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RESUMEN

Se presenta un estudio realizado en cinco cultivos
de malz del estado de Morelog para determinar la cantidad y
la efectividad de las cepas nativas. Se muestred suelo
rizosférico de S0 plantas en cada sitio y en la muestra de
cada wuno se practicaron los anadlisis fisicoquimicos, se
cuantificaron las esporas y los propagulos(NMP) y se realizd
una prueba de efectividad de la poblacidon nativa, en
combinacidn con el restoc de lozs organismos del suelo,
comparando el efecto en crecimiento de dos plantas de
diferente dependencia micorrizica. Loz resultados muestran
que el factor: que parece influir mads en la abundancia de los
hongos MVA es el mane2jo del suelo y gque la efectividad de la
poblacidn nativa es muy variable. No se encuentra una
relacidn consistente de la efectividad con las
caracteristicas del suelo, ni con la abundancia de hongos,
aunque la tendencia general es de una ligera mejoria en las

plantas micorrizadas.



INTRODUCT TGN

1. Generalidesdes.

Las micorrizas son asociaciones simbidticas de algunos
horgos  con las rafces de las plantas ( Jackson y Mason,
1984), vy la infeccidn micorriz:ca es la condicidn normal;
los hongos micorrizicos estdn presentes invariablemente en
los suelos y las micorrizas se forman en  abundancia

Rhodes, 1784).

La micorriza vesiculo-arbuscular ( VA Yy se
presenta en riofitas, casi todos los grupos de
Fteridofitas, en Gimniospermas y la mayoria de
Angiospetrmnas, como  plantas hospederas y la forman  hongos

de micelio no septado gue pertenecen a la familia
Endogonaceae de ls clase Zygomycetes. En esta asociacidn,
las hifas del hongo que se ramifican en el suelo, &
partir del lugar donde germind la sspora, pénetran las
ralces en  algunos puntos &8 invaden las células corticales
formando una red que pasa entre las células y penetra en
ellas. En el interior de las celulas se forman,
tipicamente, arbusculos de hifas ramificadas, que se piensa
que son  las estructuras de intercambio con la planta v
también se forman vesiculas, que son  estructuras  de
almacenamiento.En el mivelio externo, se forman esporas o

esporocarpos,  que son las estructuras de propagacidn en las




cuales se basza la identificacitn de cada especie.(
Harley y Smith, 1983).

Actualmante se reconccen los generos Glomus,
Sclerocystis, Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora y
Scutellospora { Schenck y Ferez, 1987).

Da 1lps diferentes wmicroorganismos gque colonizan la
rizosfera, los hongos micoririzicos oocupan  una posicidn
ecoldgica unica al presentsrse, parcialmente, dentro
fuera del hospedera. La fase interna de un hongo
micorrizico no encuentra competencia ni antagonismo de
otros microorganismos del suelo vy tiene asegurada la
fuente de nutrimentos del hospedero. Esta ventaia los
capacita para conseguir una biomasa mas grande y funcional
en contacto m&s Intimo con la ralz aumentando, por 1o
tanto, sus  oportunidades de ejercer mas efecto sobre
las plantas que otras especies microbianas
restringidas a la rizosfera ( Bagyaraj, 1984).

El  aumentio en la captacidn mineral, gue resulta
de las asociaciones micorrizicas, frecuentemente se refleja
en el caumento de la sobrevivencia, €l crecimienta y la
produccidn de las plantas ( Maronek et al | 1980).

Aungque es claro que los hongos micorrizicos VA
me joran el crecimientn de las plantas, principalmente a
través de su efecto en la captacidn de nutrimentos,
sobretodo fosforo y otros  micronutrimentos menos
estudiados ( Lambert et al, 1979), estos organismos difieren
en suw  habilidad para adaptarsa a varias condiciones

nutricionales, ambientales y edadficas, lo cual se refleja
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en una eficiencia diferencial en su capacidad para infectar
ralces, competencia con otros organisnos o transferencisz
de nutrimentos al hospedero ( Cooper, 1984).

lLa efectividad de esta simbiozis puede ser evaluada
an términos del mejoramiento en el crecimiento del
hospedero ( por materia seca, contenido de fésforo), o en
términos de la calidad del hongo { sobrevivencia,
competencia, colonizacidn, propagacion), siendo valido
considerar ambos puntos de vista en un  estudio (  Smith,
1985).

Sin embargo, antes de que podamos utilizar
efectivamente estos hongos en la  agricultura comercial,
tenemos que entender mejor su ecolegla. Necesitamos
informacion de su tolerancia o sensibilidad a distintas
variables del suslo : pH, niveles de fertilidad, tipos
de suelo, efectos del hozpedero y otras. Hasta ahora, se

tan realizado pocos  estudios con agroecosistemas ¢

Schenck y Siqueira, 1987).

2. Antecedentes




2.1. Abundancia de las poblaciones de hongos MVA.

Abbott y Robson (1982), en su revisidn sobre el papel
de los hongos micorvizicos VA en la agricultura y  la
seleccidn de hongos para inoculacidn, mencionan gque
cualquier efecto benético de 1os hongos sobre las plantas
agiricolas dependerd de la abundancia y el tipo de hongos
presentas en el suelo. La abundancia se evalua por
cuantificacidn de esporas, por determinacion del
nimetro mas probable de propdgulos viables, o por el grado
de infeccion en las ralces. Fara conocer la distribucidn se
requiere dela identificacidn de los hongos, ya que varia con
los factores climdticos, edéficos y el uso del suelo.

Smith y Skipper (1979}, que han evaluado las
técnicas de cuantificacidn de esporas, encuentran que el
método de tamizado hdmedo y decantacidn (  Gerdemann v
Nicolson, 196%), uno de los méds utilizados, 8s un buen
procedimiento de extraccidn porgue permite recuperar una
gran cantidad de esporas con pocos restos de materia
arganica. Recientemente, Mckenney v Lindsey (1987),
recomiendan la utilizacion de los tamizados con
centrifugacion en sacarosa y el uso de un agente dispersor
para separar los agregados del suelo..

Hayman (1970) recomienda el método de tamizado
humedo y decantacidn, y reconoce la tendencia al aumento
en el namero de esporas en suelos cultivados, resaltando
la importancia de las estacicnes y del tratamiento del

suelo.



