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Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

HONGOS MICORRIZICOS COMO BIOFERTILIZANTES Y AGENTES DE
CONTROL BIOLOGICO CONTRA Fusarium oxysporum EN Agave tequilana

|. RESUMEN

El agave es una especie de gran importancia econémica y cultural en
México. Internacionalmente, el agave es conocido por su empleo en bebidas
destiladas como el mezcal y el tequila. En 2012 la produccion de agave en
Michoacan fue de 47,015 t, la cual fue empleada para la produccion de mezcal y
tequila, por lo que su produccién representa un gran ingreso econémico para el
estado. Ademas que, la actual inclusion de la Michoacan en la Denominacion de
Origen del Mezcal suponen el crecimiento econémico de este cultivo. Por otro
lado, la tendencia de los mercados internacionales hacia el uso de tecnologias
verdes, demanda la generacion de conocimiento para la creacion de estrategias
para un manejo organico de la produccion, en este caso de agave para producir
mezcal y tequila. Una alternativa para dar solucion a estas demandas es el uso de
biofertilizantes, como lo son los hongos micorrizicos arbusculares, los cuales,
ademas de beneficiar nutrimentalmente a la planta, producen un efecto negativo
sobre fitopatégenos al activar mecanismos de defensa de la planta. De este modo
incrementan la resistencia de las plantas a enfermedades, por lo que podrian
considerarse como agentes de control biolégico o como bioprotectores contra
enfermedades. Por lo que en este trabajo, se evalu6 la respuesta de plantas de
agave a la micorrizacibn con diversos inoculos de Hongos Micorrizicos
Arbusculares (HMA) nativos de plantaciones de agave de Michoacan como
biofertilizantes y su potencial uso en la bioproteccion de la marchitez (Fusarium
oxysporum) en Agave tequilana. Para esto, se realizaron tres experimentos que
consistieron en: 1) evaluacion de diferentes condiciones para la propagacion de
in6culos de HMA obtenidos de suelos agaveros, 2) determinacion del efecto de la
inoculacién con HMA en el crecimiento de tres especies de agave de interés
econdémico y 3) evaluacion del efecto de los HMA como bioprotectores contra la

marchitez de Agave tequilana causada por Fusarium oxysporum. Los resultados
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mostraron que la produccion de esporas depende de las condiciones de
propagacion. Se encontré6 que el mejor sustrato para la propagacion de los
indculos micorrizicos fue la arena, utilizando como cultivo trampa plantas de agave
y/o papaya. Por otro lado, se encontré un efecto positivo de la micorrizacion en el
crecimiento de las plantas de A. tequilana, A. cupreta y A. inaequidens. Los
mejores resultados se encontraron cuando se utilizé un indculo nativo Barranca de
las Nueces (obtenido de la regidn de Tzitzio, Michoacan) que increment6
significativamente el crecimiento de las plantas respecto a plantas sin inoculacion.
Finalmente, respecto al efecto bioprotector de los HMA, a los 100 dias después de
la inoculacion con F. oxysporum los resultados no mostraron efecto bioprotector
de los HMA nativos de Michoacan. Tanto plantas inoculadas como no inoculadas
mostraron los mismos sintomas de la enfermedad. Como conclusion de este
trabajo se puede mencionar que, el mejor sustrato para la propagacion de los
in6culos micorrizicos fue arena, hubo un efecto positivo de la micorrizacion en el
crecimiento de las plantas de agave y finalmente no se observo algun efecto de
bioproteccién de los HMA contra F. oxysporum a los 100 dias después de su

inoculacioén a nivel de invernadero.

Palabras clave: biofertilizante, marchitez, micorriza, agave, biocontrol

II. ABSTRACT

The agave is a species of great economic and cultural importance in Mexico.
Internationally, the agave is known for its use in distilled spirits such as tequila and
mezcal. In 2012 the production of agave in Michoacan was 47,015 t, which was
used for the production of mezcal and tequila, so production is a major income to
the state. Also, the current inclusion of Michoacan to the Mezcal Origin
Denomination assume economic development to this crop. Moreover, the trend in
international markets towards the use of green technologies, demands generation
of knowledge for the creation of strategies for organic management, in this case of
agave to produce mezcal and tequila. An alternative, to these demands, is the use
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of bio-fertilizers, such as arbuscular mycorrhizal fungi, which, in addition to
nutritionally benefit the plant, have a negative effect on plant pathogens by
activating defense mechanisms of the plant. This increase the resistance of plants
to disease so they could be considered as biological control agents again disease
or bioprotectors. So in this work, the response of agave plants to mycorrhizal
colonization with different inoculum native of Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF)
from agave plantations in Michoacan, as biofertilizers and their potential use as
bioprotector or biocontrol of the wilt disease (Fusarium oxysporum) in Agave
tequilana were evaluated. To achieve this, this study was made into three
experiments: 1) evaluation of different conditions for the propagation of AMF
inoculums obtained from agave plantations soil, 2) determination of the effect of
AMF inoculation on the growth of three species of agave economic interest and 3)
evaluation of the AMF effect as bioprotectors against wilt disease in Agave
tequilana caused by Fusarium oxysporum. The results showed that the production
of spores depends upon the propagation conditions. We found that the best
substrate for the propagation of mycorrhizal inoculum was sand, using as trap crop
agave and/or papaya plants. Furthermore, a positive effect on growth mycorrhizal
plants A. tequilana, A. cupreta and A. inaequidens were found. The best results
were found when the native inoculum Barranca de las Nueces (obtained from
Tzitzio, Michoacéan) was used, that significantly increased plant growth compared
to plants without inoculation. Finally, regarding the effect of AMF bioprotection, at
100 days after inoculation with F. oxysporum, the results showed no effect of AMF
native of. Both plants are inoculated and non-inoculated showed the same
symptoms of the disease. As a conclusion of this work may be mentioned that the
best substrate for the propagation of mycorrhizal inoculum was sand, there was a
positive effect of mycorrhizal colonization on growth of agave plants and finally not
an effect of bioprotector of AMF was observed against F. oxysporum after 100

days of inoculation, in greenhouse.

Key words: biofertilizer, wilt disease, mycorrhiza, agave, biocontrol
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ll. INTRODUCCION GENERAL

El agave tequilero y mezcalero es un cultivo de gran importancia para
Michoacan debido a los ingresos econémicos y fuentes de empleo que genera. En
2012, la produccion de agave en general, fue de 47,015 t en una superficie de
5,028.20 ha, con un valor de produccion de 45. 622 millones de pesos. De la
produccion total, 42,640 t fueron de agave mezcalero en solo una superficie
cultivada de 1,429 has representando 42.968 millones de pesos en valor de
produccion y 4,375 t fueron de agave tequilero (2.654 millones de pesos) en una
superficie cultivada de 3,599 ha (SAGARPA 2012). En los ultimos afios hubo una
tendencia a incrementar la superficie cultivada de Agave tequilana, por ser la
materia prima en la produccion de tequila (Pimienta et al. 2006). Ademas con el
reciente ingreso del Estado de Michoacan a la Denominacion de Origen del
Mezcal (en 2012), se espera que la producciébn de agaves mezcaleros se
intensifique. Sin embargo una amenaza importante a esta actividad generadora de
rigueza son los problemas fitosanitarios del cultivo, dado que alrededor de un
tercio de las plantaciones de agave tequilero estdn enfermas por pudricién del
cogollo, pudricion del tallo, marchitez, enrollamiento y decoloracion de la hoja, en
algun grado (CRT 2010). El tratamiento mas comun para estas enfermedades es
la aplicacion de agroquimicos como pesticidas, fungicidas o bactericidas. Sin
embargo estas practicas conllevan a un deterioro de los recursos agua y suelo,
ademas, representan un riesgo para la salud humana, la microfauna y la flora
silvestre benéfica. Asi mismo, la aplicacion de pesticidas y fertilizantes quimicos
demerita el valor del producto final. Es por esto, que es necesario buscar
alternativas que sean mas amigables e inocuas al hombre y al medio ambiente.
Una de las alternativas mas prometedoras a dicho problema, es el control
bioldgico o biocontrol, el cual consiste en el uso de microorganismos antagonistas
gue interacttan con el patdgeno para reducir su efecto o su virulencia (Russell y
Wild 1992). El interés en el control biolégico se ha incrementado recientemente,

gracias a la preocupacion publica sobre el uso de quimicos en el ambiente en
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general, y la necesidad de encontrar alternativas al uso de quimicos para el control

de enfermedades de las plantas (Whipps 2001).

La creciente tendencia de los mercados internacionales hacia el uso de
tecnologias sustentables, sobre todo aquellas relacionadas con la produccién de
bienes alimenticios, demanda la generacion de conocimiento cientifico que de
soporte a la creacion de estrategias innovadoras para el manejo de enfermedades
y fertilizacion en cultivos de interés econdémico. La prevencion y control bioldgico
mediante recursos microbianos, representa una alternativa que podria dar solucién
a los problemas fitosanitarios y de contaminacion ambiental por agroquimicos,
ayudando a la conservacién de los recursos naturales y contribuyendo a dar
soluciones viables a las demandas de los sectores vinculados a la produccion,
distribuciéon y consumo del producto final del agave. Dentro de estos recursos
microbianos, esta el uso de hongos micorrizicos arbusculares los cuales, ademas
de tener un efecto en el control biolégico o bioproteccién, contribuyen al

crecimiento y mejoran el estado nutrimental de las plantas.

El estudio de los HMA en simbiosis con agave se ha limitado a estudios de
diversidad ecologica (Ochoa 2009) y pruebas con inoculantes micorrizicos
comerciales (Pimienta et al. 2009) o cepas aisladas de otros cultivos como
biofertilizante (Martinez et al. 2009). Por lo cual, resulta importante estudiar
aspectos de la induccion de la resistencia en plantas por medio de estos
microorganismos (Resistencia Inducida por Micorrizas RIM) y por ende el empleo
de los HMA como bioprotectores contra fitopatdbgenos, con el fin de proponer
nuevas biotecnologias para resolver problemas fitosanitarios en el cultivo del

agave.

Ante la funcién tan importante que desempefian las asociaciones de HMA,
tanto en el crecimiento y en el control de fitopatégenos, a los pocos estudios que
hay sobre la proteccion de los HMA contra fitopatégenos en plantas de agave, se
planted en este trabajo, estudiar el efecto de los HMA en el crecimiento de agaves
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y ademas su potencial uso como bioprotector contra hongos fitopatdégenos

(Fusarium oxysporum).

3.1 El Agave

Los agaves son plantas semi-perennes, con hojas dispuestas en espiral y
arregladas en rosetas en el apice de un tallo, el cual puede ser corto y apenas
sobrepasar unos centimetros del suelo, o bien, largo y erecto. Las hojas por lo
regular son suculentas, fibrosas, con la base dilatada y carnosa; su forma varia de
linear a lanceolada u ovalada. Los margenes tienen una gran diversidad
morfologica, los dientes cérneos sobresalen como proyecciones de tejido, o bien,
se ubican sobre una banda cornea continua, mientras que en otras especies es
filifero y se desprende en delgadas fibras o bien muestra dientecillos
microscopicos, semejantes a filosas sierras. El sistema de la raiz es superficial, lo
cual facilita la absorcion de agua (Garcia 2007). Estos producen una de las
inflorecencias mas grandes conocidas en el reino vegetal y son
predominantemente monocarpicas, reproduciendose solo una vez y despues
mueren (Good 2006).

Las especies grandes alcanzan su madurez entre los 10 y 25 afios,
mientras que las especies pequefas lo hacen despues de crecer de cuatro a cinco
afos. Los agaves son plantas xerofitas, adaptadas a crecer en condiciones con

largos periodos de sequia y altas temperaturas (Garcia 2007).

El género Agave es una pieza clave en las especies de regiones semiaridas
a aridas, cuyo centro de origen es México, pero se extiende desde el suroeste de
Estados Unidos a Centro America, el Caribe, incluso en regiones del norte de
Sudafrica (Good 2006).

El género Agave tiene aproximadamente 200 especies, de la cuales 150

(75%) se encuentran en México (Garcia 2004).
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Los agaves han sido utilizados desde tiempos remotos como fuente de
alimento, forraje, medicina, fibra y como material de construccion, entre otros
usos. Actualmente su principal utilidad es la elaboracion de bebidas alcohdlicas

como el pulque, el mezcal, el bacanora y el tequila (Granados 1993).

La produccion de tequila en México, en el afio 2011, fue de 261 millones de
litros (volumenes expresados a 40% Alcohol) (CRT 2011), mientras que el de
mezcal fue de 1.59 millones de litros (volimenes expresados a 45% Alcohol)
(SAGARPA 2011).

El mezcal es producido de diversas especies de agave, segun la region (ej.
A. salmiana en San Luis Potosi y Zacatecas, A. angustifolia en Jalisco y Puebla, A.
cupreata en Michoacan y Guerrero, entre otros). En Michoacén, existen ocho
especies de agave mezcalero (Agave angustifolia Haw, Agave cupreata Trel &
Berger, Agave filifera Salm-Dyck, Agave Hookeri Jacobi, Agave inaequidens K.
Koch, Agave schindigera Lem y el Agave tequilana Weber var. azul), pero de estos
los mas utilizados son el Agave cupreata conocido comdnmente como maguey
chino o papalote y el Agave inaequidens conocido como maguey alto o lechugilla
(modificacion a la NOM-070-SCFI-1994 2012).

3.1.1 Agave cupreata

El Agave cupreata (Fig. 1) es un agave de tamafio mediano, de mayor
tamafno que el A. tequilana, pero menor que el A. inaequidens y el A. angustifolia,
de un color verde brillante, sus hojas miden de 40 a 80 cm de largo por 12 a 20 cm
de ancho. Crecen en roseta abierta y ampliamente lanceloladas u ovaladas, muy
reducidas en la base, planas y ligeramente concavas en las puntas. Sus espinas

son de color cobrizo a gris y llegan medir de 3 a 5 cm (Gentry 1982).
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Figura 1. Aspecto general de plantas de Agave cupreata en cultivos de Michoacan.

Esta ampliamente distribuido en las pendientes de las montafias cercanas a
la cuenca del Rio Balsas en Michoacan y Guerrero, entre los 1220 y 1850 m de
elevacion. Su habitat se encuentra en una zona bajo el Tropico de Cancer con 73 -
86 mm de lluvia anual, principalmente entre mayo y noviembre. Durante el periodo
de sequia en invierno y primavera, este agave florece y da frutos (Gentry 1982).
Es de crecimiento silverstre, pero se utiliza un poco de manejo, ya que se
recuperan las semillas y se echan al voleo para repoblar o bien se germinan en

viveros para reforestacion (Aguirre 2005).

3.1.2 Agave inaeqgudens

El A. inaequidens Koch (Fig. 2), es usado comunmente para la elaboracion
de pulque, pero tambien se utiliza para el mezcal. Este agave es de tamafio
mediano a grande, de mayor tamafio que el A. curpeata y muy asociado con A.
hookeri. Con hojas en roseta que crecen abiertamente de 75 a 150 cm de largo
por 11 a 21 cm de ancho, poco lanceoladas u oblanceoladas, concavas en la parte
superior, carnosas y gruesas en la base, de color verde claro a amarillo verdoso.
Sus espinas del apice son robustas de 2.5 a 5.5 cm, de color café oscuro,

sobresalientes de la hoja y afiladas (Gentry 1982).
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Figura 2. Aspecto general de plantas de Agave inaequidens creciendo de manera silvestre.

Es el agave predominante en las montafias transversales de México, desde
Morelos, pasando por Michoacan hacia Colima y Jalisco. Su habitat principal son
las pendientes boscosas de 1850 a 2480 m de elevacion (Gentry 1982).

3.1.3 Agave tequilana

El Agave tequilana Weber var. Azul, (Fig. 3) del cual se produce el tequila,
tiene menor porte que los magueyes, como el lechugilla (A. maximiliana, A.
inaequidens), el tobala (A. potatorum) y el papalote (A. cupreata). Sus hojas son
de color verde azulado, de 90 a 120 cm de largo, casi siempre rigidamente
estiradas, concavas en la parte superior, su parte mas gruesa se encuentra hacia
el medio de la hoja y es angosta y gruesa en la base. Sus espinas del apice son
generalmente cortas, de 1 a 2 cm, de color café oscuro y los dientes son de

tamafo regular espaciados irregularmente (Gentry 1982).
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Figura 3. Aspecto general de plantas de Agave teuilana en cultivos de Michoacan.

Los requerimientos ecolégicos del Agave tequilana en los que prospera bien
son regimenes de lluvia de 700 a 1100 mm; tiene poca tolerancia a las bajas
temperaturas y puede tolerar hasta 55° C. Es muy sensible a las temperaturas
nocturnas, pues las asimilacion diaria de CO, es mayor cuando la temperatura
diurna/nocturna es de 15/5 °C. El agave tequilero responde bien a condiciones de
dias soleados, pero la actividad fotosintética depende mas de la temperatura
nocturna que de la disponibilidad de luz (Flores et al., 2010).

El Agave tequilana requiere suelos de textura media con buena aireacion
(suelos francos, franco arenosos o franco arcillosos), aunque en regiones de baja
precipitacion son mas adecuados suelos con caracteristicas que le permitan
mayor retencién de humedad. El pH requerido es de 6 a 8, con tolerancia ligera a

intermedia a sales (Flores et al. 2010).

La produccion de Agave tequilana en 2012 fue de 47,015 t producidas en
Denominacion de Origen del Tequila (DOT) del estado de Michoacan. La DOT-
Michoacan cuenta con 30 municipios localizados al noroeste del estado,
destacando los municipios de La Piedad, Los Reyes, Zamora, Tocumbo,
Maravatio y Jiquilpan con alrededor de 7 162 869 plantas para el afio 2008 (CRT
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2010). De estas plantas, entre un 20 y 30% se encuentran afectadas por
enfermedades como marchitez, pudricion del cogollo y el tallo, enrollamiento y

decoloracion de las hojas.

3.2 Enfermedades del agave

Las enfermedades del agave se pueden clasificar en enfermedades bidticas
y abidticas. Las enfermedades abidticas o no parasitarias se consideran
enfermedades porque existe una desviacion anormal en la estructura o fisiologia
de la planta afectada, siendo producida ya sea por factores fisicos o quimicos.
Entre estas enfermedades se encuentran: dafio por herbicidas, dafio por heladas,
entre otras (Rubio 2007).

Las enfermedades bidticas o parasitarias son causadas por organismos
vivos y se da cuando existe un hospedante (planta) susceptible, un patégeno
virulento y las condiciones ambientales adecuadas para el desarrollo de la
enfermedad (Agrios 1978).

Algunos ejemplos de enfermedades bidticas son: mancha gris o tizon foliar
(Cercospora sp), mancha anular (Didymosphaeria sp), pudricion del cogollo
(Erwinia grupo carotovora), pudricion de hojas y planta completa, mancha foliar
(Rhizoctonia solani, Botryodiploidia sp y Didymosphaeria sp), enfermedades por

Phytophtora sp, Alternaria sp y marchitez seca por Fusarium sp (Rubio 2007).

3.3 Marchitez del Agave

El agente causal de la marchitez del agave es el hongo Fusarium
oxysporum. La marchitez que se presenta en el cultivo de agave se debe a una
deshidratacion de los tejidos y esto se da a su vez porque hay una reduccion,
muerte o destruccion del sistema radical, o bien porque hay destruccion o

taponamiento del tejido vasculares (floema y xilema) (Avila et al. 2010, Gonzélez
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et al. 2012). Una temperatura de 28°C es Optima para el desarrollo de la
enfermedad. Por debajo de los 20°C los sintomas se ven reducidos. El hongo
puede colonizar hierba no susceptible y sobrevivir sapréfitamente en los restos de
las raices en el suelo (Brayford 1992), el tiempo seco y el suelo acido (pH 5-5.6)

también favorecen el desarrollo de la enfermedad (Gonzalez et al. 2012).

En una planta, la marchitez inicia con un enrollamiento de hojas de manera
acelerada y posterior deshidratacion de las pencas basales e intermedias de la
pifia con presion sobre el cogollo, cambio de color azul a un verde opaco y

finalmente perdida del anclaje por la pudricion de las raices (Flores et al. 2010).

Los sintomas reportados en la marchitez del agave son, clorosis (hojas
amatrillo claro), enrollamiento de los bordes de las hojas, secado de las hojas méas
viejas del apice a la base, pudricion extensiva de color marron en la corona,
marchitez y finalmente si la planta es empujada, esta se cae facilmente por la
pudricién de las raices (Avila et al. 2010).

En 2012, Avila et al. analizaron la diversidad de 25 cepas de F. oxysporum
aisladas del tallo de plantas de Agave tequilana con y sin sintomas de marchitez.
Los resultados del andlisis del fragmento ITS1 mostraron que nueve de estos
aislados coincidian con las secuencias de diversas formae speciales (f. sp) de F.
oxysporum. El andlisis de Grupos de Compatibilidad Vegetativa encontré dos
grupos compatibles, integrados con solo cepas del grupo de diecisiete aislados;
las nueve cepas restantes no evidenciaron compatibilidad vegetativa. Este estudio
indic6 que existe un grupo de cepas de F. oxysporum, dentro de las que se
incluyen dos positivas a pruebas de patogenicidad capaces de inducir sintomas de
marchitez en agave, que constituyen una poblacion homogénea producto de co-

evolucion patdégeno-hospedero.

En 2013, Vega et al. determinaron la variabilidad genética de aislamientos
F. oxysporum de las raices de Agave tequilana que manifestaban sintomas de

marchitez. Se caracterizaron 115 asilamientos, usando métodos morfolégicos y

Montoya Martinez 2014 12



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

moleculares. Se generaron 14 grupos, los cuales estaban altamente
correlacionados con la locacion geogréfica y el tipo de muestra (suelo rizosférico y
raiz). Se encontrd que, tanto en raices de plantas sanas como enfermas, existian
aislamientos de F. oxysporum con perfil genético similar, lo cual sugiere la

posibilidad de alguna relacién endofita no patogénica.

En general, casi cualquier planta de agave en la cual se tomen algunas
muestras de raiz, se aislard Fusarium sp aunque no se manifiesten los sintomas
en la planta. Esto es debido a que este hongo es habitante natural del suelo,
ademas de ser un parasito facultativo, es decir, puede sobrevivir en materia
organica sin que exista un hospedante establecido. Es mas probable que penetre
en las raices por medio de heridas a que lo haga de manera natural (Rubio 2007).

El control para esta enfermedad es mediante el uso de fungicidas a base de
cobre, sin embargo es poco efectivo. Debido a que el problema se encuentra en la
raiz y no en el follaje, se recomienda el uso de plantas sanas o hijuelos obtenidos
de suelos donde no se ha presentado la marchitez como medidas de control.
También, se recomienda la aplicacion de materia organica como la composta ya
que, ademas de mejorar la estructura del suelo, funciona como un buffer que evita
cambios en el pH y sirve de sustrato para microorganismos que la descomponen,
lo que permite incrementar las poblaciones de los mismos y muchos de estos son
antagonicos de diversos patogenos (Fuckikovsky 2000). La aplicacion de cal
tambien es una practica de control comun, ya que Fusarium sp puede
desarrollarse mejor cuando el pH del suelo es acido (de 5 a 5.5), asi que al aplicar
cal (alcaliniza el pH) se crea un ambiente desfavorable para el desarrollo de este

hongo (Gonzéalez et al. 2012).
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3.4 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum es un hongo cosmopolita que tiene la capacidad de
existir como saprofito y degradar lignina y carbohidratos complejos. Tambien son
persistentes enddfitos que colonizan las raices de las plantas (Sutherland 1990).
Existe en muchas formas patogénicas, parasitando mas de 100 especies de
plantas Gimnospermas y Angiospermas, gracias a los diversos mecanismos que
tiene el hongo para vencer las defensas de muchas plantas (Garcés de Granada
et al. 2001). Produce macro y microconidiosporas dentro y sobre el tejido enfermo,
las macroconidiosporas son multiseptadas, con forma de hoz. Las
microconidiosporas son unicelulares, ovaladas o en forma de riién. Las
clamidosporas son unicelulares, redondas, con pared gruesa. Se producen en
abundancia en el tejido muerto o en materia organica colonizada en el suelo. Le
permiten al patégeno permanecer inactivo en el suelo cuando no hay un
hospedero adecuado o cuando las condiciones no son favorables (Sutherland
1990).

Este fitopatbgeno se vuelve activo cuando una raiz crece cerca de las
clamidosporas (Sutherland 1990). Los hongos penetran por la raiz y colonizan en
el tallo de las plantas el sistema vascular. Sin embargo, la colonizacion, se
restringe tanto en cultivares resistentes como susceptibles, a la regién de entrada
inicial del patégeno, debido a la oclusién de los vasos por geles, deposiciones de
calosa y tilosas. En los cultivares susceptibles, la colonizacion continda
(distribucidén secundaria) cuando los geles y calosas son degradados por el efecto
de enzimas pectoliticas del patdgeno y el crecimiento de las tilosas es inhibido. En
los cultivares resistentes, flavonoides del tipo de las catequinas y sus productos de
oxidacion inactivan las enzimas y la distribucion secundaria es confinada a los

puntos de infeccion inicial (Gonzalez et al. 2012).
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3.5 La Micorriza Arbuscular

De entre la gran diversidad de microorganismos benéficos presentes en la
rizosfera, los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son el componente mas
importante. El término micorriza fue acufiado por el botanico aleman Albert
Bernard Frank en 1885 y procede del griego mykos que significa hongo y rhiza
que significa raiz, es decir, que literalmente quiere decir “hongo-raiz”, definiendo
asi la asociacion simbiética entre el micelio de un hongo y las raices de una planta
terrestre (Smith y Read 1997).

La historia de las Micorrizas, se remonta a unos 400 millones de afios,
especialmente al periodo devonico, a partir del cual las plantas acuaticas con la
ayuda de las micorrizas, consiguieron colonizar el medio terrestre hasta lo que son
hoy en dia (Simon 1996).

Los HMA se encuentran distribuidos en practicamente todos los
agroecosistemas y se asocian simbioticamente con aproximadamente el 80% de
las especies vegetales, ya sean cultivadas o silvestres (Hijri et al. 2006, Dandan y
Zhiwei 2007). Las micorrizas arbusculares tienen tres componentes importantes: la
raiz de la planta, las estructuras fangicas dentro de las células corticales de la raiz
denominados arbusculos y el micelio extrarradical en el suelo (Smith y Read
1997). Los HMA, son simbiontes obligados y no pueden prosperar fuera de las
raices vivas de las plantas por lo que dependen totalmente de ellas (Smith y Read
1997, Riveros 2010). La mutua dependencia entre organismo hospedero y el
huésped consiste en que el primero, representa una fuente directa de carbono y
nitrogeno indispensables para el desarrollo del hongo (Safir 1990). Por su parte, el
huésped forma una red fungica con desarrollo intra e intercelular en la corteza
radical de la planta, que se extiende hacia su entorno. Mediante este reticulo, las
raices se favorecen, ya que pueden absorben agua y minerales que son

transportados a los diferentes 6rganos del vegetal (Kyde y Gould 2000).
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El mecanismo de colonizacién de los HMA en las raices de las plantas
consiste de cuatro etapas que son la germinacion de la espora, el crecimiento y
ramificacion de las hifas, la formacion de apresorios y penetracion a la raiz vy,
finalmente, la formacion de arbusculos y vesiculas (Smith y Read 1997, Kyde y
Gould 2000).

Germinacién: Los HMA son incapaces de completar su ciclo de vida sin
colonizar las raices de su hospedero. Las esporas germinan en el suelo (o agar) y
producen poco micelio (20-30 mm por espora). Hay tres tipos de germinacion:
Escudos de germinacién (Acaulospora y Scutellospora), directamente por la pared
de la espora (Gigaspora y algunas especies de Glomus) y por rebrote de las hifas
de germinacién (Glomus). No se forma un micelio extenso si no ocurre una
colonizacion exitosa de una raiz vegetal, si la espora se desprende, el crecimiento
de la hifa se detiene (Smith y Read 1997).

Las especies de HMA varian en el pH Optimo y temperatura para su

germinacion y desarrollo (Smith y Read 1997).

Las altas concentraciones de fosforo (P) y metales pesados (zinc,
manganeso, cadmio), acidos organicos y algunos carbohidratos son inhibitorios de
la germinacién, mientras que los exudados de la raiz y otros extractos del
hospedero la estimulan. En algunas ocasiones la germinacién se incrementa en la

presencia de otros microorganismos (Smith y Read 1997).

Ramificacion y Crecimiento de la Hifa: La colonizacién primaria se puede

dar desde 13 mm de distancia de la raiz. Después de la germinacion de la espora
y el crecimiento de la hifa, la ramificacion de las hifas sucede cerca de las raices
de la planta. La hifa hace contacto estimulada por sustancias como flavonoides y
estrigolactonas excretadas por la raiz. Se encontr6 que las estrigolactonas
inducen un rapido incremento en la densidad mitocondrial y cambios en la forma y

movimiento de los organelos de los HMA. Dentro de las estrigolactonas, la 5-
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desoxiestrigol fue originalmente aislada de los exudados de la raiz de Lotus

japonicus como un factor de ramificacion de hifas de HMA (Yoneyama et al. 2008).

Las estrigolactonas son un grupo de apocarotenoides que se producen en
la planta, son exudados por la raiz y actian como compuestos de sefializacion en
la rizosfera (Garcia et al. 2009). Se ha encontrado que las estrigolactonas inducen
la expresion de genes mitocondriales fungicos, incrementan la respiracion
mitocondrial y aceleran su reorganizacion antes de la ramificacion fungica. Estos
efectos, asociados con un rapido incremento en el metabolismo oxidativo de las
mitocondrias, en la concentracion de NADH, en la actividad de la NADH
deshidrogenasa y el contenido de ATP en la célula fangica, sugieren la existencia
de un mecanismo activo para la captacion de estrigolactona y la amplificacion de

la sefalizacion (Yoneyama et al. 2008).

Esta activacion de las mitocondrias puede llevar a una oxidacion de lipidos,
gue son la forma en la que las esporas almacenan carbono. Por lo tanto las
estrigolactonas pueden ser componentes cruciales de los exudados de la raiz que
activan el catabolismo de lipidos en la etapa presimbiética del hongo (Yoneyama
et al. 2008).

Formacién de Apresorios: Después del contacto de la hifa con la raiz, sigue

la adhesion y después de 2-3 dias, se forma el apresorio. Los apresorios son
elongados y elipticos, alineados paralelamente a las células de la epidermis. No se
forman apresorios en raices muertas. No se ha identificado el estimulo
morfogenético, pero no parece ser tigmotrépico. No hay contacto o formacion de

apresorios en plantas no hospederas (Smith y Read 1997).

Penetracion y formacién de arbusculos y vesiculas: La hifa adelgaza su

diametro y forma una clavija cuando penetra la pared celular y se expande de
nuevo a medida que entra en el lumen de la célula. La pared celular puede

presentar abultamiento mientras la hifa penetra, lo que indica que una presion
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mecanica toma parte en este proceso. Se producen enzimas hidroliticas para
degradar la pared. En la planta, se engruesan las paredes de las células de la
epidermis, lo que indica un reconocimiento del contacto con el hongo (Smith y
Read 1997).

Las células vegetales modifican su membrana plasmatica de manera que
da espacio al arbusculo en formacion y se crea una interfase (apoplasto
intracelular) donde se lleva a cabo el intercambio de nutrientes. En las células
vegetales que contienen a los arbusculos, el ndcleo migra de la periferia al centro.
Hay cambios en la localizacion de las enzimas ATPasas. No hay evidencia de que
las hifas inter e intracelulares (con paredes gruesas y bien formadas) eliciten algun
sistema de defensa en las células del hospedador. En cambio en el desarrollo de
los arbusculos (con pared delgada) existe una respuesta de defensa localizada.
Se ha encontrado la actividad de dos fosfatasas en los arbusculos: fosfatasas
acidas en las ramificaciones inmaduras del arbusculo y fosfatasas alcalinas en

arbusculos maduros y en la hifa intercelular (Smith y Read 1997).

