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I. RESUMEN

El principal método de manejo de enfermedades de los cultivos ha sido el
control quimico. ElI manejo biolégico de las enfermedades causadas por
patdgenos con agentes de control bioldgico puede ser una alternativa al uso de
pesticidas. En este estudio se evalud el efecto de los Hongos Micorrizicos
Arbusculares (HMA) y sus bacterias asociadas en el control biolégico de
Pythium ultimum en plantas de maiz. Se llevaron a cabo 4 fases: 1) Evaluacion
del porcentaje de colonizacion de 6 indculos de HMA en raices de 2 variedades
de maiz; 2) Desarrollo de un patosistema maiz/P. ultimum; 3) Evaluacion del
efecto de indculos de HMA en su etapa presimbiotica contra P. ultimum; y 4)
Evaluacion del efecto de biocontrol de los microorganismos asociados a los
HMA. Los resultados obtenidos en las tres primeras fases fueron utilizados
para el establecimiento de la ultima fase. Asi, en la fase 1 se probaron 6
diferentes tipos de inéculo de HMA en 2 variedades de maiz y fueron elegidos
los 3 tipos de indculo que mejor colonizaron las raices y la variedad de maiz en
donde el desempefio de las plantas fue mejor. Al desarrollar el patosistema
(fase 2), elegimos la cepa de Pythium ultimum que ocasion6 sintomas mas
claros de enfermedad en la planta. En la fase 3 fue posible observar que 2 de
los in6culos probados tuvieron cierto efecto para mitigar los efectos del
patdogeno en las plantas de maiz. En la ultima etapa del experimento, fue
posible observar que los HMA tuvieron un efecto de control biolégico hacia el
patdégeno P. ultimum. Al realizar los estudios de biomarcadores de acidos
grasos fue posible observar que los micoorganismos del suelo que se
encuentran asociados a los HMA tuvieron un efecto indirecto contra el
patdogeno. Cambios en las comunidades microbiolégicas del suelo en presencia
de los HMA fueron observados. La presencia de Pythium ultimum también

ocasion6 modificaciones en la estructura de la comunidad microbiana.



II. ABSTRACT

The principal method for controlling crop diseases has been through the use of
chemicals. The management of diseases caused by pathogens with biological
control agents can be an alternative to the pesticide use. This study assessed
the effect of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and their associated bacteria in
the biological control of Pythium ultimum in plants of maize. 4 phases were
carried out : 1) Evaluation of colonization percentage of 6 AMF inocula in roots
of 2 varieties of maize; 2) Development of a pathosystem maize / P. ultimum; 3)
Evaluation of the effect of AMF inocula in its pre-symbiotic stage against P.
ultimum; and 4) Evaluation of the effect of biocontrol of the microorganisms
associated with AMF. The results obtained in the first three phases were used
to establish the final phase. In phase 1, 6 different types of AMF inoculum were
tested in 2 varieties of maize, and were selected the 3 types of inoculum that
best colonized the roots and the variety of maize which performance in plants
was better. To develop the pathosystem (phase 2), we chose the strain of
Pythium ultimum that resulted in more clear symptoms of disease in the plant.
In the phase 3 it was possible to observe that 2 of the inoculants tested had
cartain effects to mitigate the effects of the pathogen in plants of maize. In the
final stage of the experiment, it was possible to observe that the AMF had an
effect of biological control toward the pathogen P. ultimum. In conducting
studies of biomarkers of fatty acids was observed that the soil microorganisms
that are associated with AMF had an indirect effect against the pathogen.
Changes in soil microbial communities in the presence of AMF were observed.
The presence of Pythium ultimum also caused changes in the microbial

community structure.



[1l. INTRODUCCION

La utilidad de los sistemas agricolas depende de la buena salud de las plantas.
Los microorganismos fitopatdgenos son componentes habituales de los
ecosistemas naturales y agricolas que pueden causar importantes pérdidas en
el rendimiento de los cultivos como consecuencia de su ataque y el
consiguiente desarrollo de enfermedades.

Los pesticidas han sido una opcion para el manejo de fitopatdégenos desde
mediados del siglo pasado, ya que éstos resultan relativamente econémicos y
altamente efectivos. Su aplicacién llegd a ser una practica comun como medida
preventiva aun sin ningun ataque visible.

Sin embargo donde se han utilizado los pesticidas de manera indiscriminada,
los fitopatégenos han desarrollado resistencia y se dificulta su control. (Altieri,
1999). Los pesticidas, ademas, tienen otros efectos negativos tanto en el
ambiente como en la salud del hombre. Estos productos son causantes de la
contaminacion de cultivos, del agua utilizada para fines agricolas y de los
suelos destinados para las cosechas. Al ser arrastrados por las aguas causan
la muerte de aves y peces, destruyendo su alimento. Por otro lado, también
afectan la salud humana, ya que estos agentes quimicos se acumulan en los
alimentos que consumimos y representan un riesgo para las personas que los
aplican ya que pueden provocarles dafios en la salud. (Mullen et al., 1997).
Esta situacion ha obligado a los investigadores a desarrollar métodos de
control alternativos para evitar el uso del control quimico. Entre estas
alternativas se encuentra el control bioldgico.

El control biolégico consiste en el uso de microorganismos antagonistas que
interfieren en la supervivencia de patégenos o en el desarrollo de actividades
determinantes de enfermedad. En la naturaleza existe una interaccidn
continua entre los potenciales patégenos y sus antagonistas de forma tal que
estos ultimos contribuyen a que no haya enfermedad en la mayoria de los
casos; es decir, el control biolégico funciona naturalmente (Cook y Baker,
1983).Los microorganismos que crecen en la rizésfera son ideales como
agentes de control biolégico por presentar la primera linea de defensa de las
raices contra la infeccion por patégenos (Whipps, 2001). Entre estos

microorganismos se encuentran los hongos micorrizicos arbusculares (HMA).



Se ha demostrado que los HMA juegan un papel importante en la proteccion de
plantas contra patégenos como hongos y nematodos (Whipps, 2004).

En el presente proyecto se pretende evaluar el efecto de los hongos
micorrizicos arbusculares y sus microorganismos asociados en el control

biolégico de plantas de maiz.



I1l. MARCO TEORICO

Riz6sfera

La rizésfera es la zona del suelo que se encuentra alrededor de las raices. La
actividad de éstas tiene un impacto en las condiciones fisicoquimicas y en la
actividad bioldgica de la rizésfera, y viceversa. La estrecha relacién que existe
entre las plantas y su entorno es esencial para la adquisicion de agua y
nutrientes asi como las interacciones con los microorganismos del suelo (Ryan
et al., 2009).

Los microorganismos son un componente vital de la rizésfera y la biomasa total
asi como la composicion de las poblaciones microbianas afectan
marcadamente las interacciones entre plantas y el ambiente del suelo. Hay un
interés considerable en el desarrollo de métodos para promover la proliferacion
de las poblaciones introducidas benéficas o microbianas indigenas que facilitan
la absorcidon de nutrientes (por ejemplo, rizobios y micorrizas) que promueven
el crecimiento de la planta directamente, o controlan los patégenos de las
plantas.

Los microorganismos pueden relacionarse entre si, dando lugar, en muchos
casos a interacciones sinérgicas que favorecen la nutricion de la planta e

incrementan su produccion (Lambers et al.,2009).

Interacciones planta-suelo-microorganismo en larizosfera

Las plantas y sus microorganismos asociados desempefian un papel crucial en
la formacion o la modificacion del suelo. Los microorganismos interactuan con
los productos de las raices de las plantas en una variedad de formas positivas,
negativas y neutras (Raaijmakers, 2009).

Muchos de los microbios que tienen un efecto neutral sobre la planta, forman
parte de la compleja red alimentaria que utiliza una gran cantidad de carbono
que es fijado por la planta y liberado en la rizésfera.

Entre los microorganismos que afectan negativamente el crecimiento vegetal y
la salud de las plantas se encuentran los hongos patégenos, oomicetos,
bacterias y nematodos, mientras que entre los microorganismos que son
beneficiosos se incluyen las bacterias fijadoras de nitrégeno, los hongos endo y

ectomicorrizicos y las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)



(Johansson et al., 2004).

Los microorganismos en la rizésfera que influyen beneficiosamente en las
plantas tienen diversos modos de accion como son: la estimulacion del
crecimiento en la planta, la mineralizacion de la materia organica; la
solubilizacion de minerales; reacciones de quelacion; la absorcion vy
translocaciéon de nutrientes; la fijacion biolégica de nitrégeno; la degradacion de
xenobiodticos y la produccion de fitohormonas, enzimas, vitaminas y antibioticos.
Las plantas también tienen efectos sobre los microorganismos. La liberacion de
compuestos organicos por parte de las raices tiene gran influencia sobre la
disponibilidad de nutrientes y en consecuencia sobre la actividad microbiana.
Ademas de sustrato para las bacterias, estos compuestos tienen la capacidad
de quelar cationes y formar agregados del suelo, definiendo su estructura
(Bowen y Rovira, 1991).

