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SUMMARY
Between the benefits of the micorriza arbuscular fungus (MA fungus) is to consider
the roll in the reduction of symptoms caused by pathogens. The coffee is a crop that
displays a high degree of micotrophy and has been shown that the presence of the
MAfungus promotes a better growth and development of the plant. in Mexico the
coffec crops are grown with  different production technology system and
cdaphclimatic conditions, reason why we considered important to count on isolates
from diverse conditions. The present research was developed to know the populations
and native fungi diversity of coffee agroccosystem growing with different production
system; to know the development of inoculated plants with mycorrhizal fungi and their
interaction with phytopathogenous nematodes in nursery and ficld; to obtain one
suitable inoculum for use as and biocontrol agent of discases in greenhouse. We
isolated 7 inoculum mixturcs of native MAfungus of agroccosytems from coffee
crops; the efficiency of the inoculum mixtures was tested in greenhouse conditions; it
was compared the interaction of the different inoculum mixtures with nematode from
thecorchosis” in field and greenhouse. The inoculum was reproduced througth the
Sieverding (1991),technic. After the initial spore population was quantified, types of
spccies, chemical and physical soil analysis and a data card was made in order to kown
the managment and general situation of cach coffe plantation. The taxonomic
identification was done for cach onc of the seven soil samples collected. The
cfficiency of the inoculum mixtures in plants of papaya was lested, because these
plants show quick cffect; simultancously coffee plants of the varicty Garnica were
inoculated. The response in papaya was seen 15 days after the inoculation (DAI). The
best inocutum mixtures was that wich came from high level technology coffce
plantation.The responsc in coffece plant under greenhouse was shown in 90 DAL .
Increases of 91% in height, 63% in diameter, 95% in the number of teaves and 1900%
in arca to foliar were found in relation to the control, but in this case the best
treatments were those inoculated with the MAfungus inoculum mixtures from low
level  technology coffec plantation. 130 DAI, these plants were tauken to a coffe
plantation higtly infested by “corchosis™ and they were planted around coffee plant in

productive age. . The plants taken to field showed an increase in height up to  100%
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for the best inoculante (ESsm), at 210 days after the transplant (DAT). On the other
hand most of the inoculated plants displayed a 100% survival al lrunsplan'l, 1'60' DAT
, after a strong period of drought, it was obscrved that the plants inoculated with ESsm
and Mlgy showed 60% of survival at 330 DAT Although the behavior of the plants in
response (o the inoculum followed the same tendency as in the greenhouse in field
the increases with respect 1o control were much greater than in greenhouse. Even
though high stress condiction werce present ,the natural conditions favored the plant
depvelopment as a result of the presence of other native organisms which contributed
and improved the condition of the plants. The best inoculum were those coming-from
agroecosystems with average technology level. Nevertheless the inoculum from coffe
plantation  where the edafoclimatic conditions were stable but  exists -a iyg'reat
disturbance due to agricultural practices did not showed a considerablé cfﬁcﬁiéncy. Ina
sccond stage another plot of inoculated coffee plants with MA’ [‘ungus' inoculum
mixture were planted and after 7 months they inoculated with ISOQ J2 and nematode
cgps wish were cultivated in “cstropajo” and “tomatoe™ plants. The plants were
removed after 9 months and dry weight, radical volume, area to foliar and extradadical
number of leaves, micelio, amount of chlorophyll, percentage of colonization, number
of csporas and the population of nematodes were measured. Significant statistical
differences were observed.The best treatment was the inoculum ESsy.The plants
inoculated with the patogen mostly were aparenttly healthy, but when extracting the
plant the root had diminished radical volume up to 60%. Nevertheless plants grew
vigorous, making us suppose that although nematode penetrated in the root and
damaged them, MAfungus,hyphae allowed the passage of nutrients These results
suggest how important is the selection of inoculum to use as a biotechnological tool
in the diseases control. the anticipated colonization allows to a better development of
the MAfungus and as result an effect of tolerance to the pathogens develops, This
being the reason why inoculation with mycorrhizal fungus is important for the

cstablishment of new coffee crops in zones with nematode pest.
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RESUMEN

[Entre los beneficios de la micorriza arbuscular (HMA) es de considerarse cl papel que tiene
en la reduccién de sintomas causados por patdgenos. El café es un cultivo que presenta un
alto grado de micotrofia y ha sido comprobado que la presencia de los HMA promueve un
mejor crecimiento y desarrolio de la planta. En México ¢l café sc cultiva bajo diferentes
niveles de tecnologia y condiciones edafocliméticas, por lo que consideramos importante

contar con aislamientos procedentes de diversas condiciones.

1 presente trabajo tuvo como propdsito; conocer las poblaciones y diversidad de hongos
nativos de agroccosistemas cafetaleros con diferente sistema de produccion, asi como el
desarrollo de las plantas inoculadas con consorcios de hongos micorrizicos y su interaccion
con nemdtodos fitopatogenos en campo e invernadero; proponer un inoculo nativo para ser
utilizado como agente de biocontrol de enfermedades de café en vivero. Se aislaron siete
consorcios (conjunto de diversas especies) de HMA nativos de agroecosistemas cafetaleros;
sc probod la cficiencia de los consorcios cn invernadero; se compard la interaccion de los
diferentes consorcios con el nematodos causante de la “corchosis” en campo ¢ invernadero;
s¢ obtuvo un inoculo que podria ser utilizado como agente biocontrol de enfermedades de
café en vivero. Para los cual se colectd suelo de sicte fincas cafetaleras y se procedid a la

reproduccion de HMA mediante la téenica de Sieverding (1991).

Se determind la poblacion inicial de esporas, tipos de especies, analisis fisico quimico de
suclo y sc realizé una ficha de registro donde se reportaron los datos del manejo y situacion
general de la finca. Sc realizd la identificacion taxondomica de algunas especics de HMA
presentes en los sicte suclos colectados. Se probo la ceficiencia de los complejos en plantas
de papaya, ya que es una planta que responde ripidamente a la inoculacion y de manera

simultanca se inocularon plantas de café de la variedad Gamica.

La respucsta cn papaya sc observo 15 dias después de la inoculacién (DDI) siendo los
mejores consorcios aquellos provenientes de fincas con un nivel alto de tecnologia. En café,
la respuesta en .invernadero se observd  a los 90 DDI, se  presentaron incrementos con

respecto al testigo del 91% en altura, 63% cn didmetro, 95% en el niimero de hojas y



1900% en area foliar, pero cn este caso los mejores tratamicntos fucron aquellos inoculados
con los IMA provenicentes de fincas de nivel de tecnologia medio, estas plantas fucron'
llevadas a un finca fuertemente infestada por “corchosis™ y se scmbraron alrededor dc
plantas de calé en edad productiva. Las plantas llevadas a campo presentaron un aumento
en altura hasta de 100% para el mejor inoculante (ESgm). Por otra parte la mayoria de las
plantas inoculadas presentaron un 100% de supervivencia al trasplante. Después de un
periodo fuerte de sequia, se observd que las plantas inoculadas con ESsm y Mlsy

presentaron 60% de supervivencia.

Aunque el comporlanﬁento de las plantas en respucsta a los inoculantes siguid la misma
tendencia que en invernadero, en campo los incrementos con respecto al testigo fueron
mucho mayores que en invernadero. Las condiciones naturales favorccicron el desarrollo de
las plantas aun bajo alta presion de estrés, pero es de notarse que la presencia de otros
organismos nativos contribuyé y mecjoraron la condicion dc las plantas. Los mejores
inoculantes fueron aquellos provenientes de agroecosistemas de nivel de tecnologia media,
sin embargo los inoculantes provenicntes de fincas donde las condiciones edafoclimaticas
son mas estables y existe un gran disturbio por parte de las practicas de produccién: no

presentaron una cficiencia considerable.

En una segunda ctapa sc¢ sembro otro lote de plantas de café inoculadas con los siete
consorcios de HMA y después de sietc meses se inocularon con 1500 juveniles y huevecillos
cultivados en plantas de estropajo y jitomate; después de nueve meses se extrajeron las
plantas y s¢ determind cl peso seco, volumen radical, area foliar y nimero de hojas, micelio
extraradical, cantidad de clorofila, porcentaje de colonizacion, namero de esporas y la
poblacion de nemitodos. Se observaron diferencias estadisticas significativas siendo el
mejor tratamiento aquel inoculados con ¢l consorcio ESsphy, de manera general las plantas
inoculadas con el patogeno sc observaban aparentemente sanas, pero al extraer Ia planta la
raiz habfa disminuido su volumen radical hasta en un 70.93%, sin embargo se mantenian
creciendo vigorosas lo que nos hace suponer que aunque el nemitodo penctra en la raiz y la

dania, las hifas del HMA permiten el paso de nutrimentos.




Estos resultados sugieren que es importante la seleccion de inoculantes para ser utilizados
como una herramienta biotecnologica en ¢l control de enfermedades, ya que la colonizacién
anticipada permite un mejor desarrollo de los IMA y como consccuencia un efecto de

tolerancia a los patégenos, por lo que la practica de la inoculacion con HMA es importante

para ¢l establecimiento de nuevas fincas cafetaleras en zonas con antecedentes de problemas

de nemaitodos.
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1. lN’l‘ROl)UCCl(')N

En la actualidad, las practicas agricolas han involucrado - una’ alta . tecnificacion y
sofisticacion de los sistemas de produccion, en donde ¢l manejo de ‘la enfermedad ha
requerido la creacion de plantas resistentes y_la aplicacién, cn ocasiones indiscriminada, de

plaguicidas.

Por otra parte, existen propuestas globales para la reduccion del uso de insumos quimicos
que frecuentcmente dafian la salud humana y ¢l ambiente, con medidas para un manejo
adecuado de la naturaleza y una disminucidn en la incorporacién de plaguicidas a los
sisteimas de produccion. En este contexto, se ha intentado reemplazar a los plaguicidas por
cl uso de microorganismos que protegen las: plantas de los patégenos y que son
considerados “componentes claves” en cl desarrollo dc’la agricultura sostenible (Barea y
Jeffries, 1995).

El mancjo apropiado de la relacion suelo-planta-microorganismo - es un enfoque
promisorio para el aprovechamiento biotecnoldgico, a fin de lograr agroecosistemas

estables a largo plazo y productivos; es decir, sistemas sustentables (Barea ef al., 1996).

Dentro de la multitud de microorganismos que conforman un agroecosistema, los hongos
endomicorrizicos arbusculares destacan de otros componentes de la microbiota del suelo

debido a su habilidad para formar un enlace entre las plantas y el suclo.

Entre los beneficios de la micorriza destaca ¢l papel que tiene cn la reduccion de dafios
causados por patogenos, aunque los mecanismos a través de los cuales se da este efecto, no
han sido atn bien esclarecidos; sin embargo, se picnsa que la contribucion de estos hongos
cn la disminucién de las enfermedades estd, en gran parte, determinada por la buena
nutricion de las plantas inoculadas, ya que al ser mds vigorosas, son capaces de presentar
mayor tolerancia a las enfermedades, a reserva de otras hipotesis al respecto (Linderman,
1992).
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Este hecho ha enfocado el estudio de la micorriza arbuscular para ser incorporado como un
clemento importante dentro de los sistemas de produccién sostenibles y, especificamente,
considerarla en el control bioldgico de las enfermedades de las plantas como una actividad
sobresalicnte desarrollada por un grupo de trabajo en Europa a partir de 1994, dentro del

programa de cooperacion cientifica y técnica Accion 8.21 (Gianinazzi y Schiiepp, 1996).
2. HIPOTESIS

1) La procedencia y diversidad de las especies de hongos micorrizicos nativos presentes ¢n
un consorcio son determinantes en la cficiencia de un inoculante. ER

2) El nimero de individuos y la diversidad de hongos micorrizicos se ven"i‘nﬂt‘lenciadz’ts por
el tipo de manejo del sistema agricola o w '

3) Cambios ambientales provocan cambios cn su capacidad de infeécién_y éSpomlaéién de
los hongos micorrizicos arbusculares : o

4) La procedencia de los hongos micorrizicos causa d”i[’exfg:’rntéi;‘re’éfiugérta”"en:-las plantas
inoculadas g : et L

5) Las plantas inoculadas con HMA pueden tener buen chsarrydll'daur_i en pkrcsvéncia de

nematodos patogenos

3. OBJETIVOS

1) Propagar hongos endomicorrizicos arbuscularcs nativos provenicnies dc agroecosistemas
cafetaleros con diferentes sistemas dc manqo ‘para sclcccmmr al mas eficiente en la

promocion y desarrollo de las pldllt'ls de cafe

2) Conocer las pobldcxoncs y la dwcrsxdad dc los hongos nauvos de agroecosistemas

cafetaleros con diferente sistema de produccxon asi como su dmamlca en cultivo trampa

3) Conocer la dindmica - de los hongos ' micorrizicos arbusculares en cultivo trampa




4) Conocer la cficiencia de consorcios de. hongos micorrizicos arbusculares de diferente
procedencia, sobre ¢l desarrollo de una planta- altamente micotréfica de rapido crecimiento

(papaya) y cn una planta perenne (cafc)

5) Conocer ¢l desarrollo de plantas inoculadas con hongos micorrizicos y su interaccion

con nemétodos fitopatdgenos en campo ¢ invernadero

4. REVISION DE LITERATURA
4.1 Eficiencia de los inoculantes micorrizicos

La actividad simbidtica de los hongos micorrizicos arbusculares pueden ser considerados
como la resultante de dos factores principales: la infectividad y la efectividad, ambos
dependen del hongo y de la planta. La infectividad puede ser definida como la habilidad de
la cepa del hongo para colonizar las raices de las plantas hospederas en términos de rapidez
y extension (tasa de infeccion) (Gianinazzi y Gianinazzi—Pearson, 1986; Sicverding, 1991).
Uno dc los factores que influye en la tasa de infeccion es la germinacion de las esporas; la
latencia de las esporas pucde influir negativamente en la infeccion, retrazando la formacion

de apresorios en ¢l tejido del hospedante (Tommerup, 1983; Giovannetti y Citernesi, 1993).

Por otra parte sc ha visto que otras especies son lentas para infectar, como es el caso de
algunas especics de Gigaspora. La velocidad de formacion y el alto nimero de apresorios
puede ser también una variable que deberia ser considerada cuando se seleccionan cepas de
interés cn la agricultura, ya que es importantc que ademds de la sobrevivencia de las
esporas, después de la inoculacidn en el suelo, haya una ocupacidn eficiente de los sitios de
infeccion para competir con los enddgenos altamente cficientes (Giovannetti y Gianinazzi-
Pearson, 1994).

La efectividad es cl resultado de la interaccion fisiologica entre los simbiontes (planta-
hongo-micorrizico), ¢l hospedante y cl endofito, bajo condiciones ambientales dadas
(Sieverding, 1991). De acuerdo con Smith y Gianinazzi-Pearson (1988) los posibles
determinantes de la eficiencia simbidtica rclacionados con 1) el hongo son tasa de

crecimiento, entrada de nutrientes, traslocacion y metabolismo del tosforo del micelio
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cxterno, tasa de infeccion, tasa de crecimiento y produccion de arbusculos de micelio

’ -1 , ner 1 ¥ 1y \ ¢

interno. En el caso;2) de la planta la morfologia de la raiz y su tasa de crecimiento, los

requerimientos nutrimentales del vegetal, la tasa de fotosintesis y su tolerancia al cstrés y 3)
imbi s, la tasa de entrada de

a ¢l area de contacto entre los simbiontes
Mottologia de la

en la interfase simbidtic
[g-1%4

nutrientes y el flujo de carbohidratos (Fig. 1)
Crecimiento de las

Tasa de crecimiento =
N
‘i
Entrada de ;‘f
nutrientes R “raices
§
)
Tasa de infeccidn __ gHongo
.. Tolerancia al
¥ : estrés
N :
,i: +
Produccidnde = [
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Figura. 1. Determinantes de la eficiencia micorrizica (B'xsado en la propucsta de Smlth y

Gianinazzi-Pecarson, 1988).
La cfectividad puede ser el rendimiento-de:la produccion de los cultivos, o el ntumero de
progenices de la planta en un ecosistema natural, o la transferencia de nutrientes por unidad

de carbohidratos utilizados por los HMA en una comparacion fisiologica.
La evaluacion de las variables para determinar la eficicncia depende del interés de la
€

investigacion. Una forma simple de evaluar el cefecto del hongo en la planta huésped
consiste en monitorear su crecimiento en altura, asi como la produccion. de biomasa scca

(Siceverding, 1991).




Ha sido ampliamente demostrado que la cficacia de los inoculantes micorrizicos se ve
incrementada cuando sc utiliza una mezcla de cspecies y no una sola. Asi Koomen ef al.,
(1987) sugiricron cl uso de multiples especies mas que de una sola especic de inéculo , una
apropiada combinacién de ¢éstas , por lo que la seleccion de especies efectivas  de
poblaciones nativas para sitios particulares , es uno de los primeros pasos en la evaluacion

de la simbiosis cn el crecimiento de las plantas.

Schreiner y Bethlenfalvay (1997) compararon tres -HMA y una mezcla de los: tres
encontrando que la mezela fue mejor que cuando utilizaron cada. especie sola en el
mejoramiento del crecimiento de plantas de frijol; por otra parte, observaron que la
cantidad de agregados fue incrementada por dos de tres HMA como indculo individual; sin
embargo, el incremento fue mayor en el tratamiento inoculado con una mezcla. La
aplicacion de fungicidas inhibio la formacion de micorrizas, no obstante, se observd que los
tres hongos juntos fucron mds tolcrantes a los fungicidas que cada hongo solo; en
conclusion, los hongos modificaron y mejoraron el estrés provocado por los fungicidas, :

resultando en altos niveles de rendimiento y agregacidn del suelo.

Gavito y Varela (1995) probaron ¢l efecto de dos especies solas y de una niezcla de indculo
de hongos nativos en maiz “criollo”y encontraron que Glomus mosseae produjo las mas
altas tasas de crecimicnto a bajos niveles de fertilizacion con fosforo. La inoculacion con
Acaulospora bireticulata y la poblacion nativa resultd con una tasa baja de crecimiento de
brotes; aunque cl crecimiento en plantas inoculadas fue mayor que en las testigo, se sugiere
que cl indculo nativo puede tener especies no eficientes y que cl inoculante nativo estd
constituido por 14 especies que son la suma de todas las posibles interacciones en una

mezcla de diferentes habilidades de infectivas, fisiologica y competitivas.

Aunque el papel de los HMA en la estructura de las comunidades dc las plantas es aun poco
conocido, Stampe y Decheler (2003) sciialan que la composicion de las comunidades de
HMA pueden influir la estructura de las comunidades de las plantas y podrian jugar un

papel importante ¢n la determinacion de la invasion de las plantas




IEs alin desconocida la funcidn que a nivel de especies presenta cada hongo, asi que algunos
'pucdcn presentar mejor efecto en el crecimiento y produccion, en la absorcion de
nutrientes, metales pesados, etc. (Aguilera-Gomez, 1999; Dodd er al., 2000; Hodge et al.,
2000; Ortega-Larrocea et al., 2001) por lo que la utilizaciéon de mds de una especie como

componente de indculo ha probado ser mis benéfico (Gavito y Varela, 1995).

{.a mayoria de los estudios para probar la cficiencia de los inoculantes s¢ han realizado en
invernadero (Abdel-Fattah, 1997; Beyeler y Heyser, 1997; Fracchia et al., 2000; Matthews
y Clay, 2001; Munro et al., 1999; Olsen et al., 1999 Solaiman e Hirata, 1998, en donde los
componentes del sitio en estudio son el suclo inerte, planta y HMA, generalmente bajo

condiciones controladas.

Estos estudios son importantes para comprender las interacciones que ocurren entre ellos.
Mas cuando estos pasan a campo donde ¢l suclo posee una gran diversidad y riqueza de
especics de microorganismos que a su vez interactdan de diversas formas con los HMA
(van der Putten y Peters, 1997; Vdzquez ef al., 2000) y por cllo la eficiencia puede variar.
Asi en los tltimos afios se han realizado varios estudios de campo que generan informacion
para maximizar su efectividad y adaptabilidad en diversos ccosistemas (Jakobsen, 1994;

Olsson et al., 1999; Thingstrup ef al., 2000; Jakobsen et al., 2001).

4.2 La endomicorriza arbuscular en ¢l biocontrol

El control bioldgico de patdgenos de plantas es definido como cl- uso de uno o mds
procesos bioldgicos que disminuyen Ia densidad del patégeno o reduce la actividad para

producir la enfermedad (Linderman y Marlow, 1994).

El crecimiento y sanidad de los ccosistemas depende del mantenimiento del balance éptimo
de la estructura fisica, quimica y bioldgica del suclo, ya que los sistemas edéficos pueden
ser alterados drasticamente por ¢l cultivo; la compactacién,, la remocion del cultivo, la
fertilizacion y la aplicacion de plaguicidas, el ricgo y los cambios ambientales (Linderman,
1994).




Il soporte de la sanidad y desarrollo de las plantas estd dado en muchas {ormas por los
microorgan'ismos de la rizésfera y la clave entre esos microorganismos son los hongos
micorrizicos. Los microorganismos de la rizosfera influyen en muchas reacciones quimicas
por la ruta de sus metabolitos y la micorriza juegan un papel critico en las funciones de los
microorganismos y de las plantas por el incremento en la nutricién y la modificacion en las
funciones metabdlicas de las plantas, reduciendo la respuesta al estrés ambiental y variando
la biologia y la quimica de la rizosfera en formas que alteran el ciclo de nutrientes y
suprimen la actividad de los patogenos; si algin tipo de microorganismos puede influir en
la interacciones del suclo en relacion al crecimiento y sanidad de las plantas, ésos son los

hongos micorrizicos (Linderman, 1994).

Para utilizar este tipo de microorganismos como agentes de biocontrol, es importante
conocer el funcionamiento del sistema y realizar experimentos que permitan analizar las
ventajas de un organismo que ya estd presente cn ¢l suelo y reconocerlo como simbionte
util para cl control bioldgico, es decir, es menester saber cdmo influyen diversos factores
sobre las interacciones del sistema ya que ¢l nivel nutricional del suclo, ¢l pH, temperatura,

el contenido de agua, el tipo de suclo y la microflora, ticnen un impacto en el suelo que

actuara de diferentes formas en cl patdégeno, en ¢l hospedante y en la micorriza (Fig. 2).
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Figura 2. Factores del suclo que afectan la interaccion micorriza-patdgeno-hospedante
(Tomado de Caron, 1989)




4.3 Meccanismos de proteccion

La investigacién en el control bioldgico de patdgenos vegetales ha recibido mucha atencion
cn afios recientes como un medio para incrementar la produccién y evitar un gran nimero
de problemas rclacionados con el control quimico. Por cjemplo para minimizar - la
contaminacién ambiental, incrementar. [a resistencia.al ataque de patégenos y en general

para desarrollar pricticas compatibles con una agricultura sostenible.

[l efecto positivo de la endomicorriza'en el biocontrol ha sido detectado en numerosos
trabajos. Sin embargo los mecanismos mediante los cuales la micorriza conficre proteccidn
a la planta no han sido totalmente comprendidos y todavia son controversiales y polémicos
(Perrin y Salerno, 1994). Autores como Cervinkova (1989), Fernando y Linderman (1994),
Trota er al, (1996) y Norman et al, (1996) consignan que de mancra general la
contribucion de los hongos micorrizdgenos cn la proteccion de las enfermedades puede

explicarse por:

* Los cambios morfoldgicos de la planta y formacidn de barreras a nivel radical.

* Los cambios cn los componentes bioquimicos relacionados con la respuesta de
resistencia de la planta.

*  Una mejor nutricion de la planta.

*  Los cambios y/o el deterioro de las poblaciones antagodnicas de la micorrizosfera.