A medida que la hifa envejece se pueden formar vesiculas. Son 6rganos de
almacén para el hongo y contiene lipidos y numerosos nucleos. Los géneros
Scutellospora y Gigaspora no forman vesiculas. A concentraciones altas de P o

baja irradiacion se reduce la cantidad de vesiculas (Smith y Read 2008).

Actualmente se conocen los efectos que ocasiona esta asociacion
mutualista sobre las plantas. Entre los cuales se sabe que, promueven el
crecimiento vegetal a través de diferentes mecanismos de accién como la
produccion de sustancias reguladoras del crecimiento vegetal, mejoran la
absorcion de agua, incrementan la captacion de nutrimentos minerales,
especialmente el fésforo, cobre y zinc (Smith y Read 1997). Aumentan la
tolerancia a distintos estreses abidticos como la sequia (Sylvia 1998) y el estrés
salino (Harris 2012), aumentan la diversidad y poblacion de microorganismos

rizosféricos, ocasionando un efecto de supresividad de microorganismos
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fitopatdogenos en el suelo (De la Noval 2007, Jung et al. 2012). Ademas activan
mecanismos de defensa de la planta a nivel genético (De la Noval 2007) e
incrementan la resistencia a enfermedades (Aguilera et al. 2007, Kapoor 2008;
Jung et al. 2012). En particular, esta cualidad ha sido ampliamente utilizada como
control biolégico contra diversos fitopatogenos (Kapoor 2008). Asi pues, la
composicion y dindmica de los HMA, tiene un gran impacto sobre la estructura,
diversidad y productividad de las comunidades vegetales con las que se asocia.
Por lo que una disminucion o pérdida del potencial micorrizico y de la diversidad
morfologica y funcional de HMA puede tener efectos adversos sobre el
establecimiento y funcionamiento de la comunidad vegetal (Hart y Reader 2002,
Munkvold et al. 2004).

3.6 Propagacién de HMA

Actualmente el uso de HMA en sistemas agricolas se ha incrementado, sin
embargo la naturaleza de simbionte obligado de éstos ha complicado el desarrollo
de una produccién a gran escala que sea eficiente, rentable y a la vez, producir un
inoculo de calidad. Existen tres tipos de propagacién de inéculos micorrizicos,

cada uno con sus ventajas y desventajas.

El primero es el sistema con base de sustrato. Este es el sistema de
produccion clasico, donde se cultivan las plantas trampa y el simbionte micorrizico
gue se quiere propagar en un sustrato a base de arena o suelo (ljdo 2011). Se
requiere de la esterilizacion y/o desinfeccién (solarizacién, fumigacion,
vaporizacién) del sustrato con el fin de evitar posibles dafios por la presencia de
microorganismos fitopatégenos (Ferrera 1993). El proceso de produccion
normalmente se lleva a cabo bajo condiciones controladas o semicontroladas en
invernaderos o0 camaras de crecimiento. El in6culo que se propaga es
comunmente, una especie identificada o un consorcio de especies conocidas,
aungque en algunos casos se propagan especies que son nativas del lugar en

donde seran utilizadas. En produccion de HMA a gran escala, se utilizan plantas
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como cebolla, poro, sorgo, maiz, pasto, entre otras ya que estas especies
vegetales presentan diversas ventajas como ciclos de vida cortos, buen nivel de
colonizacion y tolerancia a bajas concentraciones de P (ljdo 2011). Las
caracteristicas quimicas de los sustratos utilizados son fundamentales para
abastecer de nutrimentos a las plantas. Sin embargo, es necesario tener en
cuenta que sustratos altamente ricos en materia organica y particularmente
fésforo, pueden inhibir la simbiosis micorrizica. No se requiere utilizar sustratos
ricos en nutrientes, sino que es posible utilizar sustratos con limitacién nutrimental
de modo que la simbiosis establecida funcione adecuadamente. No obstante, es
importante tener en cuenta aspectos adecuados como el pH que debe de ser 5.8—
7.5, contenido de fésforo disponible menor de 20 pg g™ de sustrato, materia
organica menor al 2.0% y tener una conductividad eléctrica o contenido de sales
menor a 1.0 dS m™, que no sélo afectan la simbiosis, sino también a las plantas
(Ferrera 1993, ljdo 2011). El sustrato debe tener caracteristicas adecuadas para el
crecimiento de las plantas (aireacion, retencion de humedad y disponibilidad de
nutrimentos). Con base a esto, el uso de diversos materiales tanto organicos como
inorganicos debe de considerar la elaboracion de mezclas en proporciones tales,
que permitan a las plantas crecer sin problemas. Como materiales organicos que
pueden ser utilizados se tienen los productos derivados del composteo y
vermicomposteo, cachaza, etc. Sin embargo, estos materiales son muy ricos en
materia orgénica y para tener un efecto benéfico por la simbiosis, se recomienda

utilizar estos productos en dosis menores al 12% (Ferrera 1993).

Otro sistema de produccioén de in6culos de HMA a gran escala es el sistema
libre de sustrato, los cuales pueden ser hidroponicos o aeroponicos. Estos difieren
en la forma de aireacion y de aplicacion de nutrientes. Es sistemas estaticos
hidropodnicos, en los cuales la solucion no fluye, la solucion nutritiva debe ser
aireada con una bomba para prevenir que a las raices no les falte oxigeno, pero
esta aireacion puede dafar las delgadas hifas extrarradicales. Otra opcién del
sistema sin sustrato es el sistema de flujo de nutrientes, donde la solucion nutritiva

fluye en canales donde las raices de la planta y el HMA se desarrollan. Los
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sistemas aeropoénicos, son una forma de sistema hidroponico, en el que las raices
colonizadas son bafiadas en una niebla de solucién nutritiva. Para ambos
sistemas de produccion (hidroponia y aeroponia) es necesario que las plantas
pasen por una etapa previa de micorrizacion durante su estancia en semilleros.
Ademas que se tiene que utilizar especies de HMA que formen esporas dentro de

la raiz de la planta, como lo es Rhizophagus intraradices (ljdo 2011).

También existen los sistemas de produccion de inéculo de HMA in vitro,
donde, comunmente se usa un sistema de raices transformadas de zanahoria
(Mugnier y Mosse 1987, Bécard y Fortin 1988) aunque existen otros tipos de
sistemas en los cuales se utilizan plantulas completas cultivadas in vitro dentro de
tubos estériles. Aunque especies de HMA son cultivables in vitro, pocas de ellas
son rapidas colonizadoras y que produzcan suficientes propagalos para ser
consideradas para una produccion a gran escala. Comunmente se utilizan dos
diferentes medios de cultivo, un medio minimo o medio Strullu Romand (MSR)
modificado. Una de las mayores desventajas de este sistema es su elevado costo
de produccion (ljdo 2011).

3.7 La Micorriza Arbuscular como Biofertilizante

La disponibilidad, toma e intercambio de nutrientes, mediada por
interacciones biotréficas, modulan el crecimiento y la acumulacion de biomasa en
las plantas, parametros que son cruciales para el rendimiento del cultivo y
produccion. Las micorrizas tienen un rol muy importante en estas interacciones,

junto con otros microorganismos promotores del crecimiento vegetal.

El papel que juegan los HMA en el desarrollo de los sistemas agricolas ha
sido probado en diversos trabajos y es muy claro el beneficio que le otorgan a las
plantas que colonizan (Reyes et al. 2002, Castillo et al. 2006, Quifiones et al.
2012, Rincoén et al. 2012 Reyes 2012). Se ha estudiado esta simbiosis y se han

encontrado beneficios de los HMA en numerosas especies de importancia
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econdémica como lo es el frijol (Daft y EI 1974, Bethlenfalvay et al. 1982, Ibijbijen
et al. 1996, Montoya et al. 2012, Mortimer et al. 2012), donde las plantas
micorrizadas presentaban un mayor crecimiento que las no inoculadas, ademas de
presentar sinergia con rizobacterias fijadoras de nitrdgeno. En papaya se ha
encontrado una alta dependencia este cultivo a la micorrizacion, debido a sus
requerimentos de nutrientes, sobre todo el fosforo (Alarcon 2002, Mamatha et al.
2002, Rodriguez et al. 2011, Quifiones et al. 2012). Para maiz, se reportdé un
incremento de rendimiento de grano por efecto de los HMA nativos del suelo,
sobre todo en suelos con baja fertilizacion de fésforo (Montafio et al. 2001, Diaz et
al. 2008, Rincon et al. 2012).

La aplicacion de micorrizas en la produccion de frutales ha tomado gran
importancia, gracias a los beneficios en crecimiento que los HMA ortorgan a las
plantas. En 2011. Wu et al. evaluaron el efecto de los HMA en el crecimiento de
durazneros y encontraron aumento de crecimiento de hasta 45% en biomasa
seca, con Funneliformis mosseae, en comparacion con las plantas no
micorrizadas. En 2011, Abd El-Wahab et al. estudiaron la influencia de HMA
nativos y salinidad en el crecimineto de uva, encontrando un aumento en las
variables de crecimiento vegetal (longitud de tallo, diametro de tallo, area foliar y
biomasa) cuando las plantas fueron inoculadas con HMA y una disminucion de
estos parametros a mayor concentracion salina. Tambien se han encontrado
efectos beneficos por HMA en palma datilera (Diatta et al. 2014) donde hubo
diferencias significativas en altura de plantas, en comparacién con los controles

no inoculados.

Existen diversos trabajos donde se ha investigado la relacion entre los HMA
y diferentes especies de agave. Dentro de estos trabajos se encuentra el estudio
de Pimenta et al. (2009) donde se evaluo el efecto de la simbiosis micorrizica en la
fotosintesis, desarrollo foliar y crecimiento Agave tequilan, inoculadas plantas
jévenes con dos cepas de HMA (Glomus fasciculatum y Glomus intraradices). Los

resultados mostraron un incremento de la fotosintesis en plantas inoculadas
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(mayor en plantas donde se usO G. intraradices), que relacionaron con un
aumento en el mesofilo (grosor de la hoja). Sin embargo, la micorrizacion no tuvo
gran efecto en las variables relacionadas con el crecimiento como longitud y

ancho de las hojas.

Martinez et al. (2009) evaluaron la calidad nutricional de Agave americana
basados en el contenido de fibra, proteina y minerales, ademas estimaron la
biomasa seca de estas especies en relacion con la inoculacion de HMA. Se
inocul6é una cepa nativa de Glomus intraradices de la zona de pastizales de Marin,
Nuevo Lebdn, México y una cepa comercial INIFAP®. La biomasa, cenizas y
contenido de P fue mas alto en agaves inoculados independientemente del tipo de
in6culo utilizado. Estos resultados sugieren una mejor calidad de follaje y

produccién de biomasa en agave asociado con HMA.

En 1992, Cui y Nobel midieron la concentracién de nutrientes de plantas de
Agave desertii, después de inocularlos con HMA, en condiciones de invernadero.
Reportaron que, después de 5 meses de inoculacion, el P en las raices de agaves
micorrizados fue significativamente mayor que en plantas sin inoculacion. El

porcentaje de colonizacion de agaves micorrizados fue del 8 al 64%.

La absorcién de nutrientes por micorrizas no difiere mucho de otros
sistemas de absorcién. Es activa, depende de energia metabdlica y se reduce en
presencia de inhibidores. La transferencia de P cargado negativamente, requiere
un balance de cargas. Transferencia simultanea de iones positivos (K o arginina).
La transferencia de C organico al hongo no representa un gasto energético para la
planta. EI C es desviado del crecimiento de raiz al crecimiento del hongo,
resultando en raices mas pequefias (Smith y Read 1997).

Por otro lado, la hifa extrarradical crece en el suelo no colonizado por la raiz
y son mas eficaces que la raiz en competencia con otros microorganismos del

suelo por el fosforo inorganico (Pi). La cinética de absorcion del P en las hifas es
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diferente a la de las raices y tiene mayor afinidad. Se incrementa la solubilidad del
Pi o se hidroliza el fésforo orgéanico (Po), por alteraciones del pH, produccion de

aniones organicos y fosfatasas (Smith y Read 1997).

3.8 La Micorriza Arbuscular como agente de control biolégico y bioprotector

La utilizacion de HMA puede prevenir el atague de bacterias y hongos
fitopatdgenos asociados a las enfermedades que afectan el agave. La prevencion
de enfermedades mediante el uso de HMA tiene sus bases en que esta simbiosis
da como resultado plantas mejor nutridas, sanas y vigorosas por la adquisicion de
nutrientes poco disponibles para las plantas pero accesibles a los hongos
micorrizicos y por el aumento de las poblaciones microbianas, lo que genera una

serie de interacciones benéficas (Riveros 2010).

El efecto de bioproteccion otorgada por las micorrizas puede deberse a

diferentes mecanismos de accion, como lo son:

Mejora del estado nutrimental de la planta: la simbiosis micorrizica otorga

una mejora en la toma de nutrientes, lo que resulta en plantas mas vigorosas. Por
esto, la planta por si misma es mas resistente o tolerante al ataque de

fitopatdgenos (Azcon y Barea 1996).

Competencia por_ fotosintatos con patdgenos: Al igual que los HMA, los

patdgenos aprovechan los fotosintatos de la planta para su desarrollo. Cuando el
HMA accede primero a los carbohidratos de la planta, la mayor demanda de
carbono por parte del HMA inhibe el crecimiento del patégeno (Azcon y Barea
1996).

Cambios en la micorrizésfera: La formacion de la simbiosis micorrizica

induce cambios en la fisiologia de su hospedador que son decisivas en los

patrones de los exudados radicales y en consecuencia, causan alteraciones
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cuantitativas y cualitativas en las poblaciones microbianas de la rizosfera (Azcon y
Bago 1994).

Cambios anatdémicos y fisioldgicos en la raiz: Se ha demostrado que la

colonizacion por HMA induce cambios en la morfologia del sistema radical, asi
como en la actividad meristemética y nuclear de las células de la raiz. Esto afecta
las interacciones de la rizésfera, especialmente el desarrollo de infecciones

patogénicas (Azcon y Bago 1994).

Activacion de los mecanismos de defensa de la planta (Resistencia

Inducida por Micorriza, RIM): El establecimiento de asociaciones mutualistas

involucra reconocimiento mutuo y un alto grado de coordinacién basada en un
continuo dialogo molecular entre ambos simbiontes. En cuanto a la percepcion de
cualquier organismo extrafio, diferentes vias de sefializacion operan en la planta
para coordinar la respuesta apropiada. Estas cascadas de sefales estan
coordinadas por “sefiales de alarma” que regulan diferentes conjuntos de genes

relacionados con la defensa de la planta (Pozo y Azcon 2007).

Como biétrofos obligados los HMA comparten similitudes con los patégenos
biotrofos, incluyendo su sensibilidad a las defensas reguladas por el Acido
Salicilico (AS). Se ha visto que se activan solo respuestas de defensa locales y
débiles durante las primeras etapas de la interaccion de la micorriza. Es posible
gue los HMA repriman la respuesta dependiente del AS en el hospedador para
poder lograr una colonizacion exitosa, lo cual podria explicar el retraso en la
acumulacion sistémica de proteinas PR (Relacionadas a la patogénesis) (Pozo y
Azcon 2007).

La atenuacion de las defensas de la planta no es lo Gnico que se necesita
para una interaccién mutualista exitosa con los HMA. Después del reconocimiento,
se activa un programa que permite la redistribucion de nutrientes y activa la

distribucion espacial del hongo dentro de las células de la raiz. Ambos aspectos
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podrian estar regulados por jasmonatos. Los genes involucrados en la biosintesis
de Acido Jasmdnico (JA) se expresan en las células que contienen arbusculos, las
raices micorrizadas estan asociadas con un aumento enddégeno de los niveles de
JA (Smith y Read 1997, Pozo y Azcon 2007). Este incremento ocurre después del
comienzo de la colonizacion por los HMA (Pozo y Azcon 2007).

Se han realizado estudios en diversos cultivos, investigando la relacion
entre la inoculacion de HMA vy la disminucién de enfermedades producidas por
patbgenos. En muchos de ellos se hacen andlisis de las concentraciones de
sustancias reguladoras de los sistemas de resistencia. En otros casos, solo se
observa la sintomatologia de la enfermedad y se estima si hay una disminucién de

la severidad de esta por efecto de las micorrizas.

Jaiti et al. (2007) evaluaron la efectividad de los HMA contra F. oxysporum,
causante de la marchitez y la induccion de algunas reacciones bioquimicas
relacionadas con la defensa de las plantas (peroxidasas y polifenoloxidasas) en
palma datilera (Phoenix dactylifera). Utilizando tres cepas de HMA (Glomus
monosporus, G. deserticola y G. clarum) y un consorcio nativo de las plantaciones
de palma, encontraron que la actividad de peroxidasa (POX) no fue afectada por la
micorrizacion. Sin embargo, después de la infeccion por Fusarium se increment6
la actividad POX en plantas micorrizadas con el consorcio nativo comparadas con
las no micorrizadas. La actividad polifenoloxidasa (PFOX) fue similar en plantas
micorrizadas y no micorrizadas antes de la inoculacién con Fusarium oxysporum;
después de la infeccion con fusarium se presentd un incremento de la PFOX
similar a POX solo en plantas inoculadas con el consorcio nativo. Asi mismo, las
plantas asociadas con el consorcio nativo presentaron el mejor crecimiento y
redujeron la incidencia de la marchitez provocada por F. oxysporum, en
comparacion con las plantas sin HMA. Los HMA indujeron cambios en la actividad
de enzimas relacionadas con la defensa de la planta cuando estas eran infectadas

por el fitopatdgeno.
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En 2008, Kapoor realiz6 un estudio donde evaluo el potencial de Glomus
macrocarpum y G. fasciculatum en el control de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, el agente causal de la marchitez del tomate. Se infectaron con F.
oxysporum plantulas de tomate y 20 dias después se trasplantaron a macetas con
arena y suelo estéril y se inocularon con las dos cepas de HMA. Al final del
experimento, evaluaron la incidencia de la enfermedad, el crecimiento de las
plantas, actividad de fenilalanina amonia liasa (PAL) y concentracion de Acido
Jasmonico. Las dos cepas de HMA fueron capaces de colonizar las raices
infectadas con F. oxysporum. Estas redujeron la extension del patdgeno y la
enfermedad en mas del 75%. Se observd un incremento y mejor nutricion en las
plantas inoculadas con HMA. La colonizacion micorrizica en plantas infectadas
con F. oxysporum indujo hasta 6 veces mas la actividad PAL. El nivel de JA en las
plantas sin micorrizaciéon fue de 0.49 nM g~'. La micorrizacién incrementé
significativamente la concentracién, obteniéndose 9.3 nM g~". El incremento de
acido jasmonico (AJ) enddgeno en plantas micorrizadas fue correlacionado con
una mejora en las respuestas de defensa (medidas con la actividad PAL). Los
resultados sugieren que el AJ estéd implicado en la resistencia sistémica inducida

por micorrizas.

Al-Askar y Rashad (2010) evaluaron la efectividad de los HMA para
proteger a la planta de frijol contra la pudricion de la raiz causada por Fusarium.
Utilizaron una mezcla de Glomus mosseae, G. intrarradices. G. clarum, Gigaspora
gigantea y Gigaspora margarita en suspension a 10° unidades L™. Sus resultados
demostraron que la micorrizacién redujo significativamente el porcentaje de la
severidad de la enfermedad y la incidencia en plantas infectadas. Por otro lado, la
micorrizacion incremento el crecimiento y la concentracion de nutrientes.
Finalmente, la colonizacion micorrizica llevo a un incremento en el contenido
fendlico y en las actividades de enzimas relacionadas con la defensa de la planta
(PAL, Polifenoloxidasa y peroxidasas). Estos resultados llevaron a la conclusién

de que la aplicacion de HMA como agente de biocontrol juega un rol importante en
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la resistencia de la planta y exhibe un gran potencial como bioprotector contra

infecciones fungicas.

Los trabajos que se han realizado con plantas del género Agave en
simbiosis con micorrizas han demostrado que éstos tienen una influencia benéfica
en su crecimiento (Cui y Nobel 1992, Martinez et al. 2009, Pimienta et al. 2009).
Sin embargo, no existen estudios en cuanto a la relacién de las micorrizas y la
proteccion contra patégenos. Los trabajos de proteccion realizados en otras
especies han mostrado tener buenos resultados, probando que en efecto existe
una proteccion para estas especies vegetales. Por lo que es de gran importancia

evaluar el probable efecto bioprotector de los HMA en agave.
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IV HIPOTESIS

4.1 Hipotesis General

Los sustratos pobres en nutrientes promoveran una mayor produccion de
esporas de hongos micorrizicos arbusculares nativos usando como planta trampa
el agave y la inoculacion con HMA nativos promovera el crecimiento de las plantas
de agave y disminuird los sintomas de la marchitez causada por Fusarium

oxysporum en Agave tequilana.
4.2 Hipo6tesis especificas

El uso de sustratos con pocos nutrientes junto con la planta de agave como
cultivo trampa, promovera eficientemente la produccion de esporas de HMA

nativos.

La inoculacién con HMA nativos de Michoacan promovera el crecimiento de

A. cupreata, A inaequidens y A. tequilana respecto a plantas no inoculadas.

La inoculacién con HMA nativos disminuira los sintomas de la marchitez

causada por Fusarium oxysporum en Agave tequilana.
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V OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar diferentes mezclas de sustratos y plantas trampas en la produccion
de esporas de HMA nativos y determinar la respuesta en crecimiento de tres
especies de agavaceas a la micorrizacién con diversos in6culos de HMA nativos
de plantaciones de agave en Michoacan y su efecto bioprotector contra Fusarium
oxysporum en Agave tequilana.

5.2 Objetivos Especificos

¢ Aislar HMA autéctonos de suelos de regiones productoras de A. tequilana
de la region de la Denominacion de Origen del Tequila (DOT) en
Michoacan.

e Propagar los inéculos de los HMA autéctonos aislados de suelos
empleando diferentes sustratos.

e Evaluar el efecto de los in6culos de HMA nativos propagados sobre el
crecimiento y desarrollo de tres especies de agave en condiciones de
invernadero.

e Evaluar el efecto de los HMA nativos propagados como bioprotectores de
enfermedades de tipo fungico (Fusarium oxysporum) en agave tequilero

bajo condiciones de invernadero.

Montoya Martinez 2014 30



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

VI RESULTADOS

Para cumplir los objetivos de este trabajo, se realizaron tres experimentos.
En el primero de ellos, se realizé un muestreo de suelo en plantaciones de Agave
tequilana en la Denominacion de Origen del Tequila de Michoacan (municipios de
Jiquilpan, Villamar y Venustiano Carranza), de los cuales se obtuvieron los
in6culos micorrizicos que posteriormente se propagaron en diferentes sustratos
con plantas de Agave tequilana y papaya. Este experimento se llevd a cabo en el
Unidad de Biotecnologia Vegetal de Centro de Investigacion y Asistencia en
Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ) A. C., en la ciudad de
Guadalajara, Jal. El objetivo de este experimento fue determinar una combinacion
de sustratos y especie vegetal efectiva para la propagacion de indculos nativos de
la DOT-Michoacan, asi como determinar en qué sitio se encontraban HMA

autoctonos que fueran efectivos para promover el crecimiento de agave.

El segundo experimento consistio en evaluar el efecto de indculos
micorrizicos nativos de plantaciones de agave de Michoacan sobre el crecimiento
de tres especies de agave. Debido al lento crecimiento de los agaves y por
cuestiones de tiempo, se decidid utilizar in6culos micorrizicos provenientes de
plantaciones de Agave cupreata obtenidos en la Denominacion de Origen del
Mezcal en Michoacan. Estos inéculos fueron previamente propagados en macetas
trampa durante ocho meses en CIATEJ (Trinidad et al. 2012) y evaluados en
cultivos de chile, maiz, frijol (Reyes 2012) y papaya (Quifiones et al. 2012, Alvarez
2013), donde se obtuvieron buenos resultados en el crecimiento de las plantas y
se observd un beneficio por parte de la micorrizacion con estos inoculos. Este
experimento se llevd a cabo en el Instituto de Investigaciones Agricolas y
Forestales (IIAF) de la UMSNH, en Tarimbaro, Mich. con inéculos provenientes de
CIATEJ.
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El tercer experimento se dividié en dos partes. En la primera se estableci6
un experimento para generar una escala ordinal de severidad o virulencia
(sintomas de la enfermedad) provocada por Fusarium oxysporum en plantas
jovenes, provenientes de bulbilos de Agave tequilana. Este experimento se llevo a
cabo en IIAF y se utilizo la cepa de F. oxysporum (Clave FPC) provista por la
Unidad de Biotecnologia Vegetal de CIATEJ. La segunda parte consistio en
evaluar el efecto bioprotector de los HMA contra esta enfermedad. Para esta parte
se utilizd un consorcio micorrizico de los que se evaluaron en el segundo
experimento y una cepa comercial. Se utiliz6 como patdégeno la misma cepa de F.
oxysporum que se utilizé para establecer la escala de severidad. Este experimento

se llevod a cabo en IIAF.

A continuacién, se presentan los resultados de cada experimento, con su
metodologia, resultados, discusidon y conclusiones. Posteriormente se discuten los
resultados de manera general y finalmente se proponen sugerencias y

expectativas para futuras investigaciones.

Montoya Martinez 2014 32



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

6.1 Propagacion de HMA provenientes de la DOT-Michoacan y su efecto en el
crecimiento de Agave tequilana y Carica papaya L.

6.1.1 Resumen

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) forman una de las
asociaciones importantes con las plantas, por lo que la produccion inoculantes de
HMA es fundamental para lograr implementarlos como biofertilizante y cubrir la
demanda de insumos agricolas ecoldgicos. En este estudio se buscé una
combinacion de sustratos (arena, agrolita y vermicomposta) y especies vegetales
(Agave tequilana y Carica papaya L.) efectiva para la propagacion de in6culos
nativos de plantaciones de agave tequilero de Michoacan, de los municipio de
Jiquilpan, Villamar y Venustiano Carranza. Para esto se realizé un experimento
completamente al azar con arreglo factorial 4x2x4 evaluando cuatro diferentes
combinaciones de sustrato, dos especies vegetales (agave y papaya) y tres
in6culos nativos de la DOT-Michoacan y un control sin HMA. Se evalud la
produccién de esporas, la colonizacion micorrizica y diferentes variables de
crecimiento en las plantas como altura, numero de hojas, diametro del tallo y
biomasa. Se realiz6 un analisis de varianza y prueba de Tukey con un IC de 95%.
Los resultados mostraron que el sustrato arena tuvo la mayor produccion de
esporas con 315.35 esporas producidas en 600 g de sustrato. Los tratamientos
con plantas de agave resultaron tener la mayor produccion de esporas que las
plantas de papaya (358.812 y 158.5, respectivamente). Se registrd un incremento
en el crecimiento de las plantas micorrizadas el cual fue mayor cuando, estuvieron

creciendo en sustratos donde se adicioné materia organica.
6.1.2 Abstract
The arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) form one of the more important

associations with plants, making the production of AMF inoculum essential to

achieve implement as biofertilizer and meet the demand for organic agricultural
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inputs. In this study a combination effective of substrates (sand, perlite and
vermicompost) and vegetables species (Agave tequilana and Carica papaya L.) for
the propagation of native inoculum from agave tequilero plantations of Michoacan
from the municipality of Jiquilpan, Villamar and Venustiano Carranza was founded.
To achieve this, an experiment was conducted in a completely randomized 4x2x4
factorial arrangement with four different combinations of substrate, three native
inoculum of the DOT- Michoacan and a control without AMF and two plant species
(agave and papaya). Spore production, mycorrhizal colonization and height,
number of leaves, stem diameter and biomass as growth variables in plants were
evaluated. Analysis of variance and Tukey test with 95% of confiability was
performed. We found that sand substrate had the highest production of spores with
315.35 produced spores. Treatments with agave plants have increased production
of spores more than papaya plants (358.812 and 158.5 spores produced,
respectively). An increase in the growth of mycorrhizal plants was observed, which

was higher when growing on substrates added with organic material.

6.1.3 Introduccidén

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) forman una de las
asociaciones importantes con las plantas: las micorrizas. Estudios fisiologicos y
nutrimentales de esta asociacion han revelado que se promueve el crecimiento
vegetal, debido a una mayor captacion de agua, absorcion de nutrimentos,
aumento en la diversidad de microorganismos de la rizésfera y formacion de

agregados en el suelo (Smith y Read 1997).

La produccion de inoculantes de HMA a gran escala es fundamental para
lograr implementarlos como biofertilizante y cubrir la demanda de insumos
agricolas ecoldgicos que poco a poco se incrementa. Hasta la fecha, existen tres
tipos de produccién de inéculos de HMA: Clasico (en base de sustrato suelo), libre
de sustrato (hidroponia y aeroponia) e in vitro (ljdo et al. 2011). El tipo de

produccion mas utilizada es aquel donde se utiliza una base de sustrato. La mayor
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desventaja de este tipo de produccién es que no se puede garantizar la ausencia
de contaminantes y patdégenos, incluso con los mas estrictos sistemas de control
de calidad. Ademas, este es un método que utiliza mucho espacio para la

produccion de esporas, debido al uso de camas e invernaderos (ljdo et al. 2011).

El sustrato de crecimiento para las plantas tiene relevante importancia en
funcién del contenido nutrimental y caracteristicas fisicas y bioldgicas. De esta
misma forma, el sustrato es fundamental en el establecimiento y funcionalidad de

la simbiosis micorrizica y para que el efecto benéfico de la simbiosis se exprese.

En la produccién clasica, la composicion del sustrato es lo mas importante
para una produccién exitosa. Varios sustratos se han probado para la propagacion
de in6culos, ya sean puros o mezclados. El suelo y la arena son los mas utilizados
(Douds y Schenck 1990). Los substitutos para el sustrato se han utilizado con
diferentes propédsitos. Por ejemplo, sustratos relativamente inertes (vermiculita,
perlita, agrolita) se han utilizado para diluir suelo y composta ricos en nutrientes
(Douds et al. 2006). En contraste, la composta y otros sustratos organicos, como
peat moss, se pueden afadir a suelos deficientes de nutrientes (Gaur y Adholeya
2002). Por lo cual buscar una combinacion adecuada de sustratos y substitutos es

el primer y paso para una propagacion de inéculos de HMA exitosa.

El objetivo de este trabajo fue encontrar el mejor sustrato y especie vegetal
para la propagaciéon de indculos nativos de plantaciones de agave de Michoacan;

ademas de evaluar su influencia sobre el crecimiento de agave y papaya.

6.1.4 Materiales y Métodos

Para la obtencién de los consorcios nativos de HMA se colecté suelo
rizosférico de plantaciones de Agave tequilana de tres municipios dentro de la
zona de denominacion de origen del tequila (DOT) del estado de Michoacan
(Jiquilpan de Juérez, Villamar y Venustiano Carranza), los dias 13 y 14 de
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septiembre de 2012. En esta regiébn domina la vegetacion de pradera con
mezquite (Prosopis laevigata), nopal (Opuntia ficus-indica), huisache (Acacia
farnesiana) y yuca (Manihot esculenta). Los puntos de muestreo y ubicacion de las

parcelas se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Sitios de muestreo para obtencién de inoculos nativos de HMA en plantaciones de

agave tequilero (DOT-Michoacan).

Tipo de Clave
Municioio  Localidad Sitio de plantacion/ Ubicacion Altitud CONSOreio
P muestreo Edad geogréafica (msnm)
- HMA
(plantacién)
A. tequilana
- N 19°58'45.01"
Totolan Cebadas 8 cult|v~ado/ 5 0 102°39'30.76" 1628 CE8-MJ
Jiquilpan anoi
de Juarez  yiojiian El ﬁhltt(ia\?;clj;ng N19°24°201" 1645  ET-MJ
quilp Tepehuaje , 0 101° 11’ 57”
afios
La Presa A. tequilana . "
San p ; N 19°58'24.39
vilamar  Antonio parcela cultivado/ 3 'y 5503359 3pn 1602 LPE-MVM
escolar meses
Guaracha
A. tequilana
. N 20° 8'0.23"
La Palma CultIV:’:ldO /3 0 102°46'16.37" 1575 LP-MVC
Venustiano anos
Carranza La Palma La Nueva ﬁﬁft?\?;;;ng N 20° 8'14.09" 1555 LNP-MVC
Palma afios 0 102°46'5.93"

De estos cinco sitios de muestreo, se seleccionaron tres para la realizacion

de este experimento, uno de cada municipio y procurando tener sitios con agaves
de diferentes edades. Por lo cual, se seleccionaron los sitios de Cebadas 8 (CE8-
MJ), La Presa Escolar (LPE-MVM) y La Nueva Palma (LNP-MVC).

