS = no significativo

La longitud de raiz fue significativamente mayor con la dosis de 200
propagulos por planta, que con la dosis de 100, pero similar a la obtenida con las
dosis de 50 y 0. La altura de la planta fue superior con la dosis de 50 propagulos por
planta que con 100, pero similar a las obtenidas con las dosis de 200 y 0. En las
variables peso fresco y seco de raiz, asi como peso fresco y seco parte aérea, los

valores fueron similares con todas las dosis.

En el Cuadro se muestran 15 se muestran los resultados obtenidos a los 28
dias de realizar la siembra, para las variables longitud de raiz, altura de planta, peso

fresco y seco de raiz y hojas y area foliar.
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Cuadro 11. Comparacién de medias de longitud de raiz, peso fresco de raiz, peso
seco de raiz, peso fresco foliar, peso seco foliar, area foliar y altura de planta
de lechuga (Lactuca sativa L.) a 28 dias en invernadero, en Uruapan,

Michoacan
Longitud Peso Peso Peso Peso Area  Altura
de fresco seco fresco seco foliar de
raiz raiz raiz foliar foliar planta
(cm) (mg) (mg) (mg) (mg) (cm?)  (cm)
Propagulos planta
NS NS NS NS * *

1

Dosis 0 (T1) 6.46 a 1583a 750a 8212a 17.00a 191b 2.00ab
Dosis 50 (T2) 5.94 a 15.73 a 7.16a 99.03a 2331a 1.78b 232 a
Dosis 100 (T3) 5.76 a 16.16a 7.64a 9897a 1950a 1l11c 200b
Dosis 200 (T4) 5.24 a 15.33 a 6.78a 9240a 17.71a 42l1a 220ab

* = significancia ** = alta significancia NS = no significativo

La longitud de raiz, peso fresco y seco de raiz, peso fresco y seco foliar no
presentaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. La altura de la
planta fue superior con la dosis de 50 propagulos por planta que con la dosis de 100,
aungue similar con 200 y 0. El area foliar fue mayor con la dosis de 200 propagulos

por planta.

Los resultados obtenidos coinciden parcialmente con lo encontrado en plantas
de jitomate por Fernandez (2013), quien reporta diferencias significativas en
crecimiento vegetal y fructificacion. Para el caso de plantas de lechuga, solo la altura
y el area foliar presentan diferencias significativas. Los resultados encontrados en
plantas de lechuga en las variables peso fresco y seco no coinciden con Auge (2001),
guien menciona que la presencia de HMA modifica el tamafio de la planta como

consecuencia de la absorcién de nutrientes, sobre todo de fésforo.

Con la dosis de 50 propagulos por planta se asegura una colonizacién de las
raices del 40 %, con transcurridos 28 dias posteriores a la siembra, suficiente para
realizar el trasplante; a dosis mayores el incremento de la colonizaciéon, aunque

significativo, no resulta ventajoso. Por esta raz6n se toma como la mejor opcion para
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inocular las plantas de lechuga, la dosis de 50 propagulos por planta. Ademas esta
dosis produjo plantas de mayor altura y las otras caracteristicas de crecimiento
medidas (salvo el area foliar) presentan valores similares de que con las otras dosis.

Ensayo 3

Los resultados obtenidos en el ensayo 3, referentes al porcentaje de colonizacion a

los 60 y 74 dias después del trasplante, se muestran en las Figuras 13 y 14.
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Figura 13. Comparacion de medias de colonizacion de lechuga (Lactuca sativa L.) en

campo, a 60 dias después del trasplante
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Figura 14. Comparacion de medias de colonizacion de lechuga (Lactuca sativa L.) en

campo a 74 dias posteriores al trasplante

A los 60 y 74 dias, la colonizacion en las plantas inoculadas con HMA
disminuye, en promedio, con respecto al porcentaje previo al trasplante, pero es
significativamente superior a la de las plantas no inoculadas, las cuales presentan
cierto nivel de colonizacién, adquirida posterior al trasplante. Estos resultados
coinciden con los reportados por diferentes autores, como Fernandez (2013), quien
encontré colonizacién nativa en plantas de jitomate, y Barrer (2009) quien sefiala que
en los suelos agricolas es comun la presencia de HMA nativos que benefician a los
cultivos, y que el uso de monocultivos reduce la poblacién microbiana, ademas de la
diversidad. Los resultados en cuanto a colonizacién coinciden con Urcelay y Battistella
(2007), quienes reportan que las plantas anuales como las compuestas muestran

mejores valores de colonizacion total.

