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Hongos micorrizicos arbusculares nativos de suelos acidos asociados con
maiz, como promotores de crecimiento y bioproteccidon contra Phyllophaga

spp.

Alejandro Huerta Ramirez
RESUMEN GENERAL

La condicion de extrema acidez de los suelos y la presencia de gallina ciega
disminuye los rendimientos en la produccion de maiz, las estrategias empleadas
para resolver estos problemas implican aumentos en los costos de produccion y
afectaciones de tipo ecoldgico y en la salud humana. Debido a esto se requiere la
basqueda de alternativas amigables al medio ambiente, inocuas y econdmicas que
resuelvan o mitiguen los problemas de acidez de los suelos y el dafio ocasionado
por gallina ciega. La simbiosis con hongos micorrizicos arbusculares mejora la
nutricion de las plantas en suelos acidos de baja fertilidad, inducen la respuesta
sistémica en la planta que le confiere resistencia a plagas y enfermedades. Los
consorcios de hongos micorrizicos nativos tienen una posibilidad mayor de éxito
en la sobrevivencia y colonizacién de raices que los productos a base de inéculos
no nativos o monoespecificos, por estar adaptados a las condiciones edéficas y
climaticas. Los beneficios de la simbiosis micorrizica dependen también de las
combinaciones de especies entre planta huésped y hongos micorrizicos y el
ambiente en que se desarrolla esta simbiosis. En el presente trabajo se estudiaron
la diversidad y concentracién de poblaciones de hongos micorrizicos, su relacion
con las practicas agricolas, el potencial de éstas poblaciones como promotoras de
crecimiento y su efecto bioprotector contra la gallina ciega en plantas de maiz
criollo e hibrido. Los resultados mostraron diferencias en la cantidad de esporas en
funcién de la préctica agricola realizada en los suelos. Asi mismo, se encontré una
correlacion positiva significativa entre la concentracion de potasio en el suelo y la
densidad de esporas y una correlacion negativa significativa entre la densidad de
esporas y la concentracion de fosforo. Se observo una diferencia en promocion de
crecimiento por los HMA nativos, a los 61 dias después del trasplante pero esta
diferencia fue en funcion del cultivar de maiz (criollo e hibrido) y el medio de

crecimiento (sustrato y suelo). Las plantas de maiz criollo crecieron mas que las

Xiv



plantas de maiz hibrido. El crecimiento de las plantas de ambos maices fue mayor
cuando se cultivaron en suelo que en sustrato. En sustrato, las respuestas en las
variables de crecimientos fueron similares en ambos cultivares de maiz tanto en
plantas inoculadas y sin inocular. Las plantas de maiz criollo sin HMA cultivadas
en sustrato, presentaron valores superiores de crecimiento que las plantas
inoculadas. En maiz criollo sin HMA cultivado en suelo, las plantas sin HMA
presentaron los valores mas bajos en las variables de crecimiento. El consorcio
micorrizico “El Llano”, alcanz6 porcentajes de colonizacion superiores al 90 % y
80 % en suelo y sustrato respectivamente en ambos cultivares. La micorrizacion
de las plantas de maiz, no afecto la rizofagia de Phyllophaga spp. Los consorcios
nativos de HMA y presencia de larvas disminuyeron el crecimiento de las plantas
de maiz, es muy probable que se deba al gasto energético de la simbiosis
micorrizica y la rizofagia de las larvas. La ausencia o presencia de larvas no afecté
las variables microbioldgicas: numero de esporas y porcentaje de micorrizacion.
Con base en los resultados obtenidos se concluye que bajo las condiciones
experimentales empleadas en este trabajo, la micorrizacion de las plantas de maiz
hibrido o criollo con HMA, no promovio el crecimiento de las mismas y tampoco

bioproteccién contra gallina ciega en relacion al inéculo comercial monoespecifico.

Palabras clave: Glomeromycota, Scarabaeoidea, Zea mays L., Control bioldgico,
Rizofagia.

Dr. Luis Lopez Pérez lexquilax@yahoo.com.mx
Dr. Jhony Navat Enriquez Vara jenriquez@ciatej.mx
Ing. Alejandro Huerta Ramirez alhura9@gmail.com
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Arbuscular mycorrhizal fungi native to acid soils associated with maize, as
growth promoters and bioprotection against Phyllophaga spp.

Alejandro Huerta Ramirez

ABSTRACT
The condition of extreme acidity of the soils and the presence of blind hen diminish

the yields in the production of corn, the strategies used to solve these problems
imply increases in the production costs and damages of ecological type and in the
human health. Due to this, the search for environmentally friendly, innocuous and
economic alternatives that resolve or mitigate the acidity problems of the soils and
the damage caused by blind chicken is required. The symbiosis with arbuscular
mycorrhizal fungi improves the nutrition of plants in acid soils of low fertility; induce
the systemic response in the plant that confers resistance to pests and diseases.
The consortia of native mycorrhizal fungi have a greater chance of success in the
survival and colonization of roots than the products based on non-native or
monospecific inocula, because they are adapted to edaphic and climatic
conditions. The benefits of mycorrhizal symbiosis also depend on the combinations
of species between host plant and mycorrhizal fungi and the environment in which
this symbiosis develops. In the present work, the diversity and concentration of
mycorrhizal fungi populations, their relationship with agricultural practices, the
potential of these populations as growth promoters and their bioprotective effect
against the blind hen in creole and hybrid maize plants were studied. The results
showed differences in the amount of spores according to the agricultural practice
carried out in the soils. Likewise, a significant positive correlation was found
between soil potassium concentration and spore density and a significant negative
correlation between spore density and phosphorus concentration. A difference in
growth promotion was observed by native AMF, at 61 days after transplantation but
this difference was a function of the maize cultivar (creole and hybrid) and the
growth medium (substrate and soil). Creole corn plants grew more than hybrid corn
plants. The growth of the plants of both maize was higher when they were
cultivated in soil than in substrate. In substrate, the responses in the growth

variables were similar in both maize cultivars in both inoculated and non-inoculated
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plants. The non-AMF Creole maize plants grown on substrate showed higher
growth values than the inoculated plants. In non-AMF creole maize grown in soil,
plants without AMF showed the lowest values in the growth variables. The
mycorrhizal consortium "El Llano" reached colonization percentages over 90% and
80% in soil and substrate respectively in both cultivars. The mycorrhization of the
corn plants did not affect the rhizophagy of Phyllophaga spp. The native consortia
of AMF and presence of larvae decreased the growth of corn plants; it is very likely
that it is due to the energy expenditure of the mycorrhizal symbiosis and the
rhizophagia of the larvae. The absence or presence of larvae did not affect the
microbiological variables: number of spores and percentage of mycorrhization.
Based on the results obtained, it is concluded that under the experimental
conditions used in this work, the mycorrhization of the hybrid or creole maize plants
with AMF, did not promote the growth of the same or bioprotection against blind

hen in relation to the commercial mono-specific inoculum.

Index words: Glomomerycota, Scarabaeoidea, Zea mays L., Biological control,
Rhizophagia.
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I. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es la especie vegetal cultivada con mas amplia distribucion
en México. Es de gran importancia en el suministro alimentario familiar y posee
alto valor cultural al estar ligado a la cosmovision de los pueblos indigenas (Ayala-
Sanchez et al. 2009). En el estado de Michoacan en el afio 2017 la superficie
cosechada de maiz fue de 452, 583.13 hectareas con un rendimiento promedio
de 4.22 toneladas por hectarea. La produccion total de maiz en el estado fue de
1, 911,238.75 toneladas y se comercializaron a un precio medio rural promedio de
$3,504.02 (SIAP, 2018).

En el municipio de Epitacio Huerta la produccién de maiz en el afio 2017 fue de
38, 249.18 toneladas. La venta de este producto produjo un total de $129, 810,
390.00 que lo posicion6 como el producto agricola de mayor importancia en la

region.

El cultivo de maiz en este municipio presenta dos grandes problemas que afectan
el rendimiento. Uno de ellos es la condicion de acidez de sus suelos que dificulta
la absorcién de nutrientes. Para corregir la acidez en los suelos de Epitacio
Huerta, normalmente se realizan aplicaciones de hidréxido de calcio, que es el
producto de mayor empleo para la modificacion del pH del suelo. Su aplicacién
tiene una repercusion en la microbiota del suelo aumentando el nimero de
bacterias y actinomicetos asi como la actividad microbiana e incrementa el costo

de produccién del cultivo.

El otro problema en la produccion de maiz es la presencia de plagas rizéfagas. La
produccion puede ser afectada entre el 15y 20 % por larvas de los escarabajos de
la familia Melolonthidae, comunmente llamadas “gallinas ciegas” (Moron 1997,
Villalobos 1999). En México, se estima que por lo menos veinte especies de
gallina ciega del genero Phyllophaga son consideradas plagas rizofagas del maiz
(Moréon 1997). A pesar de que existen insecticidas para el control de estos

insectos rizofagos, la efectividad ha sido parcial y se han documentado casos de
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resistencia (Loera-Gallardo et al. 2010), por lo que una alternativa es el uso de

hongos micorrizicos arbusculares (Johnson y Rasmann, 2015; Toro et al., 2008).

Las micorrizas son la union simbiotica entre hongos micorrizicos y las raices de
las plantas y son de gran importancia en los sistemas agricolas (Gosling et al.,
2006). Las micorrizas confieren beneficios como estimulacion del crecimiento,
incrementan la resistencia al ataque de plagas y enfermedades, tolerancia a estrés
biético y abiotico, y contribuye a mejorar la estructura del suelo (Bethlenfalvay y
Linderman, 1992; Pineda et al., 2010; Johnson y Rasmann, 2015).

Dentro de estos hongos formadores de micorrizas encontramos a los hongos
micorrizicos arbusculares que forman uniones simbiédticas con las raices del 80 %

de las especies vegetales (Schubler et al., 2001).

Los productos comerciales a base de hongos micorrizicos arbusculares utilizan
cepas no nativas o indculos con una sola especie. Esto representa una desventaja
por la especificidad entre especies de HMA y vegetales para formar micorrizas
(Sharma et al., 2009; Quifiones et al., 2016). Se desconoce el posible impacto que
ocasionaria la inoculacién del suelo con esporas de HMA no nativas sobre las

nativas en la zona de estudio.

Las cepas nativas de hongos micorrizicos poseen mayores posibilidades de éxito
en la colonizacion de raices y sobrevivencia de esporas en el campo, por estar
adaptados a las condiciones del suelo de cada region (Armenta et al., 2010;
Quifiones et al., 2016). Se recomienda el empleo de consorcios micorrizicos
nativos y de composicion mixta para no alterar la diversidad de las poblaciones
existentes en el suelo por el uso de microorganismos introducidos (Sharma et al.,
2009).

Por lo anterior, en esta investigacién se evalud la diversidad de HMA presentes en
diferentes localidades del municipio de Epitacio Huerta, Michoacan en predios
donde se cultiva maiz. Se evalué el potencial de los consorcios micorrizicos

nativos propagados en cultivos trampa, como coadyuvantes en la fertilizacién y
2



bioproteccién contra gallina ciega en plantas de maiz cultivados en diferentes

sustratos bajo condiciones de invernadero.



II. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General.

Caracterizar y evaluar el potencial biolégico (promocién del crecimiento y
bioproteccién contra gallina ciega) de hongos micorrizicos nativos del cultivo del

maiz del municipio de Epitacio Huerta, Michoacan.

2.2. Objetivos especificos.

e Aislar y cuantificar las esporas de los HMA presentes en distintos sitios de
la regién maicera de Epitacio Huerta, Michoacan.

e Propagar los consorcios de HMA en macetas trampa.

e Caracterizar morfolégicamente las distintas especies de HMA encontradas
en los diferentes sitios de estudio.

e Evaluar el efecto promotor de crecimiento vegetal de cada uno de los
consorcios de HMA en plantas de maiz en condiciones de invernadero.

e Evaluar el efecto de la interaccion HMA - raiz en la rizofagia de la gallina

ciega.



[ll. Hipotesis

Los consorcios nativos de HMA de suelos de la regidon maicera de Epitacio Huerta,
presentaran una mayor promocion de crecimiento y bioproteccion contra los dafios
por gallina ciega en maices criollos e hibridos que si se emplea un in6culo

monoespecifico en plantas de maiz bajo condiciones de invernadero



IV. ANTECEDENTES
4.1. Micorrizas

Una gran diversidad de microorganismos benéficos contenidos en el suelo han
sido introducidos en diversos sistemas agricolas (Antoun y Prévost, 2005). La
integracion de microorganismos benéficos puede propiciar un cambio en el
balance de las comunidades hacia una estructura poblacional que favorece el
incremento de la salud de las plantas y su productividad (Vassilev et al., 2006).
Entre las interacciones mas importantes planta-microorganismo se encuentra la

simbiosis micorrizica arbuscular (Smith y Read, 1997).

La palabra micorriza (del griego mikos, hongo, y rhiza, raiz) describe la asociacion
simbidtica que se establece entre determinados hongos del suelo y las plantas.
Este término fue utilizado por primera vez por Bernhardt Frank en 1885, pero fue
hasta el siglo XX cuando se instituye el concepto y la importancia de estas
asociaciones y su presencia en los sistemas suelo-planta (Barea y Jeffries, 1995).
Las micorrizas son consideradas en general, simbiosis de caracter mutualista. El
hongo le proporciona a la planta nutrientes minerales y agua procedentes del
suelo y a cambio, la planta le cede al hongo hidratos de carbono derivados de la

fotosintesis.

Las micorrizas se clasifican de manera muy general en tres grupos:
Ectomicorrizas, Ectoendomicorrizas y Endomicorrizas (Carballar, 2009). En las
endomicorrizas las hifas del hongo se propagan a través de las raices y penetran
las células corticales sin llegar a colonizar el endodermo, ni producir
modificaciones morfolégicas evidentes en las plantas hospedantes; es el grupo
mas difundido en el planeta (Smith y Read, 2008) y esta dividido en varios
subtipos, de los cuales el de mayor distribucién es el arbuscular (Ferrer y Herrera,
1988). La clasificacion taxonoémica de los HMA se basa en caracteristicas

especificas de la estructura subcelular de las esporas (Morton y Bentivenga,



1994). Schubler (2010) clasific6 los HMA en dieciocho géneros vy

aproximadamente 193 especies descritas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de los hongos micorrizicos arbusculares (Schubler y
Walker, 2010).

Ordenes Familias Géneros

Glomus, Funneliformis,

Glomeraceae _ _
Rhizophagus, Sclerocystis

Glomerales
Claroideglomeraceae Claroideoglomus
_ Gigaspora, Scutellospora,
Gigasporaceae
Racocetra
Phyllum:
Glomerycota Acaulosporaceae Acaulospora
- Diversisporales
Clase: P Entrophosporaceae Entrophospora
Glomeromycetes _ )
Pacisporaceae Pacispora
. . Diversispora, Otospora,
Diversisporaceae
Redeckera
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus
Geosiphonaceae Geosiphon
Arcaeosporales Ambisporaceae Ambispora
Archaeosporaceae Archaeospora

A pesar de la escasa informacion reportada sobre la riqueza de los HMA existente
en ecosistemas naturales y de manejo, existen evidencias de que ésta podria ser
mayor a la reportada (Opik et al. 2008). Se estima que en total en el mundo



pueden existir alrededor de 1,250 especies, incluyendo las ya reportadas y las

desconocidas (Borstler et al. 2006).
4.1.1. Micorrizas arbusculares

La micorriza arbuscular es la simbiosis que se produce entre hongos del Phylum
Glomeromycota y las raices del 80 % de las especies vegetales, se presenta
ampliamente de forma natural y proporciona diversos beneficios a la planta
hospedante (Gosling et al., 2006), entre estos se encuentran: estimulacion del
crecimiento, resistencia al ataque de plagas y enfermedades y la tolerancia al
estrés hidrico aunado a que contribuyen al mejoramiento de suelos degradados
(Bethlenfalvay y Linderman, 1992). Se considera que el 80 % de las plantas
vasculares son capaces de formar micorrizas arbusculares (Trappe, 1987), a
excepcion de algunos taxones vegetales, como son las familias Brassicaceae,
Fumariaceae, Urticaceae, Poligonaceae y Quenopodiaceae (Wang y Qiu, 2006).
Los HMA presentan una distribucion influenciada méas por las condiciones
ambientales que por una especificidad de la relaciébn hongo-planta, aunque las
plantas influyan localmente en su distribucion. Existen hongos ubiquistas que se
encuentran en diversas condiciones de climas y suelo, algunas especies de
glomales se encuentran distribuidas en todo el mundo y estdn adaptadas a
diversos habitats, no obstante, es evidente que los factores fisicos y quimicos del

suelo pueden restringir su distribucion (Varela y Trejo, 2001).

Los hongos formadores de MA son simbiontes obligados, dependen de la planta
hospedadora para completar su ciclo de vida (Smith y Read, 2008). La mayoria de
las especies de HMA forman esporas en el suelo capaces de germinar en
ausencia de las sefiales derivadas de la planta huésped (Giovannetti, 2000). Las
esporas germinan y crecen en respuesta a diferentes condiciones ambientales y
edaficas, pero presentan la incapacidad de extender su micelio y completar su
ciclo de vida si no establecen una relacion funcional con la planta huésped
(Fernandez, 2003). Las esporas resisten condiciones adversas en el suelo,

germinando cuando las condiciones son favorables. El tubo germinativo crece a
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través del suelo y puede eventualmente hacer contacto con las raices de un
hospedante apropiado (Azcon y Barea, 1980; Rhodes y Gedermann, 1980). Al
colonizar las células corticales de la raiz de la planta hospedante, el hongo
invagina el plasmalema de la célula vegetal y produce una estructura
profusamente ramificada llamada arbusculo, que es el sitio de intercambio de
nutrientes entre el hongo y la planta (Fig. 1). La formacion de esta estructura es
una caracteristica comun de todos los hongos micorrizicos arbusculares (Varela y
Trejo, 2001).