Siguiendo la metodologia propuesta por Trejo et al. (2008) se seleccionaron
cuatro plantas de agave de cada predio para efectuar los muestreos de rizosfera.
Se obtuvieron muestras de suelo de aproximadamente 2 kg de cada una, las
cuales fueron depositadas en bolsas de polietileno debidamente etiquetadas. De
cada planta se extrajo suelo rizosférico entre 0 a 20 cm de profundidad. Se

eligieron las plantas de mayor tamafio.
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Al suelo obtenido de campo se le realizaron analisis fisicoquimicos (Anexo
1) (Laboratorio SEANA, Servicios Analiticos Agroindustriales, Tarimbaro Mich.)

donde se obtuvieron las siguientes caracteristicas de cada suelo (Cuadro 2).

Cuadro 2. Caracteristicas quimicas de los suelos muestreados en la DOT-Michoacan.

Sitio de H Conductividad % Materia AmNon N organico P K
muestreo P (ds.m™) Organica (ppm). (kg.ha™) (ppm)  (ppm)
CE8-MJ 7.11 0.191 2.8 15 30 75 85
LPE-MVM 6.08 0.29 2.45 10 15 65 75
LNP-MVC 4.09 0.424 2.6 15 175 25 50

CE8-MJ = Cebadas 8, LPE-MVM = La Presa Escolar, LNP-MVC = La Nueva Palma

Las plantas empleadas en el experimento de Agave tequilana se obtuvieron
a partir de bulbilos, recolectados en octubre de 2012, en Guadalajara, Jal. Las
plantas de papaya se obtuvieron por germinacion de semillas en charolas con
arena esterilizada en autoclave durante 8 horas a 121°C.

Se utilizaron cuatro mezclas de sustratos esterilizados que consistieron en
Arena, Arena y Agrolita (proporciones 80:20, respectivamente), Arena y Materia
Organica (Vermicomposta) (80:20) y Arena, Agrolita y Materia Orgéanica
(60:20:20). Los sustratos se tamizaron para homogenizarlos y se esterilizaron en

caldera tipo autoclave a 120°C por 8 horas.

Se usaron macetas de unicel de 1 L, las cuales se llenaron con las
diferentes proporciones de sustratos, completando un total de 500 g. Ademas, se
agregaron 100 g de suelo-in6culo proveniente de las plantaciones de agave y un
control negativo sin HMA (100 g de arena estéril). Se mezclo el sustrato con el
indculo hasta obtener una mezcla homogénea. Se regaron las macetas y se
colocé un bulbilo de agave o se trasplanté una plantula de papaya en cada una,

segun correspondia.

Se obtuvieron 32 tratamientos (Cuadro 3) generados de cuatro niveles de
sustrato, cuatro niveles de inéculo y dos especies vegetales, en un disefio

completamente al azar con arreglo factorial 4x4x2.
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Cuadro 3. Disefio de tratamientos evaluados en el experimento de HMA nativos de la DOT

Michoacéan con diferentes sustratos en agave tequilero y papaya.

Especie vegetal

In6culo de HMA Sustratos (proporcion) Tratamiento
empleada
Arena 1
Arena+MO (80:20) 2
CE8-MJ

Arena+Agro (80:20) 3
Are+Agro+MO(60:20:20) 4
Arena 5
Arena+MO (80:20) 6

LPE-MVM
Arena+Agro (80:20) 7
. Are+Agro+M0O(60:20:20) 8

A. tequilana

Arena 9
Arena+MO (80:20) 10

LNP-MVC
Arena+Agro (80:20) 11
Are+Agro+M0O(60:20:20) 12
Arena 13
i Arena+MO (80:20) 14

Sin HMA
Arena+Agro (80:20) 15
Are+Agro+MO(60:20:20) 16
Arena 17
Arena+MO (80:20) 18

CE8-MJ
Arena+Agro (80:20) 19
Are+Agro+M0O(60:20:20) 20
Arena 21
Arena+MO (80:20) 22

LPE-MVM
Arena+Agro (80:20) 23
Are+Agro+M0O(60:20:20) 24

C. papaya

Arena 25
Arena+MO (80:20) 26

LNP-MVC
Arena+Agro (80:20) 27
Are+Agro+MO(60:20:20) 28
Arena 29
. Arena+MO (80:20) 30

Sin HMA
Arena+Agro (80:20) 31

Are+Agro+MO(60:20:20) 32

CE8-MJ= Cebadas 8, LPE-MVM= La Presa Escolar, LNP-MVC= La Nueva Palma, MO= Materia

Organica (Vermicomposta), Agro= Agrolita.

Para papaya el experimento finalizé a los 90 dias después del trasplante
(DDT) y para agave a los 180 DDT.
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Variables de respuesta evaluadas

Crecimiento Vegetal: Se registro el peso fresco de cada érgano en ambas
especies vegetales con ayuda de una balanza analitica. Para el peso seco, la
parte area y radical de las plantas se envolvieron por separado en papel aluminio y
se colocaron en estufa a 60° C hasta obtener un peso constante.

Para papaya se midio altura de planta, diametro del tallo y nimero de hojas
y para agave solo se registré el numero de hojas. La altura de la planta en cm, se
midié de forma manual con una regla, partiendo desde la base del tallo hasta el
apice de la ultima hoja. El diametro del tallo (mm), se midié con un vernier digital a
la altura de la base. El conteo de hojas se hizo de manera directa, considerando

una hoja completamente formada.

Microbioldgicas: se realizé un conteo de la densidad de esporas. La
extraccion de esporas se realizdé por medio de la técnica de tamizado y decantado
hamedo (Gerdemann y Nicolson 1963) y gradiente de sacarosa (Walker 1997).
Para esto se pesaron 60 g de suelo y se colocaron en un vaso de precipitados de
1 L. Se agreg6 agua y se agité vigorosamente por tres minutos. Se dejé reposar
por 15 segundos y se paso el sobrenadante por una serie de tamices ordenados
de mayor a menor (600 um, 75 pum y 45 um). Se recogi6é el contenido de los
tamices de 75 y 45 pm con ayuda de una piseta con agua desionizada, para ser
colocados en tubos para centrifuga. Se centrifugé a 2500 rpm por cinco minutos y
se desecho el sobrenadante. Al precipitado se agregd solucion de sacarosa al
50% y se agitd. Se volvio a centrifugar a 2000 rpm por un min y se pasoé el
sobrenadante por el tamiz de 45 um. Se recolect6 lo que quedo en el tamiz y se

observé en un estereoscopio para hacer el conteo de esporas.

Con base en el conteo de esporas al final del experimento, se calculé la

produccion total de esporas de HMA en los diferentes tratamientos. Para esto, del
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total de esporas encontradas en cada maceta al final del experimento (600 g) se le
restd la cantidad de esporas del conteo inicial.

Se cuantificé el porcentaje de colonizacion de las raices utilizando la técnica
de clareo y tincién de raices de Phillips y Hayman (1970) con modificaciones y el
meétodo de estimacion de colonizacion de Mcgonigle et al. (1990). Para esto se
corté una porcion de raiz y se coloco en cassettes de inclusion para tejidos y estos
se colocaron en un vaso de precipitados. Se afiadio KOH al 10% hasta cubrir los
cassettes y se coloco el vaso a bafio Maria a 50°C por 30 min. Se decant6 el KOH
y se lavaron con agua desionizada. Después, se agregé agua oxigenada al 9%
para raices de agave y al 5% para raices de papaya. Se volvié a colocar en el
bafio Maria por 30 min y se decantd el agua oxigenada. Posteriormente se afiadio
HCI 0.1 N y se dejo actuar por ocho minutos. Se decant6 el HCIl y se agreg6 azul
de tripano al 0.05%. Se colocé en el bafio Maria por 30 min y se decanté el azul
de tripano. Se colocaron las raices en lactoglicerol para conservarlas hasta su
observacién al microscopio. Para ser observabas al microscopio, las raices se
cortaron en fragmentos de 1 cm y se colocaron 30 fragmentos en cada
portaobjetos. Se cuantifico el porcentaje de colonizacion de la siguiente manera:

(TCO—-CNoC)
TCO

% CM =

Donde % CM es el porcentaje de colonizacion micorrizica, TCO es el total
de campos observados y CNoC es el nimero de campos observados no

colonizados por estructuras fungicas.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el paquete STATGRAPHICS Centurion
XV. Se realizdé un andlisis de varianza, con tres factores, especie vegetal, indculo

de HMA vy sustrato, con dos, cuatro y cuatro niveles, respectivamente. Se realizo
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una prueba de Tukey con intervalo de confianza de 95%, en los casos donde el
ANOVA resulto significativo.

6.1.5 Resultados y Discusion

Se busc6 el mejor sustrato y especie vegetal para la propagacion de
indculos nativos de plantaciones de agave de Michoacan; ademas se evalud su
influencia sobre el crecimiento de agave y papaya. Se encontraron los siguientes

resultados.

6.1.5.1 Produccion de esporas y colonizacion micorrizica

Después de obtener las muestras de suelo de campo, se le realiz6 un
conteo de esporas a cada una para obtener la densidad de esporas iniciales
(Cuadro 4). La mayor cantidad de esporas se encontro en el sitio La Nueva Palma
(LNP-MVC), este sitio respecto a los otros tuvo un pH menor (4.09) y mas
vegetacion acompafante, lo cual podria indicar que las esporas encontradas
pudiesen estar en simbiosis con las raices de estas plantas y no precisamente con

los agaves.

Cuadro 4. Densidad de esporas iniciales en el suelo-indculo.

Inoculo Esporas en 100 g de suelo
CE8-MJ 790

LPE-MVM 429

LNP-MVC 1441

CE8-MJ= Cebadas 8, LPE-MVM= La Presa Escolar, LNP-MVC= La Nueva Palma.

En 2009, Pérez y Fuentes obtuvieron una funcion de probabilidad, la cual permite
medir las posibilidades de ocurrencia del evento esporulacion de HMA nativos en

funcién del pH y el potasio del suelo.

‘?1 5.048-2.87¥ PH+5.07TT"K

Fat
p - 15048287 F PH+5.07TTK
1+e¢
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Calculando la probabilidad de esporulacion con la féormula propuesta a los
sitios muestreados, se tendria que la mayor probabilidad la tendria en el sitio LNP,

lo cual concuerda con los datos del analisis de densidad de esporas.

Respecto al numero y produccién de esporas, los resultados mostraron
efecto significativo de cada una de las variables evaluadas asi como de sus
interacciones (excepto en la interaccidon especie X sustrato). En cuanto al factor
indculo de HMA, el proveniente del sitio CE8-MJ tuvo la mayor cantidad y
produccion de esporas con 273.055 en 100 g y 848.333 esporas en los 600 g de
sustrato, siendo estadisticamente mejor que los tratamientos LPE-MVM, LNP-
MVC y sin HMA (Cuadro 5). En el sitio LNP-MVC se obtuvo una produccion
negativa ya que se obtuvo una menor cantidad de esporas al final del

experimento, que las iniciales.

Para el factor sustrato, se encontré la mayor produccion de esporas en el
sustrato de arena+agrolita+MO con 315.52 esporas producidas en 600 g (Cuadro
5) aunque resultd ser estadisticamente similar al sustrato de arena. Finalmente
para el factor especie vegetal, en agave se obtuvo la mayor produccion de

esporas que en papaya, con 358.812 esporas producidas en 600 g (Cuadro 5).

Para la colonizacion micorrizica (Fig. 4), se encontré efecto significativo
para los factores indculo y sustrato, no asi para el factor especie vegetal y la
interaccidon especie X inéculo (Cuadro 5). El porcentaje de colonizacién donde se
utilizaron inéculos fue estadisticamente igual entre ellos y en promedio obtuvieron
un 43%, en el tratamiento sin HMA no se obtuvo colonizacion. En el sustrato

arena, se obtuvo la mayor colonizacion con 39.2575 % (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Efecto del in6culo de HMA, sustratos y especie vegetal en el nimero y producciéon de

esporas y colonizacion al final del experimento.

Factor NUm. de esporas / Produccion de Porcentaje de
In6culo 100 g de suelo esporas Colonizacion
CE8-MJ 273.0555 a 848.333 a 45.0754 a
LPE-MVM 113.4226 ¢ 251.8690 b 43.3876 a
LNP-MVC 195.4013 b -268.2593 ¢ 41.8750 a
Sin HMA 24.2261 d 145.3571 b 0b
Sustrato
Arena 162.5926 a 315.3580 a 39.2575 a
Are+MO 134.1071 b 139.8095 b 31.8135hb
Are+Agro 140.0926 b 204.4568 ab 31.5278 b
Are+Agro+MO 163.3928 a 315.5238 a 27.7392 b
Especie
Agave 170.608 a 358.812 a 31.115a
Papaya 137.222 b 158.500 b 34.054 a
Probabilidad de F
Especie Vegetal Hoxk ok NS
Inoculo de HMA rkk ok bl
Su strato *kk **k% *kk
Especie*lnéculo ok ok NS
Especie*Sustrato NS NS ok
In6culo*Sustrato ik ok ik
Especie*Inéculo*Sustrato Fkk b rkk

CE8-MJ = Cebadas 8, LPE-MVM = La Presa Escolar, LNP-MVC = La Nueva Palma, MO = Materia
Organica (Vermicomposta), Agro = Agrolita. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas para indculo, sustrato y especie vegetal segun Tukey (P < 0.05). ***, Significativo (P <

0.001), NS, No significativo.
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Figura 4. Estructuras fungicas dentro de las raices de papaya (a,b) y Agave tequilana (c, d).

El efecto del factor in6éculo de HMA sobre la produccion y densidad de
esporas podria ser explicado con las condiciones de las plantaciones de agave de
donde se colectaron los indculos. En la parcela Cebadas 8 (Jiquilpan) los agaves
sembrados eran de mayor edad que en los otros sitios, mientras que en el sitio de
La Nueva Palma (Venustiano Carranza) los agaves tenian una edad de 2 afios y
los de La Presa “Escolar” (Villamar) los agaves estaban recientemente
transplantados con 3 meses de edad (Cuadro 1). Es posible que los HMA
presentes en la rizosfera de Cebadas 8 tuvieron mas tiempo para adaptarse a la
simbiosis con las raices de agave (Hetrick y Bloom, 1986). EIl sitio de La Nueva
Palma (Venustiano Carranza) fue un sitio donde habia gran cantidad de
vegetacion acompafiante, por lo que es posible que muchas de las esporas
encontradas al inicio hayan estado en simbiosis con las raices de éstas y no con
las plantas de agave y cuando fueron inoculadas en el experimento, tuvieron
dificultad para asociarse a las plantas de agave. Esto podria explicar la baja
produccion de esporas encontradas con este indculo, en comparacion con la carga

inicial de esporas que habia.
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Los niveles del factor especie (agave y papaya) resultaron ser significativos
estadisticamente, probablemente porque los inoculos utilizados provenian de
plantaciones de Agave tequilana y las esporas ya estaban adaptadas a la
simbiosis con esta especie vegetal. En 1986, Hetrick y Bloom, tuvieron un
resultado similar en cuanto a la influencia del cultivo trampa y los HMA. Ellos
probaron la influencia de la planta hospedadora en la produccion de esporas y la
colonizacion micorrizica. Utllizando como plantas trampa, tomate, sorgo,
esparrago, trébol rojo y caléndula, probaron tres especies de Glomus (G.
fasciculatum, G. macrocarpum y G. mosseae) propagadas con sorgo. No
encontraron diferencias en la produccién de esporas entre ninguna de las plantas
trampa con los HMA G. macrocarpum y G. mosseae, pero con G. fasciculatum se
encontré que hubo una mayor produccion de esporas por maceta en las plantas
de sorgo. Esto sugiere que los HMA difieren en su respuesta a su planta
hospedadora; mientras algunos HMA parecen menos afectados por la planta
trampa, la produccion de esporas de algunos otros esta altamente afectada por la
planta trampa en la que fueron cultivados (Hetrick y Bloom 1986). Al igual que los
resultados encontrados, los indculos probados, tuvieron una mayor esporulacion

en la planta trampa de la cual provenian originalmente, en este caso agave.

En cuanto al efecto del sustrato sobre la esporulacién, se sabe que
sustratos altamente ricos en materia organica y particularmente fésforo, pueden
inhibir la simbiosis micorrizica. Como materiales organicos que pueden ser
utilizados se tienen los productos derivados del composteo y vermicomposteo,
cachaza, bonote de coco, etc. Sin embargo, estos materiales son muy ricos en
materia organica y para tener un efecto inhibitorio en la simbiosis, se recomienda
utilizar estos productos en dosis menores al 12%. (Ferrera 1993). Esto explicaria
el porque el sustrato que contenia materia organica (en un 20%) fue el sustrato
con menor produccion de esporas. Pero se observo que al adicionarse agrolita, la

produccion de esporas se incremento significativamente. Esto pudo deberse a las
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propiedades fisicas que le confiri6 la agrolita al sustrato, como mejor aereacion y

drenaje parametros que tienen influencia en la esporulacion (ljdo et al. 2011).

Se esperaba que la colonizacién en papaya fuera mayor, al ser esta una
planta altamente micotrofica. En 2011, Vazquez et al. encontraron, en campo,
colonizacion de hasta 91.5% en papaya inoculada con Glomus mosseae
(Funnelifomis mosseae en la clasificaciéon de Schubler y Walker, 2010) a los 210
dias después del trasplante (Vazquez et al. 2011). El tiempo que duré el trabajo
aqui presentado, tuvo una duracién de 90 dias; posiblemente de haber extendido
la duracion, la colonizacion hubiese avanzado mas y se encontrarian porcentajes

de colonizacién micorrizica mas altos.

El mayor porcentaje de colonizacién obtenidos en agave (tratamiento LNP-
MVC en arena con 54.25%) (Cuadro 6) fue menor que los obtenidos por Cui y
Nobel (1992), quienes consiguieron colonizaciones de hasta 64% raices laterales

de Agave desertii en condiciones de invernadero.

Respecto a los tratamientos, se encontraron diferencias significativas, la
mayor densidad y produccion de esporas (Tuckey P < 0.05) fue en CE8-MJ con
arena y agave con 422.778 esporas en 100 g de suelo y 1746.667 esporas
producidas en 600 g de sustrato, respectivamente. El tratamiento que tuvo la
menor produccion de esporas fue el tratamiento LNP-MVC en arena+agrolita+tMO
con plantas de agave (Cuadro 6). Con respecto a la colonizaciéon micorrizica de las
raices, los tratamientos que resultaron tener mayor colonizacion fueron, CE8-MJ
en arena+agrolita+tMO con papaya y el tratamiento LNP-MVC en Arena con
papaya (70.1 y 68.9%, respectivamente). Los tratamientos que tuvieron mas baja

colonizacion fueron en los cuales no se in6culo HMA.
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Cuadro 6. Efecto de los distintos tratamientos en el numero y produccion de esporas y

colonizacion micorrizica al final del experimento.

Especie In6culo de Nam. de ; Produccién Porcentaje
Sustrato esporas /100 g de
vegetal HMA d de esporas L
e suelo Colonizacién
Arena 422.778 a 1746.67 a 41.11 cdefg
CES8-MJ Are+MO 307.222 bed 1053.33 bed 51.296 abcd
Are+Agro 335.0 abc 1220.0 abc 31.11 defg
Are+Agro+MO 400.278 ab 1611.67 ab 38.52 cdefg
Arena 192.22 efghij 724.667 cdef  47.59 abcdef
LPE-MVM Are+MO 85.2778 kimnop 83.0 ghijkl 46.35 abcdef
Are+Agro 81.6667 Imnop 61.3333 ghijkl 38.89 cdefg
Agave Are+Agro+MO 177.2 fghijkl 634.667 cdefg ~ 43.15 cdefg
Arena 128.889ghijklmn -667.333 m 54.26 abcd
LNP-MVC Are+MO 204.722 efgh -212.333 ijkim  42.41 cdefg
Are+Agro 154.167 ghijklm -515.667 Im 36.85 cdefg
Are+Agro+MO 166.9 fghijklm -439.0 klm 26.29 efg
Arena 24.4444 op 146.667 fghijkl Oh
Sin HMA Are+MO 17.22220p 103.333 ghijk Oh
Are+Agro 16.1111p 96.6667ghijk Oh
Are+Agro+MO 15.5556 p 93.3333 ghijk Oh
Arena 256.111 cdef 746.667cde 41.65 cdefg
CES8-MJ Are+MO 177.1 fghijk 272.5 efghi 41.29 cdefg
Are+Agro 217.916 defg 517.5 defgh 45.55 bcdef
Are+Agro+MO 157.083 ghijklm 152.5 ghij 70.06 a
Arena 98.75 jklmnop 163.833 fghij 60.55 abc
LPE-MVM Are+MO 75.4165 mnop 23.8333 hijkl 40.92 cdefg
Are+Agro 106.667 ijkimnop  211.333 efghi 49.25 abcde
Papaya Are+Agro+MO  110.833 hijkimno 236.333 efghi 20.37 fgh
Arena 201.667 efg -230.667 ijkim 68.88 ab
LNP-MVC Are+MO 187.917 fghi -313.167 jkim 32.22 defg
Are+Agro 212.778 defg -164.0 ijKim 50.55 abcde
Are+Agro+MO 278.75 cde 231.833 efghi 23.51 fgh
Arena 28.75 op 172.5 fghij Oh
. Are+MO 37.4997 nop 225.0 efghi Oh
Sin HMA Are+Agro 21.25 p 127.5 ghij oh
Are+Agro+MO 27.0833 op 162.5 fghij Oh

CE8-MJ = Cebadas 8, LPE-MVM = La Presa Escolar, LNP-MVC = La Nueva Palma, MO = Materia
Organica (Vermicomposta), Agro = Agrolita. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas para indculo, sustrato y especie vegetal segin Tukey (P < 0.05).

El tratamiento CE8-MJ en arena con plantas de agave, resultd con el mayor
numero y produccion de esporas, posiblemente porque en la parcela Cebadas 8
los agaves eran de mayor edad que en los otros sitios y los HMA presentes en la
rizosfera de Cebadas 8 tuvieron mas tiempo para adaptarse a la simbiosis con las
raices de agave (Hetrick y Bloom 1986). Es probable que este factor haya sido

razon por la cual el agave resulto ser mejor planta trampa para este inéculo.
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Ademas un sustrato con baja disponibilidad de nutrientes y buena retencion de
agua como lo es la arena, brinda las condiciones adecuadas para la esporulacion
de HMA (Ferrera 199, ljdo et al. 2011).

6.1.5.2 Resultados en Papaya

Variables de Crecimiento

Se encontrd efecto significativo (Tukey P< 0.05) del factor inéculo solo para
las variables de altura, diametro del tallo y numero de hojas a los 90 dias después
de la inoculacion. El in6culo LNP-MVC tuvo los valores mas altos para estas
variables con 106.667 mm, 5.495 mm y 13.041 hojas, respectivamente. El indculo
CE8-MJ fue el que presento6 la menor altura (93.3 mm), LPE-MVM tuvo el menor
diametro (4.64 mm) y el tratamiento sin HMA tuvo solo 11 hojas (Cuadro 7).

Para los sustratos, aquellos que contenian materia organica presentaron el
mayor crecimiento. En cuanto a la produccién de biomasa seca, los menores
valores se encontraron en el sustrato de arena (0.2183 g), mientras que el sustrato
de arena con materia organica tuvo la mayor produccion de biomasa seca (1.9473
g). Se observé un comportamiento similar en las variables de pesos fresco y seco
de tallo y raiz. En cuanto a las variables de altura, didmetro y nimero de hojas, los
sustratos que contenian vermicomposta mostraron tener un mejor efecto, siendo el
de arena+MO el que tuvo un mayor incremento con respecto al control sin HMA

obteniendo 138.25 mm, 6.7825 mm y 16.25 hojas, respectivamente (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Efecto de HMA nativos de la DOT Michoacéan y diferentes sustratos sobre variables de

crecimiento en plantas de Carica papaya a los 90 dias después del trasplante.

- Factor Altura (mm) Diametro (mm) NUm. Hojas Biomasa (g)
In6culo de HMA
CE8-MJ 93.3b 469 b 12.312ab 1.082 a
LPE-MVM 95.1b 464 b 11.75 ab 0.996 a
LNP-MVC 106.6 a 5.49 a 13.04 a 1.090 a
Sin HMA 945hb 473 b 11.0b 0.894 a
Sustrato
Arena 57.3b 2.99b 8.18 b 0.218¢c
Are+MO 138.2 a 6.78 a 16.25a 1.947 a
Are+Agro 61.3b 3.26 b 8.85b 0.285¢
Are+Agro+MO 132.7 a 6.52 a 14.81 a 1.613 b
Probabilidad de F
Inéculo de HMA ok ook * NS
Sustrato Fokk *kk Fokk Fokk
Inéculo*Sustrato NS NS ok NS

CE8-MJ = Cebadas 8, LPE-MVM = La Presa Escolar, LNP-MVC = La Nueva Palma, MO = Materia
Organica (Vermicomposta), Agro = Agrolita. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas para indculo, sustrato y especie vegetal segun Tukey (P < 0.05). *, Significativo (P <

0.05), **, Significativo (P < 0.01), ***, Significativo (P £ 0.001), NS, No significativo.

El efecto positivo de los inbéculos concuerdan con los resultados
encontrados por Constantino et al. (2010) quienes encontraron diferencias
significativas con respecto al control sin HMA en las variables de didmetro y
biomasa seca y fresca en plantas de papaya inoculadas con Glomus intrarradices.
También Castillo et al. (2006), encontraron un aumento en el peso seco de las
raices de duraznero utilizando composta inoculada con endomicorrizas Nocoon®
con respecto al testigo sin inoculacion de HMA. El sustrato que utilizaron como

base fue una mezcla de suelo, turba, fibra de coco y agrolita.

El efecto de incremento de los sustratos con materia organica era de
esperarse. Reyes et al. (2002) encontraron que la aplicacion de vermicomposta al
sustrato forestal tenia un efecto positivo en el crecimiento de portainjertos de

aguacate, adicional al efecto que tuvo la micorriza.

Montoya Martinez 2014 49



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

En la combinacién los factores inéculo de HMA y sustrato, se observd que
para la biomasa seca los tratamientos que contenian materia organica tuvieron los
mayores valores estadisticamente. El tratamiento LNP-MVC en arena+MO obtuvo
2.02 g. Lo mismo sucedi6 para altura y diametro del tallo donde este tratamiento
tuvo 145.75 mm y 7.37 mm, respectivamente. Para niumero de hojas el mejor
tratamiento fue LPE-MVM con arena y materia organica con 18 hojas en promedio
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Efecto de los tratamientos sobre variables de crecimiento en plantas de Carica papaya a

los 90 dias después del trasplante.

In6culo de HMA Sustrato Altura (mm) Diametro (mm) NUm. Hojas Biomasa (Q)
Arena 54.66 b 3.0 bc 9.0 def 0.172 ¢
Are+MO 132.25a 6.5a 13.75 abcd 1.999 a
CE8-MJ
Are+Agro 55.5b 3.0 bc 9.5 def 0.247 ¢
Are+Agro+MO 130.75 a 6.29 a 17.0 ab 1.883 a
Arena 54.0b 3.0 bc 75f 0.199 ¢
Are+MO 139.0 a 6.52 a 18.0a 2.007 a
LPE-MVM
Aret+Agro 63.0b 3.05 bc 8.5 ef 0.281c
Are+Agro+MO 1245 a 6.0a 13.0 bcde 1.497 ab
Arena 65.0b 3.61 bc 10.25 cdef 0.400 ¢
Are+MO 145.75 a 737 a 16.75 ab 2.02 a
LNP-MVC
Are+Agro 67.66 b 40b 10.66 cdef 0.540 bc
Are+Agro+MO 148.25 a 70a 14.5 abc 1.445 ab
Arena 55.5b 2.37c 6.0f 0.073 ¢
_ Are+MO 136.0a 6.73 a 16.5 ab 1.762 a
Sin HMA
Are+Agro 59.25 b 3.0 bc 6.75f 0.117 c
Are+Agro+MO 127.25a 6.80 a 14.75 abc 1.625a

CE8-MJ = Cebadas 8, LPE-MVM = La Presa Escolar, LNP-MVC = La Nueva Palma, MO = Materia
Organica (Vermicomposta), Agro = Agrolita. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

Variables Microbioldgicas

El factor in6culo tuvo un efecto significativo en el nimero de esporas
(Cuadro 9), donde se encontré que el inéculo proveniente del sitio LNP-MVC tuvo

una mayor densidad (220.278 esporas / 100 g de suelo), pero no fue el que tuvo la
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mayor produccién de esporas durante el experimento. Probablemente, por su
elevada densidad de esporas inicial y que posiblemente no todas establecieron
una simbiosis exitosa con las raices de papaya. El in6culo donde se encontré la
mayor produccion de esporas fue el inoculo CE8-MJ (422.292 esporas en 600 g
de suelo). En cuanto al porcentaje de colonizacion, todos los tratamientos con
micorrizacion resultaron estadisticamente iguales; sin embargo, el inoculo CES8-
MJ obtuvo el mayor valor con 49.6%. El hecho de que todos los in6culos tuvieron
el mismo efecto en la colonizacién de las raices de plantas de papaya, pudo
deberse a que la papaya es una planta altamente micotréfica (Quifiones et al.
2012).

No se encontraron diferencias significativas de los diferentes sustratos
sobre el nimero de esporas, pero si sobre la produccion de estas, siendo el
sustrato de arena (213.083 esporas) y el sustrato de arena+agrolita+MO (249.333
esporas) donde se encontré el mayor numero de esporas. EI menor fue el sustrato
de arena+MO con 52.04 esporas (Cuadro 7). Como se menciond anteriormente,
sustratos ricos en nutrientes y particularmente fésforo, pueden inhibir la simbiosis
micorrizica (Ferrera 1993).Se dice que existe una relacion entre la senescencia de
la planta y la reproduccién de los HMA a través de esporas (Morton et al. 1993),
por lo que es posible que si el experimento se hubiese prolongado, se hubieran

producido méas esporas de HMA.

Respecto a la colonizacién, hubo diferencia significativas entre los
diferentes sustratos y la arena presentd la mayor colonizacion con 42.8%,
mientras que el sustrato de arena+agrolita+MO tuvo la menor colonizacién con
28.5%. Se esperaba encontrar una mayor colonizacién, al ser la papaya una
planta altamente micotréfica. En 2011, Vazquez et al. encontraron colonizacién de
hasta 91.5% en papaya inoculada a los 210 dias después del trasplante . Es
posible que si este experimento hubiese tenido la misma duracion, se hubiesen
alcanzado niveles de colonizacion mas altos. Por otro lado, elevadas

concentraciones de nutrientes como P, en papaya afecta el desarrollo de la
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micorrizacion, con lo cual se reduce la proporcién de raiz colonizada (Constantino
et al. 2010). Lo cual podria explicar la baja colonizacion en los sutratos con

materia organica.

Cuadro 9. Efecto de HMA nativos de la DOT-Michoacan, sustratos y su interacciéon sobre el
namero de esporas, produccion de esporas y colonizacion de raices en plantas de Carica papaya

a los 90 dias después del trasplante.