Abbott y Robsan (1977}, estudiando 1la distribucidn
y la aburdancia de hongos MVA en suelos del oeste de
Australia, esncontiaron una gran variabilidad en el ndmerc
de EsSparas de suelos virgenesy, pastizales vy cultivoes,
siendo estos wltimoe los méds ricos, sin haber observado
una relacivn con el fdstoro dusponible d=l suelo.

En otro estudio hecho en Australia, Hayman y Stovold
(197%9), encantraron poblaciones de esporas de 2468 a 980 por
100 g de suelo seco en cultives de maiz, observando gue
el numero variaba considerablemente de un sitio a otro, vy
esto lo relacionaron con las diferencias en las prdcticas de
cultivo.

Sin embargo, Hetrick y Bloom (1983), han encontrado
mayor cantidad de esporas en suslos no cultivados de laos
Estados Unidos.

Al  respecto, Hayman (1982),discute 1a dificultad
para gncontrar interrelaciones consistentes entre laz
micorrizas VA y la fertilidad del suslo en diferentes
sitios, al dgual que entre el ndmero de esporas vy la
infectividad ‘'del suelo, porque las dificultades para
predecir los niveles de las poblaciones nativas surgen del
gran numero de factores que pueden afectar =1
distribucidn, actividad y sobrevivencia. Estos factores
incluyen 1la fertilidad del suelo, humedad, pH,
materia organica, susceptibilidad de la planta,
intensidad de luz, altitud, perturbacidn, movimiento

flsico del agua, flora y fauna del suelo.



Ademas, lan condiciones generales de los  trépicos
son  diferentes y mucho menos estudiadas, lo cual hace
mucho més dificil aplicar los resultsdos obtenidos en otiros
lugares diferentes a los de los sistemas fropicales. Janos
(198%), en su estudio sabre la composicidn de las
comunidades tropicales y su  welacidn con  los hongos MVA,
enfatiza 1a importancia de relacionar varias factores
ecoldgicos antes de hacer una interpretacidn.

Estudios realizados en suzlos de diferente
fertilidad ( Hayman, et al 197&8), muestran que la
cantidad de P disponible no es un factor decisivo en
la abundancia de las micorrizas . En los trépicos,
esto ha sido corroborado por estudios como el de Toro
(1983) en cafMa de azucar, en Colombia.

Mara cuantificar los tipos de propagulos &n
condiciones de infectar a un hospederc, Farter (1979
Propuso un método de diluciones de suelo que calcula el
numero de propagulos por suelo infectivo. Powell (1980),
hizo una adaptacidén de este método y cuantificd la
infectividad micorrizica de algunos suelos de Nueva
Zelanda, conjuntando la cuantificaciédn de esporas hecha
por separado, con la de todos los propdgulos existentes
en el suelo @ esporas, micelioco y ralces previamente
infectadas.

Este método presenta algunas desventajas, porgue se
basa en la tincidn de las ralces, que no en todos los
casns se  titien adecuadaments, pero ha sido ampliamente

usado por la necesidad de complementar los estudios de
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abundancia de esporas, con los de propagulos ( Morton,
1985) .

Asi, el métodc ha sido utilizado para estimar las
poblacicnes en condiciones naturales, o para evaluar el
efecto de algin  tratamiento en las poblaciones {
Barkdoll y Schenck, 1937; Plenchette y Corgron, 1987).

McGraw y Hendrix (1986) estudiaron el efecto de la
funigaci16n del suelo y del origen del hospedero en 1.’
densidad de poblacidn de espoiras y de otrospropagulos
infectivos comparando ambos resultados para demostrar el
desarrollo de "agresividad" en las especies tolerantes,
que implica la estimulacion de su energla
Peproductiv;.

2.2 Evaluacidn de la efectividad de los hongos MVA.

La Justificacién econémica para la inoculacidn con
Hungos micorrizicos, reguiere que estos pradﬁzcan wria
mejoria en el desarrollo de las plantas, gue sea superior
y mas duradera que la obtenida por la fertilizacidn
quimica. La eficiencia micorrizica depende de un gtupo
particular de condiciones ambientales vy ed&ficas, ya gue
las cepas nativas estdn adaptadas a ellas ( Lambert
et al, 1980).

En un ensayo para probar 21 afecto del fasforo
en la formaciton de micorrizas VA, Jasper, el al(197%),
encontraron que los endofitos de suelos virgenes son mas
sensibles a la adicion de P gue los de suelos cultivados, lo

que sugiere que ha habido una seleccidn de cepas para suelos
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fertilizados.

Se han hecho otreos ensayos para evaluar el efecto del
pH ( Satir y Duniway, 1982 ) y la tenturs
del suelo (Dakessian, et al 1984), pero, en general,
son pocos los estudios relacionados con  las caracteristicas
del suelo, que no sean del contenido de F disponible.

Hasta ahora, la mayoria de los estudios se han
dedicado o obtener las mejores respuestas de crecimiento
probando el efecto de varias especies de hongos en
diferentes hospederos, pero se han conducido en invernadero
0 BN CAampo, usando suelo esterilizado como testigo v
suelo esterilizado mds los hongos para comparars 5in
embargo, Smith y Smith (1981a), han llamado la atencidn
sphrre  la posible invalidez de usar suelo esterilizado come
testigo, yé que pueden cambiar algunas de suUs
caracteristicas. Del mismo modoy Manjunath y Bagyaraj (
1984), mostralron que los componentes del indculo son
importantes en los efectos de crecimiento y que la ausencia
del resto de la microflora puede repercutir en la
respuesta.

Los paradmetros m&s comunes de evaluwacion de la
efectividad de la asociacidn micorrizica son @ el peso seco,
la concentracidn de F en la planta vy el porcentaje de
infeccion. Estos han sido usados en estudios para
relacionar los efectos de algunos factores como P oen el
suzlo, esterilizacidn o fumigacidn en el crecimiento de

las plantas micorrizadas ( Stritiley et al, 1980 Mosse,
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Muy pocos trabajos, como el de Abbott y Robson
(1978), han sido realizados con poblaciones nativas para
aevaluar los efectos que producen las condiciones

naturales de los suelose vy la microflora y fauna en el
crecimiento de diversos honpederos.

En algunos Cas0S, se han obtenido buenos
resuwl tados al intioducir especies fungicas en suelos no
esterilizados, pero las especies nativas parecen ser mds
eficientes ( Menge, 1982), aunque la colonizacidn de ralces,
espotulacidn y el tamao de las esporas se pusden  ver
reducidos en suelos no esterilizados ( Ross, 1980).