* Una competencia con el patdgeno por recursos y espacio.

Linderman y Marlow (1994) indican que cuando se forma la micorriza, la fisiologia del
hospedante cambia significativamente en respuesta a la presencia del simbionte en la raiz.
Los hongos endomicorrizicos pueden inducir en la planta huésped la produccion, o alterar
los niveles de sus constituyentes quimicos, incluyendo fitohormonas, isoflavonoides,
ctcétera, que influyen en el crecimiento y funcion de la planta. Un cambio significativo en
plantas micorrizadas es la alteracion en los exudados de la raices hacia la rizosfera del suclo

que provoca la scleccion de un nuevo cquilibrio microbiano en la micorrizosfera. Algunos

de estos materiales pueden, directa o indirectamente, inhibir los patdgenos de las raices; por

cjemplo, la produccion de dcido oxdlico que directamente inhibe a Fusariuni.




Diversos cambios obscrvados en las raices micorrizadas tales como un incremento en la
lighificacion de las células de la endodermis y la presencia de una barrera envolvente que
impide ¢l paso dc los patdgenos pucden estar asociados con la proteccion de las
enfermedades causadas por patdgenos del suelo (Dehne y Schanbeck, 1979; Wick y Moore,
1984).

Aunque los fenoles han sido vinculados con la influencia quimica de las plantas contra los
microbios, su papel cn la interaccion entre plantas micorrizadas y patégenos se ha
relacionado recientemente en dos. formas distintas (Sylvia y Sinclair, 1983; Perrin y
Salerno, 1994): k

Los ecfectos toxicos de materiales deposila’cﬂos' en la"parcd celular y las cnzimas
involucradas en la biosintesis del compuésm ‘feﬁ"c')lico fenil alanina amonio liasa y
peroxidasa. B

La induccion de compuestos antimicrobianos'dc'defe‘nsaillamados fitoalexinas, incluyen
fenoles; se ha visto que Laccaria bicolor induce a la acumulacién de fenoles en las
raices por parte de la planta y éstos sc. incbrporan a la pared celular en un proceso

andlogo a la lignificacién.

Benhamou er al., (1994) realizaron observaciones citolégicas de raices de zanahoria
micorrizadas y encontraron depositos de materiales posiblemente de origen fendlico, los
cuales interactiian fisicamente con la pared invadida por las hifas micorrizicas, presentando
cambios morfoldgicos y citologicos y sugieren que estos materiales actian como una

barrera que impide la diseminacion del patdgeno.

Otros cambios ocurren cn los tcjidos de las raices que involucran la produccion de
compucstos fendlicos que inhiben al patdgeno. Con hongos endomicorrizicos. los cambios
en los constituyentes del huésped sc reflejan con un incremento en los niveles de las
substancias isoflavonoides como las fitoalexinas, aminodcidos cspecificos como la

arginina, o fenoles; también se pueden inducir cambios a nivel morfolégico en los tejidos
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de la raiz que bloquean el ingreso del patdgeno o modifican su desarrollo en los tejidos del
huéspcd (Morandi, 1996). I

Sc ha visto que el metabolismo ‘fendlico en plantas micorrizadas es- inconsistente y que

pucde variar de acuerdo-a las interacciones parasiticas. Sc sugicre la ocurrencia de dos

formas:. el metabolismo fendlico es bajo al principio durante cl establecimiento de la

micorriza y mds tarde hay un incremento fueric y de este modo se previene la infeccion

patogénica (Perrin, 1991).

Morandi (1996) seiiala que una de las mejores formas para conocer si los compuestos
fendlicos son los responsables de mejorar la resistencia o tolerancia de las plantas a los
patdgenos, es comparar la acumulacion de compuestos fendlicos en plantas con y sin
micorrizas, aunque indica que desafortunadamente son pocos los trabajos al respecto. Cita a
Dehne y Schonbeck quienes en 1979 cstudiaron la influencia de Glomus mosseae a la
resistencia hacia Fusarium oxysporum, fortalecida por la acumulacion de fenoles,
encontrando que la infeccion simultdnea con la endomicorriza y el patdégeno, incrementd
los niveles de fenoles y la actividad de B-glucosidasa, disminuyendo la severidad de la
enfermedad. También observaron un incremento cn la lignificacion de la endodermis y del
estele en las plantas micorrizadas, demostrando que estos resultados son un buen
argumento quc apoya la hipétesis de que la resistencia a F. oxysporum es debida a las
cndomicorrizas, ya quc cllas favorecen la acumulacion de compuestos fendlicos en las

raices.

Grandmaison er al., (1993), realizaron la caracterizacidon fitoquimica de compuestos
fendlicos y su focalizacion en la ultracstructura de raices de cebolla inoculadas con dos
hongos endomicorrizicos (Glomus intraradices y G. versiforme), siendo los acidos fertilico
y p-cumirico, usi como la N-feruloyltiramina los principales compuestos que se encuentran
en la pared celular de las raices de plantas inoculadas, sugiriendo que existe un mecanismo
para la condensacion oxidativa de los fenoles. Algunos bioensayos realizados por los
autores exponen que la N-ferulo tiramina induce la ramificacion de las hifas y reduce cl

desarrollo total del hongo. insinuando que la progresiva formacion de compuestos fendlicos




en raices micorrizadas esta directamente involucrada en el control del establecimiento y
desarrollo del endofito, asi como de la gradual reduccion de 'plasticidad y clasticidad de la
matriz simbidtica. Lo anterior indica que también dichos compuecstos pueden ser
responsables indirectamente de la resistencia de la endomicorriza a hongos patégenos, ya

que incrementan la resistencia de la pared celular a la accidn de enzimas digestivas.

La evidencia del papel de las quitinasas en los mecanismos de defensa en contra de los
patégenos, esta basada en el reforzamiento de las reacciones hipersensitivas, pues se ha
considerado que cstas enzimas influyen directamente en contra de la pared del hongo, ya
que esta compuesta de quitina (Perrin y Salerno, 1994; Broglic y Broglie, 1993), y algunos

trabajos han mostrado la actividad antiftingica de la quitinasas (Boller, 1993).

En la revision realizada por Dumas-Gaudot et al.,(1996) aparcce que la actividad
antifiingica de las quitinasas fuc mostrada primeramente al realizar bioensayos utilizando
enzimas en donde se confirmo el efecto inhibitorio de las quitinasas sobre los hongos
saprofiticos del suclo; sin cmbargo, cuando las enzimas puras fueron probadas con hongos
patoégenos, los resultados fucron desalentadores; en ¢l momento en que estas enzimas

fueron combinadas mostraron un cfecto inhibitorio en el crecimiento.

En relacién al biocontrol de patégenos de la raiz en plantas micorrizadas con la
contribuciéon potencial de las enzimas hidroliticas, ain se requicre de mas estudios; sin
embargo, sc¢ ha mostrado que las isoformas de las quitinasas inducidas por los hongos
micorrizicos difieren cn aquéllas inducidas por patdgenos, asi que éstas pueden ser
consideradas para las paredes de las células y entonces estimular los mecanismos de

defensa de las plantas (Dumas-Gaudot er al., 1996),

Dumas-Gaudot es al., (1996) subrayan que dichas enzimas pueden ser quitinasas y B-1,3-
gluconasa, afirmando que dentro de las quitinasas se encuentran la poli 1,4-(N-acetil- -D-
gluocosamida) glicanohidrolasa, EC 3.2.1.14) quc cataliza la hidrolisis de la quitina, lo cual

es importante ya que la pared celular de muchos hongos contiene quitina o B-D-glucano
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como principales constituyentes. De tal manera que dichas enzimas se han propuesto como

potenciales compuestos antiftingicos en ¢l control de enfermedades vegetales:

Qliveira y Zambolim (1987) encontraron en la desorganizacién de Fusarium correlacionada
en la colonizacion por hongos micorrizicos, un vinculo con la degradacion de la quitina, lo
cual indica que existe un aumento en la produccion de quitinasa en la planta; sin embargo,
descubrieron que las mismas moléculas de quitinasa también ocurren sobre las paredes de
las c¢lulas libres de hifas, por lo que las quitinas probablemente no son las principales

determinantes en la secuencia de eventos que establecen la resistencia de las plantas.

Se han reportado algunas diferencias en la expresion de las PR proteinas durante la
simbiosis o interaccion patogénica entre plantas. La produccion de patogénesis relacionada
con PR-bl proteinas, ha sido comparada en las raices de tabaco infectadas por hongos
patogénicos o por hongos contaminantes. El nivel de proteinas PR-bl y la cantidad de RNA
codificada para csas proteinas fuc muy bajo en raices micorrizadas en comparacion con
raices infectadas con el patégeno y ademas micorrizadas. Por otra parte, las proteinas PR-
bl parccen estar localizadas cstrictamente en la interfase simbidtica e contraste con la
amplia localizacion en la pared de las plantas durante la interaccién con el patdgeno
(Benhamou et al, 1994).

Scgun Perrin y Salerno (1994), algunos genes involucrados cn los mecanismos de defensa
estan mas débilmente activados durante una interaccién simbidtica que en una infeccion

patogénica.

La MVA no solo activa los mecanismos de resistencia sino que también induce la
tolerancia, mencionan Dugassa ef al., (1996); asi mismo indican que encontrando un
incremento tanto en la concentracion de fitohormonas, tales como las auxinas y giberelinas,
caomo en la produccion de etileno, ademas el contenido y composicion de esteroles libres,
fucron alterados considerablemente en las hojas de las plantas micorrizadas; por otra parte,

hubo aumento cn la actividad respiratoria y una reduccién de DNA metilacion. Los mismos




‘autores describen la influencia de la micorriza cn todas' las partes cercanas de la planta, no

obstante manifestarse de diferente manera.

Menos estudiado, pero altamente probable, es ¢l mecanismo de supresion del patégeno por
un incremento selectivo de las poblaciones del los antagonicos en la micorrizosfera como

un resultado de alteracion cn los patrones de exudacion (Linderman, 1992).

En el caso de hongos ectomicorrizicos la producciéon de antibiéticos por hongos
micorrizicos han sido reportados para mas de 100 especies de los mismos, solo algunos
investigadores han incursionado en la funcién de ¢sos hongos en la sintesis de antibi6ticos
in sine y proteccion de las plantas a las enfermedades. Un ejemplo de antibiosis es el acido
oxalico producido por Paxillus involutus, el cual es estimulado por los exudados de Pinus
resinosa y protege a la raiz contra la pudricion causada por Fusarium (Duchesne et al.,
1989).

Una explicacion mas para entender el efecto protector de la micorriza, es su facultad de
mejorar la nutricion mineral de las plantas hospedantes, y mds concretamente, la entrada de
fosforo; sin embargo, existen reportes que seiialan que la nutricion adecuada de fosforo esta
asociada con un incremento en la severidad de la enfermedad (Cordicer et al., 1996). Las
enfermedades virales son generalmente incrementadas por los HMA (Hongos micorrizico
arbuscular) (Hamel y St. Arnaud, 1998). Ha sido mostrado que altos niveles de fosforo en
los tejidos de las plantas origina una mejor capacidad de absorcion. Se encontré que las
plantas micorrizadas pueden estimular la réplica del virus ¢ incrementar la severidad de este

tipo de enfermedades (Daft y Okusanya, 1973).

4.4 Efccto de la endomicorriza en enfermedades causadas por patégenos del suelo

Caron et al., (19806) estudiaron el efecto de Glomus intraradices en la colonizacion de
raices de tomale infectadas con Fusarium oxysporum £.sp., radicis-lycopersici, aplicando
ademas 6 dosis de fosforo (41, 82, 164, 328,656 y 1 312 7 g-g") utilizando como fuente

NaH;POs-2H50. Encontraron que la presencia de G. intraradices promovio un decremento
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“significalivo en’el porcentaje de raices necrosadas, asi como cn ¢l nimero de propagulos de

F. oxysporum f.sp. radicis -1ycopersici en todas las concentraciones aplicadas de fosforo.

La presencia de G. intraradices, en cualquiera de las concentraciones de foésforo, promovio
un menor desarrollo en la necrosis de la raices del tomate y una menor proliferacion de /.
oxysporum f.sp. radicis-lycopersici, demostrandose de esta manera que las altas
concentraciones de fosforo en la planta no son las responsables del bajo desarrollo de la
enfermedad y las bajas poblaciones del patogeno, confirmando que la necrosis de las raices
y las poblaciones de F£. oxysporum {.sp. radicis-lycopersici se ven reducidas cuando exista
algin nivel de colonizacion de la endomicorriza. Por otra parte sefialan que para cvaluar la
interaccion entre hongos cndomicorrizicos, cl patdogeno y la planta hospedera, los
parametros clegidos deben ser medidos frecuentemente, para ascgurar observaciones

completamente representativas.

Igbal et al., (1990) trabajaron cn diferentes variedades de papa enraizadas a partir de cultivo
de tejidos, y estudiaron la influencia de hongos endomicorrizicos contra la presencia de
Rhizoctonia  solani, encontrando en la variedad “Cardinal’ un incremento en la
colonizacion micorrizica, mcjorando el crecimiento y suprimiendo la infeccion del

patégeno.

Por su partc Liu (1995) estudié los efectos de los hongos endomicorrizicos Glomus
mosseae, G. versiformey Sclerocystis sinuosa contra Verticillium dahliae en las especies
Gossypium hisutum 'y Gossypium barbadense, observando que ambas especies de algodon
fueron colonizadas por las especies de endomicorrizas, formando vesiculas y arbiisculos en
las células corticales de la raiz después de la inoculacion. Cuando existio infeccion por V.

dahliae 1a colonizacion ocurrio mas en la punta de la raiz y 2 cm arriba.

Dicho autor también encontré que cuando la endomicorriza y cl patogeno se aplican
simultaneamente ambos reducen su porcentaje de infeccion, observando que la inoculacion
del cnddfito disminuye el niimero de microesclerocios germinados en la micorrizésfera y

que el ntmero de esporas de las endomicorrizas no se vio afectado en presencia del
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correlacionado con los grados de la enfermedad, lo que no ‘ocurrié con el nimero de

vesiculas,

- Esto sugicre que existe cierta competencia-y reacciones de antagonismo entre los hongos
endomicorrizicos y V. dehliae. La cndomicorriza redujo la incidencia e indice de la
enfermedad en algodon durante todo su crecimiento, reflejandose en el nimero & flores
(capsulas) y en consecuencia una mejora en la produccion. Aunque todas las especies de
endomicorriza fueron efectivas, se observo que G. versiforme fue la mas efectiva seguida

de Sclerocystis sinuosa.

Fitter y Garbaye (1994) sefialaron‘la existencia de relaciones entre la endomicorriza con
otros organismos del suclo, y quc éstas pucden ser inhibitorias o cstimulatorias,
competitivas o mutualisticas y pueden observarse en todo el ciclo de vida del endéfito,
influyendo, también, cn la interaccion de las plantas con otros organismos del suelo, tanto
en el caso de patogenos, como son los nemdtodos y hongos, como con organismos

mutualisticos, siendo particularmentc notable en ¢l caso de bacterias fijadoras de nitrdgeno.

Asimismo Pcarson (1991) trabajé con plantas de yute (Corchorus olitorius) y estudio las
interacciones entre Glomus macrocarpumy Fusarium solani 'y entre G. macrocarpumy
Azospirillum brasilense, observando que la ocurrencia del hongo patdgeno en la raiz, fue
nenor cuando se inoculd con la endomicorriza, mostrando mejor crecimiento en términos
de altura y peso seco, encontrando, ademds, que la interaccion endomicorriza-A. brasilense

presentd el mejor crecimiento.

Sreenivasa (1994) evaluo la actividad del control biologico de Glomus macrocarpum 'y de
Trichoderma harzianum contra Sclerotium rolfsii (Corticium folfsii), un patdgeno del chile
(Capsicum annuum), ensayando varios niveles de fosforo, y encontré que la combinacion
de G. macrocarpum 'y T. harziamum fuc mias efectiva para suprimir a S, rolfsii. En

consccuencia indica que la actividad biologica de éstos se incrementd con el nivel de
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fosforo, pero- no . existicron diferencias significativas entre el 75 y 100% de fosforo

recoimendado.

De este modo concluye que para cvaluar la interaccion entre hongos endomicorrizicos, el
patdgeno y la planta hospedera, los parimetros elegidos deben ser medidos-frecuentemente,

para asegurar observaciones re presentativas.

Torres-Barragdn ef al., (1996) estudiaron en campo el efecto de la inoculacion de cebolla
con Glomus sp Zac-19 sobre el desarrollo de la pudricion blanca causada por Sclerotium
cepivorum y los rendimientos. Encontraron que la micorrizacion retarda la presencia de la
enfermedad por dos semanas y provee de una significativa proteccion por 11 semanas
después del trasplante con cebolla en comparacion con plantas no micorrizadas. Por otra
parte, las plantas micorrizadas mostraron un incremento de 22% en rendimiento, a pesar de

la presencia del patégeno.

4.5 Interaccion entre nemitodos fitopatégenos y hongos micorrizicos

Los nematodos y los hongos micorrizicos sc encuentran frecuentemente en la misma area,
la dindmica cstacional de ambos ocurren en el mismo periodo; esta sobreposicion en tiempo
y espacio incrementa la posibilidad de interaccion (Ingham, 1988).Debido a daiios que los
nemilodos ocasionan a los cultivos, ¢stos han sido estudiados desde hace muchos afios; sin
cmbargo, la asociacion micorrizica ha atraido la atencion por el beneficio que aportan al

desarrollo de las plantas durante las tltimas 3 décadas (Roncadori, 1994).

La reaccion de crecimiento de las plantas a las interacciones entre nematodos y HMA, esta
en funcion de cuanto dafio hace el nematodo o cudnto beneficio causan los HMA (Hussey y
Roncadori, 1982).Varios estudios han revelado que la presencia de los HMA pueden
reducir ¢l dafio causado por nemétodos (Tylka er al, 1991; Camprubi er al., 1993;
Fernandez et al., 1994; Pinochet er al., 1995; Pinochet et al., 1996; Vaast ¢t al., 1997). Sin
embargo, otros sugicren que el potencial micorrizico podria ser limitado en suclos

cronicamente infectados por nemitodos y que la reaccion de éstos mediante la aplicacion
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de nematicidas puede incrementar el nimero de esporas, arbusculos y vesiculas (Bird ef al.,

1974, Rich y Bird, 1974; Germani ef al., 1980; Rich y Schenk, 1981).

El resultado de cstas interacciones depende de una variedad de factores, considerando los
“HMA ¢omo una alternativa en la reduccion del uso de nematicidas. Por ello es importante
contar con informacion que nos ayude a entender los clementos que condicionan el éxito de

los HMA en el biocontrol de nematodos patogenos.

4.5.1 Interacciones entre nemitodos y micorrizas

De acuerdo con Hussey y Roncadori (1980) e Ingham (1988), la respuesta de la planta a la
infeccion puede ser evaluada basandose en: 1) la influencia de la interaccion en cl
crecimiento o rendimiento de las plantas; 2) la estimulacion en el desarrollo micorrizico; y

3) la supresion del nematodo.

Basdndose en las consideraciones hechas por Husscy y Roncadori (1980), los posibles

efectos de la interaccion entre plantas-nematodos—micorrizas se denotan en el Cuadrol.

Cuadro 1. Posibles efectos de la interaccion entre las plantas, el nemaitodo y la
endomicorriza arbuscular (Tomado parcialmente de Hussey y Roncadori, 1980).

Tipo de interaccion Componente Efecto en el componente
Neutral Hongo La infcecion de la raiz o la esporulacion na se altera
Hospedante No hay efecto de la micorriza cn ¢l crecimiento de la planta, ni
supresion del nemitodo.
Nemitodo Atraccion de las raices, penctracion o subsiguiente desarrolio y la
reproduccion no es alterada.
Positivo Hongo Infeceion de la raiz o esporulacion incrementada.
Hospedante Supresion del nemidtodo o crecimiento o produccion atectado
Nemitodo Atraccion a las raices, penctracion o subsiguiente desarrollo y
reproduccion suprimida.
Negativo {longo Infeccion de la raiz o esporulacion suprimida.
Hospedante Respuesta de crecimiento o produccion a la micorriza suprimida.
Nemitodo Atraccion a raices, penctracion o subsiguiente desarrollo e

incremento en b reproduccion.

Los HMA o colonizan regiones de raices ya infectadas por nematodos v los nematodos
solo raramente afectan regiones previamente colonizadas por micorrizas. En las plantas

ocupadas tanto por micorrizas y nemaitodos endopardsitos, las poblaciones de nemitodos




pucd'cn ser incrementadas como un resultado de an 1ﬁay6r sistema rndical en plantas
micorrizadas, pero gencralmente la penetracion y desarrollo de los nemdtodos puede ser
inhibido por los HMA. La funcion de HMA, sin cmbargo no es gencralmente afectadas
excepto en las areas de estrecha proximidad a la infeccion de nematodos. La resistencia de
las plantas a las enfermedades es posible que se incremente por HMA, pero ocasionalmente
’los hongos no tienen efecto. En algunas asociaciones los nematodos reducen la cantidad de
estimulacion sobre el crecimiento de las plantas, disminuyendo el efecto de los hongos
endomicorrizicos, micntras que en otras, los HMA reducen el parasitismo dec los
nemadtodos. El tipo de respuesta depende de la planta en cultivo, del nemadtodo y de las
especies de hongos, asi como de los nutrientes del suclo, del tiempo de inoculacion y de la

cosecha (St. Amaud et al., 1994).

Sin embargo ha sido demostrado que en la misma combinacion hongo-nematodo-
hospedante, se pucden encontrar diferentes niveles dec  poblaciones de nematodos
dependiendo de la superficic de raiz colonizada por HMA; si el porcentaje de colonizacion
era por abajo del 38%, entonces no se¢ presentaba una disminucion de las poblaciones de
nematodos, donde tubo un 54% fuc ligeramente disminuida y cuando los porcentajes de
colonizacién se encontraban cntre 85 y 96%. tanto huevccillos como adultos fueron

suprimidos (Saleh y Sikora, 1984).

[nglam (1988) sefala que las interacciones enire nematodos endoparisitos y HMA son
expresadas generalmente en dos tipos. El TIPO 1 es cuando el nematodo reduce la
estimulacion causada por el simbionte micorrizico; asi que ¢l crecimiento de una planta
tratada con nemdtodos y HMA es menor que cuando sélo es inoculada con HMA, pero
mayor que el control (Fig. 3a). En ¢l TIPO 2 los HMA compensan la reduccion de
crecimiento causada por los nematodos; el rendimiento de las plantas tratadas con
nematodos ¥y HMA es mayor que los tratamientos con nemitodos, pero menor que ¢l

control (Fig. 3b).
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Figura 3. Representacion del efecto de las interacciones Tipo 1 y II entre nemdtodos (N)
endopardasitos y HMA (M) en el crecimiento de plantas. Testigo (T) a) Comportamicnto de
una interaccion Tipo [ b) Comportamiento de una interaccion Tipo 1. (Scgin Ingham,
1988).

Micntras mas se acerque cl rendimiento al tratamicnto control, mas fuerte s ¢l efecto que
HMA tiene en la patogenicidad de los nematodos. En una revision de 45 experimentos de
interacciones, ¢l 45% fueron del Tipo | y 34% del Tipo II; en un 17% la produccién fue
mayor en los tratamicentos con nematodos y micorrizas y en un 4% la adicidon de HMA a los
tratamientos con nemaitodos redujo la biomasa por abajo del tratamiento con nemdtodos

solos (Ingham, 1988).

Estudios de campo revelaron que habia una interrclacion inversa entre la incidencia de
HMA y las plantas parasitadas con nematodos (a mayor colonizacion menor daiio) y que la
aplicacion de nematicidas incrementa la colonizacion y esporulacion de los HMA. Por otra
parte, sc observd que los HIMA prevalecian mas en campos con una baja poblacion de
nematodos que en aquellos altamente infestados (Bird et «l., 1974, Schenk v Kinloch,
1974).