Los niveles de nitrégeno no influyeron en la colonizacion. La combinacion de
los dos factores (inoculacion vy fertilizacion) generé diferencias significativas a los 60

dias con respecto a las plantas donde no se realizé la inoculacion previa de HMA. A
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los 74 dias, las plantas no inoculadas fertilizadas con el nivel méas alto de N (240
kg/ha) no muestran ninguna colonizacion. Esto puede explicarse por el efecto
limitante del N sobre el desarrollo de los hongos micorrizicos, como lo sefiala Van
(2010), quien indica que el aporte de nitrégeno altera negativamente la biodiversidad
en los suelos, con consecuencias en los ciclos de los nutrientes que estos aportan a
las plantas cultivadas. La combinacion de factores inoculacion de HMA y aplicacién
de nitrégeno no limité significativamente la colonizacion.

Las caracteristicas de peso seco de las plantas de lechuga en etapa de
desarrollo (60 dias) se muestran en el Figura 15.
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Figura 15. Comparacion de medias de peso seco de lechuga (Lactuca sativa L.) en

campo, a 60 dias después del trasplante
A los 60 dias después del trasplante, el peso seco foliar fue significativamente

mayor en las plantas de lechuga inoculadas con HMA y que en las no inoculadas. Las

plantas fertilizadas con mayores niveles de nitrébgeno, presentan un peso seco
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significativamente mayor que las no fertilizadas. La combinacion de los dos factores

dio diferencias significativas con respecto al aporte mayor de N y sin N aportado.

En la Figura 16 se presenta el resultado del muestreo en el cultivo de lechuga
realizado en la etapa de cosecha, a los 74 dias después del trasplante.

N

(]
N
w

[N]

o
N
o

'

o
5]

=

Tl

b

Con HMA Sin HMA

=
o

[

o

Peso seco (g planta-')
O]

w
Peso seco (g planta-')

vl

o

o

a
b ab
C . '
0 60 120 240

Inoculacion Aporte de N (Kg ha'!)

(a) peso seco de planta con inoculacién previa (b) peso seco de planta con nivel de nitrogeno

25

a
ab ab
F bc
f bc bc
: ic %C ' ’—1—‘
0 ‘ : ‘

C/HMA S/HMA C/HMA S/HMA C/HMA S/HMA C/HMA S/HMA

= = N
o u o
} } }

Peso seco(g planta)
w
}

OKgNhat ©60KgNha! 120KgNha? 240KgN hat

(c) peso seco de planta con inoculacion y sin
inoculacion previa y niveles de nitrégeno

Figura 16. Comparacion de medias de peso seco de lechuga (Lactuca sativa L.) en

campo, a 74 dias después del trasplante

A los 74 dias después del trasplante, el peso seco foliar fue significativamente
mayor en las plantas de lechuga inoculadas con HMA y que en las no inoculadas.
Entre las plantas fertilizadas con diferentes niveles de nitrégeno, el peso seco foliar
mostré ser significativamente mayor con la dosis de 120 unidades, que con la dosis
60 y las no fertilizadas, pero similar al peso seco obtenido con la dosis 240. La
combinacion de los dos factores dio diferencias significativas donde se hizo aporte de

HMA vy el nivel de 120 de N comparado con los aportes menores de N.
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El incremento de peso seco en plantas de lechuga encontrado coincide con lo

reportado por Castellanos et al., (2012), en plantas de fresa con diferencias en peso
seco con planta inoculadas.

En la Figura 17 se presenta el resultado del muestreo realizado en la etapa de
cosecha, a los 60 dias después del trasplante.
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Figura 17. Comparacion de medias de peso fresco de lechuga (Lactuca sativa L.) en
campo, a 60 dias después del trasplante

A los 60 dias después del trasplante, el peso fresco foliar no present6
diferencias significativas entre de las plantas de lechuga inoculadas y no inoculadas
con HMA. EIl peso fresco de las plantas fertilizadas con dosis 120 y 240 fue
significativamente mayor que el de las plantas fertilizadas con dosis 60, y este fue
mayor que el de las plantas no fertilizadas. La combinacion de los dos factores dio

diferencias significativas mejores con los mayores aportes de N con o sin inoculacion
de HMA.

39



g
(42}
g

g
w
g

&
8

=

8

Peso fresco (g planta')
w
8
W

8

o

Peso fresco (g planta')
o w
8 8

8
8

o

a
b
| .
0 -
0 60

120 240
Inoculacién Aporte de N (Kg ha?)

