UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

UNIDAD LAGUNA

DIVISION DE CARRERAS AGRONOMICAS

Propagacién de cultivos puros de hongos micorrizicos arbusculares
provenientes de la rizosfera de Distichlis spicata L. por la técnica de minirizotrén

POR

Edna Yolanda Arellanes Avila

TESIS
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA

OBTENER EL TITULO DE:

INGENIERO AGRONOMO EN HORTICULTURA

TORREON, COAHUILA, MEXICO DICIEMBRE DE 2019



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
UNIDAD LAGUNA
DIVISION CARRERAS AGRONOMICAS

Propagacion de cultivos puros de hongos micorrizicos arbusculares
provenientes de la rizésfera de Distichlis spicata L. por la técnica de
minirizotrén

POR:

Edna Yolanda Arellanes Avila

TESIS

Que se somete a la consideracion del H. Jurado Examinador como requisito
parcial para obtener el titulo de:

INGENIERO AGRONOMO EN HORTICULTURA

Aprobada por:

J4
ql)il'lllm.

M.E. Victor Martinez Cueto - A/Manuel Nava Santos
Voca

Torreén, Coahuila, México

\ OO#D’MC!@,’;:},, LADN J*S\Q““e )

“R“e@s At mm*\f&?&‘

e,



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
UNIDAD LAGUNA
DIVISION DE CARRERAS AGRONOMICAS
DEPARTAMENTO DE HORTICULTURA

Propagacion de cultivos puros de hongos micorrizicos arbusculares
provenientes de la rizésfera de Distichlis spicata L. por la técnica de
minirizotron

POR:
Edna Yolanda Arellanes Avila
TESIS

Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:

INGENIERO AGRONOMO EN HORTICULTURA

ité de Asesoria:

‘ //r,
.C. Ge vg/ erv(éndez Zamudio
\segor Principal

(

M.E. Victor Martinez Cueto

Coasesor

Torredn, Coahuila, México

%ﬁomcm oe v o /
SRR Aaagﬁ@é‘&‘}f‘g«

s, e
R



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar a Dios, que me ha brindado una vida llena de alegrias y
aprendizaje, permitiéndome vivir una grata experiencia en esta etapa

universitaria.

A la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna, por la

oportunidad y las enseflanzas que me brindo.

A mi asesor de tesis M.C. Genoveva Hernandez Zamudio, por la orientacion y
ayuda que me brind6 para la realizacion de esta tesis, por su confianza, apoyo,
paciencia y amistad que me permitieron aprender mucho mas que lo estudiado

en el proyecto.

A mi tutora M.E. Francisca Sanchez Bernal, por su paciencia, consejos, apoyo,

carifio.
A M.E. Victor Martinez Cueto, por sus consejos, carifio y amistad.
A Ing. Juan Manuel Nava Santos, por su paciencia y apoyo.

Al Dr. Angel Lagarda Murrieta, por facilitarme las instalaciones del laboratorio

de Cultivo de Tejidos, para realizar parte de este trabajo.

A todos mis profesores de la carrera Ingeniero agronomo en Horticultura, por

compartir sus conocimientos, por su paciencia y carifio.

A mis compafieros del laboratorio de micorrizas, Santiago, Carmi y Lucio, por

los dias en el laboratorio que sin ustedes no serian lo mismo.

A mis compafieros de clases, muchas gracias por haber formado parte de mi
vida estos 9 semestres, gracias por la compafia, paciencia, camaraderia,

carifio, por todo lo que me ensefiaron, muchas gracias.



DEDICATORIAS
Al amor de la vida, mi hijo Sergio Andrés, por su apoyo, carifio y paciencia, por
estar incondicional a mi lado.

A mi Madre, que siempre esta ahi, dando el ejemplo de ser mejor cada dia, por

sostenerme y echarme porras todos los dias cuando sabe que apenas puedo.

A mis amores en el cielo, a mi hija Alyssa, a mi Padre y mi Esposo, que siempre

estan en mi corazon.

A mis hermanas Laura y Claudia, que son mis amigas incondicionales y mis

compafieras de vida.

A mis hermanos Andrés, Pedro y Naty, por estar al pendiente de mis

necesidades y me aman incondicionalmente.
A mis cufiados y cufiadas que se convirtieron en mis hermanos de corazon.

A mis sobrinos que los amo como hijos Kenneth, Russell, Andrés, Robert,

Adrian, Alejandro, Alonso, Dante, Aimé, Lexi.

A mis sobrinas nietas, Mary Jane y Athena.



RESUMEN

Se aislaron hongos micorrizicos arbusculares (HMA) vy raices del suelo de la
rizosfera de Districhlis spicata L., donde se obtuvieron cinco morfotipos, de los
cuales solo se llevaron a propagacion 4 por la cantidad de esporas
encontradas, estas se propagaron por la técnica minirizotron y como planta
trampa pasto (Lolium perenne L.), evaluando la colonizacién micorrizica a los
60 y 90 dias. Este sistema, resulté ser mas efectivo con el in6culo de raiz, un
98% de colonizacion micorrizica en comparacién con el cultivo puro que
alcanzé un 96.99%. EIl sistema de minirizotrén resulté ser efectivo para la

propagacion de cultivos donde se utiliz6 como in6culo raiz y esporas

Los cultivos minirizotron que se inocularon con los morfotipos de esporas vy las
raices se trasplantaron a macetas trampa durante cuatro meses, y se utilizaron
como plantas trampa tomate (Solanum lycopersicum L.) y pasto (Lolium
perenne L.). El método de minirizotron resulto ser mas eficiente para la
colonizacion micorrizica. En el método de maceta trampa los morfotipos
obtuvieron un porcentaje de micorrizacion mayor que la de las raices. En las
macetas trampa el pasto Lolium perenne L. como planta hospedera presento

mayor porcentaje de micorrizacion.

Palabras clave: Micorrizas, Minirizotron, Cultivos puros, Morfotipos, indculo



ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and roots of the rhizosphere of Districhlis
spicata L. were isolated, where five morphotypes were obtained, of which only 4
were propagated by the amount of spores found, these were propagated by the
minirizotron technique and as a grass trap plant (Lolium perenne L.), evaluating
mycorrhizal colonization at 60 and 90 days. This system proved to be more
effective with root inoculum, 98% of mycorrhizal colonization compared to pure
culture that reached 96.99%. The minirizotron system proved effective for the

propagation of crops where it was used as root inoculum and spores

The minirizotron cultures that were inoculated with the spore morphotypes and
the roots were transplanted into trap pots for four months, and tomato (Solanum
lycopersicum L.) and grass (Lolium perenne L.) were used as trap plants. The
minirizotron method proved efficient for mycorrhizal colonization. In the trap pots
the morphotypes (spores) obtained a percentage of mycorrhization greater than
that of the roots. The Lolium perenne L. grass as a host plant had a higher
percentage of mycorrhization

Keywords: Mycorrhizae, Minihrizotron, Pure cultures, Morphotypes, Inoculum
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l. INTRODUCCION

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son organismos del phylum una
asociacion simbiodtica con las raices de alrededor de 80% de las plantas
terrestres desde hace mas de 460 millones de afios (Hong et al., 2012; Montafio
et al.,, 2012; Schussler et al., 2011). Estos hongos son los simbiontes mas
indispensables en los ecosistemas Glomeromycota y forman (Lumini et al.,
2011).