Apresorio en e, o

Epidermis
el punto de P Hifa
entrada : Hypodermis intercelular
Hifa - l
intracelular /
*»%5‘-‘ - Arbusculos
Vesicula =7 L3 /

Cortex

Figura 1. Principales estructuras de una asociacion micorrizica arbuscular.
Modificado de Brundrett et al. (1996)

Los HMA desarrollan redes de hifas capaces de trasportar diversos nutrientes del
suelo a la planta; la direccién de la trasferencia de nutrientes varia en la direccién
y cantidad dependiendo de la especie, la combinacién hongo-planta y las
condiciones ambientales (Hodge, 2000; Nakano et al., 2001). Es conocido que la
red de micelio externo puede alcanzar una densidad de hasta 100 metros de hifas
por centimetro cubico de suelo (Miller et al., 1995). Las hifas del hongo, por su
tamafio (con un diametro medio de 3-4 um) y distribucién, son capaces de explorar
un volumen de suelo mayor que las propias raices, penetrando poros y cavidades
del suelo en los que las raices por su tamano (diametro = 10 ym) no pueden
penetrar (Smith y Read, 1997). Cada una de estas estructuras fangicas son

consideradas fuente de in6culo el cual es definido como un producto biol6gico
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(liquido o solido) que facilita la introduccion de propagulos de microorganismos
cuyas actividades fisioldgicas auxilian en el crecimiento y desarrollo de las plantas
(Alarcon et al., 2004).

La formacion de la simbiosis también protege a la planta frente a estrés de tipo
biético, como el ataque de organismos patdégenos (Liu et al., 2007; Pozo y Azcén-
Aguilar, 2007; Koricheva et al., 2009) y abidtico como la salinidad, sequia, frio,
presencia de metales pesados (Aroca et al., 2007; Ferrol et al., 2009).
Adicionalmente, la red de hifas del hongo que se desarrolla en el suelo contribuye
a mejorar la estructura del mismo al facilitar la formacion de agregados estables

en agua (Piotrowski et al., 2004; Rillig y Mummey, 2006).
4.2. Resistencia sistémica

Las plantas interactian con organismos benéficos y antagonistas, lo que exige el
desarrollo de respuestas adaptativas para integrar las diferentes sefiales que
perciben, estas respuestas varian en funcion de la gran diversidad de especies de
plantas, insectos y microorganismos, incluyendo benéficos, que interactian y
permiten mejorar el crecimiento y la nutricion vegetal, favorecen la tolerancia al
estrés, el control de plagas y la polinizacion (Gomez y Rodriguez, 2012). La
respuesta de las defensas en las plantas activa diferentes mecanismos inducibles
como la deposicion de compuestos en la pared celular, sintesis de compuestos
antimicrobianos de bajo peso molecular como las fitoalexinas y la acumulacion de
proteinas de respuesta a patogénesis con actividad antimicrobiana dependiendo
del atacante que se trate. Estas defensas inducibles estdn sujetas a una
regulacion estricta, porque su rapida activacién es la clave para una defensa

exitosa (Pozo et al., 2005).

Estas reacciones no solo se manifiestan de manera local, sino que puede provocar
una induccion de respuesta sistémica. Se conocen dos tipos de resistencia
sistémica: la resistencia sistémica adquirida (RSA) y la resistencia sistémica

inducida (RSI). La resistencia sistémica adquirida es una respuesta de las plantas
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para contrarrestar la invasion de patdgenos que se origina en el punto de infeccion
e involucra una respuesta de hipersensibilidad, sintesis de proteinas relacionadas
a la patogenicidad y produccion de acido salicilico. La resistencia sistémica
inducida se manifiesta en respuesta a la colonizacion del sistema radical de las
plantas por ciertas rizobacterias promotoras del crecimiento y sintesis de acido

jasmonico y etileno (Azcon y Barea, 1996; Pozo et al., 2005).

Estos mecanismos de resistencia permiten a la planta activar sus estrategias de
defensa a larga distancia. Ademas de las rizobacterias, recientemente ha surgido
evidencia de que los HMA son también capaces de inducir una respuesta de
defensa de la planta. Ante esto, se plantea la posibilidad de utilizar a los HMA
como agente de biocontrol para diversos patégenos, ademas de su rol como
agente biofertilizante para favorecer las practicas de la agricultura sustentable
(Pieterse et al., 2001; Van Wees et al., 2008; Reyes et al., 2016).

Existe una gran namero de evidencias que demuestran que los HMA pueden
contrarrestar el estrés bidtico causado por patdégenos que atacan el sistema
radical (Avis et al., 2008, Pérez et al., 2015; Trinidad et al., 2017). Por ejemplo, el
ataque causado por nematodo de raiz (De la Pefa et al., 2006, Elsen et al., 2008).
La bioproteccion inducida por HMA puede darse por la afectacion directa del
patbgeno mediante exudados y la competencia por alimento y espacio; la mejora
en el estado nutricional de la planta y modificacion del sistema radical del
huésped; desarrollo de un ambiente que propicie el establecimiento de
microorganismos antagonicos de la rizosfera y cambios bioquimicos asociados
con mecanismos de defensa de la planta e induccion de tolerancia al patégeno
(Pozo y Azcédn-Aguilar 2007; Avis et al., 2008). Los hongos micorrizicos pueden
afectar a los insectos que se alimentan de las raices a través de efectos indirectos
mediados por las plantas e interacciones fisicas propias de la micorriza como el
cambio en la estructura de la raiz y quimicas directas en las raices y la rizosfera

(Jhonson y Rasmann, 2015; Vanette y Rasmann, 2012).
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4.3. Factores que modifican las poblaciones y concentraciones de HMA en el

suelo

Diversos factores afectan el desarrollo, actividad y supervivencia de los HMA.
Entre los mas importantes se encuentran las practicas culturales agricolas,
particularmente la fertilizacion, la aplicacion de pesticidas y las rotaciones de
cultivos. Por ejemplo la labranza y abonado con la aplicacion de cal, reducen los
niveles de colonizacién de las raices y el potencial de los HMA en campo, la
fertilizacion con altos niveles de fosforo disminuye o inhibe la eficiencia de los
HMA (Ezawa et al., 2000). De igual forma los cambios de fertilidad del suelo con
correcciones a base de fertilizantes minerales o materia organica afectan
significativamente la actividad micorrizica del suelo en términos de colonizacion de
raiz y numero de esporas producidas (Hayman, 1987); una fertilizacion excesiva
en macronutrientes resulta en una colonizacion minima, al grado de que se
dificulta el encontrar asociaciones simbidticas en suelos de cultivos intensivos y
por consiguiente se da la extincion de los HMA en estos suelos (Van der Heijden
et al., 1998). El pH afecta el nUmero de esporas de HMA presentes en el suelo
(Pefa et al., 2007). En suelos acidos, un aumento del pH en el suelo genera
cambios en la saturacion de aluminio e incrementa capacidad de intercambio
catidnico de las arcillas lo que reduce el estrés en las poblaciones biologicas del
suelo, genera un aumento de sus densidades poblacionales y favorece la

esporulacion en el caso de los hongos micorrizicos (Pefia et al., 2007).
4.4. Hongos micorrizicos arbusculares nativos

Los HMA participan en la adquisicion de nutrimentos que generalmente se
encuentran localizados espacialmente en micrositios, asi en raices colonizadas
por HMA nativos pueden explorar mayores volimenes de suelo, teniendo acceso
a fuentes de fosforo (P), localizadas en estos micrositios. Las hifas extraradicales
desarrollan un papel importante en la deteccion y adquisicion de P (Cui y Caldwell,
1996). En el caso de los suelos aridos, los HMA nativos ofrecen un incremento en

la nodulacién y/o fijacién biolégica de nitrégeno en leguminosas. La inoculacion
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con HMA nativos y Rhizobium incrementan la biomasa foliar, follaje, contenido de
N y P en parte aérea y supervivencia en comparacion con plantas no inoculadas.
Adicionalmente, la doble inoculacién induce un efecto sinérgico reflejado en un

mayor incremento de P en el tejido de las plantas (Carpenter y Allen, 1998).

La inoculacibn con HMA endémicos incrementa el crecimiento vegetativo,
floracion, fructificacion y el rendimiento de semillas asi como el contenido de
fésforo (Stanley et al., 1993). También favorecen la proteccion contra organismos
patogénicos y esto incrementa la fecundidad de sus hospedantes (Newsham et al.
1994). En su investigacion, Reyes et al., (2016) obtuvieron un efecto positivo en la
promocién del crecimiento y la reduccion del dafio causado por Phytophthora
capsici en plantas de chile serrano y chile. Quifiones et al. (2014) encontraron que
plantas de papaya inoculadas con consorcios de HMA incrementaron la biomasa
seca en mas de 200% con respecto a plantas sin inocular. Plantas de arandano cv
Biloxi mostraron una promocion de crecimiento cuando fueron inoculadas con
micorrizas nativas (Bautista et al., 2017). Trinidad et al. (2017) encontraron que
plantas de Agave cupreata inoculadas con consorcios de HMA nativos
aumentaron su biomasa hasta en un 200 % y disminuyeron la intensidad de la
enfermedad causada por Fusarium oxysporum en un 50 % comparadas con las
plantas sin inocular. Reyes et al. (2015) encontraron que plantas de maiz, chile y
frijol presentaron un efecto positivo por la inoculacion con consorcios de HMA
nativos al incrementar su altura y diametro de tallo con respecto a plantas sin

inocular.
4.5. Los suelos acidos como factor limitante para la produccién de maiz

Una causa importante que influye sobre el deterioro de los recursos naturales, es
la transformacion de ecosistemas naturales como los matorrales, la selva o el
bosque de pino-encino a pastizales, a potreros o a terrenos de uso agricola. En
México, extensas areas de bosques o praderas, se transformaron en areas en las
gue actualmente se cultivan cereales basicos para la alimentacion, como maiz,

trigo y avena. Un caso interesante son los suelos agricolas del orden Andisol que
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se originan de acumulacién de cenizas volcanicas y que estuvieron cubiertos por
bosques o praderas. Estos suelos tienen como principal factor limitante para el
desarrollo de las plantas cultivadas, la acidez (pH &cido igual a 6.5 o0 menor), que
puede afectar la disponibilidad de nutrimentos esenciales principalmente el P. Esta
condicion edafica, cuando es adversa, propicia un suelo con baja fertilidad
(Hesterberg, 1993; Baligar et al., 1997).

En suelos de baja fertilidad, las plantas cultivadas desarrollan estrategias
adaptativas de tolerancia y evasion al mejorar su eficiencia en adquisicion de
nutrimentos. Entre las estrategias se encuentran, por un lado, su eficiencia
nutrimental, definida como la capacidad de una planta para producir la mayor
cantidad de biomasa seca por unidad de nutrimento suministrado y, por otro, la
relacion entre los hongos del suelo y las raices de las plantas(Barea, 1998; Portilla
et al. , 1998). Esta asociacion tiene una importancia en 92% de las plantas,
incluidos los cereales y permite la obtencion de nutrientes poco moviles como el P.
Como resultado, se incrementa la biomasa vegetal, una mayor obtencién de agua
y se modifican las interacciones competitivas y se da estructura a las comunidades
vegetales, que favorecen el desarrollo y la produccién de los cereales (Montafio et
al., 2001).

Una opcidn para incrementar la eficiencia los fertilizantes quimicos es mediante el
uso de HMA, alternativa biotecnolégica y econdémica con alto impacto potencial
para disminuir el uso de fertilizantes quimicos importados, reducir costos y la

contaminacion ambiental (Bashan et al., 2012).
4.6. Complejo Gallina Ciega como limitante de produccion de maiz

Los insectos del subsuelo suelen considerarse plagas de semillas o plantulas que
afectan de forma considerable el rendimiento de los cultivos (Jordan et al., 2012).
Los rizofagos son insectos del subsuelo que se alimentan de la raiz de las plantas
y reducen la masa de raiz disponible para la colonizacion de la micorriza

arbascular y también pueden causar dafio directamente a los hongos micorrizicos
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arbusculares. Para el control de estas plagas se utilizan productos quimicos cuyo
uso inadecuado ocasiona contaminacion edafica y ambiental. El conjunto de
especies de los géneros Phyllophaga, Anomala y Cyclocephala conforman el
complejo denominado “gallina ciega” y son las plagas de suelo con mayor impacto
(Morén et al., 1986), aunque este complejo incluye también especies benéficas
(Romero et al. 2010) y solo una minoria de las especies son rizofagas. El complejo
de gallina ciega, se reporta en mas de 40 cultivos agricolas causando diversos
dafios que van desde el amarillamiento del follaje hasta la pérdida total de los
cultivos; solo en el cultivo del maiz en Latinoamérica se estima una pérdida anual
de 135 millones de dolares (Arguello et al., 1999). Este complejo es influenciado
en su distribucion por las practicas de manejo del sistema de produccion, los
periodos de descanso con libre pastoreo y aplicacion de herbicidas, asi como la
disponibilidad de materia organica y el nivel de humedad del suelo (Perez-Agis et
al., 2014).

Las especies de la familia Melolonthidae son parte del complejo de “gallina ciega”
y esta integrada en México por aproximadamente 600 especies asociadas a 12
géneros. En su fase larvaria se desarrollan en el suelo alimentandose de raices y
materia organica (Moron, 1993). El género Phyllophaga cuenta con 369 especies
agrupadas en los subgéneros Chlaenobia, Chirodines, Phytallus, Phyllophaga,

Tostegoptera, Eugastra, Triodonyx y Listrochelus (Morén, 2003).

Por lo anterior en esta investigacion se probaran cinco consorcios nativos de HMA
en plantas de maiz en condiciones de invernadero como promotores de

crecimiento vegetal y bioprotectores contra los dafos por gallina ciega.
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V. RESULTADOS

5.1. COLECTA, CUANTIFICACION, PROPAGACION E IDENTIFICACION DE
HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES

5.1.1 Resumen

El manejo agricola de los suelos tiene un impacto directo en la diversidad y
densidad de la microbiota existente en ellos. En el municipio de Epitacio Huerta se
tienen suelos con una acidez alta, bajas concentraciones de nutrientes y materia
organica. Ademas son suelos arcillosos a los que se les ha aplicado fertilizacidon
guimica y un manejo agricola intensivo lo que ha ocasionado una alteracién a la
microbiota nativa. En el presente trabajo se estudiaron 5 sitios con condiciones
contrastantes en las practicas agricolas (descanso, quemas, incorporacién de
materia organica, rotacion de cultivos y encalado) y el efecto de estas practicas en
la cantidad de esporas de hongos micorrizicos. Los resultados mostraron
diferencias en la abundancia de esporas en funciébn de la préactica agricola
realizada en los suelos. Asi mismo, se encontr6 una correlacibn positiva
significativa entre la concentracion de potasio en el suelo y la densidad de esporas
y una correlacibn negativa significativa entre la densidad de esporas y la
concentracion de foésforo. Se puede mencionar que el manejo y las préacticas
agricolas, impacta directamente en la densidad de comunidades de HMA. Los
tipos de manejo con menor perturbacion al suelo favorece el aumento en la

densidad de esporas de los hongos micorrizicos.

Palabras clave: Consorcios micorrizicos, Zea mays, Fertilizacion, Fosforo.
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Collection, quantification, propagation and identification of arbuscular

micorrizic fungi
5.1.2 Abstract

The agricultural management of soils has a direct impact on the diversity and
density of the microbiota existing in them. In the municipality of Epitacio Huerta
there are soils with high acidity, low concentrations of nutrients and organic matter.
They are also clay soils to which chemical fertilization has been applied and
intensive agricultural management which has caused an alteration to the native
microbiota. In the present work, 5 sites with contrasting conditions were studied in
agricultural practices (rest, burning, incorporation of organic matter, rotation of
crops and liming) and the effect of these practices on the amount of mycorrhizal
fungal spores. The results showed differences in the abundance of spores
according to the agricultural practice carried out in the soils. Likewise, a significant
positive correlation was found between soil potassium concentration and spore
density and a significant negative correlation between spore density and
phosphorus concentration. It can be mentioned that management and agricultural
practices directly impact the density of AMF communities. The types of
management with less disturbance to the soil favors the increase in the spore
density of mycorrhizal fungi.

