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Resumen

El tipo de manejo del cultivo de maiz (Zea mays L.) tiene una influencia
sobre las comunidades de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) la cual esta
poco estudiada, a pesar que los HMA pueden proveer beneficios tanto a la planta
como al ecosistema. La diversidad y abundancia de HMA en agroecosistemas de
maiz responden a las caracteristicas del suelo y a las diferentes practicas
agricolas. En este trabajo se evalud la colonizacion con HMA de las raices del
maiz provenientes de tres agroecosistemas con diferente manejo (tradicional,
medio e intensivo). Las plantas fueron muestreadas junto con suelo rizosférico en
tres etapas fenologicas (V6, floracién y senescencia). Se aislaron esporas de cada
uno de los suelos con diferente manejo para determinar la rigueza de HMA,
basada en la identificacion morfologica. Ademas se sembré6 maiz en macetas
usando suelo rizosférico como inoculo de cada uno de los manejos y suelo bajo en
fosforo en condiciones de invernadero. Los resultados mostraron que las
caracteristicas del suelo (P, pH, Mg/K, Ca/Mg, % carbonatos, CO3 Ca) tuvieron
una correlacion significativa con el porcentaje de colonizacién en cada uno de los
diferentes manejos de los agroecosistemas. Se lograron identificar 34 especies de
HMA. La riqueza fue similar entre los manejos no asi la composicion. Se
encontraron cuatro especies en comun para los tres diferentes manejos:
Paraglomus ocultum, Funneliformis mosse, Gigaspora albida y Acaulospora
splendida asi como especies Unicas para cada uno de los diferentes
agroecosistemas. Los resultados muestran que las comunidades naturales de
HMA son comunes y diversas en un amplio rango de agroecosistemas de maiz
con diferentes tipos de manejo y caracteristicas fisico-quimicas del suelo. El maiz
creciendo en suelo bajo en fosforo, al parecer depende mucho de las
comunidades naturales de HMA.

Palabras clave: Hongos micorrizicos arbusculares, maiz, agroecosistemas,

manejo agricola, riqueza.



Abstract

The type of crop management of maize (Zea mays L.) affects natural
communities of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), but which is still unclear,
although AMF may provide benefits for both plant and ecosystem. Diversity and
abundance of AMF in maize agroecosystems respond to soil characteristics and
farming practice. In this work we evaluated AMF colonization of maize roots from
three different agroecosystems management (traditional, medium, and intensive).
Plants were sampled along with rhizosphere soil in three phonological stages (V6,
flowering and senescence). Spores of each soil with different farm management
system were isolated to determine AMF richness, based on morphological spore
identification. Also maize was planted in pots using rhizosphere soil as inoculum
with a low-phosporus soil and maize under greenhouse conditions. The results
showed that soil characteristics (P, pH, Mg/K, Ca/Mg, %carbonates, CO3; Ca)
correlated significantly with percent AMF root colonization in all if the different
management systems. We identified 34 species of AMF.Richness of AMF was
similar between management systems but the composition was different. We found
four common species for the three different managements: Paraglomus ocultum,
Funneliformis mosseae, Gigaspora albida and Acaulospora splendid as the only
AMF species shared in the three management systems.The results show that
natural communities of AMF are common and diverse in a broad range of maize
agroecosystems differing in management practice and soil physic-chemical
characteristics. Maize grown in lo P soil seems to be strongly depending on these

AMF communities.

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi, maize, agroecosystems, farm

management, richness.



1. Introduccion

El maiz es un cultivo de gran importancia econdémica, para la alimentacion
ademas de su uso como combustible (Hallauer et al., 2010). En México el maiz ha
formado parte de la base de la alimentacion a través de la historia, es asi que
gracias a la fuerte demanda de maiz existe suelo destinado para uso agricola para

el cultivo de maiz bajo diferentes sistemas de produccion.

En los agroecosistemas uno de los puntos clave dentro de las practicas
agricolas es mantener la fertilidad del suelo para que los cultivos se desarrollen
ciclo tras ciclo del cultivo logrando una mayor produccion de buena calidad, lo cual
se reflejara en ganancias monetarias para los agricultores. Es para una parte de
agricultores el uso de fertilizantes quimicos una necesidad imperante para lograrlo

debido a las caracteristicas naturales del suelo.

Sin embargo en el suelo de forma natural se encuentran hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) que se asocian a las raices del maiz. Esta
simbiosis entre plata y hongo es crucial para la agricultura ya que le provee a la
planta P, N, Zn, Cu, Ni, S, Mn, B, Fe, Ca que son necesarios para su nutricion
(Allen et al., 2003). Estos beneficios dados a las plantas podrian verse afectados
ante una reduccion de la diversidad de HMA causada por la seleccion sobre estos

hongos que ejerce el monocultivo en los agroecosistemas (Barrer, 2009).

Los hongos HMA estan presentes en el 80% de las plantas terrestres
(Lovera et al., 2007). Los HMA son organismos del suelo que viven
simbidticamente facilitandole a la planta la toma de nutrientes de baja
disponibilidad o de poca movilidad en el suelo dandole ventajas con respecto a las
plantas no micorrizadas, como por ejemplo la proteccién contra factores biéticos y

abiadticos.

En la actualidad el estudio de los microorganismos del suelo en su propio
medio se ha incrementado puesto que la diversidad microbiana esta

estrechamente relacionada con la estructura y funcién del suelo (Arias, 2005).



Conocer los integrantes de la comunidad microbiana asociada al cultivo de interés
es un aspecto importante para el desarrollo de la agricultura ya que favorece la
aplicacion de inoculantes sin perjudicar el equilibrio biologico de los suelos (Sora
et al., 2009). Lo cual es parte de lograr un manejo integral de la fertilidad de suelo,
combinando la accion de los fertilizantes organicos o quimicos con los
microorganismos nativos en el suelo logrando una captacion mas eficaz de los

nutrientes por parte de las plantas de interés (Vanlauwe et al., 2010).

La clasificacion taxon6mica de los hongos micorrizicos se ha basado
primordialmente en las diferencias fisiolégicas y morfolégicas observables. Los
estudios basados en secuencias de rDNA con frecuencia han confirmado especies
morfolégicamente definidas y los datos moleculares han erigido nuevos géneros y
familias, revelando una diversidad considerable de HMA desconocidos (Maistro et
al., 2012).

La abundancia relativa y la estacionalidad de HMA en muchas especies de
plantas sigue siendo indeterminada (Peterson et al., 2004) siendo esta informacion
relevante para lograr sistemas de produccién sostenibles y competitivos al
asegurar que los HMA puedan llevar sus funciones benéficas para el cultivo. El
papel ecolégico de los HMA dentro de los agroecosistemas es informacion

relevante para una agricultura sostenible de menor impacto ecoldgico.

En este trabajo de tesis se presenta la caracterizacion de los HMA que se
encuentran asociados con las raices del maiz en sistemas de produccién con
diferente manejo agricola, asi como el porcentaje de colonizacion en tres etapas
fenologicas del maiz en campo, ademas de la respuesta del inoculo nativo de
cada uno de los diferentes agroecosistemas en condiciones de invernadero ante

un suelo bajo en fosforo.



2. Antecedentes
2.1. El cultivo del Maiz

El maiz, Zea mays L., es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se
conocen. Pertenece a la familia de las Poaceas (Gramineas), tribu Maydeas y es
la Gnica especie cultivada de este género Es una especie Unica: por la gran
diversidad genética de la planta, de la mazorca y del grano; por su adaptacion a
gran rango de ambientes; por su resistencia a enfermedades e insectos; por su
tolerancia a distintos estreses ambientales; por sus multiples usos como alimento
humano o animal y por la gran variedad de productos que se obtienen de esta
especie (Paliwal et al., 2001).

México es un pais con tradicion milenaria del cultivo de maiz y hasta hoy sigue
teniendo a dicha graminea como base alimentaria de la mayoria de su poblacién
(Espinosa, 1999). El maiz aparecio entre los afios 8 000 y 5 000 A.C aunque hay
discrepancias respecto a los detalles de su origen. Generalmente se considera
que el maiz fue una de las primeras plantas cultivadas por los agricultores que ha
evolucionado por seleccion natural, la seleccién dirigida por los agricultores-
mejoradores durante miles de afios y por los mejoradores profesionales en los

altimos 150 afios (Paliwal et al., 2001).

El maiz es usado en méas formas distintas que cualquier otro cereal; las
formas principales en que se utiliza es como alimento humano, ya sea doméstico o
industrial; alimento para animales y fermentado para varios productos industriales.
(Paliwal et al., 2001).

2.1.1. Caracteristicas generales e importancia del cultivo

El maiz tiene una gran variabilidad en el color del grano, la textura, la
composicion y la apariencia. Puede ser clasificado en distintos tipos segun: a) la
constitucion del endosperma y del grano; b) el color del grano; c) el ambiente en
gue es cultivado; d) la madurez, y e€) su uso. Los tipos de maiz, mas importantes

son duro, dentado, reventén, dulce, harinoso, ceroso y tunicado. Econémicamente,



los tipos mas importantes de maiz cultivados para grano o forraje y ensilaje caen

dentro de las tres categorias mas importantes (Paliwal et al., 2001).