Esto es debido a las ventajas que estos hongos le proporciona a la planta
como: mejor aumento en la captacién de agua, y minerales, sobre todo aquellos
de baja movilidad como el fésforo y el nitrbgeno ademés de aumentar su
capacidad fotosintética, por esta razon la produccion de la biomasa aumenta
de forma considerable. La planta también se ve protegida de la entrada de
patdgenos, es por ello aumenta su resistencia a las enfermedades (Wehner et
al., 2010). Estas caracteristicas son indispensables para la sobrevivencia de las
plantas sobre todo en condiciones extremas, como los ecosistemas aridos
(Calvo-Polanco et al., 2013).

Es por ello que la seleccion e inoculacién de hongos micorrizicos con funciones
beneficiosas puede contribuir al establecimiento de plantulas y la recuperacion
de areas degradadas, debido a que aceleran el desarrollo de la planta y
aumentan la tolerancia al estrés del trasplante, ademas de que se restaura los
ciclo de nutrientes (Angelini et al., 2012; De Souza et al., 2006; Soares y
Carneiro, 2010).

La disponibilidad de in6culo de los HMA en grandes cantidades has sido el
principal motivo de que su uso no se haya generalizado (De Souza et al., 2006;
Miranda, 2008). Su eficacia también es cuestionada por Paluch et al. (2013),
quienes argumentan que la comunidad nativa de hongos micorrizicos promueve

una mayor colonizacion de la raiz que la adicion de inoculantes comerciales.



El método de minirizotrén, puede ser una herramienta Util para propagar los
HMA en condiciones axénicas in vivo Yy resguardar colecciones de
germoplasma. De esta manera, se pueden establecer como colecciones tipo,
para conservar las propiedades esenciales de los HMA y para poder ser
explotados como bioinoculantes, o con la finalidad de conservacion de
ecosistemas, o para elevar la productividad de agroecosistemas, ademas ser
una fuente de recurso genético potencial para la investigacion basica de este

importante grupo de hongos del suelo (Carreén-Abud et al., 2013).

Ademas de este inoculante monosporico, es posible producir inoculantes con
diferentes especies nativas con mayor facilidad y velocidad. En comparaciéon
con el inoculante comercial, tiene un bajo costo, mayor diversidad taxonémica y
el uso de especies localmente adaptadas (Schwartz et al., 2006) esto aumenta
las posibilidades de efectos positivos en la planta (Klironomos, 2003). El uso del
inoculante de los HMA producido a partir del suelo forestal es el método mas
confiable y recomendado debido a su alta diversidad de especies, el potencial
para acelerar la restauracion ecoldgica del suelo y promover la germinacion y el
crecimiento de las plantas (Klironomos, 2003; Paluch et al., 2013).



1.1 Objetivo general
Obtener cepas puras de hongos micorrizicos arbusculares, a partir de esporas y

raices, aisladas de la rizosfera de Districhlis spicata L., propagandolas por
medio de la técnica de minirizotron y midiendo su capacidad infectiva

(colonizacion micorrizica) para la obtencion de inéculo.

1.1.1 Objetivos especificos

a) Evaluar el porcentaje de micorrizacion por morfotipos en minirizotron.

b) Evaluar el porcentaje de micorrizacion por fragmentos de raiz en
minirizotron.

c) Determinar el porcentaje de micorrizacion por morfotipos en maceta

trampa.
d) Determinar porcentaje de micorrizacion por fragmento de raiz en maceta

trampa..

1.2 Hipétesis

Las esporas son mejor inoculante que las raices.



. REVISION DE LITERATURA

2.1 Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA)

2.1.1 HMA y las plantas

Glomeromycota, es el filo de hongos que contiene todos los conocidos Hongos
Micorrizicos Arbusculares (HMA), han co-evolucionado con sus anfitriones ya
que las plantas conquistaron el medio terrestre durante el Periodo Ordovicico
mas de 430 millones de afios atras (Sturmer, 2012). Los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) benefician a los ecosistemas terrestres en todo el mundo
mediante el establecimiento de una asociacién intima con las raices en la

mayoria de las plantas: la simbiosis micorrizica (Johnson, 2010)

2.1.2 La simbiosis micorrizica

Los hongos Micorrizicos arbusculares (HMA) son simbiontes obligados que
viven en las raices de aproximadamente el 80%-90% de las especies de
plantas, la mayoria forman esporas en el suelo que son capaces de germinar y
crecer a partir de un estado de reposo, al igual que en respuestas a diferentes
condiciones edaficas ambientales (Giovannetti et al., 2010), esta simbiosis es el
intercambio reciproco de nutrientes que resulta un beneficio nutricional para
ambos simbiontes donde el hongo adquiere el carbono de la planta y la planta
obtiene nutrientes minerales del hongo como Fosforo (P), Nitrégeno, Calcio,
Zinc, Cobre (Harrison et al., 2010).

2.1.3 Asociacion simbiosis
En 1885, Frank propuso el término micorriza para describir un fendbmeno comun
que observd en las raices de ciertos arboles de los bosques templados de

Norteamérica. Estos organos eran diferentes morfolégicamente de otras raices



cuando se encontraban asociadas a hongos del suelo; de ahi proviene su

nombre latino que significa raiz fungosa (Harley y Smith, 1983).

La simbiosis entre las plantas y los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) es

posiblemente el mutualismo mas frecuente del mundo.

La gran mayoria de las plantas terrestres forman interacciones con los hongos
micorrizicos arbusculares, en las cuales las plantas suministran a los hongos
con carbohidratos, esenciales para la supervivencia y el crecimiento de hongos
(Parniske, 2008). A cambio, los hongos proporcionan a sus plantas
hospedadoras nutrientes minerales (por ejemplo, fésforo (P)) y otros beneficios
como la proteccion contra bidticos (patbgenos y herbivoros) y tensiones
abioticas (p. ej., sequia) (Smith et al., 2010). Esta asociaciéon, que evoluciond
mucho antes este mutualismos entre insectos o vertebrados (Leigh Jr, 2010), es
acreditado con la conduccion de la colonizacion de tierras por plantas,
permitiendo la transferencia masiva de nutrientes a nivel mundial y el secuestro

critico de carbono (Bonfante y Genre, 2010; Smith et al., 2010).