Key words: Mycorrhizal Consortiums, Zea mays, Fertilization, Phosphorus.
5.1.3 Introduccién

El tipo de suelo, la etapa de crecimiento del cultivo, las practicas de manejo como
la rotacién de cultivos, tipo de labranza, aplicacién de fertilizantes, pesticidas asi
como los factores ambientales (pH, temperatura, humedad, etc.) pueden influir en
la composicion de la comunidad microbiana y tienen un efecto en las diversas
actividades enzimaticas en la rizosfera (Giri et al., 2005). Se ha demostrado que la
perturbacion del suelo afecta la concentracion de carbono (C) organico en el

suelo, la estructura y diversidad de la comunidad de hongos micorrizicos
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arbusculares (HMA). La densidad de esporas, la riqueza y diversidad de especies
de HMA tienden a aumentar en los tratamientos de labranza de conservacion, se
ha encontrado que la riqueza de especies de hongos micorrizicos arbusculares se
correlaciona con el contenido de C organico, por lo que a mayor perturbacion de
los suelos disminuyen las comunidades de HMA (Yang et al., 2012) y la formacién

de micorrizas arbusculares.

Existen especies de hongos micorrizicos que son considerados generalistas y se
encuentran generalmente en la mayoria de los sitios agricolas, la diversidad de
especies de hongos micorrizicos representa una ventaja funcional de
sobrevivencia y colonizacion de especies vegetales cultivadas en campos
agricolas (Pérez et al.,, 2012). El manejo agronémico de los suelos en Epitacio
Huerta, Michoacan, es muy variado y por la condicién acida de sus suelos se
realiza comunmente la aplicacion de calcio, ademas de fertilizantes quimicos para
obtener mejores rendimientos. Las HMA endémicos se adaptan al pH del suelo de
origen lo que implica una limitante en la eficiencia de cepas comerciales (Pérez et
al., 2011). Con la finalidad de estudiar la presencia de los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), y determinar el impacto que podria tener el tipo de manejo
agricola empleado por los productores de Epitacio Huerta en las comunidades de
HMA, se estudio la concentracion de esporas de HMA bajo diferentes condiciones

de manejo.
5.1.4 Materiales y métodos
5.1.4.1 Sitios de muestreo

El muestreo se realizé en cinco sitios ubicados en el municipio de Epitacio Huerta,
con las condiciones habituales para el cultivo de maiz en cada predio. Se
seleccionaron cuatro localidades con condiciones edafocliméaticas contrastadas:
Tejocote Polvillas, Dolores, Epitacio Huerta (Cabecera municipal) y Santa Cruz
Ojo de Agua.
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Localidad: Tejocote Polvillas

Nombre del predio: El Anteojo (Fig. 2)

Productor: Eugenio Loyola
Ubicacién geografica: N 19° 59’ 45.75” O 100° 21’ 48.53”
Altitud: 2,647 msnm

Figura 2. Predio El Anteojo en la localidad de Tejocote Polvillas, municipio de
Epitacio Huerta, Michoacéan.

Localidad: Tejocote Polvillas

e Nombre del predio: La Ciénega (Fig. 3)

e Productor: Eugenio Loyola

e Ubicacién geografica: N 20° 00’ 16.56” O 100° 21’ 50.79”
e Altitud: 2,628 msnm
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Figura 3. Predio La Ciénega en la localidad de Tejocote Polvillas, municipio de
Epitacio Huerta, Michoacan.

Localidad: Dolores

e Nombre del predio: El LIano (Fig. 4)

e Productor: Luis Cano

e Ubicacion geografica: N 20° 03’ 09.48” O 100° 17’ 35.27”
e Altitud: 2,359 msnm

Figura 4. Predio El Llano en la localidad de Dolores municipio de Epitacio Huerta,
Michoacan.
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Localidad: Epitacio Huerta

Nombre del predio: Cecytem (Fig. 5)

Productor: Isabel Feregrino
Ubicacién geografica: N 20° 08’ 16.71” O 100° 17’ 52.02”
Altitud: 2,509 msnm

Figura 5. Predio Cecytem en la localidad de Epitacio Huerta, municipio de Epitacio
Huerta, Michoacan.

Localidad: Santa Cruz Ojo de Agua (Fig. 6)

e Nombre del predio: El Secano

e Productor: Ezequiel Gonzalez

e Ubicacién geografica: N 20° 13’ 07.32” O 100° 19’ 46.86”
e Altitud: 2,497 msnm
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Figura 6. Predio El Secano en la localidad de Santa Cruz Ojo de Agua, municipio
de Epitacio Huerta, Michoacéan.

5.1.4.2 Condiciones agronémicas de los sitios muestreados

El predio El anteojo, de la localidad Tejocote Polvillas, se encontraba en
preparacién para siembra después de un descanso total del ciclo anterior. El
predio La Ciénega, de la localidad de Tejocote Polvillas, se encontraba sembrado
con maiz de tres semanas de emergencia con una distribucion irregular. El Llano,
de la localidad de Dolores, tenia un descanso de dos afios y se habia realizado
una quema para la eliminacion de la vegetacion existente, presentaba un suelo
extremadamente compactado y agrietado. El predio Cecytem, ubicado en la
cabecera municipal, se encontraba dentro de la zona urbana y con una rotacién de
cultivos (avena-maiz). El predio El Secano, de la localidad Santa Cruz Ojo de

Agua, se encontraba en preparacion con la incorporacién de estiércol fresco.
5.1.4.3 Muestreo de suelos

La colecta de muestras se realiz6 el dia 16 de mayo del afio 2017. Se colecto el
suelo con una pala cuadrada; en cada predio se tomaron cinco muestras a una

profundidad de aproximadamente treinta centimetros. Cada muestra se deposito
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en bolsas de plastico con capacidad para tres kilogramos y se rotularon con los
datos de campo correspondientes: nombre de predio, nombre de productor,
localidad, fecha de muestreo. Se trasladaron al laboratorio de Teledeteccion y
Fisiologia Vegetal del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales
(IAF)-UMSNH para su procesamiento. En el laboratorio, se mezclaron para
obtener una muestra compuesta de aproximadamente diez kilogramos de suelo de
cada sitio muestreado, el suelo homogenizado se sec6 a la sombra a temperatura

ambiente.

De una porcion de 1 kg de la mezcla compuesta de cada sitio muestreado, se
realiz6 el analisis fisico quimico, en el laboratorio de suelos del Instituto

Tecnoldgico del Valle de Morelia.
5.1.4.4 Aislamiento y cuantificacion de esporas de HMA

Para la obtencién de esporas se utilizd la técnica de tamizado humedo y
decantacion propuesta por Gerdemann y Nicolson (1963), en combinacion con la
técnica de flotacion en sacarosa descrita por Walker (1982). Las esporas
obtenidas se depositaron en tubos de ensayo con su identificacion, para su

posterior conteo.

La cuantificacion de esporas se realiz6 mediante la observacion del contenido en
el liquido resultante del paso anterior, utilizando un microscopio estereoscopico

(Velab MC3) de acuerdo al protocolo descrito por Trejo et al. (2008).
5.1.4.5 Propagacion de HMA en macetas trampa

Las macetas se establecieron en un invernadero tipo cenital que se encuentra
cubierto con un plastico que deja pasar un 80 % de la radiacion solar. Este
invernadero se ubica en las instalaciones del (IIAF) con direccion en Km 9.5

carretera Morelia — Zinapécuaro, Tarimbaro, Michoacan.
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Se realizd la propagacion de hongos micorrizicos por el método de macetas
trampa (Trejo et al., 2008). Se usaron 25 macetas de plastico (5 repeticiones para
cada sitio de muestreo, distribuidas al azar dentro del invernadero) con capacidad
de 1 kilogramo perforadas en el fondo y para evitar la pérdida de esporas en los
riegos se coloco un circulo de papel filtro. Como sustrato se utilizO arena
esterilizada, por la técnica de vapor de agua a presion por un lapso de dos horas
durante tres dias. Se usaron como cultivos trampa maiz, cempasuchil, trébol y

pasto bermuda. Se agregaron 100 gramos de indculo por maceta.

Las macetas se mantuvieron durante siete meses, durante los cuales se regaron
cada tercer dia con agua desionizada. Después de este lapso se dejaron de regar
y una vez seca la parte aérea la planta fue cortada para dejar secar el suelo y
promover la esporulacion. El sustrato junto con las raices se homogenizé con un
molino de bolas marca Planetary Mill PULVERISETTE 5/4 a 350 RPM durante dos

minutos. Se cuantificd la concentracién de esporas en cada consorcio.
5.1.4.6 Identificacion de los HMA

a) Separacion de esporas

Las esporas se separaron en grupos discretos de acuerdo a las caracteristicas
morfologicas: tamafio, color, estructura de la pared, turgencia, presencia y forma

de la hifa de sostén.
b) Montaje

Se realizaron preparaciones permanentes con un promedio de 10 esporas limpias.
Se colocé la mitad del grupo de esporas en una gota de PVLG en el centro del
portaobjetos, y la otra mitad en PVLG y Melzer en un extremo del portaobjetos, se
colocd un cubreobjetos sobre las esporas y se presiond ligeramente para romper

las esporas y observarlas.

Las preparaciones se secaron a temperatura ambiente durante tres dias antes de

observarlas al microscopio.
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c) ldentificacion de especies

Las preparaciones se observaron con un microscopio compuesto, utilizando los
aumentos 10x, 40x y 100x. La identificacion de especies de HMA se realiz6 con
apoyo de la Dra. Laura Verdnica Hernandez Cuevas catedratica e investigadora

de la Universidad de Tlaxcala.
5.1.5 Resultados y discusion
5.1.5.1. Condiciones fisicoquimicas de los sitios

Los cinco predios presentaron una fuerte acidez del suelo. El predio Cecytem fue
el mas acido con un pH de 3.8; el predio La Ciénega con un pH de 4.3 fue el
predio menos acido, este resultado puede deberse a la incorporacién de cal que
se realizo en este predio. La condicion de acidez extrema, dificulta la movilidad y

absorcién de la mayoria de nutrientes.

En general los cinco predios presentaron concentraciones bajas de nutrientes. La
Ciénega presentd las mayores concentraciones de nitrégeno (N) con 61.9 kg.ha
y fésforo (P) con 25 ppm, que pudo deberse a la fertilizacion previa del predio para

el cultivo de maiz existente al momento de la colecta de las muestras (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Condiciones quimicas de los suelos.

_ pH (solucion C.E. (dS M.O. Norg. (kg P K Ca
edo T cac)  m) % ha)  (pm) (ppm)  (ppm)
El anteojo 4.0 0,2 2,0 50,2 8 77 1150
La Ciénega 43 0,3 2,5 61,9 25 46 1400
El Llano 4,0 0,1 24 59,6 13 67 1100
Cecytem 3,8 0,2 2,2 54,9 11 48 1000
El Secano 4,1 0,3 1,7 41,6 11 41 2250

pH=potencial hidrogeno, C.E.=conductividad eléctrica, M.O.=materia organica.
5.1.5.2 Cuantificacion de esporas en suelos colectados

La cantidad de esporas en los suelos de los predios muestreados vario
significativamente (P<0.05). En el predio El anteojo, se encontré la mayor
densidad de esporas por 100 gramos de suelo seco encontrandose en promedio
507 + 88 esporas, en este suelo se registrdé la menor concentracion de P. En el
predio La Ciénega, la densidad fue de 48 +36 esporas y la mayor concentracion
de P disponible (Fig. 7). Por lo general, bajos contenidos de fésforo en el suelo
favorecen el establecimiento de la simbiosis micorrizica incrementando la
colonizacion de las raices de las plantas y promueven la produccion de las
esporas; por el contrario, un alto contenido de foésforo en el suelo incide en la

disminucion de la simbiosis en las raices de las plantas (Barea, 2001).
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Figura 7. Cantidad de esporas nativas en suelos. Lineas sobre las barras indican
el error estandar. Letras distintas en barras indican diferencias significativas.
Tukey (P<0,05).

Las diferencias entre las concentraciones de esporas de los diferentes predios,
pudo deberse a la practica agricola realizada en el predio. La parcela que habia
tenido descanso y sin laboreo agricola (Anteojo), registré la mayor densidad de
esporas (507). En la parcela con encalado y maiz en etapa vegetativa (Ciénega),
se obtuvo la menor cantidad de esporas. Este bajo valor encontrado podria
deberse a que en esta parcela ya se encontraba maiz y muy probablemente las
esporas ya habrian germinado y colonizado las raices.

La parcela El Llano, presentd una densidad de esporas estadisticamente igual la

parcela Cecytem, donde se encontraron los suelos con una menor labor agricola.

La estructura y composicion del conjunto de HMA estan influenciadas
principalmente por la fertilizacion con N y, en menor medida, por la labranza (Toro
et al., 2008). La mayor densidad de esporas se encontrd en el predio El Anteojo
gue no presentd trabajos de laboreo al estar en descanso durante un afio; en el
predio El Llano que estuvo en mayor tiempo de descanso (2 afios) se realizdé una
quema y presentd una densidad similar a los predios donde se realizo laboreo
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agricola convencional. Blanco y Salas (1997) mencionan que la quema de
rastrojos de maizales no disminuye cuantitativamente la infectividad de los HMA,
pero los efectos indirectos de la quema (erosién del suelo, perdida de fertilidad del
suelo y cambio de composicion de especies de la cubierta vegetal) si producen

cambios.

En el predio Cecytem donde se realiz6 una rotacion de cultivos se registré una
cantidad mayor de esporas que en los sitios donde se realizaron labores de
perturbacion de suelo. Faggioli (2017) menciona que las densidades poblacionales
de HMA se ven afectadas por practicas de manejo agricola como la sustitucion de
la vegetacién nativa por especies introducidas y mejoradas genéticamente, el uso
de pesticidas y fertilizantes, el monocultivo, la remocién del suelo y los barbechos

prolongados.

Respecto al andlisis de correlacion realizado entre las concentraciones de potasio
y fosforo y la densidad de esporas, se encontrd una correlacion positiva (P=0.001)
entre los niveles de potasio del suelo y la densidad de esporas y una correlacion
negativa (P=0.02) con la concentracion de fosforo. Por lo general, bajos
contenidos de fosforo en el suelo favorecen el establecimiento de la simbiosis
micorrizica incrementando la colonizacion de las raices de las plantas y
favoreciendo la reproduccién de las esporas; por el contrario, un alto contenido de
fosforo en el suelo incide en la disminucion de la simbiosis en las raices de las
plantas (Barea, 2001).

5.1.5.3 Propagacion de esporas en macetas trampa

El inéculo del consorcio La Ciénega presentd la mayor cantidad de esporas en las
macetas trampa con 3315 = 477 en 100 g de sustrato, contrastando con la

cantidad de esporas cuantificadas en el suelo colectado (Fig. 8).

El anteojo presento 586 + 170 esporas en 100 g de sustrato, similar a la cantidad

de esporas que se cuantificaron en el muestreo de suelo.
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Figura 8. Concentracion de esporas en reproduccion por macetas trampa. Lineas
sobre las barras indican el error estandar. Letras distintas en barras indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05).

Las diferencias de niumero de esporas por sitio entre suelo directo y sustrato de
propagacion pueden deberse a que, en la propagacion de indculos mediante la
técnica de macetas con cultivos trampa brinda condiciones mas favorables para el
desarrollo de especies presentes en el suelo pero que no pueden ser observadas

en muestras directas.
5.1.5.4 Especies de HMA

En los in6culos obtenidos de las macetas trampa se identificaron nueve especies
correspondientes a cinco géneros (Cuadro 3). Acaulospora es el género con
mayor representacion con tres especies, seguido de Funneliformis y Rhizophagus
con dos especies cada uno. Los géneros Claroideoglomus y Diversispora son

representados por una sola especie cada uno.
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Cuadro 3. Especies de HMA aisladas a partir de sustrato de macetas trampa, de in6culos
provenientes de la region maicera de Epitacio Huerta, Michoacan.

Orden Familia Especie Autor(es)

Acaulospora

Diversisporales  Acaulosporaceae denticulata Sieverd. & S. Toro
Acaulospora

Diversisporales  Acaulosporaceae morrowiae Spain & N.C. Schenck
Acaulospora

Diversisporales  Acaulosporaceae spinosa C. Walker & Trappe

Clareoideoglomus

Glomerales Claroideoglomeraceae claroideum C. Walker & Schuessler
Diversispora

Diversisporales  Diversisporaceae eburnea C. Walker & Schuessler
Funneliformis

Glomerales Glomeraceae geosporum C. Walker & Schuessler
Funneliformis

Glomerales Glomeraceae mosseae C. Walker & Schuessler
Rhizophagus

Glomerales Glomeraceae fasciculatus C. Walker & Schuessler
Rhizophagus

Glomerales Glomeraceae intraradices C. Walker & Schuessler

Estos resultados coinciden con los reportados por Serralde y Ramirez (2004),
quien encontré en suelos en condicion de acidez en los que se cultivaba maiz,
cinco géneros de hongos micorrizicos arbusculares (HMA): Glomus, Acaulospora,
Entrhophospora, Gigaspora y Scutellospora. Pérez et al. (2012) en un muestreo en
siete parcelas para siembra de maiz en el estado de Chiapas, reportan cinco
géneros de HMA en cultivos de maiz; Acaulospora y Glomus fueron los géneros
mas abundantes en especies. Sin embargo, Unicamente el género Acaulospora

coincide con los resultados encontrados en esta investigacion.

Las especies de Acaulospora denticulata, Acaulospora morrowiae y Acaulospora
spinosa coinciden con los reportes de Pérez et al. (2012), quienes identificaron
estas especies en parcelas de maiz con manejo organico en el estado de Chiapas.

Especies del género Acaulospora muestran preferencia a suelos con un pH bajo
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(Siqueira et al., 1984). Por ejemplo Wilson (1987) aislé a Acaulospora mellea de

suelos con un pH de 4.4.