El crecimiento microbiano esta limitado por la disponibilidad de carbono
organico, su aporte por los exudados radicales y las bajas concentraciones de
O, favorecen la actividad y el crecimiento de las bacterias. Las raices en
crecimiento son una fuente vital de carbono para la biomasa microbiana (Buée,

2009). Como resultado de todo ello, la rizosfera es rica en microrganismos.

Interacciones entre microorganismos en larizésfera

Los microorganismos pueden interactuar sinérgicamente degradando
moléculas complejas lo cual es realizado por poblaciones mixtas de microbios
de tal suerte que una poblacion le ofrece a otra un sustrato mas simple
(Johansson et al., 2004)

En el suelo también existen interacciones antagonicas que se pueden llevar a
cabo entre los diferentes tipos de microorganismos (bacterias, hongos y
protozoarios, entre otros), por ejemplo: 1) la competencia por factores
limitantes como son el C, N, P y el Fe; competencia por los sitios de la
colonizacion y los nutrientes suministrados por semillas y raices; 2) la
produccion de sustancias inhibidoras o toxicas produciendo efectos
microbiocidas; 3) el parasitismo que puede implicar la produccién de enzimas
extracelulares; y 4) la predacion en donde las bacterias son las mas expuestas

por protozoarios, hongos y algas (Whipps, 2001).



Las interacciones microbianas en la rizésfera son en su mayoria vistas desde la
perspectiva de como los microorganismos beneficiosos inhiben el crecimiento o
la actividad de los microorganismos patégenos. Sin embargo, también los
patdgenos tienen una diversa gama de mecanismos para contrarrestar el
antagonismo, incluyendo la expulsién activa y la degradacion de compuestos
antimicrobianos, y la interferencia con la regulacién y la biosintesis de enzimas
y metabolitos antimicrobianos producidos por microorganismos antagonicos
(Raiijmakers,2009).

Control Biologico

El control biolégico considera el uso de productos naturales para promover el
crecimiento de las plantas por la estimulaciéon de respuestas de defensa a
estrés de origen abidtico o bidtico (Alabouvette et al., 2009). Los
microorganismos que crecen en la rizésfera son ideales como agentes de
control biolégico por presentar la primera linea de defensa de las raices contra
la infeccion por patégenos (Weller, 1988).

Los microbios que mas contribuyen al control de enfermedades de las plantas
son aquellos clasificados como saprofitos competitivos, los hiperparasitos
facultativos y los simbiontes de plantas.

Generalmente, los organismos antagonistas presentan mas de un modo de
accion. Varios de estos mecanismos han sido descritos en muchos estudios.
Entre éstos se encuentran el micoparasitismo, la lisis enzimatica, la antibiosis,
la competencia por espacio o por nutrientes, y la induccion de resistencia en la
planta (Whipps, 2001). La multiplicidad de modos de accion es una
caracteristica a seleccionar en un antagonista. El uso de combinaciones de
antagonistas de diferente modo de accion, reduce los riesgos de resistencia
por parte de los patégenos.

Entre los agentes de control biolégico se encuentran los hongos micorrizicos

arbusculares y la bacterias.

Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) como agentes de control
biolégico

El papel que los HMA ejercen confiriendo una mayor resistencia y tolerancia a



las plantas frente al ataque de patdégenos que causan enfermedades a las
plantas, ha despertado un elevado interés en los ultimos tiempos.

Se ha comprobado a través de varios cultivos que los HMA han tenido un
efecto exitoso en el control de hongos, bacterias y nematodos. Varias especies
de HMA son capaces de suprimir el ataque del Damping off o marchitamiento
fungico provocado por especies de Fusarium, Pythium, Phytophtora y
Rhizoctonia (Alarcon et al., 2004).

Varios mecanismos para explicar el control biolégico por medio de los HMA han
sido propuestos, como los cambios en el estatus de nutrimentos, la induccion
de resistencia, cambios bioquimicos en los tejidos de la planta, cambios
anatomicos en las células, alivio de estrés, cambios en la morfologia del
sistema radical, competencia entre HMA y patdégenos por espacio y nutrimentos
y bacterias asociadas con HMA con efectos de biocontrol (Whipps, 2004). Sin
embargo, es dificil generalizar los efectos bioprotectores de estos hongos, ya
que estos dependen en gran medida de la especie vegetal implicada, del
aislado de los HMA, del patégeno y su nivel de virulencia y las condiciones
medioambientales (Azcén —Aguilar y Barea, 1996).

En general se ha descrito que los HMA reducen los dafios de la enfermedad
producida por los patégenos que infectan el sistema radical (Slezack et al.,
2000).

Los hongos micorrizicos arbusculares constituyen un insumo microbiolégico
promisorio para el desarrollo de una agricultura sostenible; su papel en el
funcionamiento de los ecosistemas y su potencial como fertilizantes bioldgicos,
son quizas motivos suficientes para considerarlos como uno de los

componentes importantes en la agroecologia moderna (Guerra, 2008).

Interacciones entre bacterias y HMA

En diversos estudios se ha encontrado que los HMA se encuentran asociados
con ciertas bacterias las cuales pueden vivir con el hongo como entidades
intracelulares (endobacterias) o como colonizadores externos de sus esporas
(Bianciotto et al., 1996).

Existen reportes que indican que las bacterias asociadas con los HMA pueden

mejorar la estructura del suelo o trabajar antagénicamente frente a hongos



fitopatdogenos (Bethlenfalvay et al., 1997; Budi et al., 1999; Xavier y Germida,
2003).

Se ha encontrado en algunos estudios realizados que la ausencia de bacterias
afecta severamente el crecimiento presimbiético de los HMA tales como la
elongacion hifal y la ramificacion, lo que indica que las endobacterias son
importantes para un 6ptimo desarrollo de su hospedero fungico (Bonfante y
Anca, 2009).

Los HMA vy las bacterias actuan sinérgicamente estimulando el crecimiento de
las plantas a través de mecanismos que incluyen una mejor adquisicion de
nutrientes, incrementando la disponibilidad del fosfato y la inhibicion de
patdégenos fungicos (Morgan et al., 2005).

Se ha demostrado a partir de varios estudios que los HMA pueden reducir la
incidencia de enfermedades de la raiz causada por Pythium (Larsen et al.,
2003). Se ha sugerido el antagonismo de las bacterias en el micorrizésfera
como un posible mecanismo (Budi et al., 1999).

Estas interacciones pueden ser cruciales dentro de la agricultura sostenible
que dependen de los procesos bioldgicos y que pueden ser usados como
alternativas al uso de agroquimicos para mantener la fertilidad del suelo y la

salud de las plantas.

Los acidos grasos como mecanismo de estudio de las interacciones en la
rizosfera

Los métodos basados en el uso de biomarcadores de acidos grasos han sido
empleados en muchas areas de la microbiologia del suelo ya que a través de
ellos es posible la identificacion de microorganismos especificos, el analisis de
la comunidad microbiana y estimaciones de la biomasa (Frostegard and Baath,
1996; Larsen et al., 2000) ademas de que pueden ser utilizados para el analisis
de las cadenas alimenticias (Ruess, et al., 2005).

Debido a que los biomarcadores de acidos grasos proporcionan informacion
cualitativa y cuantitativa de las comunidades microbianas, éstos han sido muy
utilizados en el estudio de las interacciones planta- suelo-microorganismo. Los
fosfolipidos de acidos grasos (PLFAs) pueden ser utilizados para estimar la
biomasa de los microorganismos y los acidos grasos de lipidos neutros

(NLFAs) para la estimacién de las reservas energéticas de hongos. Los analisis



de 4&cidos grasos de células completas (WCFA) han demostrado ser
relativamente rapidos y fiables como un método de estudio de la microbiologia
del suelo y de las plantas (Larsen et al., 2000; Larsen et al., 2009).

La limitada especificidad de los acidos grasos microbianos no permite una
cuantificacion de microorganismos especificos, excepto cuando la
cuantificacion de ciertos microorganismos es en el interior de la planta, como
sucede con los HMA que viven en las raices de éstas (Olsson, 1999) y en este

caso pueden ser cuantificados con el biomarcador de acidos grasos 16:1w 5.

Pythium

El género Pythium pertenece a la familia Pythiaceae, orden Pythiales, clase
Oomycetes, phylum Oomycota, y reino Stramenipila (Kirk et al., 2008). El
género esta ampliamente distribuido a través del mundo, y aproximadamente
150 especies han sido descritas (Kirk et al., 2008). Los miembros de este
phylum ocupan mucho nichos ecoldgicos (Paul et al., 2006)

El grupo de los oomicetes engloba especies tanto saproéfitas como parasitas.
Presentan una gran importancia economica puesto que engloban parasitos de
plantas vasculares, muchas de ellas de interés agricola.

Pythium es el género mas prevalente de este phylum, y sus especies
individuales abarcan un mayor numero de hospederos. Algunas especies son
micoparasitas (como P. oligandrum) es decir, que parasitan a otros oomicetes y
hongos, y han sido utilizados como agentes de control biolégico.