Este tipo de asociaciones desperto interés en realizar estudios en condiciones controladas y
fucron también indicadores iniciales de la complejidad de la relacion tripartita (Roncadori,
1994). Por esta razon Smith (1987) sugicre Ia necesidad de considerar o densidad inicial
del nematodo y del endofito, la separacion de inoculacion y modelos estadisticos en la

plancacion de las investigaciones, de tal suerte que la informacion reunida en estudios bajo
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condiciones de control sea cventualmente transferida a campo o por lo menos a sistemas de

mancjo especializado como los viveros.

Durante mediados de los setenta se realizaron aproximadamente 50 cstudios acerca dc la
intcraccion nematodos y micorrizas; sin embargo, los primeros trabajos fueron conducidos
en suelos pobres en P para favorecer el desarrollo de los HMA, pero bajo tales condiciones
no fue posible determinar si la tolerancia o resistencia cra debida solamente al mejor
aprovechamiento del hospedante en la entrada de fosforo o también a otros factores. Por lo
que cn experimentos subsecuentes incluyeron el uso de P con rangos suboptimos y dptimos
para ¢l crecimiento de las plantas (Ronca(iori, 1994). La mayor cantidad de estudios se han
realizado en ¢l género Meloidogyne, debido a s factores principales: 1) la abundancia ¢
importancia ccondmica y, 2) la facil manipulacién. Por otra parte, los géneros de HMA mas

estudiados han sido Glomusy Gigaspora (Cuadro 2).

4.5.2 Efccto protector de los hongos micorrizicos arbusculares

Lo mecanismos que gobicrnan esos efcctos son desconocidos, pero cambios en los
exudados podrian alterar la atraccion de los nematodos; en alteraciones estructurales tales
como el grosor de la pared, las vesiculas podrian determinar la penctracion y en cambios en
la fisiologia podrian retardar ¢l desarrollo de los nemidtodos y su reproduccion (Francl y
Dropkin, 1985). Por otra parte, cxiste la hipotesis para el caso de nematodos migratorios de
que la competencia por cspacio, fuente de alimento y acumulacion de compuestos
fenolicos, hormonas y fitoalexinas dentro de los tejidos, pueden ser factores que afectan sus
habitos alimenticios (Pinochet er al, 1996), asi como los procecsos de suberizacion y
lignificacidon (Hayman, 1982, Smith, 1987) que impiden la penctracidn y los cambios en la
microflora del suelo; cambios en exudados dec las raices inducidos por los simbiontes

parecen lener cierta influencia en esos patogenos del suclo.

Gerdemann (1968), Smith (1987) y Roncadori (1994) sefialan que el cfecto de cada uno de
los microorganisnwos estd mediado aparentemente por los cambios que produce el

hospedante. Algunos de los posibles mecanismos son descritos a continuacion:
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Cuadro 2. Relacién de trabajos realizados sobre cl estudio de la interaccidon nematodos-

IHMA

Hospedante

“Algodan

Soya

Tomate

Tabaco

Zanahoria

Durazno

Cacahuate

Citricos

Vid
Durazno
Algodén

Soya
Tamarillo

Tomate

Algodon

HMA

Gigaspora margarita

Glomus etunicatum
Glomus mosseae
Gigaspora margarita
Glomus etunicatum

Endogone calospora
Glomus macrocurpus
Gigaspora heterogamu

Glonius mosscae

Gigaspora margarita
G/DII”M' massedae

Gigaspora gigantea

Glomus mosseae
Gigaspora margaritu

Glomus etunicatum
Gigaspora margarita

Glomus etunicatum
Glomus fasciculatum

Glomus mossecae
Glomus ctunicatim
Glomus fasciculatum
Giguspora margarita
Glomus fusciculatum
Glomus fasciculatum

Gigaspora margarity
Glomus fasciculatum
Glomus fusciculatum
Glomus mosseae
Glomus temure
Gigaspora margarita
Glomus intraradices
Gigaspora margarita

Nematodo

:\vIL"Ini}In_umc incognita

Pratylenchus braclhyurus

AMeloidogyne incognita
Meloidugyae incognita
Meloidogyne incognita
Heterodera glycines
Meloidogvne incognita
Heteradera glycines
Meloidogyne incognita
AMeloidogyne incognita
Meloidogyne incognita
Meloidogyne incognita

Meloidogyne incognita
Meloidogyne incognita

Heterodera solanacearum

Meloidogyne halpa
Meloidogyne incogrita

AMeloidogyne incognita
Meloidogynearenaria

Meloidogyne arenaria

Tvlenchulus semipenctrans

Tvilenchulus semipenetrans

Radopholus similis
Melvidogyne arenaria
Aeloidogyne incognita
Meloidogyne incognita

Heterodera glycines

Aeloidogyne incognita

Meloidogyne hapla

Meloidugyne incognita

Interaccion

r

+

e e e e - o~ o~

s
= +

-0

Fuente

Tomado de Hussey y
Roncadori, 1982
Tomado de Hussey y
Roncadori, 1982

Schenck et af . 1975

Tomado de Hussey y
Roncadori, 1982

Tomado de Hussey y
Roncadori, 1982

Sikora y Schonbeck,
1975

Fox y Spasoff, 1972

Sikora y Schénbeck,
1975
Tomado de Hussey y
Roncadori, 1982

Tomado de Hussey y
Roncadori, 1982

Tomado de lussey y
Roncadori, 1982

Atilano et al., 1976
Strobel et al., 1982
Saleh y Sikora, 1984
Francl y Dropkin,
1985
Cooper v Grandison,
1986
Cooper y Grandison,
1986

Smith ez al., 1986

1) Mejoramiento de la nutricién y el crecimiento.

La mayor tolerancia de las plantas al ataque de los nematodos, frecuentemente ha sido

atribuido por incremento en la nutricién de fo6sforo (Smith, 1987). El aumento en la

absorcion de los nutrientes pucde incrementar el crecimiento de las raices. El crecimicnto

o]
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“extremadamente rapido de las raices podria diluir la densidad de¢ poblacion de los”

nematodos y promover el escape de algunas raices y, por otra parte, la mayoria de las veces
se ha visto que los nematodos no atacan la red de hifas extramatrical. Es posible que una
red mas extensiva de hifas en el suclo reduzca la necesidad de ramificar extensivamente las
raices, por lo que son pocos los sitios disponibles que existirian para la infeccién: de -

nematodos (Roncadori, 1994).

2) Competencia por espacio

La hipotesis de competencia por espacio puede jugar un papel en las interacciones con el
endofito, pero esto ann no esta bien documentado. Se podria especular que este mecanismo
podria ser ¢l mds importante para los nematodos migratorios, los cuales causan dafios
extensos y necrosis en la corteza y cpidermis, dejando el tcjido inadecuado para la
colonizacién simbidtica (Husscy y Roncadori, 1978). Sin embargo, al observar menos
nematodos en las raices micorrizadas que en las no micorrizadas no podria apoyar esta

hipotesis. Suponiendo que cada individuo utiliza la misma cantidad de espacio.

Por otra parte, se ha visto que la actividad d:l nemétodo no cs afectada si el 40 6 60% de la

raiz es micorrizada y que los puntos de alimentacién se localizan en la zona de crecimiento

de la raiz, la cual raramente cs colonizada por la micorriza.

3) Cambios en los exudados de la raiz y fisiologia de las raices.

La influencia de la nutricion de P en la permeabilidad de la membrana y los exudados,
afectan la penetracion de los HMA (Ratnayake er «l. 1978). Incrementos en la
concentracion de azicar y aminodcidos en la rizosfera y rizoplano en plantas con
deficiencia de P, favorecen la actuacion del endéfito; tales cambios en los exudados de
rajces micorrizadas podrian afectar directamente la actuacion de los nematodos o
indircctamente alterar las poblaciones de los microorganismos de la rizésfera o del
rizoplano, promoviendo Ia presencia de antagonistas. La micorriza inducen cambios

bioquimicos entre el tejido de la raiz y ha sido reportado que podria inhibir la infeccion y el
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desarrollo de los nematodos. Incrementos en la produccién de fitoalexinas han sido

reportados en soya asociados a la micorriza.

4) Competencia por los fotosintatos del hospedante. Esta hipdtesis tiene su fundamento en
que hay competencia por un recurso comiin del hospedante. Se ha estimado que el costo de
carbon por ¢l hongo varia alrededor del 4 al 12% (Smith, 1987). De manera similar los
nematodos también requicren de carbohidratos. Si el hongo tuviera un acceso primario a los
carbohidratos, es logico que el crecimiento y reproduccion de los nematodos se viera

afectado.

Algunos estudios han revelado que los HMA han sido mas abundantes en campos libres de
nematodos y, por otra parte, s¢ ha visto que el nimero de esporas, arbtisculos y vesiculas se
ha incrementado cuando la densidad de nematodos patdégenos es disminuida con ¢l uso de

nematicidas (Schenck y Kinloch, 1974).

Atilano et al., (1981) encontraron que Meloidogyne areanaria puede inhibir el desarrollo de
G. fascictlatum,; suponen que una de las causas es que el nemdtodo invade el tejido de la
raiz y sc desarrollan las células que forman las agallas, por lo que el transporte de agua y
metabolitos es alterado interfiriendo con el movimicnto de los metabolitos requeridos por
los HMA y, por otra parte, una vez que las raices son afectadas llegan nucvos patégenos
que destruyen cl tejido cortical donde coloniza el hongo. La respuesta de la planta puede ser
completamente  diferente cuando los HMA y los nematodos son inoculados
simultaneamente, u opuesta cuando primero se inoculan los HMA y después los
nemdtodos, ya que muchos de estos tltimos pueden invadir las raices en pocas horas o
pocos dias mientras los HMA pueden requerir dias hasta dos semanas para una

colonizacion exitosa (Ingham et al., 1986).

El clecto de los HMA sobre los nemdtodos contra la penetracion y desarrollo de ¢stos,
pucde ser insignificante en algunas asociaciones, pero no en otras (Francl, 1993).
Roncadori y Hussey (1986) encontraron que en un cultivo susceptible de algodon, la

reproduccion de Meloidogyne incognita  incrementd cuando las plantas habian  sido
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inoculadas con- Gigaspora margarita, pues la poblacion de huevos fue mayor que en

plantas inoculadas s6lo con nemitodo.

Sin embargo, cn ¢l cultivo resistente no hubo diferencias estadisticas cntre plantas
micorrizadas y no; ellos suponen que el efecto de”incremento en plantas micorrizadas se
debid a que éstas desarrollaban un sistema radical mayor, lo que pudo soportar una cantidad
mds grande de nematodos; cn este caso, la fertilidad del suelo no tuvo ningin efecto.

Otros ecstudios han demostrado que existe una baja poblacion de Pratlvienchus brachyrus
cuando el tejido cortical se encuentra extremadamente colonizado por Gi. margarita, lo que
sugiere que el tejido colonizado no es un buen alimento para el nematodo; por otra parte,
cabe sefialar que los arbiisculos de Gi. margarita pueden ocupar mas del volumen interior
de las ceclular corticales; por lo tanto, sugicren que puede haber una competencia por

espacio cntre los organismos (Hussey y Roncadori 1978).

Kellan y Schenck (1980) describen que en las raices, cuando la micorrizacion es mayor, el
namero de agallas e¢s menor, lo cual podria ser resultado de la reducida habilidad de los
nemdtodos para penetrar las raices micorrizadas o que el hongo pueda influir en el
desarrollo de las células gigantes, lo que podria intervenir con el desarrollo de los

nematodos.

Los HMA, sin embargo, podrian tener un efecto antagénico en los nemdtodos pardsitos de
las plantas y tales efcctos podrian tener bases fisicas o fisiologicas, ya que pueden: 1)
incrementar ¢l vigor y crecimiento de las plantas para disminuir las pérdidas en rendimicnto
que normalmente causan los nematodos; 2) fisiologicamente alteran o reducen los exudados
de la raiz responsables de Ia reaccion quimiostatica de atraccion a los nemitodos; y 3) de
una manera directa retardando el desarrollo de los nematodos o la reproduccion dentro de

los tejidos (Hussey y Roncadori, 1980).

4.5.3 Efecto de los nemiitodos sobre los hongos micorrizicos arbusculares

Algunos estudios revelan que los HMA han sido mas abundantes en campos. libres de

nemdtodos (Schenck y Kinlock, 1974) y, por otra parte, se ha visto que cl nimero de
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esporas y arbusculos y vesiculas s¢ han incrcmcniado cuando la densidad de nemétodos
patégenos es disminuida con el uso de nematicidas; datos similares fueron reportados por
Ingham er al., (1986) encontrando que cuando los nematodos son reducidos, se presenta un
doble incremento en la actividad arbuscular y la colonizacion; sin embargo, ellos sugieren
que bajo cicrtas condiciones los neématodos impactan significativamente la colonizacién de
las raices bajo condiciones de campo, pero s mecanismos que influyen en esta interaccion

no son atin entendidos.

Carling et al., (1989) encontraron que el efecto de Meloidogyne incognita afecta de manera
inconsistente la esporulacion y colonizacion de los HMA, ya que aunque la presencia del
nematodo tuvo un efecto minimo en la colonizacion, tendid a suprimir la esporulacion de
G. etunicatumy estimulé la de Gi. margarita. No sec sabe la causa de csta repuesta, pero
cfectos similares han sido reportados en otros . trabajos (Hussey y Roncadori, 1982, Smith
1987).

4.5.4 Importancia del fosforo en la interaccion nematodo-hongos micorrizicos
arbusculares

Las investigaciones sobre el potencial de los HMA para limitar la actividad del patdgeno y
cl rendimiento, han sido realizadas en invernadero, en suclos esterilizados y deficientes en
P para maximizar cl crecimiento de los HMA. Diversos autores seiialan la necesidad de
realizar investigaciones en campo ¢ invernadero considerando ¢l papel del P en la
interrclacion huésped-simbionte-patogeno (Smith et al., 1986; Carling et al., 1986, Tylka et
al., 1991).

Wallace (1983) seniala que la mayoria de los estudios realizados hasta esta época eran
meramente  descriptivos y la interaccion entre HMA y patdgenos no podria secr
corrclacionada debido a que otros componentes de la interaccion no estan presentes (Smith,
1988).

Trabajos realizados a partir de los ochenta consideran el P como el {actor importante en €l

estado nutricional de las plantas, ya que las plantas micorrizadas estan en desventaja con las

no micorrizadas.
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Smith (1988) menciona que, con pocas excepciones, los efectos de la simbiosis micorrizica
han sido relacionados con e! mejoramiento de la adicion de P en basc al uso de los HMA.
Sin embargo, estudios recientes con nematodos sedentarios y HMA, han dado la evidencia
“de que los HMA pucden afectar la relacién patogeno-hospedante de manera diferente que el-
P.
Tylka et al., (1991) seiialan que el efecto de los HMA en el crecimiento de las plantas se
debe al incremento de P, ya que las plantas con altos niveles de P presentaron el mismo
desarrollo que las inoculadas; realizaron experimentos en campo ¢ invernaderos con soya y

encontraron que se presenta una leve reduccion en la poblacién de nematodos.

La tolerancia de los HMA a los nematodos se debe a la presencia de P, ya que las plantas
microrrizadas presentan un mayor crecimiento radical, lo que permite una dilucién de
nematodos y esto promueve el escape de algunas raices al patogeno (Smith, 1987y Hussey
y Roncadori, 1978).

4.5.5. Efectos en plantas perennes

Los nematodos pardsitos de las plantas han sido reconocidos como una de las principales
enfermedades de las cosechas. En manzana, pera, almendro, durazno, cereza, ciruela y café,
se ha visto que los nemitodos destruyen el parénquima cortical de las raices, causando
cavidades y lesiones que predisponen al tejido a infecciones secundarias por hongos y
bacterias (Pinochet et «l., 1996). Estos dafios pucden afectar seriamente estados tempranos
de desarrollo en invernadero, cuando las plantas son transplantadas a campo; estc cs
expresado en retraso de la produccion, bajos rendimientos, frutos pequeiios, deficiencias

nutricionales y reduccion cn la longevidad de los huertos (Pinochet ¢f al., 1996).

En algunos porta injertos, la colonizacion micorrizica no tienc efectos directos en los
nemaloedos, permitiendo una similar reproduccion en plantas de ciruela atacadas por
Prathylenchus vulnus con y sin micorriza (Camprubi e al., 1993) y en cereza Santa Lucia
64 y quince BA-29 inoculadas con Glomus intraradices (Calvet et al., 1995, Pinochet er al.,

1995); sin embargo, en csos tres casos los cfectos benéficos de la infeccion micorrizica en
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crecimiento vegeltativo podria ser indirecto y aparentemente rclacionAado con un incremento
en la capacidad nutritiva del huésped. Los niveles de P en cereza y quince BA-29
micorrizadas con y sin nemdtodo fueron altos y equivalentes a aquellas plantas con alta
fertilizacion fosforada. De manera similar en manzana EMLA-26 inoculada con Glomus
mosseae con y sin £ vulnus crecio significativamente mejor que en plantas inoculadas con
nematodos con o bajo nivel de P; las plantas micorrizadas también mostraron alto nivel de
nitrégeno cn las hojas (Pinochet et al., 1993). El crecimiento de plantitas de limon rugoso
inoculadas con HMA fue mayor que en plantas no micorrizadas o plantas inoculadas con el
nematodo Radophulus similis (R. citrophilus). Cuando las plantas fueron inoculadas con el
nematodo y ¢l simbionte, la supresion del crecimiento de plantas causado por ¢l nematodo
fue aliviado en plantas inoculadas con Glomus etunicatum, comparadas con las no
inoculadas O'Bannon y Nemec, 1979). También Smith y Kaplan (1988) reportaron en
citricos un incremento en ¢l crecimicento de limon rugoso asociado con la colonizacion de la

raiz por G. intraradices, como resultado del mejoramiento en la nutricion de fésforo.

El platano es considerado como un cultivo herbdceo perenne que responde bien a la
micorrizacion (Jaizme y Azcon, 1995). Plantas de plitano cultivadas en maceta inoculadas
con G. fasciculatum solo y con R. similis, desarrollaron grandes sistemas radicales y
mostraron altos contenidos de N, P y K en las hojas (Umesh et al., 1989) que las no
inoculadas. Sin embargo, no sicmpre una inoculacion micorrizica temprana tiene un efecto
benéfico en cl crecimiento de las plantas en presencia de nematodos endoparasitos
(Pinochet ef al., 1996). En durazno Glomus mosseae favorecié el crecimiento, pero no le

dio un efecto protector contra P. vulnus (Pinochet et al., 1995).

Desafortunadamente  mucha de la informacion disponible que podria subrayar los
benelicios de la absorcion de microclementos (Ca, Mg, Mn, Fe, Zn y Cu) debido 2 la
micorriza en presencia de  Radophulos o Pratylenchus, se ha obtenido en prucbas de
invernadero o microparcclas con resultados variables. Aunque las microparcelas permiten
un crecimiento de raices considerablemente grande y estimulan una mejor respuesta a
condiciones de campo, son todavia sistemas con ambiente artificial que requicre adicion de

nutrimentos  (Sikora, 1978). Informacién de campo para justificar los beneficios de la

27



entrada de microelementos en rérbolcs frutales como en membrillo (Calvet e al., 1995) y
cereza (Pinochet et al., 1995) no cstan disponibles. G. mosseae en plantas de platano
atacados por Meloydogyne incognita inhibio el agallamiento de las raices y el incremento
de los nematodos en h raices. El porcentaje de colonizacién micorrizica fue alto (80%) en
plantas con baja fertilizacion, aunque cuando se usa la dosis 6ptima de P para platano sc

mostré que la colonizacion disminuye (Jaizme~Vega et al., 1997).

Calvet et al., (1995) estudiaron la interaccion entre Glomus intraradices y Pratylenchyus
vulnus en ¢l portainjertos de membrillo BA-29, durante una estacion de crecimiento,
encontrando que aquellas plantas inoculadas con la endomicorriza incrementaron
significativamente su crecimiento en suelos con bajos niveles de fosforo, resultando mas
cfectivas, inclusive que aquellas que fueron fertilizadas con fosforo, mejorando el
desarrollo total de la planta. Cuando la planta estuvo en presencia del nematodo, las plantas
micorrizadas fucron las que presentaron ¢l mejor comportamicnto en todas las variables
cvaluadas. Sin embargo el nemidtodo causé un decremento significativo en el porcentaje de
colonizacion radical y en la formacidn de vesiculas, asi como bajos niveles de Al, Fe, Mn y

Zn en plantas no micorrizadas y con nemétodos cn el suelo pobre en fésforo.

Plantas inoculadas con G. intraradices presentaron altos niveles de N, Ca, Mg, Mn, Cu y
Zn. Plantas micorrizas ¢ infectadas con P. vulnus mantuvicron estos niveles, concluyendo

que la inoculacion conficre proteccion contra P. vulnus al mejorar la nutricion de la planta.

El uso de nematicidas (fumigantes del suclo y compuestos no volitiles) todavia son
comunes en viveres. Debido a los riegos que el uso de éstos tiene por su elevada toxicidad
(bromuro de metilo), serin retirados del mercado en un futuro. Los productores tendran que
mancjar nematodos con productos quimicos menos efectivos (pre y post transplante) en
frutales que en general carccen de resistencia a nemditodos migratorios. La implementacion
de tempranas inoculaciones a nivel de invernadero, puede representar una alternativa en la

produccion de plantas que van a ser transplantadas a campos infestados.
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Pinochet ef al., (1996) mencionan que antes de implementar un posible uso comercial de

los HMA a nivel de invernadero, deben realizarse importantes investigaciones para lograr

que la micorriza, pueda ser utilizadas como una prictica de manejo para contrarrestar los
efectos de los nematodos patdgenos tales como:

e Scleccién de los HMA para incrementar la capacidad de las plantas al estrés por
transplante, salinidad, sequia y tolcrancia a los nematodos.

e Estudios de la eficiencia de diferentes cepas y especies de HMA para ascgurar una
respuesta optima al dafio por nematodos. ' i

* Mayor conocimiento del tiempo que requieren las plantas para ser cxpuestas al
simbiontc antes de llevar al campo y exponerlas al nematodo para asegurﬁ;r una buena
respucsta.

e Mcjorar formulaciones para inoculaciones efectivas a gran escala, determinar los
factores comerciales para su implementacion, el uso de indculo de suelo, substratos de
crecimiento, arcilla expandible y geles, son ejemplos de una tecnologia de inoculacién
desarrollada.

* Garantizar la colonizacion en invernadero;. pero es importante que el productor tenga un
punto de vista de cudndo hay una respuesta positiva de la planta antes de llevarla a
campo. ’

¢ El uso dec ncmaticidas (fumigantes de suclo y compuestos no volzitvilebs);téazivia son
comunes en suelo de invernadero; se han disminuido debido a los riegos de

contaminacién ambicntal.

Sc requerirdan investigaciones basicas para determinar cémo diferentes HMA afectan
ncgativamente a la migracion de los nematodos y su reproduccion dentro de las células
corticales de las raices. Los cambios bioquimicos y estructurales en los tejidos de la raiz
son aspectos que ameritan futuras investigaciones en cultivos perennes.