Clareoidoglomus claroideum y Funneliformis geosporum se encontraron en el 100
% de los sitios muestreados, Acaulospora morrowiae, Diversispora eburnea y
Rhizophagus intraradices se identificaron en un 40 % de los sitios muestreados y
Acaulospora denticulata, Acaulospora spinosa, Funneliformis mosseae Yy

Rhizophagus fasciculatus en el 20 % de sitios muestreados.

4.3% 0.6%__0.1% _0.6%

K

3.4%

1.8% B Acaulospora denticulata

B Acaulospora morrowiae

m Acaulospora spinosa

B Claroideoglomus claroideum

m Diversispora eburnea

m Funneliformis geosporum
Funneliformis mosseae
Rhizophagus fasciculatus

Rhizophagus intraradices

Figura 9. Porcentaje de esporas de hongos micorrizicos presentes en suelos de la
region maicera de Epitacio Huerta, Michoacan.

El Anteojo y Cecytem fueron los sitios con mayor abundancia de especies con
cinco especies cada uno. El secano presentd cuatro especies de HMA. La
Ciénega y El Llano resultaron los sitios con menor diversidad de especies de HMA
con solo tres especies cada uno. La especie con mayor abundancia fue
Clareoideoglomus claroideum con un 70.5 % del total de esporas y con presencia
en el 100 % de los sitios; Diversispora eburnea con un 17.5 % fue la segunda
especie con mayor abundancia pero solo se encontré en los predios de El Anteojo
y El Secano (Fig. 9). La especie con menor abundancia fue Acaulospora
denticulata con un 0.1 % y se identifico solo en El Anteojo.
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5.1.6 Conclusiones

El manejo y laboreo agricola, impacta directamente en la densidad de
comunidades de HMA, los tipos de manejo de menor perturbacion favorece el

aumento en la densidad de esporas de hongos micorrizicos arbusculares.

Las concentraciones de fosforo son inversamente proporcionales a la densidad de
esporas de hongos micorrizicos arbusculares, por el contrario las concentraciones

de potasio favorecen el incremento en la densidad de esporas de estos hongos.

Las densidades de esporas obtenidas por propagacion en macetas trampa fueron
diferentes a las densidades naturales del suelo con excepcion del predio El

Anteojo donde se contabilizaron cantidades similares.

Se encontraron nueve especies correspondientes a 5 géneros de HMA. El género
con mayor representatividad fue Acaulospora con tres especies. Clareoidoglomus
claroideum y Funneliformis geosporum se encontraron en todos los sitios

muestreados. Clareidoglomus claroideum fue la especie mas abundante.
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5.2. EFECTO DE HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES EN MAIZ ANTE
EL ATAQUE DE GALLINA CIEGA

5.2.1 Resumen

En este estudio, se evaluaron los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
Funneliformis mosseae y Rhizophagus intraradices en el control del dafio de
larvas de Phyllophaga y promocién de crecimiento en plantas de maiz en
condiciones de invernadero. El disefio experimental usado fue unifactorial
completamente al azar. Cada unidad experimental consisti6 en una maceta con
una planta de maiz y cuatro larvas de Phyllophaga spp. Como variables respuesta
se registraron la altura de planta y didametro de tallo, peso seco aéreo y aumento
de biomasa de las larvas. A los datos se les realiz6 un analisis de varianza y
comparaciéon de medias de Tukey (P<0.05). Se encontré que las plantas de maiz
inoculadas con F. mosseae tuvieron el mayor incremento en la altura y biomasa
seca entre todos tratamientos. El aumento de peso de larvas no se vio afectado
por el nivel de micorrizacion de las plantas. La colonizacién de la raiz del maiz por
los HMA no afecto la rizofagia de Phyllophaga spp, pero disminuy6 el efecto sobre
las plantas. Las plantas inoculadas incrementaron su biomasa con respecto a las

plantas sin inocular.

Palabras clave: Melolonthidae, biofertilizante, bioproteccion, Zea mays.

Arbuscular mycorrhizal fungi for bioprotection against white grub in maize
5.2.2 Abstract

In this study, arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) Funneliformis mosseae and
Rhizophagus intraradices were evaluated in the control of Phyllophaga larvae
damage and growth promotion in maize plants under greenhouse conditions. The
experimental design used was completely randomized. Each experimental unit
consisted of a pot with a corn plant and four larvae of Phyllophaga spp. As
response variables, plant height and stem diameter, aerial dry weight and increase

of larvae biomass were recorded. The data were analyzed by variance and
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comparison of Tukey means (P<0.05). It was found that maize plants inoculated
with F. mosseae had the highest increase in height and dry biomass among all
treatments. The weight gain of larvae was not affected by the level of
mycorrhization of the plants. The colonization of the root of the corn by the AMF
did not affect the rhizophagy of Phyllophaga spp, but decreased the effect on the
plants. The inoculated plants increased their biomass with respect to the plants

without inoculation.
Key words: Melolonthidae, biofertilizer, bioprotection, Zea mays.

5.2.3 Introduccién

Un factor limitante en el rendimiento del cultivo de maiz son las plagas riz6fagas.
Se ha estimado que pueden ocasionar pérdidas de hasta 976 kg ha! anualmente
(De La Paz, 2008). Los dafios causados por estas plagas son dinamicos y con una
tendencia a incrementarse a través del tiempo y su impacto en el rendimiento esta
en funcién de factores fisico y biol6gicos asi como el manejo de produccion
(Perez-Agis et al., 2014). Dentro de estas plagas rizéfagas encontramos el
“‘complejo gallina ciega” (CGC) integrado por algunos estados larvarios de la
familia Melolonthidae (Morén, 2003). Existe discusion en el grado de especificidad
de los habitos de muchas de estas especies, asi como, de su capacidad de hacer
de la rizofagia algo mas facultativo de acuerdo a la oferta alimenticia y sus
condiciones de vida (Morén, 2010). Para el control de plagas riz6fagas se emplean
frecuentemente productos quimicos que ocasionan contaminacion de suelos
agricolas, cuerpos de agua y el medio ambiente. La utilizacion de
microorganismos  benéficos representa una opcién en el manejo de las
poblaciones de los insectos rizéfagos. Los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) representan una buena alternativa, debido a los beneficios que confieren a
la planta siendo los mas importantes la adquisicion de agua y nutrientes como el
fosforo (P), la promocion del crecimiento, resistencia al atague de plagas y
enfermedades, tolerancia a estrés bidtico y abidtico, ademas de mejorar la

estructura del suelo (Bashan et al., 2012) entre otros.
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Por otro lado, los HMA inducen la resistencia de las plantas a los insectos fitéfagos
de formas muy variadas como la produccion de acido salicilico, fitoalexinas y
acumulacion de proteinas de respuesta a patogénesis con actividad
antimicrobiana. (Koricheva et al., 2009). Ademas, las plagas rizofagas y los HMA
comparten el mismo habitat e interactian con el mismo érgano de la planta
hospedante, la raiz. Por lo tanto, deberia de existir una presion de seleccion con
los HMA que brindaran una bioproteccién efectiva con insectos rizéfagos (Johnson
et al., 2016). Por ejemplo en la interaccion rizofagos-raiz, se encontré6 que la
colonizacion micorrizica aumentaba la resistencia de las plantas a los herbivoros
de las raices, sugiriendo un papel significativo de los hongos micorrizicos en las
defensas de las plantas. (Jonhson y Rasmann 2015). Por lo anterior en el presente
trabajo se evaluaron dos hongos micorrizicos arbusculares como bioprotectores

de plantas de maiz contra gallina ciega en condiciones de invernadero.

5.2.4 Materiales y métodos
5.2.4.1 Ubicacion del experimento

El experimento se desarrollé en un invernadero de techumbre curva con cubierta
de acrilico en las instalaciones del Centro de Investigacion y Asistencia en
Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco A.C. (CIATEJ) ubicado en Zapopan,
Jalisco. La duracion del experimento fue de 56 dias.

5.2.4.2 Hongos micorrizicos arbusculares

El hongo micorrizico arbuscular Rhizophagus intraradices se obtuvo de una cepa
comercial (Micorriza INIFAP) y Funneliformis mosseae fue aislado de suelo
rizosférico de plantaciones de agave del Estado de Michoacan. Ambos fueron
obtenidos de la coleccion de hongos micorrizicos del CIATEJ. Las esporas de los
hongos se obtuvieron por medio del método de decantacion y tamizado humedo
de Gendermann y Nicholson (1963) y se utilizo la técnica de flotacion en sacarosa
para su conteo. Se aplicaron 80 esporas en cada una de las unidades
experimentales en cada uno de los tratamientos. Para las plantas que no se

inocularon con HMA, se recupero6 la microbiota existente en el sustrato donde se
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propagaron las esporas de los HMA por lixiviacion con agua desionizada y

aplicandolo a las plantas.

5.2.4.3 colecta de insectos

Se colectaron larvas de Phyllophaga spp. del tercer instar, en campos de maiz
infestados con estos insectos en Zacapu Michoacan. Las larvas se mantuvieron en
recipientes plasticos individuales con turba estéril hUmeda. La turba se sustituy6
cada quince dias y las larvas se alimentaron con zanahoria. Previo a la infestacion
de las macetas con las larvas, éstas se dejaron sin alimentar por quince dias para
aumentar su voracidad. A los 28 dias después del trasplante se realiz6 la
infestacion de las macetas con las larvas. Estas se desinfectaron sumergiéndolas
en una solucién de alcohol al 70 % por 30 segundos, cloro al 1 % por 30 segundos
y posteriormente lavandolas en agua estéril y secandolas con toallas de papel
estéril. Al momento de la infestacion las larvas fueron marcadas individualmente
por colores en la capsula cefélica y se tomo0 su peso inicial. Se usaron cuatro

larvas por unidad experimental.

5.2.4.4 Sustrato y material vegetal

El sustrato utilizado fue una mezcla de suelo, arena y agrolita, esterilizado (121 °C
/8h) en proporcién 4:2:1 (v/v). Las semillas de maiz empleadas fueron de maiz
criollo “Blanco” del municipio de Epitacio Huerta, Michoacan. Se desinfectaron en
una solucion de cloro al 5 %, posteriormente en alcohol al 70 % y se enjuagaron
en tres ocasiones con agua estéril. Se germinaron en toallitas de papel hUmedas
colocando 12 semillas por paquete e introduciendo 3 paquetes en una bolsa de
polietileno, se introdujeron en una caja de unicel y se depositaron en un cuarto de
incubacion a una temperatura promedio de 26°C en oscuridad. A los nueve dias
las plantulas con las mismas caracteristicas fueron trasplantadas a macetas de
polietileno con 2.5 kg de sustrato. Al momento del trasplante, se realiz6 la
inoculacién con los hongos micorrizicos asegurando su contacto con el sistema
radical de cada planta, depositando 80 esporas contenidas en sustrato. Durante el

experimento, se aplicaron riegos con agua corriente manteniendo las macetas a
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capacidad de campo. A cada maceta se le aplicaron 30 ppm de N en forma de

urea en cinco momentos para un total de 150 ppm de N por unidad experimental.

5.2.4.5 Variables de crecimiento vegetal y biomasa de los insectos

Se realizaron muestreos a los 35, 42, 49 y 56 dias después del trasplante, en los
que se registré altura de planta (AP) y diametro del tallo (DT). La AP se determiné
con una cinta graduada en centimetros, desde la base del tallo hasta la base de la
altima hoja apical. EI DT expresado en milimetros, se determiné con un vernier
digital a la altura de la base del tallo a ras del sustrato. A los 56 dias después de
realizado el trasplante se registré la biomasa seca total (BST), ésta se obtuvo con
una balanza analitica, después de haber secado las muestras de tejido vegetal
fresco en un horno a 60 °C durante cuatro dias. A los 59 dias después del
trasplante se determind el aumento de biomasa de las larvas (ABL), pesando a las

larvas en una balanza analitica.

5.2.4.6 Disefio experimental y andlisis estadistico de datos

La unidad experimental consistié en una maceta con una planta y cuatro larvas de
Phyllophaga sp, estas unidades fueron distribuidas en un disefio experimental
completamente al azar. Se evaluaron dos HMA Funneliformis mosseae (Fm) y
Rhizophagus intraradices (Ri), se utilizaron filtrados de cada uno de los consorcios
como control, lo que determiné un total de 4 tratamientos con 10 repeticiones. A
los datos se les realizé un andlisis de varianza con un nivel de significancia
(P<0.05), para determinar diferencias estadisticas entre medias se utilizo la prueba
multiple de medias Tukey (P<0.05), utilizando el paquete estadistico Statgraphics
XV (2005).

5.2.4.7 Ensayo para evaluar la rizofagia de Phyllophaga spp.

Se tomaron dos gramos de raiz de cada una de las unidades experimentales, las
cuales fueron lavadas con agua corriente para eliminar los residuos de suelo y se
enjuagaron con agua destilada. Las raices se colocaron en cajas Petri de 60 X 15

mm, en cada una de estas cajas se depositd una larva de Phyllophaga
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previamente desinfectada, o que constituyo la unidad experimental. Se realizaron
siete repeticiones de cada tratamiento, se registroé el peso inicial de cada una de
las larvas. Se pusieron en una cadmara de incubacion a una temperatura constante
de 26 °C. A las 24 y 48 horas se tomo el peso final de las larvas. A los datos
obtenidos se les realiz6 un analisis de varianza con el programa estadistico
Statgraphics XV (2005).

5.2.5 Resultados y discusion

Las plantas inoculadas con F. mosseae tuvieron la mayor altura durante todo el
experimento, alcanzando los 39 cm de altura a los 56 dias después del trasplante
(P=0.0009) (Fig. 10).
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Figura 10. Dinamica de la altura de plantas de maiz con y sin micorriza. La linea
negra indica el error estandar. FRi= filtrado de R. intraradices, FFm= filtrado de F.
mosseae, Fm=F. mosseae, Ri=R. intraradices, DDT (Dias después del trasplante).
Letras diferentes en los tratamientos indican diferencias significativas a esa fecha
Tukey (P<0,05)

Los tratamientos sin inoculaciéon tuvieron los valores menores de altura durante
todo el experimento. No se encontr¢ diferencia significativa en el diametro del tallo

entre los tratamientos y en promedio se obtuvo un diametro de 0.58 cm.
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Las plantas inoculadas con F. mosseae presentaron mayor altura que las plantas
no inoculadas. Resultados similares han sido reportados por Gavito y Varela
(1995), quienes encontraron que la inoculacion con F. mosseae promovio el
crecimiento vegetal en plantas de maiz. Por otro lado, las plantas inoculadas con
R. intraradices no mostraron diferencias significativas en altura de planta respecto
a las plantas sin inocular lo que contrasta con lo encontrado por Zhao et al. (2015)
quien al inocular plantas de maiz con R. intraradices encontr6 un aumento de
crecimiento en relacion con las plantas que no se inocularon con HMA. La
discrepancia en los resultados puede deberse a la afinidad entre especies
vegetales y algunas especies de HMA que presentan niveles diferentes de

asociacion y la respuesta de la planta hospedera (Camprubi et al., 2011).
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Figura 11. Peso seco aéreo a los 56 dias después del trasplante. Mic=
micorrizadas, No Mic= no micorrizadas. Lineas sobre las barras indican el error
estandar. Letras distintas en los tratamientos indican diferencias significativas
(Tukey P<0,05)

Las plantas inoculadas con HMA produjeron una mayor biomasa seca respecto a
las plantas sin inocular. La biomasa seca de las plantas inoculadas con HMA fue

un 59 % mayor respecto a las plantas sin micorrizar (Fig. 11).

41



Respecto a la rizofagia de las larvas en condiciones in vitro, no se encontro
diferencia entre larvas alimentadas con raices micorrizadas y sin micorrizar a las
24 y 48 horas. En ambos casos las larvas disminuyeron su peso a las 24 horas en

un 4 %y un 6 % a las 48 horas.