Con HMA Sin HMA

(a) peso fresco de planta con inoculacién previa (b) peso fresco de planta con nivel de nitrogeno
600

a
500
ab

400 bec
3 be bc
200 c Cc
100 i

0 - .

C/HMA S/HMA C/HMA S/HMA C/HMA S/HMA C/HMA S/HMA

Peso fresco (g planta')

OKgNha' 60KgNha' 120KgNha' 240KgNha

Figura 18. Comparacion de medias de peso fresco de lechuga (Lactuca sativa L.) en
campo, a 74 dias después del trasplante

A los 74 dias después del trasplante, el peso fresco foliar fue
significativamente mayor en las plantas de lechuga inoculadas con HMA que en las
no inoculadas. Los diferentes mayores niveles de nitrégeno (dosis 240 y 120) dieron
lugar a plantas con mayor peso fresco que las fertilizadas con poco N (dosis 60) y a
su vez que las no fertilizadas. La combinacion de los dos factores dio diferencias
significativas con aporte de 120 de Ny la inoculacion previa de HMA con respecto de
los menores aportes de N y sin HMA previo.

En las Figuras 19 y 20 se presentan los resultados relativos al area foliar,
obtenidos en el muestreo realizado en la etapa de desarrollo y cosecha, alos 60y 74
dias después del trasplante.
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Figura 19. Comparacion de medias de area foliar en hojas de lechuga (Lactuca sativa
L.) en campo, a 60 dias después del trasplante

A los 60 dias después del trasplante, el area foliar de las plantas inoculadas
con HMA fue significativamente mayor que la de las no inoculadas. Las plantas
fertilizadas con diferentes niveles de nitrdgeno presentaron un area foliar mayor que
las no fertilizadas. La combinacién de los dos factores dio diferencias significativas
con aporte de 120 y 240 e inoculacion previa de HMA comparado con los aportes
menor y mayor sin aporte de HMA previo al establecimiento de las plantas.
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Figura 20. Comparacion de medias de area foliar en hojas de lechuga (Lactuca sativa

L.) en campo, a 74 dias después del trasplante

A los 74 dias después del trasplante, el area foliar de las plantas inoculadas
con HMA fue significativamente mayor que la de las no inoculadas. Las plantas
fertilizadas con los mayores niveles de nitrégeno (240 y 120 kg/ha) presentaron un

area foliar mayor que las no fertilizadas. La combinacion de los dos factores no dio
diferencias significativas.

Los resultados encontrados no coinciden con los trabajos desarrollados por
Tapia-Goné et al., (2010) en lechuga tipo orejona inoculada con HMA, en suelos
salinos de San Luis Potosi, México. Estos autores encontraron porcentajes de
colonizacién de hasta el 80 %, con un efecto positivo, pero no significativo, sobre el
area foliar, el volumen de raiz y el peso seco.

Los resultados de mayor area foliar y peso fresco con el mayor aporte de

nitrégeno concinden con los que reporta Castellanos et al., (2012), en plantas de fresa
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con mejor eficiencia de nitrégeno aportado y que esto es debido a la contribucion de
los HMA y la disponibilidad del elemento.

En el Figura 21 se muestra el resultado de la medicién, en etapa de desarrollo
de las plantas (60 dias), del nivel de clorofila con un equipo SPAD, que se puede
asociar a la actividad fotosintética de las plantas.
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Figura 21. Comparacion de medias, medicion de clorofila en hojas de lechuga

(Lactuca sativa L.) en campo, a 60 dias después del trasplante

A los 60 dias después del trasplante, las unidades de clorofila presentaron
diferencias significativas entre plantas inoculadas y no inoculadas, siendo mayor en
las no inoculadas. La fertilizacién nitrogenada, en particular con la mayor dosis de
nitrégeno, dio lugar a mas unidades de clorofila, que la ausencia de fertilizante. La
combinacion de factores muestra efecto significativo de los mayores aportes de N
(240 kg/ha) con o sin inoculacion previa de HMA con repecto al aporte menor de N

con inoculacion previa de HMA.
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En la Figura 22 se presenta el resultado de la medicién de clorofila realizado
en la etapa de cosecha, a los 74 dias después del trasplante.
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Figura 22. Comparacién de medias, medicion de clorofila en hojas de lechuga

(Lactuca sativa L.) en campo, a 74 dias después del trasplante

A los 74 dias, se observan niveles de clorofila significativamente mayores en
las plantas no inoculadas con HMA. Las unidades de clorofila si cambian en funcién
de la dosis de N, siendo significativamente menores en las plantas no fertilizadas. Las
diferentes combinaciones de presencia de HMA y niveles de N produjeron efectos
significativos mejores con el aporte de nitrdgeno, comparado con inoculacién previa
de HMA y sin N.