2.1.4 Estructuras de los HMA

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) se caracterizan por presentar un
crecimiento intra e intercelular en la corteza de la raiz y por formar dos tipos de
estructuras, arbusculos y vesiculas (Quilambo, 2003). Los arbusculos son hifas
que se dividen dicotomicamente, son invaginados por la membrana plasmatica
de las células corticales y presentan periodos de vida cortos, mientras que las
vesiculas son estructuras de almacenamiento que se forman en la parte
terminal de las hifas (Barker et al., 1998). Los géneros Gigaspora y
Scutellospora no producen vesiculas, en lugar de ellas forman células auxiliares
(Peterson et al., 2004).



2.1.5 Mecanismo de colonizacion

Las esporas pueden considerarse solamente uno de los tipos de propagulos de
los hongos endomicorrizicos debido a que las raices de las plantas se colonizan
también por trozos de micelio activo que se ramifica para desarrollar la
infeccion. El inicio de la colonizacién de la planta y con ello la formacién de la
simbiosis comienza con la germinacion de las esporas de resistencia en el
suelo cuando las condiciones de temperatura y humedad son favorables (Bolan
y Abbott, 1983) o bien mediante el crecimiento de hifas a partir de propagulos

del suelo que se encuentran cerca del sistema radical susceptible.

El crecimiento del micelio se incrementa algunas veces debido a que los
exudados de la raiz pudieran proporcionar sustratos adecuados para el
desarrollo de las hifas después de que las reservas de nutrimentos sobre todo
en las esporas, se hubieran agotado. Sin embargo, a pesar del crecimiento del
micelio en presencia de raices, las hifas no parecen tomar una direccién hacia

ellas, sino hasta que se encuentran muy cerca, es decir unos pocos milimetros

La hifa finalmente tiene contacto con la célula epidérmica o un pelo radical y
produce un apresorio ligeramente engrosado, a partir del cual se desarrollan
ramificaciones infectivas cortas. Posteriormente se produce la penetracion de la
epidermis o del pelo radical mediante la presion ejercida por la hifa en
crecimiento sobre la pared celular, lo cual hace que esta Ultima se agarre
alrededor de la hifa y se vuelva mucho mas delgada en las células corticales.
No se sabe si esta involucrada la produccion de enzimas por el hongo, pero
parece probable que ocurra una alta actividad hidrolitica y se ha sugerido
también que la entrada de la hifa a la raiz se facilita por la presencia de

pectinasas (Bonfante et al., 2004; Harley y Smith, 1983).

Una vez que la hifa penetra la raiz, generalmente entre las células epidérmicas,
se dispersa también intercelularmente a lo largo de la corteza, alcanzando la
segunda capa de células corticales. La colonizacion se vuelve intracelular (Safir,
1987) cuando la hifa degrada la pared de la célula e invagina la membrana para

ramificarse luego dicotbmicamente muchas veces y formar una estructura



parecida a un arbusto, denominada arbulsculo, dentro de la célula. Este es el
sitio donde se lleva a cabo el intercambio de nutrimentos entre ambos
simbiontes (Harley y Smith, 1983).

Otras ramificaciones de las hifas intraradicales en algunos géneros de hongos
endomicorrizicos, forman vesiculas intercelulares que parecen ser reservorios
de nutrimentos dado que presentan gran cantidad de lipidos (Bowen, 1987). La
vida media de un arbusculo en actividad es muy corta y varia entre dos y quince
dias, al cabo de los cuales se colapsa y permanece rodeado por el plasmalema
de la célula vegetal, siendo encapsulado por material depositado en la zona
interfacial proveniente presumiblemente del hospedero (Harley y Smith, 1983).
Este continuo proceso de degradacion de arblsculos a la vez que se forman
otros nuevos es ventajoso para la planta, un arbusculo en degradacion, lleno de
nutrimentos puede liberar su contenido a la célula de la raiz y a partir de alli
distribuirse a toda la planta (Salazar-Garcia, 2002). La colonizacion del hongo
puede extenderse también mediante hifas y hongos por la superficie de la raiz y

penetrar en ésta a intervalos irregulares (Sieverding et al., 1991)

2.2. In6culo

2.2.1. Seleccion del in6culo

Para obtener éxito en la simbiosis entre el hongo y la planta es indispensable
hacer una seleccién de la especie micorrizica a inocular, ya que diversas
especies presentan diferente infectividad dependiendo del hospedero con el
gque se asocie, por lo que es importante conocer los HMA de agroecosistemas
especificos para reintroducirlos en dichos habitats y promover el crecimiento
vegetal (Cameron, 2010).



2.2.2 Produccion de indculo.

El avance que se ha logrado en el tema de las asociaciones micorrizicos incluye
también el desarrollo de técnicas que permiten la produccion masiva de
inoculante de alta calidad; sin embargo, siempre seran necesarios los estudios
ecoldgicos para la seleccion de nuevas especies, e incluso de ecotipos de una

misma especie adaptados a ambientes especificos (Manjares et al., 2000).

2.2.3 Sustratos para propagar inéculos de HMA

Para propagar a los HMA se utiliza comUnmente arena, la cual es un sustrato
que permite alta colonizacion y produccion de esporas; sin embargo, debido a
su peso, el manejo en cantidades altas es dificil. Otros materiales usados para
la propagacién de estos hongos son turba, perlita, vermiculita, arcillas
expansivas, diversos residuos forestales y agricolas, y tezontle (Douds Jr et al.,
2010; Jakobsen et al., 1992; Jarstfer y Sylvia, 1995).

En su mayoria, los sustratos se usan a granel, lo que incrementa su
variabilidad. Segun Anicua Sanchez et al. (2009), el tamafio de particula es
factor determinante para el desarrollo de las plantas, porque las propiedades
fisicas y quimicas de los sustratos dependen de la granulometria de los
componentes. (Gutiérrez-Castorena et al., 2011) usaron mezclas de corteza
exterior de coco granular: tezontle granular: piedra pémez con granulometria de
1-2 mm y proporcion 75:25, y mediante estudios micromorfologicos mostraron
que en estas mezclas hay un sistema de poros heterogéneo y distribucion en
bandas, lo que permitié la percolacion y la retencion de humedad éptima para el

desarrollo de plantulas.

Hay poca investigacion que considere el tamafio de particula en la produccién
de inoculante de HMA en diferentes sustratos (Drew et al., 2003; Gaur y
Adholeya, 2000; Ridgway et al., 2006).

Segun Safir (1987), el sustrato ideal para la propagacion de HMA debe permitir

el establecimiento funcional de la simbiosis micorrizica y ayudar a la provision



de agua y aire para el crecimiento de los simbiontes involucrados. Ademas
debe ser ligero, de bajo costo y con alta disponibilidad (Chavez et al., 2000;
Gonzélez, 2002).