Las plantas inoculadas con HMA y con la gallina ciega en el sustrato, presentaron
una diferencia significativa en la biomasa seca aérea respecto a las plantas no
inoculadas y con gallina ciega, ain y cuando no se encontré un efecto de los HMA
sobre la rizofagia de las larvas. Esto contrasta con lo encontrado por Gange
(2001) quien reporté que al inocular plantas de fresa aumento la biomasa foliar y
radicular pero disminuyo el peso de las larvas de O. sulcatus, lo que sugiere un
efecto de disminucion del dafio causado por la rizofagia. No se obtuvieron
diferencias estadisticas en el aumento de biomasa de larvas alimentadas con
raices micorrizadas y no micorrizadas, lo cual coincide con lo reportado por
Ziltlalpopoca et al. (2014), quien concluyo6 que la presencia de micorrizas no afectd
la interaccion Phyllophaga-maiz. Sin embargo, se tienen reportes también que la
micorrizacion, es un factor indirecto para disminuir la rizofagia (Frew et al. 2017).
En este trabajo, la disminucion del peso de las larvas pudo deberse a otros
factores como la oxidaciéon de las raices durante la duracion del experimento y/o
metabolitos secundarios generados por las plantas al momento del dafio por corte
de la raiz como lo mencionan Sepulveda et al. (2003). El hecho de que las plantas
inoculadas con F. mosseae hayan presentado una mayor crecimiento que los
tratamientos no inoculados sugiere que la presencia de micorrizacion tiene un
efecto promotor de crecimiento y mitiga el dafio ocasionado por Phyllophaga al

sistema radicular al sustituir la funcidn de la raiz que ha ingerido la gallina ciega.
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5.2.6 Conclusiones

La inoculacién con HMA promovio el crecimiento vegetal de las plantas de maiz
aun en presencia de la gallina ciega en el sustrato. La micorrizacion no afecto la
rizofagia de Phyllophaga in vitro. La busqueda de consorcios micorrizicos o
especies de HMA que presenten especificidad con este cultivo representa una
opcién eficaz para este problema, ya que disminuye el uso de quimicos para su
control. Por tanto, es un recurso con potencial biotecnologico para su utilizacion en

la agricultura sustentable.
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5.3. CONSORCIOS NATIVOS DE HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES
COMO PROMOTORES DE CRECIMIENTO EN PLANTAS DE MAIZ

5.3.1 Resumen

En este estudio, se evalué el potencial de promocion de crecimiento de cinco
consorcios de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) nativos en plantas de maiz
en condiciones de invernadero. El experimento tuvo un disefio factorial con tres
factores: variedad de maiz (criollo e hibrido), medio de crecimiento (sustrato y
suelo) y HMA (5 consorcios nativos, ENDOMIC y un control). Cada tratamiento
tuvo nueve repeticiones. Se encontrd una diferencia en promocion de crecimiento
a los 61 dias después del trasplante en funcion del cultivar de maiz (criollo e
hibrido) y el medio de crecimiento (sustrato y suelo). Las Plantas de maiz criollo
crecieron mas que plantas de maiz hibrido. Plantas de ambos maices presentaron
valores mayores en todas las variables de crecimiento en suelo que en sustrato.
En maiz criollo el consorcio El Llano, presento porcentajes de colonizacion del
94% y 80% cultivado en suelo y sustrato respectivamente. En sustrato el
comportamiento en las variables de crecimiento fue similar en ambos cultivares de
maiz. Plantas de maiz criollo sin HMA trasplantadas a suelo presentaron valores
superiores que plantas inoculadas. En maiz criollo en suelo y plantas sin HMA

presentaron los valores mas bajos en las variables de crecimiento.

Palabras clave: Biofertilizante, Zea mays, consorcios, criollo, hibrido.

Native consortiums of arbuscular micorrizic fungi as growth promoters in
corn plants

5.3.2 Abstract

In this study, the growth promotion potential of five consortia of native arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) in maize plants under greenhouse conditions was
evaluated. The experiment had a factorial design with three factors: corn variety
(creole and hybrid), growth medium (substrate and soil) and HMA (5 native

consortiums, ENDOMIC and a control). Each treatment had nine repetitions. A
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difference in growth promotion was found 61 days after the transplant according to
the maize cultivar (creole and hybrid) and the growth medium (substrate and soil).
Creole corn plants grew more than hybrid corn plants. Plants of both maize
presented higher values in all the growth variables in soil than in substrate. In
creole corn the El Llano consortium, presented colonization rates of 94% and 80%
cultivated in soil and substrate respectively. In substrate the behavior in the growth
variables was similar in both corn cultivars. Creole maize plants without AMF
transplanted into soil presented higher values than inoculated plants. In Creole
corn in soil and plants without AMF showed the lowest values in the growth

variables.
Key words: Biofertilizer, Zea mays, consortiums, creole, hybrid.

5.3.3 Introduccién

La especie vegetal con mayor cobertura en México es el maiz (Zea mays L.). Este
cultivo es la base de la alimentacion de los mexicanos, ademas posee gran
importancia cultural por su relaciébn con las costumbres y creencias entre los
pueblos indigenas (Ayala-Sanchez et al. 2009). En el municipio de Epitacio
Huerta, Michoacan, la produccion de maiz en el afio 2017 fue de 38, 249.18
toneladas. La venta de este producto produjo un ingreso total de $129, 810,
390.00. Este ingreso lo posicion6 como el producto agricola de mayor importancia
en la regién. En este municipio uno de los factores que afecta al maiz es la acidez
de sus suelos. Para la modificacion del pH del suelo, los productores emplean
principalmente el hidroxido de calcio. La aplicacibn de este producto afecta
negativamente a la microbiota existente en el suelo e incrementa el costo de
produccion del cultivo. Estos perjuicios conducen a la busqueda de alternativas
menos nocivas como lo es la utilizacion de los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) (Toro et al., 2008).

Los hongos micorrizicos arbusculares forman una unién simbiotica con el 80 % de
las especies vegetales conocida como micorriza, esta unidbn es de gran

importancia en los sistemas agricolas (Schibler et al., 2001; Gosling et al., 2006).
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La micorriza confiere beneficios como estimulacidén del crecimiento, incrementan la
resistencia al ataque de plagas y enfermedades, confieren tolerancia a estrés
bidtico y abidtico y contribuye a mejorar la estructura del suelo (Bethlenfalvay y

Linderman, 1992) entre otros.

El empleo de productos comerciales a base de hongos micorrizicos presenta un
bajo porcentaje de efectividad debido a que se utilizan cepas no nativas o indculos
con una sola especie. Las cepas nativas de hongos micorrizicos poseen mayores
posibilidades de éxito en el campo, por estar adaptados a las condiciones del
suelo de cada region (Armenta et al., 2010; Quifiones et al., 2016). Se recomienda
el empleo de consorcios micorrizicos nativos y de composicion mixta para no
alterar la diversidad de las poblaciones existentes en el suelo por el uso de
microorganismos introducidos (Sharma et al., 2009).

Por lo anterior, en el presente trabajo se evaluaron cinco consorcios de hongos
micorrizicos arbusculares nativos como promotores de crecimiento en plantas de

maiz en condiciones de invernadero.

5.3.4 Materiales y métodos

5.3.4.1 Material vegetal

Se empled una variedad de maiz criollo “Blanco”, procedente de la localidad de
Tejocote Polvillas del municipio de Epitacio Huerta, Michoacan y un hibrido de
ciclo intermedio, altura de 2.45 m, con tolerancia al acame y la pudricion de tallo
(DK-2061). Las semillas se desinfectaron sumergiéndolas en una solucion de
Tween 80 al 0.05 % durante tres minutos en agitacién constante, se enjuagaron
con agua corriente y se introdujeron en alcohol al 70 % durante tres minutos
manteniéndolas en agitacion, se lavaron con agua corriente y se depositaron en
una solucién de hipoclorito de sodio al 5 % durante veinte minutos en agitacion,
finalmente se enjuagaron con agua destilada estéril hasta eliminar el olor a
hipoclorito de sodio. Se acomodaron sobre toallas de papel estériles y

humedecidas con agua destilada dentro de charolas de aluminio, se cubrieron con
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plastico trasparente para mantener la humedad en las toallas de papel y se
depositaron en una germinadora a una temperatura constante de 26 °C en

periodos de 12 horas de oscuridad durante cinco dias.
5.3.4.2 In6culos de HMA

Se utilizaron los consorcios micorrizicos nativos propagados en las macetas
trampa (El Anteojo, La Ciénega, El Llano, Epitacio Huerta y El Secano). El
producto comercial Endomic que contiene Glomus sp. y como testigo se aplico un
filtrado del sustrato del que se eliminaron las esporas de HMA de cada uno de los
consorcios nativos y del producto comercial. Para realizar este filtrado se pesé LA
misma cantidad de sustrato que la que contenia las 80 esporas de HMA, se
disolvié en 100 mL de agua y tamizé a través de una malla de 45 p y se aplico a la
unidad experimental para adicionar la microbiota existente en el sustrato que

contenia las esporas.

5.3.4.3 Sustrato

Se utilizaron dos sustratos, una mezcla de arena-agrolita en proporcion 2:1 viv
esterilizada a una temperatura de 190 °C durante 24 horas y un suelo sin
esterilizar proveniente de una parcela donde se siembra maiz del municipio de

Epitacio Huerta, Michoacan

5.3.4.4 Disefio experimental

Se realizé un experimento factorial 2X7X2 con un disefio completamente al azar,
se tuvieron 28 tratamientos con nueve repeticiones. Los factores fueron: la
variedad de maiz, con dos niveles (criollo Blanco e hibrido); el tipo de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) con los cinco consorcios nativos de la region
maicera del municipio de Epitacio Huerta Michoacan, un producto comercial
(ENDOMIC) y un testigo sin HMA y el tipo de sustrato, la mezcla arena-agrolita o

suelo.
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5.3.4.5 Establecimiento del experimento

Las plantulas se trasplantaron a macetas con 1.5 kg de sustrato. Se inocularon
directamente al sistema radical con 80 esporas de HMA contenidas en una
cantidad determinada de sustrato. Se realizaron riegos constantes para mantener
la humedad a capacidad de campo. A partir de la sexta semana se aplicaron 200

mL de solucion de Hoagland con la concentracion de P al 25%.

5.3.4.6 Variables evaluadas

Se realizaron dos muestreos destructivos. En el primero a los 32 dias después del
trasplante. Se tomaron cuatro unidades experimentales al azar de cada
tratamiento. En el segundo, a los 62 dias después del trasplante se muestrearon
las unidades experimentales restantes. En cada ocasion se midio la altura de
planta con ayuda de una regla de aluminio de 30 centimetros a partir del inicio de
las raices y hasta el nacimiento de la Ultima hoja totalmente extendida, el diametro
de tallo se midi6é con un vernier digital (Trupper), a la altura del crecimiento de la
segunda hoja. Se extrajeron las plantas de las macetas de forma manual,
eliminando el sustrato para la recuperacion de la raiz, posteriormente se introdujo

la zona de la raiz en un recipiente con agua para eliminar los residuos de sustrato.

Las plantas limpias se trasladaron al laboratorio para determinar la biomasa fresca
de la raiz, vastago y de hojas con ayuda de una balanza analitica (ADAM). El
volumen de la raiz se obtuvo mediante el desplazamiento de agua en una probeta
graduada. El area foliar se obtuvo con un planimetro (Li-Cor). Los pesos secos de
raiz, vastago y hojas se registraron después de secar los tejidos en estufa a 40 °C
hasta peso constante. Se tomd una porcién de raiz por cada planta y fueron
tefiidas con la técnica de tinta china y vinagre (Vierheilig et al., 1998), se montaron
preparaciones de fragmentos de raicillas tefiidas y se realizaron observaciones al
microscopio Optico para registrar el porcentaje de colonizacion radical. La

concentracion de esporas en cada unidad experimental se obtuvo mediante el
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conteo de esporas aisladas de 10 gramos de sustrato usando la técnica descrita

por Gerdeman y Nicholson (1963) en combinacion con la flotacién en sacarosa.

Se realiz6é un analisis de varianza y la prueba multiple de medias Tukey (P<0.05)

con el paquete estadistico Statgraphics XV (2005).
5.3.5 Resultados y discusion
Altura de planta y diametro de tallo

En el cuadro 4, se muestran los resultados del analisis factorial y de interaccion
para las variables de altura de planta y didmetro de tallo.

Las plantas de maiz criollo presentaron una altura un 100 % mayor que las plantas
de maiz hibrido. Las plantas de maiz hibrido presentaron tallos mas gruesos que
las plantas de maiz criollo en un 11 %. Los resultados encontrados en altura de
planta concuerdan con lo reportado por Sanchez et al. (2011) quienes encontraron
que variedades de maiz criollo presentaron mayor altura de planta que maices
hibridos. Sin embargo, los valores del didmetro de tallo fueron mayores para los
maices hibridos que los criollos. Esto se debe a la seleccion de caracteristicas
fenotipicas en los maices hibridos. En el factor de medio de crecimiento (MC) las
plantas que se trasplantaron a suelo crecieron hasta un 50 % mas que las plantas
trasplantadas a sustrato. Las plantas en suelo incrementaron el DT, en un 24 %
con respecto a las plantas en sustrato. El factor HMA no presenté diferencias en

ambas variables.
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Cuadro 4. Andlisis factorial de altura de planta y diametro de tallo a los 61 DDT?.

Altura de planta (cm)  Diametro de tallo (mm)

Factor A: Maiz

Criollo

59.0 a 13.3b
Hibrido 29.9 b 14.8 a
Factor B: Medio de crecimiento
Sustrato 27.3b 12.5b
Suelo 61.6a 15.6 a
Factor C: HMA
El Llano 43.5a 146 a
La Ciénega 449 a 136 a
El Llano 48.4 a 141 a
Cecytem 444 a 13.6 a
El Secano 441 a 140a
Endomic 41.7 a 140 a
Sin HMA 44.2 a 143 a
Interaccion A*B
Valor de P 0.000* 0.197
Interaccion A*C
Valor de P 0.000* 0.007*
Interaccion B*C
Valor de P 0.103 0.222
Interaccion A*B*C
Valor de P 0.0001* 0.004*

Cada valor corresponde a la media. Letras diferentes en las medias indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05). Para las interacciones los valores de P
< 0.05 prueban un efecto estadistico entre factores. ! Dias después del trasplante.
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La interaccion de los factores Maiz*MC presentd un efecto significativo en ambas

variables. Plantas de maiz criollo en suelo presentaron la mayor altura (Fig. 12).
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Figura 12. Altura de planta (a) y diametro de tallo (b) a los 61 DDT?! para la
interaccién de los factores Maiz-MC. Lineas sobre las barras indican el error
estandar. Letras distintas en barras indican diferencias significativas. Tukey
(P<0,05). ! Dias después del trasplante.

La interaccion de los factores Maiz*HMA afect6 tanto la altura como el didmetro de
tallo. Plantas de maiz criollo inoculadas con el consorcio El Llano presentaron la
mayor altura con 74.08 cm y plantas de maiz hibrido con tratamiento Cecytem el
mayor diametro de tallo 17.88 mm (Fig. 13). Sangabriel et al. (2014), menciona
que existen diferentes grados de dependencia de la actividad de los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) entre las variedades nativas de maiz y los
hibridos.
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Figura 13. Altura de planta (a) y didmetro de tallo (b) a los 61 DDT?! para la
interaccion de los factores Maiz-HMA. Lineas sobre las barras indican el error
estandar. Letras distintas en barras indican diferencias significativas. Tukey
(P<0,05). ! Dias después del trasplante.
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Por la diferencias fenologicas (porte de la planta) se realiz6 el analisis de las

variables entre cultivares de maiz.

En el caso de maiz criollo micorrizado no se observaron diferencias entre altura de
las plantas (AP) en sustrato (Fig. 14a). En suelo las plantas inoculadas con los
consorcios Cecytem y El Secano presentaron las mayores alturas con 93.44 cm y
91.76 cm respectivamente. Las plantas inoculadas con el consorcio El Anteojo
presentaron la menor altura con 64.97 cm. Las plantas Sin HMA en suelo
presentaron una altura superior a las inoculadas con los consorcios El Anteojo, La
Ciénega y ElI Llano que resultaron los tratamientos con mayor nivel de
colonizacion micorrizica. Garrido et al. (2010), mencionan que los efectos positivos

de la simbiosis micorrizica podrian desaparecer con la densidad de colonizacion.

Para la variable de didmetro de tallo no se observaron diferencias entre plantas en
el mismo medio de crecimiento (Fig. 14b). El mayor DT se presento en plantas de
maiz en suelo con el consorcio El Anteojo con 16.37 mm y plantas en sustrato con

el consorcio Cecytem con 10.57 mm fueron las de menor DT.
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Figura 14. Altura de planta (a) y didametro de tallo (b) en maiz criollo a los 61 DDT?.
Lineas sobre las barras indican el error estandar. Letras distintas en barras indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias después del trasplante.
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En maiz hibrido plantados en sustrato no mostraron diferencias en altura de planta
entre los diferentes niveles de HMA (Fig. 15a). En suelo plantas con el consorcio
La Ciénega alcanzaron una altura de 50.52 cm que representé un incremento de
48 % con respecto al tratamiento Sin HMA (33.91 cm) y fueron estadisticamente

diferentes.
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Figura 15. Altura de planta (a) y diametro de tallo (b) en maiz hibrido a los 61
DDT?. Lineas sobre las barras indican el error estandar. Letras distintas en barras
indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias después del trasplante.
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Bonfante y Desirdo (2015), sefialan que la capacidad micotrofica de las plantas
para realizar simbiosis micorrizica produce un impacto positivo en el crecimiento
vegetal, debido a la mayor absorcion de nutrientes a través de la red de micelio de
estos microorganismos. Las plantas en sustrato con el inéculo El Anteojo
presentaron un DT de 15.41 mm, un 10 % mayor que plantas Sin HMA con 13.93
mm (Fig.15b). En plantas de maiz hibrido en suelo el consorcio Cecytem presento
un DT de 17.88 mm, que fue un 17 % mayor que plantas con el inéculo comercial

Endomic.
Area Foliar, volumen de raiz y peso fresco y seco

En el cuadro 5 se muestran los resultados del analisis factorial y de interaccion

para las variables de altura de planta y didmetro de tallo.

El factor HMA, modifico el peso fresco de hojas (PFH). Las plantas Sin HMA
presentaron 15 % mas peso fresco de hojas que las plantas inoculadas con el

consorcio Cecytem y presentaron diferencias estadisticas.

Las plantas en suelo presentaron valores mayores en crecimiento, que las plantas
en sustrato. En el factor cultivar de maiz afect6 todas las variables evaluadas. En
pesos frescos y secos de hojas y raiz, area foliar (AF), volumen de raiz (VR) y
peso seco de tallo el cultivar criollo present6 valores superiores al cultivar hibrido,

en peso fresco de tallo el comportamiento fue inverso.