Factor NUm. de esporas 100/ Produccion de Porcentaje de
Inoculo g de suelo esporas Colonizacion
CE8-MJ 202.049 a 422.292 a 49.6 a
LPE-MVM 97.916 b 158.833 b 428 a
LNP-MVC 220.278 a -65.4583 c 43.8 a
Sin HMA 28.645c 171.875b Ob
Sustrato
Arena 146.319 a 213.083 a 42.8 a
Are+MO 119.479 a 52.0417 b 36.3 ab
Are+Agro 139.653 a 173.083 ab 286 b
Are+Agro+MO 143.437 a 249.333 a 285 b
Probabilidad de F
In6culo de HMA Fkk Hokk ok
Sustrato NS ok Hokk
In6culo*Sustrato Fkk ok ok

CE8-MJ = Cebadas 8, LPE-MVM = La Presa Escolar, LNP-MVC = La Nueva Palma, MO = Materia
Organica (Vermicomposta), Agro = Agrolita. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas para indculo, sustrato y especie vegetal segin Tukey (P < 0.05). *, Significativo (P <

0.05), **, Significativo (P < 0.01), ***, Significativo (P < 0.001), NS, No significativo.

Para los diferentes tratamientos, en LNP-MVC con el sustrato
arena+agrolita+tMO fue el tratamiento que tuvo mayor nimero de esporas con
278.75 esporas por 100 g de suelo seco en promedio. Pero fue en el tratamiento
CE8-MJ con arena donde se obtuvo la mayor produccién con 746.667 esporas
producidas. Los mayores porcentajes de colonizacion fueron en CE8-MJ con
arena+agrolita+tMO y en LNP-MVC con arena con 70.1 y 68.9%, respectivamente
(Cuadro 10).
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Cuadro 10. Efecto de los tratamientos sobre el nimero de esporas, produccion de esporas y

colonizacion de raices en plantas de Carica papaya a los 90 dias después del trasplante.

In6culo de Sustrato NUm. de esporas / Produccion de Porcentaje de
HMA 100 g de suelo esporas Colonizacion
Arena 256.111 ab 746.667 a 41.6 bcde
CEA-MJ Are+MO 177.084 bcde 272.5 bed 41.3 bcde
Are+Agro 217.916 abc 517.5ab 45.5 abcde
Are+Agro+MO 157.083 cdef 152.5 bede 70.1a
Arena 98.75 efghi 163.833 hcde 60.5 ab
Are+MO 75.416 fghi 23.8333 cdef 40.9 bcde
LPE-MVM
Are+Agro 106.667 defgh 211.333 bed 49.3 abcd
Are+Agro+MO 110.833 defg 236.333 bcd 20.4 ef
Arena 201.667 abc -230.667 ef 68.9 a
Are+MO 187.917 cd -313.167 f 32.2 cde
LNP-MVC
Are+Agro 212.778 abc -164.0 def 50.5 abc
Are+Agro+MO 278.75 a 446.0 abc 23.5 def
Arena 28.75 ghi 172.5 bede of
i Are+MO 37.499 ghi 225.0 bed of
Sin HMA .
Are+Agro 21.25i 127.5 becde of
Are+Agro+MO 27.083 hi 162.5 bcde of

CE8-MJ = Cebadas 8, LPE-MVM = La Presa Escolar, LNP-MVC = La Nueva Palma, MO = Materia
Organica (Vermicomposta), Agro = Agrolita. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas segun Tukey (P < 0.05).

6.1.5.3 Resultados en Agave

Variables de Crecimiento

Para las plantas de Agave tequilana, las variables respuesta se midieron a

los 180 dias después de la inoculacion.

Para el factor in6culo, el analisis estadistico no mostro efecto significativo
para la biomasa fresca y seca. Sin embargo para el nimero de hojas si se
encontrd, siendo el inéculo LNP-MVC quién registré la mayor cantidad de hojas
con 10.72 hojas en promedio. En el in6culo LPE-MVM se registro la menor
cantidad de hojas con 9.8 (Cuadro 11).
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En cuanto al factor sustrato se encontraron diferencias estadisticas
significativas para todas las variables evaluadas. Aquellos sustratos que contenian
materia organica fueron los que obtuvieron los mayores valores de biomasa
fresca, seca y numero de hojas. Obteniendo en promedio 58 g, 9 g y 10 hojas

respectivamente.

Cuadro 11. Efecto de HMA nativos de la DOT Michoacén, sustratos y su interaccion sobre la
biomasa y el nimero de hojas de plantas de Agave tequilana a los seis meses después del

trasplante en condiciones de invernadero.

Factor . . , .
- Biomasa fresca (g) Biomasa seca (g) Numero de hojas
Indculo
CE8-MJ 46.38 a 8.22 a 9.9 ab
LPE-MVM 43.83 a 7.84 a 98 b
LNP-MVC 52.40 a 8.65 a 10.7 a
Sin HMA 4452 a 8.06 a 10.0 ab
Sustrato
Arena 39.07 b 7.95 ab 9.75b
Are+MO 63.56 a 10.56 a 10.5a
Are+Agro 31.76 b 588 b 9.81b
Are+Agro+MO 52.73 a 8.38 ab 10.48 a
Probabilidad de F
In6culo de HMA NS NS *
Sustrato kk ok *
In6culo*Sustrato NS NS NS

CE8-MJ = Cebadas 8, LPE-MVM = La Presa Escolar, LNP-MVC = La Nueva Palma, MO = Materia
Organica (Vermicomposta), Agro = Agrolita. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas para inOculo, sustrato y especie vegetal segun Tukey (p < 0.05). *Efecto significativo p

< 0.05, ** Efecto significativo p < 0.01, *** Efecto significativo p < 0.001, NS No significativo.

Los resultados indican que el aumento de la biomasa estuvo determinado
principalmente por el sustrato. Los resultados encontrados respecto a la biomasa,
no muestran efecto por la inoculacion con los diferentes HMA, similares resultados
reportaron Pimienta et al. (2009), donde evaluaron el efecto de la simbiosis
micorrizica en plantas jévenes de Agave tequilana. Estos autores reportaron que
no hubo incremento en la biomasa seca de los agaves cuando estuvieron

micorrizados.
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No se encontraron diferencias significativas entre la combinacion de los
tratamientos para la biomasa seca ni en nimero de hojas. En cuanto a la biomasa
fresca se encontraron diferencias estadisticas significativas, donde el tratamiento
LNP-MVC en arena+ MO fue el que tuvo mayor biomasa fresca con 78.51 g
(Cuadro 12).

Cuadro 12. Efecto de los tratamientos sobre la biomasa y el nimero de hojas de plantas de
Agave tequilana a los seis meses después del trasplante en condiciones de invernadero.

In6culo de HMA Sustrato Biomasa fresca (g) Biomasaseca(g) Numero de hojas
Arena 34.61 bc 7.038 a 95a
Are+MO 56.02 abc 9.647 a 10.25a
CE8-MJ
Are+Agro 36.48 bc 7.606 a 95a
Are+Agro+MO 58.4 abc 8.612 a 105a
Arena 39.34 bc 8.161 a 9.25a
Are+MO 63.54 ab 11.111 a 10.25a
LPE-MVM
Are+Agro 26.94 c 4.427 a 9.75a
Are+Agro+MO 45.48 abc 7.687 a 100 a
Arena 44.82 abc 8.945 a 10.75a
Are+MO 7851 a 11.686 a 11.25a
LNP-MVC
Are+Agro 26.84 c 4577 a 9.25a
Are+Agro+MO 59.44 abc 9.421 a 11.66 a
Arena 37.51 bc 7.676 a 95a
) Are+MO 56.18 abc 9.832a 10.25a
Sin HMA
Are+Agro 36.78 bc 6.932 a 10.75a
Are+Agro+MO 47.60 abc 7.809 a 9.75a

CE8-MJ = Cebadas 8, LPE-MVM = La Presa Escolar, LNP-MVC = La Nueva Palma, MO = Materia
Organica (Vermicomposta), Agro = Agrolita. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas segun Tukey (P < 0.05).

Variables Microbioldgicas

Para las variables microbiologicas evaluadas, se encontré0 efecto
significativo de los factores. En cuanto al factor indculo, se encontré que el inoculo
proveniente del sitio CE8-MJ tuvo el mayor numero de esporas con 366.319

esporas en 100 g de suelo y produccién con 1407.92 esporas producidas. Para la
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colonizacion micorrizica, el factor in6culo no fue significativo en los tratamientos

con inéculo y en promedio obtuvieron un 44% de colonizacion (Cuadro 13).

Los sustratos que tuvieron un mejor efecto sobre el nimero de esporas y la
produccién de las mismas fueron el sustrato de arena y el sustrato de
arena+agrolita+tMO. Se encontré un efecto significativo de los diferentes sustratos
en la colonizacion de las raices. El sustrato de arena presentd una mayor
colonizacion con 35.7%, mientras que el sustrato de arena+agrolita+MO y el de
arenatagrolita tuvieron la menor colonizacibn (26.99% y 26.71%,

respectivamente).

Cuadro 13. Efecto de HMA nativos de la DOT Michoacan y el sustrato sobre el nimero y
produccion de esporas y colonizacién de raices en plantas de Agave tequilana a los seis meses

después del trasplante en condiciones de invernadero.

Factor NUm. de esporas/ Produccion de Porcentaje de
Inoculo 100 g de suelo esporas Colonizacion
CE8-MJ 366.319 a 1407.92 a 40.5093 a
LPE-MVM 134.097 b 375.917 b 43.9974 a
LNP-MVC 163.681 b -458.583 d 39.9537 a
Sin HMA 18.3333 ¢ 110.0c Ob
Sustrato
Arena 192.083 a 487.667 a 35.74 a
Are+MO 153.611 b 256.833 b 35.01 a
Are+Agro 146.736 b 215.583 b 26.71 b
Are+Agro+MO 190.0a 475.167 a 26.99 b
Probabilidad de F
In6culo de HMA Hkk ok ok
Sustrato Fokk Hokk Kokk
In6culo*Sustrato ok ok *

CE8-MJ = Cebadas 8, LPE-MVM = La Presa Escolar, LNP-MVC = La Nueva Palma, MO = Materia
Organica (Vermicomposta), Agro = Agrolita. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas para inéculo, sustrato y especie vegetal segun Tukey (P < 0.05). *, Significativo (P <

0.05, **, Significativo (P < 0.01), ***, Significativo (P < 0.001), NS, No significativo.

Se encontraron diferencias significativas en la variable de densidad de

esporas y produccion de espora en la interaccion inéculo de HMA y sustrato. El
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tratamiento CE8-MJ con arena fue el mejor tratamiento para estas dos variables
con 422.778 esporas en 100g de sustrato y 1746.67 esporas producidas.
Respecto a la colonizacion de las raices, los tratamientos que tuvieron la mayor
colonizacion fueron LNP-MVC con arena y CE8-MJ en el sustrato arena+MO con
54.26 % y 51.29%, respectivamente (Cuadro 14).

Cuadro 14. Efecto los tratamientos sobre el nimero y produccién de esporas y colonizacién de

raices en plantas de Agave tequilana, a los seis meses después del trasplante en condiciones de

invernadero.
In6culo de Sustrato Num. de esporas/ Produccion de Porcentaje de
HMA 100 g de suelo esporas Colonizacion
Arena 422.778 a 1746.67 a 41.11 abc
Are+MO 307.222 b 1053.33 bc 51.29 a
CE8-MJ
Are+Agro 335.0 ab 1220.0 ab 31.11 bc
Are+Agro+MO 400.278 a 1611.67 a 38.52 abc
Arena 192.222 ¢ 724.667 bc 47.59 ab
Are+MO 85.2778 de 83.0 ef 46.36 ab
LPE-MVM
Are+Agro 81.6667 de 61.3333 ef 38.89 abc
Are+Agro+MO 177.222 ¢ 634.667 cd 43.15 abc
Arena 128.889 cd -667.333 g 54.26 a
Are+MO 204.722 ¢ -212.333 efg 42.40 abc
LNP-MVC
Are+Agro 154.167 cd -515.667 ¢ 36.85 abc
Are+Agro+MO 166.944 cd -439.0 fg 26.29 ¢
Arena 24.4444 e 146.667 de od
. Are+MO 17.2222 e 103.333 def od
Sin HMA
AretAgro 16.1111 e 96.6667 def od
Are+Agro+MO 15.5556 e 03.3333 def od

CE8-MJ = Cebadas 8, LPE-MVM = La Presa Escolar, LNP-MVC = La Nueva Palma, MO = Materia
Organica (Vermicomposta), Agro = Agrolita. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas segun Tukey (P < 0.05).

Los porcentajes de colonizaciéon obtenidos aqui fueron menores que los
obtenidos por Cui y Nobel (1992), quienes consiguieron colonizaciones de hasta
64% raices laterales de Agave desertii en condiciones de invernadero. Pimienta et
al. encontraron colonizaciones de mas del 70% en cuatro meses de colonizacion.

Estas diferencias podrian deberse a la adicion de materia organica, que como ya
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se menciond, en concentraciones elevadas puede llegar a inhibir la simbiosis

micorrizica (Constantino et al. 2010).

6.1.6 Conclusiones

Como se pudo constatar en los resultados, la produccion de esporas
dependio de la procedencia del in6culo de HMA, el sustrato de propagacion y la

especie vegetal que se usa como planta trampa.

Se encontré que el mejor sustrato para la propagacion de esporas de HMA
nativos de la DOT- Michoacan es la arena con agave como planta trampa con

487.667 esporas producidas.

Para ambas especies vegetales el mejor sustrato para la producciéon de

esporas fue la arena, donde se obtuvo en promedio 315.3580 en 600 g de suelo.

Los sustratos con materia organica tuvieron una mayor influencia benéfica
en el crecimiento de las plantas, tanto de agave como de papaya, pero resultaron

no ser tan buenos para la produccion de esporas.

Para las plantas de agave en la variable de biomasa fresca, el mejor
tratamiento fue el inoculo LNP-MVC en el sustrato arena+MO con 78.51 g. En las
plantas de papaya el tratamiento con el mayor efecto benéfico en el crecimiento
fue el in6culo LNP-MVC en el sustrato de arena+MO con 145.75 mm de altura,

7.37 mm de diametro de tallo, 16.75 hojas y 2.02 g de biomasa seca.
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6.2 Efecto de HMA nativos de Michoacan en el crecimiento de tres especies

de Agave.

6.2.1 Resumen

El agave es un cultivo de gran importancia para Michoacan; solo en 2012 la
produccion de agave fue de 47,015 t en una superficie de 5,028.20 ha (SAGARPA
2012). El desarrollo intensivo de la agricultura para la produccion de agave ha
traido consigo un deterioro ambiental. La utilizacién de recursos microbianos como
biofertilizantes es una alternativa para reducir el uso de productos quimicos y
disminuir el impacto al medio ambiente. La utilizacion de hongos micorrizicos
arbusculares como biofertilizante es una opcidén prometedora para mejorar este
problema. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de diversos indculos
nativos de HMA en el crecimiento del Agave tequilana, A. cupreata y A.
inaequidens, para su uso como biofertilizante. Para esto se inocularon las plantas
de agave con ocho consorcios nativos de HMA, una cepa comercial (INIFAP) y un
control sin HMA. Se evaluaron diferentes variables de crecimiento en las plantas
como altura, nimero de hojas, biomasa fresca y seca, volumen radical y de follaje,
diametro de la pifia, area foliar y longitud de raiz. Se observé un efecto positivo en
el crecimiento de las plantas de agave cuando estas se inocularon con los
consorcios nativos de HMA, siendo el indculo de Barranca de las Nueces (BN-MT)
el que tuvo un mayor efecto positivo en las tres especies. En la variable de
biomasa fresca se encontr6 que el mejor consorcio para A. tequilana y cupreata
fue BN-MT con 66.502 g y 165.26 g respectivamente. Para A. inaequidens, el
mejor consorcio fue Cerro del Metate con 101.51 g, aunque resultd
estadisticamente igual a BN-MT. En densidad de esporas el in6culo comercial
INIFAP fue el que presentd el mayor numero de esporas por cada 100 g de

sustrato con 351.296 esporas.
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6.2.2 Abstract

The agave crop have great importance to Michoacan, only in 2012 the
agave production was 47.015 t in an area of 5028.20 ha (SAGARPA 2012). The
intensive development of agriculture for the agave production has brought
environmental degradation. The use of microbial resources such as biofertilizers is
an alternative to reduce the use of chemicals products and the environmental
impact. The use of mycorrhizal fungi as biofertilizers is a promising option to
improve this problem. The objective of this work was determinate the effect of
different native inoculum of AMF in the growth of Agave tequilana, A. cupreata and
A. inaequidens. For this, agave plants were inoculated with eight native inoculums
of AMF, a commercial strain (INIFAP) and a negative control without AMF. Height,
number of leaves, biomass, root and foliage volume, diameter, leaf area and root
length were evaluated with growth variables in plants. A positive effect on the
growth of agave plants was observed when these were inoculated with native
AMF, especially with the inoculum of Barranca de las Nueces (BN-MT) which had
a greater positive effect on the three species of agave. For the fresh biomass we
founded that the best consortium for A. tequilana and A. cupreata was BN-MT with
66.502 g and 165.26 g respectively. In A. inaequidens the best consortium was
Cerro del Metate with 101.51 g, although it was not significantly different from BN-
MT. For the spore density, the commercial inoculum INIFAP had higher number of
spores per 100 g of substrate with 351.296 spores.

6.2.3 Introduccién

El género Agave tiene aproximadamente 200 especies, de la cuales 150
(75%) se encuentran en Meéxico (Garcia 2004) y es de gran importancia
econdémica y cultural. A finales del siglo XV y principios del siglo XVI, el cultivo de
agave se expandié6 a medida que los espafioles conquistaron la regién centro y
norte de Meéxico, llevando el cultivo de agave (comunmente conocidos como

“‘maguey”), a climas mas calidos y aridos para producir pulque y aguamiel, que se

Montoya Martinez 2014 63



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

cree se consumen desde tiempos prehispanicos (Good et al. 2006).
Internacionalmente el agave es mejor conocido por la produccion de bebidas
destiladas como el mezcal, producido de diversas especies de agave, segun la
region (ej. A. salmiana en San Luis Potosi y Zacatecas, A. angustifolia en Jalisco y
Puebla, A. cupreata en Michoacan y Guerrero, entre otros) y tequila producido de
A. tequilana (Nobel 1988).

En Michoacéan, la especie mas usada para la produccion de mezcal es A.
cupreata Trel. & Berger (Fig. 5 a), que es un agave de tamafio mediano de mayor
tamafo que el A. tequilana, pero menor que el A. inaequidens y el A. angustifolia
respecto a quien, de un color verde brillante, sus hojas miden de 40 a 80 cm de
largo por 12 a 20 cm de ancho, crecen en roseta abiertamente y ampliamente
lanceloladas u ovaladas, muy reducidas en la base, planas y ligeramente
concavas en las puntas. Sus espinas son de color cobrizo a gris y llegan medir de
3 a5cm (Gentry 1982).

El A. inaequidens Koch (Fig. 5 b) es usado comunmente para la elaboracion
de pulque, pero tambien se utiliza para el mezcal. Este agave es de tamafio
mediano a grande, de mayor tamafio que el A. curpeata y muy asociado con A.
hookeri con hojas en roseta que crecen abiertamente de 75 a 150 cm de largo por
11 a 21 cm de ancho, poco lanceoladas u oblanceoladas, concavas en la parte
superior, carnosas y gruesas en la base, de color verde claro a amarillo verdoso.
Sus espinas del apice son robustas de 2.5 a 5.5 cm, de color café

oscuro,sobresalientes de la hoja y afiladas (Gentry 1982).

El Agave tequilana Webber var. Azul (Fig. 5 ¢), que es utilizado para la
produccion de tequila en la regidbn noroeste del estado de Michoacan
(Denominacion de Origen del Tequila DOT), tiene menor porte que los magueyes,
como el lechugilla (A. maximiliana, A. inaequidens Fig. 5 b), el tobala (A.
potatorum) y el papalote (A. cupreata Fig. 5 a) y sus hojas son de color verde

azulado, de 90 a 120 cm de largo, casi siempre rigidamente estiradas, concavas
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en la parte superior, su parte mas gruesa se encuentra hacia el medio de la hoja'y
es angosta y gruesa en la base. Sus espinas del apice son generalmente cortas,
de 1 a 2 cm, de color café oscuro y los dientes son de tamafio regular espaciados
irregularmente (Gentry 1982). De esta especie se cultivan mas de 7 millones de
plantas por afio (CRT 2008) y en los ultimos afios se ha observado un incremento
de la superficie cultivada de Agave tequilana (Pimienta et al. 2009). En 2012, la
produccion de agave en Michoacan fue de 47,015 t en una superficie de 5028.20
ha (SAGARPA 2012).

Figura 5. Plantas de A. cupreata (a), A. inaequidens (b) A. tequilana (c) creciendo en cultivo o

silvestres en Michoacan.

Actualmente, existe una tendencia de los mercados internacionales hacia el
uso de tecnologias sustentables y amigables con el medio ambiente, sobre todo
aguellas relacionadas con la produccion de bienes alimenticios y esto demanda la
generacion de conocimiento cientifico que de soporte a la creacion de estrategias
innovadoras para aumentar la produccién de cultivos de interés econémico y a la
vez minimizar el impacto ambiental. Ademas, una produccion mas ecoldgica le

brinda al producto final un valor agregado.

Esto puede lograrse con el uso de biofertilizantes, como lo son los hongos
micorrizicos arbusculares, los cuales forman una asociacion simbiética con las
raices de las plantas, intercambiando agua y nutrientes, lo que resulta en plantas

mas vigorosas (Azcon et al. 1996, Smith y Read1997).

Montoya Martinez 2014 65



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

Se ha observado, en trabajos previos, que el uso de micorrizas en el cultivo
de agave, beneficia el crecimiento de las plantas. Estos estudios sugieren que una
mejor calidad de follaje, incremento en la fotosintesis (Pimienta et al. 2009) y
produccion de biomasa en agave asociado con HMA (Martinez et al. 2009). Por lo
cual este trabajo tuvo como objetivo evaluar los efectos que tienen diversos
consorcios nativos de HMA de plantaciones de la DOM-Michoacan en el

crecimiento de agave tequilero y mezcaleros a nivel de invernadero.

6.2.4 Materiales y Métodos

Para la obtencion de los consorcios nativos de HMA de plantaciones de A.
cupreata de la Denominacion de Origen del Mezcal (DOM) Michoacan, se hizo un
muestreo en esta zona (muestreo realizado en temporada de secas de Mayo
2011) como parte del proyecto de investigacion del FOMIX Michoacan, dicho
muestreo se realizé por el equipo de trabajo de CIATEJ e lIAF. Los consorcios
micorrizicos se propagaron en macetas trampa durante 8 meses en la Unidad de
Biotecnologia Vegetal del CIATEJ. Para esto, primero se homogenizaron las
muestras de suelo rizosférico extraidas por sitios y se establecieron macetas
trampa de 1.2 L y se rellenaron con aproximadamente 700 mL de arena
esterilizada. Posteriormente se pusieron 100 g de inéculo y se sembraron semillas
de sorgo, cebolla y poro, se agregaron otros 200 mL de arena estéril para cubrir
las semillas. Las macetas se regaron durante las primeras dos semanas a
capacidad de campo, con agua destilada estéril con la finalidad de disminuir la
entrada de contaminantes como hongos y bacterias patégenas y posteriormente
los riegos continuaron con agua corriente. Los indculos fueron designados segun

Su origen como se muestra en el siguiente cuadro.
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Cuadro 15. Sitios de muestreo para obtencién de consorcios nativos de HMA de la DOM-

Michoacén.
L . Sitio de : - Clave consorcio
Municipio Localidad muestreo Tipo de plantacion HMA

El Huizachal A. cupreata cultivado EH-ME
Las Campesinas  A. cupreata cultivado LC-ME
Madero Etacuaro RancF?é)j ;:sarlos A. cupreata silvestre CR-ME
El limon A. cupreata cultivado EL-MTu

Morelia- . A. cupreata, A.
Madero Tumbisca Agua Dulce tequilana cultivados AD-MTu
Paso Ancho A. cupreata cultivado PA-MT
Barranca de fas cupreata cultivado BN-MT

Tzitzio Tzitzio Nueces

CM-MT

Cerro del Metate  A. cupreata silvestre

Se identificaron las especies presentes en los diferentes consorcios
(Cuadro 18) en el Laboratorio de Micorrizas del Centro de Investigaciéon en
Ciencias Bioldgicas (CICB) de la Universidad Autbnoma de Tlaxcala, por la M. C.

Laura Verdnica Hernandez Cuevas, especialista en sistemética de HMA.

Se utilizaron 80 esporas de HMA por cada consorcio micorrizico como

in6culo para este experimento.

Las plantas de Agave cupreata y Agave inaequidens se obtuvieron por
germinacion de semillas. Estas se pusieron a germinar en sustrato peat moss
estéril en el mes de Junio de 2012. Al momento del trasplante tenian 4 meses de
edad y con un peso promedio de 2.73 g para A. cupreata y 2.3 para A.
inaequidens. Las plantas de Agave tequilana se consiguieron por bulbilos,

recolectados en octubre de 2012, tenian un peso promedio de 2.8 g.

Se utilizaron como macetas bolsas de polietileno negras y se llenaron con
1.5 kg de sustrato que fue una mezcla de arena y suelo estériles proporcion 1:1
v/v. El suelo se esterilizd durante 3 horas por tres dias en un esterilizador a 100°C.

Se regaron las macetas hasta capacidad de campo y se procedi6 al trasplante.
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Se coloco el indculo micorrizico en el orificio de trasplante y sobre las raices
de los agaves, para asegurar un buen contacto con éstas. En el caso de A.
tequilana, que proviene de bulbilos, el in6culo se coloco solo en el agujero de

trasplante.

El disefio experimental fue en bloques al azar con cinco bloques, 10
tratamientos de HMA (ocho consorcios de HMA provenientes de las plantaciones,
un HMA comercial INIFAP® como control positivo y un control negativo sin HMA) y
tres especies de agaves (Cuadro 16). El experimento se establecido bajo
condiciones de invernadero en las instalaciones del IIAF y permaneci6 alli durante

300 dias después del trasplante.
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Cuadro 16. Disefio de tratamientos evaluados en el experimento del efecto de HMA nativos de la

DOM-Michoacan en agaves.

Especie In6culo Tratamiento
EH-ME 1
LC-ME 2
CR-ME 3
EL-Mtu 4
A. tequilana AD-Mtu >
BN-MT 6
PA-MT 7
CM-MT 8
INIFAP® 9
Sin HMA 10
EH-ME 11
LC-ME 12
CR-ME 13
EL-Mtu 14
A. cupreata AD-Mu 15
BN-MT 16
PA-MT 17
CM-MT 18
INIFAP® 19
Sin HMA 20
EH-ME 21
LC-ME 22
CR-ME 23
EL-Mtu 24
A. inaequidens AD-Mu 25
BN-MT 26
PA-MT 27
CM-MT 28
INIFAP® 29
Sin HMA 30

EH-ME = El Huizachal, LC-ME = Las Campesinas, CR-ME = Rancho Carlos Rojas, EL-MTu = El
Limoén, AD-MTu = Agua Dulce, BN-MT = Barranca de las Nueces, PA-MT = Paso Ancho, CM-MT =

Cerro del Metate.
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Variables de respuesta

Se analizaron variables de respuesta microbiol6gicas (colonizacion de raiz y
namero de esporas) ademas de variables morfolégicas de las plantas de agave:
namero de hojas y altura de planta a los 90, 180 y 270 dias después de la
inoculacién; biomasa fresca y seca de las plantas, didmetro de la pifia, area foliar,

longitud y volumen de raiz, al final del experimento.

Variables de crecimiento: Las variables morfolégicas se midieron de la
siguiente manera: para la altura de los agaves se tomo6 en cuenta desde la base
hasta la punta de la hoja mas alta sin estirarla. Diametro de la pifia, expresado en
mm, se midié con un vernier digital a la altura de la base. La medicion del area
foliar se realiz6 en un planimetro marca LI-COR modelo LI-3100. El volumen
radical se midi6é por desplazamiento, sumergiendo las raices en una probeta y se
expresé en mL. La longitud de la raiz mas larga se midié de forma manual con una

regla.

Variables microbioldgicas: El porcentaje colonizaciébn de raices ser
determind por la técnica de clareo y tincion de raices con de Phillips y Hayman de
1970 con modificaciones y el método de estimacion de colonizacién de Mcgonigle
et al. (1990), en el cual se montan fragmentos de raices tefiidas en portaobjetos
para ser observadas al microscopio. EI nimero de esporas se determind con la
técnica de decantado y tamizado humedo (Gerdemann y Nicolson 1963) en
combinacion con centrifugacion en gradiente de sacarosa (Walker 1997), como se

describié en el apartado 6.1.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el paquete STATGRAPHICS Centurion

XV. Se realiz6 un analisis de varianza de dos vias (especie de agave e indculo de
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HMA). Se realizd una prueba de Tukey con intervalo de confianza de 95%, en los

casos donde el ANOVA resulto significativo.
6.2.5 Resultados y Discusion

Se evalué el efecto de los HMA nativos en el crecimiento de tres especies
de agave, A. tequilana, A. cupreata y A. inaequidens, utilizando diferentes
consorcios obtenidos de la DOM-Michoacan, para su potencial utilizacion como
biofertilizante.

6.2.5.1 Efecto de los HMA nativos en el crecimiento de agave

Variables de crecimiento

Se encontr6é que en el factor in6culo Barranca de las Nueces (BN-MT) tuvo
los valores mas altos en las variables de crecimiento de las plantas de agave (Fig.
6), seguido del in6culo de Agua Dulce (AD-MTu). En todas las variables
evaluadas, el tratamiento Sin HMA, obtuvo los valores mas bajos, excepto en la
longitud de raiz. En biomasa, tanto fresca como seca, se encontré que el inéculo
BN-MT fue el que tuvo mejor efecto (110.167 g y 14.3062 g, respectivamente),
mientras que el tratamiento con menor biomasa fue el tratamiento sin HMA. De
manera similar ocurri6 para volumen de raiz y follaje. No se encontraron

diferencias significativas en la variable longitud de raiz (Cuadro 17).

En el factor especie de agave se encontraron diferencias significativas en
toda las variables de crecimiento, excepto en las varables de diametro de pifia,
longitud de raiz y volumen de raiz. EI Agave cupreata tuvo los valores mas altos
en las variables de crecimiento donde hubo diferencia significativa, excepto en

altura donde el valor més alto lo tuvo A. tequilana.
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Figura 6. Plantas de Agave tequilana, A. cupreata y A. inaequidens con los tratamientos BN-MT

(Barranca de las Nueces) y Sin HMA. a) vista lateral, b) vista superior.

No se encontraron diferencias significativas de la interaccion inoculo de

HMA y especie de agave (Cuadro 17).
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Cuadro 17. Efecto de los HMA nativos en las variables de crecimiento de las plantas agave 300 después del trasplante.