El inoculante esta listo cuando se cumple el ciclo reproductivo de dichas plantas
y es extraido conjuntamente con el sustrato, el cual incluye todos los
propagulos infectivos del hongo micorrizégeno (esporas, raicillas infectadas y
fragmentos de hifas). No obstante, este puede ser extraido en cualquier otro
momento, en dependencia de la cantidad de propagulos existentes en el
sustrato (Noda, 2009). Gomez et al. (1996) recomiendan el recubrimiento de las

semillas para los cultivos de siembra.

2.3 HMA como biofertilizante

2.3.1 Fertilizantes minerales

El uso desmedido de fertilizantes minerales ha provocado desequilibrio y
desbalance en el sistema suelo-planta, por disminucion de las actividades
microbianas y del potencial productivo de las cosechas (Charles y Martin
Alonso, 2015), por otra parte, los agroquimicos en los productos horticolas
preocupan sobremanera al consumidor, sobre todo por su residualidad
(Fernandez, 2001). Tal problemética ha estimulado el rescate de alternativas
organicas, las cuales resultan ser insumos ideales para mantener cosechas
sanas, y a la vez, mejorar las propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas de los

suelos, para conservar su capacidad productiva.

2.3.1.1 Biofertilizantes

Dentro de las alternativas nutricionales, los biofertilizantes, como los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), han sido muy eficientes como sustitutos del
fertilizante mineral (Pérez, 2012; Sharafzadeh y Ordookhani, 2011; Smith et al.,
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2011) y a su combinacién con materia organica, se le atribuye una mayor

eficacia, por tener un efecto sinérgico (Maya et al., 2012; Saxena et al., 2013).

La utilizacion de estos microorganismos resulta factible para cualquier sistema
de produccion agricola debido a las funciones que realizan una vez que se
asocian con las plantas; entre ellas encontramos: incremento en la absorcién de
nutrientes minerales y agua a partir de un aumento en el volumen de suelo
explorado, mayor resistencia a las toxinas, incremento de la traslocacién y
solubilizacion de elementos esenciales, proteccion contra patdégenos radicales y
el aumento de la tolerancia ante condiciones abidticas adversas (sequia,
salinidad, etc.)(Smith y Read, 2008).

2.4 Técnicas de propagacion de indculo

2.4.1 Minirizotrén

La técnica de cultivo por minirizotron, ha recibido especial interés para
caracterizar varios procesos biolégicos tales como la produccion de raices finas,
longevidad de raices, incrementos en la colonizacién, reducir el parasitismo e
incrementar las probabilidades de obtencion de cultivos puros. El sistema
reduce el area de crecimiento de raices, incrementa la concentracion de CO2
de la atmésfera del sustrato y con ello promueve la ramificacion de hifas
germinativas incrementando la posibilidad de colonizacion. Posteriormente el
sistema se trasplanta a macetas con el mismo sustrato en donde se incrementa
el nivel del mismo y se promueve un mayor desarrollo vegetal, estimulando la

esporulacion (Ortega-Larrocea et al., 2008).

2.4.2 Maceta trampa
La propagacion de cultivos puros de HMA, presenta muchas dificultades debido
a la imposibilidad de cultivar hongos que forman esta simbiosis

(Glomeromycota) en condiciones axénicas, pues hay que tomar en cuenta
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aspectos como la capacidad del hongo para completar su ciclo de vida con
suficiente produccion de esporas y de estructuras intraradicales, caracteristicas

del género o especies considerados (Declerck et al., 2005).

Las técnicas de propagacion de HMA in vivo que se utilizan cominmente, como
son el cultivo trampa en maceta, el cultivo con diferentes sustratos, o el cultivo
hidropénico, reducen significativamente la eficiencia del cultivo de hongos de
una sola especie o de un conjunto reducido de especies (Ortega-Larrocea et al.,
2008), ademas de que presentan el riesgo de contaminarse con otras especies
(Declerck et al., 2005).

2.5 Zonas aridas, semiéaridas y la salinidad, en México

2.5.1 Zonas aridas, semiéaridas

Las zonas é&ridas y semidridas de México ocupan entre 50% y 60% de la
superficie total del pais (Challenger, 1998). Estas regiones de baja precipitacion
pluvial anual son referidas usualmente como &aridas, si su precipitacion media
anual es inferior a 250 mm, y como semiaridas si la lluvia media fluctia entre
250 y 450 mm (Wang y Nobel, 1998). En estos ambientes, el clima y la
topografia son los factores que determinan, en mayor medida, los patrones de
distribucion espacial y temporal de la vegetacion en las comunidades vegetales
(Valentin etal., 1999).

La microbiota del suelo juega un papel fundamental en la regulacién de los
ecosistemas terrestres, influyendo en la productividad, diversidad y estructura
de las comunidades vegetales (Van Der Heijden et al., 2008). Entre los
organismos que habitan en el suelo cabe destacar por su funcion ecoldgica los
hongos micorrizicos arbusculares. El deterioro de los sistemas suelo-planta, en
cuanto que afecta a las relaciones planta-microorganismos, desencadena un
circulo vicioso de los efectos negativos. Si no hay plantas, se degrada la vida

microbiota del suelo y si no hay propagulos, cualquier proceso natural o
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inducido de revegetacion presenta problemas para prosperar adecuadamente
(Marulanda et al., 2006).

2.5.2. El estrés salino

La salinizacion de los suelos es uno de los mayores problemas no solo a nivel
ecologico sino también agronémico. A nivel ecolégico es la causante de la
perdida de comunidades naturales de las plantas y acelera los procesos de
degradacion del suelo y desertificacion (Alguacil et al., 2012). La salinidad es
ademas el estrés abidtico que afecta negativamente al crecimiento vegetal y por
lo tanto a la produccién agricola, ademas de limitar el uso de nuevas éareas
potenciales de cultivo. Las plantas pueden clasificarse en base a su tolerancia a
la salinidad como haléfitas (tolerantes) y glicéficas (sensibles), habiendo
grandes diferencias dentro de cada grupo en base al nivel de tolerancia
(L&uchli, 1984).