Muchas especies de Pythium, junto con sus parientes cercanos, Phytophtora,
son patégenos de plantas de importancia econémica en la agricultura. Pythium
ocasiona la podredumbre comun de las raices de las plantulas. Esta es una
enfermedad muy comun en el campo y los invernaderos, donde el organismo
mata a las plantas en los semilleros recién plantados (Agrios, 2010). Esta
enfermedad por lo general implica relaciones complejas con otros hongos como
Phytophtora y Rhizoctonia.

Estas enfermedades pueden afectar esquejes, plantas, y todas las etapas de
los cultivos. Pythium, es la causa del ahogamiento de las plantulas, la pudricion
de la semilla, raiz y frutos carnosos, ademas de otros érganos que se
encuentran en contacto con el suelo (Agrios, 1996). Cuando una planta es

atacada por Pythium, las hifas penetran los tejidos por medio de celulasas, y
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una vez que logran colonizar el tejido, forman estructuras reproductivas para
generar oosporas. Las oosporas se consideran estructuras de resistencia, que
le permiten sobrevivir en el suelo hasta volver a infectar una nueva planta. Se
ha reportado que la presencia de fitoesteroles promueve el desarrollo de
oosporas (Ayers y Lumsden, 1975) por lo que son empleados para el
aislamiento y cultivo de este hongo en laboratorio. Las oosporas son el
producto sexual de la fusion de un oogonio y uno o varios anteridios. La
reproducciéon de la mayoria de las especies de Pythium es homotalica, es decir
que no se requiere otro organismo para poder producir estructuras
reproductivas, sin embargo, también se han encontrado casos de reproduccion
heterotalica (Ko, 1998).

Las infecciones por Pythium spp. son mas graves cuando los suelos estan mal
aireados o hay saturacién de agua.

Las distintas especies de Pythium tienden a ser muy inespecificos y
generalistas en su gama de hospederos. Cada especie puede infectar a una
amplia gama de hospederos (Owen-Going, 2002).

Sin embargo, los dafios ocasionados por Pythium se limitan a un area de los
cultivos. Esto se debe la poca movilidad de las zoosporas, que necesitan una
superficie de agua para trasladarse y a la capilaridad de las particulas del
suelo, que tienden a actuar como un filtro natural. La podredumbre de las
raices afecta a todo el cultivo (decenas de miles de plantas, en muchos casos)
en un plazo de dos a cuatro dias (Owen-Going et al., 2003).

Algunas practicas comunes para prevenir infecciones en cultivos por Pythium
incluyen: la rotacion de cultivos, el tratamiento de semillas con fungicidas vy el
evitar el exceso de humedad en el suelo.

Sin embargo, varias especies de Pythium, incluyendo P. oligandrum, P. nunn,
P. peripoclum y P. acanthicum son micoparasitos de hongos y oomycetes
parasitos, por lo que han recibido gran atencion como agentes de control

bioldgico.

Maiz

El maiz (Zea mays) es una graminea anual originaria de América y
representa uno de los cereales de mayor importancia para la alimentacién de

la poblacién latinoamericana.
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Actualmente es el cereal mas plantado en el mundo en volumen de
produccion, superando al trigo y al arroz. En México es el cultivo mas
importante y la principal fuente de alimento. La produccién anual del maiz en
nuestro pais es de 18.2 millones de toneladas en una superficie de 8.5
millones de hectareas (Rosa et al., 2006).

México posee la mayor diversidad genética de maiz, la cual se manifiesta en
variacion de caracteres morfologicos vegetativos, asi como de espiga,
mazorca y grano, y en la composicion quimica del grano, de las 436 razas
reportadas en el continente americano, 50 se encuentran en México (Rosa et
al., 2006)

La mayor diversidad de razas, y variedades del maiz que se concentran en
México, han formado parte del germoplasma con el que se han desarrollado
variedades de alto rendimiento y adaptabilidad, asi como la produccién de
hibridos para zonas de riego (Sanchez y Goodman, 1992).

La mayor parte de la produccion de grano proveniente de hibridos, se destina
principalmente a la industria, mientras que el grano proveniente de las
variedades criollas se destina principalmente al autoconsumo(Salazar et al.,
2009).

El maiz puede ser atacado por numerosas plagas y enfermedades
ocasionadas por bacterias, hongos, virus y malezas. Todas las partes de la
planta del maiz son susceptibles a enfermedades que reducen la capacidad de
la planta para crecer de una manera normal, lo cual puede producir pérdidas
considerables en la produccion de este cereal.

En la actualidad las enfermedades del maiz son controladas mediante
practicas culturales, el uso de productos quimicos y el empleo de plantas con

resistencia genética (White, 2004).
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IV. HIPOTESIS

Los Hongos Micorrizicos Arbusculares y las bacterias asociadas a ellos, tienen

un efecto de control biolégico contra Pythium en plantas de maiz.

V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los Hongos Micorrizicos Arbusculares y las bacterias

asociadas en la salud de las raices del maiz.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Evaluar el efecto de los HMA en el control biolégico contra Pythium en
plantas de maiz.

2. Examinar el efecto que tienen los microorganismos asociados a los HMA en
el papel de control biologico de la planta de maiz.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Suelo y Material Biolégico

El suelo utilizado en los experimentos fue extraido del campo de maiz del
Centro Regional Universitario de Centro Occidente (CRUCOQO) de la ciudad de
Morelia Michoacan.

Se llevdé a cabo una mezcla del suelo con arena en proporcion 1:1 y se
esteriliz6 en autoclave por 1 hra 120°C y 15 libras de presion.

En estos experimentos se utilizo el siguiente material bioldgico:

- Dos variedades de maiz (zea mays): NB9 (resistente a sequia) y NB10.

- Pythium ultimum

- Seis diferentes in6culos de HMA

Disefio Experimental

El experimento consté de cuatro fases, las cuales fueron realizadas en el
laboratorio de agroecologia del Centro de Investigaciones en Ecosistemas
(CIEco), UNAM Campus Morelia.
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FASE 1: Evaluacién del efecto de diferentes in6culos de HMA en dos

variedades de maiz.

La fase incluyé dos factores combinados en 12 tratamientos en un disefio

factorial completo como se muestra a continuacion:

Factor Niveles
- 1 Poblacion nativa
. - 3 In6culos de laboratorio
Hongos Micorrizicos Arbusculares ) .
- 1 In6culo comercial

- 1 testigo

- NB9
- NB10

Variedades de maiz

Cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones. Se mezclaron 400 g de arena con
350 g de suelo en cada maceta. La inoculacion se llevé a cabo en el momento
de la siembra mezclando el suelo-arena con 50 g del in6culo correspondiente.
Se afadieron 240 ml de agua a cada maceta antes de la siembra de semillas.
Se sembraron tres semillas en cada maceta de los diferentes tratamientos.

Las plantas se cosecharon después de cuatro semanas. La parte aérea y las

raices fueron secadas en la estufa por 48 hrs.

Para determinar el porcentaje de colonizacion por parte de los indculos de los
HMA en las raices, 2 gramos de raices por tratamiento fueron aclaradas y
tefidas bajo la técnica de Phillips y Hayman (1970). Las raices tenidas fueron
analizadas bajo el método linea-intercepto descrito por Giovanetti y Mosse
(1980).

La parte aérea y las raices fueron secadas en la estufa por 48 hrs. El peso

seco de la de la planta se tomd en cuenta como una variable a evaluar.
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Figura 1. Proceso de la fase 1: a)siembra de semillas; b) germinacion después de 5 dias; c) después
de 2 semanas se dejé solo una plantula; d) plantas después de cuatro semanas; e) cosecha y lavado
de raices; f) tanto la parte aérea como las raices fueron secadas en estufa por 48 hrs.; g) 2g de raices
frescas fueron aclaradas y tefiidas bajo la técnica de Philips y Hayman (1970) para su posterior

observacion v conteo de norcentaie de colonizacion.

16



FASE 2: Desarrollo de un patosistema maiz/Pythium.

El objetivo de esta fase consistid en desarrollar un patosistema con cepas de
Pythium en plantas de maiz para elegir la cepa de Pythium con el grado

infectividad mas conveniente.

El diseno experimental consistio en tres tratamientos en un disefio factorial
completo: dos cepas de Pythium (PV8 y HB2) y un testigo (sin Pythium). Cada
tratamiento tuvo cuatro repeticiones, dando un total de 12 unidades

experimentales.

Semillas de maiz (hibrido NB9) fueron utilizadas como planta hospedera. Tres
semillas fueron sembradas en una mezcla de suelo y arena en una proporcién
1:1 en los tubos Falcon. Los tubos fueron regados cada 2 dias a un 90% de su

capacidad de campo.

Las cepas de Pythium PV8 fueron proporcionadas por la Dra. Sylvia
Fernandez-Pavia del laboratorio de patologia vegetal, IIAF de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo y la cepa HB2 por el departamento de

manejo integrado de plagas, de la Universidad de Aarhus, Dinamarca.