El grano de maiz, sobre todo el blanco, es un cereal importante para el
consumo humano, especialmente en Africa y América Latina. Es evidente que la
demanda de este cereal continuara aumentando en el futuro. La FAO estima que
seradn necesarias 60 millones de toneladas adicionales en el afio 2030. Por otro
lado, dado que se espera que el nivel de vida continle aumentando, sobre todo en
muchos paises asiaticos, la demanda de maiz como alimento animal también
presentara una alta tasa de crecimiento. En este aspecto, la FAO estima que la
demanda de maiz para alimentacién animal aumentard de los 165 millones de
toneladas actuales a 400 millones en 2030, o sea un aumento de 235 millones de
toneladas (240%) (Ripusudan et al., 2001). SFA SAGARPA (2011) estima que el
aumento del comercio mundial se dard como respuesta a los altos precios y al
incremento de la demanda (principalmente pecuaria), las exportaciones y en

menor medida, a la produccion de etanol.

Para que los productores de maiz obtengan una buena produccion es
necesario tomar en cuenta el potencial genético de la semilla sembrada y la
aplicacion de adecuadas practicas culturales que se deben realizar durante su
ciclo vegetativo. Existen agroecosistemas bajo diferentes tipos de manejo, todos
con la meta de obtener una mayor produccién que se vea reflejado en ganancias
econdémicas. La intensificacién, usando aportaciones externas (energias,
sustancias quimicas que protegen el cultivo, fertilizantes, mejoradores del suelo,
incorporacion de residuos organicos, etc.), ha sido el factor critico en el agricultura

para alcanzar el éxito en la produccion de alimentos (Fortis et al., 2003).

El impacto de la tecnologia de produccion agricola basada en los principios
de la denominada revolucion verde, se pueden ver especialmente a nivel
ecologico: contaminacion de aguas y de alimentos, degradacion de suelos y
pérdida de flora y fauna, como consecuencia de la sustitucion de complejos y

variados ecosistemas por extensos monocultivos, a lo que se suman una serie de



graves afecciones en la salud de los productores y técnicos del sector agricola,
como de los consumidores finales de productos procedentes del campo (Yee et
al., 2003).

2.2. Uso de microorganismo en la fertilidad del suelo

Un suelo naturalmente fértil es aquel en el que los organismos edaficos van
liberando nutrientes inorganicos, a partir de las reservas organicas o minerales,
con velocidad suficiente para mantener un crecimiento rapido en las plantas (Wild,
1992).

La actividad microbiana es afectada por variables ecoldgicas primarias,
tales como la densidad y composicién de la flora, etapa sucesional y variables
secundarias, como las estaciones del afio. Dentro de las actividades biologicas del
suelo las mas importantes estan relacionadas con la materia organica (MO) y el
ciclo de nutrientes, las que permiten detectar, junto con otros parametros fisicos
del suelo, cambios tempranos en su bioquimica, grado de compactacion de suelos

y actividades biolégicas producidas por el impacto antropico (Alvear et al., 2007).

Los organismos del suelo que establecen simbiosis con las plantas son de
gran importancia debido a su papel de facilitadores de nutrientes. Estos
organismos son usados como biofertilizantes, los cuales constituyen una
alternativa a la aplicacion de fertilizantes quimicos (De Felipe, 2004). Se utilizan
diferentes microorganismos con funciones especificas en la agricultura para
mejorar la productividad de las plantas. Todos son una fuente facilitadora del
manejo de los nutrientes que benefician el funcionamiento de los cultivos, y forman
parte de una tecnologia que garantiza una productividad biologica, economica y
ecoldgica mas exitosa y sin contaminacion del ambiente y de inocuidad reconocida

para el hombre (Aguirre et al., 2009).

Los microorganismos con efecto benéfico en la planta pueden tener un
potencial considerable como agentes de biocontrol y biofertilizantes. Se distinguen

tres grandes grupos (a) microorganismos fijadores de nitrégeno, (b) hongos

5



micorrizicos, (c) bacterias promotoras del crecimiento de plantas (Jiménez et al.,
2001).

2.3. Simbiosis micorrizica

La mayoria de las plantas forman asociaciones simbioticas con hongos del
suelo. La mas comun de estas asociaciones es la micorriza del tipo arbuscular, la
cual forma simbiosis endotréficas con las raices de Angiospermas,

Gimnospermas, Pteridofitas y Talofitas (Guerrero et al., 1996).

La absorcién de nutrientes del suelo por parte de la mayoria de las plantas
superiores aumenta notablemente por la presencia natural de hongos
micorrizogenos asociados a sus sistemas radiculares (Raven et al., 1992). La
importancia de las micorrizas con ciertas especies de vegetales, influye en la

economia del fosforo en suelos de baja fertilidad (Orozco, 1980).

La micorriza arbuscular es una simbiosis mutualista que esta caracterizada
por el movimiento hacia la planta, de nutrimentos minerales adquiridos por el
hongo y el flujo hacia el hongo de compuestos carbonados producidos por la
planta (Varela et al., 2001). ElI 80% de las plantas terrestres son capaces de
formar micorrizas. Los efectos beneficiosos de las micorrizas arbusculares son
bien conocidos, especialmente en la nutricibn mineral de las plantas y en la

proteccién contra agentes patdgenos del suelo (Lovera et al., 2007).
2.3.1. Caracteristicas generales de los hongos micorrizicos arbusculares

La interdependencia con las plantas es tan grande que los HMA son
organismos biotrofos obligados. Para que se forme una micorriza se requiere que
en el suelo exista inoculo del hongo formador de esta asociacion (esporas, micelio
o trozos de raiz previamente micorrizada); el inoculo puede ser nativo, ya que el
hongo es un habitante natural del suelo, o bien producido por el hombre su
diversidad y funcion responde rapidamente a los cambios provocados por el
manejo del suelo y rotaciones de cultivos (Douds y Millner, 1999; Jansa et al.,



2002; Gosling et al., 2005; plenchette et al., 2005; Mathimaran et al., 2007;
Bolafios & Luna, 2007). Sobre los mecanismos de esta simbiosis, se sabe que
algunos compuestos secundarios tienen un papel en esta interaccion entre la
planta y el hongo (Parniskie, 2008; Franken et al.,, 2012). Los HMA utilizan
estrategias similares a los oomicetos para modular la inmunidad innata y
reprogramacion metabdlica de los tejidos del huésped (Doehlemann et al., 2014).
Hay evidencias de que algunos exudados y extractos de plantas favorecen la
germinacion de las esporas de los hongos de micorriza arbuscular (Heredia et al.,
2008).

2.3.2. Taxonomia de los HMA

La taxonomia de los HMA hasta finales del siglo pasado se bas6 solamente en las
caracteristicas morfologicas. Todos los hongos Glomeromycota, excepto un
género, son conocidos por formar micorriza arbuscular. Su identificacion fue
basada en la morfologia de las esporas, formacion de la espora, y la estructura de
la pared de las de las esporas (Shenck & Pérez 1990). Sin embargo, en cuanto las
herramientas moleculares se convirtieron en una opcién para la construccion de la
filogenia, se realizaron andlisis taxondmicos que establecieron una nueva
taxonomia (Schubler et al 2001). En 1990, sin el beneficio de los aspectos
moleculares, los HMA fueron organizados en tres familias (Acaulosporaceae,
Gigasporaceae, y Glomeraceae) y seis géneros (Acaulospora, Entrophospora,
Gigaspora, Glomus, Sclerocystis, y Scutellospora) dentro del orden Glomerales
(Morton & Benny 1990) del phylum Zygomycota. Esta clasificacion fue basada en

la morfologia de las esporas.

Actualmente, se aceptan tres clases (Archaeosporomycetes, Glomeromycetes,
and Paraglomeromycetes), cinco oOrdenes (Archaeosporales, Diversisporales,
Gigasporales, Glomerales y Paraglomerales) 14 familias, 29 géneros vy
aproximadamente 230 especies (Schibler et al., 2001, Oehl et a., 2011).



2.4. Importancia de los HMA en los agroecosistemas

La fertilizacion, la labranza y la rotacién de cultivos alteran las caracteristicas
del suelo que a su vez son los principales factores que afectan los HMA. Existen
especies de HMA que responden a los cambios de manejo en los
agroecosistemas (Verbruggen y Kiers, 2010). La relacion simbiética entre HMA y
la planta puede variar de positiva, neutra o negativa dependiendo de la identidad
del hongo, planta huésped y el contexto del medio ambiente tales como la
disponibilidad de nutrientes y las practicas agricolas (Bever, 2002; Klironomos,
2003; Reynolds et al., 2005; Reynolds et al., 2006; Hoeksema et al., 2010). La
respuesta de esta relacion simbiotica ante los factores bidticos y abioticos son

dificiles de predecir.