Por estas razones, Hetrick, Kitt % Wilson
{1984), han planteado qgue el eafecto de los hongos
micorrizicos VA, evaluado en suelos esterilizados, ha sido
sobreestimado.

De aqul parte la importancia de la evaluacitn del
efecto producido por las sspecies nativas en las condiciones
naturales de los suelos, donde estas cepas demuestran  su
capacidad competitiva y su efectividad, como reflejo de su

adaptacidn al sistema en el gue se encuentran.

En Mexico, casi no existen trabajos realizados con
cepas nativas que permitan comparar infarmacidn,
salvo el estudio de Cuenca Aguilar (1988, de

endofitos asociados a Leucaena esculenta en suelos de
Qaxaca.
Falacios et al (1984), hicieron un estudio del efecto de

cepas  introducidas de hongos MVA en el crecimientoc y la
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absorcidn de P en cebolla, en un =zwuelo de origen volcdnico,
cuyas caracteristicas flsicas y quimicas fueron analizadas a
detalle.

Como ya ha sido mencionada, han sido pocos los estudios
realizados para cuantificar abundancia en agroecosistemas
y mds pocos aun, los estudios que evaluan el efecto de

poblaciones nativas.

Z. Objetivos e hipbtesis de trabajo.

El presente trabajo pretende hacer una evaluacidn de la
abundancia { cantidad) y 1la efectividad de 1los hongos
micorrizicos eitraldos de los suelos de cinco cultivos de
malz localizados en el estado de Morelos.

Se considera que es importante la realizacidn de
aestos estudios para ampezar & conocer las
condiciones de los sistemas meXicanons, que deberan
incluir la identificacidn de lasg especies, su distribucidn,
BU abundancia y su efectividad. En este estudio, s
pretende comparar la cantidad y la calidad de los hongos
micorrizicos nativos de cinco sitios que han sostenido
cultivos de maiz, pero que difieren en sSUS
caracteristicas, bajo la hipotesis de que el manejo gue ha
tenido cada uno, y sus propizdades, hacen que se
diferencien, tanto en la abundancia comc en la efectividad

de sus hongos micorrizicos.
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estado de Morelos, MNéxico.
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MATERIALES Y METODOS

1. Localizacidén del Area de estudio.

En el estado de Morelos se cultivan principalmente cafia
de azucar, jitomate y mailz. Fredominan el clima
semicalido A D) Wo (W) v el cdlido A Wo (W) ,con
porcentaje de 1lluvias invernales menor al G4 en los
sitios de estudio. Las temperaturas nedias anuales estan
entre los 20 y 26 centigrados y precipitacion media anual es
de 800 a 1000 mm, de 0 a 2 granizadas y 0 a 20 heladas por
afio., La zona de estudio comprende cinco puntos en el  estado
de Morelos, gque se encuentra en el centro de México y  tiene
una superficie de 4 938 222 km -2 (CGSNEGIL1981) en el cual
se sembraron en 1987 125 000 hectdrzas, y 44 Q00 de ellas
fueron de maiz ( SARH, 1980).

Los lugares de muestreo fueron escogidos procuwranda tener
informacidn de sitios pobremente manejados, de temporal, de
riego y de lugares muy manejados con altos insumos . Asi,
se colectd suelo de los siguientes puntos ( ver mapa y tabla

1.

{ = Yecapinutla
2 = Cocoyoc
3= P. Iutla

4 = FProgreso
5 = Zacatepec
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Tabla 1. Caracteristicas de las practicas agrlcolas de las

cinco zonas muestreadas

an ] estado de Morelos.

Localidad

Uso y manejo del suelo

Cultivaos

Yecapixtla

Cocayor

FProgreso

P. Ixtla

Zacateper

*¥

Agricul tura de traccidn ani-

mal, de temporal.

Agricul tura de traccidn ani-

mal, de riego.

Agricultura de traccidn ani-

mal, de temporal. #%

Agricultura mecanizada, de

temparsl.

Camnpo experimental con agri-~
cultura mecanizada continua,

de riego.

Frantera con una zona no  apta

Alternancia de

malz y jitomate.

Malz

Maiz y cebolla

Mailz

Alternancia de
malz, caffa de

azucar y arroz.

para cultivo.
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2, Desarrollo del trabajo de campo.

L.as recolecciones de suelo se realizaron durante 21 mes
de junio de 1987, en los cultives de malz, gue es un cultivo
muy impartante en la zona vy gue se encuentra en una gitan
variedad de suelos, con difersntes formas de manejo.

El muestrec se realizéd colectando suelo vy ralces
de la rizosfera, aprodimadamente & 15 cm alrededor de la
planta y no mas de 20 cim de profundidad, con una pala recta
y bolsas de plastico. Se tomd un kilogramo de sueloc vy
muestras de las raices de la rizosfera de S0 plantas

localicadas diagonalmente en el cultivo, comn se wmusstra :

1 1
1 ! ! 1
1 ! ! 1
1 . ! U
1 ! ! ! 1
1 R % ! 1
1 ! ! ! 1
1 _t N 1
1 ! ! 1
1 _t ! 1
1 ' ! 1
1 1
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. Procesamiento de las muestras.

Los 80 kg de suelo cbhtenidos de cada zona ss mezclaron

y se almacenaron en un lugar fresco.

Z.1. Andlisis de los suelos.

Un kilogramo de suelo separado del total del
suelo de cada muestra fue secado vy tamizado para
hacer los andlisis filsicoquimicos @ textura, por el
método de Bouyoucosy; pH, con agua y KCl en suspensiones
1:2.5, 1:5 y 1:10; mateiia orgdnica por el método de
Walkey y Black; fosforo asimilable, por el método de
EBray I para suelose 4cidos y de Olsen para neutros vy
alcalinos.

Las raices obtenidas del muestreo fueron lavadas y
teffidas con la técnica de Fhillips y Hayman (1970}, para
verificar si existia 1la asociacidén micorrlzica en los
sitios seleccionados ( ver Apéndice 1 ).

-

3.2, Cuantificacidn de esporas.

l.a cuantificacidn de esporas se realizd pesando una
muestra de 25 g del suelo tresco, al mismo tiempo que se
puUso a secar un peso equivalente para obtener el peso
S0, Los 25 g de suelo fresce fueron tamizados para
sepatrar la materis orgénica vy demds restos, por el método

de tamizado humedo y decantacidn  (Gerdemann y Nicolson,
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19475 ¢ ver Apéndice 1), hacizndo pasar una suspension del
suelo a través de tamices de abertura 9.177, 0,123 y 0,074
mm para separar las esporas en fraccoones por tamaMos.

l.es esporas SE colocaron en cajas d= petiti,
sobre una cusdricula de 1 cm de lado y s=se contaron bajo
el microscopio estersoscépico. Fara cada zZOn&a s
revisaron tres muestirras obtenidas de la misma manera v
se sacd €l promedic del ndmero de esporas por peso  seco
del suelo.