La cepas de Pythium fueron tomadas de un cultivo de agar papa dextrosa y fue
cortado en pequefios tablas de aproximadamente 1cm x 1 cm y transferidos a
los tubos Falcon junto a las semillas de maiz y cubiertas por la mezcla de

suelo.

La cosecha se llevd a cabo después de 25 dias. Las raices y parte aérea de
las plantas fueron medidas y pesadas. Las raices de las plantas fueron

examinadas para la deteccion de sintomas de pudricion (decoloracion).
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FASE 3: Evaluacién del efecto del HMA en su fase presimbiética contra

Pythium en maiz.

Al igual que en la fase 2, en esta etapa se decidio utilizar tubos Falcon como
unidades experimentales con la finalidad de mitigar el riesgo de que las plantas

no crecieran con las bajas temperaturas.

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de diferentes indculos de
HMA en su fase presimbidtica para el control bioldégico de Pythium en plantas

de maiz.

El experimento tuvo un disefio con dos factores combinados en 12 tratamientos
en un disefo factorial completo: seis indculos diferentes de HMA, una cepa de
Pythium y un testigo (sin Pythium) con 4 repeticiones, dando un total de 48

unidades experimentales.

Al igual que en la fase 2, tres semillas de maiz (hibrido NB9) fueron
sembradas en una mezcla de suelo y arena en una proporcién 1:1 en los tubos
Falcon. 40.5 gramos de la mezcla suelo-arena fueron revueltos con 4.5 gramos
de in6culo para cada tratamiento. Los tubos fueron regados cada 2 dias a un

90% de su capacidad de campo.

El in6éculo HB2 de la Universidad de Aarhus, Dinamarca, fue tomado de un
cultivo de agar papa dextrosa y fue cortado en pequefios tablas de
aproximadamente 1cm x 1 cm y transferidos a los tubos Falcon junto a las

semillas de maiz y cubiertas por la mezcla de suelo.

La cosecha de plantas se llevd después de 15 dias. Las raices y parte aérea
de las plantas fueron medidas y pesadas. Las raices de las plantas fueron

examinadas para la deteccion de sintomas de pudricion (decoloracion).
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FASE 4. Evaluacién del efecto de biocontrol de los microorganismos

asociados alos HMA.

El objetivo de esta fase fue examinar el efecto que tienen los microorganismos
asociados a los HMA en el papel de control biolégico de la planta de maiz. Esta

fase consistio en tres factores combinados:

Factor Niveles
- 1 poblacién nativa
Hongos Micorrizicos Arbusculares - 2 in6culos de laboratorio

- 1 Testigo

_ . - HB2
Pythium ultimum )
- Testigo
- Agromicina (100mg/qg)
- Benomil 100 pg/g (Larsen et al.
Pesticidas 1996)
- Agromicina + Benomil

- Testigo

Dando un total de 32 tratamientos con cuatro repeticiones.

Al igual que en la fase 1, se mezclaron 400 g de arena con 350 g de suelo en
cada maceta. La inoculaciéon con HMA se llevé a cabo en el momento de la
siembra mezclando el suelo-arena con 50 g del inéculo correspondiente. Se
afiadieron 240 ml de agua a cada maceta antes de la siembra de semillas. Se
sembraron tres semillas en cada maceta de los diferentes tratamientos.

Después de una semana de la siembra se aplico la primer dosis del fungicida

Benomil (Larsen et al. 1996).

La inoculacién de las plantas con P. ultimum (HB2) se llevd a cabo después de
tres semanas de la siembra de las semillas, para garantizar que la colonizacion
de los HMA en las raices se haya llevado a cabo. Un dia antes de la

inoculacion se aplico el antibidtico Agromicina.
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Para este paso, la cepa de HB2 fue transferido de un medio de cultivo de
harina de maiz a rebanadas de pepino estériles y éstas fueron incubadas por
24 hrs. (Fig. 2a y 2b). Las rebanadas de pepino con los indculos de Pythium se

colocaron dentro de las macetas (Fig. 2c).

Una segunda dosis de Benomil fue aplicada en las macetas a las 4 semanas

de su siembra

Figura 2. a) Rebanadas de peino estéril. b) Las rebanadas de pepino con el patégeno

después de ser incubados por 24 hrs. c) Inoculacion del patégeno en las macetas.

La cosecha se llevd a cabo después de 3 semanas de la inoculacion con
Pythium. La planta completa fue retirada de su maceta y el suelo se
homogeneizé en un recipiente grande, tomando muestras de 10 g para el

analisis de acidos grasos.

Las raices fueron lavadas, pesadas y se tomd una muestra de éstas de 2g para

determinar el porcentaje de colonizacion de HMA bajo la técnica de Giovanetti
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y Mosse (1980). El resto de la raiz y la parte aérea fueran secadas en la estufa

por 48 horas y posteriormente pesadas.

Las muestras de suelo que fueron utilizadas para la técnica de acidos grasos

totales fueron liofilizadas.

La extraccion, analisis cromatografico e identificacion de los biomarcadores de
acidos grasos totales, se llevo a cabo en el Instituto de Ciencias Agricolas, de
la Universidad de Aarhus, Dinamarca, bajo la asesoria de la Dra. Sabine
Ravnskove, siguiendo la técnica de Sasson,1990. Los analisis de la
cromatografia de gases y la identificacién de acidos grasos se realizaron de
acuerdo a la base de datos TSBA 41 (Parsley, 1996).

Analisis Estadistico

Todos los datos fueron analizados usando un Analisis de Varianza
Multifactorial. Cuando las diferencias son significativas se realizaran
comparaciones mediante la prueba de DMS.

Para el analisis cualitativo se efectuara una Analisis de Componentes

Principales (PCA) para los perfiles microbianos.
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VII. RESULTADOS

FASE 1: Evaluacion del efecto de diferentes in6culos de HMA en dos

variedades de maiz.

Después de cuatro semanas las plantas fueron cosechadas. Al observar los
tratamientos de las dos variedades de maiz, fue evidente que las plantas de
maiz NB9 eran mas grandes que las de la variedad NB10.

El analisis de varianza para el peso seco de la parte aérea, peso seco de la

raiz y colonizacién se puede resumir como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores de probabilidad (P) a partir del anélisis de varianza del desempefio vegetal y
la colonizacion de raices, con diferentes tipos de inoculo de HMA como factor principal.
Donde: *, P <0.05; **, P < 0.01; *** P < 0.001

ANALISIS DE VARIANZA Valores de P

Colonizacién

Peso seco Peso seco

) ) HMA Pythium Otros
parte aérea raiz
HMA *k*k * *k*k *k*k *k*k
Variedad
i rx 0.14 0.37 0.54 0.38
de maiz
A*B 0.36 0.58 0.31 0.38 0.56

En cuanto al peso seco en la parte aérea, hubo una diferencia altamente
significativa entre los inéculos de HMA y entre las dos variedades de maiz. El
inéculo comercial fue el que tuvo el menor peso seco promedio, siendo
significativamente diferente de los demas, mientras que el in6culo 28A (Glomus
intraradices) fue el que tuvo el peso mas elevado (Figura 4a). Respecto a las
variedades de maiz evaluadas, el peso seco de la parte aérea fue reducida en
los tratamientos con NB10 en comparacion con los tratamientos de NB9. Sin
embargo, como se puede observar en la Tabla 1, no hubo interaccion
significativa entre los dos factores evaluados (in6culos HMA y variedades de
maiz), lo que sugiere que el comportamiento de los inéculos en ambas

variedades de maiz fue igual.
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En el peso seco de las raices hubo diferencia entre los in6culos probados,
siendo el inéculo comercial el de menor peso (Figura 4b). No hubo diferencias
significativas entre las dos variedades de maiz y no hubo interaccion alguna
entre los factores evaluados.

Con relacion a la colonizacion de HMA, existen diferencias significativas entre
los in6culos que se evaluaron (Figura 4c), siendo el inéculo comercial el que
presentd una mayor colonizacion con respecto a los demas. El in6culo 28A
(Glomus intraradices).

fue el inéculo con menor colonizacion de HMA. En todos los tratamientos se

pudieron observar vesiculas, hifas y en algunos casos arbusculos (Figura 3).

Figura 3. Colonizacion de raices por HVA. a) raices colonizadas; b) vesiculas; c) arbusculos

Al hacer el analisis de colonizacién se observé que algunos inoculos tenian
otro tipo de microorganismos, entre los cuales se pudo visualizar la presencia
de Pythium en el inéculo comercial. En la poblacién nativa, se observaron

estructuras de otros hongos diferentes a los HMA (Figura 4c).
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Figura 4. Evaluacion del efecto de diferentes tipos de indculo de HMA. a) Peso seco parte aérea;

b) Peso seco raiz; ¢) Colonizacion
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Después de evaluar los diferentes inéculos de HMA en las dos variedades de
maiz se decididé que los indculos que serian utilizados en la fase 4 eran:
poblacién nativa, Glomus intraradices (28A) y MTZUV.