4.5.6 Consideraciones finales

.o mecanismos que gobicrnan los efectos de proteccion a . los patdgenos en plantas

micorrizadas son desconocidos, pero cambios en los exudados podrian-alterar la atraccion
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de los nemdtodos; alteraciones estructurales tales como ¢l grosor de la pared dc las
vesiculas podrian determinar la penetracién y cambios en la fisiologia podria retardar el
desarrollo de los nemalodos y la reproduccion Francl y Dropkin (1985). Por otra parte,
existe la hipotesis para el caso de nematodos migratorios de que la competencia por
cspacio, fuente de alimento y acumulaciéon de compuestos fendlicos, hormonas y
fitoalexinas dentro de los tejidos, pueden ser factores que afectan los habitos alimenticios
de éstos (Pinochet er al.,, 1996), asi como los procesos de suberificacion y lignificacion
(Hayman, 1982; Smith, 1987) que impiden la penetracion y los cambios en la microflora
del suelo, y cambios en exudados de las raices inducidos por los simbiontes, parecen tener

cierta influencia en esos patdgenos del suelo (Gerdemann, 1968; Smith, 1987).

Parte de la dificultad para hacer gencralizaciones accrca de las interacciones HMA-
nemitodos csta relacionada con los pardmetros de evaluacion, Mientras algunos estudios
reportan acerca de la biomasa de las plantas, otros reportan rendimientos de frutos y
semillas, pero raramente ambos. El rendimiento puede ser mas susceptible a la interaccion
entre HMA y nemdtodos que la biomasa de las raices y parte aérea, pero puede requerir
mayor periodo experimental y especiales condiciones de crecimiento (Roncadori y Hussey,
1977).

La respuesta de la planta puede ser completamente diferente cuando los HMA y los
nematodos son inoculados simultincamente u opuesta cuando primero se inoculan los
HMA y después los nemaitodos, ya que muchos nemitodos pueden invadir las raices cn
pocas horas a pocos dias, mientras los HMA pucden requerir dias a dos semanas para una

colonizacion exitosa (Vaast ef al., 1997),

Pocos cstudios han sido rcalizados con nematodos migratorios, micorrizas y cultivos
perennes y este tipo de estudios se han quedado atrds cn relacidon con otros cultivos y
asociaciones, debido, posiblemente, a la dificultad en establecer metodologias confiables
para medir los cfectos de la interaccion entre el crecimiento de las plantas y la nutricion con

este grupo de nemitodos (Pinochet ef al., 1996).
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En la altima década, varios estudios han contribuido al mayor entendimiento de la funcién
benéfica que la micorriza pucde jugar en cl desarrollo de patrones infectados con
endoparisitos migratorios, especificamente con cl género Pratylenchus, los cuales estan de
manera significativa involucrados en ¢l decaimiento de los arboles y problemas de replante
de huertos (Nyczepir y Halbrendt, 1993). El incremento en la tolerancia al nemz"uodo
agallador asociada con la fertilizacion segun (Carling et al., 1989) necesita ser estudiada en

campo.

4.6 Factores de manejo de la endomicorriza-arbuscular que influyen sobre el efecto de
control

Linderman. (1994)- sefaladiversos. factores que inﬂuyeh”sc')bre ‘el cfecto del control

biolégico:

= Tiempo de establecimicnto de la simbiosis. Para que la endomicorriza pueda suprimir las
enfermedades de la raiz, ¢ésta debe cstablecerse antes de la inoculacion del patdgeno,
considerando un porcentaje de infeccion mas rapido de los hongos patdgenos comparado
con el de la endomicorriza y ¢l tiempo necesario para que los efectos de la micorriza en
la fisiologia y morfologia del hospedante ocurran,

m Nivel de indculo del patogeno. El potencial de control bioldgico en cualquier sistema de
produccion esta directamente relacionada con el potencial de indculo del patdgeno, ya
que altas densidades del patdgeno inhibe al agente de biocontrol; por esta razon es dificil
dar conclusiones acerca del potencial para biocontrol a menos que un rango de densidad
de indculo sea utilizado.

w Variacion en la endomicorriza, genotipo del hospedante y la composicion quimica y

microbiana del suelo.

Diferentes interacciones cntre la endomicorriza, planta hospedera y ¢l patégeno ocurren; sin
embargo, pocos estudios han comparado un rango de hongos endomicorrizicos para
cualquicra de estos efectos y ninguno sc ha hecho considerando las enfermedades de las
plantas, afadicndo al complejo planta-endomicorriza-patdgeno la variacion de [a

interaccion de la quimica y composiciéon microbiana del suclo. No ¢s asombroso que las
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interpretuciones y coniparacioniés énire diferentes estudios” sean dificiles, o obstante, es

concebible la correcta combinacidn de los factores cxistentes.

4.7 Problemas del uso de hongos micorrizicos en el control biolégico

Debido a que la micorriza interfiere en el desarrollo con los patdgenos, puede ser usada
como forma de control bioldgico. Sin embargo, se han encontrado resultados
contradictorios en estudios con el mismo sistema planta-simbionte-parasito, en diferentes
suclos o substratos, posiblemente porque la eficiencia de esos mecanismos, pueden ser
afectados por las condiciones del suclo. Los dos factores del suelo principalmente
involucrados son la disponibilidad de P y la microflora (Fitter y Gabaye, 1994), ya que sc
ha visto que las infecciones micorrizicas pueden, eventualmente, aumentar la incidencia de

enfermedades (Caron ef al., 1986).

Por otra parte, las diferencias entre los genotipos tanto de los patégenos como del hongo
micorrizico, determinan la interaccion, asi que algunas cepas puedzn ser efectivas para unas
cepas de patogenos y para otros no, como se observd en los trabajos de Strobe! y Sinclair
(1991a, 1991b) donde sc encontré que Lacaria bicolor previenc la diseminaciéon de
Fusarium oxysporum cn las raices del abeto de Douglas, pero sdlo en ¢l caso de cepas no

agresivas.

Otro punto critico puede ser la seleccion de cepas eficientes (Graham, 1986). Un problema
mas encontrado en ¢l uso de los hongos endomicorrizicos en relacion al control bioldgico,
es que la susceptibilidad a la enfermedad y a la micorriza, puede estar correlacionada
positivamente como sc¢ ha reportado para ¢l caso de la raiz, donde la colonizacion
micarizica es afectada por la creacion de lineas resistentes a hongos patogenos (Toth et al.,
1990).
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5.METODOS
5,1 Propagacion de inoculantes

5.1.1. Sitios de recolecta

El |ﬁucslrco se realizé en 7 localidades -(Paso Grande, Bella VEsperanza, Mimdorés,
Estanzuela, Juchique de Ferrer, Xico y La Concepeion) de la zona cafetalera en la parte
central de Veracruz, eligiendo agroecosistemas con diferencias respecto al suelo, sistemas
de produccion y microclimas.(Fig. 4). En cada una de las fincas elegidas se llend una ficha

de registro (A l)

19 ° 30°

97° 30°

Figura. 4. Localizacion del drea de colecta

[ o N . o .
A" Formatos y técnicas se describen detalladamente ¢n ¢l apéndice
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Slll C(r)rléctratd'cisurélo en cada una de las fincas seleccionadas
Se muestred en un drca de 1000 nf , aprovechando la disposicién de los surcos de las
matas de café, se eligiecron surcos alternados, cada 5 plantas cambiando de surco, haciendo
un zig-zag por 50 plantas y sc tomo suclo cercano a las raices a una distancia de 020 cm
alrededor de cada planta y de 0-20 cm de profundidad, tomando aproximadamente 1 kg de
suclo por planta. Todas las muestras fucron colocadas en una sola bolsa, posteriormente

llevadas al laboratorio y guardadas en un lugar frio y seco.

La muestra fue homogeneizada en una bolsa de plastico grande, revolviéndola con una

pala, retirando aquellas piedras mayores de 2 cm de diametro.

5.1.1.2 Aniilisis del suclo

De la muestra homogenizada se tomd una submuestra de 1 kg. y se determiné:
o pH

¢ % materia orgdnica

¢ Fosforo

* Nitrogeno

* Potasio

* Por cicnto de arcna

* Por ciento de arcilla

¢ Por ciento de limo

¢ Densidad

5.1.1.3 Cuantificacioén de diferentes tipos de esporas en suelo de campo

1) Se tomaron 5 submuestras de 50 g ¢t cada una de las muestras homogencizadas en una
de las cuales se determing el contenido de agua (por peso antes y después de secar por 48
hs a 80°C). La separacion de esporas en los 50 g de las 4 submuestras se realizo segin la

técnica de (Gerdemann y Nicolson, 1963) A?
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Sc calculd el nimero y morfolipos de esporas por 100g de suelo y se realizaron

preparaciones permanentes de cada tipo de esporas para su posterior identificacion.

5.1.2. Propagacidn de hongoes micorrizicos arbusculares

La técnica de propagacion utilizada fuc una modificacion de la tcnica propuesta por
Sieverding, (1991). Sc llenaron Macetas con capacidad de 2 kg con 1 kilo de arena estéril.

En la superficie sc colocé una capa del suclo recolectado (aproximadamente 250g) y se
cubrio con 0.5 kg de arena estéril. Se Pusicron tres repeticiones de las macetas trampa; en
una se utilizdé como hospedante frijo! y en el otro maiz. Se dejaron crecer por espacio de
tres meses regando semanalmente con solucion nutritiva de Hoagland deficiente en fosforo
(A%). Posteriormente, las raices y suelo fucron transferidos a macetas de mayor volumen y
se utilizdo como hospedante cebolla. Tres meses después, el porcentaje de colonizacion y
nimero de esporas se determind en maiz y frijol, para lo que sc tomé una muestra de raices
y suelo. El suclo y raices sc transfirieron a macetas de mayor capacidad (3 kg.) y se sembro
cebolla con hospedero. Se reprodujeron masivamente por espacio de 3 meses y sec realizd

una prucba de eficiencia de los consorcios de HMA.,

5.1.3Evaluacién del inéculo en cultivos trampa

5.1.3.1 Evaluacidn del niimero de de esporas en invernadero

Tres, cinco, nueve, once y trece meses después de establecido ¢l cultivo trampa se
tomaron tres muestras de 50 g de suelo, de cada una de las macctas de las sicte
procedencias y sc determiné el contenido de agua (por peso antes y después de secar por
48 hs a 80°C). La separacion de esporas en los 50 g de las tres muestras se realizo segun la
técnica de (Gerdemann y Nicolson, 1963) A% y se calculé el nimero de esporas por 100g de

suelo
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"5.1.3.1.2 Porcentaje de colonizacién de los cultivos trampa

Tres meses, despucs de establecido el cultivo lrampa s¢ tomaron tres muestras de raices de
plantas de frijol y maiz wtilizadas como hospederos, de cada una dc las macetas de las sicte
procedencias, se determing ¢l porcentaje de colonizaciéon mediante la técnica de Phillips y
Hayman, 1970 A* y McGonigle er al., 1990 A’ ‘Debido a un problema de contaminacion
por nemitodos en la macctas con frijol, solo se continiio determinando la colonizacion
micorrizica en macetas de maiz a los cinco, 11 y 1S meses después de establecido cl

cultivo trampa.

5.1.4 Técnica propuesta por Sieverding, (1991) modificada

Macetas con capacidad de 2 kg fueron llenadas con 1 kilo- de arena estéril. En una
superficic se colocd una capa de suclo submuestreado (aproximadamente 250g) y se cubrio
con otra capa de arena estéril de 0.5 kg. Se tuvicron tres repeticiones de las macetas trampa;
en una se utilizé como hospedante frijol y en el otro maiz. Se dejaron crecer por espacio de
tres meses regando semanalmente con solucién nutritiva de Hoagland deficiente en fosforo
(A%). Posteriormente, las raices y suelo fucron transferidos a macetas de mayor volumen y

sc utiliz6 como hospedante cebolla.

Tres meses después, se determind el porcentaje de colonizacion y niimero de esporas y se
transfiricron a macetas de mayor capacidad (3 kg). Se reprodujeron masivamente por

espacio de 3 meses y se realizd una prueba de eficiencia de los consorcios de HMA.
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5.1.5 Prucbas de eficicncia de los 7 consorcios micorrizicos -
5.1.5.1 Pruchas de eficiencia en papaya -

Estudios realizados-anteriormente en café (Trejo, :1997), han demostrado que la expresion
del cfecto de los HMA se manifiesta dede 90 hasta 230 dias después de la inoculacion. Por
otra parte, pruebas con papaya indican que responde en un periodo de 15 a 20 dias (Lara e/
al.,, 1996), por lo que, simultincamente, se sembro un lote de plantas de papaya de la

variedad “Maradol™ y otro de café de la variedad “Garnica’.

Preparacion del sustrato. Sc prepard una mezcla de suclo-arena-materia orginica (pulpa de
café descompuesta) en proporcion 2:1:1 que fuc desinfectada con 35 g/nf de basamid por

10 dias (Rosenstein, 1998; LopezAranda er al., 2001) y aireado por una semana,

Germinacion. Semillas de papaya de la variedad “maradol” fueron desinfectadas con una
solucion de hipoclorito de sodio al 10 %, por 15 min. Posteriormente, fucron germinadas en

charolas con arena estéril hasta que las plantas contaron con un primer par de hojas (8 dias).

Inéculo. Para designar a los consorcios micorrizicos se utilizé una clave que constituida por
las primeras dos letras del nombre de la localidad con un subindice de siglas que indican el
nivel de tecnologia de la finca (su= sombra, nivel de tecnologia bajo; sy= sombra, nivel de
tecnologia medio; gpsa= exposicion dirccta al sol, nivel de tecnologia alto). El inéculo
consistio en una mezcla de fragmentos de lem raices frescas de cebolla y arena con los
siguicntes porcentajes de colonizacion: PGsy 55% (Paso Grande), BEsy 34% (Bella
Esperanza), Mlsy 55.93% (Miradores), ESsy 75.2% (Estancucla), JU sy 92.5% (Juchique
de Ferrer), XI gpsa 46.15% (Xico), CO gpsa 53.68% (La Concepcion).

Inoculacion. Se tomaron 10g de indculo de cach una de las localidades y se colocaron sobre

las raices de las plantas al momento del transplante a vasos de 1L dc suclo estéril.
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Disefio Experimental. Sc utilizo un disefio completamente al azar con 10 repeticiones’y 8

tratamientos, teniendo como unidad experimental una planta (Cuadro3).

Cuadro 3. Descripeion de los tratamientos en la evaluacion de pruebas de eficiencia de los
sicte consorcios en plantas de papaya

No de
{ratamiento
1
2
3

4
5

Clave Descripcion de la finca (Procedencia del suelo )
PGw Nivel de tecnologia bajo  Sombra
BE sp Nivel dc tecnologia bajo  Sombra
MI sm Nivel de tecnologia Sombra
medio
ES s\ Nivel de tecnologia alto Sombra
JU sm Nivel de tecnologia Sombra
medio )
XI epsa Nivel de tecnologia alto  Exposicion directa al sol
CO gpsa Nivel de tecnologia Exposicion directa al sol
medio
testigo

Evaluacion de variables. La efectividad de los hongos micorrizicos fue estudiada,

principalmente, por comparacion en el desarrollo de las plantas colonizadas con hongos

HMA y plantas creciendo en suelo estéril, para lo cual se evaluaron los parametros que se

presentan en el Cuadro 4,

Cuadro 4. Variables cvaluadas en las pruebas de eficiencia de los 7 consorcios en plantas de

papaya
Variable

Altura

Nuamero de hojas

Area foliar
Peso seco

Porcentaje de
colonizacion

Método

Epoca

A los 15 dias después de la
inoculacion (DDI) y 5
mediciones cada 7 dias (DDI)

A los 15 dias después de la
inoculacion (DD y 5
mediciones cada 7 dias (DDI)

Con un medidor de drca foliar Al final del experimento 50 DDI

CID, Mod. CI1-202

Secado cn estufa a 80 °C hasta Al final del experimento 50 DDI

72hs peso constante por 3 dias

Phillips y Hayman, 1970 A y Al final del experimento 50 DDI

McGonigle et al,, 1990 A®




5.1.5.2 Pruebas de eficiencia en café durante la fase de invernadero

Preparacion del sustrato.” Se prcparé una mezcla de suclo-arcna-materia organica en
proporcion 2:1:1 y fue desinfectado con 35 g/nt de basamid (ingrediente activo dazomet
[tetrahidro-3,5-dimetil-2H-1,3,5-tiadzin-2-tional]) por 10 dias (Roscnstein, 1998; Loépez

Aranda et al., 2001) y aireado por una semana.

Germinacién. Semillas de café de la variedad Garnica fueron desinfectadas con una
solucion de hipoclorito de sodio al 10%, durante 15 min. Posteriormente, fueron pre-
germinadas en estufa a una temperatura de 30°C, por una semana. Una vez cmitida la
radicula, sc cstablecid el almacigo en charolas con arem estéril, hasta obtener plantas en

fasc de mariposa, es decir, cuando presentan las hojas cotiledonares.

El inéculo consistié en una mezcla de de fragmentos de lem de raices frescas de cebolla y
arcna con los siguientes porcentajes de colonizacion: PGsg 55% (Paso Grande), BEsp 34%
(Bella Esperanza), Mlgn 55.93% (Miradores), ESsy 75.2% (Estancuela), JUsy 92.5%
(Juchique de Ferrer), X1gpsa46.15% (Xico), CO ipsa 53.68% (La Concepcion).

Inoculacién. Se inoculd con 10g de una mezcla de fragmentos (lem) de raices frescas de
cebolla mezcladas con ¢l sustrato y se colocé en un hoyo de 15 cm de profundidad al

momento en que se transplanto la plantula en fase de “mariposa™ (Trejo, 1997).

Disefio Experimental. Sc utilizo un diseiio completamente al azar con 10 repeticiones, y 9

tratamientos, teniendo como unidad experimental una planta (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Descripeion de los tratamicntos cn la evaluacion de pruebas de eficiencia de los
sicle consorcios en plantas de caf¢ bajo condiciones de invernadero

No. De Clave Descripeion de la finca (Procedencia del suclo))
tratamicnto
] PGgn Nivel de tecnologia bajo Sombra
2 BE g Nivel de tecnologia bajo Sombra
3 M1 gng Nivel de tecnologia medio Sombra
4 ES s Nivel de tecnologia alto Sombra
5 JUsm Nivel de tecnologia medio Sombra
6 Xl ipga Nivel de tecnologia alto Exposicion directa al sol
7 CO jnsa Nivel de tecnologia medio Exposicion directa al sol
8 testigo
9 Fertilizado (800ppm)

Evaluacion de variables. La efectividad de los hongos micorrizicos fue estudiada,
principalmente, por comparacién en el desarrollo de las plantas colonizadas con hongos
endogenos y las plantas creciendo en suelo estéril, para lo cual se evaluaron las variables

que se presentan en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Variables evaluadas en las pruebas de eficiencia de los 7 consorcios en plantas de
cal¢, bajo condiciones de invernadero

Variable Método Epoca

Altura A partir dc los 90DDI, cada 7
DDI, 7 lecturas

Namero de hojas A partir de los 90DDI, cada 7
DDI, 7 lecturas

Diamctro A partir de los 90DDI, cada 7
DDI, 7 lecturas

Arca foliar Con un medidor dc area foliar Al final def experimento 90 DDI

CID, Mod. C1-202
Peso scco Secado en estufa a 80'C durante Al final del experimento 130 DDI

72hs peso constante por 3 dias
Porcentaje de colonizacién Phiilips y Hayman, 1970 A y Al final del experimento 130 DDI
McGonigle er al., 1990 A®

5.1.5.3 Evaluacién de plantas de café inoculadas con 7 consorcios micorrizicos bajo
condiciones de campo R :

Con cl propésito de observar ¢l comportamiento de las plantas inoculadas con los diferentes
consorcios de hongos micorrizicos, se seleccionaron las. 8 plantas. mas homogéneas
producidas en invernadero y fucron llevadas a una finca infestada por ‘*‘corchosis”

enfermedad de los cafetos que se caracteriza por la presencia de agallas y acorchamiento
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del tejido, causado, posiblemente, por la presencia de los hongos Fusariumy Trichoderma
y los nematodos Meloidogyne, Pratvlenchus y Helicotylenchus) a fin de someter a las

plantas a una mayor presion ambicntal durante el trasplante.

5.1.5.3.1 Ubicacié;i deil:c;xpe'rinmn'tro y descripcion de ia finca . :

La finca esta ubicada en la localidad de Mata de Indio, Municipio de Totutla, Ver., a 13 km
de Ja cabecera municipal, a 19° 14" latitud N y 96° 51" longitud O. Es una finca de 10 afios
de edad, con plantas injertadas de la variedad “Caturra” y “Mondo novo”, utilizando como
patrén Coffea canephora, con rendimientos de 10 t ha™, Aunque las raices de las matas de
caf¢ ya cstablecidas tienen un dafio considerable de “corchosis” (Fig. 5), en el follaje no
presentan dafio alguno ni deficiencias nutricionales, ya que la variedad del patron tiene la
capacidad de emitir gran cantidad de raicillas que son las que participan en los procesos de

absorcion de nutrimentos.

Figura. 5. Suclo de una finca de 10 afos de edad con “corchosis™, con una fuerte
infestacion de nematodos que deforman el tejido radical.
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5.1.5.3;1.1 l)cscripcién del experimento

Se sembraron plantas inoculadas con HMA, alrededor dc una planta de café en edad
productiva, con el proposito de permitir el contacto de las raices sanas de las plantas recién
sembradas con raices ya nfestadas de las plantas ya establecidas en la finca (Fig. 6). Las
plantas fueron marcadas cn el tallo con cliquétas metalicas, ademds de colocdrseles una
estaca junto a cada planta con ¢l propésito de dar el seguimiento correcto ¢ identificarlas

como parte del experimento, para evitar ¢l dafio por parte de los trabajadores de la finca.

5.1.5.3.1.2 Disefio Experimental

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con 8 repeticiones y 9 tratamientos, teniendo
como unidad experimental una planta (Cuadro7).

Cuadro 7. Descripcién de los tratamientos en la evaluacion de prucbas de eficiencia de los
siete consorcios cn plantas de café bajo condiciones de campo

No de Clave Descripcion (Procedencia del suelo )
tratamicnto
1 PGsy Nivel de tecnologia bajo Sombra
2 BEgy Nivel de teenologia bajo Sombra
3 MI sp Nivel dc teenologia medio Sombra
4 ES sn Nivel de tecnologia medio Sombra
5 JU sm Nivel de teenologia medio Sombra
6 Xlgpsa Nivel de teenologia alto LExposicion directa al sol
7 CO gpsa Nivel de teenologia alto Exposicion directa al sol
8 Fertilizado sin inocular 1400ppm de fosforo
9 testigo Sin inocular

Figura 6. Plantas inoculadas con HMA trasplantadas a una finca con “corchosis™, a 60 cm
del tallo de una planta de café en edad productiva
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-5,1.5.3.1.3 Evaluacion de variables

El comportamicnto de fas plantas previamente inoculadas y cvaluadas en invernadero, fue ™

valorado en campo con los pardmetros que se presentan en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Variables evaluadas cn las prucbas de eficiencia de los siete consorcios en
plantas de cal¢ bajo condiciones de campo

Variable

Altura
Nuimero de hojas y Didmetro

Parcentaje de colonizacion de
plantuas trasplantadas y de
arvenses

Porcentaje de colonizacion de
plantas maduras, ya establecidas

Porcentaje de supervivencia

Potencial infectivo

Viabilidad de esporas

Parcentaje de pudricion de raices
y niimero de agallas

Poblacion de nemitodos
Pablacion de esporas

Micelio extrarrudical
Arca foliar

Peso seco

Método

Phillips y Hayman, 1970 A%y
McGonigle e al., 1990 A?

Phillips y Hayman, 1970 A” y

McGonigle ef al. 1990 A’

Conteo de plantas

Steverding, 1991 A°

Anderson ¢ Ingram, 1993 AT
Zuckemman et al., 1987 A®

Zuckemman ef al., 1987 A°
Gederman y Nicolson, 1963 A 'Y
Sylvia, 1992; Jakobscn et al., 1992
Al

Con un medidor de area foliar
CID, Mod. Cl-202

Sccado en estufa a 80°C durante
72hs; peso constante por 3 dias

Epoca

A partir de los 90DDI, cada 7 DD,
7 lecturas hasta 330 DDI

A partir de los 90DDY, cada 7 DDI,
7 fecturas hasta 330 DD!