__Factor Altura  NGm Biomasa Biomasa Didmetro Longitud Area Volumen Volumen ‘la\lsurg.rglse/ Porcentaje
i (cm) Ho'aé Seca(g) Seca(q) de pifia de Raiz Foliar de Raiz de Follaje 108 de de
In6eulo J 9 9 (mm) (cm) (cm?) (mL) (mL) suglo Colonizacion
EH-ME 9.65ab 9.33ab 9.80abc 9.80abc 25.60ab 29.84a 177.1abc 114ab 61.3abc 277.685ab 34.737 a
LC-ME 8.80bc 7.53 bc 4.24 ¢ 4.24 ¢ 19.48 bc 26.27a 122.28bc 6.93b 4266 bc 211.389 abc 24.6296 a
CR-ME 9.4abc 9.0abc 6.14 bc 6.14bc 22.83abc 28.87a 142.12bc 10.93ab 54.93bc 188.611 abc 38.0679 a
EL-Mtu 994ab 10.1ab 10.83abc 10.8abc 25.33ab 2796a 222.86ab 1253 ab 78.66 ab 160.0 bc 42.749 a
AD-Mtu 11.42a 9.6ab 1252ab 12.52ab 27.26ab 29.08a 244.51ab 15.13ab 84.53ab 254.722 ab 32.2346 a
BN-MT 11.37a 1l66a 14.30a 14.30 a 29.76 a 26.62 a 270.39a 16.06a 103.66a 282.315ab 34.9506 a
PA-MT 106ab 88abc 7.3labc 7.3labc 24.25abc 28.53a 156.2abc 9.0ab 52.2bc  281.574 ab 38.4286 a
CM-MT 10.2ab 10.3ab 10.66 abc 10.7 abc 26.59 ab 30.76 a 219.07ab 12.0ab 79.2ab  155.185 bc 446132 a
INIFAP 10.2ab 89abc 8.63abc 8.63abc 24.46abc 28.66a 170 abc 10.46ab 60.5abc 351.296 a 25,5185 a
Sin HMA 720c 6.26¢c 3.83¢c 3.83¢c 17.25¢c 20.87 a 89.33 ¢ 6.6b 31.93c 38.0556 ¢ 0.0b
Especie vegetal
A.tequilana 13.61a 6.84b 6.440 b 6.440b 22.7856a 24.656a 88.0636c 11.02a 38.88c 161.278 b 35.9807 a
A.cupreata 8.626b 10.66a 11.36a 11.36a 25.6478a 29.766a 270.226a 11.78a 91.42a 315.111 a 29.8915 a
. A'. 7.39c 994a 8.67 ab 8.67ab 24.4298a 28.822a 185.909b 10.52a 64.6 b 183.861 b 28.9065 a
inaequidens
Probabilidad de F
Inéculo *kk K,k *kk *kk *kk NS Fokk * *kk Kokk Kokk
Especie Sekk Sokk Fekk dokok NS NS Kk NS Kokk Kk NS
Vegetal
In6culo* NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Especie

EH-ME = El Huizachal, LC-ME = Las Campesinas, CR-ME = Rancho Carlos Rojas, EL-MTu = EIl Limén, AD-MTu = Agua Dulce, BN-MT =

Barranca de las Nueces, PA-MT = Paso Ancho, CM-MT = Cerro del Metate. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativo

para in6culo, sustrato y especie vegetal segun Tukey (P < 0.05). *, Significativo (P < 0.05), **, Significativo (P < 0.01), **,* Significativo (P <

0.001), NS, No significativo.
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Estos resultados difieren con los obtenidos por Pimienta et al. (2009),
quienes inocularon plantas jovenes de A. tequilana con G. intraradices y no

tuvieron efecto en variables relacionadas con el crecimiento.

Cabe destacar que en los suelos de donde se obtuvieron estos indculos
(BN-MT y AD-MTu) el género mas abundante fue Acaulospora (Cuadro 18).
Posiblemente los HMA de este género son mas afines a las plantas de agave y

por tanto, tuvieron un mejor efecto en el crecimiento de las plantas.

Cuadro 18. Géneros dominantes presentes en los inéculos de HMA provenientes de la DOM-

Michoacan.

Localidad In6culo Sitio de Muestreo Genero de HMA dominante
EH-ME El Huizachal Glomus

Etacuaro LC-ME Las Campesinas Glomus
CR-ME Rancho Carlos Rojas Glomus

Tumbisca EL-Mtu El Limén Glomus
AD-Mtu Agua Dulce Acaulospora
BN-MT Barranca de las Nueces Acaulospora

Tzitzio PA-MT Paso Ancho Acauloespora

CM-MT Cerro del Metate Glomus
INIFAP Glomus sp.

EH-ME = El Huizachal, LC-ME = Las Campesinas, CR-ME = Rancho Carlos Rojas, EL-MTu = El
Limoén, AD-MTu = Agua Dulce, BN-MT = Barranca de las Nueces, PA-MT = Paso Ancho, CM-MT =
Cerro del Metate.

En 2009 Martinez et al. evaluaron la biomasa seca de Agave americana
inoculado con cepas nativas de Glomus intraradices obtenidas de Nuevo Leén y
una cepa comercial INIFAP, la cual también es Glomus intraradices, pero de una
cepa diferente. Reportaron que no encontraron diferencias en el efecto del tipo de
in6culo (comercial o nativo), en el incremento de biomasa de las plantas de agave.
Esto difiere con lo encontrado en este trabajo, donde al menos una cepa nativa
resulté ser mejor que la cepa comercial. Esta discrepancia puede deberse sobre
todo, a que los inéculos nativos utilizados fueron consorcios y no una sola especie,
como en el trabajo de Martinez et al. y la interaccion entre una o mas especies
presentes pudo conferirle un mejor resultado en estos tratamientos, comparados

con la cepa comercial. La duracion del experimento de Martinez et al. (2009) fue
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de un afio y la del experimento aqui presentado fue de 300 dias, por lo que esto

no tendria influencia en las diferencias encontradas entre ambos trabajos.
Las diferencias en las variables de crecimiento por el factor de especie
vegetal podrian deberse a las caracteristicas propias de cada especie (Gentry

1982).

Variables microbiolégicas

En cuanto a densidad de esporas (Cuadro 17), el mejor inéculo resulté ser
INIFAP con 351.296 esporas en 100 g de suelo. En cuanto al factor especie de
agave, para la densidad de esporas se encontr6 que Agave cupreata tuvo la
mayor cantidad de esporas con 315.111 esporas en 100 g de sustrato
posiblemente porque los indculos utilizados se aislaron de plantaciones de esta
especie. No hubo efecto de la interaccion de ambos factores sobre la densidad de

esporas.

En cuanto a la colonizaciéon micorrizica (Cuadro 17), no se encontraron
diferencias significativas entre los distintos indculos, ni entre las tres especies de
agave. Por lo que se puede pensar que no hay una relacién directa entre la
colonizacion y el efecto de crecimiento, al menos para las especies aqui

evaluadas.

En la interaccién de ambos factores para las variables microbiolégicas, se
encontraron diferencias significativas. Para la densidad de esporas se encontrd
gue el mejor tratamiento fue el tratamiento del indculo INIFAP con A. cupreata con
556.667 esporas en 100 g de sustrato (Fig.7). En colonizacion el mejor tratamiento
fue el indculo CM-MT con A. tequilana con 49.20% de colonizacion (Fig.8), que fue

estadisticamente igual al resto de los tratamientos con micorrizacion.
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= A. inaequidens

Esporas en 100g de suelo

EH-ME LC-ME CR-ME EL-Mtu AD-Mtu BN-MT PAMT CM-MT INIFAP Sin HMA
In6culo de HMA

Figura 7. Efecto de los in6culos de HMA nativos de la DOM-Michoacan sobre la densidad de
esporas de HMA en A. tequilana, cupreata e inaequidens. EH-ME = El Huizachal, LC-ME = Las
Campesinas, CR-ME = Rancho Carlos Rojas, EL-MTu = El Limén, AD-MTu = Agua Dulce, BN-MT
= Barranca de las Nueces, PA-MT = Paso Ancho, CM-MT = Cerro del Metate. Diferentes letras

indican diferencias estadisticamente significativas segun Tukey (P < 0.05).
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Figura 8. Efecto de los in6culos de HMA nativos de la DOM-Michoacan sobre el porcentaje de
colonizacion micorrizica en A. tequilana, cupreata e inaequidens. EH-ME = El Huizachal, LC-ME =
Las Campesinas, CR-ME = Rancho Carlos Rojas, EL-MTu = El Lim6n, AD-MTu = Agua Dulce, BN-
MT = Barranca de las Nueces, PA-MT = Paso Ancho, CM-MT = Cerro del Metate. Diferentes letras
indican diferencias estadisticamente significativas segun Tukey (P < 0.05).
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6.2.5.2 Resultados en Agave tequilana

En Agave tequilana, se encontraron diferencias significativas entre los
distintos inoculos para las variables biomasa fresca, area foliar, volumen de follaje
(Fig. 12 a, d), numero de hojas, didmetro de la pifia y volumen de raiz (Cuadro 19).
Para las variables biomasa seca, altura y longitud de raiz, no se encontraron
diferencias estadisticas y en promedio obtuvieron 6.44g, 13.61 cm y 24.65,

respectivamente.

Cuadro 19. Efecto de los in6culos de HMA nativos de la DOM-Michoacan sobre las variables de

crecimiento en Agave tequilana.

. Diametro NUm. de Porcentaje
In6culo Nu_m. de pifia Volu,men de V°'“”."e” de esporas /100 g de
Hojas (mm) Raiz (ml) Follaje (ml) de suelo Colonizacion
EH-ME 7.0ab  2515ab 11.4 ab 36.4Db 171.667 ab 43.15a
LC-ME 5.4b 19.194 b 6.4b 26.0b 107.778 ab 35.0 ab
CR-ME 7.6ab 23.078ab 13.6 ab 43.2 ab 138.056 ab 39.94 ab
EL-Mtu 7.8ab 22464 ab 11.4 ab 36.4b 136.389 ab 43.85 a
AD-Mtu  6.0b 22466 ab 10.4 ab 45.6 ab 200.0 ab 39.81 ab
BN-MT 9.0a 29.1a 21.0a 78.0 a 243.611 a 4222 a
PA-MT 7.0ab  2485ab 10.6 ab 31.0b 239.444 a 36.63 ab
CM-MT 6.8ab  20.808 ab 8.0b 326b 120.0 ab 49.20 a
INIFAP 6.2b 21.78 ab 10.8 ab 374D 206.667 ab 30.0 ab
SinHMA 56D 18.966 b 6.6 b 22.2b 49.1667 b Ob

EH-ME = El Huizachal, LC-ME = Las Campesinas, CR-ME = Rancho Carlos Rojas, EL-MTu = El
Limoén, AD-MTu = Agua Dulce, BN-MT = Barranca de las Nueces, PA-MT = Paso Ancho, CM-MT =
Cerro del Metate. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas segin Tukey
(P <0.05).

El in6culo que obtuvo los mayores valores para todas las variables fue el
in6culo Barranca de las Nueces (BN-MT) (Fig. 9) y el que tuvo los valores mas

bajos fue el tratamiento Sin HMA.
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Figura 9. Efecto de los indculos de HMA en plantas de Agave tequilana. a) tratamientos EH-ME =
El Huizachal, LC-ME = Las Campesinas, CR-ME = Rancho Carlos Rojas, EL-MTu = El Limén, AD-
MTu = Agua Dulce, b) tratamientos BN-MT = Barranca de las Nueces, PA-MT = Paso Ancho, CM-
MT = Cerro del Metate.

Estos resultados difieren con los obtenidos por Pimienta et al. (2009) en
Agave tequilana inoculado con HMA, donde no encontraron diferencias
significativas en las variables de crecimiento nimero de hojas jovenes, longitud,
ancho y grosor de hojas maduras.
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El incremento en las variables de crecimiento se puede deber a la mejor
captacion de nutrientes que la micorriza le brinda a las plantas de agave, al tener
una mayor superficie de exploracion en el suelo que las propias raices de la planta

y facilitando la movilizacion de nutrientes (Smith y Read 1997).

Se encontro diferencia significativa en la densidad de esporas. Los in6culos
Barranca de las Nueces y Paso Ancho obtuvieron 243.611 y 239.444 esporas por

cada 100 g de sustrato, respectivamente (Cuadro 19).

En la colonizacidon micorrizica, los indculos Cerro del Metate y Barranca de
las Nueces obtuvieron los mayores porcentajes. Siendo este ultimo inéculo, donde

se obtuvieron los valores mas altos en las variables de crecimiento (Cuadro 19).

En 2009, Pimienta et al. reportaron colonizaciones de mas del 70% después
de 8 meses de micorrizacion, en plantas de A. tequilana y aqui la mayor fue de
49% en 10 meses. Esta diferencia podria deberse al tiempo de duracién de ambos

experimentos y a las diferencias en las condiciones de los mismos.

Se han encontrado resultados similares en otras especies de plantas MAC
como lo es el pitayo (Stenocereus queretaroensis). En 2002, Pimienta et al.
encontraron una correlacion positiva entre la colonizacion micorrizica y el
crecimientode éstas plantas. Este estudio fue realizado en campo, con duracion de

un afo.

6.2.5.3 Resultados en Agave cupreata

Al igual que en A. tequilana, para A. cupreata el mejor inéculo resulto ser
BN-MT (Fig. 10) y el que tuvo los valores mas bajos en las diferentes variables de
crecimiento fue el tratamiento sin HMA (Cuadro 20). Se encontraron diferencias
significativas para las variables de biomasa fresca, area foliar (Fig. 12 b, e),

volumen de follaje y altura (Cuadro 20).
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No se encontraron diferencias significativas para las variables biomasa

seca, numero de hojas, diametro de pifia, longitud y volumen de raiz, para las

cuales se obtuvieron en promedio 11.36 g, 10.6 hojas, 25.64 mm, 29.76 cm y

11.78 mL, respectivamente.

Cuadro 20. Efecto de los HMA nativos en variables de crecimiento y microbioldgicas en Agave

cupreata.
Inéculo Altura (cm) Volumen de NUum. de esporas / Porcer_ltajgfje
Follaje (ml) 100 g de suelo Colonizacién

EH-ME 7.42 ab 71.0 ab 468.611 ab 26.6184 ab
LC-ME 7.22 ab 43.0b 361.667 ab 20.0 ab
CR-ME 8.44 ab 64.8 ab 208.056 ab 35.1852 ab
EL-Mtu 9.38 ab 101.6 ab 217.222 ab 43.2841 a
AD-Mtu 10.06 a 127.0 ab 293.333 ab 32.2222 ab
BN-MT 10.3a 160.0 a 334.722 ab 32.2222 ab
PA-MT 8.46 ab 76.0 ab 488.611 ab 43.5185 a
CM-MT 8.68 ab 116.0 ab 185.556 ab 38.8272 ab
INIFAP 9.6 ab 87.8 ab 556.667 a 27.037 ab
Sin HMA 6.7b 67.0 ab 36.6667 b Ob

EH-ME = El Huizachal, LC-ME = Las Campesinas, CR-ME = Rancho Carlos Rojas, EL-MTu = El
Limoén, AD-MTu = Agua Dulce, BN-MT = Barranca de las Nueces, PA-MT = Paso Ancho, CM-MT =

Cerro del Metate. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas segun Tukey

(P < 0.05).
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Figura 10. Efecto de los in6culos de HMA en plantas de Agave cupreata. a) Tratamientos EH-ME
= El Huizachal, LC-ME = Las Campesinas, CR-ME = Rancho Carlos Rojas, EL-MTu = EI Limon,
AD-MTu = Agua Dulce, b) tratamientos BN-MT = Barranca de las Nueces, PA-MT = Paso Ancho,
CM-MT = Cerro del Metate.

El inéculo con la mayor densidad de esporas fue INIFAP (556.667 esporas
en 100 g de sustrato), aunque no fue el de mayor colonizacién micorrizica. El
tratamiento sin HMA tuvo los valores mas bajos para nimero de esporas (Cuadro
20).
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El in6culo que tuvo una mayor colonizacion fue el in6culo de Paso Ancho
(43.51%), el cual fue estadisticamente igual al tratamiento Barranca de las Nueces

que fue el que tuvo mejor efecto para las variables de crecimiento.

El incremento de biomasa fresca y follaje observado, se pudo deber a una
mejor captacion de nutrientes y agua, facilitado por la simbiosis micorrizica, lo que
trae consigo plantas de mayor tamafio y peso. Cui y Nobel (1992), estudiaron el
estado nutrimental, la adquisicion de agua y el intercambio de gases en plantas de
Agave deserti inoculadas. Los resultados mostraron un incremento en el contenido
de P en raices y hojas, una mayor conductividad hidraulica en raices y toma de
COa,. Llegaron a la conclusion de que la simbiosis con HMA incremento la toma de

agua y nutrientes, para las plantas de agave.

6.2.5.4 Resultados en Agave inaequidens

En Agave inaequidens, el efecto del indculo de HMA resulto significativo en
las variables de crecimiento de biomasa fresca, area foliar (Fig. 12 c, f), biomasa
seca, volumen de follaje, altura, nimero de hojas y didmetro de la pifia (Cuadro
19). En esta especie, el in6culo Cerro del Metate (CM-MT) resultd ser el mejor en
la mayoria de las variables de crecimiento y el tratamiento Sin HMA resulto tener
los valores més bajos (Fig. 11).
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Cuadro 21. Efecto de los in6culos de HMA sobre las variables de crecimiento en Agave

inaequidens.
Di4 Num. de p tai
Iné volumen  pgismasa  Altura  NGm. lametro o ohoras / orcentaje
néculo de Follaje Seca (g) (cm) Hoias de pifia 100 o de de
(ml) 9 J (mm) suglo Colonizacion
EH-ME 76.6 ab 14431 a 8.06 ab 122a 28.396a 192.778 ab 34.4444 a
LC-ME 59.0 ab 5.4824ab  6.24 bc 9.4 ab 22.3ab 164.722 ab 18.8889 ab
CR-ME 56.8 ab 5535ab 7.06abc 10.0ab 24.12ab 219.722 ab 39.0741 a
EL-Mtu 98.0 a 11.160ab  7.46 ab 9.8 ab 2551ab  126.389 ab 41.1111 a
AD-Mtu 81.0 ab 11.77 ab 1042 a 104 a 28.47 a 270.833 a 24.6667 ab
BN-MT 73.0 ab 12.53 ab 7.86 ab 122a 28.142a 268.611 a 30.4074 a
PA-MT 49.6 ab 5.82 ab 6.88abc 10.0ab 23.03ab 116.667 ab 35.1389 a
CM-MT 89.0a 10.35 ab 8.96 ab 11.2a 29.22 a 160.0 ab 45.8148 a
INIFAP 56.4 ab 9.152 ab 7.62 ab 9.8ab 24.04 ab 290.556 a 19.5185 ab
Sin HMA 6.6 b 0.5342 b 3.34c 4.4b 11.048 b 28.3333 b 0b

EH-ME = EIl Huizachal, LC-ME = Las Campesinas, CR-ME = Rancho Carlos Rojas, EL-MTu = El
Limoén, AD-MTu = Agua Dulce, BN-MT = Barranca de las Nueces, PA-MT = Paso Ancho, CM-MT =

Cerro del Metate. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas segun Tukey

(P < 0.05).
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Figura 11. Efecto de los in6culos de HMA en plantas de Agave inaequidens. a)
Tratamientos EH-ME = El Huizachal, LC-ME = Las Campesinas, CR-ME =
Rancho Carlos Rojas, EL-MTu = El Limén, AD-MTu = Agua Dulce, b)
tratamientos BN-MT = Barranca de las Nueces, PA-MT = Paso Ancho, CM-MT
= Cerro del Metate.

Se encontraron diferencias significativas en la variable densidad de
esporas. El in6culo de INIFAP, seguido por Agua Dulce y Barranca de las Nueces
fueron los que presentaron una mayor densidad de esporas con 290.556, 270.833
y 268.611, esporas por 100 g de suelo, respectivamente.
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Mientras que en colonizacién el mejor inéculo fue Cerro del Metate (Cuadro
21). Cabe destacar que este es el mismo tratamiento que resulté tener mejores
efectos sobre las variables de crecimiento evaluadas, por lo que es posible que el
incremento en la colonizaciéon del agave influyera en su crecimiento como se

muestran en el Cuadro 21.

Estos resultados son menores que los encontrados por Armenta et al.
(2003), donde se encontraron densidades de esporas desde 400 hasta 700
esporas por 100 g de suelo pero asociadas a plantas de Agave angustifolia, esto
en condiciones de campo en la zona serrana central de Sonora, México. Tanto las
condiciones de suelo y ambiente y la edad de las plantas son diferentes, entre
ambos trabajos, por lo que estos factores pueden estar interviniendo en la

densidad de esporas.
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Figura 12. Efecto de los HMA nativos en las variables de biomasa fresca y area foliar para A.

tequilana (a, d), A, cupreata (b, €) y A. inaequidens (c, f).
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6.2.6 Conclusiones

Se evaluo el efecto de diferentes consorcios de HMA nativos de la
Denominacion de Origen del Mezcal (DOM)-Michoacan en el crecimiento de las
plantas. Se encontré que el consorcio de HMA Barranca de las Nueces obtenido
de la region de Tzitzio, Michoacén, fue donde se registraron los valores més altos

en las diferentes variables de crecimiento en las tres especies de agave.

Para A. tequilana el mejor in6culo en las variables de crecimiento fue
Barranca de las Nueces con una biomasa fresca de 66.5 g, un area foliar de

140.27 cm?, un volumen de raiz de 21 ml y un volumen de follaje de 78 ml.

Para A. cupreata, también Barranca de las Nueces resulto ser el inoculo
con valores mas altos para biomasa fresca (165.2 g), altura (10.3 cm) y volumen
de follaje (160 ml).

Para A. inaequidens se encontré que el mejor inéculo fue Cerro del Metate
con una biomasa fresca de 101.5g, numero de hojas de 11.2 hojas, area foliar de
248.326 cm? y volumen de follaje de 89 ml. Pero estos resultados no fueron
estadisticamente diferentes de Barranca de las Nueces (98.7 g, 12.2 hojas, 235.8

cm?y 73 ml, respectivamente).

Para todas las especies el tratamiento sin HMA resulto ser el que tuvo los

valores mas bajos en las variables de crecimiento.

Con los resultados obtenidos, podria recomendarse como un potencial
biofertilizante para especies de Agave el inoculo proveniente de Barranca de las

Nueces.
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6.3 Efecto de los HMA como bioprotector contra Fusarium oxysporum en
Agave tequilana

6.3.1 Resumen

De la produccion total de Agave tequilana en Michoacéan, entre un 20 y 30%
de las plantas se encuentran afectadas por enfermedades como la marchitez. El
agente causal de esta enfermedad es el hongo Fusarium oxysporum y el sintoma
caracteristico es la marchitez de las hojas ocasionado por la destruccién del
sistema radical o por el taponamiento de haces vasculares. El control quimico para
esta enfermedad es poco util y este tipo de practicas afectan la biota benefica del
suelo, por lo que el uso microorganismos como biocotrol o bioproteccion, es una
opcion prometedora y sustentable. La utilizacion de HMA puede prevenir el ataque
de bacterias y hongos fitopatdgenos asociados a las enfermedades que afectan el
agave. Por lo que el objetivo de este estudio fue, evaluar el efecto de HMA como
bioprotectores de enfermedades fungicas (Fusarium oxysporum) del agave
tequilero. Para esto primero se establecié un ensayo para establecer una escala
ordinal de los sintomas de la enfermedad (severidad patogénica). La escala conté
con cinco niveles de severidad que van desde planta sana hasta planta muerta.
Entre los sintomas se observaron: enrollamiento de las hojas, marchitez desde la
punta de la hoja hacia la base, perdida del sistema radicular, entre otros. Para
evaluar el efecto bioprotector de los HMA, se micorrizaron bulbilos de Agave
tequilana y se trasplantaron a sustrato infestado con el fitopatbgeno a una
concentracién de 1.5x10* UFC g* de sustrato y a los 75 dias se realiz6 una
reinoculacion con suspensién de esporas con una concentracion de 1x10° esporas
mL™. A los 100 dias después de la inoculacién con el patdgeno, se comenzaron a
observar sintomas en los niveles méas leves de la enfermedad, como lo fueron
enrollamiento y necrosamiento de las puntas y clorosis de las hojas. No se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos respecto al efecto

bioprotector contra Fusarium oxysporum.
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6.3.2 Abstract

Of the total production of Agave tequilana in Michoacén, between 20 and 30
% of the plants are affected by diseases like wilt. The agent causal of this disease
is the fungus Fusarium oxysporum and its characteristic symptom is wilting of the
leaves caused by the destruction of the root system or plugging of vascular
bundles. The chemical control for this disease is not very useful and affect the
benefic biota of soil; so that the use of microorganisms as biocotrol or bioprotection
is an option promising and sustainable. The use of AMF can prevent the attack of
bacterial and fungal pathogens associated with diseases that affect the agave. In
this study, the aim was to evaluate the effect of HMA as bioprotectors against
fungal diseases (Fusarium oxysporum) of Agave tequila. First, an experiment was
conducted, to establish an ordinal scale of symptoms of the disease (pathogenic
severity). The scale had five levels of severity ranging from healthy plant to dead
plant. Among the symptoms were observed: curling of leaves, wilting from the tip
toward the base of the leaves, loss of the root system, among others. To evaluate
the bioprotector effect of AMF, bulbils of Agave tequilana were mycorrhized and
transplanted into an infested substrate with a concentration of 1.5x10* CFU g™ of
substrate the pathogen and 75 days after a reinoculation with 1x10° spores ml™
was made. After 100 days of inoculation with Fusarium oxysporum begun to
observed symptoms in milder disease levels, such as curl of the leaf, necrosis on
the tips and leaf chlorosis. There were no significant differences between

treatments regarding to bioprotector effect against Fusarium oxysporum.
6.3.3 Introduccion

El agave es una planta de gran importancia economica para el estado de
Michoacan y para México, siendo utilizada como fuente de alimento, forraje,
medicina, fibra y como material de construccion, entre otros usos. Su principal
utilidad es para la elaboracion de bebidas alcohdlicas como el pulque, el mezcal,

el bacanora y el tequila, el cual es producido de la especie Agave tequilana Weber
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var. Azul (Granados 1993). La Denominacion de Origen del Tequila (DOT) -
Michoacéan, cuenta con 30 municipios localizados al noroeste del estado, con
alrededor de 7 162 869 plantas para el afio 2008 (CRT 2010). De estas plantas,

entre un 20 y 30% se encuentran afectadas por enfermedades como la marchitez.

El agente causal de esta enfermedad es el hongo Fusarium oxysporum. El
sintoma caracteristico es la marchitez de las hojas ocasionado por la destruccion
del sistema radical o bien por el taponamiento de haces vasculares. En campo,
los sintomas reportados en la marchitez del agave son: marchitez, clorosis (hojas
amarillo claro), enrollamiento de los bordes de las hojas, secado de las hojas mas
viejas del apice a la base, pudricion extensiva de color marrén en la corona y
finalmente si la planta es empujada, esta se cae facilmente por la pudricion de las
raices (Avila et al. 2010).

El control para esta enfermedad es principalmente mediante la aplicacion
de productos quimicos foliares, en el cogollo y en el suelo (uso de fungicidas a
base de cobre); sin embargo, es poco util, debido a que el problema se encuentra
en la raiz y el fungicida dificilmente llega hasta ellas. La aplicacion de cal también
es una practica de control comun, ya que se sabe que Fusarium sp puede
desarrollarse mejor cuando el pH del suelo es &acido (de 5 a 5.5), asi que al aplicar
cal se crea un ambiente desfavorable para el desarrollo de este hongo (Gonzéalez
et al. 2012). Pero este tipo de practicas tambien afectan la biota benéfica del
suelo, por lo que el uso microorganismos como biocotrol o bioproteccion, es una

opcion prometedora y sustentable.

La utilizacion de HMA puede prevenir el ataque de bacterias (Zhu y Yao
2004) y hongos fitopatégenos asociados a las enfermedades que afectan el
agave. La prevenciéon de enfermedades mediante el uso de HMA tiene sus bases
en que esta simbiosis da como resultado plantas mejor nutridas y vigorosas por la
adquisicion de nutrientes poco disponibles para las plantas pero accesibles a los

hongos micorrizicos (Riveros 2010).
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Ademas, las plantas activan sus sistemas de defensa cuando la hifa de
HMA penetra las paredes celulares. En la planta, se engruesan las paredes de las
células de la epidermis de las células de la raiz, lo que indica un reconocimiento
del contacto con el hongo. Al ser biétrofos obligados, los HMA comparten
similitudes con patégenos biétrofos, por lo que, en un principio, la planta los
reconoce como si fuesen un patdégeno de este tipo y activa las defensas reguladas
por el Acido Salicilico (AS). Se ha visto que se activan solo respuestas de defensa
locales y débiles durante las primeras etapas de la interaccion de la micorriza
(Pozo y Azcon, 2007). Después de esto, el hongo suprime las respuestas
dependientes de AS en la planta, para lograr una colonizacién exitosa. Después
del reconocimiento, se activa un programa que permite la redistribucion de
nutrientes y activa la distribucién espacial del hongo dentro de las células de la
raiz. Ambos aspectos podrian estar regulados por jasmonatos. Las raices
micorrizadas estan asociadas con un aumento endogeno de los niveles de Acido
Jasmoénico (AJ) (Smith y Read, 1997; Pozo y Azcén, 2007). Lo cual activa los
mecanismos de defensa dependientes de AJ, confiriendo a la planta una resitencia
sistemica inducida (IRS) (Madriz 2002).

Debido a la poca informacion disponible en cuanto al uso de micorrizas para
prevenir esta enfermedad en plantas de agave, este trabajo tuvo como obijetivo
evaluar el efecto de HMA como bioprotectores de enfermedades fungicas

(Fusarium oxysporum) del agave tequilero en condiciones de invernadero.

6.3.4 Materiales y Métodos

6.3.4.1 Prueba de Patogenicidad y Sintomatologia de la Enfermedad Causada

por F. oxysporum en Agave tequilana

Se propago inoculo de F. oxysporum en un medio sustrato-avena-agua
(SAA). Este medio consiste de una mezcla de arena, suelo infestado de F.

oxysporum, materia organica y vermiculita con hojuelas molidas de avena y agua
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en proporciones 20:2:4 v/v, todo esterilizado. Por cada 200 g de sustrato se
inocularon 500 puL de una suspension de esporas diluidos en 9.5 mL de agua
desionizada estéril. Para obtener esta suspension, se inocularon cajas de petri con
medio de cultivo PDA y se conservaron en obscuridad durante dos dias a 27+1°C
después a 12/12 h de luz/oscuridad. Se recolectaron las esporas con 15 mL de
agua desionizada estéril, con ayuda de un pincel esterilizado. Se incubé el
sustrato inoculado con F. oxysporum en oscuridad a temperatura ambiente

durante 20 dias, mezclando el sustrato cada tercer dia.

Se realizé un conteo de las UFC por gramo de sustrato. Para esto se
realizaron diluciones decimales a partir de 1 g del sustrato inéculado con F.
oxysporum y se inoculé 100 uL de cada dilucién en cajas de petri con medio PDA
con Rosa de Bengala como antibiético. Se incub6 durante 3 dias a 27+1°C en
oscuridad. Se obtuvo una concentracién de 2.1x10’ propagulos g™ de sustrato. Se
diluyé con sustrato estéril para obtener las concentraciones deseadas y se
colocaron 150 g de cada concentracion en macetas de 200 g. Se transplantaron
plantas de Agave tequilana y se regaron. Se incubaron a 26x+1°C, con un
fotoperiodo de 12/12 horas luz/obscuridad. Se mantuvo el experimento durante
100 dias.

Se arreglé en un disefio completamente al azar con siete tratamientos y tres

repeticiones por tratamiento.
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Cuadro 22. Disefio de tratamientos evaluados en la prueba de patogenicidad de F. oxysporum en

agave tequilero.

Concentracién de F. oxysporum Tratamiento

1x10* propagulos/g de sustrato 1
0.5x10* propagulos/g de sustrato
1x10° propagulos/g de sustrato
0.5x10° propagulos/g de sustrato
1x10’ propagulos/g de sustrato
0.5x10’ propagulos/g de sustrato
Sin F. oxysporum

~N o ok WN

Se monitorearon periodicamente las plantas hasta la aparicion de los
sintomas de la marchitez y se estableci6 una escala ordinal visual de

patogenicidad.

6.3.4.2 Efecto de HMA como bioprotector del Agave tequilana

Se evaluaron dos diferentes in6culos de HMA como bioprotectores en A.
tequilana. Para esto se establecido un experimento en invernadero. Los inéculos
micorrizicos que se utilizaron fueron el inéculo comercial INIFAP®, un consorcio
proveniente de la DOM-Michoacan (BN-MTu) y un control Sin HMA. Ademas, se
utilizé la cepa de Fusarium oxysporum como patdégeno causante de marchitez en

el agave.

Micorrizacion

Se utilizaron 200 g de un sustrato estéril, que consisti6 una mezcla de
arena, suelo, materia organica (vermicomposta) y vermiculita en proporciones
30:50:5:15 respectivamente, en macetas de 250 g . Se inocularon los HMA (100
esporas) en el agujero de trasplante al momento de sembrar los bulbilos de A.
tequilana. El tiempo que se mantuvieron en micorrizacion fueron 4 meses.
Después de este tiempo se tomaron muestras de raiz para hacer una estimacion

del porcentaje de colonizacion micorrizica, con la metodologia de Phillips y
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Hayman de 1970 con modificaciones y el método de estimacion de colonizaciéon

de Mcgonigle et al. (1990), como se describioé en apartados anteriores.

