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RESUMEN

El uso de Hongos Micorricicos Arbusculares en la agricultura tiene un gran potencial
biotecnologico debido a que facilitan la disponibilidad de nutrientes para las plantas, alivian el
estrés por sequia o por metales pesados, entre muchos otros beneficios.

El estado de Michoacén exporta el 97% de la produccion total de su produccién de frutillas. La
zarzamora se obtiene mediante practicas agricolas convencionales, caracterizadas por el uso de
fertilizantes quimicos, que traen consigo el deterioro del suelo, provocando la pérdida de
productividad agricola.

El objetivo del trabajo fue evaluar dos sustratos organicos para la propagacion de hongos
micorricicos arbusculares nativos y el efecto de su interaccion para el rendimiento vegetal de
plantas zarzamora (Rubus fruticosus var. Tupi). EI experimento se realizd en condiciones de
invernadero, con un disefio experimental de 6 tratamientos con 10 repeticiones que incluyeron
un inéculo de HMA nativo solo y en combinacion con Bokashi y Composta. Se determinaron
variables micorricicas como el porcentaje de colonizacion, la cantidad de esporas / 100 g de
suelo, la riqueza y diversidad de especies, asi como variables agronémicas como area foliar,
altura, numero de tallos secundarios, longitud de raiz, clorofila y biomasa aérea y radical.

Los resultados mostraron que la colonizacion micorricica no se vio favorecida con los sustratos
organicos utilizados, pero si se pueden considerar promisorios para la propagacion de la especie
fangica, sobre todo el abono Bocashi el cual promueve mayor riqueza y diversidad de especies
fangicas. El género Acaulospora se reporta como predominante en la identificacion morfologica
de este trabajo con 14 especies, seguido de las especies Glomus con 9 especies, Scutellospora
con 5 especies y Gigaspora con 2 especies.

Con respecto a las plantas de zarzamora, el uso de sustratos organicos en combinacion con

HMA, en general, promueve un mayor rendimiento vegetal.

Palabras clave: HMA, Diversidad, Riqueza, Rubus fruticosus, Rendimiento vegetal.
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ABSTRACT

The use of Arbuscular Mycorrhizal Fungi in agriculture has great biotechnological potential due
to the fact that they facilitate the availability of nutrients for plants, relieve stress due to drought

or heavy metals, among many other benefits.

Michoacan state exports 97% of the total production of its blackberry production. The
blackberry is obtained through conventional agricultural practices, characterized by the use of
chemical fertilizers, which bring about the deterioration of the soil, causing the loss of
agricultural productivity.

The aim of the work was to evaluate two organic substrates for the native arbuscular mycorrhizal
fungi propagation and the effect of their interaction for the plant yield of blackberry plants
(Rubus fruticosus var. Tupi). The experiment was carried out in greenhouse conditions, with an
experimental design of 6 treatments with 10 repetitions that included an inoculum of native
HMA alone and in combination with Bocashi and Compost. Mycorrhizal variables were
determined, such as the colonization percent, spores / 100 g soil, the richness and diversity of
species, as well as agronomic variables such as leaf area, height, number of secondary stems,

root length, chlorophyll and aerial and radical biomass.

The results showed that mycorrhizal colonization was not favored with organic substrates, but
they can be considered promising for the propagation of the fungal species, especially the
Bocashi fertilizer which promotes greater richness and diversity of fungal species. The genus
Acaulospora is reported to be predominant in the morphological identification of this work with
14 species, followed by Glomus with 9 species, Scutellospora with 5 species and Gigaspora
with 2 species.

About blackberry plants, the use of organic substrates in combination with AMF, in general,
promotes a higher plant yield.
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1. INTRODUCCION

La mayoria de los cultivos agricolas estan relacionados con las micorrizas, los cuales afectan la
fisiologia y como consecuencia la calidad y el rendimiento de las especies vegetales. Los HMA
ocurren de manera natural en los agroecosistemas, pero su abundancia decrece con la
degradacion del suelo, la contaminacion o el uso excesivo de agroquimicos. Usualmente, esta
simbiosis es mas abundante en sistemas sustentables que llevan a cabo la rotacion de cultivos,
aprovechamiento de residuos mediante la conversion de estos a abonos orgénicos, el uso

regulado de productos quimicos, entre otras actividades.

Es por lo anterior que se debe incrementar el interés de los productores para conocer y aplicar
estrategias alternativas que incluyan el uso de HMA con factores favorables para esta simbiosis

como su aplicacion combinada con sustratos organicos.

Son bastos los trabajos cientificos que demuestran los beneficios que otorgan los HMA sobre
aspectos del rendimiento de especies vegetales de interés agricola, sin embargo, es importante
no dejar atras las variables de propagacion micorricica como lo son la riqueza y diversidad de
especies fangicas. Este ultimo aspecto también se ha visto mejorado con la aplicaciéon de

sustratos organicos.

Por su parte, la produccion de berries es una de las principales actividades econémicas del estado
de Michoacén, siendo el principal exportador de frutillas de zarzamora. Por lo tanto, es
primordial implementar actividades agricolas que representen una opcion alterna al uso de
productos sintéticos en el campo. Con lo anterior, es posible mantener la fertilidad del suelo, el
rendimiento vegetal de especies de interés, asi como la actividad biolégica del mismo, factores

que en conjunto son una herramienta indispensable que promueve la sustentabilidad ambiental.
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2. MARCO TEORICO
2.1. El suelo

La definicion de la palabra suelo se acata al area de interés con el cual se le involucra. Desde
una perspectiva agricola, el suelo es la capa de material fértil que cubre la superficie de la tierra,
de la cual, las raices de las plantas obtienen nutrimentos y agua.

La definicion a partir de su origen, establecida por la Sociedad Americana de la Ciencia del
Suelo (SSSA, por sus siglas en inglés), lo refiere como la capa superficial de material mineral y
organico, no consolidado, que sirve de medio natural para el crecimiento de las plantas que
presenta los efectos de los factores que le dieron origen (clima, topografia, biota, material
parental y tiempo) y que debido a la interaccion de éstos, difiere en sus propiedades fisicas,
quimicas, bioldgicas y morfoldgicas.

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion lo define como
una capa delgada compuesta por minerales, aire, agua, materia organica y diminutos organismos
vegetales y animales. Su formacidn se lleva a cabo lentamente con el paso del tiempo gracias a
la desintegracidn de rocas superficiales por la accion del agua, la variacion de temperatura y el
viento (FAO, 1996).

De acuerdo a las definiciones anteriores, el suelo no puede definirse como roca ni sedimento
geoldgico, sino como un producto de las alteraciones e interacciones que experimentan los
materiales antes mencionados (Sumner, 2000). Factores como el relieve, el clima, la vegetacion,
la roca de origen y su antigliedad, asi como los organismos que viven en él y las actividades
humanas determinan la estructura del suelo (Figura 1). Las velocidades a las que ocurren estos
procesos dependen principalmente del clima, lo que da como resultado una amplia gama de
suelos y propiedades tanto fisicas como quimicas del mismo (Tabla 1) que se pueden encontrar
en todo el mundo (Rowell, 2014).
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Capa de materia organica

> Rizosfera

== Capa intermedia

o Roca madre

Figura 1. Estructura del suelo determinada por factores como el relieve, el clima, la vegetacion, la roca
de origen, antigtiedad, asi como los organismos que viven en él.

Tabla 1. Descripcion de las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo como indicadores de
calidad en sistemas agricolas y forestales (Larson y Pierce, 1991).

retencion de agua

Propiedad Descripcion
Fisicas

Textura Proporcion de componentes inorganicos de diferentes formas y tamafios como arena, limo y
arcilla. Influye como factor de fertilidad y retencién de agua, aireacion, drenaje, contenido de
materia organica e intercambio de oxigeno.

Densidad Peso por volumen del suelo, controla el porcentaje de compactacion. Afecta a procesos que
influyen en el suministro de agua y oxigeno, productividad y erosién.

Porosidad Porcentaje del volumen del suelo no ocupado por solidos (50%). En este espacio se distinguen
marco y micro poros donde el agua, los nutrientes, el aire y los gases pueden circular o retenerse.

Capacidad de | Relaciona la retencién, el transporte y la erosion del agua: disponibilidad.

Color

Depende de los componentes y varia con el contenido de humedad, materia organica y grado de
oxidacion de minerales. Se usa para distinguir las secuencias en un perfil del suelo, determinar
el origen de materia parental, presencia de materia organica, estado de drenaje y presencia de

sales y carbonato.

Quimicas

Materia organica

Papel fundamental en la estabilidad de agregados: porosidad, reaccién con oxigeno
intercambiable, agua disponible, reserva en el ciclo del Carbono y reposicion de nutrientes.

pH

Determina el grado de absorcion de iones (H+) por las particulas del suelo e indica la acidez o
alcalinidad. Indicador principal en disponibilidad de nutrientes para las plantas, influyendo en la

solubilidad, movilidad de otros elementos.
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Capacidad de | Es una medida de cantidad de cargas negativas presentes en la superficie de los minerales y

Intercambio componentes organicos (arcilla, materia organica o sustancias huminicas) y representa la
Cationico cantidad de cationes que las superficies pueden retener.
Nutrientes Determinan su potencial para alimentar organismos vivos. Los nutrientes esenciales se suelen

clasificar en macro y micro nutrientes dependiendo de su requerimiento para el desarrollo de las

plantas.

Biologicas

Biomasa microbiana | Potencial catalitico microbiano y reposicion de Carbono y Nitrégeno.

Nitrégeno El ciclo de este elemento en el suelo se relaciona con la actividad microbiana y fauna del mismo
potencialmente como hongos, bacterias, lombrices, nematodos, etc. Productividad del suelo y N disponible.
mineralizable

Actividad Informa el cambio de calidad en los suelos debido a actividad antrdpica.

enzimética

2.1.1. El uso del suelo

El suelo tarda desde miles a cientos de miles de afios en formarse, por lo que se considera un
recurso natural no renovable (Dorronsoro, 2007). Se utiliza para distintos fines como por
ejemplo la agricultura, ganaderia, extraccion de minerales, soporte de edificaciones, eliminacion
de residuos, obtencion de pastos, entre muchas otras actividades. A pesar de que el suelo provee
funciones indispensables para el ser humano, su importancia no es valorada por la sociedad y
con el paso del tiempo ha sido necesario resaltar su valor. La obtencidn de datos precisos y
frecuentes acerca del uso que se le da al suelo es esencial para gestionarlo de manera razonable

ya que es un elemento que cambia rapidamente (Nolasco et al., 2015).