Al final del experimento 330 DDA

Cada 30 dias durante un aiio

A partir de los 130 DD, cada 30
dias hasta 330 DDI

Al final del experimento 330 DDI

Al final def experimento 330 DDI
Al final del experimento 330 DDI

Al final del experimento 330 DDJ
Al final def experimento 330 DDJ
Al final del experimento 330 DDI

Al final del experimento 330 DD

Al final del experimento 330 DDI
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5.1.5.3.1.4 Determinacién del Poreentaje de colonizacién micorrizica en plantas de
café ya establecidas en las fincas infestadas y en fase reprodmtiva

Con cl proposito de conocer ¢l nivel de micotrofia en plamas de cafe alamdas por la

“corchosis” durante ocho meses se colectaron raicillas en cuatro: fincas mfestadaq de

nematodos. Estas fueron sometidas a clareo 'y tincién mediante”la’ tccmca de Phllhps y’

Hayman (1970, AY) v el porcentaje de colonizacion se determiné de acucrdo con la técnica

de interseccion de cuadrantes de McGonigle et al., (1990, As).

El potencial infectivo de la finca en la que se realizo el estudio, mediantc la tccmca del
ntimero més probable Sieverding, 1991 [A%]), y la viabilidad de esporas. (Anderson e
Ingram, 1993 {A"]).

5.1.5.4 Efecto de la micorriza arbuscular en mtcraccmn con cl nem'ltodo “ag,allador”
Meloidogyne incognita en invernadero . .

Germinacion. Semillas de café de la variedad - Gamnica fucron desinfectadas con una
solucion de hipoclorito de sodio al 10%, durante 15 min. Posteriormente, fueron pre-
germinadas en estufa a una temperatura de 30°C, por una semana; una vez emitida la
radicula se establecid el almdcigo en charolas con arcna estéril, hasta obtener plantas en

fase de mariposa, cs decir, cuando presentan las hojas cotiledonares.

5.1.5.4.1 Inoculacion de los consorcios micorrizicos

[néculo. El indculo consistid en una mezcla de fragmentos de 1 cim de raices frescas de
ccbolla y arena con los siguientes porcentajes de colonizacion: PGy 69%, BEsa 79.5%,
Mgy 64.6%, ESsy 69.1%, JUgy 56%, X1 gpsa 39.3%, CO gpsa 56.3%.

Sc inoculd con 10g de una mezcla de fragmentos (1 cm) de raices [rescas de ccbolla
mezcladas con el sustrato y se coloco en un hoyo de 15 em de profundidad al momento en

que se transplanto la plantula en fase de “mariposa” (Trejo, 1997).
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Sc utilizé un disefio completamente’ al azar con nucve tratamientos (siete complejos
nativos de diferente procedencia y un testigo creciendo en suclo estéril sin micorriza) y 15

repeticiones.
5.1.5.4.2. Inoculacién del nemétodo

Produccién del ingculo. Raices fuertemente infestadas, pero sin necrosis, fueron colectadas
dec una finca dafiada. Se lavaron y desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0.05% durante
5 min. Posteriormente fueron sumergidas en una solucion de Benlate por 24 h y lavadas con
agua destilada estéril. Dichas raices fueron cortadas en segmentos de 5 cm de longitud y
colocadas en charolas conteniendo suelo estéril, semillas de tomate (Lycopersicon
esculentum) 'y estropajo (Luffa cylindrica); finalmente, se sembraron. Las plantas fucron
coscchadas cuando alcanzaron 20 cm de altura, ya que sc ha probado que en esta ctapa de

desarrollo las raices cuentan una alta densidad de nematodos (Fig. 7) (Garcia, 1994)

JES
e

0258

e

SN
‘,‘

2l
KERUEAS

Figura.7. Propagacion de nematodos de café en plantas de tomate y estropajo. a) Cultivo de
plantas de tomate 30 dias despuds inoculadas con nemitodos. b) extraccion de las raices
agalladas. c) raices preparadas para la extraccion de nematodos
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Inoculacion. “El indculo fue preparado por la macemcion de las raices en una licuadora

durante 10 scgundos, en una solucion de hipoclorito de sodio al 0.5%, para dispersar las
masas de huevos (Hussey y Barker, 1973). La inoculacién se realizd con una poblacion

entre 1500 unidades de indculo (huevos y larvas) en suspension, ya que Echeverry y

Ferndandez (1987) han demostrado que ¢sta es la concentracion adecuada. La inoculacidon™

con nemitodos se llevé a cabo 7 meses después de la inoculacion micorrizica, debido a que
s¢ pretendié ascgurar la presencia de los HMA dentro de las raices. La inoculacion del
nematodo se realizé aplicando la suspension de nematodos en cuatro agujeros en el suelo, a

3 cm de la base del tallo (Ferniandez et al., 1994).

5.1.5.4.3 Disefio Experimental

Sc utilizo un disefio factorial completamente al azar con dos factores. El primer factor
micorriza con 9 niveles; el segundo Meloidogyne incognita. Se tuvieron 9 tratamienios con

5 repeticiones. La descripcion de los tratamicentos se presenta en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Descripcion de los tratamientos de un disefio factorial completamente al azar con
dos factores

No de [néecuto Presencia de Descripcion (Procedencia del suclo de indeulo )
tratamiento nematado
| PGy + Nivel de tecnologia bajo
PGsy -
2 BEgy + Nivel de tecnologia bajo
BE sy -
3 Ml s + Nivel de tecnologia medio
Ml sy -
4 ESsm + Nivel de tecnologia medio
ES s -
5 JU spy + Nivel de tecnologia medio
JUsm -
6 Xlipsa + Nivel de tecnologia alto
Xlgpsa -
7 COpisa + Nivel de teenologia alto
COppsa -
8 Fertilizado en + 1400ppm de fostoro
invernadero
Fertilizado en -
invernadero
9 testipo + Sin inocular
testigo -
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5.1.5.4,4 Evaluacién de variables

Desde 1a“inoculacion con’ HMA hasta ¢l final del experimento, sc’ evaluaron las variables

que se presentan en ¢l Cuadro 10,

“'5.1.6 Identificacién taxondmica de'las especies de HHMA de los cons orcios

Las esporas turgentes y con citoplasma intacto, no parasitadas (que sugicren viabilidad)
(McGee, 1989), sc colectaron y agruparon por caracteristicas morfologicas similares.
Posteriormente, se procedio a la elaboracion de preparaciones permanentes siguiendo la
técnica propuesta por Varcla y Hernandez (1997)A"” y  sc procedic a medir y
determinar el grupo de paredes que caracterizo a las esporas para su identificacion a nivel
de especie, de acuerdo a los criterios taxondmicos de Schenck y Pérez (1990) y la paginas
del International Culture Collection of Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM), creada y
mantenida por el Dr. Morton de la West Virginia University, en la cual se presentan
descripciones ¢ imagenes la mayoria de los géneros y especies de los HMA, que son de

referencia.

Cuadro 10. Efecto de la micorriza arbuscular en interaccion con el nematodo “agallador”
Meloidogyne incégnita en invernadero :

Variable
Altura
Numero de hojas

Diametro

Métado

Epoca
Cada 15 dias
Cada 15 dias
Cada 15 dias

Con un medidor de drea foliar CiD,
Mod. C1-202

Arca foliar 7 mescs después de la inoculacion con ci

nemdtodo

Sccado en estufa a 80°C durante 72hs
peso constante por 3 dias

Phillips y Hayman, 1970 A y

Pcso seco 7 mesces después de la inoculacion con el

nematodo

Porcentaje de 7 meses despuds de la inoculacion con el

colonizacion

Poblacién de
nemitodos

Pablacion de esporas

Micelio extrarradical

Clorofila A, By
total

McGonigle er af., 1990 AY

Zuckemman er al., 1987 A”

Gederman y Nicolson, 1963 A"

A
Harborne, 1973 A"?

S);llviu. 1992; Jakobsen e al., 1992

nemdtodo

7 meses después de la inoculacion con ¢l
nematodo

7 meses despuds de la inoculacion con el
nematodo

7 meses después de la inoculacién con cl
nemitodo

7 meses despucs de la inoculacion con ¢l
nemitado

Syt A
AL-\&‘;., frey

PL”v [ i

[ ———
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“6. RESULTADOS V DISCUSION

6. 1 C'lractcruacmn de los sitios de mucstrco pala Ia propagacnén dc los cansorcios de
hongos micorrizicos nativos

~Las-localidades muestreadas contemplan 3 niveles de-tecnologia en:la produccion del café:
1) Bajo: con sombra, una fertilizacion por aito, deshierbes manuales, sin aplicacion de
agroquimicos y una produccion promedio de 1t ha''; 2) Medio: con sombra, dos
fertilizaciones por aflo, deshicrbes manual y quimico, regulacidon de la sombra, podas
fitosanitarias y produccion promedio de 3.5 t ha™'; 3) Alte: sin sombra, mas de tres
fertilizaciones por afio, aplicacidon de herbicidas, fungicidas ¢ insecticidas, programa de

rejuvenecimiento, y produccion promedio 7.5 t ha™! (Fig. 8).

En el cuadro Il se resumen las caracteristicas del manejo de cada una de las fincas

cafctaleras de las cuales procede el indculo.

Cuadro 11. Caracteristicas de los sitios de colecta de suclos para la obtencion del indculo

Localidad Clave Edad Condiciones dec Pendiente Nivel de  Densidad  Sombra
(aiios) estrés (%) tecnologia  de siembra (%)
(plantas/ha)

Paso Grande PGsyu 10 Ninguna 0 Bajo 1500 70

Bella BEgy s Ninguna 30 Bajo 1500 70

Esperinza

Miradores Mlsn 10 Sequia 25 Medio 1000 50

Estanzuela ESsm 27 Scquia 50 Medio 1400 60

Juchique JUgny 30 Roya de café 0 Medio 1500 60

Nico Xlnsa 8 Exposicion 75 Alto 1500 0
directa al sol

L.a Concepeion | COypsa 20 Exposicion 0 Alto 0
dirccta al sol

s~ Sombra, nivel de tecnologia bajo; sa= Sombra, nivel de tecnologia medio; gpsa= Exposicion directa al
sol, nivel de teenologia alto

La zona de muestreo csta localizada en la zona centro del Estado de Veracruz y presenta

variacion en los pardmetros climatologicos.
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@ Sombra, nivel de
" tecnologia medio (SM)

Figura 8. Fincas con 3 niveles de tecnologia en la produccién del café, Fincas localizadas en: Paso Grande (SB); Miradores (SM) v
La Concepcion (EDSA)
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6.1.1. Anilisis del suclo
Las caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos (Cuadro 12) variaron en pH, presentando :-
un rango dc 3.61 a 5.84; todos son dcidos tipicos de suelos cafetaleros de la regién Central

de Veracruz que se caracteriza por retener ¢l {osforo.

Cuadrol2. Caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos usados para la obtencion del
inoculo

Localid Textura % Cluse pH Materia N r K
ad textural  (H,0)  orgdnica % (Kjecldahl) (Bra ppm) Extractable
Arcilla__Lima __ Arena Walkey-Back g kp! (ekg™)

PGgy 16 | migajonarenaso 2] 63 184 4.71 0.24 28 0.30
BEgy 18 | migajonarcnoso | 27 55 37 5.65 0.31 20 0.45

JU sap 24 | migajénarcilioso | 27 39 5.84 7.81 0.40 30 0.40
Mlgng 20 migajon M 46 486 3.97 0.20 20 035
ESsm 17 | migyénarenoso | 29 54 4.80 3.67 0.20 14 0.30
Xlinsa It | migajénarenose {3 59 4.77 1.04 0.50 14 0.30
COypsa | 28 | migajonarcitioso | o6 46 3.61 8 0.40 25 0.45

6.2 Evaluacion de la poblacion de esporas procedentes de campo

La cantidad de las esporas varié de acuerdo a la procedencia. Se encontrd una_ poblacién
abundante en los suelos bajo nivel de tecnologia. Se hallaron difefchciiis estadisticas
significativas (P< 0.0001) entre ¢l numero densidad de esporas de los cultivos dé'bajo nivel

de tecnologia y la de alto nivel(Cuadro 13),

Cuadro 13. Densidad de esporas de procedencia directa de campo

Procedencia del indculo Nivel de tecnologta Nimero de esporas
(100g de suclo)
I'Gsn Bajo 8592a
BEsy BﬂjO 7414ab
JU sm Medio 4110bc
Mgy Medio 4769abce
ES gn Medio 4110bc
Xlgnsa Alto 1399¢
CO Lissa Alto 1160c
F i1.71
Pr >F 0.0001
Gl 21
Ccv 41.79

Letras iguales muestran que no existen diferencias de acuerdo a 1a prucha de comparacion de medias de Tukey (P< 0.0001).

Las concentraciones de los propagulos de HMA estan principalmente corrclacionados con
la vegetacion, la cubicrta vegetal y las pricticas agrondmicas (Sieverding, 1991; Rutlo er

al., 2002). Es cvidente que la cantidad de esporas presentes en las fincas con nivel de
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tecnologia alfo, se ve afectada por la condicion de mancjo del agroecosistema; este tipo de
mancjo “climina las malezas con lo cual excluyen otros posibles hospedantes que
disminuyen la densidad de esporas. Las interacciones entre la cubicrta vegetal y la cantidad
de esporas han sido mds claramente explicadas por Burrows y Plleger (2002a), quienes
encontraron que cn un lote con 16 especies de plantas, se producen de un 30% a 150% mas
esporas que en un lote con una sola especie. He et al, (2002) demostro que diferentes
coberturas afectan significativamente la densidad de esporas. Los niimeros mas bajos de
propagulos se han encontrado cn vegetaciones degradadas (Sieverding, 1991), como lo es
una finca de café con exposicion dirccta al sol y alto nivel de tecnologia (COepsa y
Xlgpsa), en la cual se elimina todo tipo de planta que no sea café, con la aplicacion
constante de herbicidas; Smith (1980) cncontrd que el continuo monocultivo reduce

significativamente el nimero de esporas.

La degradacién de la vegetacion afecta negativamente la densidad de propagulos porque los
HMA dependen de la asimilacion de fotosintatos asimilados por sus hospedantes (Black et
al., 2000). En fincas con mayor cantidad de materia organica la poblacion de esporas fue
mayor. Efectos positivos en la poblacion de HMA han sido encontrados en diversos
trabajos (Gould er al, 1996; Loth, 1996; Noyd et al., 1996). Hrselova et al, (2000)
descubrieron una correlacion positiva entre la cantidad de materia organica y la cantidad de
propagulos HMA. Sus resultados indican que los HMA estan asociados con micrositios
ricos en fracciones ficilmente mineralizables de materia orgdnica del suelo; por otra parte
Khalil er al., (1992) determinaron en soya una correlacion negativa entre la cantidad de

materia organica y la cantidad de esporas.

Las poblaciones bajas en un nivel de tecnologia alto, posiblemente se deben al efecto del
mancjo conio lo es la aplicacion de fertilizante inorganico, pues una correlacién negativa se
ha encontrado entre la cantidad de P en el suclo y el nimero de esporas (Muleba y
Coulibaly, 1999; Joner, 2000; Zangaro et al., 2000; Huat et al., 2002), asi como fungicidas.
La exposicion directa al sol puede traer cambios bruscos en la temperatura del
microambicnte edafico. Estas altcraciones ambientales pueden influir en el desarrollo y

reproduccion de los HMA (Abbott y Robson, 1991; Allen, 1996).
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Las poblaciones en cl nivel de tccnblogia bajo y con sombra, crecen y se desarrollan en un
ambiente mas estable, lo que podria permitir un crecimiento abundante ya que no hay
cambios bruscos de temperatura (Baon e/ al, 1994; Newman y Davis, 1988). Sin embargo,
Heinemeyer y Fitter (2001) sefialan que la simbiosis bajo sombra puede desarrollarse

pobremente.

6.3 Evaluacion del indculo en cultivos trampa

6.3.1 Evaluacién de la poblacién de esporas cn invernadere (cultivo trampa)

Tres meses después de establecido el cultivo. trampa, el niimero-de. esporas en maceta

disminuyo considerablemente con relacidn a las poblaciones encontradas eén campo (Fig.

9). L B R

Las observaciones al microcopio estercoscopio (10x) permiticron observar una -gran

diversidad de formas, tamaiios y colores de esporas (Fig. 10).

En las observaciones al microscopio optico y siguiendo el procedimiento para la
identificacion taxonomica sugerido por Schenck y Pérez (1990), se encontrd que muchas
de las esporas pertenccen a la misma cspecic; aun cuando presentaban gran diversidad de

color y tamano.

Durante el ciclo de vida de las esporas ¢s posible encontrar grandes diferencias en color y
tamaiio dentro de una misma especie; por ejemplo, Morton, en su pagina del International
Culture Collection of Arbuscular Mycorrhizal Fungi sefiala que Glomus mosseae puede

presentar hasta 4 diferentes colores y tamafios de acuerdo con la edad (Figs. 11y 12).
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Figura.9. Cantidad de esporas procedentes de campo y en invernadero utilizando como
hospedante maiz tres meses después de la siembra.
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Figura.l] Variacion del color de las esporas de acuerdo a la edad. a) esporas jovenes b)
esporas maduras con peridio ( Tomado de

hup:/invam.catwvu.cdu/Mye Info/Taxonomy/Glomaccae/CGlomus/masseae/mossewh jpg)
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Numero de esporas
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Tamaiio de espora (um)

l‘ -
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Figura 12. Variacion del tamaiio de esporas

(Tomado de hup://invam.cafwyu.cdu/Mye_Info/Taxonomy/Glomaceac/Glomus/mosseac/mossewh2.jpg)

Después de 90 dias de establecido el cultivo trampa, se detectd una considerable

disminucion cn la poblacion de esporas, mostrandose un incremento 13 meses después

(Fig. 13).
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L’a’ disminucién cn la cantidad de ‘esporas provenientes de campo cuando son ilevadas a
cultivo trampa, puede deberse a diversas causas: el cambio en el ambiente edifico,
climatico y de hospedante, asi como a una baja infectividad de los propagulos de campo, ya
que diversos factores pueden ser determinantes para cl desarrollo de las poblaciones en
invernadero (Bever, 1996, - Schultz et al., 2000); sin embargo, -a los 13 meses se observan
incrementos en la densidad con una tendencia similar a la original, durante el desarrollo en

invernadero, en los consorcios PGyz Mgy, ESsm y BEsp; aunque los consorcios JUgm  y

5000 q
4000 -
3000

2000 A

Namero de esporas (100g de suelo)

1000

3 5 9 1 13 16

Meses de establecimiento del cultivo trampa

Figura. 13 Dinamica poblacional de esporas en cultivo trampa
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Después de 3 ciclos de cultivos sucesivos de cultivo trampa encontré unzi:miiyor diversidad
de cspecies, identificando un ‘dtal 21 especies (Cuadro ). Schultz 'y Morton (1996),
requirieron de tres ciclos sucesivos de cultivos trampa para determinar la estructura
taxonomica de los HMA asociados con el mesquite (Prosopis spp) en tres localidades de
Sonora; en el tercer ciclo se encontrd el 75% de las especics que no esporularon en el
primer muestreo.

Cuadro 14. Numero de géneros y especies’ detectados en las 7 localidades en
observaciones a partir de cultivo trampa en maceta.

Especics  de hongos Procedencia de los consorcios

micorrizicos PG gy BE g M sm LS gn U gy co EDSA X1 kosa
Acanlaspora afinmemii X X

Acarlospora. foveata X X

Acatdospora. mellea X X X X

Acaulospora spinosa X

Acanlospora scrobiculata b3 X X X
Acawlospora spl X

Gigaspora spl X X X
Gigaspora gigunteae X

Glomus aggregatiom X

Glomus constrictum X

Glomus geosporum X X X X X X

Glomus intraradices

Glomus macrocarpum X X X
Glomus spl X X X

Glomus sp2 X

Glomus sp3. X

Scleracystis coremioides X X X X

Selerocystis sinvosa X

Scutellospora sp X

* Fotografias de los géneros y especics, asi como su’ ubicacion taxonémica’ se presentan en-
¢l apéndice
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Del total de las 21 especies cncontradas  en el suelo rizosférico de los siete cafetales
muestreados, ¢l género predominante en los cultivos trampa, fue Acaulospora, asi como el
género Glomus. Los géneros Acaulospora y Glomus también predominan en otras regiones

cafetaleras de Venezuela y Colombia (Cruz, 1989 y Toro-Garcia, 1987).

La mayor ocurrencia de las especies de esos géneros pudiera reflejar su alta adaptacion y
capacidad de esporulacion en el ecosistema Saggin- Junior y Siquiera, 1996). Picone
(2000) encontrd que las especies de- HMA predominantes en pastizales presentan esporas
pequeias, mientras que la mayor cantidad de esporas grandes puede encontrarse en
hospedantes forestales (>300 pm) y mostré que la abundancia de esporas grandes, es mas

comtin en la época de lluvias.

Saggin-Junior y Siquicra (1996) sciialan que en la rizosfera de café se han identificado un

total de 45 cspecies de HMA. Fernandez, 1989 indica que los estudios de estos hongos cn
fincas cafetaleras del sudeste brasileiio evidencian la ocurrencia generalizada de especies de

Acaulospora, scguido de Glomus (Cuadrol 5).

Cuadro 15. Géneros de HHMA presentes en fincas cafetaleras mucstreadas en cste trabajo y
en Brasil (Sagpin-Junior y Siquicra, 1996)

Géneros No de especics
México Brasil

Jcaulospora e e
Glomus 12 17
Entrophospora - 2
Sclerocystis 2 4
Gigaspora 2 4

6

Scutellospora : 1
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Xlgpsa disminuyeron, cl consorcio COgpsa se incrementd, posiblemente porque proviene
dc un ambicnte expuesto a la sequia, lo cual pucde disminuir la esporulacion como lo

sugieren Stulz y Morton (1996).

Ya que fue necesaria la presencia constante de raices jovenes no lignificadas, factibles de
ser colonizadas, se establecieron cultivos de relevo, lo que modificé posiblemente la
dinamica de csporulacion. Si bien el incremento de la poblacién puede deberse a su propia
dinamica, es muy probable qic los hongos presenten una dindmica paralcla a los tiempos
fenoldgicos del hospedante y esto es resultado de una dindmica natural y no de la
manipulacion experimental; se podria decir que el estado fenolégico del hospedante

determina la fenologia del hongo

Por otra parte, ya que cada consorcio esta constituido de una diversidad de esporas y éstas
son unidades de propagacion capaces de dar origen a una poblacion de células con -

caracteristicas genéticas similarcs (cepa), existe una posibilidad de seleccion.

Las consorcios provenientes de exposicion directa al sol (COgpsa ¥y Xlepsa) con una intensa
aplicacion de insumos agricolas, pudicron seguir las siguicntes tendencias: 1) ser
preseleccionadas en un ambiente de cambios bruscos y tener una mayor carga de
adaptacion; 2) perder cierta funcionalidad en la adquisicién de nutrimentos debido a la
continua aplicacion de fertilizantes inorganicos en su habitat; y 3) disminuir la poblacion

por la aplicacién continua de fungicidas.