Debido a que la mayor parte de los cultivos son glicofitos, el exceso de sales en
el suelo ocasiona pérdidas importantisimas en explotaciones agricolas (Pitman
y Léauchli, 2002). Los factores ambientales estan estrechamente relacionados
con la distribucion de las zonas afectadas por salinidad. Por lo tanto en los
climas aridos y semiaridos, caracterizados por escasez de lluvias, temperaturas
extremas y alta velocidad de evaporacion (Brito, 2011) el principal factor
limitante de la fertiidad de los suelos y la productividad de los cultivos lo
constituye | salinidad (Evelin et al., 2009). A nivel mundial hay mas de 800
millones de hectareas afectadas por la salinidad, mas del 6% del area total de la

superficie terrestre (Munns y Tester, 2008)

Ademas de las causas naturales, la actividad humana, en concreto las malas
practicas de cultivo y el riego, han contribuido al incremento alarmante de sales
en el suelo (Mahajan y Tuteja, 2005).
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2.5.3. Efecto de la salinidad en las plantas

La salinidad del suelo tiene un efecto negativo en el establecimiento,
crecimiento y desarrollo de las plantas (Evelin et al., 2009): Las plantas que
crecen en areas afectadas por salinidad son sometidas a tres estreses
fisiolégicos: toxicidad ionica, estrés osmotico y desequilibrio nutricional (Munns
y Tester, 2008).

2.5.4. Simbiosis HMA - planta, tolerancia al estrés salino

La simbiosis HMA contribuye a incrementar la resistencia y tolerancia de las
plantas a la salinidad, sequia, estado de deficiencia 0 exceso de nutrientes,
exceso de metales pesados, degradacion del suelo, etc. (Azcon-Aguilar y
Barea, 2015).

2.6 Distichlis spicata L.
El género Distichlis, cuyo nombre vulgar es “pasto salado”, caracteriza la flora
de las areas con suelos naturalmente salitrosos o salinizados artificialmente,

desde las elevadas montafias hasta la orilla del mar (Pelliza et al., 2005).

El pasto salado posee estructuras morfo-anatbmicas que corresponden a
adaptaciones funcionales capaces de explicar su capacidad de crecimiento en
condiciones muy desfavorables para la mayoria de las plantas, por lo que
Hansen (1977) definen a D. spicata L. como planta pionera en la sucesion
ecoldgica. Dichos autores sefialan la presencia en D. spicata L. de: a) fuertes,
profundos y extendidos rizomas que facilitan el transporte de gases, agua y
nutrientes, de los que brotan las cafias aéreas (Nicora, 1978); b) estomas
protegidos por protrusiones de las células oclusivas y por papilas, estructuras
gue ayudan a controlar la evapotranspiracion; c) microtelos, tricomas bicelulares
con funciones de glandulas de sal, que participan en la regulacion del equilibrio
osmoético mediante la excrecion de Na y K y d) via fotosintética C4 evidenciada

por la presencia de los caracteres Kranz (Pelliza et al., 2005).
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Comunmente las plantas C4 crecen en lugares calidos y himedos (Ehleringer y
Monson, 1993) pero el pasto salado caracteriza ambientes muy variados,

aunque con el comun denominador de tener suelos salinos.

2.7 Pasto (Lolium perenneL.)

El raigrds inglés (Lolium perenne L.) es una de las gramineas forrajeras mas
cultivadas a nivel mundial debido a su amplia adaptabilidad. En Europa es la
segunda especie con mayor superficie sembrada solamente después de los
cereales (Sampoux et al., 2013). Es comun encontrar plantas de L. perenne en

simbiosis con hongos enddfitos del género Epichloé.

La planta hospedadora provee al hongo nutrientes y un medio de dispersion a
través de las semillas; y el endéfito promueve la sintesis de metabolitos
secundarios que confieren proteccion a la planta contra el herbivorismo (Schardl
et al., 2013). Los principales alcaloides producidos en las gramineas
hospedadoras de enddfitos Epichloé son cuatro: (1) lolitrenos, neurotoxinas que
pueden ocasionar modorra del raigras (ryegrass staggers); (2) ergovalina,
vasoconstrictor causante de la festucosis del ganado; (3) peramina y (4) lolinas,

con propiedades insecticidas (Clay y Schardl, 2002).

El perfil de alcaloides en la planta depende de la especie del hongo como de la
planta hospedadora y la concentracion puede variar dependiendo de factores
de la planta y ambientales(Schardl et al., 2013). Actualmente existen hongos
enddéfitos que se utilizan en la mejora de diversas especies de gramineas
(Easton et al., 2001).En especies forrajeras se seleccionan estirpes con
capacidad para producir alcaloides que actien como insecticidas y se evitan

aguellas que produzcan metabolitos dafinos para el ganado.
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2.8 Tomate (Solanum lycopersicum L.)

2.8.1 Origen
El tomate es originario de la ameérica del sur, de la region andina,
particularmente de Perl, Ecuador, Bolivia y Chile. Sin embargo, su

domesticacion fue llevada a cabo en México.(Coveca, 2002).

2.8.2 Importancia econdmica

El tomate es la hortaliza mas difundida en todo el mundo y la de mayor valor
econdmico. Su demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo,
produccién y comercio. El incremento anual de la produccién en los Ultimos
afios se debe principalmente al aumento en el rendimiento y en menor
proporcion al aumento de la superficie cultivada. Es una de las especies
horticolas de gran importancia econémica y nutricional; presenta altos contenido
de vitamina C, hierro y vitamina A. pocos productos agricolas se presentan para
tantos usos como el jitomate, debido a que se le puede usar como ingrediente
en la cocina y consumo en fresco y procesado en forma de pasta, salsa, jugo, 0

polvo (Coveca, 2002).

Durante el afio 2010 hasta el mes de octubre se comercializaron dos millones
de toneladas a nivel mundial ocupando México el primer lugar de exportacion
de tomate con dos millones de toneladas y un ingreso de 12, 700 millones de

pesos anuales (Céazares, 2010).

El tomate es el principal cultivo en invernadero en México y el mundo (Calvin y
Cook, 2005; Steta, 2004).
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Area de muestreo

Las muestras se obtuvieron de la Poza Salada, dentro del Valle del Sobaco, en
el municipio de San Pedro, Coahuila con coordenadas 26° 10’ 54” Ny 102° 42’
24" 0. dentro de la ecorregion conocida como Desierto Chihuahuense, de clima
arido, donde la temperatura en verano alcanza los 44°C y la precipitacion es
menor a los 250 mm anuales. Una vegetacion dominada por matorral microfilo y
crasicaule. La poza tiene un area de aproximada de 700 m2 con un pastizal

hal6filo alrededor.
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Figura 1. Area de muestreo de la poza salada que se encuentra ubicada en el Valle del Sobaco,
en el municipio de San Pedro de las Colonias en el Estado de Coahuila México. Muestra la
localizacion geografica de los valles del Sobaco y Cuatro Ciénegas (Tomado de Czaja, et. Al.,
2014).
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Figura 2. Sitio del muestreo, la Poza Salada, Municipio San Pedro Coahuila, Coahuila, México.
(Fotografia de Genoveva Hernandez Zamudio)

Czaja et al. (2014) La situacion geoldgica de EI Valle del Sobaco es muy
parecido al Valle de Cuatro Ciénegas, con suelos compuestos de sedimentos
lacustres con alto contenido de carbono y yeso, estos valles estan separados
por alrededor de 70 km.