2.1.2. La materia orgéanica del suelo

Todos los residuos organicos sin descomponer estan formados por hidratos de carbono, lipidos,
acidos organicos, polimeros, compuestos fenolicos y elementos minerales. Estos componentes
de la materia viva son descompuestos mediante conversiones bioldgicas llevadas a cabo por
microorganismos, insectos, lombrices y elementos ambientales; dando lugar a lo que conocemos
como materia organica (MO). Dentro de las funciones principales de esta ultima, se encuentra
la de almacenar gran cantidad de nutrientes Utiles para las plantas, mejorar la estructura del suelo
y la capacidad de retencion de agua. La cantidad de MO presente en el suelo depende de factores

como la vegetacion, el clima, el drenaje y en gran medida, de su laboreo.
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La MO se ha utilizado desde tiempos remotos en la agricultura, pero desafortunadamente ha
disminuido con la introduccién y dependencia hacia los fertilizantes quimicos por parte de los

productores Tabla 2.

Tabla 2. Porcentaje de unidades de produccion segun principales tecnologias agricolas utilizadas
(INEGI, 2017)

Tecnologia empleada ENA 2012 ENA 2014 ENA 2017
Fertilizantes quimicos 65.5 68.8 68.2
Herbicidas 61.7 62.7 66.9
Insecticidas 45.3 48.2 58.4
Abonos naturales 40.4 27.5 39.1
Rotacion de cultivos 19.6 26.8 21.9
Labranza de conservacion 12.9 23.2 26.3
Control bioldgico de plagas 12.7 16.7 12.4

A mediados del siglo XX, surge en Estados Unidos, la Revolucion Verde; un modelo de
produccién basado en la agricultura intensiva que pretendia aumentar el rendimiento de los
cultivos mediante la aplicacion de monocultivos, el uso de alta tecnologia e insumos agricolas
como los fertilizantes quimicos, plaguicidas y herbicidas (Ceccon, 2008). Dicho fenémeno,

provoco que los productores mexicanos centraran su atencion en aplicar este modelo.

Los fertilizantes quimicos y en general, los insumos agricolas si aumentan la productividad
agricola en los primeros afios, sin embargo, también es cierto que dicha productividad no se
sostiene por mucho tiempo. En la actualidad, el uso inadecuado de fertilizantes quimicos
conduce al surgimiento de problemas del medio ecoldgico y el deterioro de recursos naturales.
Ademas, ayudan a las plantas a crecer, pero no contribuyen a mejorar la condicion fisica del
suelo (Cardona et al., 2014) por el contrario, propician que el suelo sufra un agotamiento
acelerado de materia organica y un desbalance nutrimental que se traduce en la perdida de

fertilidad y capacidad productiva con el paso del tiempo.

Afortunadamente, el interés por el desarrollo de nuevas tecnologias que permitan conservar la
materia organica en los cultivos, ha incrementado en los Ultimos afios. La presencia de materia

organica en el suelo como consecuencia del uso de abonos organicos, permite tener un sustrato
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activo biolégicamente convirtiendo elementos esenciales que no estan disponibles en formas
aprovechables por las plantas para la obtencion de cultivos rentables. Existen maneras de
mantener un buen contenido de materia organica en el suelo como, por ejemplo, agregando

abonos organicos y residuos vegetales o industriales transformados.

2.1.3 Los microorganismos del suelo

La materia organica de la naturaleza se transforma mediante ciertas conversiones bioldgicas
llevadas a cabo gracias a los seres vivos, entre los cuales se encuentran los microorganismos.
Estos organismos microscopicos contribuyen a la sustentabilidad de los ecosistemas por ser los
principales reguladores de la dindmica de la materia organica del suelo, su estructuracion,

retencion de agua, eficiencia de adquisicion de nutrientes y salud vegetal (Correa, 2013).

La mayoria de las especies vegetales tienen intima relacion con microorganismos de la rizosfera
que les ayudan a acceder a nutrientes primordiales para su crecimiento entre los cuales se
encuentran las bacterias fijadoras de nitrégeno, las rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal o los hongos micorricicos. La rizosfera de las plantas (Fig. 2), esta altamente colonizada
por microorganismos, pero, desafortunadamente, el papel que estos organismos microscépicos
juegan en la naturaleza ha perdido su significado debido a las modificaciones que los
agricultores han introducido en sus cultivos como, por ejemplo, el uso excesivo de fertilizantes
inorganicos, herbicidas y pesticidas.
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Figura 2. Rizosfera de las plantas y estructura de una raiz.
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Algunas estimaciones indican la posibilidad de que haya al menos 104 especies microbianas
distintas por gramo de suelo (Torsvik et al., 2012). Por esto, en la actualidad ciertos
microorganismos con capacidad de asociarse a plantas de interés agricola se estan utilizando
con éxito ya que tienen la capacidad de aumentar el rendimiento bioldgico de los cultivos y a la
vez, favorecen la sustentabilidad de los agroecosistemas y en ciertas ocasiones, se reduce la
necesidad de la fertilizacién quimica (Garcia de Salamone, 2011).

La utilizacion de microorganismos se lleva a cabo mediante inoculantes sobre las semillas y/o
el suelo; estos pueden aplicarse con un solo tipo de microorganismo o ser polivalentes, es decir,
contener dos 0 mas tipos y aunque existen productos en estado sélido en el mercado, los méas
frecuentes son inoculantes liquidos ya que con estos, se asegura la supervivencia del

microorganismo durante periodos largos desde que se fabrican.

2.2. Abonos organicos

Actualmente se produce una cantidad considerable de residuos en todo el mundo, pero solo una
minima parte de ésta es aprovechada (Fig. 3), por lo que se convierte en desecho, y a su vez, en
contaminacion ambiental (Acevedo et al., 2017). El aprovechamiento de estos residuos
mediante su transformacion en abonos orgéanicos, conforma una fuente importante de
nutrimentos para las plantas; ademas, también mejoran la calidad del suelo mediante la
formacion de sustancias humicas (&cidos humicos, falvicos y huminas), mejorando sus

caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas (Ramos y Terry, 2014).

Produccion de composta con residuos organicos

Aplicar obras de restauracion y conservacion de suelos | ENENENRNGTGNEGEGE

Disminuir el consumo de agua

Lugar para guardar empaques y envases de agroquimicos |

Monitoreo de presencia de plagas y enfermedades |

Prevencion de incendios |

Figura 3. Porcentaje de unidades de produccion que realizan acciones para la protecciéon del medio
ambiente (INEGI, 2017).
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La incorporacion de materia orgénica para mantener la fertilidad del suelo es indispensable en
sistemas de produccidn ecoldgica por lo que el uso de esta préctica, en conjunto con otras como
la adecuada rotacion de plantas, la diversificacion de cultivos entre otros, permiten un equilibrio

en el ecosistema. (Picado y Afasco, 2005).

La incorporacién de materia organica humificada facilita la formacion de agregados estables,
mejorando la estructura y permeabilidad (Tan y Nopamombodi, 1979), también mejora la

retencion de humedad del suelo y la infiltracion (Hartwigsen y Evans, 2000).

El uso de abonos organicos también tiene un efecto sobre la actividad microbioldgica del suelo,
ya que, por lo general, contienen estiércoles, los cuales, a su vez, contienen grandes compuestos
de facil descomposicion. Ademas, su uso genera un incremento de la actividad bioldgica
(Durango et al., 2017). La accion microbiana es fundamental para que las formas organicas de
los nutrientes pasen a formas minerales que son utilizadas en la biomasa de las plantas, por lo
que tienen efectos directos sobre el crecimiento éstas al ofrecer una mayor disponibilidad de
nutrientes (Porta et al., 1999).

Ademas de los beneficios anteriores, el uso de abonos organicos ha sido factor coadyuvante para
la sostenibilidad del recurso suelo y la obtencion de productos agricolas. Los alimentos
obtenidos bajo ese sistema son considerados con sobreprecio por su alta calidad nutritiva y la

inexistencia de contaminantes nocivos para la salud.

2.2.1. Bocashi

Los abonos organicos fermentados se caracterizan por generar la descomposicion de residuos
organicos mediante poblaciones de microorganismos y producir un material parcialmente

estable capaz de fertilizar a las plantas y nutrir el suelo.

La palabra Bocashi proviene del idioma japonés y significa cocer al vapor los materiales del
abono mediante el calor generado de la fermentacién. Este abono contiene las cantidades
necesarias de elementos nutritivos para el desarrollo de las plantas, llegando a ser superior a las
formulas de los fertilizantes quimicos; ademas, tiene un bajo costo ya que los ingredientes son
de facil alcance para los productores con lo que permite alcanzar una sostenibilidad a largo plazo
(Restrepo, 2007).
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Dentro de los objetivos del Bocashi se encuentra el suministro de vitaminas, aminoécidos y
sustancias antioxidantes, ademas, mejora la estructura del suelo formando agregados. Un
beneficio de su uso es que su preparacion se lleva a cabo en corto tiempo y no produce malos
olores (Shintani et al., 2000). Por otra parte, su elaboracidn, genera condiciones adecuadas para
el desarrollo de macro organismos en el suelo y es coadyuvante del manejo de desechos
agricolas (Gémez, 2001).

La elaboracion de este abono consiste en la mezcla de ingredientes como estiércol, rastrojo
molido, suelo local, carbon vegetal, salvado de trigo, azGcar o melaza y el inoculante
microbiano, la levadura (Jaramillo-Lopez eta al., 2014). EI proceso consiste en obtener
particulas pequefias de estos ingredientes y mantenerlos apilados para lograr que la temperatura
incremente y la fermentacion se lleve a cabo para descomponer la materia organica. Una vez
transcurridos 21 dias aproximadamente, el abono esta listo para usarse. En la actualidad, las
recetas de elaboracién se han ido acoplando a los recursos con los que cuentan los productores,
sin embargo, sus aportes no dejan de ser benéficos para los cultivos en los que se ha

implementado (Leblanc et al., 2005).

2.2.2. Compostas

La palabra composta viene del latin componere, que significa “juntar”. La preparacion y uso de
esta, es tan antiguo como la misma agricultura. Es la descomposicion y estabilizacion de
sustratos organicos bajo condiciones que permiten el desarrollo de temperaturas termofilicas
gue dan un producto suficientemente estable para ser almacenado y aplicado en el suelo sin

efectos adversos al medio ambiente (Haug, 1980).