Las especies de hongos provenientes de fincas bajo sombra crecen en un ambiente mds
estable, por lo que las poblaciones podrian scr mds abundantes ya que el cquilibrio de las
condiciones pudiera permitir un mayor desarrollo poblacional y tal vez con poca diversidad

debido a la minima presion de seleccion existente (Douglas, 1998; Ramachela, 2002).
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Las poblaciones de los consorcios provenicnics de fincas bajo sombra y con nivel de

tecnologia bajo (BEsp y PGsp) fucron altas en campo, pero si la multiplicacion es alta por la
estabilidad de las condiciones en las que se desarrollan, podriadisminuir bajo cambios

ambientales abruptos tal como lo menciona Abbott y Robson (1991)

6.3.2 Porcentaje de colonizacion

Tres meses después dc establecido ¢l cultivo trampa, sc observaron altos porcentajes de
colonizacion cn las raices de las plantas de maiz y-frijol utilizadas como hospedantes. La

colonizacidn micorrizica fue confirmada por la presencia de arbisculos o vesiculas.

La presencia de hifas internas no reportd diferencias significativas cntre seis de los
consorcios probados. En frijol, los mds cxitosos respecto a su habilidad para colonizar
fucron BEsn y JUsv. Los porcentajes de colonizacion fucron elevados (desde 96.03% a

100%). En maiz, la colonizacion fue de 79.9% a 99.6%.

En ambos hospedantes COi:psa mostro diferencias estadisticas significativas con respecto a
los otros 6 consorcios; bajos porcentajes se reportaron, 22% y 35%, para frijol y maiz
(Cuadro 16). En cuanto a la intensidad de la colonizacion cuantificada por la presencia de
estructuras (vesiculas y arbusculos) fue baja con relacion a las hifas. La presencia de
vesiculas presentd mayor variacion estadistica entre los consorcios. En el cultivo de frijol,
los mas altos valores sc presentaron en Mgy hubo con porcentajes de colonizacion entre 0

a 40.45%, no sc encontraron vesiculas ni arbusculos en COppsa. (Cuadro 16).
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Cuadro 16. Colonizacion radical de HMA cn sicte consorcios cn culuvos lr'lmpa La’
colonizacion total se expresa en el porcentaje de hifas, £

Consorcio Hospedante Presencia de estructuras dc IIMA ("/«) o .
' [ifas Vesiculas -~ Arbusculos

PG sn Frijol 99.0a - 26130 - . - - 1754

Maiz. . .. ®a .. .. .. .284b_ . . . 143bc..
BEsy Frijol 100a S ol2ed o dbe

Maiz 79a 16.5b - 3.51a
Usw Frijol 100 ascd . o

Maiz 99.63 Srvalaoh I.dbe
Misa Frijol 99.2- S 4040 2.2¢

Maiz 99.46a 52.51a 4.13a
ESsa Frijol 99.6a © 178be - 0c

Maiz 99.03a 23.6b Oc
COusa Frijol Zb 0c 8b

Maiz ‘ 35.5b 45.3a 3.09ab
Xlgpsa Frijol 96.03a 10.9¢d 2.1c

Maiz 99.63 . 21.10b 1.4be
F 726.37 37.87 57.64
Pr>F 0.0001 0.0001 0.0001
GL 14 14 14
cv . 212 i 24,20 30.08

Letras :Lualcs mucstran que no existen diferencias de acucrdo a la prucba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05)

Sc encontraron diferencias cstadisticas significativas (P<0.05) entre la cantidad de hifas
entre los consorcios, asi mismo para el porcentaje de vesiculas ¢ hifas. En el cultivo de
maiz ¢l valor mas alto fue también para las plantas inoculadas con JUgy, se encontré un
alto porcentaje de arbisculos para plantas inoculadas con COipsa. En las raices de las
plantas inoculadas con Ml sy se encontraron altos porcentajes de vesiculas y al igual que en

frijol, no se encontraron arbiisculos cn las raices de las inoculadas con ¢l consorcio ESgy.

Una observacion realizada dos meses después reveld que la colonizacion en maiz
disminuyd cntre 4% y 23.3% con respecto al primer muestreo (tres meses después de

establecido el cuitivo trampa), en todos los consorcios, a excepcion del correspondiente a
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"IUgy donde la disminucién fuc mayor, un 41.77%, Durante 11 meses la colonizacién siguid
una tendencia hacia la disminucion en la mayoria de los consorcios; sin cmbargo, el
consorcio COgpsa y JUsy sc incrementaron en-un 34.81% y 18.27% respectivamente a
partir de ese tiempo. Durante 15 meses en que se mantuvicron los cultivos trampa, los
consorcios disminuycron constantemente en el porcentaje: de colonizacion. En seis de los
consorcios ¢l porcentaje de colonizacion bajé en un intervalo entre 49.98% a 7.1% pero CO

Epsa incrementd la colonizacion 35.5% a 53.6% (Fig. 14).
6.3.3 Colonizacidn en cebolla utilizada para la propagacién masiva

Al momento de la cosecha del inoculé, los porcentajes fueron altos, mayores de 80%,
excepto CO gpsa que presentd un 40%; este consorcio proviene de una finca altamente

teenificada y con exposicion dirccta al sol.

6.4 Evaluacion de la eficiencia de 7 complejos nativos procedentes de café

6.4.1 Evaluacién de la eficiencia de 7 complejos nativos procedentes de ¢afé en papaya

Los beneficios de los HMA sobre el crecimicnto de las plantas de papaya han sido
mostrados cn diversas investigaciones. Efectos claros se observan entre los 20 y 30 dias
después de la inoculacion (DDI) (Lara et al, 1996), mientras que en café pueden

presentarse desde los 90 hasta los 230 DDI (Trejo 1997).
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Figura. 14. Desarrollo de la colonizacion micorrizica en maceta durante 15 meses



La observacion de” la colonizacion™ radical “en’ papaya” e~ bastante cvidente por” lo"que-se

considerod una “planta modelo™ para probar la eficiencia de los inoculantes nativos de café.

6.4.1.1 Respuesta al crecimiento

La colonizacién micorrizica por los endofitos nativos fue de 20% a 40% en los 7 complejos

nativos después de 15 dias de inoculados (DDI).

Altura. A partir de los 16 DDI se presentaron diferencias estadisticas significativas entre las
plantas inoculadas con XI gpsa y ES svcon las inoculadas con PG sg, (Fig. 15). Las plantas
inoculadas con los otros consorcios fueron similares estadisticamente incluyendo al testigo.
A los 24 DDI se observaron diferencias cn las plantas inoculadas con Xl gpsa que presentd
diferencias con BE g y el testigo. Los complejos XI gpsa, ES sm, JU sag, CO 1:psa y Ml gu,
fueron similares entre si, asi como los complejos BE sg, JU gpsa, COrpsa y Ml sary PG s
fucron cstadisticamente similares al testigo. A los 32 DDI los complejos Xlepsa, ESsm, JU
sM, CO nsa presentaron igualdad estadistica y diferencias con el testigo, y los complejos
BE sp, Ml sy y PG gp fueron estadisticamente similares al testigo (Cuadro 17). El mayor
tamaifio de planta fue para aquellos inoculados con XI gpsa y los menores con PG gg el cual

fuc aun menor en altura.

Cuadro 17. Altura de plantas durante 4 semanas

Procedencin 8 DD! 16DD1 24DDI 2DDI
PG gy 3.86b 4.24b 4.79¢ 5.26cd

BE i 4.06ab 4.41ab 4.95be 5.54bed

M1 gy 4.0ab 5.00ab 5.61abc 6.32abed

ES gn 4.77% 5.34a 6.16ab 6.77ab

JU sm 4.60ab 5.14ab 5.95abc 6.60abc

CO gnsa 4. 46ab 5.0 ab 5.9tabc 6.6%ab

X! ensa 4.44ab 5.27a 6.35a 747

T 4.13ab 4.66ab 4,74c 4.92d

Letras iguales muestran que no existen diferencias de acuerdo a 1a prucba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05)

Numero de hojas. Después de 8 DDI se encontraron diferencias estadisticas significativas,

el consorcio Mgy, promovio la mayor cantidad de hojas presentando una similitud
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csladislich coﬁ lo.§ consorcios CO gpsa. JU sm, ES sm, ¥y X! gpsa -y se obécr\'aron diferencias
con el testigo y los consorcios BE s3y PG g A los 16 DDI el consorcio XI i;psa promovié
la mayor cantidad de hojas y presento similitud estadistica con los consorcios JU gy, CO
1psa, Ml sy, PG sp y ES sm. Los consorcios, BE guy PG sp fucron similares al testigo; a los
24 DDI la mayor cantidad de hojas sc presenté en las plantas inoculadas con XI gpga, el
cual fue similar estadisticamentc a ES sm, JU smy CO psa y solo las plantas inoculadas con
BE sp presentaron similitud con el testigo. A los 32 DDI la mayor cantidad de hojas
continud promovida por XI gpsa, siendo similar estadisticamente con ES v, JU sm, CO gpsa,
Ml sm y PG sp; para esta fecha todos los tratamientos inoculados presentaron diferencias

cestadisticas con cl testigo (Cuadro 18 y Fig. 16).
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Figura 15 Respuesta de papaya con difereites consorcios provenientes de café después de
15 dias de inoculacion
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Figura 16. Plantas de papaya inoculadas con los diferentes consorcios de HMA nativos de fincas cafetaleras



Cuadro 18. Numero de hojas en plantas de papaya inoculadas con 7 consorcios micorrizicos
durante 4 seimanas

Procedencia 8 DDI 16DDI 24DDL1 32DDI

PG si 4,70 bed 6.30 abe 7.10bc 8.80 ab
BE su 4.30cd 5.60 be 6.20cd 8.10 b
MI g 6.100 7200 7.60bc 890 ab
ES sm S.60ab 6.80ab 8.40ab 9.60 ub
JU sp 5.70ab 7.10a 8.10ab 9.60 ab
CO gpsa 5.40ube 7.00a 7.90ab 10.20 a
Xl gnsa 5.80ab 7.50a 9.104 1040 a
T 4.20d 5.50¢ 5.10d 520 ¢

Letras iguales muestran que no existen difercncias de acuerdo a la prucba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05)

En la figura 17 sc pueden observar las diferencias entre plantas inoculadas con los
consorcios XI gpsa, JU sm, MI sy a los 42 DDI con respecto al testigo. Es evidente que
estos consorcios de HMA promovieron un excclente desarrollo de las plantas de papaya,

atin cuando no provenian del cultivo.

El peso scco del follaje mostrd diferencias estadisticas significativas siendo mayor en las
plantas inoculadas con CO gpsa, el cual presentd similitud estadistica con los complejos X1
epsa, ES s, BE sp y diferencias con JU gum, MI gm, PG sp y el testigo. Los consorcios Ml su,
y PG sp fucron estadisticamente iguales al testigo (Cuadro 19). En el peso seco de raiz cl
valor mas alto se reportd para las plantas inoculadas con el complejo BE sg, el cual fue
similar a CO gpsa, PG sp, y Ml sy, y diferentes a los consorcios X1 gpsa, ES s JU smyel
testigo. En los consorcios todas las plantas inoculadas presentaron diferencias estadisticas

con cl testigo (Cuadro 19).

Cuadro 19. Peso seco de plantas de papaya a los 42 DDI

Procedencia Peso seco
Follaje raiz

X1 EDSA 0.79ab 0.52cd

ES gm 0.7dabe 0.57bed

BE ¢ 0.70abe 073

JU sn 0.64bc 0.50d

CO gpsa .88 a 0.63abed

Ml spm 0.57cd 0.69ab

G su 0.64bc 0.63abe

T 0.17d 0.13¢

Letras iguales mucstran que no existen diferencias de acuerdo a la prucha de comparacion de medias de Tukey (P < 0 05)
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Ha sido probando, que la papaya es un cultivo altamente micotréfico que respondé de
manera exitosa a la inoculacidon micorrizica, Esto se ha comprobado ya que las plantas
inoculadas con HMA presentan un desarrollo de plantas méas grandes y vigorosas con un
mayor tamafio de diametro, drea foliar y altura, resultados similares han sido reportados
por otros autores (Elder, 2002; Lara, 1996; Mohandas, 1992; Trindade, 2000), contenido de
Py Zn (Reddy et al. 1996) ademas de notar que pueden tolerar la sequia y presentan una

mayor actividad fotosintética (Wang, 19906).
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Figura 17 Comparacion del desarrolio de plantas de papaya inoculadas con respecto a las
testigo, observandose un buen desarrollo de la raiz y el follaje en las plantas inoculadas con
los consorcios X1 gpsa, JU say Ml su
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Los consorcios que produjcron los mas ixll'ds":\'/ﬁlé"res'i’de'brio'ni';iszi:ae la parte aérea, fucron
XI epsa ¥ COgpsa, los cuales sc caracterizaron po'r l'enef'una baja’ diversidad cn su
composicién de especies (4 especies cada una) (Cuadro 21), y provienen de sistemas de
produccion a pleno sol. Ha sido mencionado que una baja diversidad no es desventajosa si
las pocas especics son benéficas en un amplio rango de condiciones ambientales y
edafolégicas; aunque una diversidad de HMA podria resultar en una mas sustentable y sana
produccion agricola previendo que diferentes especics de hongos pueden benceficiar a la
planta bajo diferentes condiciones de estrés (Sieverding, 1991). Gavito y Varela (1995)
mencionan que la posibilidad de encontrar especics inefectivas en las regiones tropicales es

alta, por lo que habria que ser cuidadoso y sc requiere de mas estudios.

Otra posible forma dec explicar la eficiencia de los consorcios XI gpsa y CO epsa en papaya,
podria ser atribuida al hecho de que ésta, es un cultivo de sol y los consorcios provienen de
un ambiente soleado. Sin embargo la relacién entre condiciones de procedencia del inéculo

y los requerimientos ambientales de la planta ain deben ser estudiados.

El peso seco de la raiz, presentd valores mas bajos que el follaje; debido a que cn las
plantas micorrizadas puede haber una dsminucion en el desarrollo de la longitud de raiz
(Berta et al. 1995; Eltrop 1996); algunos trabajos han reportado que la raiz larga cs la
primaria, tendria, entonces, un mayor peso, un sistema radicular con mayor cantidad de
raices secundarias, poscyendo una mayor superficie de absorcion, lo que se podria traducir
en un menor peso de raiz, pero con un mejor desarrollo de follaje, debido al aporte de
nutrimentos y agua. Por otra parte, hay un costo de carbono para mantener la raiz, mismo
que pudicra ser aprovechado por los HMA (Douds et al. 2000; Graham er al. 1996;
Rygiewicz et al. 1994; Peng et al. 1993).




6.4.2 Respuesta de café a siete consorcios de hongos micorrizicos bajo condiciones de
invernadero y campo i

6.4.2.1 Desarrollo en invernadero

‘Siete semanas DDI, aun cuando no~sc” detectaron™ diferencias”estadisticas, “se” observd

diferente respuesta de crecimiento de las plantas de café a los consorcios-probados (Fig.

18).

Altura. Efectos significativos fueron mostrados para las variables evaluadas 90 dias después
de la inoculacion (DDI) (Fig. 19). Plantas con los complcjos nativos presentaron diferencias
notorias; sin embargo, sélo ¢l complejo ES sy mostrd diferencias estadisticas significativas
(P< 0.0001) con respecto al testigo (Cuadro 20). El diametro del tallo también se
encontraron dif erencias significativas (P < 0.001) entre las plantas inoculadas con complejos
MIlsa, ESsar, JUsa y el testigo. Los complejos BE sg, PGsp, COgpsa Y Xl ensa, asi como el
tratamiento fertilizado, presentaron igualdad estadistica con el testigo. El niimero de hojas
también mostro diferencias estadisticas significativas (P< 0.0001); las plantas inoculadas
con cl consorcio MIsa presentaron la mayor cantidad de hojas, pero similares
estadisticamente al testigo y mostro diferencias con CO gpsa y las fertilizadas con fosforo;

los demas presentaron igualdad estadistica (Cuadro 20).

Cuadro D). Respuesta de crecimiento en invernadero de plantas de café inoculadas con 7
consorcios de hongos micorrizicos 90 DDI

Tratanticntos Caracteristicas de crecimicento
Altura (cm) Didmetro del tallo(mm) Numero de hojas
M1 sns 7.93ab 0.75ab 7.5°
ES gm ERES 0.76a 7.2ab
JU sm 7.43ab 0.75ab 6.75abc
BEgk 7.22ab 0.68abc Gabe
PGgp 6S5abe 0.7 1abe 6.75abc
COyq 5.22¢ 0.63abc 5.5b¢
Xtensa 5.12¢ 0.53¢ 6.23abe
Fertilizado 6.23bc 0.53¢ 537c
Testigo 6.23bc 0.52¢ 0.25abc
[k 8.02 4.84 3.48
Pr>F 0.0001 0.0001 0.0023
GL &) 63 63
cv 17.24 19.06 17.30

Letras iguates muestran que no existen difcrencias de acucrdo o la prucha de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05)
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Figural8. Plantas de café inoculadas con los diferentes consorcios de HMA nativos, sicte semanas después de la inoculacion, se
aprecia la variabilidad en la efectividad de los consorcios
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Figura 19. Plantas de café inoculadas con
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los diferentes consorcios de HMA nativos, en invemnadero 90 dias después del trasplante



A los 97 DDI el mayor tamaifio se presentd por efecto de la cepa y s6lo los complejos X1
rnsa Y COgnsa fueron estadisticamente similares al testigo. A partir de esa fecha y por
espacio de 30 dias Ia tendencia cn el crccimienio, por efecto de los sicte consorcios nativos

de FIMA se mantuvo constante (Fig. 20).

12

Dias después de la inoculacion
Figura, 20 Tamafio de las plantas de café durante 130 DDI. -
Las plantas inoculadas con los consorcios nativos Mlsai, ES sy JU sa, BE sp presentaron
diferencias cstadisticas significativas con r;:s'pcclb';‘fal ‘iestigo en altura; las plantas

inoculadas con los consorcios PGg, CO gpsa, ¥ Xl kpsa presentaron igualdad cstadistica

con ¢l testigo (Fig. 20).
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‘Aunque las’”plaﬁlas' con los consorcios PG s y XI gpsa presentaron igualdad estadistica con
¢l testigo, propiciaron un incremento de 16.68% y 8.52% respectivamente; sin embargo, cf

tamaiio de las plantas inoculadas con COgy fueron incluso 1.22% menorcs.

El diametro de las plantas inoculadas con los complejos Mlsv, ESsam ., JUsm , BEsp y PG
sn fucron diferentes al testigo y los complejos CO gnsa; ¥y Xl epsa, y el testigo fertilizado
presentd igualdad estadistica . Un comportamiento simi lar se observé en el nimero de hojas

(Cuadro 21).

Cuadro 21, Respuesta de crecimicnto en invernadero de plantas de café inoculadas con 7
consorcios de hongos micorrizicos 130 DDI.

Tratamientos Caracteristicas de crecimiento
Altura (cm) Diametro del tallo (mm) Numero de hojas

MISMygq 12.75a 1.01a 10.5a
ESsm 12.18ab 0.96a lla
JU s 10.43cb 0.95a 10.2a
BEgy 9.11¢c 0.88ab 9.25ab
PGsn 8.07cd 0.93abce 9ab
co EDSA 7.51de 0.73bed 8cb
X1 EDSA 6.42¢ 0.70bcd 7.25ab
Fertilizado 6.60c 0.68cd 9.25ab
Testigo 6.92¢ 0.60d Ge

F 29.33 12.15 11.80
Pr>F 0.0001 0.0001 0.0001
GL 63 63 63
Ccv 13.61 14.27 14.90

Letras iguales muestran que no cxisten diferencias de acucrdo a 1a prucba de comparacidn de medias de Tukey (P < 0.05)

Durante 130 DDI la cantidad de hojas no varioé considerablemente, aunque a los 102 DDI,
la cantidad de hojas en el testigo fue mayor que en las plantas inoculadas con los complejos
PGgsn, COgnsa ¥y Xl gpsa y ¢! fertilizado con fosforo; sin embargo, después de los 109 DDI,
el nimero de hojas en el testigo disminuyd ligeramente con respecto a los demas

tratamientos (Fig. 21).

La respucsia positiva del café a la inoculacion micorrizica cxpresada en peso seco, drca
foliar, numero de hojas, altura entre algunas variables de crecimiento ha sido reportada en
diversos trabajos (Souza y Siqueira, 1991; Vaast y Zasoski, 1992; Siqueira et ul., 1996;
Trejo 1997, Siqueira et al., 1998; Bhattacharya y Bagyaraj, 2002; Osorio et «f., 2002),
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Figura. 21. Numero de hojas dc las plantas de café durante 130 DDI

El efecto promovido por los complejos COgpsa ¥ Xlgpsa en las plantas de papaya no se
expresé de igual manera en las plantulas de café durante su estancia en el vivero; aun
después de 130 DDI no se mostraron diferencias estadisticas con el testigo en ninguna de
las variables estudiadas. Estos consorcios provienen de un ambiente soleado y parece ser
que no fucron eficientes en condiciones de media sombra que es como se establece un
plantel de café. Posiblemente porque las especies que componen este indculo no estin
adaptadas a un ambiente sin exposicion directa al sol aunque Abbott v Robson (1991)
sefialan que las poblaciones de 1IMA podrian ser capaces de ajustarse a cambios graduales
en ambientes sin cambios abruptos Vosatka ef al., (1998) encontrd que los aislamicntos de
HMA presentan una adaptacion ecologica al estrés de suelos contaminados y que
posiblemente haya una habilidad de las poblaciones de HMA para adaptarse a una cstrés
cronico y mantener las caracteristicas de adaptacion bajo condiciones de estrés continuas: el

efecto encontrado cn las condiciones continuas de estrés por contaminacion de suclo,
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podrian ser andlogas a los condiciones de¢ cstrés por cxposicion dirccta al sol y al’

cambiarlas a sombra dejan de ser funcionales.

El complejo Mlgy fue cl mas eficiente en café¢ y produjo los valores mas altos de altura,
didgmetro y numero de hojas antes de ser transplantadas, en contraste con papaya, a pesar de
que se inoculd en la misma época, y crecida en condiciones ambientales semejantes, no
produjo ningun cfecto cn las plantas de papaya, dado que no sc observaron diferencias
estadisticas entre las plantas inoculadas y el lestigo. [ consorcio Mlsy provienc de una
finca bajo sombra, que en invernadero y durante el desarrollo del experimento se mantuvo

en condiciones de tuz similares a las de origen.

En este caso se observo que la efectividad de los HMA de estos consorcios nativos
presentan cierta selectividad por sus hospedantes, aunque existen algunos consorcios que
son igualmente efectivos en cualquier tipo de hospedantes como es el caso de Zac-19;
consorcios compuestos por Glomus albidum, Glomus claroides y Glomus diaphanum
(Davies ef al., 2000) y que han probado ser muy eficientes en fresa, chile ancho, café y
otros hospedantes mas (Trejo, 1997; Alarcon et al,, 2000;. Davies ef al., 2000; Estrada -Luna
et al., 2000).

Los resultados abtenidos en nuestro trabajo podrian sugerir que existe una compatibilidad
funcional cntre las csvpccies que conforman los diferentes consorcios y las . plantas
hospe deras, aun cuando en todos los casos se encontrd colonizacion, la efectividad no fue la
misma, cfectos similares fueron encontrados por Ravnskov y Jakobsen (1995), quienes
encontraron en plantas dec pepino (Cucumis sativus L.), trigo (Triticum aestivum L.) y lino
(Linum usitatissimum ), inoculados con Glomus caledonium y Glomus invermaium que la
simbiosis difiri6 marcadamente con respecto a la compatibilidad funcional como la entrada
de fosforo, la cual dependié de hs especies de plantas hospederas; el transporte de P fue
alto en G. caledonium en simbiosis con las tres especies de plantas. mientras que G.
invermaium  transportd cantidades significativas solo cuando fue asociado con lino.
Consecuentemente, determinaron que la efectividad en el transporte de P es incrementado

sélo en el contexto de su asociacion con las cspecies de plantas hospederas.
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Los consorcios Mlgy y ESsm constan de 10 espcciés de I-VIMA. en conlrasté los consorcios
Xlpsa y COgpsa estan constituidos por 4. Segiin Gavito y Varela (1995), la participacion
de un nimero clevado de especies representa la suma de todas las posibles interacciones en
una mezcla de diferentes habilidades competitivas, fisioldgicas ¢ infectivas. Por otra parte,
diferentes comunidades de HMA pueden tener efectos variables en el crecitmiento de las
plantas; sin embargo, aunque la diversidad de éstas juega un papel importante, es de
considerarse la abundancia de cada una de cllas en la composicion de la comunidad, ya que

determina el cfecto del crecimiento de las plantas (Lovelock y Morton, 2001).