3.2 Muestreo de suelo

Las muestras de suelo y de raiz se colectaron el dia 13 de abril de 2018, de la
rizésfera de Distichlis spicata L., a distancias de 1m, 3m y 6m, de la Poza
Salada. Las muestras se trasladaron al Laboratorio de Horticultura de la
Universidad Autébnoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna, donde se
pusieron sobre papel secante a temperatura ambiente, durante 72 h. para su
secado, posteriormente se almacenaron en bolsas de polietileno debidamente

etiquetadas a una temperatura de 4°C.

3.3 Aislamiento y seleccion de esporas

Para el aislamiento de esporas utiliz6 el método seco se utilizdé método de
tamizado en humedo y decantacion (Gerdemann y Nicolson, 1963) en 100 g del
suelo rizésferico, seguido por centrifugacion en gradiente de sacarosa al 20 % y
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60 % (Sieverding, 1983). Las esporas sanas se colocaron en una placa de Petri
para la observacion directa bajo un microscopio estereoscopico. Donde se
separaron en base a sus caracteristicas morfo-anatomicas, se conservaron 15
esporas por tubo eppendorf, para posteriormente desinfectarlas y sembrarlas

en cajas Petri.

3.4 Obtencidn de raices

Se tamizo el suelo de la rizésfera de Distichlis spicata L., y se separaron las
raicillas, las cuales ya estaban secas y se cortaron en piezas de
aproximadamente 10 mm. Se conserv0 una cantidad 0.05 g por tubo

eppendorf, y se les agrego agua estéril, para su posterior desinfeccion.

3.5 Suelo agricola estéril
La esterilizacion del suelo se realizd en autoclave a 120°C y 15 Ib/in? durante

45 minutos.

3.6 Desinfeccion de la superficie de esporas y raices
Las esporas y raices utilizadas como in6culo inicial se desinfectaron de la

siguiente manera:
PASO 1

Con una jeringa de 10 ml, a cada uno los tubos eppendorf se le agrego 1 ml. de
Twin al 0.05 %, se centrifugaron por 1 minuto, para que ocurriera la decantaciéon

para extraer con una pipeta esterilizada el sobrenadante.
PASO 2

Se aplicé a cada uno de los tubos eppendorf 1 ml. de Cloramine T al 2 %, a

continuacién a los tubos se les puso un tapon de goma para formarles un vacio,
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con ayuda de una jeringa con aguja se extrajo el aire, se dejaron reposar por 10
minutos, después se llevo a centrifugar por un minuto, para que las esporas por
medio de la decantacion se vayan al fondo del tubo y fuera méas sencillo

extraerles el sobrenadante con una pipeta esteéril.

PASO 3

Se repite el proceso del Paso 2.

PASO 4

Para enjuagar las esporas se utilizo Gentamicina 200 ppm, esta se agrego con

A cada uno de los tubos eppendorf se les agrego 1ml de Gentamicina 200 ppm,
para enjuagar las superficie de las esporas y las raices, se les dejo reposar por
1 minuto en este antibiético, se llevaron a centrifugar por un minuto, se les

extrajo el sobrenadante esto se repitid por 4 tiempos.

Después de llevar a cabo estos pasos, las esporas y raices fueron refrigerados
ad°C.

Los pasos 2, 3 y 4 se hicieron bajo campana de flujo laminar.
Los pasos 2, 3 y 4 se repitieron una semana despues.

Pero es necesario estandarizar la Tipo de agente desinfectante y concentracion
para diferentes hongos micorrizicos (Schenck y Perez, 1990). Bajo campana de

flujo laminar.

3.7 Desinfecciéon de semillas

En cloro al 10 %, se agregaron las semillas, y se agitaron por 3 minutos,
transcurrido este tiempo se colocaron las semillas en papel secante para retirar

el exceso de agua.

3.8 Cultivo en minirizotrén

Para realizar la inoculacion se seleccionaron aquellos morfotipos aislados que

presentaron mayor abundancia de esporas, con la finalidad de propagar la
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mayor cantidad de réplicas posibles de un mismo inéculo. En cada caja de Petri
se inocularon 15 esporas morfolégicamente iguales, utilizando como planta
trampa pasto Lolium perenne L. y como sustrato se utilizd suelo estéril con
vermiculita en proporcién 3:1. Las cajas se sellaron y cubrieron con papel
aluminio. El sistema se mantuvo por un periodo de tres meses regandose cada
tercer dia, con jeringas de 10 ml, con agua destilada. Se mantuvieron en
camara de crecimiento (846 Thermo Scientific Countertop Educational Plant

Growth Chamber) con un fotoperiodo de 12 horas luz/obscuridad.

La evaluacion del porcentaje de micorrizacion se realiz6 en el sistema de
minirizotron a los dos meses (primera evaluacién) ya los tres meses (segunda
evaluacion), seleccionando las plantas mas vigorosas, dos macetas por
tratamiento. Después de este tiempo se extrajeron algunas raices de cada una

de las cajas y se analiz6 la colonizacion.

Los minirizotrones que resultaron positivos se llevaron a la propagacién en
maceta trampa, después de esperar 5 meses para que se llevara a cabo la
esporulacion.
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Figura 3. Minirizotrones en cdmara de crecimiento vegetal, minirizotron a los tres meses.

3.9 Macetas trampa
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3.9.1 Desinfeccién de arena para maceta trampa
Se utilizé arena de rio cribada, la cual se desinfecto con hipoclorito de sodio al
0.2 ppm. Se aplico riego diario a saturacion por 4 semanas, para lavar el exceso

de sales.

3.9.2 Cultivo en macetas trampa

Para macetas trampa, se utilizaron bolsas de polietileno con capacidad de 3 kg;
con la arena desinfectada y vermicomposta en proporcion 3:1, se agreg6 el
in6culo obtenido por el método de minirizotrén, como planta trampa se utilizaron
2 g semilla de pasto Lolium perenne L. y una plantula de tomate (Solanum
lycopersicum L.) variedad: Roma indeterminado var. Top 2299 de la compafiia

Top Seeds México.

El culivo se estableci6 en el invernadero No. 3 del Departamento de
Horticultura, el cual tiene una superficie de 235m?, cubierta de polietileno, suelo
de grava y sistema de enfriamiento, consta de una pared hiumeda base de
celdek, dos extractores de aire en la parte frontal superior para la circulacion de
aire. Con coordenadas geograficas 103°25'57” de longitud oeste meridiano de

Greenwich y 25°31°11” de latitud norte, con una altura de 1,123 msnm.