3.3%. Cuantificacidn de propagulos viables.

Fara cuantificar el nimeroc de propagulos infectivos
viables, se utilizd el métooo de Forter (197%), adaptado por
Fowell (1980), haciendo diluciones del suelo fresco
para obtener en cada dilucidn, cuatroc veces menons suelo
cdn prop&gulos que la anterior, hasta la eitincidon. La
serie incluyo siete niveles de las diluciones por
cuadruplicado, con tres repeticiones de cada una. Las

suspensiones se hicieron peso a peso, usandc como diluyente

el mismo suelo de cada zona esterilizado a vapor. Je
pesaron 250 g de sueloc fresco, de los cuales 200
fueron usados para las diluciones y S0 se pusieron a

secat para conocer el peso  seco de la muestra de suelo
colocada ( ver Apéndice 1)

E]1 ensayp se montd en macetas de 10 cm de didmetro,
en  las que se sembiraren tres plantulas de alfalia (Medicago

sativa) y se colocaron en el  1nvernadsro, dond::
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parmanecleron seis sSemanas. e cosecharon las plantas y se
lavaron las ralces para tefirlas y determinar an el
microscopio esterceoscopico la pressncia o ausencia de
la infeccidn micorrizica para cada planta y se calculd el
numero de propagulos, como menciona el método, referidos

al peso secc del suelo.

Z.4, Efectividad de la poblacidn nativa.

La efectividad de la poblacidon nativa de hongos
micorrizicos, se determind con ensayos cortos en el
invernaders. Dada 1la dificultad para aislar, identificar y
propagar cada especie y el largo tiempo gue tomarila, B2

procedid a montar un  sdperimento sencillo para demostrar

el efecto de las micorrizas an las condiciones
naturales de dichos suelos. comparando con el
crecimientn de las plantas en suelo esterilizado. e

utilizaron como plantas hospederas al maiz ( Zea maysb.) ¥
al guaje (Leucaena leucocephala), para obhservar sU
respuesta, dada su diterente dependencia micorrizica. El
maiz se considera una planta de baja dependencia micorrizica
{ Smith, 1985) y el guaje se considera altamente dependiente
de la asociaciéon( Howelsr gt al, 1987), ademds, es utilizado
en la zona como especie forrajera,

Se prepararcn 12 macetas de cada sitio de

muestren, con los siguientes tratamientos en bloques al azar
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Cuadro 1. Disefo del experimento de etectividad de

poblacidn nativa.

Especie suelo suelo
hospeadera estéril no esteéril
Zea mays RS s

L. leuco- 3 =
cephala

Cada maceta de 15 cm de didmetro contenia 1 kg de suelo

y una de las plantas hospederas que fue regada diariamente.

Al concluir la octava semana, se cosecharon tanto lag
raices como las partes aéreas; las partes aéreas se
colocaron en bolsas de papel, S8 secaron y se pesaron

en la balanza analitica.

For otro 1lado, lag raices fueron lavadas y se
tomd una muestra para tefir y cuantificar el porcentaje
de infeccidn de cada planta (Giovanetti y Mosse, 19BO).

Se sacd un promedio de los resultados obtenidos al
revisar 200 segmentos de, aproximadamente, 1 cm de

raiz tefrida, para determinar la presencia de infeccidn en



los puntos de interseccidn de la cuadricula (ver Apendice

1.

4. Frocesamiento de los resultados.

Con los resultados de los andlisis de los suelos 56
elabord 1a takbla 2 , y con los resultados de nimeroc de

A

esporas y de ndmero de propagulos se elabord la tabla 3.
l.os resultados del ensavo de efectividad fueron
procesados estadisticamente y arreglados en las tablas 4y
S.
Al final, se compararaon todos los resul tados
con la informacidn de uso y manejo del suela y

factores ambientales, adem&s de los resultados de otros

trabajos, paira hacer las interpretaciones de cada caso.
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REBULTADOS

1. Andlisis de suelos y abundancia.

Se observé gue, en gesneral, los suelogs de las
zonas muestireadas son fértiles y poseen una gran cantidad
de fhsforo disponible, los niveles van de medianamente
acidos a fuertemente alcalinos y las texturas van de
migajon a migajon arcillosn, (ver tabla 2).

Tabla 2. Algunas caracteristicas fisicas y gquimicas de las

cinco muestras de suelo.

Localidad pH % Mat. Org. Textura ppm P disp.

Yecapiiitla 5.7 1.03 Migajdn 6T *

Cocoyoc 7.2 1.28 Migajdn arci- 310 *%

1loso.
Progreso 8.5 2.17 Migajon~ miga-— S60 w#
jon limoso.

P. Ixntla 8.1 2.56 Migajén arci~ 205 %
lloso arenoso.

Zacatepec 8.4 2.47 Migajon arci- 234 %%
lloso limoso.

* EBray I *%  Olsen

23



Las ralces obternidas de las plantas en el campo, en los
cinco sitios, presentaron una abundante formacidn de
micorrizas, lo gque demuestrs que la asociacion se presenta
en condiciones naturales.

La cuantificacidn de esporas y de propagulos viables
mostird que hay wuna gran variabilidad en la cantidad
de honges micorrizicos de los suelos. FPara el nimero de
propagulos, se da la media y el intervalo que comprende ei
ervor considerado en cada calculo( tabla 3. Fara el
numero de esporas, se da la media del resultado de tres
repeticiones.

Como se puede cbservar en la gratica i, la cantidad de
hongos MVA que presentd el suelo mds manejadeoc es mucho menor

que la de los suelos con poces insumos.
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Tabla 7. Resultados de la cuantificacidn de propagulos

y de esporas para  los cince sitios.

Localidad Num. de propdgulos Num. de esporas

en 100 g suelo seco. en 100 g suelo seco.