A pesar de que el inéculo comercial 2 tuvo el mayor porcentaje de colonizacién
con respecto a los otros indculos, éste presentd contaminacion con Pythium,

razon por la cual lo descartamos.

La poblacion nativa tuvo presencia de otros hongos, sin embargo este tipo de
inéculo si fue elegido para la fase 4 pues representa al conjunto de

microorganismos que viven en condiciones naturales en el suelo.

La variedad de maiz que decidimos utilizar en la fase 4 fue la NB9, ya que las
plantas de esta variedad tuvieron un mayor crecimiento en general que las de
la variedad NB10.
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FASE 2: Desarrollo del patosistema maiz/Pythium.

Las plantas fueron cosechadas 25 dias después de su siembra. No se
observaron sintomas severos de enfermedad en las raices, aunque éstas
fueron mas delgadas y fragiles en las plantas con los tratamientos que

contenian HB2.

Figura 5. Germinacion de semillas en los diferentes tratamientos con Pythium. a) Plantas
germinadas; b) Plantas a los 25 dias; ¢) Plantas cosechadas.

La germinacion en los tratamientos que contenian la cepa de HB2 fue menor
que los tratamientos que fueron inoculados con PV8 (Figura 5a). Sin embargo
al hacer el analisis de varianza no existié una diferencia significativa entre los

diferentes tratamientos (Tabla 2).

La longitud de las raices de las plantas no mostraron diferencias significativas

en los tratamientos evaluados (Tabla 2) (Fig 6e).

En cuanto a los pesos de las raices, de las hojas y de las plantas completas,
los tratamientos que contenian las cepas PV8 y HB2 tuvieron un efecto sobre
las plantas al tener un peso significativamente diferente con respecto al control

(Tabla 2), sin embargo entre ellos no hubo una diferencia significativa, a pesar
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de que los tratamientos con la cepa HB2 tuvieron un peso menor que los que
contenian a la cepa PV8 (Figs 6b, 6¢c y 6d). Esto mismo ocurrié al evaluar la

longitud de las hojas (Tabla 2) (Fig 6f).

Tabla 2. Valores de probabilidad (P) a partir del analisis de varianza del efecto de las
cepas de Pythium ultimum como factor principal.
Donde: *, P <0.05; ** P < 0.01; ** P <0.001

ANALISIS DE VARIANZA  Valores de P

Peso Peso Peso Longitud Longitud Semillas
planta raiz hoja de hoja Raiz germinadas
Pythium * e * ** 0.075 0.5063

Las dos cepas de Pythium evaluadas en este experimento tuvieron un efecto
en las plantas. A pesar de no haber sintomas como la decoloracion en las
raices (quiza por el poco tiempo que durd el experimento), si se encontré una

disminucién en su peso y el crecimiento general de la planta.

En ninguna de las variables evaluadas se encontré una diferencia significativa
entre las dos cepas de Pythium sin embargo para los demas experimentos de
las fases restantes, decidimos elegir la cepa HB2 debido a que parece ser un

poco mas infectiva que la cepa PV8.

27



3,0

2,51

2,01

Germinacion de semillas
(9]
!

0,5 1

a

0,0

Ctrol

a)

a
i a
[4%:) HB2

1,6

1,44

1,29

1,0 1

0,8

0,6

Peso parte aérea (g)

0,4

0,2 1

0,0

Ctrol

c)

..

b
b
PV8 HB2

Longitud de raiz (cm)

tallo; d) Peso planta; €) Longitud Raiz; f) Longitud hoja

Ctrol

P\/R

e)

HB2

Peso planta completa (g) Peso raiz (9)

Longitud de hoja (cm)

0,8
0,6
0,4 4

0,2

0,0 -

Ctrol PV8 HB2

3,5

3,0 1

2,51

2,01

0,51

0,0 -

-
co

Ctrol PV8 HB2

-
(o2}
1

=
N
1

-
N
1

=
o
1

©o
1

Ctrol PVv8 HB2

f)

Figura 6. Evaluacion del efecto de dos cepas de Pythium en: a) Germinacion de semillas; b) Peso raiz; c) Peso

28



FASE 3: Evaluacion del efecto del HMA en su fase pre-simbidtica contra

Pythium en maiz.

Al llevar a cabo la cosecha de las plantas, después de dos semanas, no se
observaron sintomas de enfermedad en las raices (decoloracion), aunque en
algunos casos las raices que contenian al patégeno eran muy delgadas o
habia una cantidad muy pequenas de ellas.

Al realizar el analisis de varianza de las variables evaluadas, se pudo observar
que en ninguno de los casos hubo un efecto de los in6culos de HMA hacia el
patdogeno (Tabla 3). Entre los inéculos de HMA no hubo una diferencia
significativa para las variables evaluadas, excepto en la longitud de las hojas.
Sin embargo, se puedo apreciar que los indculos Glomus intraradices (28A) y
poblacién nativa, tuvieron cierto efecto contra Pythium al compararlas con su
control (Figura 7).

Con respecto a Pythium, el patdégeno tuvo un efecto en el peso de la planta
completa, peso de raiz, longitud de raiz y hojas y las semillas germinadas
(Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de los HMA en la fase presimbidtica  contra P. ultimum.
Donde: *, P < 0.05; **, P <0.01; *** P <0.001

ANALISIS DE VARIANZA Valores de P

Peso Peso Peso Longitud Longitud Semillas
planta raiz hoja de hoja Raiz germinadas
HMA 0.369 0.651 * 0.458 0.974 0.99
= . xk 0.134 . . *
A*B 0.417 0.342 0.334 0.083 0.739 0.99
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FASE 4: Evaluacion del efecto de biocontrol de los HMA y sus

microorganismos asociados.

Desempefio del crecimiento vegetal

Al realizar la cosecha, se pudo observar que las plantas no mostraron ningun
efecto aparente en la parte aérea con la inoculacién con Pythium. Al lavar las
raices, algunos tratamientos mostraron cierto oscurecimiento, sin embargo en

ninguno de los casos hubo una clara pudricion de la raiz.

El analisis de varianza para el peso seco de la parte aérea y peso seco de la
raiz se puede resumir como se muestra en la Tabla 4. En las variables
examinadas se puede observar que los pesticidas no tuvieron ningun efecto
significativo, y ademas no existen interacciones entre los tres factores
evaluados para ninguna de las variables. Tampoco hubo efecto entre las
interacciones entre pesticidas-HMA y pesticidas - P. ultimum. Sin embargo
hubo una tendencia a un efecto significativo en la interaccién entre HMA y P.

ultimum.

Tabla 4. Valores de probabilidad (P) a partir del andlisis de varianza de los parametros medidos con
Pythium ultimum, HMA y pesticidas como factores principales y sus interacciones (n=4). Donde: *, P
<0.05; ** P <0.01; ** P<0.001 a

ANOVA Valores de P

P. ultimum Pesticidas

Variables  HMA  (A) B O A*B A*C BC  ABC
Peso seco 0.969 0247 0073 0118 0174 0373
pte. aerea

Pesrgl,szeco * 0627 0069  0.142 0.859  0.498

Debido a estos resultados se realizé un analisis de varianza incluyendo solo los
factores con respuesta significativa con HMA y P. ultimum, cémo se muestra en
la Tabla 5. En este caso, un efecto significativo de P. ultimum en el peso seco
de la raiz fue observado (Tabla 5), sin embargo en la parte aérea no hubo
efecto. Las dos variables examinadas fueron significativamente afectadas por
los HMA. Por otro lado se observo una tendencia a un efecto significativo en la

interaccion de los dos factores en el peso seco de la raiz (P= 0.068, Tabla 5).
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Tabla 5. Valores de probabilidad (P) a partir del anlisis de varianza de los parametros medidos
con Pythium ultimum y HMA como factores principales y su interaccion (n=16). Donde: *, P <
0.05; ** P <0.01; ** P <0.001

ANOVA Valores de P

Variables HMA (A) P. ultimum (B) A*B
Peso seco parte aérea ok 0.970 0.090
Peso seco raiz oA * 0.068

La inoculacién con G. intraradices aumento6 el peso seco aéreo de las plantas
de maiz al compararlas con el control y los otros inéculos de HMA (Fig. 8). Los
inéculos MTZUV y Poblacion Nativa no tuvieron efecto en el peso seco aéreo
(Fig. 8).

Por otro lado, la inoculacién con P. ultimum no tuvo efecto en el peso seco

aéreo independientemente de la presencia de los indculos de HMA (Fig.8).
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Figura 8. Peso seco de la parte aérea de las plantas de maiz con o sin la inoculacion de P.
ultimum y con y sin inoculacién de HMA. Las diferentes letras arriba de las barras, indican una
diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los tratamientos (n=16). Las

diferentes letras ariiba de las barras indican diferencia significativa entre los tratamientos.
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En cuanto al peso seco de la raiz, hubo un efecto claro por parte de P. ultimum
en las plantas sin indculos de HMA, en donde hubo una diferencia significativa
en el peso en comparacion con las plantas que no fueron inoculadas con el
patdgeno (Fig. 9), no asi en los tratamientos con los diferentes tipos de in6culo
de HMA, lo cual muestra un efecto de control biolégico por parte de los HMA.
Las raices de las plantas de maiz inoculadas con G. intraradices tuvieron un

peso mayor a las plantas inoculadas con MTZUV y poblacion nativa (Fig. 9).
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Figura 9. Peso seco de las raices de las plantas de maiz con o sin la inoculacion de P.
ultimum y con y sin inoculacién de HMA. Las diferentes letras arriba de las barras, indican una
diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los tratamientos (n=16). Las

diferentes letras ariiba de las barras indican diferencia significativa entre los tratamientos.