Las demandas de maiz para el consumo humano han aumentado gracias al
incremento poblacional, a su uso como biocombustible llevando tal demanda a la
intensificacion de los cultivos. La agricultura convencional implica la entrada de
grandes cantidades de fertilizantes que generan excedentes de nitrégeno y fosforo
(Beauregard et al., 2008). Ademas, el fitomejoramiento esta presente en el maiz
como respuesta a la busqueda de seleccionar genotipos con altas tasas de

produccién en campo.

El uso de HMA se ha convertido en una opcién para ayudar a la fertilidad de
los suelos donde crecen plantas de interés agricola. Para tal motivo existen
inoculantes comerciales. Antunes etal.,, (2008) estudido la introduccion de un
inoculante comercial en suelo agricola donde no se observo efecto en la estructura
de la comunidad de los HMA nativos, pero si un efecto positivo en la nutricion del
maiz. Se ha reportado que el nivel de la colonizacion de los HMA en las plantas de

maiz varia en gran medida y continuamente entre los genotipos (An et al., 2009).

El nimero total de esporas de HMA y la diversidad de especies se ve afectada
por, las practicas comunes en los agroecosistemas que ocasiona, la acumulacion
de P en el suelo por la fertilizacion, una baja cantidad de materia organica, como

resultado de la labranza frecuente a lo largo del tiempo y la falta de cultivos de



rotacion (Bhadalung et al., 2005; Gavito & Miller, 1998). Aunque por otro lado se
reporta que a pesar del manejo intenso se han encontrado cantidades altas de
HMA asi como una alta diversidad (Wang etal., 2008) por lo que se ve la

necesidad de realizar mas estudios.

Se ha encontrado que diferentes especies de HMA originarias del mismo suelo
pueden tener diferentes efectos en el crecimiento de la planta hospedera. Como
consecuencia es importante evaluar el efecto de los manejos del suelo en la
estructura de la comunidad de los HMA y su diversidad (Jansa et al., 2002). Las
diferentes practicas agricolas como el periodo de barbecho, labranza, rotacion de
cultivos y aplicaciones de fertilizantes pueden influir en la abundancia de los HMA
(Lekberg et al., 2008). La investigacion adicional en esta area es necesaria para
comprender como influyen estas practicas en el cultivo del maiz (White & Weil,
2009)

Se han realizado estudios de campo para examinar los efectos de las
caracteristicas del suelo y la distancia en las comunidades de HMA en maiz en
suelos arcillosos y arenosos. Sus resultados mostraron que la familia
Gigasporaceae domind en los suelos arenosos y la familia Glomeraceae dominé
en suelos arcillosos ademas se dividi6 aun mas por los niveles de carbono

organico del suelo y nitrégeno (Lekberg et al., 2007)

Son muchos los factores bidticos y abidticos que pueden intervenir entre esta
relacion simbidtica. Por ejemplo, las plantas de maiz en simbiosis con HMA sufren
un menor estrés en condiciones acidas del suelo que se refleja en menor
reduccion de su crecimiento (Gupta & Rautaray, 2005) ademas de proteger al
maiz a bajas temperaturas a través de el mejoramiento de la capacidad
fotosintética (Zhu et al., 2009). Las plantas consideradas malezas tienen un papel
importante en los cultivos por la relacion de competencia entre los HMA nativos
del maiz y las malezas para la obtencion de nutrientes. Los HMA son capaces de
alterar las relaciones de competencia, crecimiento, y el uso de nutrientes. (Daisog
et al.,, 2011). El aumento de la riqueza de especies de plantas en una comunidad



vegetal provoca cambios en la composicién de la comunidad asociada de HMA
(Burrows & Pfleger, 2002).

La textura de los suelos se ha mencionado como un factor importante a tomar en
cuenta, ya que es probable que el alto contenido de arcilla sea un factor
determinante de la composicion de la comunidad de HMA seleccionando especies
tales como G. intraradices (Mathimaran et al.,2005). Liu,(2009) investigé la
correlacion entre la longitud especifica de las raices finas y la colonizacion de las
raices del maiz con seis HMA en tres tipos de suelo; sus resultados mostraron que
los seis HMA asociados al maiz presentan diferentes habilidades en la
colonizacion y el efecto en la longitud de las raices finas decrece con la

colonizacion pero el tipo de suelo es determinante para esta interaccion.

Existen investigaciones para la fitorremediacion de suelos contaminados por
medio de la utilizacion de plantas de maiz y las micorririzas asociados a ellas
(Martinez & Carreon., 2015; Chen et al., 2004), asi como el efecto de los HMA en
la acumulacion y el trasporte de metales pesados (Sudova & Vosatka, 2007). Sin
embargo, a altas concentraciones de Pb, Zn, y Cd en los brotes y Pb en las raices
de maiz inoculadas se reduce la fitoacumulacion como una estrategia de
proteccion a la toxicidad de estos metales por parte de los HMA (Liang etal.,
2009).

En México como en otras regiones del planeta los suelos para uso agricola han
sido destinados a un solo tipo de cultivo, lo cual tiene un impacto ecolégico. Sin
embargo no se sabe si la pérdida de agrodiversidad en las ultimas décadas ha
afectado la poblacion de HMA. Negrete et al., (2013) evaluaron el potencial de
inoculaciéon de HMA calculando el numero mas probable (NMP) de propagulos y el
nivel de colonizacién en policultivos de maiz en México; llegaron a la conclusién
de que la disminucion de la agrodiversidad no afecta significativamente el NMP de
propagulos, pero puede tener impacto negativo en la capacidad de HMA para

colonizar las raices del maiz.
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Ingleby et al., (2007) evaluaron la difusion de los HMA de las raices de los
arboles a las raices de los cultivos por medio de métodos microscépicos y
moleculares en condiciones de invernadero. Este estudio mostré que los arboles
pueden actuar como un reservorio de cualquier HMA, pero que las tasas de

propagacion son lentas.

Gonzélez et al., (2012) examinaron la influencia del cambio de uso de suelo
sobre las comunidades de HMA determinando la riqgueza y composicion en
bosque, huertas de aguacate y parcelas de maiz; la region geogréfica obtuvo un
mayor impacto sobre las comunidades y el cambio de bosque a huerta de
aguacate tuvo un menor impacto en la riqgueza de especies comparada con la

conversion a parcelas de maiz.

Por medio de las herramientas moleculares es posible ahora determinar la
identidad de los HMA como lo hizo Sasvari et al., (2011) donde evaluaron la
diversidad de HMA que colonizan las raices del maiz en un monocultivo con 50
afos. Las muestras obtenidas de la colonizacién de las raices fueron analizadas
mediante la amplificacion por PCR y la secuenciacion de ADN. De las 257
secuencias que encontraron 203 pertenecian a Glomeromycota. Glomus
predomind en el monocultivo de maiz, pero la diversidad de HMA dentro de este
grupo fue bastante alta, incluso a pesar del tiempo que el suelo ha sido destinado

a un monocultivo.

Sanchez et al., (2011) analizaron el gen 18S rDNA, de la comunidad de HMA
en las raices de especies arbustivas representativas en un ecosistema semiarido
en el mediterraneo; por medio de PCR-SSCP, secuenciaron y realizaron un
analisis filogenético y encontraron 16 filotipos: 14 pertenecientes a la Glomeraceae

y 2 a la Diversisporaceae.

Beauregard et al, (2012) estudiaron varias formas de fertilizantes de fosforo
organico e inorganicos sobre HMA en un sistema de rotacion de maiz y soja.

Extrajeron el ADN de la raiz y muestras de suelo de diferentes etapas de
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crecimiento de las plantas. Un fragmento de gen ARNr 18S se amplificé y

encontraron que las comunidades de HMA son muy estables en el tiempo.

Verbruggen et al., (2012) examinaron si las diferencias en la productividad y la
pérdida de nutrientes estaban relacionados con la abundancia y composicion de
las especies de HMA. Sus resultados indicaron que las comunidades del suelo
pueden tener efecto contrastante en la prestacion de los servicios del ecosistema
pertinentes a los sistemas agricolas. La densidad y composicion de las
comunidades de HMA pueden jugar un papel importante en la explicacion de la

lixiviacion de nutrientes y la productividad del maiz.

Bedini et al., (2013) compararon tres formas de manejo de cultivo de maiz:
convencional, organico y la conversion de manejo convencional a organico.
Evaluaron el potencial de inoculacién de HMA, el porcentaje de colonizacién de las
raices de los cultivos de campo de maiz y glomalina en el que el manejo orgénico
obtuvo valores mas altos. El andlisis de esporas de los HMA mostr6 diferencias
entre las comunidades de los tres microagroecosistemas en término de riqueza y

composicién de especies.

El impacto de las diferentes comunidades de HMA en la productividad de la
planta y la prestacion de los servicios del ecosistema del suelo son sin embargo
no de todo claros (Verbruggen et al., 2012). Schipanski et al., (2015) demostré que
cuando se mide los servicios del ecosistema y las evaluaciones acumulativas
pueden ser engafiosas debido a la naturaleza episédica de algunos servicios y la

sensibilidad de tiempo.