Colonizacion de la raiz. En 130 DDI la intensidad de la colonizacion vario estadisticamente
entre los consorcios. Los valores mas altos de colonizacion se reportaron para PGyg con
90.22% de colonizacién que fue cstadisticamente similar a JUga y Mlsy, Los mas bajos

porcentajes se presentaron en X1 gpsa Y CO epsa (Fig. 22).
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Figura. 22. Colonizacion micorrizica cn plantas de café antes del trasplante a campo 130
dias después de la inoculacion




Los resultados indican que no es posible definir diferencias, ya que hay una tendencia entre
la eficiencia y la colonizacién pues los porcentajes mayores de colonizacién no siempre

coinciden con el mayor efecto.

6.4,2.2 Desarrollo en campo de plantas inoculadas con hongos micorrizicos

A los 30 dias después del trasplante a campo, el efecto del crecimiento promovido por los
consorcios micorrizices Mlgy, ES sy, JU sm, BEsn y PG, resultaron en plantas mas altas,
fuertes y vigorosas, con mayor nimero de hojas y diametro que el testigo (Fig. 23). Los
valores mds altos de altura se presentaron en plantds inoculadas con Mlsm que presento
diferencias estadisticas respecto a las plantas inoculadas con los consorcios BE g, PG sp, X1
gpsa Y COensa, asi como el fertilizado y cl testigo. Las plantas inoculadas con el consorcio
ES su presentaron igualdad con las de los consorcios Mgy, JU sv BE sp y PGs y el
fertilizado y fueron diferente con el testigo. Las plantas con los consorcios JU sy BE sg,
PGgp Xlgpsa ¥ COgpsa y las plantas fertilizadas mostraron igualdad estadistica con el

testigo (Cuadro 22).

El mayor tamaiio de didametro de las plantas inoculadas con el consorcio Mlgy que presentd
diferencias con los complejos Xlgpsa y CO ¢psa, asi como el fertilizado y el testigo; los
demds tratamientos no presentaron diferencias cstadisticas entre ellos y el testigo (Cuadro
22).

El complejo Mlgy, promovio la mayor cantidad de hojas y presentd similitud estadistica
con los consorcios ES ga, JU sv BE g3, PGsp ¥y CO gpsa ;. el fertilizado sélo presentd
diferencias con el consorcio Xl gpsa y el testigo. Todas las plantas micorrizadas presentaron

diferencias con el testigo (Cuadro 22).
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Figura 23 Desarrollo de las plantas inoculadas con hongos micorrizicos bajo condiciones de campo, se observan las diferenciasentre

consorcios y con el testigo
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Cuadro 2. Respuesta de crecimiento de plantas de café inoculadas con sicte consorcios de
hongos 30 DDT

Tratamienlos Caracteristicas de crecimiento

Altura (cm) Diametro del tallo (mm) Namero de hojas
M lsm 15.27a 1.07a 12.5a
£S sn 13.15ab 0.92ab 13a
JU snm 10.70abe 0.90ah 9.7ab
BEgy T 9.62¢ch 0.80ab 10.5ab
PG 8.67cb 0.77ab 9b
COknsa 6.85¢ 0.55b 9.5ab
Xl ipsa 7.87c 0.60b 9b
Fertilizado 9.17¢cb 0.65b 10ab
Testigo 7.05¢ 0.62b 3.7c
F 7.90 1.03 11.01
Pr>F 0.0011 0.0030 0.0001
GL 27 27 27
cvV 20.17 22.06 16.47

Letras iguales muestran que no existen diferencias de acucrdo a la prucba de comparacion de medias de Tukey (< 0.05)

A los 60 DDT las plantas inoculadas con ¢l consorcio MIsm siguicron presentando los
mayores valores para altura y s6lo presentaron similitud estadistica con el consorcio ES sy,
cl cual presentd igualdad estadistica con Mlgm, JU sy, BE s, PGuwy y el fertilizado. Todos
los demds tratamicntos mostraron igualdad con el testigo (Cuadro 23). En didmetro sc
presentd una similitud estadistica entre los complejos Mlsn, JU sv, BE s, PG s, Xlgpsa ¥y
¢l complejo CO gpsa, asi como el testigo; fueron diferentes con respecto a los otros
tratamientos. En el mimero de hojas sélo se observaron diferencias entre el consorcio Mlgy

y ¢l testigo (Cuadro 23).

Cuadro 23. Respucsta de crecimicnto en campo de plantas de café inoculadas con 7
consorcios de hongos micorrizicos 60 DDT

Tratamicntos Caracteristicas de crecimiento

Altura (cm) Didmetro del tallo (mm) Namero de hojas
M s 17.12a 1.17a 13.5a
ESgu 13.75ab 1.12ab 13ab
TU o 11.37ab 0.97abe 9.5ab
BE sk 10.65¢b 0.82abe 8.735ab
PGy 8.92¢ch 0.90abe 9ab
CO pissa 1.5¢ 0.72¢ 8.25ab
X1 posa 8.18c 0.8abc 9 5ab
Fertilizado 9.4777cb 0.77ab &.73ab
Testigo 7.02¢ 0.67c §.25b
F 9.05 1.60 228
Pr>F 0.0001 0.0013 0.0554
GlL 27 27 27
CcV 20.55 18.33 34.08

Letrus iguales muestran que no existen diferencias de acuerdo a la prucba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.03)

¥
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A Iés 90 DDT se presentaron diferencias estadisticas altamente significativas (P< 0.0001)
para la variable altura y didmetro; significativas (P<0.0118) para nimero de- hojas. Los
valores mas altos fueron provocados por el consorcio Mlgy en todas las variables. Los
consorcios ESgnm, Mismy JU s lueron similares entre si en altura y diferentes a los demas
consorcios los cuales fucron similarcs al testigo en diametro y numero de hojas solo el-

consorcio MIgy fue diferente (Cuadro 24).

Cuadro 24. Respucsta de crecimiento en campo de plantas de café inoculadas con sicte
consorcios de hongos micorrizicos 90 DDT

Tratamientos Caracteristicas de crecimiento

Altura (cm) Diametro del tallo (mm) Numero de hojas
M lgn 20.15a I.3a 15.75a
ESswm 17.7ab 1.2ab 14.25ab
JUsm 12.3ab 1.07ab 10.5ab
BE su e 1.07b G.7ab
PG yvy 9.80c 1.07b 10.5ab
COnsa 822 1.05h ab
X1 ppsa 9.8¢ b 8ab
Fertilizado 10.12c t.02b 10.25ab
Testigo 6.7¢ 1.b 5.25b
F 12.05 3.63 3.01
Pr>F 0.0001 0.0057 0.0168
GL 27 27 27
cv 21.87 10.91 38.63

Letras iguales muestran que no existen diferencias de acucrdo a la prucba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05)

A los 120 DDT se encontraron diferencias altamente significativas para la variable altura y
didmetro (P< 0.0001) y para e! namero de hojas (P< 0.0123). En altura los consorcios Mlgy
ES sai v JU sy fueron similares entre si y diferentes al testigo; ¢l consorcio Mlgym fue
diferentc aJU sy BE saPGuyvo COsp y Xl gpsa vy al tratamiento fertilizado y el testigo. Los
consorcios BE s PG sy COgpsa X1 inpsa Tueron estadisticamente similares al testigo; un
comportamiento similar se observo en ¢l didametro de tallo. En ¢l niimicro de hojas sélo
Mlsy  fue diferente al testigo y todos los demds tratamientos presentaron similitud

estadistica (Cuadro 25).




Cuadro 25. Respuesta’ de crecimiento en-campo de plantas de’ café inoculadas con sicte
consorcios de hongos micorrizicos 120 DDT
Tratamicntos Caracteristicas de crecimicnto

Diametro del tallo (mm)

Numero de hojas

M Ign 22.5a 3.85a 19a
ES sm 19.32ab 3.09ab 15.7ab
JU sm 13.22ab *Jab 10.2ab
Bisn 11.47¢ 1.89b 8.7ab
PGgy 10.55¢ 2.17b 10ab
COgnsa 8.5¢ 1.58b 9.25ab
Xlknsa 10.20c 1.80b 9ab
Fertilizado 9.5¢ 1.61b 10ab
Testigo 7.02¢ 1.58b 5.5b
13.41 6.37 5.13
Pr>F 0.0001 0.0001 0.0123
GL 27 27 27
cv 22.56 28.56 42.26

Letras iguales mucstran que no existen diferencias de acuerdo a la prucba de comparcion de medias de Tukey (P < 0.0001)

Los incrementos con respecto al testigo en ¢l crecimiento de las plantas en campo no fueron
los mismos que en invernadero después de 120 dias ya que en invernadero se detectaron

incrementos menores.

Se observé una tendencia similar a'la de invernadero en los cfectos de los consorcios sobre
la altura, grosor del tallo y niimero de hojas. Las plantas inoculadas con los consorcios
COepsa. Xlepsa, y el fertilizado que en invernadero habian mostrado decrementos en
tamafio durante su estancia en vivero; una vez trasplantadas a campo presentaron un
desarrollo mayor que el testigo; aunque en altura eran menores presentaron incrementos en
grosor del tallo y niimero de hojas. Un tallo mds vigoroso permitié un mejor desarrollo de
las plantas ya que es la estructura de la planta y soporte de las hojas, ademds del sistema de

transporte de agua y nutrientes lo que conccta las raices con las hojas (Urban et al., 1994).

Una mayor drea fotosintética expresada por ¢l mayor niimero de hojas permitira un mejor
desarrollo de planta, asi como del hongo (Wright et «l., 1998), lo que proporciona una-

mayor posibilidad de desarrollo de la planta una vez trasplantada a campo.

El drea foliar fue estadisticamente diferente entre las plantas inoculadas con Ml gy, ES say

PG g v el testigo; ¢l consorcio Mlgy y ES sy presentaron diferencias entre sf y fueron




diferentes a todos los demas tratamientos; PG sg b'resé'lilc')'s'irlhrilittid:'csiiidi§(ica “con’ los
complejos JU s BE gn; Los tratamicntos JU gy BE sp, CO kpsa. Xl ensa ¥ Fertilizado fueron

similares al testigo (Cuadro 26).

Cuadro 26. Area foliar de‘las planlas de calé a‘los330:DDI:

Procedencia : rca foliar
Mlsn o 15256
ESsnm . 1084.7b
JUsn . 288.1de
BEsg 341.11de
PGsu 587.7¢
COunsa 217.84
Xlinsa - 129,4d .
Fertilizado 130.5d
Testigo 60.8d

F 50.73
Pr>F 0.0001
GL 36

cv 33.26

Letras iguales mucstran que no existen difcrencias de acuerdo a la prucha de comparacitn de medias de Tukey (P < 0.(U0D)

La expansion del drea foliar es la resultante del control hormonal que tienen las plantas,
asumiendo que éstas tienen un oportuno aporte de nutrimentos y agua. Una mayor area
fotosintética expresada por el mayor nmimero de hojas permitird un mejor desarrollo de
planta, asi como del hongo (Wright ez al., 1998), lo que proporciona una mayor posibilidad
de desarrollo de la planta una vez trasplantada a campo. Aunque los consorcios COgpsa ¥
Xl gpsa no presentaron diferencias estadisticas significativas, propiciaron un incremento

con respecto al testigo de 112.82% y 114.63%, respectivamente.

El peso seco de la parte aérea varid significativamente entre los complejos Mlgy ES sy PG
su comparadas con las plantas fertilizadas e inoculadas con los complejos JU sv BEsg CO
epsa X1 psa v el testigo. El peso scco de la raiz solo fie significativamente incrementado
en las plantas inoculadas con Mlgy y ESga, Todos los demas tratamientos presentaron

similitud estadistica (Fig. 24).
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Figura. 24 Peso seco de la raiz y follaje en plantas de café bajo condiciones de campo,
donde sc observa que los consorcios Ml sy y ES gy promueven ¢l mejor desarrollo.

Las diferencias en biomasa entre las plantas micorrizadas y no micorrizadas representan ¢l
beneficio derivado de la asociacion micorrizica, Al-Karaki (1998), determiné el efecto de la
inoculacién micorrizica en ¢l crecimiento costo-beneficio y uso eficiente del agua en dos
genotipos de trigo bajo condiciones de estrés hidrico y con buen aporte de agua; encontrd

también que Ja biomasa y la colonizacion de las raices fueron mayores para condiciones de
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buen aporte hidrico, pero las plantas micorrizadas fucron mas cficientes en ¢l uso de agua
que las no micorrizadas; la diferencia entre el peso seco de la parte aérea cntre plantas
micorrizadas y no representa cl benelicio derivado de raices micorrizadas; el valor del

costo/benéfico para las asociaciones fue mayor cuando fucron sometidas a condiciones de

cstrés.

A los 320 DDT las plantas inoculadas mostraron un desarrollo comsiderable (Fig. 25) en
comparacién con el testigo, incluso con aquellos consorcios que en condiciones de

invernadero no mostraron gran diferencia con cl testigo.

6.4.2.2.1 Supervivencia de las plantas al trasplante

Treinta dias después del trasplante (DDT), sobrevivieron el 100% de las plantas inoculadas
con los complejos Mlsy, ESsv y BEgy, asi como las testigo: sin embargo, el 12.5% dc las
plantas inoculadas con JUsn y COgpsa asi como las fertilizadas, y el 25% de las plantas del

consorcio Xlgpsa, murieton (Fig. 26).

Los porcentajes de supervivencia disminuyecron considerablemente durante los siguientes
190 DDT (324 DDI), obscrvandose que las plantas con una procedencia vigorosa y de
mayor arca foliar en vivero (Mlgy y ESsy) presentaron una mejor adaplacion en campo.
Los porcentajes de supervivencia mas bajos sc presentaron después de un periodo fuerte de

sequia y alta temperatura (Fig. 27).

Como ya ha sido demostrado en diversos cstudios, la supervivencia de las plantas
micorrizadas {ue mayor que las fertilizadas y sin micorriza, ya que éstas cuentan con un
sistema biologico que les permite una mejor y rapida adaptacion a las condiciones adversas
del trasplante. La inoculacidn micorrizica lleva a incrementar el crecimiento y la entrada de
Py Zn en planias jovenes de café durante su fase de invernadero (Lopez er «f., 1985) e

incrementa la tolerancia a los nematodos (Baon et al., 1994).
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Figura 25 Plantas de café inoculadas con diferentes consorcios de HMA y transplantadas en una finca con “corchosis, donde los
consorcios micorrizicos ESsy y MIsy presentaron los mejores efectos
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Fig. 26. Supervivencia de las plantas de café después del trasplante a campo.
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Figura. 27. Supérvivencia de las plantas de café ocho meses dias después del trasplante a
campo.
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6.4.2.2.2 Colonizacién micorrizica

Después de 210 DDT las plantas inoculadas mostraron colonizacion micorrizica (37.50% a
57.50%); no presentaron diferencias estadisticas entre tratamientos. Las observaciones al
microscopio compuesto mastraron la presencia de hifas, arbusculos y vesiculas en el tejido.
cortical sélo en raices sanas. No sc detecté colonizacion micorrizica como resultado de la
colonizacion por HMA nativos, alin después de sicte meses de establecidas las plantas en

campo.

6.4.2.2.3 Micorriza nativa

En plantas de café ya establecidas (Fig. 28), no se observé colonizacién micorrizica en
ninguno de los 7 muestreos realizados mensualmente, a pesar de que estas plantas contaban
con 15 aiios de establecidas en campo. El potencial infectivo de esa finca fue de 2.96 y la
cantidad de micelio extrarradical fue de 338.81 mm/g. Se cuantificaron 2282 esporas/100g

de suclo y sélo el 14.8% (en promedio) resultaron viables.

Figura. 28, Plantas de café en edad productiva en una finca infestada con “corchosis”, en
las cuales no se observa colonizacion micorrizica
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Varios faclores podrian ser atribuidos a la ausencia de la colonizacién micorrizica en-las

plartas de café ya establecidas.

Las raices parasitadas por los nemdtodos no representan un tejido adecuado para los
hongos micorrizicos, ya que hay una compelencia por.espacio y por nutrimentos (ngham
2003). Dentro de las raices los nematodos pueden fisicamente modificar el tejido y causar
alteraciones fisioldgicas, lo cual impide la dispersion intema del micelio (Brussaard et al.,
2001).

Una situacion similar fue reportada por Atilano ef al., (1981) quienes encontraron que
Meloidogyne areanaria puede inhibir cl desarrollo de G, fusciculatum, cllos suponen que
una de las causas es que el nematodo invade el tejido de la raiz y se desarrollan las células
que forman las agallas, por lo que el transportc de agua y metabolitos es alterado
interfiriendo con el movimiento de los fotosintatos requeridos por los HMA y, por otra
parte, una vez que las raices son afectadas por el nematodo, llegan nuevos patégenos que

destruyen el tejido cortical donde coloniza el HMA.

Otra dc las causas por las que no se cncontrd colonizacion micorrizica podria ser atribuida a
la asociacidn con cambios en la composicién microbiana de la rizosfera, ejemplificada

por la micorrizacion ayudada por bacterias y otros organismos (Fitter y Garbaye , 1994).

Por otra parte, ¢l tiempo de inoculacién es una variable importante para el establecimiento
de la micorriza; si el suclo de la finca cafetalera ya cstaba infestada con nematodos o la
planta estaba desde vivero infectada, es posible que estando el tejido cortical destruido y
ocupado por los nemitodos csto sca lo que limitd ¢l progreso de la simbiosis micorrizica
antes de ser cstablecida. Varios estudios han demostrado que la infeccion previa con el
nematodo inhibe o disminuye la colonizacion de los HMA (Forge ef al.. 2001; Suresh y

Bagyaraj, 1984: Talavera et al., 2001).
En café, Vaast er ul, (1997) encontraron que la inoculacién temprana (4 meses antes de la
inoculacion del nematodo) con cualquier especie de HMA, mcjora la tolerancia de la planta

a Prawvlenchus coffeae 'y pesar de la presencia de altas densidades de nemitodos, se
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encontraron pocas lesiones y mas localizadas en las raices de las plantas inoculadas. En
cambio, en una inoculacion tardia, la poblacion de HMA (simultinca a la inoculacion del
nematodo) se redujo en un 60% cuando las plantas fucron infectadas por nemitodos y

resultd en una mayor penetracion y reproduccion de los mismos.

Al no encontrar colonizacion en la finca cstudiada, las bondades dc la simbiosis no se
presentan, Ingham (2003) sefala que por lo menos el 12% del sistema radical deberia ser
colonizado para obtencr los beneficios minimos requeridos de la interrclacion simbidtica.
Colonizaciones por arriba de 40% son gencralmente encontradas cn suelos sanos. Seiiald
que ademis que la colonizacion puede disminuir ¢l ataque de nematodos siempre y cuando
la poblaciéon de nematodos no sea alta también. Experimentos in vitro con Lycopersicon
esculentum 'y Meloidogyne incognita revelaron que la colonizacion micorrizica ya que
cuando sc encontraron ocho esporas por gramo de suclo, la colonizacién y subsecuente
formacion de esporas declind, aunque posteriormente se observé dos esporas /g de suelo
eran suficientes para oblener un 50% de colonizacion. Bajo condiciones de invernadero, 4
esporas fucron requeridas para obtencr ¢l 50% de colonizacion, lo cual es indispensable

para reducir la poblacion de nematodos cn las raices (Nagesh, 1999).

La finca de café presentaba un alto grado de dafio en las raices, causada por la presencia de
nematodos, lo que también pudo haber causado un rompimiento en la red de micelio, que al
desconectar la hifa de la planta podria provocar su muerte y como consecuencia un
disminucién de esporas y otros propagulos infectivos, necesarios para dar paso a la
colonizacion en las plantas de café ya establecidas. Un efecto andlogo se ha visto en soya
donde altas poblaciones de nematodos son inversamente relacionados con una abundante
cantidad de esporas y micelio (Schenck y Kinloch, 1974). Asi también Pinochet et al.,
(1995) descubricron que la cantidad de esporas internas es disminuida o ausente en las
raices micorrizadas de las plantas inoculadas con nematodos. Camprubi et al, (1993)
encontraron también que la colonizacion micorrizica en tres portainjertos de ciruela, era
mayor antes de la inoculacion del nematodo, pero 30 meses después de la inoculacion
micorrizica, las plantas inoculadas con ¢l nemidtodo presentaron menos colonizacion que las

que sc encontraban libres de éstos.
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El efecto de los nematodos en el desarrollo del micelio de los HMA en el cultivo de cafg,
bajo condiciones de campo ain no ha sido investigado. Sin embargo Bakhtiarer al,, (2001)
sefiala que puede influenciar la efectividad e infectividad del suclo y entonces podria tener
una significancia ccologica en la fertilidad del suclo. En invermdero se ha visto que en
cultivos de macetas de HMA pueden ser fuertemente infestados por nematodos fungivoros,
lo que resulta en un inéeulo de pobre calidad debido a la baja produccion de esporas
(Bakhtiar ef al., 2001).

Lo comentado anteriormente pudo propiciar un potencial infectivo bajo, en el suelo de la
finca de café estudiada, debido a las altas poblaciones de nematodos, ya que se ha sugerido
que ¢l potencial micorrizico puede ser limitado en suclos cronicamente infectados con
nematodos parasitos de plantas (Bird e al., 1974). Asimismo Bird et al., (1974) notaron
que ¢l dafio causado por nematodos puede ser mayor a través de sus efectos dafiinos en la
asociacion simbidtica de las plantas. Es evidente que una alta densidad poblacional de
nematodos patdgenos disminuyce ¢l desarrollo de los HMA (Winkler, 1994); sin embargo,
los mecanismos que rigen tales situaciones son desconocidos y por otra parteseria
imporante estudiar a fondo otros aspectos de la interaccion de los HMA con el suelo, como

lo es el estado nutrional del suelo de dicha finca.

Los resultados de este estudio de campo, dejan aun muchas dudas acerca de la-interaccion
entre los HMA y los nemitodos fitopatogenos, por lo quc son necesarios mds estudios bajo
condiciones controladas en invernadero para definir mas claramente este tipo de
interacciones. Aplicaciones de fenaninfos en macetas de invernadero, son sugeridas por .
Bakhtiar et al., (2001) sugicre aplicaciones de fenaninfos en macetas de invernadero, para
restaurar ¢l porcentaje de colonizacion y la cantidad de esporas, sin embargo este tipo de
nematicida es considerado altamente peligroso para el hombre, por lo que seria necesario

buscar otras opciones para la disminucion de los nematodos en campos infestados.

Habria que considerar que los nematodos presentes en las raices de las plantas de café
pueden causar incrementos en los exudados de la raiz, y de ese modo afectar la comunidad
microbiana y su actividad (Bardgett e af., 1999). Por lo que la hipotesis de la modificacion

de exudados radicales por la presencia de nematodos deberd comprobarse cientificamente.
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Tales exudados consisten en una mezcia compleja de aniones de dcido organico, azucares,
vitlaminas, aminoacidos, purinas, iones; inorganicos, moléculas gascosas y enzimas que
tienen efectos directos o indirectos en la adquisicion de nutrientes que son requeridos para
cl crecimicnto de la planta. Mas algunos afectan cl desarrollo de los hongos micorrizicos,

entre los que se pueden mencionar al acido fendlico y al aldénico (Dakora y Phillips, 2002).