Colonizacién radical con HMA

Con respecto a la colonizacién de raices con HMA, se observd que hubo una
diferencia significativa entre los diferentes tipos de inéculo de HMA vy los
tratamientos con y sin pesticidas (Tabla 6).

Ningun efecto significativo de la inoculacién con el patégeno P. ultimum fue
observado en los tratamientos con los diferentes pesticidas. Sin embargo una
interaccion significativa entre los HMA y P. ultimum fue observada en todos los

casos (Tabla 6).
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Tabla 6. Valores de probabilidad (P) a partir del analisis de varianza de la colonizacion de
raices, con Pythium ultimum y HMA como factores principales y su interaccion (n=4).
Donde: *, P < 0.05; **, P < 0.01; ** P < 0.001

ANOVA Valores de P
P.ultimum

Pesticidas HMA (A) (B) A*B
Sin o 0.660 *
Agromicina i 0.204 **
Benomil i 0.780 *
Agro+Beno e 0.751 *

En general, las plantas que fueron sometidas a la aplicacion de Agromicina,
mostraron tener el nivel mas alto de colonizacion, a las que se le aplicaron la
combinacion de Agromicina y Benomil tuvieron un nivel medio y las que fueron
aplicadas con Benomil tuvieron el nivel mas bajo de colonizacion (Tabla 7).
Respecto a los tipos de in6culo de HMA utilizados, el consorcio MTZUV tuvo el
mayor nivel de colonizacion, seguido muy de cerca por G. intraradices. Las
raices de las plantas con el in6culo de poblacion nativa, fueron las menos

colonizadas (Tabla 7).

Tabla 7. Promedios del porcentaje de colonizacién de HMA de las raices inoculadas con los
hongos micorrizicos Glomus intraradices, MTZUV y Poblacién Nativa con y sin aplicacion de
los diferentes pesticidas. Las diferentes letras indican una diferencia estadisticamente

significativa entre las medias de los tratamientos (n=4).

Tratamientos Pesticidas
HMA Pythium 0 Agromicina Benomil Agro+Benomil
Sin - 2.7 ab 05 a 02 a 07 a
G.Intraradices - 50.7 Im 572 m 28.5 ghij 34.0 hij
MTZUV - 51.5 Im 53.0 Im 31.7 ghij 41.2 ik
P.Nativa - 40.2 ijkim 50.0 kim 15.7 def 28.2 fghij
Sin + 8.5 bed 11.7 cde 2.7 ab 7.0 be
G.Intraradices + 50.5 kim 615 m 20.2 efg 21.2 efgh
MTZUV + 51 Im 58.7 m 26.7 fghi 26.2 fghi
P.Nativa + 22.2 efgh 34.0 ghij 20.2 efgh 35.7 1k
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Biomarcadores de acidos grasos

En los tratamientos en los que fueron aplicados el pesticida Agromicina, se
pudo observar que hubo cierto efecto por parte de los HMA hacia el grupo de
biomarcadores de acidos grasos de las bacterias Gram negativas (P=0.084,
Tabla 8).

En el caso de los tratamientos con Benomil, la inoculacién con HMA afectd
significativamente a los biomarcadores de las bacterias Gram negativas y Gram
positivas. Por otro lado la inoculacién con el patégeno P. ultimum tuvo un
efecto significativo en los biomarcadores de las bacterias Gram negativas,
Gram positivas y Actinomicetes. Ademas una interaccion significativa entre los
factores HMA y P. ultimum fue observada en los grupos Gram negativas, Gram
positivas y Actinomicetes (Tabla 8).

Respecto a los tratamientos con la combinacion Agromicina+Benomil, fue
posible observar cierto efecto por parte de los HMA en los biomarcadores de
los Actinomicetes (P=0.063, Tabla 8). Un efecto significativo por parte del
patdégeno P. ultimum fue observado en el grupo de las bacterias Gram
negativas en los tratamientos donde fue aplicada esta combinacion de
pesticidas (Tabla 8).

En general, en la inoculacién con MTZUV se observé una disminucion en la
cantidad de los biomarcadores de acidos grasos de las bacterias Gram
negativas y Gram positivas respecto a los otros inéculos de HMA en los
tratamientos con los diferentes pesticidas (Tabla 9). Sin embargo en el caso de
los hongos saprofitos el efecto fue contrario, es decir, hubo un aumento de este
grupo de biomarcadores con el inoculo MTZUV en comparacion a los otros

tipos de in6culo.
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Tabla 8. Valores de probabilidad (P) a partir del andlisis de varianza de los biomarcadores de acidos
grasos agrupados en los diferentes grupos de microorganismos como factores principales y su
interaccion (n=4). Donde: *, P < 0.05; **, P < 0.01; *** P < 0.001

ANOVA Valores de P
Grupo de

Pesticidas microorganismos HMA (A)  P. ultimum (B) A*B
Sin Gram - ** ok *
Sin Gram + ** ** 0.282
Sin Actinomicetes 0.312 0.519 0.589
Sin HMA ik 0.476 ok
Sin Hongos 0.3 0.204 0.998

Agromicina Gram - 0.084 0.256 0.2

Agromicina Gram + 0.259 0.096 0.845

Agromicina  Actinomicetes 0.068 0.918 0.214

Agromicina HMA Hork 0.362 0.511

Agromicina Hongos 0.511 0.306 0.733

Benomil Gram - wkx ** o
Benomil Gram + HE ** ok
Benomil Actinomicetes 0.189 * *
Benomil HMA Hrk 0.083 *
Benomil Hongos 0.654 0.303 0.443

Agro+Beno Gram - 0.228 ** 0.107

Agro+Beno Gram + 0.297 0.908 0.536

Agro+Beno  Actinomicetes 0.063 0.976 0.198

Agro+Beno HMA * * o

Agro+Beno Hongos 0.317 0.111 0.165
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Tabla 9. Cantidad de biomarcadores de acidos grasos especificos de los diferentes grupos de

microorganismos en el suelo. Las diferentes letras indican una diferencia estadisticamente

significativa entre las medias en cada fila (n=4)
Tratamientos Gram - Gram + Actinomicetes HMA Hongos

HMA Pythium Pesticidas

Sin 2743 bc 4803 a 26.34 a 742 c 478 a
G. Intraradices 25.52 c 42.38  bcd 21.85 a 1996 a 746 a
MTZUV 25.1 o 39.31 d 2491 a 17.92 a 892 a
P.Nativa - 26.82 be 42 cd 22.52 a 2031 a 531 a
Sin + 33.82 a 4778 a 26.134 a 1126 b 334 a
G. Intraradices + 36.85 a 4674 ab 25.63 a 1393 b 421 a
MTZUV + 24.46 o 44,67 abc 24.01 a 19.15 a 731 a
P.Nativa + 32 ab 4463 abc 23.2 a 1886 a 402 a
Sin - Agromicina 3175 a 4782 a 24.86 abc 1022 d 464 a
G. Intraradices Agromicina 30.6 a 4426 ab 24.15 abc 1835 abc 415 a
MTZUV Agromicina 23.11 b 4232 ab 26.58 ab 194 abc 589 a
P.Nativa - Agromicina 31.72 a 4226 ab 21.24 c 2137 ab 328 a
Sin + Agromicina 32.72 a 4294 ab 27.16 a 9.56 a 448 a
G. Intraradices + Agromicina 32.07 a 4279 ab 23 be 1407 cd 653 a
MTZUV + Agromicina 30.28 a 3768 b 23.83 abc  16.69  bc 6 a
P.Nativa + Agromicina 29.29 ab 3943 b 23.25 abc 2336 a 478 a
Sin - Benomil 33.97 ab 4704 ab 26.82 ahc 418 d 8102 a
G. Intraradices Benomil 30.18 bc 4806 ab 29.22 a 1016 ab 409 a
MTZUV Benomil 26.46 c 4375 b 26.77 abc 1041 ab 585 a
P.Nativa - Benomil 3271 abc 468 ab 2775 ab 978 ab 459 a
Sin + Benomil 38.09 a 50.7 a 30.16 a 7.66 c 478 a
G. Intraradices + Benomil 34.38 ab 4514 ab 23.6 bc 9.053 bc 566 a
MTZUV + Benomil 15.53 d 24 c 23.9 bc 996 ab 809 a
P.Nativa + Benomil 18.4 d 4584  ab 22.74 c 1144  a 56 a
Sin AgrotBenom  29.36 cd 4526 ab 24.95 ab 6.22 c 117 a
G. Intraradices Agro+Benom  27.74 cd 4459 ab 27.67 a 1117 ab 474 ab
MTZUV Agro+Benom  23.23 d 4322 ab 24.07 ab 893 bc 92 ab
P.Nativa - Agro+Benom 3403 abc 44.03 ab 24.43 ab 12.6 a 545 ab
Sin + Agro+Benom  37.71 ab  48.07 ab 28.35 a 1232 ab 26 b
G. Intraradices + Agro+Benom  39.17 a 18.9 a 25.56 ab 1041 ab 402 b
MTZUV + Agro+Benom  33.87  abc 40 b 21.4 b 10.035 ab 79 ab
P.Nativa + Agrot+Benom  31.09 bc 4466 ab 25.67 ab 1191 ab 53 ab
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Con la finalidad de conocer el efecto de los HMA y P. ultimum en las
poblaciones microbianas en el suelo sin considerar el efecto que posiblemente
podrian llevar a cabo los pesticidas, se analizd de manera detallada la
respuesta de cada uno de los biomarcadores de acidos grasos cuya presencia
fue consistente en las muestras de suelo, sin la presencia de pesticidas y de
manera individual (Tablas 10y 11).