Jemo et al, 2014 estudi6 cémo la duracidbn del barbecho afecta la
composicién de la comunidad de hongos HMA y su contribucién para la nutricién y
crecimiento, en suelos bajos en fésforo y &cidos encontrando que las
comunidades nativas de los campos de maiz con una duracion de barbecho mas
corta estimulaban el crecimiento del maiz y la obtencion de fosforo mas que las

comunidades provenientes de suelo forestal.
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Sangabriel-Conde et al., (2015) evaluaron la comunidad fangica de HMA en
cuatro variedades locales de maiz mexicano y un hibrido en condiciones de
invernadero y observaron que son influidas por el nivel de fertilizacion con fésforo.
Sugieren que la alta diversidad de HMA en milpas se relaciona con la presencia de
varias razas criollas de maiz que ante la sustitucion por un maiz hibrido, la riqueza

de HMA puede disminuir.
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3. Hipotesis

La diversidad y abundancia de los HMA en agroecosistemas de maiz responde

a las caracteristicas del suelo y las practicas agricolas.
3.1. Objetivo general

Caracterizar los HMA que se encuentran asociados con las raices del maiz en

diferentes etapas fenoldgicas y sistemas de produccién.
3.2. Objetivos particulares

1 Evaluar la colonizacion micorrizica en tres etapas fenoldgicas en campo de

plantas de maiz de los diferentes manejos de agroecosistemas.

2 Determinar la influencia de las propiedades fisicas y quimicas del suelo, sobre la

colonizacion de HMA en campo.

3 Identificar las especies presentes y comparar la riqueza en los diferentes

agroecosistemas

4 Examinar los efectos de inoculo nativo de HMA en un suelo bajo en fésforo
sobre la colonizacion de las raices con HMA vy el rendimiento vegetal del maiz en

condiciones de invernadero.
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4. Materiales y métodos

4.1. Area de estudio

Las &reas de estudio se encuentran en los estados de Guanajuato, Estado
de México y Michoacan. En cada uno de los estados se busc6 un area donde se
llevara el cultivo de maiz bajo diferente manejo. En el estado de Guanajuato se
encontré un area donde el cultivo de maiz es cultivado bajo un manejo intensivo.
En el estado de Michoacén se encontré que los sistemas de produccion tienen un
sistema medio ya que no es 100% organico pero tampoco se usa agroquimicos en
cada una de las practicas. En el estado de México se encontrd un area donde los
agricultores no hacen uso de agroquimicos y tienen practicas de conservacion del
suelo; las practicas que hacen se han conservado a través del tiempo por lo cual
le denominamos un manejo tradicional. En cada uno de estos sitios se
seleccionaron tres parcelas que fueron representativas del manejo de cada sitio
asi, como tener homogeneidad en caracteristicas de tipo de suelo. En el estado de
Michoacan se llevo la toma de muestras en tres parcelas en la comunidad de
Napizaro, Mich. La parcela 1 con las coordenadas 19° 35.926°N, 101°41.303°0,
con 2040 msnm. La parcela 2 con las coordenadas 19° 35.906'N, 101°41.313°0
con 2040 msnm. La parcela 3 con las coordenadas 19° 35.988°N, 101°41.807°0O
con 2020 msnm.

4.2. Toma de muestras

Para el muestreo de plantas se seleccionaron tres parcelas de cultivo de
maiz de cada sitio, bajo sistemas de produccion intensivo (Guanajuato), medio
(Michoacan) y tradicional (Estado de México). Los muestreos de las plantas se
realizaron durante tres etapas fenoldgicas del cultivo (V6, floraciéon y
senescencia). El primer muestro fue en V6 el cual corresponde al estadio de las
seis hojas. El segundo muestreo fue en estadio reproductivo de la planta en la
floracion. El ultimo muestreo fue en el fin del ciclo de vida de la planta en la

senescencia.
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Se seleccionaron cinco plantas siguiendo un esquema en forma de cinco de
oro en cada una de las parcelas. Las plantas fueron extraidas completas junto con
el suelo rizosférico con ayuda de una pala de 20 cm por 20 cm. Las plantas fueron
puestas en bolsas de plastico junto con el suelo para su procesamiento en el

laboratorio.

Una vez que las muestras estuvieron en el laboratorio se cortaron las raices
de cada planta y se almacenaron a una temperatura de -4°C para su
procesamiento. Del suelo rizosférico se tomd una muestra de 50 g que se puso en
bolsas de plastico y se almacenaron en refrigeracion. El resto del suelo se llevé a
secar en condiciones de invernadero, una vez seco se guardd en condiciones de

refrigeracion para la conservacion de las esporas en el suelo.

Para la determinacion de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo se
enviaron muestras de suelo provenientes de cada una de las parcelas al

Laboratorio Nacional de Fertilidad de Suelos y Nutricion Vegetal del INIFAP.
4.3. Determinacion de porcentaje de colonizacion micorrizica
4.3.1. Tincion de raices

Para la evaluacion de colonizacién micorrizica se utilizaron las raices de las
plantas colectadas en tres diferentes etapas del ciclo del maiz en campo y las
raices de las plantas que crecieron en condiciones de invernadero en suelo bajo
en fosforo. Se tomo6 una muestra de las raices mas delgadas para la observacién
de la colonizacion micorrizica mediante la tincidbn con azul de Tripano (Phillips &
Hayman 1970) (Figura.l) después se observaron al microscopio electronico las
estructuras caracteristicas de esta asociacion (Hifas, vesiculas, arbusculo, micelio

externo y coils) dentro de las raices.

El procedimiento consistio en obtener las plantas de los distintos sitios
procurando el sistema radicular completo. Se lavaron perfectamente las raices con

agua corriente y se elimind el resto de la planta. Después se cortaron
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especialmente las raices mas delgadas. Las raices fueron colocadas en tubos

falcon y conservadas en congelacion hasta su tincion.

Para la tincion se cubrieron las raices con una solucion de KOH al 10% en
bafio maria a una temperatura de media de 90 °C por 25 min o hasta que se
aclararon. Posteriormente se lavaron con agua, se colocoé agua H,O, hasta cubrir
las raices las cuales se movieron cada 10 min por 30 min o hasta que terminaron
de aclararse. Una vez aclaradas se tifieron con azul de tripano al 0.05% en
lactoglicerol a 90 °C en bafio maria por 3 min. Se retiré el colorante, se lavo y se
colocaron en tubos de 20 ml colonizadores con glicerina para su conservacion y

posterior montaje.

Se colocaron las raices clareadas y tefiidas en cajas de petri. En un
portaobjetos y con pinzas, se colocaron 20 segmentos de aproximadamente 1 cm,
en forma paralela y se colocd un cubreobjetos. Se montaron dos laminillas por
muestra. Finalmente se determiné el porcentaje de colonizacibn mediante la
técnica de McGonigle et al. (1990). Para realizar la evaluacion se observo al
microscopio, donde se efectuaron pasajes equidistantes a cada una de las
laminillas. A partir de 100 intersecciones, al revisar un campo Optico donde se
encontraba un segmento que contenia hifas, vesiculas, arbusculos, micelio
externo, independientemente de la intensidad de micorrizacion se le daba el valor
de 1 para un total de 100%.
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Figura.l. Técnica de tincién con azul de Tripano para determinacion de porcentajes de

colonizacion.

Los resultados fueron reportados como valores promedios y se sometieron a
pruebas estadisticas de ANOVA utilizando el programa STATGRAPHICS Plus

version 5.1.
4.4. Aislamiento y seleccién de esporas

Para el andlisis de las poblaciones HMA se aislaron esporas de las
muestras de suelo rizosférico extraido de las parcelas de maiz ademas con la
finalidad de obtener esposas en un mejor estado en cantidades suficientes para la
identificacion se procedi6 a la elaboracidn de cultivos trampa mediante el método
de tamizado humedo y decantacion (Gerdemann y Nicolson, 1963), con
modificaciones, seguido por centrifugacion en gradiente de sacarosa al 40%
(Walker 1997). En términos generales, se trata de un método basado en la

suspension de una muestra de suelo en agua corriente pasandola mas de dos
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ocasiones a través de varios tamices de diametro descendiente. Se utilizaran
tamices con abertura de malla de 1mm, 400 um y 40 pum para aislar esporas de
diversos tamafos. El método de tamizado huimedo y decantacion permite la
extraccion de esporas en alto porcentaje y el método de centrifugacion en
gradiente de sacarosa mejora la separacion de las esporas del suelo y del material

organico para facilitar el aislamiento e identificacion.

Una vez aisladas las esporas con ayuda de un microscopio estereoscopico,
las esporas se separaron por morfotipos, en base a tamafo, color, forma y
presencia/ausencia de hifas de sostén en tubos ependorff con soluciéon de azida

de sodio al 0.05% y mantenidas en refrigeracion.