El proceso de composteo empieza con una coleccion heterogénea de material organico que
contiene una poblacion grande de hongos y bacterias. Estos, se enfrentan a condiciones
favorables de humedad, temperatura y aireacion que permiten su desarrollo. La actividad
microbiana provoca un aumento de temperatura a consecuencia de las oxidaciones bioldgicas

exotérmicas.

El proceso es lento y se consideran cuatro periodos determinados por la variacion de la
temperatura. EI primer periodo es Mesofilico, en el cual aparecen bacterias y hongos cuyas

temperaturas éptimas de crecimiento van de los 15 a los 35 °C, aqui, la masa vegetal se encuentra
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a temperatura ambiente, los microorganismos comienzan a multiplicarse y la temperatura
comienza a aumentar. El segundo periodo es Termofilico, la descomposicion de la materia
organica es mas rapida y alcanza temperaturas de 40 °C; conforme se va utilizando el material
facilmente degradable, la velocidad de reaccion disminuye y con ello también la temperatura.

El siguiente periodo es de enfriamiento y por ultimo de maduracién (Canovas et al., 1993).

Es indudable que la aplicacién adecuada de compostas a los suelos aporta mayores beneficios
que los fertilizantes quimicos. Lo anterior se debe a que ademas de proporcionar elementos
nutritivos para las plantas como Nitrdgeno, Fosforo, Potasio y micronutrientes, también mejora
la actividad bioldgica del suelo, sus propiedades fisicas como, por ejemplo, la capacidad de
retencion de agua y/o la densidad aparente, ademas, también sirve como nivelador de pH
(Jeavons, 1991).

2.3 Simbiosis micorricica

El termino micorriza (del griego myces, hongo y rhiza, raiz) refiere a la asociacion entre algunos
hongos y las raices de las plantas. Fue acufiado en 1977 por Frank, patélogo forestal alemén, al
estudiar las raices de algunos arboles forestales. En términos funcionales y estructurales se ha
definido a las micorrizas como “6rganos de absorcion dobles que se forman cuando los hongos
simbiontes viven dentro de los 6rganos de absorcion sanos (raices, rizomas o talos) de las plantas

terrestres, acuaticas o epifitas” (Trappe, 1994).

El 90% de las plantas terrestres son capaces de formar micorrizas. Se han reconocido al menos
siete diferentes tipos de micorriza: arbuscular, arbutoide, ericoide, monotropoide, orquideoide,
ectomicorriza y ectendomicorriza, las cuales, se diferencian por las estructuras que el hongo

forma dentro de la raiz, asi como también por las plantas y hongos involucrados.

La asociacién mas comun y antigua que se presenta es la micorriza del tipo arbuscular. Los
hongos que participan en este tipo de micorriza pertenecen Phylum Glomeromycota. Dicha
simbiosis se establece con las raices de Angiospermas, Gimnospermas, Pteridofitas y Talofitas
(Guerrero et al, 1996).

Evidencias fosiles y estudios moleculares proponen que este tipo de asociacion micorricica se

origind hace 462-353 millones de afios y, desde entonces, su formacion es imprescindible. En
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esta simbiosis, la planta le proporciona al hongo carbohidratos producto de su fotosintesis y un
microhdbitat para completar su ciclo de vida; por su parte, el hongo permite que la planta capte
agua y nutrimentos minerales que se encuentran con baja disponibilidad en el suelo e incluso,
la protege contra patdgenos. Es por lo anterior que la asociacion, en general, se considera como

mutualista, ya que ambos participantes resultan beneficiados (Camargo-Ricalde, 2012).

2.3.1 Desarrollo de la simbiosis

Los hongos formadores de micorriza arbuscular son simbiontes obligados, es decir, no pueden
cultivarse fuera de las raices vivas de las plantas siendo con esto totalmente dependientes de la
planta. Las esporas de estos hongos germinan en el suelo y colonizan las células corticales de la

planta hospedera (Fig. 4).

Figura 4. Germinacién de espora de HMA y primer contacto

\ con la raiz hospedera para iniciar colonizacién micorricica.
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El proceso de colonizacion micorricica (Fig. 5) comienza cuando el hongo invagina el
plasmalema de la célula vegetal y se crea un compartimento apoplastico en donde se acumula
material de alta complejidad molecular. Enseguida se produce una estructura profusamente
ramificada que es el sitio de intercambio eficiente de los nutrientes entre los simbiontes conocido

como arbusculo (Varela 'y Trejo, 2001).

En este tipo de simbiosis se producen estructuras de almacenamiento conocidas como vesiculas,
las cuales se observan como ensanchamientos terminales de las hifas con forma ovoide que

acumulan reservas de carbono en forma de lipidos (Alarcén y Ferrera-Cerrato, 1999).
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Las hifas son estructuras de colonizacién de los HMA que se caracterizan por ser infectivas,
exploradoras y de absorcidn de nutrientes. Emergen de la raiz y se distribuyen en el suelo varios
centimetros, en algunas ocasiones metros, generando un sistema de absorcion de nutrientes y
agua conocido como micelio extraradical, que alcanza sitios que no alcanzan las raices por si
solas (Sylvia, 2005).

El desarrollo de la simbiosis comienza gracias a los compuestos exudados que producen las
raices de las plantas; estos exudados permiten el reconocimiento del hongo y a su vez, estimulan
la germinacion de esporas que da lugar a la ramificacion de las hifas. Tomando en cuenta que
la cantidad y el tipo de exudados depende de la etapa fenoldgica de cada tipo de planta; la
diversidad de estas y su edad son un factor determinante para el establecimiento de las
comunidades de HMA en el suelo (Khan, 2001).
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Figura 5. Proceso para el establecimiento de la simbiosis micorricica (Parniske, 2008).
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2.4 Beneficios de micorrizas a las plantas

La mayoria de las investigaciones enfocadas en el estudio de la simbiosis micorricica han
evaluado los efectos generales de ésta sobre el crecimiento vegetativo y adquisicion de
nutrientes, sin embargo, también se han reportado los beneficios que otorgan a la funcion
bioldgica basica, la reproduccién (Koide 2010).

Los HMA también incrementan la tolerancia de las plantas contra ciertos tipos de estrés abiotico
(Gianinazzi et al., 2010) como, por ejemplo, el agotamiento de minerales, la sequia, la salinidad
o la presencia de metales pesados. Las plantas micorrizadas también tienen maés tolerancia
contra patégenos de raiz. Por lo que un efecto bioprotector también se incluye dentro de los
beneficios de los HMA (Gianinazzi et al., 2010).

2.5 Utilizacion de los HMA como inoculantes microbianos para una
agricultura sustentable

Es de esperarse que la agricultura enfrentard desafios significativos en las préximas
generaciones, en gran parte, por la necesidad de satisfacer la demanda mundial de alimentos
ante una menor disponibilidad de suelo y recursos hidricos (Caceres, 2003). Por lo tanto, es un
desafio orientar el interés de los productores agricolas hacia sistemas sostenibles que eviten la
aplicacion intensiva de fertilizantes quimicos y otros insumos que son perjudiciales para el
medio ambiente, las comunidades e incluso los trabajadores agricolas (Abumhadi, 2012). En
este contexto, son bastos los trabajos enfocados en mejorar los rendimientos de los cultivos que
incluyen la evaluacién de abonos organicos y/o la implementacion de diferentes tipos de
biofertilizantes (Vilches y Nufiez, 2000).

Un medio para desarrollar este tipo de agricultura, es la aplicacion de la biotecnologia agricola,
que incluye el uso de microorganismos del suelo, como por ejemplo los Hongos Micorricicos
Arbusculares (HMA), los cuales se han utilizado como bioinoculantes de manera exitosa en el
ambito ambiental y agricola (Berruti et al., 2016). Esta asociacion se encuentra presente en la
mayoria de los habitats naturales, por lo que es considerada como una simbiosis universal (Pérez
etal., 2011).
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Por otra parte, existen estrategias para la obtencién de plantulas con calidad genética y
fitosanitaria como el cultivo de tejidos in vitro. El problema al que se enfrentan estas técnicas
es la tasa de supervivencia ya que las plantulas presentan un sistema radical debil e incapacitado
para la absorcion de nutrientes (Pérez et al.,, 2015). Por lo tanto, la asociacion con
microorganismos benéficos como los HMA también ha sido factible para asegurar la

sobrevivencia de material vegetal in vitro.

Los productores agricolas se enfrentan a la necesidad de producir méas alimentos, sanos y libres
de productos quimicos, por lo que la disminucién en el uso de agroquimicos es tema de interes.
En este contexto, el uso de abonos organicos y microorganismos benéficos es un tema que debe
desarrollarse y ponerse en practica en la mayoria de los cultivos. Para llevar a cabo lo anterior,
se requiere de un proceso integral que capacite el capital humano y que permita la transferencia
del conocimiento con claridad en los diversos sectores agricolas. Solo asi, la aplicacion de la
biotecnologia agricola podrd generar conciencia en los productores para aumentar el uso de

inoculantes microbianos con fines de promover la agricultura sustentable.

2.6. La Zarzamora

La zarza, zarzamora 0 mora (Rubus fruticosus) es un arbusto de aspecto sarmentoso, cuyas
ramas, espinosas y de seccidn pentagonal, pueden crecer hasta 3 metros (Fig. 6). Pertenece a la
familia de las roséaceas y es popularmente conocido por sus frutos, un tipo de moras conocido

Ccomo zarzamora 0 mora.

Figura 6. Plantas de zarzamora (Rubus fruticosus).
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Figura 7. Frutos de zarzamora (Rubus fruticosus).

Desde el punto de vista botanico esta formada por muchas pequefias drupas arracimadas y unidas
entre si (multidrupa), de color roja transformandose en negra al madurar (Fig. 7). Tiene hojas
imparipinnadas, compuestas por 3 6 5 foliolos de forma eliptica ovada, con borde dentado o
aserrado, de color verde oscuro por el haz y blanco-tomentoso por el envés (Fig. 8). Las flores
son blancas o rosadas, de 5 pétalos y 5 sépalos. Nacen en racimos, dando lugar a inflorescencias
de forma oblonga. El color de los pétalos varia desde el blanco al rosa, tienen de 10 a 15 mm 'y

son de forma ovada (Fig. 9).