Obtencion del in6éculo de F. oxysporum

Se propago el inoculo de F. oxysporum de la misma forma mencionada en
el aparatado anterior. Se incubd el sustrato inoculado con F. oxysporum en
oscuridad a temperatura ambiente durante 20 dias, mezclando el sustrato cada

tercer dia.

Se realiz6 un conteo de las UFC por gramo de sustrato, de la misma
manera que en el apartado anterior. Se ajustd para tener una concentracién de

1.5x10* propagulos.g™ de sustrato.

Se agregd la mezcla de sutratos utilizada para la micorrizacidbn hasta
completar 2 kg, en bolsas de polietileno negras. Se trasplantaron los agaves
previamente micorrizados (incluyendo el cepelldén). Se utiliz6 un disefio

experimental completamente al azar con diez repeticiones por tratamiento.

Cuadro 23. Disefio de tratamientos evaluados en el experimento de bioproteccion.

Inoculo de HMA Inoculo de F. oxysporum Tratamiento

BN-MTu 1
INIFAP® Inoculacion con Fox
Sin HMA

BN-MTu
INIFAP® Sin Inoculacion Fox
Sin HMA

O U1 AW DN

BN-MT = Barranca de las Nueces, Fox = Fusarium oxysporum.

A los 3 meses después del trasplante al sustrato infestado con F.
oxysporum, no se observaban sintomas de la enfermedad, por lo que se decidié
tomar una muestra del suelo rizosferico de las macetas y cerciorarse de la

presencia de F. oxysporum en cajas de petri con medio PDA, por medio de
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diluciones decimales. Como no se observaron las colonias tipicas, se hizo una
reinoculacién con una suspensién de esporas con una concentracion de 1x10°

esporas por mL.
A los 75 dias después del trasplante al sustrato infestado con F. oxysporum,
se reinocularon seis plantas (repeticiones) de las 10 que se tenian por cada

tratamiento. A cada planta se le agregaron 10 mL de la suspension de esporas.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el paguete STATGRAPHICS Centurion
XV. Se realiz6 un analisis no paramétrico mediante la prueba de Kruskal-Wallis,
para la escala ordinal de severidad de la enfermedad. Para el resto de las
variables se realiz6 ANOVA y prueba de Tukey con un intervalo de confianza de
95%.

6.3.5 Resultados y Discusién

6.3.5.1 Prueba de Patogenicidad y Sintomatologia de la Enfermedad Causada

por F. oxysporum en Agave tequilana

Con base a la sintomatologia observada en la parte aérea de las plantas de
Agave tequilana, se propuso una escala ordinal de severidad patogénica. Esta

escala contd con cinco niveles de enfermedad donde:

Nivel 1= Planta sana o asintomatica.

Nivel 2= Inicio de la enfermedad, hojas con enrollamiento.

Nivel 3= Avance medio, hojas con enrollamiento, puntas necrosadas, clorosis.

Nivel 4= Avance severo, hojas con mayor avance de marchitez, casi a la mitad de
la hoja.

Nivel 5= Planta muerta, hojas marchitas.
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Nivel 1. Asintomatico: Las plantas no muestran sintoma alguno de

enfermedad. Presentan sus hojas con el color caracteristico verde azul, extendido,

turgente y de buen vigor (Fig. 13 a, b, ¢).

Nivel 2. Inicio de la enfermedad: Las plantas presentan un enrollamiento de

las primeras hojas (hojas mas viejas) que comienza de los bordes hacia el centro.
Estas hojas, presentan también bordes irregulares y se observa principios de
necrosis en las puntas. Las hojas exteriores (cercanas a la base) presentan areas
secas por necrosis, no se presenta cambio en la coloracion de las hojas (Fig. 13 d,
e, f).

Nivel 3. Avance medio: Las plantas presentan un necrosamiento mas

avanzado en las puntas de las primeras hojas. Las hojas cercanas a la base se

encuentran completamente necréticas (Fig. 13 g, h, i).

Nivel 4. Avance severo: La necrosis avanza en las hojas, desde los apices y

extendiéndose hacia la base de las hojas. Se presenta un enrollamiento que hace
que las hojas adquieran una forma de “vela”, hacia la mitad de la hoja. Las hojas
de la base estan completamente marchitas. Al mover la planta, ésta no esta bien

fija al suelo, se puede sacar de la maceta con facilidad (Fig. 13, k, I).

Nivel 5. Planta Muerta: En este experimento no se observaron plantas

muertas, probablemente debido al tiempo que éste duro. Por lo que, en base a las
plantas con dafios mas severos (nivel 4), se propuso el nivel 5, donde la necrosis
avanzaria y marchitaria todas las hojas, causando finalmente la muerte de la

planta.
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Figura 13. Plantas de Agave tequilana clasificadas en la escala de severidad de marchitez por F.
oxysporum. Nivel 1 (a, b, c), nivel 2 (d, e, f), nivel 3 (g, h, i), nivel 4 (j, k, ).
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6.3.5.2 Efecto de HMA como bioprotector del Agave tequilana

Se evalué el efecto de bioproteccion de los HMA nativos contra F.
oxysporum en plantas de A. tequilana, para ser potencialmente utilizados como

agentes bioprotectores contra enfermedades de tipo fungicas.

Después de cuatro meses inoculacion con HMA, no hubo diferencias
significativas en las variables de crecimiento entre los distintos tratamientos
(Cuadro 24). En el experimento anterior donde se evaluaron diferentes indculos
nativos de HMA en A. tequilana, se encontraron diferencias en el crecimiento entre
plantas inoculadas y sin HMA a los 270 dias despues de la inoculacion. El hecho
de que a los cuatro meses no se observaran efectos de la inoculacién entre
tratamientos, podria estar indicando que no se dejo el tiempo suficiente para que
la simbiosis entre la raiz de la planta y el hongo pudiera manifestara su efecto
promotor en el crecimiento; a pesar de registrarse en promedio un 28% de

colonizacion en los tratamientos inoculados.

Cuadro 24. Efecto de los HMA sobre las variables de crecimiento al inicio del experimento y

después de cuatro meses de micorrizacion.

. Altura Altura a Didmetro de  Didmetro de Biomasa Biomasa
In6culo . o L .
de HMA Inicial los 120 pifia Inicial  pifiaalos 120 Fresca Frescaalos
(mm) dias (mm) (mm) dias (mm) Inicial (g) 120 dias (Q)
BN-MT  89.527a 152.667 a 22.8245 a 24.1033 a 13.1a 37.0533 a
INIFAP  98.149a 143.667 a 22.368 a 22.5333 a 12.205 a 32.2133 a
Sin HMA 102.88a 116.667 a 22.6425 a 24.0033 a 13.2a 23.0533 a

BN-MT = Barranca de las Nueces. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Antes de ser inoculados con Fusarium oxysporum, se tomé una muestra de
raices de los agaves para hacer un analisis de la colonizacion micorrizica. No se
encontraron diferencias entre los tratamientos micorrizados. Sin embargo, el
in6culo Barranca de las Nueces fue donde se encontré el mayor valor (Cuadro
25).
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Cuadro 25. Porcentaje de colonizacion micorrizica antes de Inoculacién con F. oxysporum.

In6culo de HMA Porcentaje de Colonizacién micorrizica
BN-MT 30.7407 a
INIFAP 26.1111 a
Sin HMA 0.0b

BN-MT = Barranca de las Nueces. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas segun la prueba de Tukey (P<0.05).

Se contd el numero de hojas al inicio de la micorrizacion, al momento de la
inoculacién con F. oxysporum y 100 dias después de la inoculacion con F.

oxysporum, y no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos.

El hecho de que no hubiera diferencia en el numero de hojas, a pesar de
que las plantas de agave estaban micorrizadas, pudo deberse a la duracién del
experimento. Al ser el agave una planta suculenta de lento crecimiento, es de
suponerse que los efectos de la micorriza tarden en observarse. Como lo pudiera
estar indicando el segundo experimento de este trabajo, donde si se observo un
efecto de los HMA sobre el crecimiento del A. tequilana después de 270 dias de

inoculacion.

A los 100 dias de inoculacién con F. oxysporum se observaron algunos
sintomas en las hojas de las plantas de agave. Sin embargo, al hacer el analisis
estadistico no paramétrico mediante la prueba de Kruskal-Wallis, no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. El nivel de severidad
en el que se encontraban las plantas de agave de acuerdo a la escala propuesta
fue el nivel 2 (inicio de la enfermedad). Es probable que la fecha en la cual se
realizé el muestreo, haya sido anticipada para poder evaluar el efecto bioprotector
de lo HMA. Tal vez para muestreos posteriores es probable que se encuentren

diferencias entre plantas inoculadas y plantas sin HMA.

Las condiciones del experimento (temperatura), tambien pudieron tener
influencia en el resultado de los analisis. Se reporta que una temperatura de 28°C

es Optima para el desarrollo de la enfermedad. Por debajo de los 20°C los
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sintomas se ven reducidos (Flores 2010). Durante el experimento, se registaron
las siguientes temperaturas (Cuadro 26) y se observo que, durante los meses que
duré el experimento la temperatura promedio estuvo por debajo de la temperatura

optima para el desarrollo de la enfermedad, pero por arriba de los 20°C.

Cuadro 26. Temperaturas promedio registradas en el invernadero durante el experimento.

Mes Temp. Min. Promedio Temp. Max. Promedio Promedio
(°C) (°C) mensual (°C)
Octubre 7.04 41.64 24.34
Noviembre 8.87 45.27 27.08
Diciembre 7.71 451 26.40
Enero 5.58 47.26 26.42
Febrero 6.67 49.51 28.09

Es posible también que la concentracion del inéculo de F. oxysporum no
haya sido adecuada para observar el efecto bioprotector de los HMA. Se utiliz4, en
un inicio, 1.5x10* UFC g-!' y como no se observaban sintomas, se realiz6 un
conteo en placa de UFC y no se encontraron las colonias tipicas de F. oxysporum.
Por lo cual, se reinocularon con una suspensién de 1x10° esporas mL™, quedando
un total de 15,500 esporas g*. Al-Askar en 2010, realiz6 un experimento
evaluando diferentes cepas de HMA para controlar la marchitez por Fusarium en
frijol. Reportaron que en plantas micorrizadas, el porcentaje de la severidad de la
enfermedad y la incidencia en plantas infectadas se redujo significativamente. En
su trabajo, la concentracién de esporas de Fusarium que usaron fue de 2 000
esporas g . En nuestro caso, la concentracién fue siete veces mayor, por lo que
es probable que la carga fuera demasiada y no permitié que la micorriza mostrara
algun efecto de bioproteccion. Aunque también se debe considerar el efecto del
factor especie.

Jaiti et al. (2007), evaluaron la efectividad de los HMA contra la marchitez
causada por F. oxysporum Yy la induccion de algunas reacciones bioquimicas
relacionadas con la defensa de las plantas en palma datilera. Reportaron que los
HMA indujeron cambios en la actividad de enzimas relacionadas con la defensa de

la planta cuando estas eran infectadas por el fitopatégeno. En su trabajo, utilizaron
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5 mL de suspensién de esporas de F. oxysporum a 2x10° esporas mL™. Kapoor,
en 2008, realiz6 un experimento de bioproteccion por HMA en tomate utilizando 10
mL de una suspension de esporas de F. oxysporum f. sp. lycopersici, a una
concentracion de 2.8 x 10° esporas mL™'. Reportan ademas que hubo una
reduccion de la enfermedad del 75% en plantas inoculadas, respecto a plantas sin
inoculacion. Estos trabajos muestran que los HMA, si manifiestan un efecto de
bioproteccién contra patégenos como Fusarium oxysporum; por lo que el hecho de
gue en este trabajo no se hayan encontrado diferencia entre plantas micorrizada y

sin HMA, no indica que no se pueda manifestar este efecto al largo plazo.
6.3.6 Conclusiones

No se encontraron diferencias significativas en el crecimiento con cuatro

meses de micorrizacion entre agaves micorrizados y no micorrizados.

Después de 100 dias de inoculacién con F. oxysporum, se comenzaron a
observar sintomas en los niveles menos severos de la enfermedad en todos los
tratamientos. El analisis estadistico no mostré efecto significativo entre los
distintos tratamientos indicando con esto que, hasta la fecha de muestreo (100
dias después de infectadas con F. oxysporum), no se presenté en las plantas

micorrizadas un efecto de biocontrol contra Fusarium oxysporum.
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VIIl. DISCUSION GENERAL

Los resultados de este trabajo mostraron en primer lugar, un efecto
benéfico de indéculos de HMA nativos de plantaciones de agave sobre el
crecimiento de varias cultivos entre ellos distintas especies de agaves. Como
resultado del primer experimento (que tenia como objetivo principal encontrar las
mejores condiciones para la propagacion de esporas), se encontrd6 que el mejor
sustrato para la propagacion de esporas de HMA obtenidas de la DOT-Michoacan
fue la arena, tanto para agave como para papaya. Esto debido a las condiciones
de baja disponibilidad de nutrientes y la buena retencién de agua que ofrece este
sustrato, condiciones de gran importancia para la esporulacion de HMA (Ferrera
1993, ljdo et al. 2011). Los tratamientos con plantas de agave resultaron tener
mayor produccion de esporas que las plantas de papaya, posiblemente debido a
que existe cierta afinidad por parte de los HMA hacia las raices con las que se
asocian (Hetrick y Bloom 1986). Al tratar de propagar inéculos nativos de
plantaciones de agave, es de pensarse que los HMA presentes estan, de cierta
forma, adaptados a esta simbiosis y por lo tanto responden mejor con esta planta.
Los sustratos con materia organica tuvieron una mayor influencia en el crecimiento
de las plantas, tanto de agave como de papaya. Al tener una elevada cantidad de
nutrientes disponibles, el efecto de los HMA en el crecimiento de las plantas se vio
enmascarado (Ferrera 1993), pero se observo diferencia en el crecimiento en los
tratamientos donde solo se utilizd arena, con respecto a los inéculados con HMA.
Corroborando una vez mas que en condiciones de baja disponibilidad de
nutrientes, la simbiosis con HMA beneficia el crecimiento de las plantas (Ferrera
1993, Smith y Read 1997, Pimienta et al. 2009)

En el segundo trabajo, donde se evalu6 el efecto de diferentes consorcios
de HMA nativos DOM-Michoacan en el crecimiento de las plantas de agave, se
encontré que el consorcio nativo de Barranca de las Nueces obtenido de la regién
de Tzitzio, Michoacan, fue donde se registraron los valores mas altos en las

diferentes variables de crecimiento. Llegando a ser incluso tres veces mayor que
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el tratamiento sin HMA, en algunas variables. Esto difiere con lo que encontrd
Pimienta et al. (2009), ya que en su trabajo no se encontraron diferencias
significativas en las variables de crecimiento en plantas de Agave tequilana. Esta
diferencia puede deberse tanto al tiempo de duracion del experimento, como a los
indculos utilizados, ya que, en lugar de utilizar solo una cepa (como en el trabajo
de Pimienta 2009), aqui se evalud el efecto conjunto de diferentes HMA nativos
que, ademas, provenian de plantaciones de la misma planta en la cual fueron
probados. En trabajos previos, realizados en plantas de Agave americana,
reportan que no se encontraron diferencias en el efecto del tipo de in6culo
(comercial o nativo), en el incremento de biomasa de las plantas de agave
(Martinez et al. 2009). Esto difiere con lo encontrado en este trabajo, donde al
menos una cepa nativa resulto ser mejor que la cepa comercial. Esto puede
deberse a que los inéculos utilizados en este trabajo fueron consorcios nativos y
no solo una especie de HMA y la interaccion entre una o mas especies presentes,
puede ser la que confiere un mejor resultado en estos tratamientos, comparados

con el in6culo comercial.

Tanto para las plantas de Agave tequilana como para A. cupreata el indculo
qgue tuvo el mejor efecto sobre las variables de crecimiento fue Barranca de las
Nueces. Para Agave ineaquidens el inéculo Cerro del Metate fue el que tuvo un
mejor efecto en crecimiento, pero resultd estadisticamente similar al in6culo
Barranca de las Nueces. Esto se pudo deber a que, al estar colonizadas por HMA,
las raices tienen una mayor superficie de exploracion para absorcién de nutrientes
(Smith y Read 1997, Kyde y Gould 2000) y de agua (Cui y Nobel 1992). Para
todas las especies el tratamiento sin HMA resulto ser el que tuvo los valores mas

bajos en las variables de crecimiento.

Finalmente, con el indculo que mejores resultados dio en el crecimiento de
los agaves, (Barranca de las Nueces) se decidié utilizarse como indculo para
evaluar el efecto de los HMA en la bioprotecciéon contra Fusarium oxysporum en

plantas de Agave tequilana. Para esto, primeramente se establecié un
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experimento para generar una escala ordinal de los sintomas de la enfermedad,
ya que los reportes que hay de los sintomas son en campo y para plantas grandes
(Avila 2010). Se gener6 una escala con cinco niveles de severidad que fueron
desde planta sana hasta planta muerta. Entre los sintomas se observo
enrrollamniento de las hojas, marchitez desde la punta de la hoja hacia la base,
perdida del sistema radicular, entre otras.

Del experiento de bioproteccion, después de 100 dias de inoculacién con F.
oxysporum y con HMA, comenzaron a observarse sintomas en los niveles mas
leves de la enfermedad pero no hubo diferencias de los tratamientos micorrizados
respecto con los tratamientos control. No hay reportes de trabajos utilizando
alguna especie de agave en simbiosis con micorrizas para contrarrestar los
efectos de la marchitez. Sin embargo, en 2007, Jaiti et al. encontraron un efecto
positivo y un aumento de enzimas relacionadas con la resistencia de las plantas
en plantas micorrizadas de palma datilera, y observé una disminucion en la
mortalidad de las plantas. En este trabajo las plantas estuvieron en micorrizacion
por cuatro meses y después se infectaron con el patégeno y se dej6 el
experimento otros cuatro meses. Es probable que a mayor tiempo de la
enfermedad puedan observarse diferencia entre los tratamiento y se pueda
determinar un posible efecto de bioproteccion de los HMA contra Fusarium

oxysporum.
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VIIIl PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Este trabajo resultd muy alentador, ya que se encontrdé que los consorcios
nativos de HMA tienen muy buen efecto en el crecimiento de las plantas de agave.
Se recomendaria utilizar como biofertilizante el consorcio nativo de Barranca de
las Nueces, incluso, después de haber pasado por un proceso de propagacion en
maceta trampa. Se recomendaria utilizar como base para la propagacion de

in6culos micorrizicos, el sustrato de arena.

En cuanto al efecto de bioproteccion que pueden tener los HMA contra F.
oxysporum en plantas de Agave tequilana, los resultados aun no son significativos,
pero se espera que después de un tiempo, los sintomas sean mas visibles y se

observe el efecto de bioproteccion.

A partir de estos resultados surgen nuevas preguntas:

¢Es mas efectivo para el crecimiento de las plantas de agave la utilizacion de

HMA que el uso de fertilizantes quimicos, y de ser asi que tan viable es?

¢, Qué especie de HMA es la que confiere ese efecto benéfico a las plantas de

agave? ¢ Es una sola o la interaccion de ellas?

De encontrarse un efecto de bioproteccién por parte de los HMA, ¢ qué mecanismo

es el que esta actuando?

Y muchas otras que pueden resolverse en investigaciones posteriores. A lo
gue se recomienda utilizar HMA nativos para ser probados en la misma especie
vegetal, o, si seran propagados en maceta trampa, usar diferentes cultivos en la

misma maceta, para perder la menor diversidad posible.

Montoya Martinez 2014 110



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

IX BIBLIOGRAFIA COMPLEMENTARIA

Abd El-Wahab, M., El-Helw, H. y H. Tolba. 2011. Physiological Studies on the
Effect of Inoculation with Arbuscular Mycorrhizae (AM) Fungi on
Superior Grape Rootings under Salt Stress Conditions. Nature and
Science 9: 85-100.

Aguirre, X. 2005. Mezcales y Diversidad. CONABIO.

Agrios, G. 1978. Plant pathology. Academic Press Inc. Londres.

Alarcon, A., Davies Jr, F., Egilla, J., Fox, T., Estrada Luna, A. y R. Ferrera Cerrato.
2002. Short term effects of Glomus claroideum and Azospirillum
brasilense on growth and root acid phosphatase activity of Carica
papaya L. under phosphorus. Revista Latinoamericana de Microbiologia
44 31-37.

Al-Askar, A.y Y.Rashad. 2010. Arbuscular mycorrhizal fungi: A biocontrol
agent against common bean Fusarium root rot disease. Plant Pathology
Journal 9: 31-38.

Alvarez Santiz, C. 2013. Respuesta de Carica papaya L. a la fertilizacion
nitrogenada y su interaccion con hongos micorrizicos arbusculares en
vivero. Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Morelia, Mich.

Avila Miranda, M., Lépez Zazueta, J., Arias Castro, C., Rodriguez Mendiola, M.,
Guzman de Pefa, D., Vera Nufez, J., y Pefia Cabriales, J. J.otros. 2010.
Vascular wilt caused by Fussarium oxysporum in agave (Agave
tequilana Webber var. azul). Journal of the Professional Association of
Catus Developtment 12: 166-180.

Azcén Aguilar, C. y B.Bago. 1994. Physiological characteristics of the host
plant promoting and undisturbed functioning of the mycorrizal
symbiosis. En S. Gianinazzi, y H. Shiuepp, Impact of arbuscular
mycorrhizas on sustainable agriculture and natural ecosystems.

Birkhauser. Basel. pp. 47-60

Montoya Martinez 2014 111



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

Azcon Aguilar, C. y J. Barea. 1996. Arbuscular mycorrhizas and biological
control of soil borne plant patogenes: an overview of the mechanisms
involved. Mycorrhiza 6: 457-464.

Bécard, G. y J. Fortin. 1988. Early events of vesicular—arbuscula rmycorrhiza
formation on Ri T-DNA transformed roots. New Phytol 108: 211-218.

Bethlenfalvay, G., Pacovsky, R., Bayne, H. y Stafford, A. 1982. Interactions
between Nitrogen Fixation, Mycorrhiza |Colonization, and Host-Plant
Growth in the Phaseolus-Rhizobium-Glomus Symbiosis. Plant Physiol.
70: 446-450.

Brayford, D. 1992. IMI Descriptions of fungi and bacteria No. 1117: Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici. Mycopathologia 118: 51-53.

Castillo Gonzales, A., Avitia Garcia, E. y T. Corona Torres. 2006. Inoculacion en
duraznero con productos micorrizicos comerciales. Terra
Latinoamericana 24: 293-297.

Casieri, L., Lahmidi, N., Doidy, J., Veneault Fourrey, C., Migeon, A., Bonneau, L., y
otros. 2013. Biotrophic transportome in mutualistic plant—fungal
interactions. Mycorrhiza 23: 597-625.

Consejo Regulador del Tequila, CRT. 2010. Actualizacion de la base de datos y
diagnostico fitosanitario: Agave tequilana Weber var. azul. Comité
Tecnico Agrondmico. Sub-comité de Fitosanidad.

Consejo Regulador del Tequila (CRT). 2011. Estadisticas del CRT. Recuperado
el Febrero de 2014, de http://www.crt.org.mx/EstadisticasCRTweb/

Cui, M. y P. Nobel. 1992. Nutrient status, water uptake and gas exchange for
three desert succulents infected with mycorrhizal fungi. New Phytol
122: 643-649.

Daft, M. y A. El Giahmi. 1974. Efect of Endogone Mycorrhiza on plant growth:
Influence of infection on the growth and plant nodulation in french
bean (Phaseolus vulgaris). New Phytol: 1139-1147.

Dandan, Z., y Z. Zhiwei. 2007. Biodiversity of arbuscular mycorrhizal fungi in
the hot-dry valley of the Jinsha River, southwest China. Appl. Soil Ecol.
37:118 -128.

Montoya Martinez 2014 112



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

De la Noval Pons, B. 2007. Estudio de la participacion de las micorrizas
arbusculares y la sistemina en la induccion de respuestas de defensa
contra patégenos en tomate. Estudio molecular. Instituto Nacional de
Ciencias Agricolas. La Habana, Cuba.

Diario Oficial de la Federacion. 2012. NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-070-
SCFI-1994: Modificacion a la Declaracion General de Proteccion de la
Denominacién de Origen Mezcal. Recuperado el Febrero de 2014, de
http://www.dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5278677&fecha=22/11/201
2

Diatta, I., Kane, A., Agbangba, C., Sagna, M., Diouf, D., Aberlenc-Bertoss, F.,
Duval, Y., Borgel, A. y D. Sane. 2014. Inoculation with arbuscular
mycorrhizal fungi improves seedlings growth of two sahelian date
palm cultivars (Phoenix dactylifera L., cv. Nakhla hamra and cv. Tijib)
under salinity stresses. Advances in Bioscience and Biotechnology 5: 64-
72.

Diaz, F., Salinas, J., Garza, |I. y Mayek, N. 2008. Impacto de labranza e
inoculacion micorrizica arbuscular sobre la pudricién carbonosa y
rendimiento de maiz en condiciones semiaridas. Rev. Fitotec. Mex. 31:
257-263.

Ferrera Cerrato, R. 1993. Manual de agromicrobiologia. Trillas. Mexico.

Flores LOpez, H., Ireta Moreno, J., y Ruiz Corral, J. 2010. Tecnologia para la
prevencion y/o control de la marchitez del agave tequilero en Jalisco.
Folleto Tecnico No.2. Tepetitlan de Morelos, Jalisco: Campo Experimental
Centro Altos Jalisco.

Fuckikovsky, L. 2000. La tristeza y muerte del Agave tequilana Weber var. Azul
(TMA) y los microorganismos e insectos importantes relacionados.
Memorias del XXVII Congreso Nacional de Fitopatologia, (pag. 90). Puerto
Vallarta.

Garcés de Granada, E., Orozco de Amézquita, M., Bautista, G., y Valencia, H.
2001. Fusarium oxysporum, el hongo que nos falta conocer. Acta

Biologica Colombiana 6: 7-25.

Montoya Martinez 2014 113



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

Garcia Mendoza, A. 2004. Agavaceas. En A. Garcia Mendoza, J. Ordofiez, y M.
Briones Salas, Biodiversidad de Oaxaca. Mexico, D.F. pp. 159-169

Garcia Mendoza, A. 2007. Los agaves de México. Ciencias 87: 14-23.

Gentry, H. 1982. Agaves of continental North America. University of Arizona
Press.

Gonzélez, |., Arias, Y. y Peteira, B. 2012. Aspectos generales de la interaccién
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.-tomate. Proteccion Vegetal 27:
1-7.

Good Avila, S., Souza, V., Gaut, B. y Eguiarte, L. 2006. Timing and rate of
speciation in Agave (Agavaceae). Proceedings of the National Academy
of Sciences 24: 9124-9129.

Granados Sanchez, D. 1993. Los agaves en Mexico. Universidad Autonoma de
Chapingo. México.

Harris Valle, C., Esqueda, M., Orozco Avitia, A., Castellanos, A., Gardea, A. y
Valenzuela Soto, E. 2012. Metabolismo energetico de Cucurbita pepo
Micorrizada con Hongo del Desierto Sonorense y crecida con
salinidad o déficit de humedad. Fitotecnia Mexicana 35: 51-59.

Hart, M. y Reader, R. 2002. Taxonomic basis for variation in the colonization
strategy of arbuscular mycorrhizal fungi. New Phytol 153: 335-344.

Hetrick, B. y J. Bloom. 1986. The influence of host plant on production and
colonization ability of vesicular-arbuscular mycorrhizal spores.
Mycologia 78: 32-36.

Hijri, B., Sykorova, Z., Oehl, F., Ineichen, K., Mader, P., Wiemkwn, A., y otros.
2006. Communities of arbuscular mycorrhizal fungi in arable soils are
not necessarily low in diversity. Mol. Ecol. 15: 2277-2289.

Ibijbijen, J., Urquiaga, S., Ismali, M., Alves, B. y Boddey, R. 1996. Effect of
arbuscular mycorrhizal fungi on growth, mineral nutrition and
nitrogen fixation of three varieties of common beans (Phaseolus
vulgaris). New Phytologist: 353-360.

lido, M., Cranenbrouck, S. y Declerck, S. 2011. Methods for large-scale
production of AM fungi: past, present and future. Mycorrhiza 21: 1-16.

Montoya Martinez 2014 114



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

Jaiti, F., Meddich, A. y El Hadrami, |. 2007. Effectiviness of arbuscular
mycorrhizal fungi in the protection of date palm (Phoenix dactylifera
L.) against bayoud disease. Physiological and Molecular Plant Pathology
71:166-173.

Jung, S., Martinez Medina, A., Lopez Réez, J. y Pozo, M. 2012. Mycorrhiza
induced resistance and priming of plant defenses. Journal of Chemical
Ecology Vol. 38: 651-664.

Kapoor, R. 2008. Induced resistance in mycorrhizal tomato is correlated to
concentration of jasmonic acid. Journal of Biological Sciences 8: 49-56.

Kyde, M. y A. Gould. 2000. Mycorrhizal endosymbiosis. En C. Bacon, & J.
White, Microbial endophytes liver. Marcel Dekker Blackwell. Londres. pp.
161-198

Mamatha, G., Bagyaraj, D. y Jaganath, S. 2002. Inoculation of field-established
mulberry and papaya with arbuscular mycorrhizal fungi and a
mycorrhiza helper bacterium. Mycorrhiza 12: 313-316.

Martinez Lopez, J., Vazquez Alvarado, R., Gutierréz Ornelas, E., Pefia del Rio, M.,
Lépez Cervantes, R., Olivares Saénz, E. y otros. 2009. Mycorrhiza effect
on nutritional quality and biomass production of Agave (Agave
americana L.) and cactus pear (Opuntia lindheimeri Engelm). Journal of
the professional association for cactus development 11: 69-77.

Montafio Arias, N., Quiroz Gracia, V., y Cruz Flores, G. 2001. Colonizacion
Micorrizica Arbusculary Fertilizacion Mineral de Genotipos de Maiz y
Trigo Cultivados en un Andisol. Terra Latinoamericana 19: 337-344.

Montoya Martinez, A., Reyes Tena, a., Lépez Pérez, L., Rincon Enriquez, G.,
Quifiones Aguilar, E. y J. Qui Zapata. 2012. Crecimiento de plantas de
frijol por efecto de hongos micorrizicos arbusculares aislados de
Agave cupreata de Michoacan. Memoria del XXXVII Congreso Nacional
de la Ciencia del Suelo. Zacatecas.

Mortimer, P., Pérez Fernandez, M. y Valentine, A. 2012. Arbuscular mycorrhiza
mantains nodule function during external NH4 supply in Phaseolus
vulgaris (L.). Mycorrhiza: 237-245.

Montoya Martinez 2014 115



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

Mugnier, J. y B. Mosse. 1987. Vesicular—arbuscular mycorrhizal infection in
transformed root-inducing T-DNA roots grown axenically.
Phytopathology 77: 1045-1050.

Munkvold, L., Kjoller, R., Vestberg, M., Rosendahl, S. y Jakobsen , I. 2004. High
functional diversity within species of arbuscular mycorrhizal fungi.
New Phytol 164: 357-364.

Ochoa Meza, A., Esqueda, M., Fenandez Valle, R. y Herrera Peraza, R. 2009.
Variacion estacional de hongos micorrizicos arbusculares asociados
con Agave angustifolia Haw. en la Sierra Sonorense, México. Revista
Fitotecnia Mexicana 32: 189-199.

Pimienta Barrios, E., Zafiudo Hernandez, J. y Lopez Alcocer, E. 2009. Efecto de
las micorrizas arbusculares en el crecimiento, fotosintesis y anatomia
foliar de plantas jovenes de Agave tequilana. Acta Botanica Mexicana
89: 63-78.

Pozo, M. y C. Azcon Aguilar. 2007. Unravealing mycorrhiza-induced resistance.
Current Opinion in Plant Biology 10: 393-398.