De esta forma se pudo observar que la inoculacién con los diferentes tipos de
in6culo de HMA afect6 a la mayoria de los grupos de biomarcadores excepto a
los hongos saprofitos y a las bacterias Gram negativas con el biomarcador 19:0
cyclo (Tabla 10). En general, se pudo observar una disminucion en las
poblaciones de bacterias Gram negativas y Gram positivas con el inéculo
MTZUV

Por su parte la inoculacion del patégeno P. ultimum tuvo un efecto en las
poblaciones con los biomarcadores 19:0 cyclo (Gram -), 15:0 I1SO, 15:0
ANTEISO, 16:0 ISO (Gram +) (Tabla 10), en donde se observé un incremento
en las poblaciones de estos microorganismos (Tabla 11), y 18:1w9 (Hongos
saprdfitos) (Tabla 10) donde hubo una disminucion de la poblacion de estos
hongos al estar en contacto con el patégeno (Tabla 11).

Una interaccion significativa entre los factores HMA y P. ultimum fue observada
en los biomarcadores 15:0 ISO, 15:0 ANTEISO (Gram +) y 16:1w5c (HMA)
(Tabla10). En el caso del acido graso 15:0 ISO en los tratamientos con G.
intraradices, se observd un incremento en la poblacién de estas bacterias en
donde hubo inoculacion con el patégeno P. ultimum (Tabla 11). En cuanto al
biomarcador 15:0 ANTEISO, hubo un aumento en estos microorganismos en
los tratamientos con MTZUV que fueron inoculados con P. ultimum (Tabla 11).
Por otro lado, 16:1w5 tuvo una disminucién en la poblacion de estos hongos en

donde hubo presencia del patégeno en los tratamientos con G. intraradices.
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Tabla 10. Andlisis de varianza de los biomarcadores de é&cidos grasos de los diferentes grupos de

microorganismos en tratamientos sin pesticidas (n=4).

Donde: *,P<0.05; * P<0.01; ** P<0.001
ANOVA Valores de P
GRAM - GRAM + ACTINOMICETES | HONGOS SAPRO. HMA
17:0 19:0 15:0 15:0 16:0 17:0 17:0 16:010 17:010 16:1
Cyclo Cyclo | 1ISO  Antelso  1SO ISO  Antelso | Me me |182W6S 181wd ) o
HMA(A) | ** 0388 | * *x * * *x *x * 0313  0.627 | ***
P. “'(té')"“m 0091  * | *xx  xx * 0940 0647 | 0285 0575 | 0232  ** | 0475
A*B  |0.168 0.674 | * * 0.675 0.844 0944 | 0586 0.650 | 0.995 0910 | **

Tabla 11. Medias de los biomarcadores de dacidos grasos de los diferentes microorganismos en los
tratamientos sin pesticidas (n=4).

Tratamientos GRAM - GRAM + ACTINOMICETES | HONGOS GRAL | HMA
- 75 bc 75 ab|130 b 11 ¢ 10 b 7.0 ab 73 b 12 ¢ 72 b 13 a 17 b |74 a
282 - 6.7 ab 6 a |[11.0 a 88 ab 94 ab 65 ab 65 a |89 a 6 a 14 a 17 ab| 20 c
MTZUV - 6.7 a 71 ab| 98 a 78 a 88 a 65 ab 65 a |93 a 6.6 ab | 17 a 17 ab| 18 ¢
PN - 6.3 a 6 a (110 a 91 b 94 ab 61 a 63 a |91 a 6.3 ab | 13 a 16 ab| 20 c
- + 7.5 bc 8 130 b 10 ¢ 10 b 72 b 74 b 11 ¢ 69 ab | 11 a 16 ab| 11 b
28A + 7.6 ¢ 75 ab|13.0 b 10 ¢ 10 b 6.5 ab 6.8 ab |97 ab 63 a 12 a 16 ab| 14 b
MTZUV + 6.5 a 8 b |12.0 ab 99 bc 9.7 ab 62 a 65 a 10 abc 6.1 a 15 a 16 ab| 19 ¢
PN + 69 abc 79 b [12.0 ab 98 bc 98 b 63 ab 63 a |95 a 63 ab | 12 a 15 a |19 ¢

El conjunto de datos de acidos grasos microbianos también fue sometido a un
analisis de componentes principales (PCA) (Fig. 10). Se puede observar en el
analisis de la Fig. 10a que los componentes 1y 2 tuvieron respectivamente un
52.9% y un 13.15% de varianza en los datos. En el componente 1 es posible
ver una clara separacion entre los tratamientos sin y con HMA, sin embargo
entre los diferentes tipos de in6éculo de HMA no hubo una evidente diferencia.
Por otro lado, en el componente 2 (Fig. 10a) se puede observar que los
tratamientos sin P. ultimum difieren de los que fueron inoculados con el

patdgeno al encontrarse separados unos de los otros.
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Los biomarcadores de acidos grasos 19:0 cyclo, 15:0 ISO y 16:0 ISO son los
que mejor explican la separacion o diferencia entre los tratamientos sin y con P.
ultimum en el componente 2 (Fig. 10b), y los biomarcadores 16:0 ISO y 17:0
Cyclo explican la separacion encontrada entre los tratamientos con los

diferentes tipos de inéculo de HMA en el componente 1.
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Figura 10. Analisis de componentes principales (PCA) de los perfiles de acidos grasos microbianos
obtenidos a partir del analisis conjunto de lipidos celulares de suelo con y sin Pythium ultimum y con
y sin HMA, en tratamientos sin pesticidas.
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VIII. DISCUSION

En este trabajo fue evaluado el efecto de los Hongos Micorrizicos Arbusculares
(HMA) y de los microorganismos del suelo asociados a ellos como agentes de
control bioldgico contra el patégeno Pythium ultimum. En general, los HMA
mostraron tener un efecto de biocontrol en contra del patégeno. Los
micoorganismos del suelo que se encuentran asociados a los HMA tuvieron un

efecto indirecto contra P. ultimum.

Los HMA y su influencia en el desempefio vegetal

Los HMA, en la mayoria de los casos, incrementan el crecimiento y rendimiento
de las plantas de maiz (ej. Gavito y Varela, 1995., Hu et al., 2009., Mickelson y
Kaeppler, 2005). En este estudio hubo variadas respuestas por parte de las
plantas inoculadas con los diferentes tipos de HMA, algunas de ellas fueron
favorables como fue el caso de las plantas inoculadas con Glomus intraradices.
Sin embargo, fue posible observar que el inéculo Comercial 2 causé una
disminucién en el crecimiento general de la planta. Este tipo de supresion en el
crecimiento de las plantas al ser colonizadas por HMA ha sido observada en
otros estudios con otras especies de plantas como Cucumis sativa (ej, Welc,
2010). Esto puede ser debido a que el rendimiento de una planta hospedera
depende en gran medida del tipo de HMA al que se encuentre asociado
(Jakobsen et al., 1992). Mickelson y Kaeppler (2005) en su estudio con siete
genotipos de maiz encontraron una variacion significativa entre los diferentes
HMA que utilizaron para promover el crecimiento de estas plantas, y en cuanto
a los genotipos del maiz observaron un efecto relativamente pequefio entre
ellos respecto a la colonizacion y los beneficios del crecimiento, situacién
similar a la presentada en este estudio.

De acuerdo con Munkvold y colaboradores (2004) los efectos de los HMA en
las plantas pueden variar considerablemente con respecto a una amplia gama
de caracteristicas funcionales, incluso dentro de la misma especie.

En cuanto al desempefio vegetal respecto a las variedades de maiz utilizadas
en este estudio no sé encontrdé diferencia estadisticamente significativa,
aunque la variedad NB9 tuvo un mejor rendimiento en general, razén por la

cual fue utilizada para los experimentos posteriores.