Figura 8. Hojas de zarzamora (Rubus fruticosus).
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Figura 9. Flores de zarzamora (Rubus fruticosus).

La zarzamora es una especie propia de climas templados. Se sabe de la existencia de mas de 350
especies y por lo mismo es comun citar su nombre cientifico como Rubus sp. Es una planta muy
invasiva y de crecimiento rapido que también puede multiplicarse vegetativamente generando
raices desde sus ramas. Puede colonizar extensas zonas de bosque, monte bajo, laderas o formar

grandes setos en un tiempo relativamente corto.

Las variedades se han originado de interacciones genéticas entre varias especies que presentan
caracteristicas morfoldgicas heterogéneas, por lo que no es extrafio que estas variedades difieran
entre si en cuanto a su habito de crecimiento y al tipo de fruta. Por esta razon, las moras se han
clasificado segun su habito de crecimiento (erecto, semierecto o rastrero) y la presencia o

ausencia de espinas (caracteristica que puede ser otorgada por la hibridacion).

2.6.1. Requerimientos agroecoldgicos

A pesar de considerarse como clima dptimo para el cultivo de moras los climas relativamente
frescos, libres de lluvias en el periodo de cosecha, y con frio invernal de 800 a 1.200 horas frio,
se ha observado que este cultivo se distribuye ampliamente en distintas zonas agroclimaticas del
mundo. En la meseta purépecha, cuyos climas son mas frescos, hoy en dia se encuentran

especies de zarzamora silvestre y mucho antes que se estableciera en su forma cultivada.
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Una alta humedad atmosférica favorece el desarrollo de las plantas, sin embargo, esta especie,
presenta cierto grado de resistencia al déficit o exceso de agua debido a su mayor profundidad
y extension del sistema radical. En moras, el efecto negativo del viento es menor que en el caso
de otras especies afines como las frambuesas. No obstante, es importante sefialar que los vientos
en conjunto con las espinas de los sarmientos “ponchan” las drupelas llegando a tener pérdidas

de hasta el 20 % de la cosecha.

En cuestion de suelos, la zarzamora se adapta a diversos tipos de suelos, siempre y cuando éstos
sean permeables, no muy alcalinos ni muy arcillosos, pero ricos en materia orgéanica. Se

desarrollan bien en suelos con pH 6-7.5.

2.6.2. Distribucién del cultivo de Zarzamora

México es actualmente el primer exportador de berries frescas del mundo a pesar de que hace
aproximadamente 10 afios, la zarzamora y la frambuesa eran cultivos practicamente
desconocidos para México. Michoacan es el estado que sobresale con respecto a la produccion
de estas frutillas ya que contribuye con el 96% de la produccién nacional de zarzamora (FIRA,
2016).

La produccidon y exportacidn de zarzamoras en Michoacan se encuentra en una region conocida
como el Valle de Los Reyes, lo que ha provocado una gran competitividad regional, sobre todo

con la introduccion de una variedad con muy buena vida de anaquel denominada “Tupi”.
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3. ANTECEDENTES

Oyeyemi y colaboradores, en el afio 2017, realizaron un estudio con la finalidad evaluar el
crecimiento, el rendimiento de brotes y la materia seca de Amaranthus cruentus en suelos pobres
enriquecidos con composta elaborada a partir de estiércol de ganado y rastrojo de maiz y Hongos
Micorricicos Arbusculares tanto individualmente como en combinacion. Los resultados
obtenidos revelaron que el compost suministra nutrientes suficientes a las plantas para mejorar
los rendimientos biologicos y econdmicos de la planta utilizada. La aplicacion de la
combinacion de HMA y composta no presento efecto significativo, con lo que los autores
concluyen que la composta promovid el crecimiento, la brotacion y en rendimiento de la especie

vegetal.

En el afio 2010, Alvarez - Solis y colaboradores, evaluaron el efecto del manejo integrado de
fertilizantes y abonos organicos en la actividad de fosfatasas y ureasa, la colonizacion
micorricica nativa y el rendimiento de maiz (Zea mays L.). En el crecimiento vegetativo la
fosfatasa alcalina fue 74.5 % mas alta con humus de lombriz, mientras que la fosfatasa acida
fue 41.9 % mas alta con composta, ambas en relacién al testigo. En la floracién disminuyé 46.2
% la actividad ureasa con la dosis alta de fertilizacion. El porcentaje de colonizacidén micorricica
fue 1.3 veces mas alto con Bokashi que sin abono. El rendimiento de grano vari6 de 2152 a 3616
kg ha-1; el valor méas bajo fue para la dosis baja de fertilizacion sin abono y el mas alto para la
dosis alta de fertilizacién con humus de lombriz. Con dosis baja de fertilizacion el rendimiento
aumento 3.8, 12.7 y 11.5 % con composta, Bokashi y humus de lombriz, mientras que, con dosis
alta de fertilizacion, el incremento fue 17.7, 21.9 y 30.5 %. El anélisis de los resultados sugiere
la importancia del manejo integrado de fertilizantes y abonos organicos por su efecto positivo

en la actividad enzimatica, colonizacién micorricica y rendimiento de maiz.

Un estudio realizado por Fernandez-Martin en el 2005, evaluo el efecto de la inoculacion de
Hongos Micorricicos Arbusculares y diferentes relaciones suelo - humus de lombriz sobre el
crecimiento de cafeto (Coffea arabica L.) en etapa de vivero. Los resultados demostraron que
la inoculacion resultd provechosa, lograndose incrementos en el area foliar entre 6 y 160% con
relacion a las plantas no inoculadas. La eficiencia de las cepas inoculadas estuvo definida por la
fertilidad del suelo y la relacion suelo - humus de lombriz. La micomasa endofita dependio

inversamente de la fertilidad del suelo, de forma que, en el acrisol de baja fertilidad, los valores
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asociados con los mayores efectos agrobiologicos de los HMA fueron superiores a los
encontrados en los suelos cambisoles de media y alta fertilidad.

En el 2009, Paleo y colaboradores elaboraron un trabajo de investigacion en el cual, evaluaron
el impacto de la materia organica en huertos convencionales y huertos organicos de aguacate,
sobre la biodiversidad de hongos micorrizdgenos arbusculares. El estudio revelo que la
abundancia de esporas y la diversidad de especies fué significativamente mayor en los huertos
organicos que en los huertos con sistemas convencionales, siendo las especies de Glomus, las
mas abundantes en los dos sistemas. Las especies de Acaulospora y Scutellospora fueron las
especies mas abundantes en los sistemas organicos. Los resultados mostraron que algunas de
las especies presentes en los ecosistemas naturales se mantienen bajo condiciones de manejo
organico, pero decrecen severamente bajo condiciones de sistemas convencionales, indicando

una perdida potencial severa del funcionamiento del ecosistema en los sistemas convencionales.

Otro estudio realizado por Huan Li en el 2013 probo si la inoculacion de campos de maiz con
lombrices de tierra (Aporrectodea trapezoides) y un hongo micorricico arbuscular (Rhizophagus
intraradices) mejora la estructura de la comunidad micorricica y aumenta la absorcion de
nutrientes de la planta. Las plantas de maiz se inocularon o no se inocularon con HMA, cada
una tratada con o sin lombrices de tierra. La inoculacion de HMA aument6 significativamente
el rendimiento de maiz, y el rendimiento se mejord ain mas mediante la adicion de lombrices.
Las actividades de fosfomonoesterasa alcalina, el carbono de biomasa microbiana del suelo y
nitrdgeno aumentaron con la adicién de lombrices de tierra y HMA. EI N inorganico del suelo
y el K disponible se vieron afectados positivamente por las lombrices, mientras que el P
disponible mostré una relacion negativa con los HMA. El tratamiento con HMA 'y lombrices de

tierra aument6 la biomasa de los brotes y las raices, asi como su absorcion de Ny P.

En el aflo 2015, Boudet y colaboradores evaluaron los efectos de diferentes dosis de abono
organico tipo Bocashi en indicadores morfoldgicos y productivos del cultivo de pimiento
(Capsicum annuum L.) var. California Wonder. Dentro de dichos indicadores incluyeron: la
altura de las plantas, el grosor del tallo, el rendimiento total y sus componentes (nimeros de
frutos.planta™, masa promedio de los frutos, diametro promedio de los frutos y largo promedio

de los frutos). En su trabajo reportan que en los tratamientos donde se aplicaron dosis de 2,22 y
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2,78 tha' de abono Bocashi se obtuvieron los mejores resultados en los indicadores productivos

evaluados.

Ramos y colaboradores, en el 2016, estudiaron la respuesta del cultico de platano a diferentes
proporciones de suelo y Bocashi complementadas con fertilizante mineral en etapa de vivero.
Sus resultados muestran que es posible la produccion de plantulas de platano en vivero, con un
adelanto de 7 dias con respecto al control de produccion. Ademas, se logra un adecuado
crecimiento de las plantas en variables como altura, diametro del pseudotallo y numero de hojas
contando con una concentracion de nutrientes similar a las que crecieron con el tratamiento de

produccion.
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4. JUSTIFICACION

Los microorganismos del suelo son primordiales para la sustentabilidad de todos los
ecosistemas. La mayoria de las especies vegetales establecen relaciones estrechas con
microorganismos rizosféricos que les permiten acceder a nutrientes esenciales para su
crecimiento. Entre estos, se incluyen los Hongos Micorricicos. Su rol natural se ha visto
marginalizado debido al uso excesivo de fertilizantes inorgénicos, los cuales, han creado una

serie de problemas ambientales y de salud humana y animal.

Es por ello que, entre otras razones, existe la necesidad de buscar estrategias ecoldgicas en la
produccion agricola como las interacciones benéficas planta-microorganismo, asi como en
aquellas actividades que permitan un manejo sustentable de la fertilidad del suelo y la
produccidn de los cultivos como el uso de abonos organicos y biofertilizantes. Estos ultimos se
caracterizan por aportar nutrientes a los cultivos, mejorar la estructura y la actividad bioldgica

del suelo.