La interaccion de los factores HMA*Maiz generd un efecto significativo en peso
fresco de raiz (PFR), peso seco de raiz (PSR) y area foliar. En la variable de AF la
interaccion El anteojo-maiz hibrido alcanzé un AF de 1023.81 cm?, la menor AF la
present6 la interaccion La Ciénega-Maiz criollo con 759.73 cm? y resultaron
diferentes estadisticamente. Este resultado difiere por los reportados por Sanchez
et al. (2011), quienes encontraron que maices criollos presentaron un AF hasta un
55 % mayor que maices hibridos. La interaccion Maiz-Medio de crecimiento

genero efecto sobre todas las variables a excepcién de volumen de raiz.
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Cuadro 5. Andlisis factorial de area foliar, volumen de raiz, peso fresco y seco de

hojas, tallo y raiz a los 61 DDT™.

Peso Fresco Area Vol. Peso Seco

Hojas  Tallo Raiz Foliar Raiz Hojas Tallo Raiz
Factor A: HMA
EA 73.6a 55.7a 251a 910.6a 75.1a 6.4 ab 6.1a 42 a
LC 65.8ab 50.6a 234a 863.3a 67.6a 5.8 ab 57a 4.1 a
EL 67.4ab 51.8a 255a 9226a 695a 6.2 ab 72 a 43 a
Ce 63.0b 53.3a 227a 83l.1a 66.4a 53b 54a 37 a
ES 66.7ab 57.7a 239a 8529a 68.7a 5.8 ab 64 a 43 a
En 67.8ab 548a 243a 8781la 688a 57ab 56a 42a
SH 73.7a 545a 234a 8452a 72.2a 6.8a 6.3 a 40 a
Factor B: Medio de crecimiento
Sustrato  429b 205b 11.7b 4795b 4260b 3.1b 14b 08D
Suelo 93.7a 87.7a 36.3a 1264a 969a 89a 108a 7.4 a
Factor C: Maiz
Criollo 65.1b 66.9a 233b 8185b 67.1Db 59a 7.3 a 39 b
Hibrido 71.5a 41.2b 248a 9254a 724a 6.1a 49 b 4.3 a
Interaccion A*B
Valor de P 0.365 0.128 0.281 0.730 0.122 0.302 0.362 0.355
Interaccion A*C
Valorde P 0.671 0.071 0.000*  0.004* 0.958 0.055 0.072 0.002 *
Interaccion B*C
Valor de P 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.714 0.190 0.001* 0.000*
Interaccion A*B*C
Valorde P 0.988 0.006* 0.023* 0.026* 0.307 0.360 0.069 0.008*

EA= El Anteojo, LC= La Ciénega, EL= El Llano, Ce= Cecytem, ES= El Secano,
En= Endomic, SH= Sin HMA. Cada valor corresponde a la media. Letras
diferentes en las medias indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05). Para
las interacciones los valores de P menores a 0.05 prueban un efecto estadistico
entre factores. ! Dias después del trasplante.
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Pefia et al. (2006) en experimentos de produccién de maiz forrajero reportaron
que algunos hibridos de maiz presentan portes bajos y reducida area foliar, en
relacion a maices criollos que pueden ser de porte alto (Herrera et al., 2004),
debido a estas diferencias fenoldgicas se realizo el analisis de las variables entre

cultivares de maiz (Cuadro 6).

Cuadro 6. Andlisis de area foliar, volumen de raiz, pesos frescos y secos en maiz
criollo a los 61 DDT?.

Medio de HMA Peso Fresco Area Vol. Peso Seco

crecimiento Hojas Tallo Raiz  Foliar Raiz Hojas Tallo Raiz

EA 518b 28.1c 125c 528.1 51.2b 3.7 ¢c 19c 09b
LC 39.1b 30.2c 12.2¢c 500.9
EL 441b 25.7c 128c 5121

34.4b 28¢c 21c 09b
456 b 31lc 1.8¢c 09b
sustrato  Ce 358b 222c 109c 4255
ES 39.3b 238¢c 13.3c¢c 5195
En 465b 28.9c 151c 583.3

34.0Db 25c 16¢ 0.8b
282b 28¢c 1.7c 09b
394D 3.3¢c 20c 1.0b

o O T T T T ©T

SH 516b 315c 13.9c 5474 496 b 3.7c 22c 09b

EA 86.4a 98.7ab 328ab 10229a 93.3a 79b 9.8b 6.9a
LC 83.9a 103.5ab 32.9ab 1066.7a 94.7a 8.8b 11.3ab 6.6a
EL 83.3a 879b 306b 10185a 97.2a 79b 9.7b 6.4a
Suelo Ce 88.1a 1169a 33.9ab 11444a 86.9a 9.3ab 16.6a 6.8a
ES 8l.5a 109.8ab 33.2ab 1158.7a 89.3a 8.1b 13.1ab 6.8a
En 86.8a 112.7a 35.1ab 12334a 1020a 8.0b 139ab 7.6a
SH 935a 1164a 36.2a 11979a 939a 11.3a 148ab 7.7a

EA= El Anteojo, LC= La Ciénega, EL= El Llano, Ce= Cecytem, ES= El Secano,
En= Endomic, SH= Sin HMA. Cada valor corresponde a la media. Letras
diferentes en las columnas indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05). 1!
Dias después del trasplante.

Los maices cultivados en suelo presentaron los mayores valores en las variables
de crecimiento que los maices en sustrato. Sin embargo la respuesta fue

modulada por el tipo de consorcio inoculado, pero solo cuando el maiz fue
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cultivado en suelo. Maices cultivados en sustrato no mostraron diferencias entre
los diferentes niveles de HMA en todas las variables de crecimiento evaluadas. En
las plantas en suelo, las variables de peso fresco de hojas, érea foliar, volumen de
raiz y peso seco de raiz no mostraron diferencias entre los diferentes niveles de
HMA. Para la variable de peso fresco de tallo (PFT) en plantas sin inocular en
suelo presentaron el valor més alto con 116.4 g, el consorcio El Llano present6 un
PFT menor en un 32 % con 87.9 g. Plantas Sin HMA presentaron un PFR de 36.2
g por 30.6 g de plantas con el consorcio El llano. En peso seco de hojas las

plantas sin inocular presentaron los valores mas altos con 11.3 g (Fig. 16).
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Figura 16. Peso seco de hojas de maiz criollo en suelo a los 61 DDT!. Lineas
sobre las barras indican el error estdndar. Letras distintas en barras indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias después del trasplante.

En Peso seco de tallo el consorcio Cecytem con 16.6 g fue el valor méas alto (Fig.
17). Gange y Ayres (1999) mencionan que las especies vegetales responden de
manera diferente al nivel de colonizacion micorrizica y que en cierto nivel de
micorrizacion tienden a declinar los beneficios de la simbiosis micorrizica e incluso
ser un efecto negativo. En la mayoria de las variables de las plantas sin HMA
presentaron valores superiores a tratamientos con HMA, al respecto Valerio (2016)

encontré que si el gasto de carbono para mantener la simbiosis micorrizica es
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mayor que el beneficio de la nutricibn mineral el crecimiento vegetal se vera
afectado. Los efectos positivos promocion de crecimiento vegetal seran utiles solo

cuando el P sea el factor limitante y no el carbono (Zhu et al., 2005).
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Figura 17. Peso seco de tallo en maiz criollo a los 61 DDT! entre tratamientos.
Lineas sobre las barras indican el error estandar. Letras distintas en barras indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias después del trasplante.

Al igual que en maices criollos, maices cultivados en sustrato no mostraron
diferencias entre los distintos niveles de HMA en todas las variables. No se
mostraron diferencias en peso fresco y seco de hojas y volumen de raiz en maiz
hibrido en suelo. En la variable de peso fresco de tallo (PFT) en plantas en suelo
el consorcio La Ciénega presenté el valor mas alto con 75.5 g, plantas sin HMA
presentaron un PFT menor en un 34% con 56.3 g y fueron diferentes

estadisticamente (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Andlisis de area foliar, volumen de raiz, pesos frescos y secos en maiz
hibrido a los 61 DDT™.

Medio de HMA Peso Fresco Area Vol. Peso Seco

crecimiento Hojas Tallo Raiz Foliar Raiz Hojas Tallo Raiz

EA 53.1b 18.8¢c 13.7d 535.2¢ 51.3b 38b 13c 09c
LC 41.7b 135¢c 10.4d 4386¢c 415b 29b 09c 0.7c
EL 39.8Db 13.0c 10.8d 470.5¢c 480b 28b 09c 0.8c

Sustrato Ce 359D 124c 9.3d 4122c 420b 26b 09c 06¢c
ES 369D 10.9c 8.8d 391.5¢ 420b 26b 08c 06¢c
En 43.5b 13.2¢c 9.7d 4240c 456b 31b 09c 0.7c

SH 41.3b 14.7c 109d 432.7¢c 395b 29b 1.0c 0.8¢c

Suelo EA 105a 723ab 414ab 1512ab 103.1a 95a 99a 8.4a
LC 99.1a 75.5a 40.4 ab 1495ab 974a 9.7a 10.1a 8.3a
EL 97.7 a 75.2 a 44.4 a 1563 a 976a 96a 9.7a 8.7a
Ce 98.8 a 579b 37.4 bc 1327ab 100.2a 81a 6.2b 6.7b
ES 103a 719ab 38.1labc 1267ab 1024a 96a 94ab 8.2a
En 96 a 72.1 ab 39.5ab 1492ab 939a 87a 95a 8.3a
SH 106 a 56.2b 328¢c 1200b 105.1a 9.1a 7.2ab 6.7b

EA= El Anteojo, LC= La Ciénega, EL= El Llano, Ce= Cecytem, ES= El Secano,
En= Endomic, SH= Sin HMA. Cada valor corresponde a la media. Letras
diferentes en las columnas indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05). !
Dias después del trasplante.

Este resultado concuerda con lo reportado por Islas et al. (2014), al encontrar que
plantas de maiz micorrizadas con consorcios nativos presentaron valores mas
altos de biomasa aérea que plantas sin HMA. Plantas con el consorcio El Llano
fueron diferentes estadisticamente a plantas sin HMA en PFR con un valor 34 %

mayor que plantas sin HMA.

En la variable de AF, el consorcio El Llano alcanz6 una media de 1563.3 cm?

superando un 30 % a plantas sin HMA con 1200.7 cm? (Fig. 18).
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Figura 18. Area foliar de maiz hibrido en suelo a los 61 DDT! entre tratamientos.
Lineas sobre las barras indican el error estandar. Letras distintas en barras indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias después del trasplante.

En peso seco de tallo el plantas con el consorcio la Ciénega con 10.1 g fue
diferente estadisticamente y superior un 62% que plantas con el consorcio
Cecytem (Fig. 19).
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Figura 19. Peso Seco de Tallo de maiz hibrido en suelo a los 61 DDT?. Lineas
sobre las barras indican el error estandar. Letras distintas en barras indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias después del trasplante.
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Plantas con el consorcio El Llano presentaron un peso seco de raiz un 30% mayor
que plantas sin HMA (Fig. 20).
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Figura 20. Peso Seco de Raiz en maiz hibrido a los 61 DDT? entre tratamientos.
Lineas sobre las barras indican el error estandar. Letras distintas en barras indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias después del trasplante.
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Variables microbiolégicas

En los tres factores se observaron diferencias en el No. de esporas en 100 g de

sustrato (NE) y % de Colonizacién Micorrizica (CM) (Cuadro 8).

Cuadro 8. Andlisis factorial y de interacciéon de nimero de esporas en 100 g de
sustrato y Colonizacién micorrizica (%) a los 61 DDT?

Esporas en 100 gt de Colonizacion micorrizica (%)
sustrato

Factor A: HMA

El Anteojo 283 a 70.7 bc
La Ciénega 277 a 75.0b
El Llano 258 ab 88.5a
Cecytem 216 bc 71.3 bc
El Secano 179 ¢ 68.2 c
Endomic 276 a 57.8d
Sin HMA 192 c 39.7e

Factor B: Medio de Crecimiento

Sustrato 149 b 48.9 Db
Suelo 331a 85.7a
Factor C: HMA

Criollo 232 a 73.1a
Hibrido 247 a 61.5b
Interaccion A*B

Valor de P 0.000* 0.000*
Interaccion A*C

Valor de P 0.011" 0.000°
Interaccion B*C

Valor de P 0.047* 0.000*
Interaccion A*B*C

Valor de P 0.000* 0.000*

Cada valor corresponde a la media. Letras diferentes en las columnas indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias después del trasplante.
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El nimero de esporas en los suelos de los cultivares de maiz no presento
diferencias estadisticas y fue mayor en el cultivar hibrido con una concentracién
de 247 esporas y en el cultivar criollo se contabilizaron 232 esporas. La
coonizacién micorrizica fue mayor en el maiz criollo con 73.1 % que en el maiz
hibrido con 61.5 %. Sangabriel et al. (2014) encontraron que maices criollos
presentaban niveles de colonizacion mas altos que maices hibridos. El NE fue
mayor en suelo donde se contabilizaron 331 esporas y menor en sustrato con 149
esporas. El nimero de esporas se incrementd en un 100 % en suelo que en
sustrato. De forma natural el medio de crecimiento suelo presentaba una densidad
de 50 esporas en 100 g de suelo. El consorcio El Anteojo presenté 283 esporas
en 100 g de sustrato, en plantas con el tratamiento El Secano se contabilizé el
menor namero de esporas con 179 esporas. Plantas con el consorcio El Llano
(EL) fueron las de mayor colonizacién micorrizica con un 88.5 %, las plantas Sin

HMA presentaron 39.7 % de colonizacion.

En la figura 21 se muestran raices de plantas de maiz tefiidas en donde se aprecia
la colonizacion a los 61 DDT, se pueden observar hifas del micelio intraradical y

extraradical, vesiculas, esporas y arbusculos.

Figura 21. Colonizacién de HMA en raices de maiz a los 61 DDT®. 1: hifas de micelio
intraradical, 2: vesiculas, 3: arblsculos. ! Dias después del trasplante.
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Se presento interaccion entre todos los factores en ambas variables. En nimero
de esporas del inoculo comercial Endomic en suelo mostré los valores més altos

con 420 esporas y en la interaccion sin inocular en sustrato no se contabilizaron

esporas (Fig. 22).
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Figura 22. Numero de esporas en 100 g de sustrato o suelo a los 61 DDT? entre
tratamientos Lineas sobre las barras indican el error estandar. Letras distintas en
barras indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias después del
trasplante.

En la colonizacién micorrizica el consorcio El Llano presenté en ambos medios de
crecimiento los valores mas altos con 82.7 % en sustrato y 94.3% en suelo. En la
interaccibn HMA-Maiz El Llano present6 los valores mas altos de colonizacion
con 89.9 % en maiz criollo y 87.0 % en maiz hibrido (Fig.23). Feddermann et al.
(2010), mencionan que diferentes combinaciones de planta huésped y HMA tienen
diferentes impactos en la morfologia, el estado nutricional, la eficiencia simbiética
y los patrones de expresion génica en la simbiosis. Ortas y Akpinar (2011),
encontraron gue los niveles de colonizacién micorrizica variaban en funcion de la

combinacion del genotipo de maiz y la especie de HMA.
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Figura 23. Colonizacién micorrizica (%) a los 61 DDT! entre tratamientos. Las barras
indican el error estandar. Lineas sobre las barras indican el error estandar. Letras

distintas en barras indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias
después del trasplante.
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5.3.6 Conclusién

Se observo una diferencia en la promocién de crecimiento a los 61 dias después
del trasplante en funcion del cultivar de maiz (criollo e hibrido) y el medio de
crecimiento (sustrato y suelo). Las plantas de maiz criollo crecieron mas que

plantas de maiz hibrido.

Las plantas de ambos maices presentaron mayores valores en todas las variables
en suelo que en sustrato. EL consorcio El Llano presento indices de colonizacion
superiores en suelo a 90 % y en sustrato a 80 %. En sustrato el comportamiento
en las variables de crecimientos fue similar en ambos cultivares de maiz

inoculadas y sin inocular.

Las plantas de maiz criollo sin HMA trasplantadas a sustrato presentaron valores
superiores gque las plantas inoculadas. En maiz criollo en suelo plantas sin HMA

presentaron los valores mas bajos en las variables de crecimiento.

El funcionamiento mas favorable de los consorcios nativos en suelo que en
sustrato pudo deberse a dos factores el primero: el suelo poseia caracteristicas
fisicoquimicas similares al lugar de origen de los consorcios ademas el nivel de

concentracion de nutrientes era mayor en el suelo que en el sustrato.
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5.4. INTERACCION DE CONSORCIOS NATIVOS DE HONGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES Y GALLINA CIEGA EN PLANTAS DE MAIz

5.4.1 Resumen

En este estudio, se evaluaron las interacciones entre hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) nativos y larvas de Phyllophaga spp. en plantas de maiz en
condiciones de invernadero. El experimento tuvo un disefio factorial con tres
factores: variedad de maiz (criollo e hibrido), HMA (2 consorcios nativos,
ENDOMIC y un control sin HMA) y Phyllophaga spp. (Con y sin). Cada tratamiento
tuvo nueve repeticiones. En ambos maices la presencia de micorrizas no afecto la
rizofagia de las larvas. El consorcio La Ciénega presentd una mortalidad de larvas
del 70 %. La presencia 0 ausencia de larvas no afecto las variables de crecimiento
de planta y microbiol6gicas en ningun tratamiento. Las plantas de maiz criollo
presentaron porcentajes de colonizacidon micorrizica 20 % superiores que las
plantas de maiz hibrido. Los consorcios nativos presentaron una colonizacion
micorrizica hasta un 100 % mayor que el tratamiento Endomic. En la variable
namero de esporas se contabilizaron mas esporas en plantas de maiz hibrido que
en maiz criollo. En conclusion no se presenté un efecto de bioproteccion de los
consorcios nativos en plantas de maiz ante la rizofagia por larvas de Phyllophaga
spp. Las plantas inoculadas con los consorcios nativos presentaron un menor

crecimiento en ambos maices.