41



Efecto de Pythium en el desempefio vegetal

Algunas especies de Pythium han sido consideradas como patéogenos de los
cultivos de maiz, sin embargo Pythium ultimum no se considera un patégeno
importante en estas plantas. Sin embargo, en el presente estudio se pudieron
observar efectos perjudiciales por parte de las cepas probadas de este
patdbgeno, como una disminucion en el peso y crecimiento general de las
plantas. Estos sintomas han sido reportados por otras especies de Pythium (P.
adhaerens, P. angustatum, P. graminicola) en plantas de maiz (Van de Plaats-
Niterink, 1981). Aunque el rendimiento de las plantas no fue medido en este
estudio, es posible que P. ultimum cause un dano potencial en el rendimiento

de las plantas.

HMA como agente de control biolégico.

En la actualidad se han realizado muchas investigaciones que demuestran que
los HMA pueden reducir la incidencia de enfermedades de las raices de las
plantas causadas por patdogenos y en especifico por P. ultimum (St Arnaud et
al.,1994; Larsen et al., 2003; Bin Li et al., 2007; Larsen et al., 2011). Sin
embargo, pocos estudios se han hecho acerca de los HMA como agentes de
control biolégico en su etapa pre-simbiodtica, ya que la mayoria de estos
sugieren que el control biolégico hacia los patdgenos solo es posible cuando
los HMA estan bien establecidos en las raices de la plantas. Fitter y Garbaye,
(1994) encontraron que los efectos de biocontrol por parte de las micorrizas se
llevan a cabo en todas las etapas de su ciclo de vida, incluyendo la fase pre-
simbidtica desde la cual ya es posible tener efectos inhibitorios o de
competencia hacia el patdgeno. En la fase tres de la presente investigacion fue
posible observar efectos por parte de los HMA en su fase pre-simbidtica para
mitigar los efectos producidos por P. ultimum. Estos efectos de biocontrol
observados pudieron deberse a un reconocimiento por parte de la planta hacia
el hongo micorrizico lo que pudo haber generado la activacién de su sistema
de defensa mediante sefales especificas (elicitores), (Requena et al., 2007)
con lo cual posiblemente la planta haya sido menos susceptible a ser atacada

por parte del patégeno.
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Por otro lado, es bien conocido que al estar presentes las esporas de los HMA,
los exudados de las raices de las plantas cambian, conteniendo diferentes
tipos de compuestos y hormonas que favorecen la germinacion de esporas, el
crecimiento y ramificacién de la hifa germinativa y la localizacién de las raices
del hospedero (Akiyama et al., 2005; Requena et al., 2007). Este cambio de
exudados de la raiz provoca ademas una modificacion en las comunidades
microbianas del suelo, en donde hay bacterias que pueden ser antagonistas de
patdégenos de la raiz, lo cual pudo tener una influencia indirecta para el control
de Pythium en esta fase pre-simbidtica.

Tampoco se puede descartar la posibilidad de que microorganismos que se
encuentran en los indculos hayan jugado un papel importante en el control del
patégeno (Thygesen et al., 2004) con lo cual se confirmaria la hipotesis
planteada en este proyecto de tesis. Li y colaboradores (2007) demostraron
que las bacterias Paenibacillus asociadas a los HMA, poseen grandes
propiedades contra el “damping-off’ u ahogamiento en plantas de pepino
producido por Pythium, y que estas bacterias también pueden desempefar un
papel activo en las propiedades del control biologico de los HMA.

Cabe resaltar que al terminar el experimento de la fase tres, no se llevaron a
cabo estudios para determinar la fase de desarrollo en que se encontraban las
esporas, y tampoco comprobamos si habia algun grado de colonizacién por
parte de los HMA en las raices de las plantas, por lo que creemos que seria
importante incluir estas variables en el futuro.

En la fase cuatro de este estudio (evaluaciéon del efecto de biocontrol de los
microorganismos asociados a los HMA) un efecto de control biolégico fue
observado en el peso seco de las raices de las plantas por parte de los tres
inoculos utilizados. Con los resultados obtenidos en este proyecto no es
posible decir algo acerca el modo de accion de biocontrol por parte de los
inéculos de HMA |, sin embargo en numerosos estudios se ha propuesto que
los cambios fisicos y fisiologicos en las plantas micorrizadas, asi como la
interaccion directa entre los HMA y patdgenos, pueden estar relacionados con
el control bioldgico de los patégenos (Linderman ,1994; Azcon-Aguilar y Barea,
1996; Whipps, 2004).

Por otro lado, el esfuerzo por tratar de manipular los microorganismos

asociados a los HMA para comprobar su efecto en el control de Pythium no fue
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logrado debido a que la aplicacién del bactericida utilizado no afecto
suficientemente a las bacterias, por lo que no se pudo generar un contraste

para poder llevar a cabo nuestro objetivo.

Interaccién Pythium-HMA

En la fase tres de esta investigacion fue posible observar que a los 14 dias de
la siembra y la inoculacion con el patégeno P. ultimum, este ultimo tuvo un
efecto en los diferentes in6culos de HMA utilizados, que se reflejo6 en una
inhibiciéon en los hongos para favorecer el crecimiento de la raiz en la planta.
Sin embargo, en la fase cuatro no se observo efecto evidente por parte del
patdgeno hacia los inéculos de HMA.

Existen pocos estudios acerca de los efectos que tienen los patégenos sobre
los HMA. En algunos de estos se ha encontrado que puede existir una
inhibicion mutua entre ambos grupos de organismos (Thygesen et al., 2004;
Larsen et al.,, 2011). En su estudio Larsen y Bodker (2001) encontraron que
una posible causa de esta inhibicion mutua entre los patégenos de la raiz y los

HMA se deba a la competencia por los fotosintatos.

Influencia de la interaccion HMA-Pythium en los microorganismos en la

rizésfera

Es conocido que los HMA interactuan con varios grupos de microorganismos
de la rizosfera y que las raices colonizadas por HMA afectan las comunidades
microbianas asociadas con las raices (Paulitz y Linderman, 1991; Mansfeld-
Giese, et al., 2002; Albertsen et al., 2006). En el experimento de la fase 4, fue
posible observar que en general la presencia de los diferentes tipos de in6culo
de HMA tuvo un efecto en la comunidad bacteriana (Gram+ y Gram -), donde
hubo una disminucion de estos organismos, especialmente en el indculo
MTZUV. Otros estudios han reportado que en presencia de los HMA las
comunidades bacterianas pueden verse afectadas en su poblacion debido a los
cambios en los exudados de las raices o de los hongos (Linderman, 1992), y
estos cambios se pueden ver reflejados en un incremento (Krishnaraj y
Sreenivasa, 1992) o en una disminuciéon de sus poblaciones (Ames et al.,
1984). En cuanto al grupo de los actinomicetes, la presencia de los HMA no

modificd la comunidad de estos microorganismos. Lo mismo ocurrié con los

44



hongos sapréfitos en donde no hubo aumento ni disminucion en las
poblaciones de estos microbios. Aunque es conocido que los HMA interactuan
con los hongos saprofitos, otros autores han tenido resultados similares a los
presentados en este proyecto, en cuanto a que los HMA utilizados en sus
investigaciones no han afectado las comunidades microbianas (Waschkies et
al., 1994).

Por otro lado, la presencia de Pythium tuvo diferentes efectos en las
poblaciones bacterianas Gram + y Gram — de acuerdo al tipo de in6culo de
HMA, en donde en la mayoria de estos se pudo observar un incremento en la
comunidades bacterianas. Loa actinomicetos y hongos saproéfitos no sufrieron
cambios en su poblacion en presencia del patégeno. En nuestro conocimiento,
no existe ningun trabajo de investigacion acerca de la interaccion de Pythium

ultimum con los microorganismos del suelo.
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IX. CONCLUSIONES

Los Hongos Micorrizicos Arbusculares tienen una compatibilidad diferencial con
las plantas de maiz, de acuerdo al genotipo de la planta y al tipo de inéculo de
HMA.

Pythium ultimum es un patégeno menor de las plantas de maiz, ya que no

causa dafnos importantes en el crecimiento de estas plantas.

Existe cierto efecto por parte de los HMA en su etapa pre-simbiotica para

mitigar los efectos de Pythium ultimum en plantas de maiz.

Los HMA al colonizar las raices de las plantas de maiz poseen propiedades

para controlar al patégeno Pythium.

No fue posible asegurar que los microorganismos asociados a los HMA
ejercen una influencia en el control del patégeno, debido a que no se logré

controlar a las bacterias con el pesticida utilizado.

Cambios en las comunidades microbiolégicas de la rizosfera fueron observados
en presencia de los HMA. Estas modificaciones en las poblaciones
especificamente de bacterias pudieron jugar un papel importante en el modo
de accién para el control del patdégeno, al actuar como microorganismos

antagonistas.

La inoculacién con Pythium ultimum ocasioné cambios en las comunidades

microbianas en la rizésfera de las plantas de maiz.

La modificacion en las comunidades de los microorganismos del suelo en
presencia de P. ultimum podria estar involucrada en la activacion del sistema

de defensa de la planta.
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