Por otra parte, el Estado de Michoacan es uno de los principales productores de berries junto
con Colima y Jalisco. La zarzamora se considera un cultivo de alto rendimiento, por lo que su

produccion es una de las principales actividades agricolas en el estado.
Es por lo anterior que el objetivo de este trabajo es determinar el sustrato organico que permita

mayor propagacion de un consorcio nativo de HMA y que en combinacion sean mas eficientes

para el desarrollo vegetal de plantas de zarzamora (Rubus fruticosus var. Tupi).
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5. HIPOTESIS

La combinacién de sustratos orgdnicos con Hongos Micorricicos Arbusculares provoca un
efecto sinérgico sobre la diversidad fangica y el rendimiento vegetal de Rubus fruticosus var.

Tupi.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Determinar el sustrato organico que permita mayor propagacion de un consorcio nativo de
Hongos Micorricicos Arbusculares y que en combinacion sean mas eficientes para el

rendimiento vegetal de las plantas de Zarzamora (Rubus fruticosus var. Tupi).

6.2. Objetivos especificos

e Determinar el sustrato que promueva altos porcentajes de propagacion, riqueza y
diversidad de especies de Hongos Micorricicos Arbusculares en las raices de plantas de

Zarzamora.

e Determinar el sustrato adecuado para la colonizacién del consorcio nativo de Hongos

Micorricicos Arbusculares.

e Determinar el sustrato que aporte mayor rendimiento y salud vegetal de las plantas de

Zarzamora.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. FASE 1. Obtencion del inéculo de HMA nativo

El in6culo de HMA se obtuvo de una zona de cultivo convencional de Zarzamora (Rubus
fruticosus var. Tupi), ubicada en el Municipio de Ario de Rosales, estado de Michoacéan entre
las coordenadas 19° 12' latitud norte y 101° 40" longitud oeste; a una altura de 1,910 metros
sobre el nivel del mar (Fig. 10). Se realiz6 un muestreo por transectos con recoleccion al azar y
homogeneizacion por cuadrantes en un terreno de 1 Ha del cultivo. Se tomaron muestras de 100
g. de suelo rizosféerico, y cada muestra se llevd a un procedimiento de extraccion de esporas
siguiendo el método de decantacion y tamizado en humedo (Gerdemann y Nicolson, 1963) y
flotacion en gradiente de sacarosa (Walker, 1997) con la finalidad de elegir el cuadrante con

mayor abundancia de esporas de HMA (Fig. 11).

Michoacan de
Ocampo, México.

Ario de Rosales, Michoacan.

Figura 10. Sitio de obtencion de in6culo nativo de Zarzamora (Rubus fruticosus var. Tupi). Ario de
Rosales Michoacan, México.
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&

Ubicacion del sitio de Muestreo por Extraccion y conteo

ObtenC|én de inoculo transectos con de eSpOI’aS.
de HMA. recoleccion al azar y (Gerdemann y
homogeneizacion por Nicolson, 1963)

Figura 11. Diagrama general de la obtencién de in6culo nativo de HMA.

7.2. FASE 2. Propagacion de planta de zarzamora

La planta utilizada en el experimento se obtuvo mediante propagacién por estaca de raiz. Del
mismo sitio de produccion de zarzamora, se adquirieron raices de un diametro aproximado de 2
cm, estas se cortaron en pedazos de 5 cm y se colocaron en charolas que contenian una capa de
arena seguida de una capa de sustrato enriquecido con corteza de pino y encino. Los trozos de
raiz se colocaron de manera horizontal en las charolas y se cubrieron con una capa mas del
sustrato. Se mantuvieron en invernadero con un riego a capacidad de campo hasta que se

observaron los primeros brotes (Fig. 12).

-

Excavacion para la Seleccién de Extraccion de
ob(tjinzfrrzl ;ne] ;?;CGS plantas para raices de diametro
: extraccion de aproximado de 2
raices. cm.
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Preparacion de las Corte de raiz en Acomodo de raices
charolas.c,ie trozos de 5 cm. en forma
propagacion. horizontal.

Se mantuvo en riego Los trozos de raiz

a capacidad de se cubrieron con
campo. sustrato.

Figura 12. Diagrama general de la propagacion de planta de Zarzamora por estaca de raiz.

7.3. FASE 3. Elaboracion de sustratos organicos
7.3.1. Elaboracion de Bocashi

El abono orgénico tipo Bocashi se elabor6 a partir de 30 k de estiércol fresco de vaca, 9 k de
rastrojo de maiz molido, 36 k de suelo local, 3 k de carbon vegetal molido, 750 g de salvado de
trigo, 90 g de azlGcar morena y 22 g de levadura panadera. Todos los ingredientes fueron
mezclados completamente y se agregd agua segun se fue necesitando. La azGcar morena y la
levadura se diluyeron en agua tibia y la suspension se roci6 sobre los ingredientes mientras se
mezclaban hasta alcanzar la capacidad de campo. La mezcla se acomodé en pila y se cubrid con

40



un pléstico. Se mantuvo en un lugar cerrado y libre de humedad (Fig. 13). Los primeros 10 dias,
el abono se volted con ayuda de una pala dos veces al dia. Los siguientes dias se volted una vez
al dia. La temperatura se monitoreo durante todo el proceso para evitar que la mezcla alcanzara
los 60 °C. Una vez que la temperatura bajo, se mantuvo constante, en este punto se considerd

que el abono estaba maduro y listo para usarse.

Rastrojo de maiz
molido.

ié lo local
Estiércol fresco de Suelo loca

vaca.

Mezcla de todos los
ingredientes

Azlcar morena'y

levadura panadera Salvado de trigo.

Carbdn vegetal.

Figura 13. Diagrama general de la elaboracion de abono organico tipo Bocashi.
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7.3.2 Elaboracion de composta

La composta se elabor6 a partir de los mismos ingredientes utilizados para el abono organico
Bocashi a excepcion de la levadura panadera y la aztcar morena, con la finalidad de evaluar si
el proceso de descomposicion se ve afectada con la adicion de la levadura y a su vez, evaluar el
comportamiento de los HMA con respecto a la absorcién de nutrientes de acuerdo a su

disponibilidad.

7.4 FASE 4. Preparacion del suelo

Se adquiri6 arena de rio y suelo de la misma zona de cultivo de zarzamora de donde se obtuvo
el indculo (Ario de Rosales, Mich.), pero de los sitios donde no se encontré una alta cantidad de
esporas. La arena y el suelo se llevaron al Laboratorio de Genética y Microbiologia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH) y Gnicamente el suelo se tamizo
con la finalidad de eliminar las partes grandes y pastos (Fig. 14). Se peso 1 k de arena y suelo
en bolsas de poli papel y se esterilizaron a 121 °C durante 1 hora cada 72 h, por tres tiempos
(Fig. 15).

Figura 14. Tamizado de suelo obtenido de Ario de Rosales, Michoacén.
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Figura 15. Esterilizacion de suelo y arena en auto clave a 121 °C durante 1 h cada 72 h, por tres
tiempos.

7.5. FASE 5. Induccidn de la simbiosis micorricica con plantas de zarzamora
en sustratos basados en abonos organicos tipo Bocashi y Composta.

La propagacion de zarzamora por estaca de raiz dio como resultado el brote de plantas de
distintos tamafios. Las plantas que se encontraban en los extremos, es decir, las mas pequefias y
las més grandes, se descartaron. Se seleccionaron Unicamente las plantas de tamafio homogéneo
y se repartieron procurando que cada tratamiento tuviera plantas dentro del mismo rango de
altura (4 — 8 cm) (Fig. 16).

Figura 16. Seleccion de plantas de tamafio homogéneo de Zarzamora para ser utilizadas en el
experimento.
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Se establecieron 6 tratamientos con 10 repeticiones cada uno para evaluar el comportamiento
de los HMA nativos en combinacidn con abonos orgénicos tipo Bocashi y Composta en plantas
de Zarzamora (Rubus fruticosus var. Tupi) en una relacion 3:1:1 de suelo, arena y Bokashi o

Composta mas 100 g de indculo de HMA nativo (Tabla 3).

El experimento se mont6 en macetas desinfectadas, limpias y secas con capacidad de 2 k (Fig.
17). Se mantuvieron en riego continuo a capacidad de campo dentro de un invernadero

perteneciente al Laboratorio de Genética y Microbiologia de la UMSNH.
La duracién del experimento fue de 4 meses, al final de los cuales se evaluaron lo siguiente:
Variables micorricicas:

v' Cantidad de esporas

v" Colonizacién del HMA nativo

v Riqueza y diversidad de HMA nativo.

Variables agrondmicas:

v" Crecimiento de la parte aérea

v’ Area foliar

v" Tamaiio de raiz

v" Clorofila

v Biomasa vegetal

\/pH
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Tabla 3. Tratamientos experimentales para evaluar el crecimiento vegetativo de Zarzamora (Rubus
fruticosus var. Tupi) inoculada con HMA en combinacion con abonos organicos tipo Bocashi y
Composta.

TRATAMIENTO HMA BOKASHI COMPOSTA REPETICIONES

1 * 10

2 * * 10

3 * * 10

4 * 10

5 * 10

6 (Control) 10
UNIDADES EXPERIMENTALES 60

Figura 17. Montaje de experimento en macetas de capacidad de 2 k en invernadero.
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7.6 Determinacion del porcentaje de colonizacion micorricica mediante
tincion con azul de tripano (Phillips y Hayman 1970).

Transcurridos 4 meses a partir del montaje de experimento, se determind el porcentaje de

colonizacion micorricica en las raices de zarzamora (Rubus fruticosus var. Tupi).

El método utilizado fue mediante Tincién con Azul de Tripano (Phillips y Hayman 1970) (Fig.
18).

El procedimiento de tincion consistié en extraer muestras al azar de raices delgadas de cinco
macetas de cada tratamiento experimental, las cuales se lavaron con agua corriente hasta

eliminar el suelo adherido.

En tubos de ensayo se cubrieron con una solucion de Hidroxido de Potasio (HOH) al 10%
calentando en bafio maria a una temperatura de 50 °C durante 10 minutos cuidando de no llegar

a ebullicion. Se lavaron con agua para eliminar restos de la solucion.

Posteriormente, las raices se cubrieron con Acido Clorhidrico (HCL) al 10% por 4 minutos a

temperatura ambiente y se decanto la solucion sin enjuagar.

Con las raices aclaradas se afiadié azul de tripano al 0.005% en lactoglicerol, calentandose en
bafio maria a una temperatura de 50° durante 10 minutos. Enseguida, se retir6 el colorante sin

enjuagar y se adiciono lactoglicerol limpio para su conservacion hasta su montaje.