Transcurridos tres meses de establecido el cultivo, se extrajeron las raices y se
lavaron con abundante agua, y se pusieron en FAA (Formaldehido 37%: acido

acético: agua 1:1:1 VIV/IV) y las conservaran hasta su posterior tratamiento.
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Figura 4. Produccion de inoculo en maceta trampa, muestras de raiz en FAA, para determinar el
porcentaje de colonizacion.

3.10 Determinacion del porcentaje de colonizaciOn micorrizica

Las raices se lavaron cuidadosamente con agua del grifo y se cortaron en
segmentos de 1 cm de largo, los segmentos de raiz se aclararon en KOH 10%
(w / v) por 24 horas, dentro casettes de inclusion histolégica. Después las
muestras de raices se lavaron y se les agrego HCL por 10 minutos,
posteriormente se tifleron con azul de tripano al 0.05 % (Phillips y Hayman,
1970). Las raices ya clareadas y tefidas se colocaron en portaobjetos y
utilizando agujas de diseccién se colocaron 10 segmentos de aproximadamente
1 cm de largo, paralelamente unos a otros. Sobre las raices se adicionaron
gotas de lactoglicerol, colocando posteriormente el cubreobjetos.

La evaluacion de las estructuras caracteristicas de la micorriza arbusculares, se
realizaron observaciones en el microscopio éptico a traves del objetivo de 40X
empleando el método de Phillips y Hayman (1970). Para ello se efectuaron 3
pasajes equidistantes por laminilla. Al revisar un campo Optico, se le otorgd el
valor de 1 para la evaluacién total toda vez que se encontré alguna estructura
de los HMA (hifas, vesiculas o arbusculos), independientemente de la
intensidad de la micorrizacion, se le otorgara el valor de uno para la evaluacion
total y por estructuras (Phillips y Hayman, 1970).
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En la figura 5, se observan los cuatro morfotipos (de esporas) aislado de la

rizésfera de, Distichlis spicata (L.),por la técnica de minirizotrén que presentaron

mayor abundancia.

Figura 5. Morfotipos de las esporas mas abundantes en la rizésfera de Distichlis spicata L.

Cuadro 1. Porcentaje de micorrizacion de la primera y segunda evaluacion de los cuatro
morfotipos de Distichlis spicata L. en minirizotrén en Lolium perenne L. como huésped.

Segundo mes  (primera evaluacion)

Morfotipos Porcentaje Total Hifas Arbusculos Vesiculas
1 90.83 a 90.83 a 26.67 a 14.16 a
2 87.33 a 85.83 a 30.83 a 15.83 a
3 99.08 a 99.08 a 33.33 a 14.16 a
4 95.74 a 95.74 a 20.00 a 5.83 a
Tercer mes (segunda evaluacién)

1 95.83 a 91.58 a 47.50 a 9.16 a
2 97.41 a 97.41 a 26.67 a 26.66 a
3 96.58 a 89.08 a 61.67 a 19.16 a
4 98.16 a 98.16 a 60.00 a 28.33 a

Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05, Tukey).
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En el cuadro 1 reporta que no hay diferencias significativas en los porcentajes
de micorrizacion de todas las estructuras de los HMA en la raiz y para el
porcentaje total. En el segundo mes el morfotipo 3 fue el que presento mayor
porcentaje total de micorrizacién con un 99.08 % y el morfotipo 2 presento el
menor porcentaje total con un 87.33. Mientras que a los tres meses de
establecido el minirizotron el morfotipo 4 fue el que presento mayor porcentaje
de micorrizacién con un 98.16 y el menor porcentaje de micorrizacion fue para
morfotipo 1 con un 95.83. 8. Los datos obtenidos para el minirizotron de la
colonizacion total fueron altos en comparacion con los reportados por Carredn-
Abud et al. (2013) en su trabajo con Brachiaria decumbens, donde evalla
obteniendo un porcentaje de 12 en el inoculo puro y 75.3 en el consorcio a los

20 dias, y 58.4 en el inoculo puro 'y 95 en el consorcio a los 40 dias.

La efectividad de una cepa de HMA se manifiesta por su capacidad para
colonizar a la planta huésped, influir de forma positiva en su crecimiento,
desarrollo, contenido de nutrientes y rendimiento, y que la planta hospedante
favorezca la multiplicacién de los propagulos de dicha cepa en el suelo (Janos,
2007). Dado los altos porcentajes de micorrizacion de los morfotipos estudiados
en este trabajo se muestra que tuvieron una alta capacidad para colonizar el

pasto L.perenne L.
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Cuadro 2. Porcentaje de micorrizacion de la primera y segunda evaluacién de raiz de Distichlis
spicata L. en minirizotrén en Lolium perenne L. como huésped.

Segundo mes (primera evaluacion)
Distancia(m) Porcentaje Total Hifas Arbusculos Vesiculas
1 7791 a 5791 b 30.82 a 34.16 a
3 78.87 a 70.82 ab 14.99 a 35.82 a
6 87.49 a 82.08 ab 25.83 a 13.74 b
Tercer mes (segunda evaluacién)
1 96.66 a 96.66 a 17.92 a 12.82 b
3 99.58 a 97.87 a 39.58 a 17.91 ab
6 99.54 a 98.29 a 39.58 a 30.82 a

Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05, Tukey).

En el cuadro 2 se muestra que no existen diferencias significativas en el
porcentaje total de micorrizacion, ni en arbusculos entre raices obtenidas en las
tres distancias, el valor mayor para el porcentaje total de micorrizacion se
observa para la distancia de 6 metros, y el menor en el de 1 metro, a los dos
meses, mientras que el porcentaje total es mayor a los tres meses para la
distancia de 3 metros. Mientras para los arbusculos del segundo mes, el que
obtuvo la mayor cantidad fue para la distancia de 1 metro con 30.82 por ciento,
y el menor porcentaje fue para la distancia de 3 metros con 14.99. Para los tres
meses de esta estructura, el que presento el mayor porcentaje fue el de 3
metros con 99.58 y el menor para el de 1 metro con 96.66 %. Donde si hubo
diferencia significativa fue en las estructuras de hifas y vesiculas, donde el
mayor porcentaje de estructuras de hifas en el tiempo de dos meses fue para la
distancia de los 6 metros al igual a los tres meses con 87.49 y 98.29
respectivamente. En vesiculas, el que presento mayor formacion de estas
estructuras en el segundo mes fue para la distancia de 1 metro y en el tiempo

de tres meses fue para la distancia de 6 metros.

(Aguilar-Ulloa et al., 2016), mediante el cultivo minirizotron, el consorcio fue

altamente infectivo desde las primeras etapas, alcanzando el 95% de
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colonizacion micorrizica, en comparacion con el cultivo puro de Sclerocystis

rubiformis que mostré porcentajes hasta de 58% al final del experimento.