Estos resultados coinciden con los reportados por Auge (2001), quien, en
estudios de clorofila y fotosintesis en plantas adultas de diferentes hortalizas,
encontré que la presencia de HMA modifica la actividad fotosintética, por la simbiosis

que se lleva a cabo entre la planta y el hongo.
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Contenido nutrimental

Los niveles de fosforo presentes en las hojas de las plantas de lechuga, a 60 y 74
dias posteriores al trasplante, se muestran en Figura 23 y 24, respectivamente.
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Figura 23. Comparacion de medias de contenido de fosforo en hojas de lechuga

(Lactuca sativa L.) en campo a los 60 dias después del trasplante
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Figura 24. Comparacion de medias de contenido de fésforo en hojas de lechuga

(Lactuca sativa L.) en campo a los 74 dias después del trasplante

Los analisis no mostraron diferencias significativas, ni como efecto de la
inoculacion con HMA, ni con los diferentes niveles de nitrégeno aplicados, asi como
su combinacion. Esto indica que los HMA no contribuyen a incrementar el contenido

de fésforo en hojas de lechuga en etapa de desarrollo y ni al momento de la cosecha.

Este resultado no coincide con lo reportado por Auge (2001), quien sefiala que
la presencia de HMA modifica los niveles de fésforo en hojas de las plantas de
diferentes hortalizas, y que la absorcion de este elemento puede verse favorecida o
limitada por la presencia de hongos micorrizicos. También Azcén et al., (1992 y 1996)
encontraron que los niveles de fésforo y otros elementos, excepto el calcio, se ven
favorecidos por la presencia de HMA, bajo condiciones de estrés.
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CONCLUSIONES

Con respecto a los métodos de inoculacion del HMA, el objetivo fue encontrar la dosis
de in6culo que, en condiciones de invernadero, asegure un porcentaje de
colonizacién de las raices de al menos 40 % por planta, antes del trasplante. El
porcentaje de colonizacion se logra con la dosis de 50 propagulos por planta
independientemente de la fuente de inéculo; sin embargo utilizando in6culo liquido se
obtienen plantas con mejores caracteristicas de crecimiento. Con dosis mayores e
in6culo liquido, el efecto sobre la colonizacién, aunque significativo, no resulta
ventajoso y no se aprecia ninguna mejoria en las caracteristicas de las raices de las
plantas. Se elige la dosis de 50 propagulos por planta con fuente liquida, para inocular

las plantas de lechuga en los subsecuentes experimentos en campo.

En condiciones de campo, el objetivo fue determinar el efecto de la inoculacion
y la aportacion de diferentes niveles de nitrégeno, sobre la colonizacion y el
crecimiento y desarrollo de las plantas. El porcentaje de colonizacion en las plantas
inoculadas, una vez establecidas en campo, se mantuvo, independientemente de los
niveles de fertilizacion nitrogenada. Se encontr6 que, de manera general, las
caracteristicas de crecimiento de las plantas mejoraron significativamente con
presencia de HMA. En particular, en el momento de la cosecha a plantas fertilizadas
con N tuvieron mayor peso fresco y seco, y mas area foliar que las no fertilizadas, no
habiendo diferencias claras entre las dosis de N. La misma tendencia se observa en
las unidades de clorofila medidas en las hojas, que se pueden asociar al
comportamiento fotosintético de la planta. En cuanto al contenido nutrimental de las
hojas de lechuga, la presencia de HMA y los niveles de nitrégeno suministrados no

tuvieron un efecto significativo en la concentracion de fésforo.
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RECOMENDACIONES Y PERPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo con el cultivo de lechuga,

se sugiere lo siguiente:
¢ Estudiar el contenido de otros elementos nutricionales, como potasio y calcio,
en la parte aérea de las plantas de lechuga cultivadas con los mismos

tratamientos (Hongos Micorrizicos Arbusculares y niveles de nitrégeno).

e Evaluar otras especies de Hongos Micorrizicos Arbusculares compatibles con

plantas de lechuga, para contar con mas opciones de inoculacion.

e Evaluar otras fuentes de nitrdgeno, ademas de nitrato de potasio, con plantas
de lechuga inoculadas con Hongos Micorrizicos Arbusculares.

¢ Realizar un estudio en condiciones de hidroponia para evitar el efecto de la
calidad del suelo.
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