Quifiones Aguilar, E., Herndndez Acosta, E., Rincon Enriquez, G. y Ferrera
Cerrato, R. 2012. Interaccion de hongos micorrizicos arbusculares y
fertilizacion fosfatada en papaya. Terra Latinoamericana 30: 165-176.

Quifiones Aguilar, E., Trinidd Cruz, J., Rincén Enriquez, G., Rodriguez
Dominguez, J., Adame Castafieda, A., y LOpez Pérez, L.. 2012.
Efectividad de hongos micorrizicos arbusculares de rizosfera de
Agave cupreata en papaya. En M. Blanco , A. Bravo L., J. Hernandez M.,
A. Lara H., R. Magallanes Q., S. Méndez G., y otros, Topicos
edafoldégicos de actualidad. Memoria del XXVII Congreso Nacional de la
Ciencia del Suelo, Zacatecas, México. pp. 231-236.

Reyes Aleman, J., Ferrera Cerrato, R., Cortés Flores, J. y Alarcon, A. 2002.
Simbiosis micorrizica y vermicomposta en el desarrollo de
portainjertos de aguacate crecidos en sustratos agricola y forestal.
Memoria Fundacién Salvador Sanchez Colin CICTAMEX S.C. Coatepec
Harinas, México. pp. 64-79.

Montoya Martinez 2014 116



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

Reyes Tena, A. 2012. Variacion estacional de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) asociados al agave mezcalero (Agave cupreata
Trel y Berger) en Michoacan. Tesis de Licenciatura. Fac. de Biologia.
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Morelia, Michoacan.

Rincon Enriquez, G., Reyes Tena, A., Lopez Pérez, L., Quifiones Aguilar, E., Qui
Zapata, J. y Rodriguez Dominguez, J. 2012. Diversos consorcios
micorrizicos de la rizosfera de Agave cupreata como biofertilizante en
el crecimiento de maiz. Memoria del XXXVII Congreso Nacional de la
Ciencia del Suelo. Zacatecas.

Riveros Angarita, A. 2010. Aplicacion practica de inductores bioticos para el
manejo de enfermedades en especies agroforestales tropicales. En A.
Riveros Angarita, Induccién de resistencia en plantas: Interaccion
planta-patdgeno. Agroamérica. San Jose, Costa Rica. pp. 145-161

Rodriguez Romero, A., Azcon, R., y Jaizme Vega, M. 2011. Early mycorrhization
of two tropical crops, papaya (Carica papaya L.) and pineapple
[Ananas comosus (L.) Merr.], reduces the necessity of P fertilization
during the nursery stage. Fruits 66: 3-10.

Rubio, C. R. 2007. Enfermedades del cultivo agave. En Conocimiento y
practicas agronomicas para la produccion de Agave tequilana Weber
en la zona de denominacionde origen del tequila. pp.169-195.

Russell, E. y A. Wild. 1992. Interacciones entre las raices de las plantas y los
microorganismos del suelo. En E. Russell y A. Wild, Condiciones del
suelo y desarrollo de las plantas segun Russell. Mundi-Prensa Libros.
Madrid, Espafia. pp. 555-594.

Safir, G. 1990. Micorrizas arbusculo-vesicular y la productividad agricola. En
P. Carlson, Biologia de la productividad de cultivos. AGT Editor. D. F.
México. pp. 201-222.

SAGARPA. 2011. Cultivos Agroindustriales: Mezcal-Maguey. Recuperado el
Febrero de 2014, de:
http://www.sagarpa.gob.mx/agricultura/Documents/Cultivos%20Agroindustri
ales/Impactos%20Maguey%20Mezcal.pdf

Montoya Martinez 2014 117



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

Schubler, A., y C. Walker. 2010. The Glomeromycota: A species list with new
families and new genera. Gloucester, Inglaterra.

Simon, L. 1996. Phylogeny of Glomales: Deciphering the past to understand
the present. New Phytologist : 95-101.

Smith, S. y D.Read. 1997. Mycorrhizal symbiosis. Academic Press. San Diego.

Smith, S. y D. Read. 2008. Mycorrhizal Symbiosis. Academic Press.San Diego.

Sutherland, J. 1990. Fusarium Rot Root. En P. Hamm, S. Campbell, & E.
Hansen. En Growing Healthy Seedlings: Identification and
Management of Pest in Northwest Forest Nurseries. Oregon, EUA.

Sylvia, D. 1998. Activity of external hyphae of vesicular-arbuscular
mycorrhizal fungi. Soil Biology and Biochemistry 20: 39-43.

Trinidad Cruz, J., Rincon Enriquez, G., Qui Zapata, J., Rodriguez Dominguez, J.,
Quifiones Aguilar , E., Lopez Pérez, L., y L. V Hernandez Cuevas. 2012.
Propagacién de hongos micorrizicos a. rbusculares aislados de Agave
cupreata de Michacan. En M. Blanco, A. Bravo, M. Hernandez, A. Lara, R.
Magallanes, S. Mendez, y otros, Topicos Edafologicos de Actualidad.
Memoria del XXVII Congreso Nacional de la Ciencia del Suelo. Zacatecas,
Mexico. pp. 249-255.

Vega Ramos, K., Uvalle Bueno, J. y Gdmez Leyva, J. 2013. Molecular Variability
among lIsolates of Fusarium oxysporum Associated with Root Rot
Disease of Agave tequilana. Biochem Genet 51: 243-255.

Whipps, J. 2001. Microbial interactions and biocontrol in the rhizosfere.
Journal of Experimental Botany 52: 487-511.

Wu, Q., Li, G. y Y. Zou. 2011. Roles of arbuscular mycorrizal fungi on growth
and nutrient acquisition of peach (Prunus persica L. Batsch)
seedlings. The Journal of Animal & Plant Sciences 21: 746-750.

Yoneyama , K., Xie, X., Sekimoto, H., Takeuchi, Y., Ogasawara, S., Akiyama, K., y
otros. 2008. Strigolactones, host recognition signals for root parasitic
plants and arbuscular mycorrizal fungi, from Fabaceae plants. New
Phatologist 179: 484-494.

Montoya Martinez 2014 118



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

X ANEXOS

Anexo 1. Analisis de suelos de plantaciones de agave tequilero.

SEANA

ICIOS ANALITICOS AGROINDUSTRIALES |

LABORATORIO DE ANALISIS AGRICOLA

REPORTE DE ANALISIS DE SUELO

NUMERO DE MUESTRA OT - 166 M - 02
PROPIETARIO Proyecto ATENCION
LOCALIZACION UMSNH-CIATEJ
MPIO. ESTADO Dr. Luis Lopez P.
CLAVE DEL PREDIO CES8 -- MJ FECHA DE MUESTREO
CULTIVO Febrero de 2013
ANALISIS FisICO
% ARCILLA % LIMO % ARENA | CLASIFICACION INTRPRETACION
52.52 20.72 26.76 Arcilloso Suelo pesado
C. CAMPO PMP H. APROV. L. RIEGO cm POROSIDAD %
31.73 18.34 13.39 10.6 53.5
COLOR EN SECO COLOR EN HUMEDO D. REAL g/cm’ D. APAR. g/cm’
Gris oscuro Negro 2.35 1.06
ANALISIS QUIMICO
pH(agua) pH (sol). CE MAT. ORG. N. ORG. N. AMON.
ds/m % Kg/Ha ppm
7.66 7.11 0.191 2.85 30 15
Neutro Neutro No salino Alto Medio Bajo
FOSFORO | POTASIO CALCIO MAGNESIO | CARBONATOS | N. MINERAL
ppm ppm ppm ppm % ppm
75 85 850 360 8.25 5
kg/Ha kg/Ha kg/Ha kg/Ha Ppm kg/Ha
170 190 1500 810 82500 12
Alto Alto Medio Medio Alto Bajo
Cloruros ppm | Hierro ppm | Azufre ppm Cobre ppm Manganeso ppm | Aluminio ppm
5 15 20 0 10 20

Tarimbaro, Mich. a 25 de Febrero de 2013.

ATENTAMENTE

MC ADRIANA FERNANDEZ PEREZ

RESPONSABLE DEL LABORATORIO

NUEVO LEON NUMERO 32 FRACC. TERRANOVA TARIMBARO MICH. TEL 4433412097.
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SEANA

ICIOS ANALITICO

§ AGROIND

STRIALES |

LABORATORIO DE ANALISIS AGRICOLA

REPORTE DE ANALISIS DE SUELO

NUMERO DE MUESTRA OT - 166 M - 04
PROPIETARIO Proyecto ATENCION
LOCALIZACION UMSNH-CIATEJ
MPIO. ESTADO Dr. Luis Lopez P.
CLAVE DEL PREDIO LNP -- MVC FECHA DE MUESTREO
CULTIVO Febrero de 2013
ANALISIS FisICO
% ARCILLA % LIMO % ARENA | CLASIFICACION INTERPRETACION
49.24 21.28 29.48 Arcilloso Suelo pesado
C. CAMPO PMP H. APROV. L. RIEGO cm POROSIDAD %
30.31 17.45 12.86 10.2 53.4
COLOR EN SECO COLOR EN HUMEDO D. REAL g/cm’ D. APAR. g/cm’
Café oscuro Café muy oscuro 2.22 1.03
ANALISIS QUIMICO
pH(agua) pH (sol). CE MAT. ORG. N. ORG. N. AMON.
ds/m % Kg/Ha ppm
4.72 4.09 0.424 2.60 175 15
Muy. acido | Muy acido | No salino Muy Bajo Bajo Bajo
FOSFORO | POTASIO CALCIO MAGNESIO | CARBONATOS | N. MINERAL
ppm ppm ppm ppm % ppm
25 50 500 350 5.3 5
kg/Ha kg/Ha kg/Ha kg/Ha ppm kg/Ha
60 110 1150 775 53000 12
Medio Medio Medio Medio Medio Muy Bajo
Cloruros ppm | Hierro ppm | Azufre ppm Cobre ppm Manganeso ppm | Aluminio ppm
30 5 10 0 25 35

Tarimbaro, Mich. a 25 de Febrero de 2013.

ATENTAMENTE

MC ADRIANA FERNANDEZ PEREZ

RESPONSABLE DEL LABORATORIO

NUEVO LEON NUMERO 32 FRACC. TERRANOVA TARIMBARO MICH. TEL 4433412097.
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SEANA

ICIOS ANALITICO

§ AGROIND

STRIALES |

LABORATORIO DE ANALISIS AGRICOLA

REPORTE DE ANALISIS DE SUELO

NUMERO DE MUESTRA

OT - 166

M - 05

PROPIETARIO

Proyecto

ATENCION

LOCALIZACION

UMSNH-CIATEJ

MPIO. ESTADO

Dr. Luis Lopez P.

CLAVE DEL PREDIO LPE -- MVM FECHA DE MUESTREO
CULTIVO Febrero de 2013
ANALISIS FisICO
% ARCILLA % LIMO % ARENA | CLASIFICACION INTERPRETACION
58.88 15.64 25.48 Arcilloso Suelo pesado
C. CAMPO PMP H. APROV. L. RIEGO cm POROSIDAD %
33.93 19.72 14.21 11.3 57.1
COLOR EN SECO COLOR EN HUMEDO D. REAL g/cm’ D. APAR. g/cm’
Café grisaceo oscuro Café oscuro 2.5 1.1
ANALISIS QUIMICO
pH(agua) pH (sol). CE MAT. ORG. N. ORG. N. AMON.
ds/m % Kg/Ha ppm
6.67 6.08 0.290 2.45 15 10
Lig. acido Lig. acido | No salino Muy Bajo Bajo Bajo
FOSFORO | POTASIO CALCIO MAGNESIO | CARBONATOS | N. MINERAL
ppm ppm ppm ppm % ppm
65 75 800 525 6.75 5
kg/Ha kg/Ha kg/Ha kg/Ha ppm kg/Ha
150 175 1800 1200 67500 12
Medio Medio Medio Medio Medio Muy Bajo
Cloruros ppm | Hierro ppm | Azufre ppm Cobre ppm Manganeso ppm | Aluminio ppm
7.5 7.5 25 0 20 20

Tarimbaro, Mich. a 25 de Febrero de 2013.

ATENTAMENTE

MC ADRIANA FERNANDEZ PEREZ

RESPONSABLE DEL LABORATORIO

NUEVO LEON NUMERO 32 FRACC. TERRANOVA TARIMBARO MICH. TEL 44334120
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Anexo 2. Trabajos de investigacion publicados en eventos cientificos
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Hongos Micomizicos Arbusculares Mativos de Agave tequilana en el

Crecimiento de Papaya
Amelia Crisfna Montoya-Marlinez®; Gabrel Rincdn=Enriguez®; Evangefina Esmeralkda

Cufiones-Aguilar’; Luis
® Instiluio de Invesligaciones Agropecuanas y Foresisles, Universided Michoscana de San
Micolas de Hidalga. Tarimbaro, Michoacln, México.
¥ Unidad de Bioleonoiogia Vegedal def Ceniro de investigeaion y Assiencia en Tecnologia y
Disefo del Estade de Jalisoo, AC. {CIATES), Guadalajara, Jalisco, México.

ke i y ahoo Lom ma

Palabras clave: Canca papaye, Denominaciin de Origen del Teguila (DOT), micarnzas,
biaferdlizares.

La papaya es un cultivo de gran importancia para Meéxico y su asociacion can
los hongos micomizicos arbusculares [HMA) es una afemativa viable para minimizar
cosios y orientar fa produccidon bajo esguemas bio-scoldgicos y sustentables. El
brindar un sustrato adecuado para el desarmofle de esta simbicsis a nivel de plantula
en vivera, puede mejorar o efecto benéfico. En oste estudio so evalhnd el efecto en el
crecimiente de papaya de cwatro diferentes sustratos {amena, arenz-agrofita ©0:20,
arenasombricomposta 8020, arena-agrolitadombricomposta B0:30:2) en
combinaciGn ocon propagulos micorrizicos provenientes de plantaciones de A
tequilana en los municipios de ka DOT Michoacan: Jiguilpan, Villamar y Venustiano
Carranra: denominados: Cebadas & (CES-MJ), La Presa Escolar (LPE-MVM] y La Musva
Paima (LNP-BWC) y wun control negativae sin HMA. Se evaluaron 16 tratamientos
resultantes da las combinaciones de niveles do medic de crecimiento (4) y los niveles
de indculos (4) bajo un disefic experimental completamente al azar en condiciones de
inrvermadero. Se utilizaron 30 g del medio de crecimiento y 100 g de los diferentes
indculos, los cuales se mezclaron y utilizaron para llenar macetas die unicel de 1 L
donde posteriorments se trasplantaron plantas de papaya de 15 dias de germinadas.
Las macetas se regaron a capacidad de campo cada vez que se reguirid durante 940
dias. &l final del experimento;, se encontraron diferencias significativas en biomasa
spca, aliura, digmetro del t@lilo, numere de hojas, porcentasje de colonizacion
micorrizica y produccitn de esporas entre tratamientos. El tratamiento LNP-MWVC con
arenadombricomposta, presentd bos walones mas altos en biomasa (2 g), altura {146
cmj, didmetre del talle (7.4 mm), numero de hojas (17) y con unma esporulacian
promedic de 188 esporas en 100 g de suelo seco. El tratamients con b2 mayor
produccion de esporas fue LWNP-MVC con arena-agrolita-ombricomposta con 279
esporas. Respecto af porcentaje de colonizacidn, ol tratamiento CEB-MJ con arema-
agrolifa-lombricomposta presontd el mayor valor con un 7RG, El tratamiento LEP-MYC
con arena-lombricomposta mostro tener efecios significativamente mayores sobre e
crecimiento de las plantas, o cual sugiere que los HMA provenientes de Villamar Mich.
en presencia de materia orgénica y arena puede utilizarse a nivel de wivero en papaya
con ef fin de promaver efectos benéficos en campao.

Agradecimesntos: Al FOMLE Michoacdn-DOMACYT por ol financiamiento de esle proyecio
(MICH-2010=COT-120208). ACKM agradece a COMACYT por & apoyo olorgada por beca
para estudio de maesifa.

Modalidad: Oral

AreaiTema: Fruloullsa/Bisiecnologia Vegetal
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PROPUESTA DE ESCALA DE PATOGENICIDAD DE Fusariom
oxysporum EN Agove tequiiong

MMW‘MM-EM : Evargedio Esmarakio Quitonas-
M’"mem

Palabras clave: Marchiez, Agave tequiero, enfermedades del agave.

Resumen

En & producadn de Agave feguina a nvel eslatal, enfre un 20 y 30% se
encuentran afectadas por enfermedades fingicas como la marchitez. El agente
causal de esta es el hongo Fusanum oxysporum y el sintoma caracteristico es la
marchitez da las hojas ocxsionado por la destruccion ded sistema radical o bien por
el taponamiento de haces vasculares. Esta enfermedad también se presenta a
nivel de viveso, cuando ks plantas provensentes de bulbilos o de culSvos in vitro se
acimalan para despuéds ser trasplantadas al campo. Por lo que en este trabajo se
prapuso una escala visual de los sintomas de la enfermedad causada por la
marchilez en plantas jovenes de Agave feguiana, para determinar 3 sevendad de
=2 enfermedad. Para esto se trasplantaron bulbiios de Agove teguilana enraizados
en arena esténl a un sustrato previamenie infestado con Fusanum oxysporum. Se
mantuvieron duranie 100 dias en una cdmarns de geciniento y se hizo un registro
ologrifico cada 15 dias. Se establacid una escala de severidad de la enfermedad
en base 3 la sinfomatologia cbsesvada en parte adrea y raiz. La escafa contd con
dnco niveles gue fusron desde planta sana a planta muerta.

Introduccion

El agave es una planta de gran ¥mportancia econtmica para of Estado de
Michoacan y para México, siendo uffizaca como fuente de almento, forraje,
medicina, §bra y como matenad de construcckdn, enlre ofros usos. Su principal
utiidad es para ka claboracién de bebidas alcohdicas como of pulque, el mezcal,
¢l bacanora y el tequiky, of cual es producido de la especie Agave leguiana
(Weber) var. Azul (Granados, 1983).

La Denominacion de Origen del Tequda (DOT) - Michoacan, cuenta con 30
municipios locatzados al naroeste ded estado, con alrededor de 7 162 869 plantas

et Je bwupackocs Agopecsanas y R a, Unhevaided Mohascasa de San Mcolis o reabor
criation_moniops “AAaoned.oove

‘c-u.m,mﬂ w. Dwafio aw Cunco 3e edaca, A.C (CMTEL precanadomal.com
oo @ emsgcko ¢ A sobgle § Do oW Laedo de Jalaco, AL (CMIEA:
wGapuderi el a
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para of afo 2008 (CART, 2000). De estas planias, entre un 20y 30% @8 encueniran
afectadas por enfarmedades coma la manchitez.

B agenie cousal de esta es el hongo Fusarom orsporsm. B simloma
caacierisiion es B manchiter de las hojas ocasionado por la destruccitn del
sisiema radical o bien por el lEporamienis de haces vasculares. En campa, los
simiomas reportades en b maschiter del agave somr marchier, dorcses (hojas
amariio clars), enrofamiono de fos bondes de s hos, secado de las hojos mas
wicqs ded apice 4 3 base, pudnoién exdensiva de oolor marmdn en la conona, ¥
fnalmenie i la 5 T esia se cae faciimerte [~ ricion de las
[Murﬁmﬁ. P W e !

E=ta enfermedad lambién se presenia a nivel de wern, cuando ks planias
provenientes de bulbics o de cultivas in vilo == ackmalan para ser

al campo. Por lo que en este irabajo se propuso una escals visual de los siniomas
de la enfermedad cousada por la marchilez en planias jdvenas de Agave
loquians, para determinar i severidad de @ enfermedad.

Materiales y Motodos
Se enraimamn bubios de Agpamve fegquiara en arena esténl por seis meses y
postericrmenie se rasplantaron a un suestratn infestadn con Fusakum orpspone
nrl-m-m:mhamm 1x10*, 1x30° y 12107 unidades formadaras de colonias [LFC)
g de mus¥ao.

B susirato indesiado consisiid de una meccla de arena, suefo, vermeoulita y
warmmoampasta {(30:50:155). Por cada 20 partes de esta mezda se agregamn dos
paries de =vena cruda pam gue =l hongo se almentase de esta. Despuds de
imoculado en esie sustato, se manhesa a 28°C en obsoundad por 20 dias.
Trarsosrido eshe fiempa 5@ realind un conteo de UFC an placa y s= ajusit a las
ooncentracones deseadas.

Sa mamivvieron duranie 100 dias en una cimara de crecimiento a 2T y = hizo
un regsine iologradioo cada 15 dias.

Resultados
En base a la simomaipiogia cbservada en ia parie adrea de fas planias de Agave

lsquianey, se propusn ung escala visual de patogenicdad.
Exia eomia cuenia con cinco niveles de enfermedad donde:

Hivel 1= Planta sana o asiniomasca.
Mivel 2= Comienza dal sinloma
MNivel 3= Avance madio
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Nivel 1. Asintomatico: Las plantas no muestran sintoma alguno de enfermedad.
Presantan sus hojas con el color caracteristion verdiazul, extendidas, tusgentes y

de buen wgor.

Figura 1: Mantas de nvel 1.

Nivel 2. Comienzo del sintoma: Las plantas presentan un enrrollamiento de las
primeras hojas (hopys mas viejas) que comienza de los bordes hacia el centro.
Estas hojas, presentan también bordes kregulares y se abserva principios de
necrosis en las puntas. Las hojas interiores {ceccanas a la base) presantan areas
2CA% POT NECTOSEs, N se presenta cambio en la coloracdn de las haojas.

Figura 2: Plantas con revel 2 de enfermedad.

Nivel 3. Avance medic: Las plantas presentan un necrosameenio mas avanzado en
ez puntas de las pameras hojas. Las hopas cercanas a ia base se encueniran
compietamente necroticas.

Montoya Martinez 2014 129



Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana

8 Congrest Esdukr » Ceron Teonologin » Booencbs

Figura 3: Plantas con nived 3 de enfermedad.

-

Nivel 4. Avance severo: La nocross avanza en las hojs, desde ks apices
exterdiéndose hacia la base de las hofys. Se prasenta un enrrollamiento que hace
que las hojas adgquics an una forma de “vela®, hacia fa mitad de 3 hoja. Las hojas
de la base ostan completamente marchitas. Al mover la planta, ésta no esta bien
§i= al suelo, se puede sacar ce fa maceta con facidad.

-

: Fé: Plantas con m'wl

Nivel &. Planta Muerta: En este experimentio no se observaron plantas muertas,
prabablemente debido af tiempo que éste duro. Por o que, en base a las plantas
con dafios mas severos (nivel 4), se propuso e nivel 5, donde |a necrosis
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avanzaria y marchitarfa fodas las hojas, causando finalmente fa muede de la
planta.

Figura 5: Planta con danfto muy severo (revel 4). La necrosts ha avanzado cas por
campleto en una de las primeras hojas y en of resto de ellas hay necrosis de las
puntas 3 la mitad de la hop. Todas bas hojas presentan algin nivel de sintoma.

Conclusiones
Se establect una escala de severdad de la enfermedad causada por of hongo
Fopatdgeno Fusarum axysporum, en plantas jvenes de Agave feguiana. Esta
omharédeaywapmhrtpmmwmddehmy
poder realzar accdones de contol
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HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES NATIVOS DE PLANTACIONES
DE LA DOM-MICHOACAN EN EL CRECIMIENTO DE Agave tequilana
Montoya-Martinez, A.C.""; Rincon-Enriguez, G.'; Cuifiones-Aguilar, EE.'; LopexPérez, L™
M:cm Conteo de Svestigeciin y A cie w Tecralogia y Diseno del Cxtedo de
WhMW1MWMﬁmMQM

Mo wbia N b mcan Ma s

“Auter rperastie wapsbedwencor ot Kn 30 Caretars MowieJ nasdousss (hdtml Pows Jetdecrsce, | arvriiwn
Mohascan Tel Fac (443) 2208504 (443) 2908354

Resumen

El agave tequiarc o5 un cultivo de gean imporanda para Mohoacdn reprosaniando 173 milones
00 pesos a nivel estatal, en solo S300 ha. Bl desarrolo intensivo 0o I agriculuea para ks produccian
dgo agave ha raldo consigo un detorionn amblerial. La ulitzackn do recursos microblancs como
bicferifizanios ¢3 una AlGYNaiva P ecuck ol LSO de ProduCIos Guamicos y dsminul el Impacso

a2
HMA, A e 150 diss dospads do plartados ks bulbios sa ovalud ia altura v
&MWmmudmahsMummmmu
On con K08 consordcs natives de HMA. Par la wardable nomers de hojas ol indculo Rancho
Cam;wwn&)vQWﬁLWMWmMMMISy?Amm
, fespediivamente, Hajo Ws COnICoNes G0 &30 axperimonto, cualpder do 05108 InoCulos
Mhmmuﬂmommmmmdmmm

Polabras clave: Moormiza; biolerakzanta: agave lequierno
Introduccion
€1 goner Agave thno aproximadaments 200 aspockes, e & cuales 150 (T8%) se srcuaniran

Agave fequiana .

La produccion de foudana an 2002 fue de 38 150 202 ; de las ouales 7 162 859
plartas perienacon a 1a denominackda do ongen del tededia (DOT) Michoacana y reprasenta 173
milones 00 pesos a nived ostatal, on soio 8300 ha La DOTchoacan, cuenda con 30 munickios
calzados Al noroesio dol esac, destacando s municipioa e La Pledad, Los Reyes, Zamora,
Tocumba, &Wm&“h? mmmwadmmmm 2010). &I
dosarollc nershe 0o la agrodiura para . SIOdUCSion 0o agave foquilero ha 1AIte ConsEge un Uso
tesmecido de lortiizantes agroquimicos, © que confleva a un delardoro ambiertal y representa
Nespoa a L salod humana, la microfauna y Sora sivesre. La walzacion ge roowrsos microbiancs

Booveded Mowkese v i Cnols 30! Sl Supmano Sapecd Mo, 1, Vol i Ao
&y
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VI Congrand oo da SWCE, 40 bharmioviad & EXMESD
mﬂdﬂdlﬂﬂuuuﬂﬂmﬂﬂuﬁtﬁpﬂ;mﬁ.ﬂimhmﬂﬁrqm ¥ dEmireir
S impacio ambenial

La uillizacion de H&4A como bicheriizanio os una opokdn promededora pam mejorar esio problama.
Los HMA forman una do las asoclacones impoianies on [as phnias: s mcorizas. Esia annciacion
promuevn ol crecimienio vogotal a Fovis de dierenies mecanismas de accién comao L produccién da
s=hlncos regularsorss ool croDmienio wegetd, meyomn la abeorcdn do agua, incremonian b

do nuirimenios minorales, especialments @ f4ciom, cobre ¥ zine (Smith y Asad, 1997
aumenian la ivlorancia a distimos esireses abldticos omo k2 sequia (Sylda, 1558) v ol esvas salino
(Harris, 2012}, aumensan la diversidad ¥ poblacon oo mKeoorganismos nooslirioos, Doasionando un
mecio de supeandad do Mopaidganos on ol suoclo (Do la Noval Pors, 2007 Jong ar al, 2002} y
lomnan agregados on ol sunko {(Smith ¥ Raad, 19597,

La muts dopandonda ot organsmo hospodam y ol hugspod consishe on que of primesn,
repeesenia una fuonis directs de cakons i nfrtgens indlspensaties pam ol desanrolo dol honga. Por
s parte, of fesdsped fomma una ned Hingica con dasaolic intra o intoreelular on la comneza radical de
k2 planta, mur se extends hacia su entornd. Modianie esto relicelo, s ralces so favonecen, ya quao
puBdon ansoroan agia y meEnomins QU sOn IRFEpoiaccs 3 los diderenies organos ool vogetal
(Fimiania af 2, 2005

Dada 2 gran Fmporiancia ooonomicy ue iens o agave para Maxioo y Michoaoan, y ke problomas
ambientalos quao la peoduccion inlensiva conlienm, o5ie Tmbajo liong como ochiedwn avaluar 105 efecios
mmm“mmHMdﬂumauﬂFm an g crocimism

Fara |a oblencdn de ios onsomios maivos do HMA, so muesineo smio nzositnoo de
plantaciones de agave mazcalesn de Mchoamin, B drma de estudio, donde se uhicaron los sitios de
muesToo, comprandid dos municiplos denieo de la DO del estado de Michoaocdn | Tzizio y Etucuan,
Madem) y |a localidad de Tumbisca ubicada antrn los. municipios do WMorpila y Macdkern.

Las parcelas sekcoionadas heeron las siguientas: yes on Elucumaro {El Hulzachal = EHSWE, Las
Campesinas = LC-ME, Rarcho Caros Fojas = CR-MEY, Tos do Trizio (Paso Ancho = PAMT,
Baranca de las hueces = BN-8T, Carm del Matata = Cha&T] v dos siios do Tumbisca, (Bl Limitn =

ELM T, Agua Dubos = ADRTU)
El materal vegeial ulizade tusmon bubilcs de Agave fequilang recoleciadcs en ol mes de
Ociubre oo 2012 Se wilzaon como macetas bolsas dio polkdiano ¥ &2 Bonaron con 1.5 kg

i SLEITAN0 que s Una mezcla 9o anena ¥ suslo esterfizados {1 Wl S& regamn ks macelas hasia
wmmrﬂp‘nﬂiiml
La inooulacion micorizica con 100 esporas, Se malizd on i raiz al momamo del masplamo del

bukoils e Agove fequilang.
Ellmmﬂsﬁmmmmmnmrhymmm

HMA [Ciiaden 1] ¥ s& utiid un cisefo gxpenimeneal oo biocpses al azar.

Sooesd Meveesa da B Conold o Suek Soplemaio Sqpecial Mo 1, Vol 3HE
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AO0TN Cogrean de k1 SNICE A0 AT S

Ty 1. el B Wb Mirtidel diih maticd ekl St Tab T 2 HA, Mliefcl  dgpital Wi,

Leealeion [T s bl W Tirccmbieis
[IT=T ) [ IT==] 1
[ N Ll Law Comrgresinem F)
ol WY Pt Casien Fasjars a
[ JERT -] ) Lisraiim +
Trrntiecn A A Daicy )
BT Berrcy. che e Flsces a
T mirn Pt Fan Arche T
Caa-mT i il It &
s *
ol HRRA, 1

Loy vanahios 0 MepHsason sol el famn L sl o b planio desca B haao naxda b paTia
i ko noa s ol Y FCERARD 00 hopas & ina 180 ol o eoiobionin of TR

Rexiltaine y Cimouskin

En cianin o L alum o oy panics de agane o b 180 dac o 0 obiviomn dlarancoc
raociintiroy cgnibrolivn. Sin senhangn, ol rriankonin con o ndoso poeocors ce BR=bT e ol qua
poancl’ L marpod s 0on 1285 e, aoquieks ool rariamkari EH=JE oon 13 ame En promoedin ing
TS OEPTING AT W oHidn o 9.8 cme Evine rasuliceing ooiciran 0on o olionding pod
Blartoria ol 3 [Z05), QUGS 10 GNOCATATHY BArTnoioy Spnileolings o i varohic oo Bepo o koo
hoja O parios oo AN e 0 M CiFc THECRY £ L IN0cukac'n oon HIL.

thmmmmfﬁmnﬂumm#mmuuﬁ
D007, A Ioa 180 oy, ks o hemierkcs ¥ CA-ME I G O RAAITHY LN maor cforkn oon

?Srrdrﬁ: pmmadn, maporivamaria. B raoesontn LO-UEE ba ol Mo con 4.6 hojas an
rudiairs dilomn oon na chaniioc por Pimionin. o ol (9, @ QA o W

mnmmnpm o b mmm InCHrpandin: NdeTIT ol oles

Conol us o mes
Ga ohmorts UM sbcin posthen an o ooclenomio do Ba plamac cda CUMMH aata a8
oo oon I0a DlAPITIES ConeoArlE Nl che HME pervonkamias os o Farala

mmamummmanmmmmmyam
(EL-bW] Momn dfomnkss oxiadhbeossnic ol man de b imeois. Bao ks acncbrnnoc
epanenanioloc o st rahags, oolgiers do acna indoing podic. o prianolalsnsnis: T LW
bcdorillranio o o Claien 00 A000E Nl

vyl Do da ir Clocl A Sucl) Spperatn Cyeokd Ao 1, WK XHT
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KON Congraid ool SMCS. AT M Tviad &4 EaGAEE

LML DOHWL CEML LL AWl Al S O W PAK] S [HEAF Sarlike

M. d6 Mo
- e ow R W

indraln da AR
12 Elian da HMA falved di b DOM Michoasdn selea ol ndmens &4 dhin plarmad. S i
dadgads da 180 diak del 1Esplenie &N cordhSoned de irenmade. (El -E-i-I.I:E.Lu‘%::ﬂi'm;

LB-IE.MEIH.IE_-MELM. EL-WTu, Agun Cudce w AD-MTy, Bdimahcd 06 s Mustic =
Ef-biT. Faso fAnche e P Core disd Momie w CRUAT].