Yecapintla IBeY (7I2-5196) 1910
Cocoyoc 574 (108~7463) V 120
Frogreso 6228 {1160-823&) 4524
F. Ixtla I65 (68-4843) 288
Zacatepec Zé (7-483) 45

Loz resultados del ensayo de efectividad de 1la

poblacién nativa mostraron también una gran variabiltidad
de un sitio a otro. En tres de las zonas se observd
que crecieron mejor las plantas en suelo ésterili:adu,
y en las otiras dos, la diferencia gue haclia ver mejores
a las plantas de suelo no esterilizadeo, fue muy pequefa
&N peso Z8co.
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2. Efectividad en maiz.

Tabla 4. Resultados de peso seco y porcentaje de
infeccidn micorrizica del ensayo de poblacidn nativa de
hongos micorrizicos de los cince sitios, usando al maiz

como planta hospedera.

l-ocalidad Feso secolg) % inf. mic.

Est. No Est. Est. No Est.
Yecapintla 4,21b 4,4%h 0a 3% 31
Cocoyoc 2.16a 1.64a Qa LI *C
Frogreso 0.90a 1.17a 0a 47 %b
F. Ixtla 5.85+b 1.37a Oa Sa
Zacatepec 2.15k%a 1.138a Ga S3*be

* diferencia significativa entre tratamientos.
a,b,c medias con la misma letra no difieren F Q. 05)

significativamente entre localidades.
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£l andlisis de varisnza mostrd que existen diferencias
significativas entire localidades, entre los tratamientos vy
entre las especies hospederas. Fara detallar laz diferencias
S@  usaron pruebas de comparaciores mdltiples por el. método
T.

For esta prueba se observd que en peso seco, el malz fue
significativamente mayor en suelo estéril de Puente de lutla
y lacatepec ( Grafica 2). En las otras tres localidades no
hubo diferencia significativa ( aungue en dos de ellas el
malz de suelo no esterilizado crecid ligeramente mejor).
Comparando entre localidades, el crecimiento del malz fue
significativamente mayor en VYecapixtla con los dos
tratamientos y en Fuente de Ixtla en el suelo esterilizado.
De esto, se pusde decir gue, en general, la esterilizacidn
parece favorecer el aumentc en peso seco del maiz, y que
Yecapintla es una localidad con buenas condiciones para el
desarrollo de las plantas.

En lo gue se ref:i:ere al porcentaje de infeccion
micor{izica, se puede ver qgue €l Unico sitio donde se
presentd una infeccidn s=ignificativamente menor fue en
FPuente de Ixtla, en la cual =21 porcentaje obtenido no ze
considera significativamente diferente del suelo
esterilizado, es decir, gue se puede considerar casi nula la
infeccion { Tabla 4) . En las otras cuatro localidades, las
diferencias son significativas, con respecto a las plantas
de suelo esterilizado y a las plantaz de suelo ne

esterilizado de Puente de Ixtla.
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. Efectividad en Leucaena leucacephala.

Tabla 5. Resultados de pesp s=co, cantidad de F en parte
aérea y parcentaje de infeccidn micorrizica, del ensayo
de poblacion nativa, usango L. leucocephala coma planta

haspedera.

Localidad Peso seca{qg) % inf. mic.

Est. No Est. Est. No Est.
Yecapixtla 0.42a O.4b6a Oa 47 a%
Cocoyoc 0.08a O.11a Ga 1.76
Frogreso 0.09& 0.14a Ga 7.8b
F. Ixtla D.ila O.11a Qa Q. 3k
Zacatepec 0. GBa 0. 08a Qa 3h

* diferencia significativa entre tratamientos.
a,b medias con la misma letra no difieren {0, 05

significativamente entre localidades.
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Para &l caso de Leucaena leucocephala, no Sg
observaraon diferencias significativas en peso seco entre lag
plantas de suelo esterilizado y no esterilizadao, aungue la
tendencie general es de que las de suelo no esterilizade
crecen ligeramente mejor. En porcentaje de infeccion,
tampovo se observaron diferencias significativas, salvo en
el caso de Yecapintla, gue es la unica localidad con
diferencia significativatanto entre tratamientos como entre
localidades ( Tabla 5).

El crecimiento de las dos especies utilizadas no es
compatrable y, por esto, no se hace ninguna mencidn a las
diferencias entre especies. El rdpido crecimiento del mal:z
permitid abservar buenas diferencias, pero en L.
leucocephala iesultaron poco apreciables en peso seéo y en

porcentaje de infeccidn.



DISCUSION

l.os resultados de los andlisis de los suelos (

Tabla 1), muestran que estas son zonas fertilizadas con

frecuencia o, al menos, en grandes cantidades. Aungue es
.

muy dificil conocer con precisidén la historia de cada

terreno en estudio, no lo es tanto deducir el manejo gque

tienen los suelos a partir de los informes de los
agricultores. Salvo el caso del campo exparimental
agricela, los cultivos se’ encuentran descuidados, con

patogenos, abundantes malezas y un suministro muy irregular
de fertilizantes y pesticidas. El malz paresece crecer bien
en todos los sitios muestreados, aunque el hecho de que
el de Progreso se encuentre en frontera con una zona no apta
para cultivo, hace pensar que las plantas pueden tener
problemas para crecer allil.

Aunqgue muchos autores han  encontrado algunarelacian,
sohbretodo con la cantidad de P disponible, no se ha
encontrado una buena relaciédn del pH y la textura, por
ejemplo, co% el nimero de esnoras.

l.as grandes cantidades de P disponible de todos los
suelos y &1 largo tiempo que llevan siendo cultivados,
sugieren gue las cepas nativas estan adaptadas a ambientes
fértiles y a sostener las prdcticas de cultivo. De hecho,

Hayman (1982), menciona la existencia de abundante

infeccidn micorrizica en cultiveos de malz del omste medio
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de los Estados Unidos en suelos  muy fertiles y  muy
intensamente cultivados, o cual  concuerds con las
pboervaciones sobre la micorriza e2n estado natural de los
cinco sitios muestreados v comprendidos en el presente
estudio.

Trouvelot et al (1987), han  sugerido una seleccion
natural de horngos en suelos altamente fertilizados, ya
que  aun  an ellos se obgervaron respuesztas favorables
en crecimiento con la asociacidn micorrizica.

Con respecto al pH, ni aun el més slcalino ( Frogreso)
parece limitar el desarrollo de los hongos; la localidad
con pH medianamente acido © tiene uwna buena poblacién,
auvngue menor a la de Frogreso, y al parecer, en estos sitios
ro diste relacidn del pH con la abundancia de hongos  MVAL
Se considera que, en general, e la acidez del suelo favorece
el desarrollo de los héngos (Alexander, 1980), pera en
estos casos se observo un buen desarrollo de los hongos &un
en condiciones de alta alcalinidad.