Para montar las raices tefiidas, estas se colocaron en cajas Petri y se colocaron 20 segmentos de
raiz de 1 cm aproximadamente de longitud en portaobjetos en forma paralela. Con la finalidad

de proteger las muestras, se colocé un cubreobjetos.

Se montaron dos portaobjetos por muestra y se determind el porcentaje de colonizacion

mediante la técnica de McGonigle et al. (1990).
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Toma de muestras de Lavado de raices con Soluciédn KOH 10%. 50°C
raices agua corriente por 10 min

Lavado y eliminacidn de

Decantacidn sin Clareo con solucion de
restos de KOH

enjuague HCL 10% por 4 min.

Tincién con Azul de Retirar exceso y agregar Montaje de raices en
Tripano 0.005%. lactoglicerol para su portaobjetos para
conservacion. cuantificacion de % de

Calentar 50°C por 10

colonizacion.
min.

Figura 17. Diagrama general del método Tincion con Azul de Tripano (Phillips y Hayman 1970) para
la determinacion del porcentaje de colonizacion micorricica.
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7.7. ldentificacidn de los Hongos Micorricicos Arbusculares.

7.7.1. Extraccion de esporas mediante el método de decantacion y tamizado en himedo
(Gerdemann y Nicolson, 1963) y flotacion en gradiente de sacarosa (Walker, 1997).

Para conocer los diferentes taxa de HMA presentes en los sustratos establecidos, fue necesario
recuperar las esporas, ya que la clasificacion de HMA est4 basada principalmente en la

morfologia de estas.

El procedimiento (Fig. 19), consistio en mezclar el suelo y deshacer los agregados y pesar 50 ¢
de suelo en una cantidad suficiente de agua. Se agito vigorosamente con una varilla de vidrio y
se dej6 reposar por 40 segundos para que el suelo se vaya al fondo. Se decanto a través de un
tamiz de 45 um y se retuvo el agua en una cubeta; el procedimiento se repitio tres veces y las
particulas retenidas se colocaron en tubos de 50 ml. Se centrifugo durante 4 minutos a 2500 rpm
y se desecho el sobrenadante. Los tubos se Ilenaron con solucion de sacarosa y se centrifugo
nuevamente durante 2 minutos a 1500 rpm. Por ultimo, se decanté el sobrenadante de sacarosa
en el tamiz mas fino y se lavo con una piseta con agua destilada para remover el exceso de
sacarosa. El material restante después del lavado se depositd en cajas Petri a 4°c hasta su
revision.

7.7.2. Elaboracién de preparaciones para la identificacion de HMA.

El alcohol polivinilico lacto-glicerol (PVLG) es el liquido de montaje en el que las esporas
conservan por mas tiempo las caracteristicas diagnosticas de las especies. Este medio se utiliza
con y sin reactivo de Melzer, el cual produce, en algunas especies una reaccion amiloide o
dextrinoide caracteristica, facilitando la separacion de taxa morfologicamente similares. El
ejemplar de referencia de HMA consiste en esporas montadas en preparaciones con PVLG y
PVLG + Melzer.

El procedimiento consistié en observar la muestra de esporas en la caja Petri en estereoscopio y
extraerlas con ayuda de una pipeta Pasteur con bulbo succionados, o bien, d una por una con las
pinzas de relojero. Las esporas se separaron en grupos de acuerdo a su tamafio, color y presencia
y forma de hifa. El portaobjetos se prepar6 con una gota de PVLG en un lado y la otra de PVLG
+ Melzer en el otro. La mitad de las esporas de cada grupo se coloco en PVLG vy la otra mitad
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en PVLG + Melzer. Se coloco el cubreobjetos deslizando suavemente con una aguja de
diseccidn para evitar la formacion de burbujas. Los montajes se etiquetaron y se dejaron secar
a temperatura ambiente por un dia; después se aplico presion ligera sobre las esporas que se
encontraban en PVLG + Melzer, para abrirlas cuidando que no se fragmentaran en trozos. Se

dejaron secar por mas de 5dias hasta su identificacion.

7.7.3. Identificacion morfoldgica de esporas de HMA.

Los HMA estan ubicados en el Phylum Glomeromycota y se agrupan en seis géneros con
aproximadamente 200 especies. Los géneros pueden distinguirse de manera relativamente facil
de la forma en que la espora se asocia con la hifa de sostén, excepto en la familia Gigasporaceae,

donde, ademas, es necesario determinar el nimero de grupos de estratos que forman la pared.

Para la identificacion se utilizé literatura especializada provista por el INVAM (International

Culture Collection of Arbuscular and Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal Fungi).

Recuperacion de Ciclos de
particulas de suelo centrifugacion

Tamizado de suelo.
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Tamizados Recuperacion de las Observacién de esporas
esporas en caja Petri en Estereoscopio

PVLG PVLG + Melzer
Montaje de esporas en portaobjetos Separacion de esporas por tamano, colory
con PVLG y PVLG + Melzer. presencia de hifa.

Observacidn con microscopio éptico Identificacion de esporas con literatura
de caracteristicas morfoldgicas. especializada del INVAM.

Figura 18. Diagrama general del método de identificacion morfoldgica de esporas de HMA.
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8. RESULTADOS

8.1. FASE 1. Obtencion de indculo de HMA nativo

La extraccion de esporas del suelo de cultivo de Zarzamora permitié realizar un conteo de

estas teniendo los siguientes resultados (Tabla 4).

Tabla 4. Cantidad de esporas encontradas en los 10 diferentes sitios de la zona de cultivo de
zarzamora, en Ario de Rosales, Michoacan.

1 140 esporas
2 246 esporas
3 68 esporas

4 282 esporas
5 364 esporas
6 62 esporas

7 176 esporas
8 112 esporas
9 140 esporas
10 162 esporas

Considerando que la presencia de 1 espora por cada gramo de suelo se considera adecuado para
utilizarse como indculo, se utilizo suelo rizosférico de los sitios 2, 4 y 5 como in6culo de HMA

nativo.
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8.2. FASE 2. Propagacion de plantas de zarzamora (Rubus fruticosus var.
Tupi) por estaca de raiz.

A los 20 dias del establecimiento de las camas de propagacion se observaron los primeros brotes

de Zarzamora (Fig. 20). Al paso del tiempo, la cantidad de brotes fue aumentando hasta tener

mas de 300 plantas con distinto tamafio a los 45 dias (Fig.21).

Figura 19. Primeros brotes de planta de Zarzamora a los 20 dias del establecimiento de las camas de
propagacion por estaca de raiz.

Figura 20. Brotes de Zarzamora observados a los 45 dias del establecimiento de las camas de
propagacion por estaca de raiz.
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8.3. FASE 5. Induccion de la simbiosis micorricica con plantas de
zarzamora en sustratos basados en abonos organicos tipo Bocashi y
Composta.

8.3.1. Variables de propagacién micorricica
8.3.1.1. Porcentaje de colonizacion micorricica

Se realizo la cuantificacion del porcentaje de colonizacion micorricica en las raices de
zarzamora mediante la observacion de estructuras tipicas de esta simbiosis (Fig. 22). El
tratamiento que no contenia ningdn sustrato organico tuvo una colonizacion del 92%, seguido
del tratamiento de HMA + Composta y HMA + Bokashi con un porcentaje de colonizacion de
38% y 21% respectivamente (Fig. 23).

Figura 21. Estructuras tipicas de la simbiosis micorricica; a) Vesiculas, b) Arbusculos, c¢) Hifas y d)
Coils.
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Figura 22. Porcentajes de colonizacion de HMA en raices de plantas de zarzamora establecidas en
sustratos con y sin abonos organicos tipo Bocashi y Composta. Letras diferentes indican diferencias
significativas (P < 0.05, Tukey).

8.3.1.2. Cantidad de esporas de HMA /100 g sustrato

En cuanto al conteo de esporas realizado en cada sustrato, se observd que el comportamiento
fue contrario al porcentaje de colonizacidn, pues el tratamiento con mas esporas fue HMA +
Bocashi, con un total de 859 esporas seguido del tratamiento de HMA + Composta que se
reporta con 810 esporas, mientras que el tratamiento sin sustrato organico GUnicamente contenia
465 esporas (Fig. 24).
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Figura 23. Cantidad de esporas de HMA presentes en 100 g de sustrato con HMA y abonos organicos
tipo Bocashi y Composta. Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05, Tukey).

8.3.1.3. Identificacion morfoldgica de esporas de HMA

Se llevd a cabo la identificacion morfoldgica de las esporas presentes en cada uno de los
tratamientos inoculados. Dicha identificacion se realizd con base en la International Culture
Collection of (Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM). El género predominante fue
Acaulospora con 12 especies. Por su parte, se lograron identificar 9 especies del género Glomus
y 5 especies del género Scutellospora, mientras que del género Gigaspora Unicamente se

encontraron 2 especies (Fig. 25).
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Figura 24. Géneros de esporas de HMA presentes en seis diferentes tratamientos basados en sustratos
con inéculo nativo de HMA solo y en combinacién con abono organico tipo Bocashi y Composta.
Identificacion basada en la International Culture Collection of (Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal Fungi

(INVAM).
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Género Acaulospora

Las especies identificadas del género Acaulospora se observan en la Figura 26.

Figura 25. Esporas del género Acaulospora, identificadas en tres sustratos inoculados con HMA nativo
de un cultivo de Zarzamora (Rubus fruticosus var. Tupi). Las especies encontradas son: a) A. aff.
bireticulata, b) A. aff. capsicula, c) A. aff. delicata, d) A. aff. denticulata, e) A. aff. dilatata, f) A. aff.
foveata, g) A. aff. lacunosa, h) A. aff. laevis, i) A. aff. mellea, j) A. aff. morrowiae, k) A. aff. rhemii, I)
A. aff. scrobiculata, m) A. aff. spinosa y n) Cetraspora aff. pellucida.
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Género Glomus

Las especies identificadas del género Glomus se observan en la Figura 27.

Figura 26. Esporas del género Glomus, identificadas en tres sustratos inoculados con HMA nativo de
un cultivo de Zarzamora (Rubus fruticosus var. Tupi). Las especies encontradas son: a) Claroideoglomus
aff. claroideus, b) Claroideoglomus aff. lamellosum, c¢) Diversispora aff. tortuosa, d) Sclerocystis aff.
sinuosum, e) Funneliformis aff. geosporum, f) Glomus aff. multicaule, g) Glomus sp., h) Rhizophagus
aff. agregatum, i) Septoglomus aff. viscosum.
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Género Scutellospora

Las especies identificadas del género Scutellospora se observan en la Figura 28.