Una vez que las esporas fueron extraidas del suelo directo y de cultivos
trampa, se procediéo al montaje de las esporas. De cada morfotipo extraido se
realiz6 montaje en reactivos PLVG y PLVG mas Melzer para su caracterizacion

morfologica.
4.5. Identificacion de HMA

Las esporas fueron utilizadas para la Identificacion taxondémica de las
especies de HMA que se encontraron en cada una de las parcelas. La
identificacion se hizo por comparacion con la descripcién original de las especies
basadas en caracteristicas morfologicas, usando como referencia al Manual para
la identificacion de HMA (Schenck y Pérez. 1990) ademas del manual de
identificacion de INVAM (2015) y Glomeromycota AMF PHYLOGENY (2015). Para
la observacion de los montajes se utiliz6 un microscopio compuesto Carl Zeiss,
fueron observadas caracteristicas taxonOmicas como: color, tamafo, tipo de
pared, numero y medidas de la pared, unién de hifa, escudos, ornamentacion,

reaccion al Melzer.

Se realiz6 toma de fotografias de cada ejemplar identificado. La

identificacion se realizd con esporas extraidas del suelo rizosférico colectado asi
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como de esporas extraidas de las macetas de repropagacion con lo que se

corroboro la identidad de las especies.

Se obtuvo una tabla con las riquezas de especies de cada una de las
parcelas de los diferentes manejos. Después se evaludé la semejanza entre
especies de HMA en los diferentes agroecosistemas por medio del indice de
Sorensen, el cual compara la similitud de dos muestras, este indice varia entre 0
y, entidades sin ningun atributo en comun y 1, entidades idénticas (Moreno, 2000).

Se define por la expresion:

s = 2a
" 2a+b+c

Donde: S=indice de sorencens
a= es el nimero de especies en comunes
b= el nimero de especies no compartidas en un sitio

c= el nimero de especies no compartidas en un sitio

4.6. Cultivo de maiz en condiciones de invernadero

Se llevé a cabo una propagacion con el uso de cultivo trampa con plantas de maiz
ademas para observar la eficacia de los HMA en un suelo bajo en fésforo. Para el
sustrato se mezclé arena de rio y suelo agricola (proporcion 1:1) el cual se
esterilizo en dos ocasiones. Se utilizaron macetas de 3 kilos en las cuales se
agregaron 2700 g del sustrato estéril mas 300 g de suelo proveniente de cada uno
de los sitios. La semilla de maiz que se utilizé fue DK2042. Ademas se fertilizo el
suelo con la adicion de una fuente de potasio y micronutrientes: solucion 1(K;SO,),
solucion 2 (CaCl, x 2H,0) y solucion 3( CuSO4 x 5H,0, ZnSO4 x 7H,0, MnSO4 X
H,O, CoSO, x 7H,0, MgS0O,4 x 7H,0, NaMoO4 x 2H,0) aplicando 9ml de cada
una de las soluciones por maceta, solo durante el establecimiento del experimento

antes de sembrar tres semillas de maiz por cada maceta.
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Después de la germinacion se eligio una planta por maceta con caracteristicas
fisicas similares para homogenizar en todas las macetas. El disefio de las macetas
consistid en tres macetas por cada parcela de los diferentes manejos de los
agroecosistemas del campo ademas de tres macetas como testigos (Figura.2 ).El
sistema se mantuvo por 15 semanas hasta que la planta llegé a su fase de
floracion. El sistema se reg6 cada tercer dia a 80% de capacidad de campo y se
adicion6 NH4NO3 a los 22 dias, al 2° mes y al 3° mes. No se adiciond ninguna
fuente de fosforo en ninguna fase del experimento. Después de la cosecha de las
plantas se utilizaron las raices de las plantas para obtener el porcentaje de
colonizacion, y el suelo rizosférico para recuperar esporas en mejor estado para
comprobar la identidad de los HMA.

Intensivo Medio Tradicional Testigo

Figura. 2 Disefio de las macetas trampa con plantulas de maiz en suelo bajo en fosforo.
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5. Resultados

5.1. Evaluacion de la colonizacidn micorrizica

Se realizé la evaluacion del porcentaje de colonizacidbn micorrizica, por
medio de la observacion de las estructuras fungicas en las diferentes etapas
fenoldgicas de la planta en los tres sitios (Cuadro.1).

Cuadro 1. Estructuras observadas en raices teflidas con azul de tripano en agroecosistemas con

manejo tradicional, intensivo y medio.

Estructura Tradicional Intensivo Medio

Hifa

Vesicula

Arbusculo

Micelio
externo

Coils

Huevo de
nematodo

Otros
hongos
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Se decidi6 obtener el porcentaje de huevos de nematodos por la frecuencia
con que aparecieron en las primeras observaciones de las muestras de la etapa
V6. Ademés se llegé a observar nematodos dentro de las raices en diferentes

muestras de los sitios (Figura. 3 a) y b)).

Figura 3. a) Huevos de nematodos y b) nematodos observados en raices en agroecosistemas con
manejo tradicional, intensivo y medio.

Los datos obtenidos se analizaron mediante el paquete estadistico
STATGRAPHICS Plus version 5.1. De acuerdo con los valores presentados en el
cuadro 2 se encontraron diferencias significativas para la interaccién sitio con
etapa en arbusculos, micelio externo, coils, huevos de nematodos y otros hongos.
Se encontraron diferencias significativas en sitio en todas las estructuras

cuantificadas.
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Cuadro 2. Valores de p del analisis de varianza para la colonizacién de raices con HMA de tres
Sitios de produccion de maiz y tres etapas de desarrollo vegetativo. * p <0.05.

Variable Sitio(S) Etapa (E) SxXE
Colonizacion total * * 0.2703
Hifa * * 0.1378
Vesicula * * 0.1258
Arbusculo * * *
Micelio externo * 0.1107 *
Coils * * *
Huevos de nematodos * * *
Otros Hongos * * *

Se evidencié que los valores mas altos de colonizacibon de HMA
pertenecieron a muestras de plantas en etapa de floracion. El porcentaje de
colonizacion total (55.0%), hifas (40.1%), Vesiculas (4.4%), arbusculos (4.1%) y
micelio externo (3.6%) en las muestras pertenecientes al manejo intensivo en
etapa de floracion siendo estos los valores mas altos respecto a los otros sitios y
etapas (Figura.4 a, b, c, d, e). En cuanto al porcentaje de coils el valor mas alto se
presentd en muestras de floracion pertenecientes al manejo tradicional (10.6%)
(Figura.4 f).

También se observo la presencia de huevos de nematodos (Cuadro 2 y
Figura. 2 a) en las muestras de los tres sitios siendo el manejo intensivo el que
presento un mayor porcentaje en muestras de etapa V6 (4.0%) (Figura.4g).
Ademas se observo la presencia de otros hongos (18.0 %) (Figura.4 h).

El manejo medio presentd los valores mas bajos en varias de las etapas y
estructuras observadas como lo fue en colonizacién total (%), hifas (4.0%),
vesiculas (0.4 %), arbusculos (0.0%), micelio externo (0.5%) y coils (2.2%)
(Figura.4 a,b,c,d,eyf).
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5.2. Andlisis del suelo

Los analisis del suelo mostraron que existen diferencias entre los diferentes

sitios en la variedad de parametros medidos (Cuadro. 3, 4, 5, 6, 7, 8). El tipo de

suelo en las parcelas de manejo medio (Michoacan) fueron homogéneos no

siendo asi entre las parcelas de los manejos intensivo (Guanajuato) y tradicional

(Estado de México) (Cuadro. 3 y 4). Los resultados de pH muestran que las

parcelas del manejo medio y tradicional presentan pH acidos (Cuadro 5).

Cuadro 3. Caracteristicas fisicas del suelo de agroecosistemas con manejo tradicional, intensivo y

medio parte 1.

Caracteristicas fisicas del suelo
Manejo Parcela Tipo Punto Capacidad Punto Capacidad Cond Densidad
de de’ a8 de g Hidraulica aparente
suelo saturacion | campo | marchperm| campo
Franco 5
1 arcillo 29% 22% 11% 22% N/D 1.19g/lem”
arenoso
Intensivo Franco )
2 arcillo 64% 48% 25% 48% ND 1.20g/cm™
arenoso
3 Arcilla 48% 36% 19% 36% N/D 1.26¢glc m®
1 Franco 54% 41% 21% 41% ND 1.13g/em3
Medio 2 Franco 56% 42% 22% 42% ND 1.06 g/cm3
3 Franco 48% 36% 19% 36% ND 1.10g/ecm3
1 Frne) 50% 38% 20% 38% ND 1.18 glem3
arenoso
Franco o 5 5 4
R 2 arenoso 51% 38% 20% 38% ND | 1.15g/em3
Franco
3 arcillo 47% 35% 19% 35% ND 1.17 g/lcm3
arenoso

Cuadro 4. Caracteristicas fisicas del suelo de agroecosistemas con manejo tradicional, intensivo y

medio parte 2.

Caracteristicas del suelo
ke Rl % Arena % Arcilla % Limo s:::rt:c?:n
1 0.5676 0.239 0.1928 0.29
Intensivo 2 0.6476 0.299 0.528 0.64
3 0.3476 0.459 0.1928 0.48
1 0.618 0.249 0.3528 0.54
Medio 2 0.578 0.229 0.3528 0.56
3 0.498 0.269 0.3328 0.48
1 0.398 0.1092 0.2728 0.5
Tradicional 2 0.418 0.08 0.3328 0.51
3 0.398 0.289 0.2128 0.47
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Cuadro 5. Reaccién del suelo de agroecosistemas con manejo tradicional, intensivo y medio.