Tampoco se observd correlacidn con los valares
obtenidos de materia orgdnica, que difieren un poco entre
s{, , aunque se sabe que tien2 un papel importante =n la
remineralizacidn de nutrimentos, como explica Janos (1987).

La textura del suelo ba sido muy poco astudiada en
relacion al contenido de esporas. Generalmente, se le ha
relacionado con la capacidad de retencidén de agua y con la
resistencia que oponz & ls penetracion de las ralces, segun
los estudios sobre la efectividad de los hongos. Los

resul tados dz2l presente  trabajo muestran que log
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hongos s  desarrollan abundantemente tanto en suelos de
toxtura de migajon, como en  un migajon arcilloso Yy un
migajdn  limoso. No  obstante,resulta interesante gue los
suelos mas arcillosos son los  que presentan las menores
cantidades de esporas.

Ya fgue no  se observo una gran relacion entre los

valores de pH, de materia organica, Jde textura y de F
disponible con la cantidad‘de esporas  y de propagulos
abtenidaos en los cinco lugares, podemos pensar, aunque
no  asegurar, que no s0n las caracteristicas
fisicas y quimicas del suelo las que determinan la
abundancia de los hongos micorrizicos en los suelos
muestreados.

S5in  embargo, la variacidn observada puede deberze al
metodo de extraccidn empleado, en relacidn con la textura
del cuelo, ya que se ha visto que los resultados varlan
con el tamafo de las particulas. For le consiguiente, se
aconseja probar cudl es el métocdo de extracciton mas
adecuado para cada tipo de suelo, como mencionan Ianson
y Allen (1986). El contenido de arcilla de algunos de los
suelos muestreados, puade haber dificultado la
cuantificacidn de esporas y,pogiblemente, serila adecuado 21
usp de un agente dispersor y un gradiente de sacarosa para
la extraccidn en esloa. oo lns,

For obtra parte, la abundancia de las poblaciones puede
variar con los periodos de crecimiento , como mostraron
en un  experimento en  invernadero Ross y Ruttencutter

(1977); lo cual fue corroborado en un muestreo en  campo
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por Sutton y Rarron ( 1972), quz ademés 1o erelacionaron
con el tipe de suelo y el tipo de hospedero. La
realizacidn de este mismo estudio en la época de seguia
y utilizando otros procedimientos de eutraccion, podria
completar la informacidn respecto a la dindmica de las
poblaciones de hongos MVA en estos suelos,

Aungue Ocampo y Hayman (1981) encontraron gque la
presencia de hospederos JD micorrizicos no disminuyd la
capacidad de infeccidn de algunos hongos, también
cocnstataron gue un  suelo previamente cultivade con malz
era mas infectivoe cuando se volvia a sembrar la misma
especie. Asimismo, Hetrick y Bloom (1986), observaron gue
los hongos MVA difieren en su respuesta hacia las
plantaé hospederas y que algunos hospederns favorecen mas
qua otros la produccidn de esporas.

De agui que los resultados de este tribajo parecen
mostrar que, ademas de las caracteristicas y el manejo del
zuelo, pudieron haber influido las especies hospederas en
la cantidad de hongos presentes. De hecho, el sitio con el
menor numero de propagulos y de esporas
{Iacatepec), ha tenido como cultivos hospederos a la
cafia de azdcar y al arroz gue, norma.mente, sostienen
poblacicnes bajas de hongos, lo que.pudo ser una de las
causas del escaso pumero de hongos micorvizicos. En
Frogreso, donde se cultiva cebolla al mismo tiempo gque el
maiz, es donde se encontrd la mayor cantidad de hongos MVA;
1a cebolla es conocirda como un cultiveo muy deperdiente de la
micorriza, { Howeler et al, 1987), y esta pusde ser una de
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lag razones de la aburdencia de hongos en este eitio.

Log otros dos sitios con bajas poblacionez ( Cocoyos vy
Puente d& Ixtla), peraanecen sin cubier-ta vegetal mas de
la wmitad del aflo ( por el sistema de cultive) y en ellos

se encontrd una gran cantidad de esporas muertas, que

no se incluyeron an la cuantificac:dn.
f diferencia del estudic de Cuenca Agquilar (1788) en
Daxaca, los resultados de la cuantificacidn de esporas vy

de propégulos  infectives coinciden, ya&a que el namerc de
esporas 25 menor que el de propagulos totales o, por le
menos, cae dentro de los limites de confianza calculados.
Es probable que la estimacidn del NMF no haya sido muy
exacta, ya gue como mencionan Adelman y  Morton (1983),
la adicidn de suelo esterilizado para diluir puede cambiar
los resultados. Seria conveniente prebhar usando otros
niveles de dilucidn y un mayeor nuamero de repeticiones, comc
sugieren Wilson y Trinick (1982), para optimizar el uso de
este método.

De cualguiar manera, la estimacidn del NMP pareca
ser un meétodo util, en combinacidn con la cﬁantificacién de
esporas, para evaluar el potencial infectivo de los suelas.

Como se puede aobsetrvar por todos estos datos, es el
manejo del suelo el qgue, principalmente, determina la
abundancia en los suelos muestreados.la utilizacidn de
maguinaria, de formas de riego, de pesticidas, y el tiempo
de explotacidn intensiva , parecen ser mas importantes que
las caracteristicas del suelo. La gran influencia que pueds

tener el manejo del suelo en la abundancia de los  hongos
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micorrizicos, ya ha sido observada y resaltada por

Fruckelmann ( 1975) y Abbott y Robson (1982).

En cuanto a la efectividad d= 1a poblacidn
microbiana, la cantidad de hongos micorrizicos parece
tener relacidon con el incremento en peso seco de las dos

plantas comparadas, y& que se observd un aumento, aungue
este fue ligero (no significativo), en peso seco en las dos
localidades gque tienen el ;ﬂmero mas alto de hongoas
MVA  (Yecapixtla y FProgreso), probablemente porgue la gran
cantidad de hongos presentes  aumenta las posibilidades de
infeccidn en las plantas hospederas (Hayman, 1975).