Figura 27. Esporas del género Scutellospora, identificadas en tres sustratos inoculados con HMA nativo
de un cultivo de Zarzamora (Rubus fruticosus var. Tupi). Las especies encontradas son: a) Dentiscutata
aff. biornata, b) Racocetra aff. fulgida, c) Scutellospora aff. callospora, d) Scutellospora aff. cerradensis,
e) Racocetra aff. verrucosa.
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Género Gigaspora

Las especies identificadas del género Gigaspora se observan en la Figura 29.

Figura 28. Esporas del género Gigaspora, identificadas en tres sustratos inoculados con HMA nativo
de un cultivo de Zarzamora (Rubus fruticosus var. Tupi). Las especies encontradas son: a) Gigaspora
aff. margarita, b) Gigaspora aff. gigantea.

En la tabla 5 se reportan las especies encontradas en cada tratamiento establecido. Se puede
observar gue el tratamiento de HMA + Bocashi tiene una riqueza de 24 especies, mientras que
los tratamientos HMA Y HMA + Composta tienen una riqueza de 15 y 12 especies

respectivamente.
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Tabla 5. Especies de HMA encontradas en tres tratamientos distintos inoculados con HMA nativo de
cultivos de zarzamora y en combinacion con dos sustratos organicos (Bocashi y Composta).

Especie identificada

HMA

HMA + BOCASHI

HMA + COMPOSTA

Acaulospora aff. bireticulata

*

*

*

Acaulospora aff. capsicula

*

Acaulospora aff. delicata

*

Acaulospora aff. denticulata

Acaulospora aff. dilatata

Acaulospora aff. foveata

Acaulospora aff. lacunosa

Acaulospora aff. laevis

Acaulospora aff. mellea

Acaulospora aff. morrowiae

Acaulospora aff. rhemii

Acaulospora aff. scrobiculata

Acaulospora aff. spinosa

Cetraspora aff. pellucida

Claroideoglomus aff. claroideus

Claroideoglomus aff. lamellosum

Dentiscutata aff. biornata

Dentiscutata aff. reticulata

Dentiscutata aff. heterogama

Diversispora aff. tortuosa

Funneliformis aff. geosporum

Gigaspora decipiens

Gigaspora aff. gigantea

Gigaspora aff. margarita

Glomus aff. multicaule

Glomus sp.

Racocetra aff. fulgida

Racocetra aff. verrucosa

Rhizophagus aff. agregatum

Sclerocystis aff. sinuosum

Scutellospora aff. callospora

Scutellospora aff. cerradensis

Septoglomus aff. viscosum

Riqueza

15

24

12
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Se realiz6 un analisis de diversidad mediante el indice de Shannon Wiener (Fig. 30), en el cual
se puede observar que el tratamiento HMA + Bocashi cuenta con mayor diversidad de especies,
asi como uniformidad de individuos por especie. Ademas, al obtener un valor de equidad < 0.5
(Evannensses) se reporta una dominancia en la abundancia de algunas especies en este

tratamiento.

HMA-BOCASHI 2.16

o [ - o

Figura 29. Analisis de diversidad (indice de Shannon Wiener) de tres tratamientos inoculados con HMA
nativo de un cultivo de Zarzamora (Rubus fruticosus var. Tupi).

Por otra parte, se realiz6 un analisis de distancias Ward con distancias euclidianas (Fig. 31), con
el cual es claro interpretar que los tratamientos 1 y 3 (HMA + Composta y HMA) son mas
parecidos entre si con respecto al nimero de especies encontradas ya que el tratamiento 2 (HMA

+ Bocashi) se reporta como el tratamiento con mayor numero de especies compartidas.
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Figura 30. Andlisis de distancias Ward con distancias euclidianas de tres tratamientos inoculados con

HMA nativo de cultivos de zarzamora (Rubus fruticosus var. Tupi) suplementadas con dos tipos de
sustrato organico.

Se realizé también un Analisis de Rarefaccion (Fig. 32), con la finalidad de proyectar el nimero
de especies que se pudieron haber encontrado si el nimero de tratamientos hubiera sido mayor.
El nimero real de especies encontradas en los tres tratamientos establecidos fue de 35; el analisis
muestra que esta cantidad se encuentra en dentro de los rangos minimo y maximo esperados.
Sin embargo, la gréfica indica que la diversidad total de HMA podria seguir aumentando si
incrementa el nimero de muestreos, de manera que con 7 muestreos estaria mejora representada
la diversidad, pudiendo encontrar hasta cerca de 50 especies. Por su parte, el indice de Chao 1

nos indica que es probable que la riqueza sea mayor a la encontrada.
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Figura 31. Anélisis de Rarefaccion de tres muestras (tratamientos), la linea continua oscura indica el
numero real de especies encontradas; las lineas punteadas son los valores minimo y maximo esperado
de especies encontradas y la linea gris representa el Indice de Chao 1.
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8.3.2. Variables fisicoquimicas de los sustratos
8.3.2.1. Materia organica

Se realiz6 un andlisis fisicoquimico a los sustratos utilizados en el experimento. El porcentaje
de materia orgénica (Fig. 33) fue mayor en los sustratos orgénicos por si solos, mientras que el
tratamiento Control y el tratamiento de HMA sin sustrato organico obtuvieron los porcentajes

mas bajos de materia organica con un 2.4 % y 2.1 % respectivamente.

3.5

0 I | | I | I

HMA + B HMA + C COMPOSTA BOCASHI CONTROL
Tratamientos

Materia organica (%)
= N
- (0] N (6]

o
(6, ]

Figura 32. Porcentaje de materia organica de seis tratamientos establecidos con HMA en interaccion
con abono organico tipo Bocashi y Composta. Letras diferentes indican diferencias significativas (P <
0.05, Tukey).
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8322.pH

Con respecto a la variable del p H, se puede observar en la Figura 34, que los tratamientos Control y solo
HMA tuvieron un Potencial de Hidrégeno ligeramente acido (5.9 y 5.6 respectivamente). Por su parte,
los sustratos orgénicos preparados se reportan con pH de 6.5, mientras que los tratamientos en los que
se combind el HMA nativo mas los sustratos organicos, tuvieron pH de 6.2.

HMA HMA + HMA+ COMPOSTA BOCASHI CONTROL
BOCASHI COMPOSTA
Tratamientos

Figura 33. Potencial de Hidrdgeno de seis tratamientos establecidos con HMA con y sin interaccion con
abono organico tipo Bocashi y Composta. Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05,
Tukey).
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8.3.2.3. Pardmetros quimicos

Dentro de las variables quimicas, se determinaron elementos como el Nitrégeno, Fosforo y

Potasio de cada uno de los sustratos empleados en cada tratamiento (Tabla. 6). Se puede

observar que el nivel de Fosforo fue adecuado en los tratamientos que incluyeron composta, sin

embargo, los tratamientos con Bocashi tenian niveles altos de este elemento. El Potasio resulto

con cantidades excesivas en general. La capacidad de intercambio cationico (CIC), fue menor

en los tratamientos HMA y Control (9.9 y 10), mientras que los tratamientos en los que se

combind HMA con Bocashi y Composta tuvieron una CIC de 14.8 y 13 respectivamente.

Tabla 6. Determinacion de elementos quimicos (Nitrégeno, Fosforo y Potasio) y Capacidad de
Intercambio Catiénico (CIC) de seis sustratos utilizados con y sin la combinacién de un inoculo nativo
de HMA 'y dos tipos de sustrato organico (Bocashi y Composta).

HMA HMA HMA COMPOSTA | BOCASHI | CONTROL
+ +
BOCASHI | COMPOSTA

NITROGENO 48 26 51 63 50 50
(ppm)
Nivel ADECUADO BAJO ADECUADO | ADECUADO | ADECUADO | ADECUADO
FOSFORO 25 55 37 39 56 23
(ppm)
Nivel BAJO ALTO ADECUADO | ADECUADO ALTO BAJO
POTASIO 226 494 440 556 602 221
(ppm)
Nivel ALTO EXCESIVO EXCESIVO EXCESIVO | EXCESIVO ALTO
clcC. 9.9 14.8 13 12 12.5 10
(meq/100
8)
Nivel MUY BAJO | BAJO BAJO BAJO BAJO MUY BAJO
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8.3.3. Variables agronémicas

Se determinaron variables de rendimiento vegetal de la especie Rubus fruticosus var. Tupi.

8.3.3.1. Longitud de raices

El tamafio de las raices (Fig. 35), fue mayor en el tratamiento Control, con un tamafio maximo
de 24.6 cm y el tratamiento de HMA + Composta con raices de hasta 22 cm de longitud. Los
tratamientos Bocashi y HMA + Bocashi tuvieron un comportamiento similar en esta variable
con longitudes de 19 y 19.3 cm respectivamente. Por su parte, los tratamientos con raices mas
pequerias fueron HMA y Composta (Fig.36).

Figura 34. Raices de plantas de zarzamora establecidas en seis tratamientos distintos: a) HMA, b) HMA
+ Bocashi, c) HMA + Composta, d) Composta, ) Bocashi y f) Control.

68



30

25

il

HMA + HMA+ COMPOSTA BOCASHI CONTROL
BOCASHI COMPOSTA

= N
wn o

Tamaiio de raiz (cm)
[
o

Tratamientos

Figura 35. Longitudes de raiz de plantas de zarzamora establecidas en sustratos con HMA y abonos
orgénicos tipo Bocashi y Composta, solos y en combinacion. Letras diferentes indican diferencias
significativas (P < 0.05, Tukey).

8.3.3.2. Altura de parte aérea

Para esta variable, se observé que las plantas mas altas se encontraron en los tratamientos
Control y Bocashi con una altura de 14.6cm y 14.9 cm. Los tratamientos HMA y HMA +
Composta midieron 12. 8 cm, mientras que la parte aérea mas pequefia se encontr6 en las plantas
de los tratamientos: HMA + Bocashi y Composta con alturas promedio de 9.1 y 10.3 cm

respectivamente (Fig. 37 y 38).
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Figura 36. Mediciones de la altura de plantas de zarzamora establecidas en sustratos con HMA y abonos
organicos tipo Bocashi y Composta, solos y en combinacion. Letras diferentes indican diferencias
significativas (P < 0.05, Tukey).