Palabras clave: Melolonthidae, biofertilizante, bioproteccién, Zea mays.

Interaction of native consortia of arbuscular mycorrhizal fungi and white
grub in corn plants

5.4.2 Abstract

In this study, the interactions between native arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)
and larvae of Phyllophaga spp. in corn plants under greenhouse conditions. The
experiment had a factorial design with three factors: corn variety (creole and

74



hybrid), HMA (2 native consortiums, ENDOMIC and a control without AMF) and
Phyllophaga spp. (with and without). Each treatment had nine repetitions. In both
maize the presence of mycorrhizae did not affect the rhizophagia of the larvae. The
La Ciénega consortium showed a larval mortality of 70%. The presence or
absence of larvae did not affect the plant growth and microbiological variables in
any treatment. Creole maize plants had percentages of mycorrhizal colonization
20% higher than hybrid corn plants. The native consortiums presented a
mycorrhizal colonization up to 100% higher than the Endomic treatment. In the
variable number of spores, more spores were recorded in hybrid corn plants than
in Creole corn. In conclusion, there was no bioprotective effect of the native
consortiums in maize plants against rhizophagy by Phyllophaga spp. Larvae. The
plants inoculated with the native consortiums presented a lower growth with both

maizes.
Key words: Melolonthidae, biofertilizer, bioprotection, Zea mays.

5.4.3 Introduccién

Las plagas rizofagas pueden ocasionar perdidas en el cultivo del maiz, en
cantidades que llegan hasta 976 kg ha'! anualmente. Si no se realiza un control
apropiado y en tiempo los dafios causados por estas plagas, tienden a
incrementarse afio tras afio. La intensidad del dafio causado por estas plagas
rizéfagas puede aumentar por factores fisicos y biolégicos asi como el manejo de
la produccion (Perez-Agis et al., 2014). Estas plagas rizéfagas que afectan el maiz
son estadios larvarios de insectos pertenecientes a la familia Melolonthidae. Los
géneros Phyllophaga, Cyclocephala y Anomala son los que ocasionan un mayor
dafio (Morén, 2003). Acorde a la oferta alimenticia y las condiciones de vida
muchas de estas especies pueden hacer de la rizofagia un habito alimenticio mas
facultativo (Moron, 2010). Generalmente se emplean productos quimicos sintéticos
para el control de estas plagas rizéfagas, los cuales producen contaminacion de
suelos, cuerpos de agua y el medio ambiente afectando la salud humana. Ante

esta problematica es necesario buscar alternativas que nos permitan controlar las
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plagas rizéfagas sin ocasionar contaminacion. Una opcion para el control de estas
plagas es la utilizacibn de microorganismos benéficos. Entre estos
microorganismos se encuentran los hongos formadores de micorrizas que
incrementan en plantas la resistencia al ataque de plagas y enfermedades

(Bashan et al., 2012) entre otros beneficios.

Al cohabitar e interactuar con el mismo 6rgano de la planta, las plagas rizofagas y
los HMA deberia de existir una presion de seleccién por parte de los HMA que
brinden una bioprotecciéon efectiva con insectos rizofagos (Johnson et al., 2016).
Por lo anterior, en el presente trabajo se evaluaron dos consorcios de hongos
micorrizicos arbusculares nativos como bioprotectores de plantas de maiz contra

gallina ciega en condiciones de invernadero.

5.4.4 Materiales y métodos

5.4.4.1 Material vegetal

Se empled una variedad de maiz criollo “Blanco”, procedente de la localidad de
Tejocote Polvillas del municipio de Epitacio Huerta, Michoacan y otra hibrida. Las
semillas se desinfectaron sumergiéndolas en una solucién de Tween 80 al 0.05 %
durante tres minutos en agitacion constante, se enjuagaron con agua corriente y
se introdujeron en un alcohol al 70 % durante tres minutos manteniéndolas en
agitacidon, se enjuagaron con agua corriente y se depositaron en una solucion de
hipoclorito de sodio al 5 % durante veinte minutos en agitacion, finalmente se
lavaron con agua destilada estéril hasta eliminar el olor a hipoclorito de sodio. Se
acomodaron sobre toallas de papel estériles y humedecidas con agua destilada
dentro de charolas de aluminio, se cubrieron con plastico trasparente para
mantener la humedad en las toallas de papel y se depositaron en una germinadora
a una temperatura constante de 26 °C en periodos de 12 horas de oscuridad

durante cinco dias.
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5.4.4.2 In6culos de HMA

Se utilizaran los consorcios micorrizicos nativos El Llano y La Ciénega, el producto
comercial Endomic y un testigo que contenia un filtrado del sustrato después de
extraer las esporas de HMA de cada uno de los consorcios nativos y el producto

comercial.
5.4.4.3 Larvas de Phyllophaga spp.

Se colectaron gallinas ciegas en cultivos de maiz en predios del ejido de Cantabria
en Zacapu, Michoacan. Estas se almacenaron en contenedores plasticos
individuales con turba y alimentadas con zanahoria hasta su uso. Se identificaron

con base en las claves dicotdmicas especializadas de Aragdn y Morén (2004).

5.4.4.4 Disefio experimental

Para el presente experimento se aplicé un disefio multifactorial mixto 2X4X2
completamente al azar. Los factores fueron: variedad de maiz con dos niveles:
semilla de maiz criollo y una semilla hibrida; el factor hongos micorrizicos
arbusculares con cuatro niveles (La Ciénega, El Llano, Endomic y un control sin

HMA) y el factor larvas con dos niveles (presencia o ausencia de larvas).
5.4.4.5 Establecimiento del experimento

Las plantulas se trasplantaron a macetas con 1.5 kilogramos de sustrato estéril
(arena-agrolita 2:1 v/v). Se inocularon directamente al sistema radical con 80
esporas de HMA contenidas en una cantidad determinada de sustrato. Se
realizaron riegos constantes para mantener la maceta a capacidad de campo. A
partir de la sexta semana se aplicaron 200 mL de solucién de Hoagland con P al
25%. A los 35 dias después del trasplante, se depositaron cinco larvas sobre el

sustrato en cada unidad experimental.
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5.4.4.6 Variables evaluadas

Como variables de bioproteccién se evaluo la biomasa de las larvas pesandolas
en una balanza analitica. La mortalidad de las larvas se determind por la

observacioén de los individuos muertos.

Como variables de crecimiento vegetativo se registré la altura de planta, diametro

de tallo, volumen de la raiz y peso fresco y seco de raiz, tallo y hojas.

Como variables microbiologicas se determiné el porcentaje de micorrizacion y la

namero de esporas por gramo de sustrato.
5.4.4.7 Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza y para determinar diferencias estadisticas entre
medias se utilizdé la prueba multiple de medias Tukey (P<0.05) con el paquete
estadistico Statgraphics XV (2005). Para realizar el analisis de la variable de PF

de tallo se transformaron los datos para cumplir con el supuesto de varianza.
5.4.5 Resultados y discusion
Mortalidad de larvas

Al momento de la cosecha se contabilizaron las larvas muertas. En esta variable
los resultados mostraron que en maiz criollo las larvas que se depositaron en las
macetas con el consorcio La Ciénega presentaron un mayor numero de larvas
muertas (4 larvas muertas), en relaciébn a plantas sin HMA y con el inéculo
comercial Endomic. En el maiz hibrido el consorcio La Ciénega se comporté de
manera diferente a los demas tratamientos con un mayor nuimero de larvas
muertas (3 larvas muertas) (Fig. 23). No existieron diferencias en el nUmero de

larvas muertas entre variedad de maiz con el mismo indculo micorrizico.
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Figura 24. Numero de larvas muertas en maiz Criollo “Blanco” (a) y maiz hibrido
(b). Lineas sobre las barras indican el error estandar. Letras distintas en barras
indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05).

Biomasa de larvas

En todos los tratamientos se presento rizofagia. En maiz hibrido no se mostraron
diferencias en la ganancia de biomasa de las larvas entre los distintos niveles de
HMA. En el maiz criollo las larvas en plantas sin HMA presentaron una ganancia
de biomasa mayor un 350% y estadisticamente diferente a larvas en plantas con
el consorcio La Ciénega (Fig. 25). La presencia de micorrizas no afecté la rizofagia
de larvas de Phyllophaga spp. Este resultado coincide por lo reportado por
Zitlalpopoca et al. (2017) que encontraron que Phyllophaga vetula no modificé su
rizofagia en plantas de maiz en presencia de micorrizacion. Los resultados
encontrados en esta investigacion difieren con los reportados por Frew et al.
(2017), quienes encontraron la disminucién de la rizofagia de Dermolepida
albohirtum en plantas de cafia de azucar en plantas micorrizadas con respecto a

las plantas sin micorrizar
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Figura 25. Biomasa de larvas en maiz criollo “Blanco”. Lineas sobre las barras
indican el error estandar. Letras distintas en barras indican diferencias
significativas. Duncan (P<0,05).

En el maiz hibrido no se presentd efecto de los consorcios de HMA sobre la
rizofagia. Las larvas en plantas sin HMA y las inoculadas con el consorcio El Llano
presentaron un incremento en su biomasa de 131.7 mg y 102.2 mg
respectivamente. Las larvas en plantas con el consorcio La Ciénega
incrementaron su biomasa en 72.5 mg. Frew et al. (2016) encontraron que
insectos rizofagos pueden aumentar el consumo de raices micorrizadas debido a
la presencia de los compuestos fenélicos que son nutricionalmente beneficiosos
para estas plagas, y que les permite sustituir a la tirosina, utilizada para la

esclerotizacion de la cuticula, con compuestos como el acido gélico.
Altura de planta y Diametro de tallo
A) Andlisis factorial y de interaccion de Altura de planta y Didmetro de tallo

Las plantas de maiz criollo presentaron una altura de 50% mayor que plantas de
maiz hibrido (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Andlisis factorial de altura de planta y diametro de tallo a los 61 DDT?.

Altura de planta (cm) Diametro de tallo (mm)

Factor A: Maiz

Criollo 31.2a 10.7b
Hibrido 20.7b 120a
Factor B: Larva

Ausencia 25.7 a 109b
Presencia 26.2 a 119a
Factor C: HMA

La Ciénega 24.7 be 100b
El Llano 22.8c¢C 98 b
Endomic 28.8 a 13.2a
Sin HMA 27.5 ab 125a
Interaccion A*B

Valor de P 0.428 0.246
Interaccion A*C

Valor de P 0.000° 0.000"
Interacciéon B*C

Valor de P 0.060 0.794
Interaccion A*B*C

Valor de P 0.060 0.467

Cada valor corresponde a la media. Letras diferentes en las medias indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05). Para las interacciones los valores de P
menores a 0.05 prueban un efecto estadistico entre factores. ! Dias después del
trasplante.

Un efecto contrario se observo en la variable de diametro de tallo en el que plantas
de maiz hibrido presentaron una media 1.12 veces mayor que el diametro que
alcanzaron plantas de maiz criollo y resultaron diferentes estadisticamente (Fig.
26b).
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Figura 26. Altura de planta (a) y diametro de tallo (b) a los 61 DDT? para el factor
cultivar de maiz. Lineas sobre las barras indican el error estandar. Letras distintas
en barras indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias después del
trasplante.

Las plantas con larvas mostraron diametros de tallo de 11.9 mm y fueron mayores
que en las plantas sin larvas (10.9 mm). La variable de altura de planta no
presento diferencias en presencia o ausencia de larvas. Este resultado difiere por
lo encontrado por Zitlalpopoca et al. (2017) quienes reportan que la rizofagia de

Phyllophaga vetula ocasion6 una disminucién del crecimiento en plantas de maiz.

Entre los niveles del factor HMA se observaron diferencias en ambas variables.
Plantas de maiz inoculadas con el producto comercial Endomic presentaron la
mayor altura de planta con 28.8 cm y las inoculadas con el consorcio El Llano la
altura menor con 22.8 cm. Las plantas sin HMA con 12.5 mm y con inéculo
Endomic con 13.2 mm observaron didmetros mayores que los consorcios nativos
(Fig. 27).
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Figura 27. Altura de planta (a) y diametro de tallo (b) a los 61 DDT? para el factor
HMA. Lineas sobre las barras indican el error estdndar. Letras distintas en barras
indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias después del trasplante.

La interaccion de los factores Maiz*HMA generé un efecto significativo en ambas
variables. Plantas de maiz criollo sin HMA y las inoculadas con Endomic
presentaron la mayor altura de planta con 34.5 cm y 34.7 cm respectivamente. Las
plantas de maiz hibrido con inéculo Endomic presentaron el mayor diametro de
tallo con 13.9 mm (Fig. 28).
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Figura 28. Altura de planta (a) y didmetro de tallo (b) a los 61 DDT?! para la
interaccion de los factores cultivar de maiz y HMA. Lineas sobre las barras indican
el error estandar. Letras distintas en barras indican diferencias significativas.
Tukey (P<0,05). ! Dias después del trasplante.

B) Altura de planta y Didametro de tallo entre combinaciones de los factores HMA'y

larva

Por las diferencias en el porte de planta entre los dos cultivares, se realizé el
analisis entre combinaciones de los factores HMA y larva por separado para cada
cultivar con un total de ocho combinaciones para cada uno de ellos. En las plantas
de maiz criollo con el consorcio El Llano sin larva se registré la menor altura con
22.6 cm y fueron diferentes estadisticamente a las plantas con el in6culo Endomic
sin larva que mostraron una altura de 37.5 cm (Fig. 29). En la variable de
diametro, el in6culo Endomic sin larva presenté el valor mas alto con 12.9 mm vy el
consorcio El Llano con larva con 7.2 mm fue el de menor diametro y mostraron

una diferencia estadistica.
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Figura 29. Altura de planta (a) y Diametro de tallo (b) de maiz criollo a los 61
DDT!. Lineas sobre las barras indican el error estandar. Letras distintas en barras
indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias después del trasplante.

Plantas de maiz hibrido con el in6culo comercial Endomic sin larva crecieron un
22% mas que plantas con el consorcio La Ciénega y fueron estadisticamente
diferentes (22.9 cm vs 18.5 cm). En la variable diametro de tallo el tratamiento
Endomic sin larva con 14.1 mm fue diferente estadisticamente a plantas con el
consorcio La Ciénega con larva (9.8 mm) (Fig. 30).

En ambos maices no se observaron diferencias en las plantas inoculadas con el

mismo factor de HMA en ausencia o presencia de larva.
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Figura 30. Altura de planta (a) y Diametro de tallo de maiz hibrido a los 61 DDT?.
Lineas sobre las barras indican el error estandar. Letras distintas en barras indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias después del trasplante.

Area Foliar, volumen de raiz y peso fresco y seco

A) Analisis multifactorial y de interaccion de variables de Area Foliar, volumen de

raiz y pesos frescos y secos

El peso fresco y seco de hojas y peso seco de tallo no mostraron diferencias
estadisticas entre cultivares de maiz. En peso fresco de tallo el maiz criollo
presentd un incremento del 40% con respecto al maiz hibrido. El maiz hibrido
presentd un peso fresco de raiz 1.4 veces mayor que el maiz criollo. El area foliar
que se encontro en el maiz hibrido fue superior en un 25% que la que se encontré
en el maiz criollo. EI maiz hibrido presento un volumen de raiz un 14 % y un peso

seco de raiz 36 % mayor que el encontrado en maiz criollo (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Analisis factorial de area foliar, volumen de raiz, pesos secos y
frescos a los 61 DDT?