Al igual que Aguilar-Ulloa et al. (2016) mayor colonizacion micorrizica se obtuvo
del inoculo a base de raices (forman un consorcio de esporas nativas) con
98.59 %, seqguida de los inoculados con morfotipos con 96.99 %, en esta etapa

final de minirizotrén.

Es importante resaltar que un in6culo con solo raices colonizadas como
propagulos infectivos, es de excelente calidad siempre y cuando se utilice de
inmediato, porque sin la planta viva, el micelio colonizador muere en pocas
semanas, aun almacenado en un ambiente fresco (Haas y Krikun, 1985). El
método de minirizotrén, puede ser una herramienta Util para propagar HMA en
condiciones axénicas in vivo y resguardar colecciones de germoplasma
(Carre6n-Abud et al., 2013).

Cuadro 3. Porcentaje de micorrizacion de los cuatro morfotipos de Distichlis spicata L. tomate y

pasto (Lolium perenne) en maceta trampa en tomate (Solanum lycopersicon L.) y pasto ( Lolium
perenne L.) como plantas huésped.

Morfotipos en tomate maceta trampa

Morfotipos Porcentaje Total Hifas Arbusculos Vesiculas
M1 81.10 a 40.82 c 22.21 a 58.05 a
M2 72.49 a 42.49 bc 27.77 a 53.88 a
M3 83.32 a 61.66 ab 17.77 a 58.05 a
M4 77.21 a 70.82 a 16.66 a 17.21 a

Morfotipos pasto maceta trampa

M1 91.38 a 84.71 a 17.77 ab 60.27 a
M2 89.99 a 79.16 a 19.71 ab 53.05 a
M3 94.99 a 86.66 a 11.10 b 48.60 a
M4 90.27 a 83.61 a 11.94 b 556.83 a

Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05, Tukey).
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En el cuadro 3 se observa que no existe diferencia significativa para el
porcentaje total, ni en las vesiculas para los dos cultivos, presentando
diferencias significativas en las hifas del tomate donde el mayor porcentaje se
obtuvo para el morfotipo 4 con 70.82 y el valor mas bajo lo obtuvo el morfotipo
1 con 40.82. Para el pasto en esta estructura no presento diferencias
significativas. En cuanto a los arbusculos no presento diferencias para tomate.
Pero en pasto si presento diferencias donde se observa el mayor porcentaje

para el morfotipo 2 con 19.71 y el menor el morfotipo 3 con 11.10.

Loor y Zambrano (2018) en el experimento con plantas de achicoria se vieron
afectadas significativamente por el aislado fangico simbiotico inoculado donde,
el morfotipo 1W1 tuvo una colonizacién radical de 48%, el morfotipo 1W3 un
35.8, y 2W3 un 45.8. Martin et al. (2010) en el trabajo con canavalia tuvo
respuesta a la inoculacion con las diferentes especies de HMA, un efecto
diferenciado entre las cepas. La inoculacion de Glomus hoi—like obtuvo el mayor
porcentaje de colonizacion micorrizica con 75.75, seguido de Glomus
claroideum 68.75 y Glomus mosseae con 65.25. Al igual que Loor y Zambrano
(2018) y Martin et al. (2010), los morfotipos tuvieron diferencias en los

porcentajes de micorrizacion segun su especie.

Aguilar-Ulloa et al. (2016) en la investigacién donde evallan varios métodos de
inoculacion para producir micorrizas en cultivos trampa de vainica, observan
gue la inoculacion con esporas presenta mayor porcentaje de colonizacion 75,
en comparacion con el inoculo de raiz, con 25. Estos datos concuerdan con
este trabajo concuerdan con los obtenidos en este trabajo dado que los
porcentajes de micorrizacion en las macetas trampa de L.perenne L. fueron
mayores para las inoculadas con los morfotipos que para las inoculadas con

raices.
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Cuadro 4. Porcentaje de micorrizacion de raices de Distichlis spicata L. en maceta trampa en
tomate (Solanum lycopersicum L.) y pasto (Lolium perenne L.) como plantas huésped.

Raiz de tomate maceta trampa

Distancia (m) porcentaje Total Hifas Arbusculos Vesiculas
1 55.99 ab 21.10 a 16.88 a 45.99 b
3 50.86 b 6.88 b 9.70 a 47.55 b
6 72.26 ab 11.99 ab 15.10 a 67.77 a

Raiz en pasto maceta trampa

1 75.33 a 60.44 a 13.47 b 40.88 b
3 72.66 a 69.77 a 28.66 a 55.77 a
6 78.66 a 67.99 a 18.21 b 37.99 b

Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05, Tukey).

En el cuadro 4 se puede observar que en la raiz de tomate hay diferencia
significativa en el porcentaje total, teniendo los 6 metros la mayor micorrizacién
con 72.26 y los 3 metros la menor con 50.86. En el porcentaje de hifas hay

diferencia significativa, teniendo el mayor porcentaje la distancia de 1 metro con

21.10 y el menor los 3 metros con 6.88. La estructura de los arbusculos no
presento diferencia significativa. La estructura de las vesiculas presento
diferencia significativa obteniendo el mayor porcentaje los 6 metros con 67.77 y
el menor 1 metro, con 45.99. El pasto Lolium perenne L. en maceta trampa no
presento diferencia significativa en la micorrizacion en porcentajes totales y en
hifas, no asi en arblsculos donde el mayor porcentaje lo presenta a los 3
metros con 28.66 y el menor a 1 metro con 13.47. En la estructura de vesiculas
presento diferencia significativa, donde el mayor porcentaje se obtuvo a los 3 m

y el menor a los 6 metros.

Carre6n-Abud et al. (2013) en lo que correspondié a los cultivos en maceta
trampa, el consorcio de Glomus sp. y R. aff. Intraradices, se comport6 igual
que en el cultivo de minirizotron, ya que mostr6 mayores porcentajes en la

colonizacion micorrizica, en comparacion con el cultivo puro de S. rubiformis
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que mostré porcentajes inferiores. En esta parte del trabajo realizado no
concuerda con el de Carredn-Abud et al. (2013) porque se obtuvo mayor

micorrizacion del indculo de raices.

La longitud de la raiz colonizada por los simbiontes micorrizicos es muy variable
entre la combinacion de huésped y hongo probada y depende de la identidad de
la planta y el simbionte, la infectividad del aislamiento y las variables
ambientales, como la luz, la temperatura y la humedad (Eissenstat et al., 2015;
Estaun et al., 2010; Koide, 2000; Smith et al., 2009).
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VI. CONCLUSIONES

El método de minirizotron resultdé ser mas eficiente para la colonizacion

micorrizica.

En el método de maceta trampa los morfotipos obtuvieron un porcentaje de

micorrizaciébn mayor que la de las raices.

En las macetas trampa el pasto Lolium perenne L. como planta hospedera

presentd mayor porcentaje de micorrizacion.
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