Figura 38. Parte aérea de plantas de zarzamora.
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8.3.3.3. Area foliar

Otra variable agrondmica que se midié fue el area foliar, la cual es considerada de las mas
importantes para cuestiones de produccion agricola (Fig. 39). Los resultados muestran que en
general, los tratamientos que incluyeron in6culo micorricico generaron mayor area foliar a
excepcion del tratamiento HMA + Bocashi; el cual tuvo un comportamiento similar al
tratamiento Control y Composta. Por su parte, el tratamiento de Bocashi fue quien registro

menor area foliar, incluso por debajo del Control (Fig. 40).

. »«4’ =

1

Figura 37. Medicion de area foliar de plantas de zarzamora establecidas en sustratos con HMA y abonos
organicos tipo Bocashi y Composta, solos y en combinacion.
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Figura 38. Mediciones de area foliar de plantas de zarzamora establecidas en sustratos con HMA y
abonos organicos tipo Bocashi y Composta, solos y en combinacién. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P < 0.05, Tukey).

8.3.3.4. Numero de tallos secundarios
Otra variable importante para la produccion de esta frutilla es el nimero de tallos secundarios.

Los resultados de esta variable se encuentran en la Figura 41, en la cual se puede observar un
comportamiento similar a la variable de area foliar; en general, los tratamientos que incluyeron
indculo micorricico se reportan con mayor nimero de tallos a excepcién del tratamiento de
inéculo en combinacidn con Bocashi, el cual se comportd parecido al tratamiento de Bocashi y

Control, los cuales tuvieron menor nimero de tallos secundarios.
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Figura 39. Numero de tallos secundarios en plantas de zarzamora establecidas en sustratos con HMA 'y
abonos organicos tipo Bocashi y Composta, solos y en combinacién. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P < 0.05, Tukey).

8.3.3.5. Clorofila

La determinacion de esta variable se realizé con el equipo Opti — Science, Modelo CCM-300,
el cual, mediante LED de precision que emite longitudes de onda especificas en los rangos rojo

e infrarrojo analiza la relacion de ambas para determinar la concentracion de clorofila (Fig.42).
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Figura 40. Medicion de concentracion de clorofila
en plantas de Zarzamora (Rubus fruticosus var.
Tupi), con el uso del equipo Opti-Science.

Los resultados obtenidos se observan en la Figura 43. En donde los tratamientos con mayor
indice de clorofila son los que incluyeron indculo micorricico en especifico HMA y HMA +
Bocashi. El tratamiento Composta tuco un comportamiento muy parecido al Control, siendo los

tratamientos con menor concentracion de esta variable.
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Figura 41. Cantidad de clorofila en mg/m? de plantas de zarzamora establecidas en sustratos con HMA
y abonos organicos tipo Bocashi y Composta, solos y en combinacion. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P < 0.05, Tukey).
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8.3.3.6. Biomasa aérea y radical

Para esta variable, la parte aérea y radical de la planta se sometio a un secado en horno a 60° C
durante 72 h con la finalidad de extraer toda el agua y obtener la materia seca de la especie
vegetal. Los resultados muestran que para el caso de la parte aérea (Fig. 44), los tratamientos
con mayor peso seco fueron, en general, aquellos que incluyeron inoculo de HMA a excepcién
del tratamiento HMA + Bocashi, lo cual concuerda con la variable de &rea foliar. Para el caso
de la parte radical, y como era de esperarse, el tratamiento Control obtuvo mayo peso seco
mientras que os tratamientos HMA + Bocashi y Composta resultaron con menor peso (Fig. 45).
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Figura 42. Biomasa de la parte aérea de plantas de zarzamora establecidas en sustratos con HMA y
abonos organicos tipo Bocashi y Composta, solos y en combinacion. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P < 0.05, Tukey).
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Figura 43. Biomasa de la raiz de plantas de zarzamora establecidas en sustratos con HMA y abonos

organicos tipo Bocashi y Composta, solos y en combinacion. Letras diferentes indican diferencias
significativas (P < 0.05, Tukey).
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9. DISCUSION

En la actualidad, algunos paises industrializados han incrementado el interés por la
implementacion de sistemas agricolas de bajo costo con la finalidad de conservar sus recursos
naturales (Mader et al., 2002), desafortunadamente, México no se encuentra en esa etapa de
concientizacion. Es por esto que resulta importante fortalecer la informacion acerca de los
sistemas integrales caracterizados por el uso de productos quimicos de manera reducida y el

incremento en el uso de fertilizantes organicos producto de las mismas granjas o parcelas.

Aunque en general, los sistemas de bajos insumos generan un balance negativo de los nutrientes
(Oehl et al., 2002) es importante resaltar que es una condicion particular para que las plantas

efectlien la simbiosis micorricica.

Segun los resultados obtenidos en el presente estudio, la colonizacion micorricica no se vio
favorecida con los sustratos organicos preparados; el Bocashi fue el tratamiento con menor
porcentaje de colonizacidn, este resultado es contrario a un estudio en donde se evalu6 el manejo
de fertilizantes y abonos orgénicos en el cultivo de maiz, en el cual el porcentaje de colonizacion

micorricica fue 1.3 veces mas alto con Bocashi que sin abono (Alvarez-Solis, 2010).

La principal estructura que poseen los HMA para propagarse son las esporas. Los datos
obtenidos demuestran que la propagacion del consorcio nativo de HMA se vio beneficiada, lo
que se atribuye a la materia organica de los abonos. Los sustratos organicos utilizados en este
trabajo se pueden considerar promisorios para la propagacion de los géneros de esporas de HMA
identificados, pues el nimero de estructuras encontradas en los tratamientos con abono, fue el
doble que aquellas encontradas en el tratamiento sin fertilizacion organica, de aqui la
importancia de promover el aprovechamiento de los desechos del campo en la produccion de

insumos organicos como una herramienta sustentable.

El sustrato basado en abono organico tipo Bocashi promovio una mayor riqueza y diversidad de
HMA por lo que mejora las propiedades fisicas y quimicas del suelo y conlleva el crecimiento

de microorganismos simbidticos como las bacterias fijadoras de Nitrogeno (Javaid, 2010).

La diversidad de las micorrizas arbusculares varia entre especies, tipo de suelo y zona climatica.

El género de HMA predominante en este estudio fue Acaulospora, el cual ha sido reportado con
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mayor numero de especies en suelos acidos. En un estudio en donde evaluaron los efectos de
los parametros fisicos y quimicos del suelo y las practicas agricolas sobre la diversidad de
comunidades de hongos micorricicos arbusculares en plantaciones de café en México y
Colombia, reportan como especies predominantes a Acaulospora mellea y Acaulospora spinosa
(Posada et al., 2016). Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos, pues el cultivo de
zarzamora se caracteriza por desarrollarse en suelos con pH de 6 a 7.5 por lo que, el in6culo
utilizado, estuvo constituido por especies de HMA caracteristicos por su desarrollo en suelos

acidos.

Los resultados también convergen con un trabajo de investigacion en el cual se evalud el
impacto de la materia organica en huertos convencionales y huertos organicos de aguacate,
sobre la diversidad de HMA, donde se reporta que la abundancia de la comunidad de esporas de
HMA difiere en sistemas convencionales y organicos, siendo las especies de Glomus, las mas
abundantes en los dos sistemas, pero las especies Acaulospora y Scutellospora fueron las mas

abundantes en los sistemas organicos (Paleo, 2009), tal como se observo en el presente estudio.

Las especies de HMA aportan diferentes caracteristicas funcionales en la promocion del
crecimiento vegetal. Para el caso del crecimiento de raiz, el beneficio que aporta la simbiosis
micorricica a las plantas depende en gran medida de la actividad del micelio externo del hongo
debido a que mediante la extension de hifas ayuda a alcanzar los nutrientes que se han agotado
0 que no se encuentran en la zona adyacente a la raiz. Los resultados de el presente trabajo nos
mostraron que la mayor longitud de raiz la tuvieron las plantas del tratamiento Control, lo cual
se atribuye a que a este tratamiento no se adiciono ningun tipo de fertilizacion, por lo que las
plantas de zarzamora se enfrentaron a estrés nutricional y promovio la extension de raices en
bldsqueda de nutrientes por motivos de sobrevivencia. Los tratamientos que incluyeron abono
tipo Bocashi fueron las plantas con menor longitud de raiz por la estabilidad nutrimental

aportada por los ingredientes de dicho sustrato.

El area foliar y el numero de tallos secundarios, obtuvieron los valores mas altos en nuestros

resultados con el indculo micorricico nativo.

Finalmente, la adicion de levadura en los sustratos organicos probados, promovieron un efecto
antagoénico con los HMA, ya que en la altura o el nimero de tallos secundarios, se obtuvieron

valores bajos en los tratamientos basados en la combinacion de HMA con abono Bocashi.
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10. CONCLUSIONES Y PROSPECTIVAS

El uso de los sustratos organicos en combinacion con HMA nativos de plantas de zarzamora,
provoca un mayor rendimiento vegetal de esta especie, por tanto es importante promover el uso
de productos bioldgicos basados en microorganismos benéficos del suelo como los Hongos

Micorricicos Arbusculares.

Es necesario continuar con los estudios del comportamiento de estos simbiontes con otro tipo
de frutillas como el arandano, el cual se considera también como uno de los berries con mayor
demanda a nivel mundial y por lo tanto, un promotor de la economia del estado de Michoacéan
por considerarse uno de principales estados productores. En este contexto, son pocos los trabajos
registrados que se enfocan en superar las dificultades que implica el estudio de los simbiontes
especificos para esta especie vegetal, por lo que es importante comenzar a trabajar en ello con
dos finalidades: dar a conocer nuevas estrategias de manipulacién de especies fungicas de este
tipo y mejorar las précticas agricolas usadas en la actualidad. ~ Asi también, existen muchos
otros cultivos como la fresa, frambuesa, aguacate, entre otros, considerados de alta rentabilidad
con los que se podria experimentar mas a fondo, lo que permitiria ampliar el conocimiento
acerca del comportamiento de los HMA y los beneficios que conllevan para el sector productivo

y econémico.

Cuando esos conocimientos logren llegar a los productores, y estos implementen su uso, la
sociedad estara dando un paso hacia una agricultura mas amigable con el ambiente, tendiendo

hacia una agricultura orgéanica, mas sustentable.
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