Otra ochservacidn gque suge de esos resultados, es
que, al parecer, existen sitios que presentan mas
problemas para el crecimiento de los hospederos gue otros.
Yecapixtla parsce ser un sitic favorable, tanto para el
desarrolle de los hongos como para el de las plantas,
mientras gue Progreso, que es el suelo mas rico en hongos,
es la localidad donde se encontrd el peso seco mads bajo  en
malz ¥y uno de leos mas bajos en L. leucocephala comparando
con los pesos obtenidos en las otras cuatro localidades. El
peso de las plantas de Yecapixtla es tres veces mayor gque el
de las de Progreso en las dos plantas comparadas. Esto

puede atribuirse a algun factor del suelo, que podria

ser una deficiencia o toxicidad por exceso de algin

elemento, aungue son suelos fertilizados Y al
.

parecer, sin carencias de macronutrimentos.

For otra parte, el pH 4cido de VYecapixtla puede

favorecsr le accidn de los hongos MVA en estas plantas, vya
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que, Comd menciona Braw (1979), @l pH puede favorecer la
captacion de féouforo y el crecimiento de ciertoz plantas.
En este sitio, que es 21 unico con pH Acido , parece  gue
existe una buena combinacién entre el desarrollo de los
hongos y el dé 1as plantas.

En el caso de las atras tres lacalidades (Cocoyoc,
Fuente de Ixtla y Zacatepec), S€ observd que 1a accidn
de la poblacion microbian; tuvo un efecto negativo en el
crecimiento del malz y una ligera respuasta positiva
en L. leucocephala, lo cual, posiblemente, =& puede
asociar & la gran cantidad de nemadtodos Yy hongos
fitopatdgenns que Se encontraron en estos suelos, unidos =
una baja poblacién de hongos micorrizicos.

E1 suelo de Puente de Ixtla presentc la mayor
cantidad de nemdtodos Y hongos fitopatogenos.La diferencia
entre las plantas de suelo esterilizado Yy no esterilizado
fue muy grande, Y& que al esterilizar el suelo y eliminar
1os patdgenos, el malz (gue no es muy dependiente de 1la
micorriza), pudo crecer saludablemente; las plantas de L.
jeucocephala de la misma localidad tuvieron un
crecimiento similar, Y& que la infeccion fue casi nula en
las de suelo no esterilizado.

Janos (1984), ha mencionado gue la esterilirzacion por

calor puede liberar ciertos nutrimentos del sueslo y esto

padria ser otra explicacidn del mayor crecimiento de
las plantas an el sualo esterilizado. Ademds,
Anderson, Liberta y Scott (196877, observaron gue una alta

concentracior  de autrimentos tenia un efecto negative en sl
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creciniento de wia planta gue no es muy depenciente de la
micorrizas.

Pero las condiciones de cada sistema son diferentes, v
la ex plicacidn gque resulta vdlida para unos, es inoperante
para otros. Tal es el caso de la localidad de Frogreso, en
la cual niste una gran cantidad de hongos, pero  esta
poblaciédn no parece ser tan efectiva como la de Yecapixtla.

Contradictoriamente, en Zacatepec se encontrd una baja
cantidad de hongos, un  alto porcentaje de infeccidn
micorrizica y un efecto negativo en el crecimiento del malz,
aunque cabe mencionar la esistencia de patdgenos.

Fara el caso de L. leucocephala, la respuesta fue un
poco diferente, ya que aungue los sitiaos con mayor cantidad
de honges MVA tuvieron mayor infeccidén, la diferencia en
peso SEC0 de las plantas de suelo no esterilizado vy
esterilizado fue muy PEQUENA. Esto se debe, muy
probabhlemente, & que el crecimiénto de estas plantas
es lento y seria conveniente dejar crecer un poco més de
tiempo las plantas para observar las diferencias. Adn cuando
las plantas de las localidades con menor numero de
hongos MVA tuvieron porcentajes de infeccion muy bajos, el

peso seco de las plantas micorrizadas fue igual o mayor

que el de las no micorriZadas.

Otro factor importante a considerar en la
aevaluacion de efectividad, es la influencia de la planta
hospedera, porgue el malz parece ser susceptible a
una rapida colonizacidn, a diferencia de las bajas

infecciones registradas en L. leucocephala. Esto va ha
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sido considerado por Hetrick y Bloom (198&) en otros
hospederos.

Ruiz (1987), usando también maiz, compard el efecto
producido en infeccidn micorrizica, peso seco y cantidad de
F en parte aérea de las poblaciones nativas de suelos bajo
diferentes practicas de cultivo en =zonas tropicales y
encontrd, al iguwal que en el presente trabajo, que los

.
suelos trabajados continuamente con  altos INSUMos,
presentaron menor infeccidn micorrizica, si bien no hubo
disminucidn en peso seco o en P en parte aérea.

Asimismo, la rotacidn de cultiveos puede tener un efecto
en la efectividad, como demostrd Sieverding (1787) ern
la yucaManihot esculentaCrantz. La presencia anterior de
caffa de azucar y arroz en en el suelc con menor cantidad
de hongos (Zacatepec), vy que tuvo un efecto negativo
en el crecimiento del malz, puede ser uns de las causas de
la baja capacidad infectiva de este suelc.

Estas vairiaciones provienen, también, de gue la
abundancia de hongos MYA puede variar de sitio a sitio, [=}
aun en el mismo sitio, Y de que la dependencia
micortizica de una planta puede variar con el contenido de F

en 2]l suelo y con la efectividad de la cepa que la esta

infectando ( Howeler et al, 1987).

Todo esto se puede resumir en las sighientes

conclusiones:

- La abundancia de los hongos MVA en estos sueleos parsce no
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estair relacicnada con ia fertilidad, la textura, 1a materia

organica o el pH, sino més bien con ! mangjo del suelo.

- El usc de maguinaria, pesticidas para control de male:zas,
falta de control de patégenos y rotacion con cultivos
que sostienen bajas poblaciones de hongos MVA, parecen ser
los factores que mas influyen en la cantidad de hongos en

los suelos estudiados.

- La presencia de hongos MVA adm en suelos muy
trabajades, con gran cantidad de insumos, indica que pudo
haber una seleccién de cepas en estos ambientes fértiles

de mucho manejo.

- La efectividad de la poblacidn nativa de hongos
MYA en condiciones seminaturales, es decir, actuando con el
resto de la poblacin microbiana de la rizosfera, es
variable. PFarece estar relacionada con la presencia de una
gran cantidad de hongos MVA, que confieren una gran
capacidad infectiva a estos suelos y que, en tres de los
suelos estudiados, probablemente se vio disminuida por 1la

accidn  de patdgenos.