Agradecimienlos
E.tl'h’.l]!ﬂ}ul'nl‘mmtﬁ

proyedn ifdado "Lilizacon do recursps microbianos para el coninol

I:l:lhﬁ:n la pudricitn del cogolio de adave fequilern en B DOT.-Michoacdn™: linancado por al

del gobiemo del esiado de Michoacdn v el COMACYT (clave del proyectn MICH200 0«

m—:mammm:ﬂuﬂm‘dwmmm:mmm
magsria on ol PFIRCE do la USSR
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XXXVIIl CONGRESO NACIONAL DE LA CIENCIA DEL SUELO
Suelo sano para Ia seguridad aimentania y mejor calidad de vida
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e eee
[avionivineie

LA SociepAD MexICANA DE LA CIENCIA DEL SUELO

Otorga la presente

CONSTANCIA

a: E. E. Quinones-Aguilar, G. Rincon-Enriquez
Por la ponencia:

SELECCION DE PROPAGULOS DE HONGOS MICORRIZICOS NATIVOS
PARA LA ELABORACION DE BIOFERTILIZANTES PARA PAPAYA

Cuyos outores son: Quinones-Aguilar, E. E; Trinidad-Cruz, J. R.; Montoya-Martinez,
A. C.; Lopez-Pérez, L Rincon-Ennquez. G.. presentada en el 'XXXVI! Congreso
Nacional de lo Ciencia del Suelo’, celebrado d=! 24 al 27 de noviembre de 2013
en la ciudad de La Paz, Boja Califomia Sur, Mexico.
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OO0V Congreso de b= SMCS, 20 Mermosms en Exdenso

SELECCION DE PROPAGULOS DE HONGOS MICORRIZICOS NATIVOS
PARA LA ELABORACION DE BIOFERTILIZANTES PARA PAPAYA

Qulfiones Agullar, E.E'; Trinlidad Cre, J. R, Monsoya Mardnez, A.C."%Lopez PRz, LY
Rincan Enrigues, &."

mmw Conire 3¢ e sbgacion y Aslsnciy en Teonoloma ¥ Hesho ool Estodo o
SHlsoo, A.C. Gosdal mnm i L

Tmmmmmmuwfmmmdmmmm—mm
Tunmbaro. Michoacan Merico

"ALOT respOnsan . grincossd@omall.oom; Morraksas Mo, 800, Coionia Coines oo ks homal. Cuadaan, Jaksor Manoo.
CF T Tl B2 $35) 33455200 Ext 1738

Resumen

La elaborecion de bioferliizanies 2 bese de mMICrOOMEMiSMOs MEZOSMRCOS, COMO baclenas
promoloras de crecimianio vegelal o 06 hongaos formadores de Micomiza arpuscular [HMA ) naives oa
cullivos agricolas necesita oal aislamients de cepas Njadoras de nirogeno (N, solubiradoras de
itstorn (P, promotoras el crecimienta vegatal, asi como |8 capecidsd de caplar y ransportar Py
olros nuinmanios o8l sesio @ 18 plants. En esle senbdo los HMWA 50 CORSKSeran un sobressients
INSWMo MicrotiolGgico Que &pora benelicios 2 a8 plantas MejorEnds su nuinGon y
CONiTa Ovensas 18ciores: BOVersos, $estecanddise por U Capacitad comd agenies o8 moprotaccitn
conira enfarmedades causadas por itopatogencs. Asl 1B bisqueds de propagalos su=ceplibies para
la plaborecian oa terlilizenles es Necesana bajo expernmenizsitn con @ fn de realkzar |5 seleccitn
mas corwanienie para la elaboracon o fertilizanes. La papeys a8 una especa vegalal que responds
de MAEnera rapida a3 |2 micormzacon, por medio de a colnizacion de rakces ¥ sU TespusslE BN
orecimientn vegelal, caraclerislices Que 12 cOIDCEN COMOD UNE Sspede vegatal canddsia para la
Salecciin 0 propageios Nativos provenientes Of BUBICS Bgricalas. Con Dese an io snlenor, & objetvo
de esle frabajo consistd an evaluar Ies CONSOICIDS Ga HMWA sobe al crecimianio de papaya Para ho
cual ea realrd Un expanmanto facional 4x4 an un disefo expanmental compéetamants al azar, donoe
&l factar 1 fueron ko HMA Ein HMA, fres ndculos prowenientes de i3 DOT-MIchoasan (LNE-RY G,
LPE-MVM y CEB-MAJ) y o facior 2 fue e tipo de sustrato con custro niveles: arena, erend:agroilta
(B0:20); Erenamelerla organica -MO- (80:20) y SrenaagoEaMO (60:20:20) Se evalamn 16
tratamianics con 4 repaliciones cads uno. S8 BNSiZEron ias vanables peso fresco del follse [PFF),
ralz (PFA) y tolal {BT). Los resuliados indican que os tratamiantos que contuvieron sl mocals CEB-
My LPE-MYM an cuslquier o2 108 cuairg SUsTralos mostraron valoroe significaiivaments (Tukisy
P05} mas allos gue los oros Falemienics. Esios resulisdos Indican que el empleo oa ko8 HWA
CEE-MJ 0 LPE-MVM podria ser empleado para promover 8l crecimiento o2 papeya.

Palabras clave: Bionoculenies; Carica papay;, Agavs lsquilans
Introduccion

El establecimienio de los hongos mICHimincos erbiculares (HMA) en kg ralces de kas plantase es
CONoCidn CcOMmE MICHTiZE. La micomizacin de plantulss de papsya duranls sU oecimieni envivero
marcs pare del potencsl productvg WD y por ende a5 impotanis desde s punto de wista
SCOnOmico, Y& qUe e5lS IShor agrontmica podria dsminuir 1anio B8 astanca de las pianias enviveno
al incramentar U crecimisnks an menor tiempo, 851 como tembien la dependanda de |3 agiicacion de
tectliizentes quimices |Culfiones-Agular of 5., 2013). Dlras ventajss gue esla prachca agrondmica
puads OPOICIONAr a5 |3 prodecoion Conia Siqunas anfefmededes Qua 58 Tansmilen al momsnio dal

Socedad Uenzms dr la Cecce del Sinin Suplemenin Expecal Moo T Mol M 207d
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JO0VIV Congreso de b SMCS, AC Memosias en Sxtens

Dieepués o tras meses el trasplanie se avaluaron las veriabies paso Iresco de foilale (PFF), rakz
[PFR} y totsl (PFT]. Con los deioe e PFF y PFA 58 caiculd o ndice de Crecimiento en pesa Iresoo
ded follaje en relacon con |2 ralz (ICPFFR). Los pesos rescos se obbwieron 3 partir de Una balanzs
granaiana slecironica. Las vanabies PFF, PFA, PFT e ICPFRR 5o analzaron medianie un ANVA y
pruabas de comparacion mallipis de meda Tukey 3 un nivel 68 significancis de Ps0.05.

Resultados y Discusicn

En los Cuadros 2y 3 s presentan los resuftacos de |os andlists estadisticos por irstamienta y por
taciores. En of endisic por fratamienios para Iss cuatros veriables do respuesta (PFF, PFR. PFT o
ICPFFA} 58 pueds obsorvar |08 CONSOMCIDS NEives o2 HMA CE3-MJ (CE) ¥ LPN-MVC (LP) Bn
particular en combinacion con matana organca (MO producan eleclos en & cracimiento de 12 panta
sigrificatvamenie [Tukey, Ps0.05) supenares &l resio de ios iratamienios (Cusdro 2). Al coservar al
ardlists Taclonal, IFJH'HEHIIH para [as cuaing verghbles evalledas, =8 obsards que 05 CONSONEns
nativos de HMA CE y LP son los que presanizn efecios signiicativamente (Tukey, Ps0.05) mayar al
abmo consorcio de HA BE]!EEJ.IQEIEH HM"L'.WFQIJHI'I’I‘E.I'EHEHMEQJBEI SlEirelo arena con
MO mostrd signiiicativaments [Tukey, P=0.05) 05 mayofes alocios sobre el CECEMEND 09 i8S
plenias de papays (Cuadre 3). B aleclo de noculos con HWA n pepeye Na si0o reporiado Coma
posRnoE ¥ signficaivamenta sUpSnanes an pianias de pepEys Sn nocuiscion [Fhate y Rodrigues,
2009; Quones-Aguilar el af, 2013}, por ejempio Vazques-Hernanoez el ai. (2011) reporian e dobis
de rendimiento de o en cempo en panias con HMA en COMParacan con s que No |85 wleron,
sin ambango la respuasia & ks HWA en papaya ha sido dverss sapandiends de faclones como & tipo
di HMA empisado en |2 micorrizacion {Khadey Rodnigues, 2000) y del astaso nutnmental ded suso o
sustraln donde Eea collca0s i8S piantas de papeya v de (38 verededos OO [ espess EVRILEOE, por
ejempio Trirdade ef & (2001) ndican que @sbnias vanedesas Noculadss oon s mismas HMA y
dostz oa P raamu:len cifarencisimenta g |2 MCOrz Boin.

Armenta st & (2010) indican que en Mexico el usH 08 CEpES Naivas de MEoNganEmas bena
My 0res ¥ anisias en ke potencigies iofariiizanies efaborados 2 parlr ce dichas capas, dado gue 2n
campo lendrian |a posblidad de tener mayor sfacividad porque su habiidss de sdaplacion a ias
candiciones dal susio o8 donde ProfEnsan. O e5ia manars [os consoicics naivos de HWMA CEE-MJ
{CE}y LPN-MVC [LP} provenienies de 13 DOT-MIchoacan podrisn lsner un podencial mercaoo en ol
cullvo e pepaya de 13 region ocoidanis 0e Mo,

Conclusiones

Los consorcios naivcs de HWA de fa DOT Michoecan CESMI y LMNP-MVE promowieron sl
cracimiamio oo planies do papays en comparacion con & ofro consorclo. B analisls estadistco no
masird inleraccion en 8 fachoyr consorcios HMA ¥ & lacior Eusiralo. L meleria organics tweo un

afacta signilicalivamenta dislinds en los sustralos gue 1o -comluwiercn 8 OSerencla G8 oS Jue RO
funianan.
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KX Congresn o ke WS, A e an Erdensn

Cundro 2 Aospuostn da papayn A immmécnda da s combinacion angos micamizioos arbuscoleos (HMWA] y da
suirins baja corwlicioncs de nwemudera dospudes da Bl disx daspuds del imapiantc.
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SELECCION DE PROPAGULOS DE HONGOS MICORRIZICOS NATIVOS
PARA LA ELABORACION DE BIOINOCULANTES PARA AGAVE

Rincon Enriguees, G.1; Monioya Maninez, A C.1,2; Trinldad Cniz, J. R 1; Lopez Pémz, L2,
Quificnes Agusiiar, E E1*

unidad g Blokcnologia Vegetal, Cantro e imesigacion y Asiskncia an Tecnologio y Dissho del Estado o
Jailsoo, AC. Guadalajers, Jailsoo M oo

instisto o imestigaciones Agropecuarias y Forestaks, Unhwersided Michoacana d¢ San Micolds de Hidalgo
Torimbare, Michoacan, Mexboo.

AT responsania: ecaguiarls@omel com; Mormalstas Mo, 200, Colona Coinas od i2 Normal | Cusdalsisrs Joiscn
Mision. 5F LT Tel +52 (33) 33455200 Ext 1708,

Resumen

La cadena productiva Agave-Teguila 85 e Tuenls genserasors 0o fguera importanie por ajempia
duranie 2007 con 5800 ha cosechatas genstd LNa rquaza de 2536 milonss 08 pests. S embargd
de aruerda & el Consejo Aequiador del Tequila [CAT) ha calculado gue anfre un 20-30% oo fas
planias cultvedas de agave 58 enconirarcn enfermas por pudncion dal cogoko, pudnicion def (=80,
marchifer, enrcilemienio o decolcracan de I8 hoja; por o cusi esta fuenis 08 genaracian O rgueza
estd amenarada, ademas de Que | aolicacion 08 pestickdas como mEtodo de conbol oo asas
emiermedsdes demanis e valor dal producio final, por o Que resulls Necesand DUSCEr NUSYES
aliemaives para al comtnol de dichas enfermadades, & conirod DicOEco medanis hongos oM ationes
de micomiza arbusciar (HMA) representa Una Etamalve en @ produccion osf agave. Tamblén los
HMA pueden empiearse como biofeniizante ya que al eslsblecerse 12 EmMbiosts HMA-TaIZ, o HMA
aporia diversos Deneficios & la pianta, entre 1oz Que deslecan ura major nuinican, (prncoalmeanis Oe
iosioro). Por lo cusl & objedvD o2 esie trabajp fue eveliisr Mes coneorcips de HMA  sobme el
Crecimiano 08 gave. Para ko cusl e realizt un axpenmenio facional x4 en un disefo expenmental
compisiameme 8] azar, donde & fachor 1 fueron ks HMAC Ein HMA, Ires Indculos prowenientes da 8
Denaminacion de Origen dal Tequia (DOTHWichoscan [LNP-MVC, LPE-MVMy CEB-MJ)y & tecior 2
fu2 @ lipo D8 SUSirElD con CUSin Nvekes: anena, Erenacagroine (B0i20); erendmaieris organics -M0-
{B0:20) y Brera-agrola MO (B0:20-20). Se evaluaron 16 iratamilentos con £ repeliciones c2da uno. Se
analizaron |as variaties paso fresco oel follaje (PFF). 1aiz (PFA) ¥ tolel (BT); al Inkeo del experimenta
24 regielro @ paso resco de las plantas e Bgave, por lo gue 58 calculs o porcenizle oo ncrementa
an peso fresco (BI) ¥ porcentaje oe moremento respacis-al peso mnickal fresca (PIF); fnalments 52
calcuia un indice de cracimienio de paso iresco Béred respecic & peso de ratE (ICPFFR/R)L Los
resuiados indican que los fratamienios gue conbuvieron & inoculo CE3-MJ en cuakpuler do fos cuaing
sustralos mestranon velores significativamenta (Tukey P=D.05) mas shos que los obros {retamientos.
Mieniras & nivel del analisis facional comprseba que CEB-MJ mostro kos valores significativaments
mayores (Tuksy P=05) de bos olros HMA, mientras que & rval o8 |08 susireios agquelos que
contuwarcn MO mostraron diferencas significaivas [Tukey Ps0.0S) respacto & oS que no fvenan.
Eslos rasullados indican que of emplec del HMA CEB-MAJ podriz Ser empieadc para promover el
orecimianio ool agave.

Palabras clave: Agave lequiana; hongos MICOMIDGGs arouscleans; botertlizantes
Introduccidn

El #&rming micomize fue inroducido en 18ES por Frank y derva o8 05 wocebins griegos mysss
*hongo”y AfIZa “TRE” ¥ es ullizado para desoribir 138 asomaciones entre hongos ¥ relces &e plantas,

Socieded Mewicens de g Cienge def' Sl Suplemantn Esnecal Mo 7, Vol L A4
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donde parle del micelio Tangico s ancuenira en el tajido de ke plenta hospedera ¥ obka parts et en
conlzcio con el suslo. Su ebundanda y su Influencia son de gran rascandencia Nisioidgica y acoigica
para & buen funcionamients y estabilicad de las comunidates. vegelsles (Deacon, 1580, Famars
iCarrato, 1983, Smith ¥ Douglas, 1857; O Dedl af &, 1983, Do hacha, 3 micomza es |8 colon@acion
lingica mas exiendida &n el reing vagetal y ks RONGOE MICHT cos cornribuyan o8 manara susiencal
a Iz biomase del suelo (Guemern, 1996). Extsten ferentes ipos de micortzes, pero los pncipaies
£an |la micoerize arbuscular o endomicomiza, B sclomicoriza y 12 mICoeTize encoide, les cugies sa
foeman con gupos especllicos ge hongos. Le MEcommza arbusculer es 1 asociecion mutualisls aning
algunas homgos oal sueio y |a ratr ge 18 mayoria de s plantas. En eka, el micaka ded hongo colonza
fa cortezs radical Hmﬂﬂmmf FI'WE':IH.EUE hitas iamnto 8l inlaror como al axleny de lg ralkz
[Brundrett &t &, 1996). Los hongos micominces arouscisanes (HMA) Torman parle imporianta de ls
biods microbiana, ye gue confnbuyen de manera fundamenis en |3 muinicidn oo @s plantas,
pesmibendo un ncremento &n 12 capacdad de absorckin de gua ¥ mayor aliclenclz en la enfrads oe
nuirtmanios minerales poncipaimante aguelios poco misiles como B, Zny Cu, ¥ tembién S, Ca, Mg,
Fa, Mn, CI, Br y M, levoreciendo un mayar crecimiento de la planta, lo gue ndica gue can &l 1so 08
ashos hongos, 13 eplicaciin oo lertizentss poddia reducirse. Se ha obeenvado gue las plantas
MCOrZatas son Ierames & suelos =alinos, (oS por medaies, Hanen My Iokerance s B8
anfermeadades de 3 ralz, e inducen 12 produccidn oe Mohormonas y olros afactos benddicos (Hayman,
1882; Varela y Estrads-Torres, 1991; Azcon 2f &, 1982; Bethienlalay. 1992). En egave al estudo da
I3 Eimbiosts micomizice 58 ha Emilsdo 8 frabsjos ecoltgicos y o8 odversidad {Ochoz-Mera =f &i,
2009; Cerbsfier-Hemander, 200%), asi como la evalackin del efacto 9o |2 ImbEE en =lgunas
vanabies Mesdtgices ¥ en & crecimiento de |ss. plantas (Robles of &, 2007, Mmente-Bermios & i,
2009) sin enconfrarse electos mportanies de los HMA sobre al crecimienio vegelsl da las plantas de
agave; &N eMbafgo N0 S8 hEn SSlectionadd capas de HMA gQue pusdan uliizarse en como
picderblizantes. Por o cual & IIIjEtI-'l":I de esia "\'EEugE.l]l:ﬂ fua avElusr CoMsonios microbl@anocs 08
HMA natvos de planisciones cultivedes con Bgave en |2 promocitn del crecimienio vegels de
pleniss de A fequiians.

Materiales y Métodos

El experimenio == establecid an e rwamaders del Cento de Imvestigacian ¥ Asisiencia en
Tacnologia ¥ Diseno del Estaso de Jaksco (CIATEL), ubicadd en |2 cutad de Guadaiajars, Jaisco,
Los malerises bioidgicos ubiizados fueron plantas oo egave (Agsve leqguians) provenientos da
buiilos. Los inbculos de HMA e obiuveron a partir oe la zona ¢e Danominacion de Ongen del
Taquila (DOT} del estade de Michoacan (Cusdro 1),

Cuadro 1. Sfic de proveniencia de fos indoulos. do hongos  micomricos. arbusoafres provenicnias da la
Danominasisn da Crigen dal Teuils (D7) dal sstads do Michoasdn.

R S o O — R

m Towldn  CobmdesB i alics  ©1029g7e V6B s

Viltarnar E?m -I;m:':“ R s 60z LPE-MVM
parkaid Yl Imoses O 10275032

Comrs LaPabmn G N e Zaies O jirweng 195 LNRMVC

Traspanic 8 inocuacon
S lomaron bulbios de agave con [Amafo OMogEensd, ecias faron raspianianas an e macets,
i3 cusf conbenla una mezcle constfeds por arend, sgrofdle ¥ mabera organica eskéries (120°C
durante 8 hares). Al moments dal trasplanta, & cada bullilo 8 8 agregaron. en el area basa de fa
plants, 100 g de inoouls de HMA provenientes dirsctamente de campa.
Sociedad Memcmna de s Cencs del Suel Swplemento Especal Mo T, Vol ML 2074
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Al Inicio ded expenments, |as pianias S8 regarn 0oS YECSS DOr SEMENa ¥ posienmmeants UNE por
SAMENa pare manieneszs himedss.

Disafio ds ratamienios y exparimental

So reakzd un disefo TSciorial 4xd, & Tacior Una fueron kos HMA, con cualro navelas: 1) Sin HMA
|EinM), CEE-MLI (CE}, LPE-MVM {LE), LPN-MVC {LP). B tacior dos fue bpo de susiralo con custng
nkEies; 1) arena, 7] renaagroita en proporcicn 80:20, 3% arens:maleris OFOAMICE 8N DIopaOCion
80520, £) Eena:sgroitamaiens OrGAnica en PIopoicion 60620020, L3 combinacin de ks nhales da
HMA y EusiTalo constiiuyeron los 16 ireemienios con 4 repebicionss cada ung, los cugiss fueron
dispuesios sasioriemants. Cads macela con una plania (bulbio) represenid una unidad expenmental
[UE}, por I gque se obfuwiaron 64 UE. Sa resizs & muestroo final & oS 5 meses daspuds do
estabiackio el experimentn.

Vanabies de respeesia y analisis estadisbcos
Después da 5 meses del frasplanie sa evaluaron las varables siguentes: peso resco de fodsje
[PFF), ratz (PFA) y fotal (PFT). Al inkcio del exparimento se cuarilico & peso fresco de tods 1a plants.
Caon este dalo ¥ @l pas0 frec=co final 1olsl S8 ceicularon dos wernsiies mas: noramanin an bomasa
trasca (i8] y & poroantsje de Incramento con respecio @l peso Tesco inlicial (PH). iguaiments con oS
daies de PFF y PFR 58 calculn & Indice de crecsmiento en peso Fesco oef follaje en reiacion con ia
ralz {ICPFF/R). Los pasos ITescos S8 obbuvieron 8 parbir de una belanza granatsna eiecironica. Las
variables PFF, PFA, PET, IB, Pl @ ICPFFA 5@ analizaron medanta un enallsis de vananzs y prusbas
diz COMpEFaCcin moilpe de madia Tukey & un revel e significancia de P=0.05.

Resultados y Discusion

En al Cuadm 2 preseman & angilels de varanza 9o o5 16 irglemienios. En astke cusdin 58 pues
observer que o5 trelsmientos que bvieron al Inocuio CE (CEE-MJ) provenients de Jquipan de
Jugrer presentaron en todas |8s verisbies de respuests (peso fresco folisle, ralz, iolal, 1B, P y
ICPFF/R) diferencies significativamenta [Tukey, Ps0.05) mayores an COMparacion con los abos
Conseios. IguEimanie en dicho cUB®D 25 darm gue el consovolo CF se componD esiamstizements
de manera similar en los distntos suetalos evaluados. Ssles obeanvECiones =2 COMpUEDEn al
reaiizar ol andsis de variengs por taciores (Cuadro 3), dedo que al consoroo CF fus déerents
astadislicamante & ios obos 00S consorcios de HMA y &l factor sin mocufacion de HWA. Por oing lado
para &l fackor SLEYTElD cuEndd 58 enconint presenie |2 matena organica (MO) en combinesan oon
obmos companenies |& respuesia fue signiicalvements cifarenie &N COMPAErEcen oUENG0 ND estwg E
MO, Estos resuitados muestra la capadidad que vo wne 08 105 consoetios de 1z DOT Michoacan en
promover & crecimiento de plandss 08 Bgeve y qUE pOITian EMDIBArse como un Dioleriizants, al
respacts alguncs irabsjos con ciros culbvos han enconfrado respuesias significalives & la inocufacion
CON CONSONCiOs natives, efempios de oskos trabajos son @n papays donds Mave-Gubemez & &l
(2012}, Aodriguar- Romenn of ai [2007) y Cuifones-Aguier &f &1 (2012) reporian maycor incrementa
an biomase en planias micorzedss &N COMPEECON ©on |85 que No fUson INOCLES0as Con HWA.
Respecto 3 imbajos con A fequisns Pimienie-Barios ef & (2009) repostan que 155 THCOMZES
|Giomus fesgoisym ¥ Gonus InFarsdices) no Iwieron afechy signficalvo en las vanabies
relacionacss con o czocimiento, i longidud y & ancho de fas hojs. Lo cual contrasta con o
anconiredo en esie esiudion donde und O 05 consorcios nalivos de HMA (CES-MI) molro un efecio
relalvaments sUpsnor 4 oiros consoroos ¥ & planiss sin micomizacssn, o cual sugiers la mportanca
de considersr mocwos nativos en comparacion con capas infroducides como se sugiers en & estudo
de Pimienia-Barios &f a, {2005).

Socaeded Menzena de e Gieosa def Suein Suplementn Cspecal Mo T ol W 074
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Cupdre & Aaspuesls dal Agave taquuizne B relemend B 18 comNnacitn oo ausraldas ¥ horgos

miciroeas arbdsclamke {HWMA] bajo condciomed 04 IMeemacers desputs da Clnoa
MmAae&s na@ sl raagg
Papc angg!
Trod mba Taml (=] PIi% CPFRE
nical Fnal Folge Raie

minhd Ar T17n 375sh Hb6sb: AlFab JREan 20 b Bd ah
sinkAr Agr 121a 359sh 22Bsb:  JBab JM7ah  2ET b E9ah
sinkLAr. 0 §dn R57ph  Gldab 7 ah dEBah  GlG4ah B0 ah
minklLA . W0 A §7n 475ch  d3Rmhc E1ab Jeban  4F2ah B7 ah
CEAr Wds 345sh Misb:  45sb JEah  3539ah £.9ah
% 11da 355sh 222sh:  43sb JREah  3F.7ah 7.Gab

§8n B50ph  4fdmhc 7Emh AT2ah  B45Sah 7 ah
CEAIMOD AT 73an R0Goh MDeke  E3mb d1a  EMS s B4 ah
LE Ar as 393sh  12Psb:  £dab ian  3Waah EE b
T §7s 2|3 b HP - IZh 11 b 23 b VG
LE_Ar K 1da Ei5S s  SE 8b 9k a £22 & 471.9ah .3 ah
LE_Ar N0 Apr B7n 455  MPahc EF nb BB  4W7ah T.iab
T MEn d49sh Mdsb:  £dab JMzah  3x1ah E1ah
LFArs fdn 2|3 b MDP b 1B b BE b 2749 b 6.7 b
LFA- 116a B85 s S04 & 7Enh ERF & A%.3ah B2 ah
LF_Ar N0 Ar 121n  534sh  GlZmhc E.2nh Flah AB2ah 110 &

Ar AR, Agr Agaba; WO MEEr ogaAncs; INSRIKE MGHTIEGOE OrrsaskaTios ta 8 00T Mchoacan: TE = CE3W; LE

= LPE WWVM; LF = LINPANC ST = Bin

hangos McoTizces abusasace. 1B = Ingamanio oo bmea raeca al il od

ApimaTiL, Pll = Fomcenkae o incremarin reepacio al pas ncal, ISPFRT = Indea de asmiemio an pesd treco oa B
pario adra on MEann Al pean oe 1 M. Letms distrins pam cada yaraink o AEposEn Indcan criaences By e

sagn I prucha da Tukay |F05).

Cuadre 2 Eleco ol bpe da SUETELD ¥ da henpos micorTaco arbuscular (HWAY e 12 acumulaatn da
mEMaﬁEEmdemrsmlmtqlﬂmﬂmm da vamadana dUrama CNCD meeed

d gal rE=piEntbe.
. -]
FacHN Tomd 184 P ) CPFRH
Wice  Fna POl Raz
AUETRARTO
Aronn RLET§ 30.1 be F3. 7 be Ei b 2340 r3Ab BA b
Ly 104da 313 ¢ Mz 15 b 2.7 211 .8b B.5 =h
Jliad Blsg aLlid L[5 ahdl 154 Lol
AI.I'.“.MJ.Aqr 93a 5.7 an 45| B Eh oo 41.5nm d70.F 8 BAE n
a.Hf m4a 445n ‘328 nm LI | .l m RELES.] BAE n

L : =
LFEm"M..LhFH.'ElehH thmgﬂmmmu.rhutm IE—Imﬂnﬂmmﬂuﬂmmdlrﬂﬂd

AP meTHL, Pll = FOcenie o incremalTio eepacio al pas ncal, ISPFRT = Indea de asmiemio an pesd treco oa B
pans s on redecain ol paed co @ mir. Lairss cetimiss parn cods vaiabks oo eepoceta. o0 cada. e i s ostud o ndcan
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Conclusiones
El consorcio de HWA CE prowenienta da la DOT Michoscan mostmd [ener un efecio sobre al

acimiamio e pianizs de Agave fequiEans. Igueimenie 13 presancia de malens organice promuses &l
acimisnin vegelal de agave. Mo 56 presenio Infer=ccian enire & factor consorco HMA y & fecior

sHElraln.
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Hongos Micorrizicos como Biofertilizantes y Agentes de Control Biologico contra Fusarium oxysporum en Agave tequilana
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HONGOS MICORRIZICOS COMO BIOFERTILIZANTES ¥ AGENTES DE
CONTROL BIOLOGICD CONTRA Fusarium oxisporum EN Agave requilana
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Colonia Coiinas de 13 Noamal, 44970, Guadalajara, Jallsco, Moo, Tel. 33 33455000, (3) Instinsn
de Invesigaciones Agropectanas y Forestales, Universidasd Michoacana de San Mcolis de
Hidalgo, ¥m 95 Cam Morella-Ainapécuam Tanmbam, Michaacan, SBER0 Mexico Tel 443
2055323, "Autor par comespondencia; crising_montoyal4ghoimall.com
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Esie rabajo tuvo como objetivo evaluar & efecto de hongos micomizicos como
picfertilizante en varias especies de agave y su efectvidad bicldgica contra
Fusarium oxysporum en Agave fequianz. Primero se realizd un expesmento
donde se evaluaron mezclas de sustatos (arena. agrofta y lombricomposta) y
plantas trampa (Agave tequilzna y Carca papaya), con &l fin de encontrar |a mejor
combinacion para [a propagacion de esporas de HMA recolectados de suslo
rizosférico de plantaciones de agave de la DOT-Michoacan. Los resuliados
mosiraron que la arena con agave fue el tratamiento con mayor produccion de
esporas. Para evaluar el potencial de los HMA como beoferfilizante, en fres
especies de agave (lequians, cuprests & maequidens). se evaluo el efecto de
diferentes consorcios de HMA natives de la DOM-Michoacan en el crecimiento de
las plantas. Se encontro que =l consorcio de HMA cbienido de fa region de Tzitzio,
Michoacan, fue donde se registrd la mayor altura de planta, ndmero de hogas y
peso fresco total para las tes especies de agave ewalusdas Finalmente se
establecid un expenmento donds se evaluara la efectvidad biologica de los HMA
contra & agente causal de I3 marchitez del agave (Fusanum oxysporum) en
plantas de Agave feguilana micwmizadas. Para esto, primero se generd una escala
visual de patogenicidad =n plantas de Agswve feqwiana en condiciones de
invemnadero. La escala contd con cimco niveles: Nivel 1= Planta sama o
Fsintomatica; Mivel 2= Inicic del sintoma; Mivel 3 = Avance medio; Mivel £ =
Avance severo y Mivel § = Planta muera. Se espera que los HMA controlen o
eviten |3 enfermedad. Agradecimientos: Al FOMIX Michoacan-CONACYT jpor el
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financiamesnto de este proyecte (MICH-2010-CO1-14B8208). El primer autor
agradece a COMACYT por el apoyo otorgado con una beca para estwdo de
maestria Palabras Clave: Micorriza, Agave tequilers, Agave Mezcalero, Marchitez,
Baofertilizante
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