REACCION DEL SUELO
SITIO PARCELA - : % Carbonatos |[Requerimentos
pH (1:2 agua) |pH (1:2 CaClz) totales decal
1 6.79 ND 0.12 No req
Intensivo 2 71 ND 3.05 No req
3 7.04 N/D 0.85 No req
1 5.44 ND 0.01 1.5 ton/Ha
Medio 2 4.96 ND 0.01 1.5 ton/Ha
3 5.08 ND 0.01 1.5 ton/Ha
1 5.91 ND 0.01 No req
Tradicional 2 5.92 ND 0.01 No req
3 6.16 ND 0.01 No req

Cuadro 6. Extracto de saturacion (salinidad-sodicidad) de agroecosistemas con manejo tradicional,
intensivo y medio.

Sttlo S Extracto de saturacion (Salinidad-sodicidad)
ca" | Mg* | Na® K* PO4 Cco3 | Hcos cr so4 | N-NO3

1 233 | 162 | 652 23 0 08 | 367 175 26.5 0
Intensivo 2 378 | 200 | 178 0.4 o | 108 | 124 | 158 6.81 J 0
3 09 | 07 | 06 0.07 0 1 | o026 1.06 0.77 0
1 104 | 06 052 | 002 0 0.32 0.2 07 1.04 0
Medio 2 124 | 111 | 056 | 001 0 001 | 042 0.35 2.41 0
3 13 | 125 | 052 | 001 0 0.28 0.22 07 141 | 0
1 07 | 074 | 052 | 001 0 032 | o018 0.67 057 | 0
Tradicional | 2 044 | 032 | 056 0.01 0 028 | 002 0.72 102 | 0
3 1 | 195 | o082 | o002 0 036 | 024 0.68 100 | o

Los resultados en los diferentes indicadores principales en la fertilidad como
lo son N, P y K en los diferentes sitios nos deja ve que en las parcelas de manejo
intensivo se concentraron los valores mas altos esto sugiere que el manejo
intensivo se preocupa por la aplicacién de agroquimicos para cuidar la fertilidad
del suelo. La materia organica es mayor en el Estado de México como se
esperaba al tener un manejo tradicional ya que es comun la incorporacion de
materia organica como fuente de nutrientes para los suelos de las parcelas y asi

aumentar su fertilidad (Cuadro.7).
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Cuadro 7. Fertilidad en suelos de agroecosistemas con manejo tradicional, intensivo y medio.

Fertilidad

Sitio | Parcela | MO |N-inorg| P-Bray K Ca Mg Na Fe Zn Mn Cu
% PPM Ppm PpmM Ppm Ppm Ppm PPpmMm PpmM PPM Ppm

1 1.96 225 124 1254 2388 628 201 54.2 213 107 215

Intensivo 2 245 23.9 4.81 687 8751 510 192 3.00 0.24 7.74 0.76
3 1.51 14.8 9.35 772 3162 785 726 17.8 0.43 35.6 1.60

1 221 9.15 139 105 1630 491 348 15.6 0.48 5.89 0.67

Medio 2 2.04 148 322 66.7 1346 383 27.7 106 1.39 37.2 1.68
3 215 12 348 102 1264 273 32 110 1.85 33.6 1.95

1 2.82 13.4 7.08 140 1307 134 32.2 66.9 1.02 3.26 0.50

ITradicional 2 273 127 2.21 211 1338 221 31.7 67.7 1.27 3.54 0.48
3 2.02 12.0 7.69 313 1043 457 29.6 73.9 1.26 14.8 1.57

Cuadro 8. Reacciones bases de cambio en suelo de agroecosistemas con manejo tradicional,

intensivo y medio.

- S Relaciones bases de cambio

CalMg Mg/K Ca+Mg/K calK

1 2.31 1.6 5.31 4

Intensivo 2 10.5 2.38 273 25

3 2.48 3.26 1.3 8

1 2.03 149 451 30

Medio 2 2.14 18.5 58.1 40

3 2.82 8.62 329 24

1 5.95 3.06 21.2 18

Tradicional 2 37 3.35 15.7 12

3 1.39 4.69 1.2 7

5.3. Correlacién entre las caracteristicas del suelo y HMA

Se buscéd si se encontraba correlacion entre la colonizacién total y las

diferentes caracteristicas del suelo en los diferentes sitios. El resultado de las

correlaciones mostré una correlacion negativa entre el porcentaje de colonizacién

y la cantidad de P y Mg/K, donde a mayor cantidad de P y Mg/K en el suelo

disminuy6 la colonizacién. Ademas, se encontré una correlacion positiva entre el

porcentaje de colonizacion y carbonatos totales, pH, Ca, CO3, Ca/Mg (Cuadro 9,

Figura 5).
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Cuadro 9. Valores de p y r > del andlisis de correlacion entre la colonizacién de raices con HMA de
tres Sitios de produccion de maiz y caracteristicas del suelo de cada uno de los sitios. * p <0.05.

Carbonatos
pH P Ca co3 Mg/K CalMg Sotalas
R2 0.5721 0.667 0.4405 0.042 0.4855 0.5575 0.4711
p 0.0183 0.0134 0.0513 0.0591 0.037 0.0208 0.0412
P
60 -
. R2= 06670
p=0.0134
404
2
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Figura 5. Graficas de correlacion de porcentaje de colonizacion total y caracteristicas del suelo de
agroecosistemas con manejo tradicional, intensivo y medio p <0.05.
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5.4. ldentificacion taxondmica

Como resultado de la extraccién de esporas, se identificaron 27 morfotipos

a nivel de género y especie, ademas de 7 solo a nivel de género para hacer un

total de 34 especies diferentes en las siguientes familias: Gigasporaceae con 10

especies, Glomeraceae con 9 especies, Acaulosporaceae con 7 especies,

Diversisporaceae con 3 especies,

Claroideoglomeraceae con 2 especies,

Pacisporaceae con 1 especie, Paraglomeraceae con 1 especie, Ambisporaceae

con 1 especie, haciendo un total de 34 especies encontradas en todos los sitios
(Cuadro 10).

Cuadro 10. Morfotipos encontrados en cada una de las parcelas de los diferentes tipos de manejos

de agroecosistemas.

=z
o

Nombre

Tradicional

Intensivo

Medio

Parcela
1

arcela 2

Parcela

Parcela
1

Parcela
2

Parcela
3

Parcela
1

Parcela
2

Parcela

3

Acaulospora laevis

Paraglomus ocultum

X

X

Funneliformis mosse

X

X

Glomus sp. 1

Clareidoglomus aff. claroideum

XXX X

Acaulospora delicata

XX XX X|w

Acaulospora spinosa

KX XXX (XX

Acaulospora scrobiculata

W ONO OB WN -

Gigaspora albida

-
o

Gigaspora aff. albida

-
-

Acaulospora splendida

KIX|X XX

-
N

Funneliformis geosporum

XIX| |IX|x

13

Scutellospora cerradensis

14

Scutellospora dipurpurences

x

15

Ambispora leptoticha

16

Clareidoglomus lamellosum

17

Acaulosporaremmi

XIX|X[X{X| [X]| |X

18

Diversispora aff. tortuosa

19

Rhizofagus irregularis

20

Rhizofagus clarus

21

Diversispora spurca

XXX [X|X

22

Gigaspora margarita

23

Gigaspora decipiens

24

Gigaspora aff. decipiens

XIX| x| x| (X

25

Diversispora sp.1

26

Gigaspora sp.1

27

Scutellospora calospora

28

Racocetra gregaria

XXX

29

Funneliformis sp.1

30

Pacispora aff. franciscana

31

Rhizofagus amarillo

32

Funneliformis aff. coronatum

XX |X|X| | X

33

Acaulospora amarilla

34

Glomus hifa recta
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La rigueza de especies fue igual para los agroecosistemas de manejo
tradicional e intensivo con 16 especies en cada uno de los agroecosistemas. Para
el manejo medio, la riqueza fue superior con 20 especies. Sin embargo por
parcelas la riqgueza minima encontrada fue de 5 especies en la parcela 2 del
manejo intensivo y la riqueza mayor se encontrd en la parcela 2 de manejo medio

con 14 especies (Cuadro 10)

Se encontraron 4 especies en comun para los tres diferentes manejos que
fueron; Paraglomus ocultum, Funneliformis mosse, Gigaspora albida vy
Acaulospora splendida. La especies encontradas en el agroecosistema con
manejo tradicional de las 16 especies 6 son Unicas 4 son compartidas con el
manejo medio, 2 con el manejo intensivo. En el agroecosistema de manejo
intensivo 6 son especies Unicas, 4 son compartidas con el manejo medio y 2 con
el manejo tradicional. El manejo tradicional tiene 8 especies Unicas, 4 compartidas

con manejo tradicional y 4 con manejo intensivo (Cuadro 10).