- La variabilidad en la efectividad puwede asociarsa,
tambien, al tipo de hospedero, a las caracteristicas y
gl manejo del suele y & las diferencias en la calidad
de los hongos MVA nativos, ya que algunas especies son

mas efectives gue otras para mejorar el crecimiento de:

44




ciartos hospederos.

Todas las observacicnes anteriores, son busnas razones
para Jjustificar un  trabajo como este, porque se hace
evidente que son las condiciones particulares de cada
sistema las que determinaran la abundancia y la efectividad
de las cepas nativas.

Por ello, se percibe }a necesidad de completar este
estudio con la identificacion y el ensayo, por separado,
de las cepas nativas para la seleccidn de las cepas
efectivas. Esto no invalida la realizacidn de la prueba de
la efectividad de la - poblacidn nativa, va qgue el
conocimiento de la cantidad de hongos MVA con su efectividad
en conjuncion con el resto de la poblacidn microbiana, es un

enfoque bastante aproximado de lo gue puede estar sucediendo

en el campo. Ademas, 51 bien no sustituyen las
observaciones de campo, los experimentos en maceta se
dan en condiciones m&s controladas Y permiten

interpretacicnes mads claras de los datos (Hayman, 1975).

Aungue otros autores han hecho sUS
evaluaciones en inpvernadero con suelo esterilizado,
anadiendo xtractos y restableciendo &lgo de la

actividad microbiana, para aproximarse a las condiciones de
=ampo, han eliminado la fauna del suelo, que algunas
veces se ha demostrado que disminuye 1la poblacion de
hongos MVA o0 &n otros casos, como &)1 de patdgenos, Te
asociacidén micorrizica ha aumentado la cantidad de estos

altimos ( Dehne, 19B2 ). En algunos casos, el efecto de
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la alimentaciorn de loz animales del suelc con bhifas

arte-nas puede ser tan severo, gque la asociacidn micorrizica
se puede convertir en parasitica, parqus no hay aporte de P
para la planta (Fitter, 19685).

Entonces, las principales limitantes del estudio de
poblaciédn nativa serian gl volumen reducido de suelo que
tienen las macetas y la simulacidn de las condiciones

-

ambientales natutrales.

Por todo esto, y basandosz en los resultados, se puedé
pensar, aunque no afirmar, gque las cinco localidades
muestreadas son sitios fértiles donde no hay gran necesidad
de inocular con hongos micorrizicos.

En algunos de los sitios, s  urgente el control de
patégenos. Sin embargo, la introduccidn de Cepas mas
efectivas regueriria de muchos otros estudieos, porque la
competencia que sp da con las «epas nativas puede
disminuir el efecto de las introducidas | Abbott et al,
1983); no obstante, se ha denostrado la respuesta de cepas

introducidas frente a las nativas ( Falacios et al, 1987).

Se propone la realizacion de estudios
complementarios, gque comprendan ntras localidades de
muestreo, la identificacidn de cepas nativas para formatr

una coleccion de cultives puros y la determinacidn de la
efectividad de las cepas nativas por separado, para evaluar
su posible introduccion en las practicas agricolas.

l.a  investigacidn de micorrizas en suelos tropicales
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Técnica para aclarar y tefir las ralces (

Fhillips y Hayman, 1980)

- Lavar las ralces y colocarlas en un recipiente con KOH al

10%.

~ Calentar en bafo Maria, autoclave o dejar reposar hasta

-

que el KOH se ponga café y las ralces estén suaves ( el

tiempo varia con diferentes tipos de ralces).

- Lavar por lo menos tres veces con agua para eliminar el

KOH.

- 8i las raices estan oscuras, agregar agua oxigenada

alcalinizada y dejar reposar hasta gue se aclaren.
=~ Lavar con agua.
- Agregear HC1 al 1% y esperar § minutos.

Eliminar el HCl v no lavar.

~ Qolocar las raices en azul de tripano y calentar  en
bafio Maria o autoclave durante 15 min, o bien dejar reposar

durante una noche.

- Eliminar el colorante y guardar las ralces con

agua en refrigeracion.

59



Técnica de tamizado hinedo y decantacion

Gerdemann y Micolson, 1243).

- Pesar S0 ¢ de suelo fresco.

.

- Agtregar 200 ml de agua.

- Agitar vigorosamente durante un minuto.

- Dejar reposar J0 segundos

- Decantar la suspensidn en tamices de nimero de malla

diferente.

~ Repetir desde el segundo paso otras dos veces.

- Pasar las fracciones obtenidas de cada tamiz a cajas de

petri para observacidn en el microscopia.
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Método del numero mas probable de propagulos

viables ( Forter, 1279).

-~ Pegar 200 g de suelo fresco tamizado.

- Cplocar 50 g de suelo fresco en un vaso gque contenga 1350

g del mismo suelo, pero esterilizado a vapor, y cubrir con

otros 50 g de suelo esterilizado.

- Freparar tres wvasos de la misma manera ( suelo sin

diluir).

-~ Colocar los 50 g restantes 2n una bolsa de plastico,
agregar otros 1350 g de suelo esterilizado y agitar

vigorosamente.

- Tomar S0 g de la bolsa , colocarlos en un  vaso gue
contenga 115G g de suelo esterilizado vy cubrir con

otros S50 g de suelo esterilizado.

- Preparatr otros dos vasos de la misma manera {

primera dilucidn).

~ Colocar los S50 g restantes de la primera dilucidn en
atra bolsa, agregar otros 150 g de suelo esterilizado vy

agitar,
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-~  Preparar tres vasos del mismo modo que los anteriores |
segunda  dilucidn)  »  separar los 50 ¢ restantes para la

siguiente dilucion.

-~ Continuar de la misma manera hasta calcular que no  haya

nada del suelo fresco inicial.
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Técnica de cuantificacidn del porcentaje de inteccidn

en las ralces ( Giovarnstti y Mosse, 19390) por el metodo

interseccitn de la cuadricula.

- En un papely dibujar una cuadricula de 1 cm de lado

cortar un circulo del didmetro del fondo de una caja

petri.

- Pegar la cuadricula a 1a cajs y asparcir al  azar

segmentos de aproximadamente 1 cm de raices tefridas.

-~ Contar el numera de puntos en que las ralces cruzan

lineas de la cuadricula v el numerc de estos puntos

los que se encontrd infeccidn micorrizica.

- Calcular el porcentaje, de puntos infectados

total aobservado.

- Rearreglar las ralces de la muestra en la caja

repetir la cuantificacidn por dos veces mas.

~ Sacar wun promedio de las tres repeticiones.
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y
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