Pesos frescos (g) Area Volumen Pesos secos (Q)
_ ] foliar de raiz ) )
Hojas Tallo Raiz Hojas Tallo Raiz
(cm?) (mm3)

Factor A: Maiz

Criollo 125a 27.1a 385b 4079b 41.3b 2.8a 30a 25D
Hibrido 129a 19.2Db 44 7a 512.0a 47.2a 32a 26a 34a

Factor B: Larva

Ausencia 13.6a 246a 444a 493.4 a 455 a 32a 26Db 3.1a
Presencia 11.9b 21.6a 389D 426.5b 43.0 a 28a 30a 29a

Factor C: HMA

LaCiénega 8.7b 156b 286b 3209b 328D 23Db 20b 21b
El Llano 9.4b 148b 299D 3535b 31.0b 2.2Db 18b 24b
Endomic 16.3a 3l1.1a 53.6a 5763a 532a 3.7a 39a 36a
SinHMA 164a 3l.1a 543a 589.0a 60.0a 3.8a 36a 38a

Interaccion A*B

Valor de
0.663 0.942 0.483 0.907 0.568 0.646 0.988 0.348

Interaccion A*C

Valor de . .
0.000* 0.000* 0.000* 0.000 0.000 0.000* 0.002* 0.000*

Interaccion B*C

Valor de
0914 0.879 0.531 0.875 0.908 0.904 0.939 0.497

Interaccion A*B*C

Valor de
0.887 0.550 0.839 0.879 0.185 0.864 0.481 0.576

Cada valor corresponde a la media. Letras diferentes en las medias indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05). Para las interacciones los valores de P
menores a 0.05 prueban un efecto estadistico entre factores. Dias después del
trasplante.
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Para el caso del factor HMA en todas las variables las plantas con inoculo
Endomic y sin HMA presentaron valores mayores que las plantas inoculadas con
los consorcios nativos. La asociacion de plantas con hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) se ha considerado un factor que aumenta la tolerancia de las
plantas a la herbivoria por parte de insectos. Sin embargo, este efecto positivo
podria disminuir con la densidad de colonizacién al cambiar la relacion beneficio:

costo de la asociacion HMA-planta (Garrido et al., 2010).
B) Area foliar, volumen de raiz, pesos secos y frescos

En la variable PF de hojas, plantas sin HMA sin larva con 19.9 g fueron mayores
un 275% que plantas con el consorcio El Llano con larva que registraron un peso
de 5.3 g (Fig. 31a). En PS de hojas el comportamiento fue similar, plantas sin HMA
sin larva (4.3 g) fueron un 258 % mayor que plantas con el consorcio El Llano con

larva que mostraron 1.2 g (Fig. 31b).
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Figura 31. Peso Fresco (a) y Seco (b) de Hojas de maiz criollo a los 61 dias
después del trasplante. Lineas sobre las barras indican el error estandar. Letras
distintas en barras indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05).
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Plantas sin HMA con larva presentaron un peso fresco de tallo 350 % mayor que
plantas con el consorcio El Llano con larva (42.2 g vs 8.7 g) (Fig. 32a). Para la
variable de PS de tallo, plantas sin HMA sin larva mostraron un valor 380 %
mayor que plantas con el consorcio El Llano con larva, fueron diferentes

estadisticamente (Fig. 32b).
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Figura 32. Peso Fresco (a) y Seco (b) de Tallo de maiz criollo a los 61 dias
después del trasplante. Lineas sobre las barras indican el error estdndar. Letras
distintas en barras indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05).

En PF de raiz, plantas sin HMA sin larva mostraron un peso 290% mayor que
plantas con el consorcio El Llano con larva (63.6 g vs 16.2 g) (Fig.33a). Plantas sin
HMA con larva presentaron un peso seco de raiz dos veces mayor que plantas
con el consorcio El Llano (3.83 g vs 1.19 g) (Fig. 33b).
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Figura 33. Peso Fresco (a) y Seco (b) de Raiz de maiz criollo a los 61 dias
después del trasplante. Las barras indican el error estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05).

Plantas sin HMA sin larva presentaron un AF de 646.7 cm?, que fue dos veces
mayor que el de plantas con el consorcio El Llano con larva 197.5 cm? (Fig. 34a).
En la variable de VR plantas sin HMA con larva obtuvieron un valor 280% mas alto

gue plantas con el consorcio El Llano con larva (Fig. 34b).
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Figura 34. Area Foliar (a) y Volumen de raiz (b) de plantas de maiz criollo a los 61
dias después del trasplante. Las barras indican el error estadndar. Letras diferentes
indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05).

En general los tratamientos sin larva presentaron valores mas altos que los
tratamientos con presencia de larvas, esto concuerda por lo reportado por
Zitlalpopoca et al. (2017), quienes encontraron que la rizofagia de Phyllophaga
vetula afectd de manera negativa el crecimiento de plantas de maiz (Cuadro 11).

En el maiz hibrido con in6culo comercial Endomic (En) y sin larva presenté un
peso fresco de hojas un 100% mayor que el consorcio La Ciénega (LC) con larva 'y
un peso seco de hojas un 80% mayor. Las plantas con el in6culo Endomic sin
larva presentaron un peso fresco de tallo mayor en un 130 % y un peso seco de
tallo 160 % mayor que plantas con el consorcio La Ciénega con larva. En peso
fresco de raiz plantas con el in6culo Endomic con larva mostraron valores 100%
mayores que plantas con el consorcio La Ciénega con larva. En peso seco de raiz
plantas con inoculo Endomic sin larva fue 1.6 veces mayor que plantas con el
consorcio La Ciénega con larva. El area foliar de plantas con el in6culo Endomic
sin larva fue mayor un 90% que el de plantas con el consorcio La Ciénega con
larva. Las plantas sin HMA vy sin larva obtuvieron el un volumen de raiz 90% mayor

que plantas con el consorcio La Ciénega con larva (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Andlisis de area foliar, volumen de raiz, pesos frescos y secos en

maiz criollo a los 61 DDT1.

HMA Larva Pesos Frescos Area Vol. Pesos secos
Hojas LOG Raiz Foliar Raiz Hojas  Tallo Raiz
(Tallo)

Sin 7.6 14.4 22.4 259.2 23.3 1.7 1.6 1.5

larva cd bc bc c c de bc c
El Llano

Con 5.3 8.7 16.2 c 1975 174 1.2 0.9 1.2

Larva | d c c c e c c

Sin 10.3 23.0 27.7 3181 28.4c 25 2.8 2.1
La larva bcd ab b bc bcde abc bc
Ciénega Con 7.4 15.1 23.5 238.1 33.3 1.9 1.9 1.4

Larva | ¢ bc bc c bc cde abc c

Sin 16.3 35.6 53.8 5358 54.0a 3.6 4.1 3.3

larva ab a a a abc ab a
Endomic

Con 15.1 36.1 48.9 484.0 48.6 3.5 3.8 3.1

Larva | gbc a a ab ab abcd ab ab

Sin 20.0 41.7 63.6 646.7 66.9a 4.3 4.4 3.8

larva a a a a a a a
Sin HVA

Con 18.1 42.2 51.9 583.7 58.3a 4.0 4.3 3.8

Larva | g a a a ab a a

Cada valor corresponde a la media. Letras diferentes en las columnas indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias después del trasplante.

Las plantas de maiz hibrido inoculadas con Endomic tuvieron los valores mas
altos y plantas con inéculo La Ciénega los valores mas bajos en todas las
variables (Cuadro 12). En general los tratamientos sin larva presentaron valores
mas altos que los tratamientos con presencia de larvas, esto concuerda por lo
reportado por Zitlalpopoca et al. (2017), quienes encontraron que la rizofagia de
Phyllophaga vetula afect6 de manera negativa el crecimiento de plantas de maiz.
Las plantas con los consorcios nativos presentaron valores menores en todas las
variables que las plantas con el inéculo Endomic y sin HMA. Estos consorcios

provienen de parcelas con un monocultivo de maiz lo que de acuerdo a Johnson
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et al. (1992) puede ocasionar que el cultivo continuo de una sola especie vegetal
seleccione las especies de HMA de mas rapido crecimiento y esporulacion. Estos
hongos pueden adoptar un comportamiento de parasitos, en comparacion con las

especies no proliferativas de hongos HMA.

Cuadro 12. Andlisis de éarea foliar, volumen de raiz, pesos frescos y secos en
maiz hibrido a los 61 DDT™.

HMA Larva Pesos Frescos Area Vol. Pesos secos
Hojas Tallo Raiz Foliar Raiz Hojas Tallo Raiz
Sin
8.8 12.7 35.4 389.6 39.2 2.4 1.7 2.6
La larva | c cd c ab b d bc
Ciénega | Con
Larva 8.3 11.5 28.0 338.0 30.3 2.2 1.5 2.3
C c d c b b d c
Sin
13.3 18.9 41.6 504.8 41.4 3.0 2.4 3.3
ElLlano |23 | abe abc abcd abc ab ab bed abc
Con
11.6 17.1 39.7 452.6 41.9 3.0 2.2 3.6
Lava | ¢ bc bed bc  ab ab cd ab
Sin
17.3 27.1 55.8 663.2 52.9 4.0 3.9 3.9
Endomic L2 | a a a a a a a a
Con
16.6 25.7 55.9 622.3 57.3 3.9 3.7 4.2
Larva | o a a ab a a ab a
Sin
. 15.1 23.9 54.6 629.6 58.0 3.7 3.3 4.0
Sin larva | 5 ab ab ab a a abc a
HMA Con
12.3 16.7 47.0 496.0 56.8 3.1 2.2 3.7
Larva abc bc abc abc a ab cd ab

Cada valor corresponde a la media. Letras diferentes en las columnas indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05). ! Dias después del trasplante.

Variables microbiologicas

En los factores de cultivar de maiz y HMA se observaron diferencias en el nimero
de esporas y colonizacion micorrizica. En el factor de ausencia o presencia de
larvas existié diferencia estadistica en la variable de numero de esporas (Cuadro
13).
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Cuadro 13. Andlisis factorial de No. de esporas y colonizacidon micorrizica a los 61
DDT?.

Factor Esporas en 100 g* de Colonizacion micorrizica (%)
sustrato

A: Maiz

Criollo 1104 a 514 a

Hibrido 138.6 b 41.7b

B: Larva

Ausencia 130.8 a 47.7 a

Presencia 1182 b 454 a

C:. HMA

La Ciénega 185.6 a 63.1b

El Llano 168.3 a 825a

Endomic 145.2 b 39.3¢c

Sin HMA 0.0 c 1.3d

A*B

Valor de P 0.467 0.075

A*C

Valor de P 0.000 0.000°

B*C

Valor de P 0.137 0.004*

A*B*C

Valor de P 0.428 0.007*

Cada valor corresponde a la media. Letras diferentes en las medias indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05). Para las interacciones los valores de P
menores a 0.05 prueban un efecto estadistico entre factores. ! Dias después del
trasplante.

El nimero de esporas en 100 g de sustrato fue mayor en el cultivar hibrido un

25% que en el cultivar criollo. Se contabilizé una colonizacion micorrizica del 23 %

mayor en el maiz criollo que en maiz hibrido. El nimero de esporas en ausencia

de larvas fue 10% mayor que en presencia larvas. El consorcio La Ciénega (LC)

presentd 185.6 esporas un 27% mas que en el inoculo comercial Endomic, en

plantas Sin HMA no se contabilizaron esporas. Plantas con el tratamiento El Llano
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(EL) fueron las de mayor colonizacion micorrizica con el doble de lo contabilizado
en plantas con el in6culo Endomic, plantas Sin HMA mostraron 1.29% de

colonizacion.

En la figura 35 se aprecia la colonizacion a los 61 DDT, se pueden observar hifas

del micelio intraradical y extraradical, vesiculas, esporas y arbusculos.

Figura 35. Colonizacion micorrizica en raices de plantas de maiz a los 61 DDT?.
1: hifas de micelio intrarradical, 2: arblsculos, 3: vesiculas. 'Dias después del
trasplante.

Las interacciones Criollo-LC e hibrido-EL mostraron los valores mas altos de

namero de esporas con 210.5y 227.2 esporas respectivamente (Fig. 36).
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Figura 36. No. de esporas en 100 g de sustrato a los 61 dias después del
trasplante. Lineas sobre las barras indican el error estandar. Letras distintas en
barras indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05).

En la colonizacién micorrizica, el consorcio El Llano presenté en ambos maices
los valores mas altos con 83.1 y 81.9 en maiz criollo e hibrido respectivamente. En
la interaccion de los factores Larva y HMA el consorcio EL presento los valores
mas altos de colonizacion en presencia de plaga (82%) y en ausencia (83%) de
larvas (Fig.37). La presencia o ausencia de larvas no afectd las variables
microbiolégicas de numero de esporas y colonizacidon micorrizica. Zitlalpopoca et
al. (2017) encontraron que la rizofagia de Phyllophaga vetula disminuyo6 la

colonizacion micorrizica en plantas de maiz.
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Figura 37. Colonizacién micorrizica (%) a los 61 dias después del trasplante.
Lineas sobre las barras indican el error estandar. Letras distintas en barras indican
diferencias significativas. Tukey (P<0,05).

5.4.6 Conclusién

Los consorcios nativos no presentaron efecto de bioproteccion en plantas de maiz
ante la rizofagia por larvas de Phyllophaga spp. Las plantas inoculadas con los
consorcios nativos presentaron un menor crecimiento de la planta tanto en la
parte aérea como la parte de la raiz en ambos maices. En ambos maices la
presencia de micorrizas no afecto la rizofagia de las larvas. La presencia o
ausencia de larvas no presento efecto sobre las variables de crecimiento de planta

en ningun tratamiento.

La ausencia o presencia de larvas no afectd las variables microbiolégicas. Las
plantas de maiz criollo presentaron porcentajes de colonizacibn micorrizica mas
altos que las plantas de maiz hibrido. El nivel de colonizacién micorrizica presento
un efecto mayor por el factor HMA. En la variable nimero de esporas se
contabilizaron 25 % mas esporas en 100 gramos de sustrato en plantas de maiz

hibrido que en maiz criollo.
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VI. Conclusién general

El manejo y laboreo agricola, impacta directamente en la densidad de
comunidades de HMA, los tipos de manejo de menor perturbacion favorece el
aumento en la densidad de esporas de éstos hongos.

Las concentraciones de fésforo son inversamente proporcionales a la densidad de
esporas de hongos micorrizicos, por el contrario las concentraciones de potasio

favorecen el incremento en la densidad de esporas de los hongos.

Las densidades de esporas obtenidas por propagacion en macetas trampa fueron
diferentes a las densidades naturales del suelo a excepcion del predio El Anteojo

donde se contabilizaron cantidades similares.

Se encontraron nueve especies correspondientes a cinco géneros de HMA. El
género con mayor representatividad fue Acaulospora con tres especies.
Clareoidoglomus claroideum y Funneliformis geosporum se encontraron en todos
los sitios muestreados. Clareidoglomus claroideum fue la especie mas abundante

con un 70.5 % del total de esporas contabilizadas.

El fenotipo y la genética de los cultivares de maiz influyé en la altura de planta.
Plantas de maiz criollo presentaron una altura superior que maiz hibrido en ambos
sustratos los 61 dias después del trasplante. Las plantas que crecieron en suelo
mostraron un mejor desarrollo que las que se trasplantaron a la mezcla de arena-
agrolita, la mayor concentracion de nutrientes en suelo asi como la posible
presencia de microbiota benéfica existente que el suelo sin esterilizar, pudo haber

influenciado este mejor desarrollo.

En sustrato no se mostraron diferencias entre plantas inoculadas y sin inocular en
ambos maices. Las plantas de maiz criollo sin micorrizar y trasplantadas a
sustrato presentaron valores superiores de las variables de crecimiento que
plantas inoculadas. En el maiz criollo en suelo las plantas sin HMA presentaron

los valores mas bajos en las variables de crecimiento.
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En la mezcla suelo-arena-agrolita la inoculacién con F. mosseae y R. intraradices
promovio el crecimiento vegetal de las plantas de maiz aun en presencia de la
gallina ciega. En mezcla arena-agrolita las plantas de ambos maices, inoculadas
con los consorcios nativos de HMA, crecieron menos que plantas sin HMA. La
inoculacion con F. mosseae y R. intraradices no presentd efecto en la rizofagia de
gallina ciega in planta ni in vitro, pero las plantas inoculadas presentaron un

mayor crecimiento en la parte aérea que plantas sin inocular.

Los consorcios nativos de HMA no presentaron efecto de bioproteccion en plantas

de maiz ante la rizofagia por larvas de Phyllophaga spp.

El nimero de esporas y el porcentaje de colonizacion micorrizica no presentaron
efecto por la presencia o ausencia de larvas. Las plantas de maiz criollo
presentaron porcentajes de colonizacion micorrizica mas altos que las plantas de
maiz hibrido. En la variable nUmero de esporas se contabilizaron mas esporas en

plantas de maiz hibrido que en maiz criollo.

El consorcio micorrizico nativo El Llano, presentd niveles de colonizacion

superiores al 90% en suelo y al 80% en sustrato.
VII. Recomendaciones

Con base en los resultados obtenido bajo las condiciones experimentales
descritas en este trabajo, se recomendaria, realizar experimentos que tengan una
mayor duracion con la finalidad de comprobar si los consorcios nativos promueven
el crecimiento de maices. Ya que existen reportes de otras investigaciones que el
efecto positivo de la micorrizacion en maiz se muestra posterior a los 60-70 dias
después de la inoculacion, ya que ha pasado el tiempo de establecimiento de la

simbiosis.
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La prueba de estos consorcios de HMA en suelo con diferentes niveles de
fertilizacion, podria permitir saber si con una fertilizacion adecuada el efecto de los
consorcios puede optimizarse y brindar informacion de las cantidades minimas

para lograr un efecto positivo de la micorrizacion con HMA nativos.

El aislamiento y propagacion de las especies aqui reportadas, asi como la
realizacion de las pruebas para promover el crecimiento vegetal, pueden favorecer
el conocimiento acerca de posibles relaciones sinérgicas o de competitividad entre

especies cuando se inoculan en consorcios o indculos mixtos.

Identificar en el consorcio La Ciénega el agente microbiol6gico y/o metabolito
secundario que pueda ser el causante de la alta tasa de mortalidad de larvas
encontrada en esta investigacion, que podria ser un potencial control biolégico

nativo para esta plaga.
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