En la distribucion de las familias (Figura 6), se encontré que la familia con
mayor numero de especies en los tres tipos de agroecosistemas es
Gigasporaceae seguido por Glomeraceae y Acaulosporaceae, siendo estas tres
familias las mas importantes en los tres tipos de manejo de los agroecosistemas
encontradas. En el manejo tradicional la familia dominante fue Acaulosporaceae,
en el manejo medio existi6 un empate entre las familias dominantes siendo
Glomeraceae y Gigasporaceae las dominantes, en el manejo intensivo la familia

dominante fue Gigasporaceae.

También se encontraron representantes de las familias Diversisporaceae,
Claroideoglomeraceae, Paraglomeraceae, Pacisporaceae y Ambisporaceae. Es de
notarse que no se encontraron especies de las familias Geosphonaceae y

Archaesporaceae.
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Figura 6. Distribucién de las familias encontradas en los diferentes manejos de agroecosistemas.

5.5. indice de similitud de especies

Respecto al indice de similitud de especies obtenido entre los diferentes
manejos de los agroecosistemas (Figura 7), se encontré que los agroecosistemas
son diferentes entre ellos, el manejo intensivo comparandolo con el intensivo

obtuvo 0.37 lo cual muestra que estos agroecosistemas son los mas diferentes.

El manejo medio en cambio aunque es diferente a los otros dos manejos de
los agroecosistemas tiene la misma diferencia, como resultado de que comparte
la misma cantidad de especies pero no las mismas con los otros dos manejos de

agroecosistemas.
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5.6. Evaluacion de la colonizacion HMA en condiciones de suelo bajo en

fosforo

Se consider6 la obtencién del porcentaje de colonizacién de las macetas
trampa que se utilizaron para la repropagacion de esporas tomando en cuenta que
el suelo que se utilizé era bajo en fosforo. La Figura 8 muestra que el testigo no
tenia colonizacién HMA. El manejo tradicional fue el sitio con menor porcentaje de
colonizacion total (49%).

a) 120 b)
mParcela 1 100 é c
100 def f f f Parcela 2 20
g r eff mParcela 3 8 o0
5 4 ool g 70
5 od 5 60 b
S 0
§ 60 be 8 50
8 T 8 30
2 =
20 220
10 a
0 g 0

Intensivo Medio  Tradicional  Testigo Intensivo Medio  Tradicional  Testigo

Figura 8. Porcentajes de colonizacion total a) encontrados en cada una de las parcelas de
agroecosistemas con manejo tradicional, intensivo y medio.b) porcentaje de colonizacién por
estado. Letras diferentes indican diferencia significativa entre sitios y etapas fenolégicas ANOVA
(p<0.05).

En las raices de los diferentes sitios se pudo observar menor cantidad de
hifas (14%) y vesiculas (5%) en la parcela 3 del manejo tradicional (Figura 9 a, b).
Se observaron muy pocos arbusculos (Figura 7 c). La parcela 2 del manejo
tradicional fue donde se obtuvo el valor mas alto de coils (11.5%) (Figura 9 d). El
micelio externo se observO mas en las muestras provenientes del manejo medio
(6.1%) mientras que el manejo intensivo y tradicional obtuvieron valores de (0.3 %
- 0.6 %) (Figura 9 e). La observacion de otros hongos fue también registrada, se
encontré que la parcela 3 de manejo tradicional presento 5.8 % en contraste en la

parcela 3 de manejo medio no se observaron otros hongos (Figura 9 f).
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Figura 9. Porcentajes de colonizacion de agroecosistemas con manejo tradicional, intensivo y
medio en cada una de las parcelas. Letras diferentes indican diferencia significativa entre sitios y
etapas fenolégicas ANOVA (p=<0.05).
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5.7. Evaluacién del rendimiento vegetal

Se evaluo la altura y peso seco de las plantas que crecieron en un suelo
bajo en fésforo. En la Figura 10 a, b, ¢, d se muestra el peso seco de las plantas
después de ser secadas 3 dias en el horno 70 °C donde se observa claramente
que el testigo obtuvo el valor mas bajo (3.4 g) y el manejo medio el valor méas alto
(57 g) respecto al diametro del tallo de las plantas solo se observa diferencia entre

el testigo con el menor didmetro (0.5 cm) y los tres estados tienen valores
similares (1.3 cm).
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Figura 10. a) Peso seco por parcela, b) Peso seco por estado, c) Diametro de los tallos por parcela
y d) Diametro del tallo por estado. Letras diferentes indican diferencia significativa entre sitios y
etapas fenolégicas ANOVA (p<0.05).

La altura de las plantas fue registrada a partir de la tercera semana dandole
un seguimiento hasta el momento de la cosecha. Las diferencias en el crecimiento
entre el testigo y las planta con inoculo de cada uno de los sitios es de 83.24 cm al
final del experimento. A partir de la sexta semana el testigo se fue quedando por
debajo del manejo tradicional, intensivo y medio (Figura 11,12).
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Figura 11. Altura de las plantas en invernadero con inoculo nativo y en suelo estéril durante las 15
semanas.

Las plantas del manejo medio presentaron una altura promedio de 158.4 cm

siendo este el valor mas alto frente al testigo de 75.16 cm como el valor mas bajo

al momento de la cosecha de las plantas (Figura 12 a, b, c).
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Figura 12. Altura parte aérea de las macetas trampa semana 15.Letras diferentes indican
diferencia significativa entre sitios y etapas fenoldégicas ANOVA (p=<0.05).
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6. Discusion

Este trabajo evalud la colonizacion micorrizica de campo en tres diferentes
tipos de agroecosistemas, intensivo, medio y tradicional. Se identificaron las
especies de HMA presentes en cada uno de los diferentes tipos de
agroecosistemas conociendo la riqueza y similitud entre ellos. Ademas de poner a
prueba los in6culos de HMA nativos en condiciones de invernadero en un suelo

bajo en fésforo.

La colonizacién de raices de maiz (Zea mays L.) estuvo presente en todos
los sitios con diferente manejo de los agroecosistemas. El porcentaje mas alto de
colonizacion total fue de 55% en la etapa de floracion, después se observd una
disminucién en los porcentajes en la etapa de senescencia. Esto se explica a que
a partir de la fase de antesis, solo se requiere traslocar los nutrimentos ya
absorbidos hacia la inflorescencia para utilizarlos en la formacién de fruto y
semilla, lo cual tiene como consecuencia que el porcentaje de colonizacion por
HMA disminuya, asi como al suministrar a la planta el nutrimento mineral mediante
fertilizacion (Hayman, 1982; Abbott y Robson 1991; Arias et al., 2001).

Se ha observado que al existir en el medio nutrientes minerales suficientes
para que la planta los adquiera a un menor costo energético en comparacioén con
la asociacibn con HMA hace que la simbiosis tenga una disminucién por
cuestiones de valor energético. Arias et al., (2001) reporta que los genotipos de
maiz mas eficientes en la obtencién de nutrientes como es el N y el P presenta
una menor dependencia de las micorrizas arbusculares para obtencion de los
nutrimentos. Esto se debe a que el maiz presenta caracteristicas que le permiten

ser independientes de la asociacién micorrizica (Baker et al., 1970; 1971).

Se observd ademas la presencia de nematodos. Se sabe que los
nematodos establecen una asociacion de tipo parasita con la raiz de las plantas.
Algunos autores sefialan que la presencia de un hongo micorrizico eficaz reduce

la invasion y reproduccion de nematodos (Hussey & Roncadori, 1982; Lizaola et
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al., 1999). En mis resultados no encontré una correlacion entre la colonizacién

total y los huevos de nematodos en las raices.

El manejo medio presento los valores mas bajos en la colonizacion total, se
ha cultivado afio tras afio solamente con maiz desde hace 50 afios siendo un
ejemplo claro de monocultivo. Esto podria influir en la baja colonizacion, sin
embargo, los resultados de los andlisis del suelo y los de la correlaciéon entre el
porcentaje de colonizacion y las diferentes caracteristicas del suelo confirmaron
que la correlacion entre el pH y P son los principales limitantes de la colonizacién
de HMA (Altomare y Tringovska, 2011; Varma, 2008; Oehl et al., 2004; Kahiluoto
et al., 2001) Los suelos del manejo medio son considerados suelos acidos por su
origen volcéanico, este tipo de suelo tienen problemas de fijacion de fésforo, un alto
contenido de aluminio, sin embargo, Cardoso et al., (2006) han reportado que los
HMA son buenos facilitadores de fosforo para las plantas de maiz en estas
condiciones. Lo anterior corrobora que la colonizacion micorrizica de los HMA, se
modifica por las caracteristicas fisicas del suelo pero sin que esta simbiosis se vea
anulada (Pérez et al., 2011).

Quin et al., (2015) investigaron el impacto de diferentes fertilizantes
organicos e inorganicos sobre la colonizacién y la composicion de los HMA en un
experimento a largo plazo en agroecosistemas. Encontraron que la composicion la
comunidad de HMA colonizando las raices asi como las encontradas en el suelo
fue afectada por el pH y K disponible del suelo pero la relacion C/P solo afecto a la
comunidad de HMA en el suelo. En nuestros resultados se observo una

correlacion con las mismas caracteristicas del suelo.

La extraccidon de esporas en cada uno de los sitios fue exitosa pero se tomd
la decision de repropagar esporas en macetas trampa para tener material de
mayor calidad para la identificacion taxondmica. Ademas, se uso0 un dispersante
al momento del tamizado para obtener esporas mas limpias. Después de realizar
la extraccion de esporas de cada uno de los sitios y de las macetas trampa se
obtuvieron 34 especies. Se encontraron 4 especies presentes en todos los
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manejos: Paraglomus ocultum, Funneliformis mosse, Gigaspora albida vy
Acaulospora splendida las cuales muestran una mejor adaptacion tanto a las

diferentes préacticas como a las caracteristicas del suelo.

Se ha reportado a F. mossea como una especie frecuente sugiriendo que
que posee la habilidad de sobrevivir bajo condiciones que podrian ser
desfavorables para la mayoria de HMA (Daniell et al., 2001) Rhizophagus
irregularis y Claroideoglomus claroideo fueron reportados como las especies
dominantes en cultivos de maiz en Camerun, ademas de que lograron identificar la
presencia de Funneliformis mosseae, Gigaspora margarita, Cetrasphora pellucida

por medio de identificacion molecular (Jemo et al, 2014)

La riqueza de las especies se vio favorecida ante un manejo medio, donde
se encontré una riqueza promedio de 12 especies por parcela. Esto puede sugerir
que las practicas agricolas como la labranza y el uso productos quimicos no tiene
porque disminuir la riqueza de los HMA, si las practicas son realizadas de una
manera moderada se puede mantener en los suelos un reservorio de especies de

HMA potencialmente infectivas si se son estimuladas con las practicas agricolas.

A pesar de las caracteristicas del suelo que influyen en el porcentaje de
colonizacion como lo es el P, el cual es modificado por las practicas agricolas de
fertilizacion no tiene que afectar la abundancia y composicion de HMA como lo
reportaron Chen et al., (2014), quienes examinaron el efecto de las practicas de
fertilizacion sobre la abundancia y composicion de HMA en un pastizal en
Mongolia. Los resultados indicaron que la fertilizacion de N alteraba
significativamente las comunidades de HMA pero no asi en la abundancia, sin
embargo, la fertilizacibn de P mostrd6 no tener una significante influencia en la
estructura de la comunidad pero si inducia una reduccién en el rango de

colonizacion

Las macetas trampa confirman claramente que la relacidon mutualista entre

los HMA vy las plantas de maiz en suelo bajo en fésforo hace la diferencia para que
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la planta pueda llegar a tener un crecimiento adecuado mejorando el desarrollo de
la planta hospedante al incrementar la asimilacion de nutrimentos, por medio de
una mayor absorcion (Arias, 2001; Barrer 2009; Bolafos et al., 2007). Lo cual se
vio reflejado en la altura de las plantas ademas del nivel de madurez de éstas ya
qgue en las plantas del manejo medio al momento de la cosecha ya se podian
observar las inflorescencias femeninas y masculinas en todas ellas en
comparacion con el testigo que aun no tenia ninguna inflorecencia. Esto queda
claro en el peso seco, donde la diferencia entre las plantas de manejo medio con

las plantas testigo fue de 53.6.9.

La comparacién de los resultados de colonizacion de las plantas de campo
con las de las macetas trampa tienen en comun que el manejo intensivo obtuvo un
valor alto del 80% de porcentaje de colonizacién, pero menor al que el manejo
medio con el 91% de colonizacién. Lo anterior se explica porque las condiciones
del invernadero, el suelo que se utilizd era muy parecido al del las parcelas de
manejo medio. Esto confirma el porqué la utilizacion de HMA nativos dan mejores
resultados, ya que no tienen que adaptarse a nuevas condiciones lo cual les da
una ventaja clara frente a HMA introducidos (Barrer, 2009; Lekberg et al, 2008),
ademas que los HMA del manejo medio tenian condiciones del suelo favorables

para aumentar la colonizacion como lo es el pHy el P.

Los Glomeraceae han mostrado tener la capacidad de colonizar las nuevas
raices y tener un mayor rango de esporulacion que puede ser estimulado por los
altos contenidos de N y P en el suelo, en comparacion con las especies de
Acaulosporaceae y Gigasporaceae (Hart & Reader, 2002; Quin et al., 2015). En
los cultivos trampa no se repropagan todas las especies presentes en el campo,
ya gue las condiciones de invernadero favorecen a unas especies mas que a otras
(Hijri et al., 2006).En el campo los reservorios de inéculos en el suelo ayudan a

mantener la diversidad de las especies.

Acaulosporacea en el manejo tradicional fue mas abundantes con un 37%

de especies lo cual concuerda con lo reportado por Oeht et al., 2004, quienes
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encontraron mas frecuencia a Acaulospora en un manejo organico. Se sugiere que
Paraglomus, Acaulospora y Scutellospora aparentemente son sensibles a las
caracteristicas del suelo y el manejo. Ademas se ha reportado que Acaulospora es
efectivo en suelos donde los nutrientes son limitados debido a su mayor eficiencia
para facilitar fésforo a las plantas en comparacion con otros géneros a pesar de su
lento crecimiento (Jackobsen et al,. 1992; Lovelock et al., 2003;). Como resultado
de su lento crecimiento se puede ver reflejado en los porcentajes de colonizacion
de las macetas trampa donde el manejo tradicional obtuvo el porcentaje mas bajo
siendo significativamente diferente a los otros dos manejos donde el género
Acaulospora no era el género dominante. Carreén-Abud et al., 2014 evaluaron el
desempeiio de 12 inoculantes de HMA en el desarrollo de plantas de aguacate en
etapa de vivero donde encontraron que Acaulospora delicata tuvo el mejor
desempefio en la altura de las plantas. Paraglommaceae se encontré en 6% en el

manejo tradicional e intensivo y 5% en manejo medio.

Los indices de similitud dejan ver que los manejos extremos como lo son el
intensivo y tradicional si influyen para que la composicién de las especies sean
diferentes siendo estos manejos los que son mas diferentes entre si con un indice
de Sorencens de 0.3, asi como se puede observar que el manejo medio comparte
el mismo indice de similitud de 0.4 tanto con el manejo intensivo como con el

tradicional, sin embargo, el indice obtenido muestra que son también diferentes.

Nuestros resultados concuerdan con lo encontrado por Jemo et al., (2014)
quienes concluyeron que los inoculos de las comunidades nativas provenientes de
agroecosistemas de maiz con un manejo menos intensivo en el pasado, proveen
mayores beneficios al crecimiento del maiz y la obtencion de fésforo. Sin embargo,
es importante mencionar que el disefio que se utilizd para nuestro trabajo no hace

posible separar el efecto del sitio de las practicas agricola.
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7. Conclusiones

En los tres diferentes manejos se encontrd la presencia de HMA asociada a las
raices de maiz. El porcentaje de colonizacion se vio afectado por las caracteristicas del
suelo principalmente la acidez y alto contenido de fosforo en el suelo, lo que no favorecio
la simbiosis al tener la planta la capacidad de adquirir fosforo sin la necesidad de invertir
energia en la simbiosis con HMA. Las caracteristicas del suelo de cada uno de diferentes
manejos afectaron el porcentaje de colonizacion de las raices de plantas en campo asi
como en condiciones de invernadero. Ademas el porcentaje de colonizacién responde a
las necesidades nutricionales de la planta, que puede verse afectada negativamente por
los sistemas de produccion de maiz y el ciclo del cultivo.

Las comunidades de los HMA son distintas en los tres diferentes agroecosistemas.
Sin embargo se encuentran especies compartidas entre los agroecosistemas, las cuales
pueden ser utilizadas potencialmente como parte de consorcios junto con un cuidadoso,
uso de las practicas agricolas que estimulen la infectividad de los HMA para que las
plantas puedan resistir mejor las diferentes condiciones de estrés a las cuales estan
sometidas en campo.

Los HMA nativos en condiciones de suelo bajo en fésforo aumentaron su eficiencia
al colonizar a las raices de maiz. Los inéculos de los HMA nativos pueden ser usados
para favorecer la productividad en los agroecosistemas, con suelos con moderada y baja
fertilidad. Es importante evaluar bajo otras condiciones la eficiencia de las interacciones
con otros microorganismos rizosféricos obteniendo mas informacién que pueda ser
potencialmente probada en el campo.

Nuestros resultados sugieren que un manejo medio con el uso mas racional de los
insumos agricolas preserva una mayor riqueza, sin embargo, para poder predecir la
diversidad de los HMA, es necesario tener en cuenta las condiciones ambientales y el
desarrollo historico del manejo de los agroecosistemas. Ademas nuestros resultados
apoyan parcialmente la hip6tesis inicial; donde las caracteristicas del suelo y las practicas
agricolas afectarian la diversidad y la abundancia, ya que la riqueza es parecida pero no
asi la composicion de las especies, al encontrar especies Unicas en los diferentes

manejos de los agroecosistemas.
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