No sabemos a ciencia cierta cuales son los mecanismos y suponemos que la presencia de
los nematodos o micorrizas en suclos cafetaleros, modifican los exudados de las raices,
pero se desconace la cantidad de exudados que se desvia dentro de la rizosfera antes de la
colonizacion los hongos; la cantidad liberada puede variar bajo diferentes condiciones y se
ha visto que cambios en patrones de exudados no sélo afecta la colonizacién, sino cambia
marcadamente la calidad del sustrato y de esta mancra el crecimiento de patdgenos y

organismos benéficos de la rizdsfera (Ingham y Molina, 1991).

Los patégenos y los hongos micorrizicos compiten por los exudados de las plantas y el
ganador frecucntemente cambia los exudados de la planta, presuntamente para suprimir al

competidor o mejorar su propia colonizacion (Ingham y Molina, 1991).

Trabajos rclacionados con el andlisis cualitativo y cuantitativo de los exudados radicales
bajo el efecto de los nemdtodos, de los HMA y de la interaccion son nccesarios para

cntender las relaciones que se presentan entre ellos

Otro aspecto importante a considerar ¢s que la densidad de las plantas de café mis la
sombra de los arboles de la finca no permite un vasto crecimiento de arvenses, por lo que el
cafcto cs casi tnico hospedante, cuya produccion de raices csta limitada. Un estudio
realizado por Fischer er al., (1994) demostrd que un bosque secundario y sitios que han
estado sin vegetacion por 4 a 6 afios, presenta NMP (most probable number) menor a un

sitio con plantas que tienen produccion ciclica de raices como son los pastos.




Por otra parte, si las raices de café daiiadas por nemitodos constantemente liberan tejido
muerto, podria éste ser un reservorio de w gran nimero de organismos saprobios quc de

alguna manera pudieran estar parasitando las esporas de hongos micorrizicos.

En cuanto al niimero de csporas viables, ¢l 14% nos muestra que tenemos por.lo menos 3
esporas por gramo de suelo factibles de germinar, lo que podria ser adecuado para asegurar
la colonizacion cn las raices de las plantas hospederas, ya que la presencia de'1 a 5 esporas

por gramo de suelo es adecuado para muchos cultivos en campo (Ingham, 2003).

Sin embargo, es importante considerar que el cafeto es una planta perenne cuyas raices
crecen todo el afio, pero el crecimiento de éstas puede estar condicionado por diversos
factores ambientales. Por ¢jemplo, en la sequia las raices susceptibles de ser colonizadas
estan ausentes, lo cual podria disminuir la cantidad de propagulos, aun cuando las esporas
resisten generalmente a cambios ambientales y son importantes para la supervivencia de la
simbiosis micorrizica durante los periodos cuando el crecimiento de la raiz esta retrasado o
ausente en la planta huésped (Giovannetti, 2000; McGonigle y Miller, 1999; Wagner et al.,
2001). Sc ha sugerido que la produccion de esporas estd relacionado con las ciclos
intermitentes del crecimiento de la raiz, de tal mancra que los suclos con vegetacion
herbacea ticnen mayor densidad de esporas que los cultivos donde las raices crecen todo el
afio ( Baylis, 1969).

La colonizacion puede también estar limitada por el dafio del micelio externo que podria
darse por la presencia de los nematodos. Martins'y Read (1997) realizaron un experimento
con diferentes niveles de disturbio del micelio externo de HMA para probar la hipétesis de
que la colonizacion micorrizica puede ser iniciada a través del micelio externo; sus
resultados revelaron que ¢l micelio externo intacto representa una vigorosa fuente de

indculo y que su alteracion reduce ¢l potencial del mismo.

Las plantas que posiblemente albergan la poblacién de HMA son algunas de las escasas

arvenses y plantas de sombra que crecen dentro de la finca cafetalera (Cuadro 27 y Fig. 29).
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Cuadro 2Z7. Especies de plantas d: sombra y arvenses de la finca estudiada en relacion a la
presencia de estructuras de HMA.

Bspecie Familia Presencia de estructuras de HMA
Presente Ausente

Oxalis corniculata Oxalidaceac v
Hampea integerrinu Malvaceae -V

Commelina diffusa Commelinaccac ‘ v
Chenopodium ambrosioides Chenopodiaceac v
Barrena luevis Rubiacene v
Ocimum basilicum L.abiatae v
Bidens pilosa Compositae v

Stda vhombifolia * Malvaccae v

Figura. 29. Finca de café con baja presencia de arvenses.

A pesar de Ta ausencia de colonizacion en las plantas de cafeto, la presencia de esporas
viables en ¢l suclo de esta finca, nos hace suponer que otros hospedantes dentro de la
plantacién de cafe alojan a los HMA y les permiten completar su ciclo, con base a los

resultados del muestreo exploratorio donde se detectd la colonizacion micorrizica de




algunas plantas arvenses (Cuadro 27); Es iml;oriantrérrcsa'ltar que la totalidad de Ias"erébc'c':'fés
de plantas muestreadas no presentaron daiio por nematodos, entonces, la calidad del suelo
puede verse favorecida por la interaccion HMA- arvenses, principalmente (Jordan el al,,
2000).

6.4.2.2.4 Pudricién de la raiz

En las plantas inoculadas con los consorcios Mlsa y ESsm sc observé una mayor
produccion de raices adventicias; el sistema radical presenté un mejor desarrollo como se

muestra en la raiz (Fig. 30a); las plantas inoculadas con los consorcios JU gy CO gpsa y X1

£psa mostraron solo la presencia de raices laterales primarias y secundarias; y la presencia

de raices adventicias fue considerablemente escasa (Fig. 30b).

§ e merme—nemen. =

st an e

JU sm
Figura. 30. Raices de plantas de café inoculadas con los consorcios micorrizicos.

(a) Desarrollo radical en plantas inoculadas con MI gy atn con agallas. (b) Desarrollo
radical en plantas inoculadas con JU g que mostré raiz raquitica y gran dafio por pudricién.

Las plantas inoculadas con los diferentes consorcios de HMA no mostraron sintomas del
ataque en cl follaje; sin embargo, todas presentaron dafio en ¢l sistema radical, aunque no
se detectaron diferencias  estadisticas  significativas entre tratamientos. Las plantas
inoculadas con Mlsy y ES su en las cuales se encontré el mayor volumen radical
(expresado en peso scco), mostraron porcentajes bajos de agallamicnto (41% y 40%,
respectivamente ), pero ¢l mayor nlimero de agallas, encontrandose diferencias estadisticas

significativas (P< 0.0001). Las plantas que presentaron el mayor numero de agallas fucron
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las inoculadas” con el consorcio Mlsy y la menor cantidad en las inoculadas con los

complejos Xlgpsa, COrpsa las fertilizadas, asi como las lésligo (Fig- 31).-

0o e - DMS =L 5 A o e .

80 1~

60 4

o cd
40 -

Ndmero de agallas

20 H de

Mgy ESgy JUgy PGg COsaBEgy F Xlgpsa T

Tratamientos

Figura. 31. Numero de agallas en las plantas de café inoculadas con los diferentes
: complejos

El porcentaje de pudricion presentd diferencias estadisticas entre tratamientos (P < 0.0001);
los valores mads altos se presentaron en los tratamientos: fertilizado en invernadero con
fosforo y los inoculados con JUswn, Besy, presentando igualdad estadistica con los
complejos Xlgpsa y cl testigo sin micorriza. Los complejos Misa, ESsy,  mostraron los

nids bajos porcentajes de pudricion y fueron similares estadisticamente (Fig. 32).

Aun cuando las plantas inoculadas con los consorcios Ml gy y ES sy tuvieron el mejor
desarrollo vegetativo, presentaron la mayor cantidad de agallas. Un caso similar fue
reportado  por Calvet ¢t al, (1995) en la interaccion entre Glomus intraradices 'y

Pratylenchyus vulnus en el portainjertos de membrillo BA-29, donde encontraron que alin
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cuando la planta fue atacada por ¢l nemétodo, las plantas. micorrizadas fueron las que

presentaron el mejor comportamiento en todas las variables evaluadas.

100 W - s . N
DMS=12.53
80
T°
—_ ' ’ b
X 60+ abe Ia
c
Q
g
=N
ERELE
20 -
0

g, PGgy COrpsiBEsy F  Xigpsa T
Tratamientos

Figura. 32. Porcentaje de pudricion en las raices de las plantas de café, bajo condiciones de
campo.

Posiblemente dos factores podrian estar involucrados en csta respuesta: cambios cn la

morfologia de la raiz y la nutricion de las plantas (Linderman, 2000),

Cambios en la morfologia de las raices micorrizadas podrian estar relacionadas con este
cfecto. Dehne (1982) encontrd que los hongos micorrizicos reducen la enfermedad debido a
algunos cambios morfologicos en las plantas. Las plantas micorrizadas desarrollan un
vigoroso sistema radical, lo cual confiere una mayor fuerza mecdnica para disminuir el

ataque de los nematodos (Shénbeck, 1979).
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Los IIMA promueven el crecimiento de los cultivos en suelo infestados por nematodos

porque promucven la entrada de nutrientes (Calvet ef al., 1995; Pinochet et al., 1996 )
indirectamente por la reduccion en la invasion y reproduccion de nematodos (Pinochet et
al., 19906).

Las plantas testigo presentaron los mas bajos porcentajes de agallamicnto. Seria logico
suponer que plantas con estado nutricional bajo, podrian ser mas susceptibles al ataque de
patdgenos y mostrar un mayor porcentaje de agallas, pero dadas las caracteristicas de
desarrollo tan raquitico de las plantas testigo, podrian no caracterizar un tejido radical,
propicio para ¢l desarrollo de los nemidtodos. Una tendencia similar fuc observada por
Forge ¢t al., (2001) quienes en un estudio realizado en manzana y Pratylenchus penetrans
encontraron que, las plantas testigo control con un peso seco de 21.4 g presentaban 42 430
nematodos/sistema radical y plantas inoculadas con Glomus etunicatum con un peso seco

dc 24.4 g, contenian una poblacion de 106 914 nematodos /sistema radical.

Sin embargo, aunque las plantas inoculadas con los consorcios Ml sy y ES sag presentaron
la mayor cantidad de agallas, la cantidad de tejido destruido fue menor en comparacién con
aquellas que presentaron menor grado de agallamiento, pero desarrollo menos vigoroso
como fue cl caso del testipo (Figs. 31 y 32). Posiblemente porque atin cuando los
nematodos fueron capaces de introducirse en el tejido, el dafio por hongos patdgenos fue
disminuido por la presencia de los HMA (Abdalla y Abdel-Fattah, 2000; Vigo ¢t al., 2000;
Abdel-Fattah y Shabana, 2002) aun cuando Greipsson y El-Mayas (2002) sugieren que la
sinergia interactiva de hongos patégenos y nematodos pueden romper ¢l efecto protector de
los HMA contra los patogenos.

6.4.3 Efccto de la micorriza arbuscular en plantas de café inoculadas con el nematodo
causante de la “corchosis” bajo condiciones de invernadero

6.4.3.1 Desarrollo vegetativo de las plantas de café inoculadas con los siete consorcios
micorrizicos antes de la inoculacion con nemitodos

Las plantas fertilizadas con fosforo y las inoculadas con el consorcio M! gy presentaron

diferencias estadisticas significativas a los 90 DDI con respecto al testigo; no se detectaron
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diferencias entre plantas micorrizadas con todos los demas consorcios y las testigo (Fig.
33). 60 DDI con, diferencias con el testigo sec mostraron, entre las fertilizadas y las
inoculadas con los complejos Mlgu y COrpsa; una tendencia similar en el crecimiento fue
observada durante tres meses mas. Antes de la introduccion del nematodo solo las plantas
inoculadas con los complejos ESgy y Mlgm, asi como las fertilizadas, presentaron

diferencias con el testigo (Cuadro 28).

Cuadro 28. Altura de plantas de café inoculadas con sicte consorcios antes de la
inoculacion del nematodo ( DDI).

Consorcio Altura (cm) Altura (cm) Altura (cm)
90 DDI 150 DDI 210 DDI
PGy 9.36bcd 16.3bcd 21.3bed
BEsy 9.26bed 14.1cd 19.08bed
Misn 9.45b 19.68ab 31.99a
ESsm 8.01cd 15.7cde 24.32b
JUsn 8.15¢d 14.6cde 23.8bc
Xigpsa 8.26bcd 14.42cde 18.7¢d
COkpsa 7.84d 18.05abc 22.6abc
F 12.81° 21.3° 30.9a
T 7.84d 12.4c 17.72¢
F 23.61 12.34 17.48
Pr>F 0.0001 0.0001 0.0001
GL 171 1.71 171
cv 16.15 22.48 23.40

Letras iguales mucstran que no existen diferencias de acuerdo con la prucba de comparacidn de medias de Tukey (P< 0.0001)

A diferencia del primer experimento donde se probé la eficiencia de los complejos en una
etapa inicial (64.2.1), en donde las plantas fertilizadas crecieron pobremente en
comparacion con las plantas inoculadas con los consorcios micorrizicos, las plantas con la
adicion de fertilizante presentaron un desarrollo vigoroso que superd a los demds
tratamientos; la adicion del {osloro fue realizada previo al trasplante, lo que permitié que el

fosforo estuviera mas disponible.
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Figura 33 Comparacion de plantas inoculadas con HMA con y sin nematodo, el efecto del nematodo es enmascarado por el efecto de la
simbiosis micorrizica



Los consorcios de HMA presentaron efectos sobre el desarrollo de las plantas”con una
tendencia similar a la observada en ¢l primer experimento. Aspectos del efecto de los

consorcios sobre el desarrollo de las plantas ya ha sido discutido en'el capitulo 6.4.2.1,

6.4.3.2. Desarrollo vegetativo de las plantas de café inoculadas con'los 7 consorcios
micorrizicos después de la inoculacién con nemitodos.

Treinta dias después de la introduccion del nematodo (DDIN) y 210 DDIM se ercontraron
diferencias cstadisticas significativas para la variable altura entre las plantas inoculadas con
los consorcios micorrizicos M1 gy, ES sm, JU sm, PG s, BE gp, CO gpsa, las fertilizadas (F) y
las plantas inoculadas con XI gpsa, sin nematodos y las testigo. Las plantas mas altas fueron

aquellas inoculadas con los consorcios M1 sm, ES sm y las fertilizadas (Fig. 34).

La misma tendencia se presentd durante los 180 dias posteriores, y nunca se observaron
diferencias estadisticas entre plantas inoculadas con el nematodo y sélo micorrizadas con el
mismo consorcio. El tamaiio de las plantas infestadas por el patégeno fue ligeramente
mayor en las plantas no inoculadas con ¢l nemditodo pero no presenté diferencias

cstadisticas.

Al final del experimento, 180 DDIN, se encontraron diferencias significativas (P<0.0001)
por efecto del consorcio en todas las variables evaluadas. Las plantas inoculadas con los
consorcios Misy y ESsy presentaron la mayor altura y fucron estadisticamente similares a
las fertilizadas con fosforo y todas las plantas inoculadas presentaron diferencias con el
testigo (Cuadro 29).

Por efecto del nemdtodo se encontro significancia para las variables volumen de raiz, peso

fresco y scco de raiz y peso fresco del follaje. Los valores mas altos sc presentaron en

plantas libres de nemitodos en todas estas variables (Cuadro 30).
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Cuadro 29. Efecto del consorcio sobre las variables evaluadas después de la inoculacién del
nematodo (180 DDIN)

Consorcio  Altura Didmetro N de hojns Peso fresco  Peso fresco Peso seco feso seca Arca
de rafz del follaje de raiz del follaje foliar
PG w 29.20b  5.22bed 25.2h 5.08¢ 15.99cd §.3dcd 481be $59.92de
BE sy 21.75¢ 4.64d 208 b o 2080 e - 10L13d 0.71cd 3.45¢d 623.04cd
Mlsn 41.85a 6.75a 55a 32,040 34.88° 6.3%b 987 1331.79b
ES sa 42.06a 6.67a 56.4a 34.66a 34.57h 9.48a 8.4ab 1470.3ab
JU spm 33.7b 6.13ab 38 b 18.16b 23.68b 4.52ab 6.91abc 351.62de
F 44.7a 6.61ab 60.1a 303 445 7.5ah 942 1610.18a
X1 nsa 224¢ S.6labed 21.2b 2.58¢ 9.25 0.65¢cd 4.dcd 419.86¢
CO rosa 31.35h S.led 29.6b 9.8 be 16¢d 2.0cd 5.0lch 758.72¢
T 10.60d 1.9380¢ 3.8d 1.1% 023 0.122d 0.26f 22.74¢
F 259.99 22.03 41.91 63.91 63.91 25.63 2595 11.99 .77
Pe>F 0.0002 0.0001 00000  0.0001 0.001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
GL 72 72 72 T2 72 72 72 72 72
cv 68.99 68.99 1876  21.77 27.90 5784 74.56 4897 1384

Letras iguales muestran que no cxisten diferencias de acuerdo con la prucba de comparacion de medias de Tukey (P <0.05).

Cuadro 30. Efecto del nematodo sobre el volumen, peso fresco y seco de raiz y peso fresco
del follaje, después de la inoculacion del nematodo

Presencia de nemitodo Peso fresco de raiz Peso seco de raiz Peso fresco del follaje
Auscnte 18.34a 23.65a 4.61a
Presente 13.05b 18.34b 2.69b

F 11.14 13.47 19.47
Pr>F 0.0013 0.0073 0.0001
GL 72 kA 72
cv 74.56 57.84 27.20

Letras iguales muestran que no existen difercncias de acuerdo con la prucba de comparacién de medias de Tukey (< 0.05)

Como sc puede observar en la figura 35, la plantas con y sin nematodo en la parte aérea,
presentan una apariencia similar; sin embargo, cn la raiz de las plantas con nemitodos se
pucde notar una fuerte destruccion del tejido, seguramente por la presencia del nematodo.
Aunque las plantas presentaban un sistema radical limitado por el dafio del nemitodo hasta
en un 70.93% (calculado en basc a una relacion de peso de la raiz de plantas sanas y

daiiadas por el nematodo) en el caso de plantas inoculadas con el consorcio PGsp en
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comparacion con las plantas que lo tenian completo, bgraron mantenerse con un vigor

semejainte a las que si lo tenian.

50 1

40 4

30 1

20 4

Con neralodos

DMS=35.57

s0

Altura (cm)

40 4

20 4

Sin nematodos

bede
bedef G

T T - T
F PGy, BEg ESg, Xlemdlg, Mg, T

Consorcios

]
CO¢osa

Figura. 34. Altura de plantas de café inoculadas con y sin nematodo 30 DDIN
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Figura 35. Comparacion de plantas micorrizadas con y sin nematodo, plantas inoculadas con PGsp con el sistema radical dafiado pero
con una apariencia sana del follaje. Lo que nos indica la capacidad compensatoria al sistema radical de parte de la simbiosis.



Una hipdtesis que consiste en ¢l valor sustitutivo de la raiz por las hifas y podria ser

considerada como un “by pass” la cual sc plantea y representa en la Fig. 36.

Figura.36. Representacion esquematica de la hipdtesis de “by pass”

Valores estadisticamente significativos por cfecto de h interaccién consorcio-nemitodo
se presentaron ¢n peso {resco de las hojas (P<0.0002) entre plantas libres de nematodos y
con el nemédtodo. Los valores mas altos se encontraron en las plantas inoculadas con el
consorcio Mlgy.y los mas bajos en cl testigo. Todas las plantas inoculadas con ¢l mismo
consorcio no presentaron diferencias entre aquellas con y sin nematodo. (Cuadro 31).Todas

las demas variibles no presentaron diferencias por efecto de la interaccion

El peso fresco del follaje de las plantas fertilizadas y sin nematodos presentd los mas altos
valores y similitud estadistica con las inoculadas con el consorcio Mlgy y ESqy. Todas las
plantas inoculadas con el mismo consorcio no presentaron diferencias entre aquellas con y

sin nematodo.

Las plantas inoculadas con los consorcios Mlgy, ES sa, JUsm PG s y COipsa presentaron

diferencias con respecto a las inoculadas con X1 nsa y el Testigo (Cuadro 31).
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Cuadro 31. Efecto de la interaccién nematodo-consorcio de HMA sobre el, peso fresco de
follaje, después de la inoculacion del nematodo i

Consorcio Nenitodo Peso fresco del follaje (g)
- 16.88cfgh
PG si + 15.101gh
. . .. 12.42ghi
BE gu + 7.84phi
- 39.94ab
Ml s + 29.22bede
- 36.98bc
ES sm + . 32.16bed
- 26.58cdef
JU gn + 20.78defg
- : 20.88defy
CO ipsa + 11.12ghi
- . 7.26hi
X1 gpsa + 11.24ghi
- 51.60°
Fertilizado + 37.54be
- : 0.38i
Testipo + 0.09i

Letras iguales mucstran que no existen diferencias de acuerdo con la prucba de cdmpnrncién de medias de Tukey (P<0.05).

Las plantas inoculadas con los HMA siguieron una tendencia por efecto del consorcio, lo
cual podria sugerir que la cficiencia de lag especies de hongos micorrizc'igenos juega un
papel importante. Los resultados obtenidos, muestran que la presencihh de nemitodos no
afecté la biomasa y ¢l desarrollo aéreo de las plantas porque posiblemente cuando el
nemitodo se incorpord a sus raices, la asociacion micorrizica ya cstaba establecida y no

permitié el desarrollo de los nematodos dentro del tejido radical.

La inoculacion de HMA en plantas con nemétodos permite un desarrollo similar a las
plantas sanas. Bajo las condiciones de invernadero en las que se llevd a cabo este
experimento, ¢l peso seco de las plantas fue incrementado por los HMA tanto en suelo
infestado por nematodos como en suclo libre de ellos, tal y como lo reportan Forge et al.,
(2001) en portainjertos de manzana con tres especies de hongos micorrizicos: G. clarum, G.

etunicatum, G. intraradices v G. mosseae. De esta manera los resultados demuestran que
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los HMA son capaces de promover la ¢ntrada de nutrimentos e indirectamente reducir la
invasion y reproduccion de nematodos (Pinochet et al,, 1996).
Aun cuando la parte aérea no fue afectada por la presencia del nemétodo, el sistema radical

-se vio disminuido-en volumen y biomasa pues a-pesar. de-no.haberse. observado agallas lo

mas probable es que si ocurrid una destruccion del tejido.

La interaccion del consorcio y los nematodos s6lo se manifestd en la variable peso fresco
del follaje, los cuales son resultados que siguen una tendencia por efecto del consorcio de
HMA. Al respecto se ha comprobado que la presencia de los HMA en plantas previamente
‘colonizadas permite su buen desarrollo aun en presencia de nematodos y a pesar de la

inminente disminucion del volumen de la raiz.

En relacién con esto Vaast et al., {1997) reportaron que la inoculacion simultanca de HMA
y Pratylenchus coffeae cn plantas de café no promovian ninguna tolerancia a P. coffeae
pues las plantas presentaron deficiencias de fosforo y después de 7.5 meses los nemétodos
disminuyeron la colonizacion micorrizica. En contraste una inoculacién temprana (4 meses
antes de la introduccion del nemétodo) mejord la tolerancia al nemétodo y las lesiones de la

raiz fueron menos numerosas y mas localizadas.

Por su parte Villenave y Duponnois (2002) encontraron que cuando los hongos MA fueron

inoculidos junto con los nematodos su presencia no redujo la biomasa de las plantas.

La habilidad del micelio fungico para absorber nutrimentos minerales del suelo,
especialmente fosforo, y transferirlos a las raices micorrizadas permitié un desarrollo de las
plantas sin indicios de dafio en la parte aérea , una condicién atribuibie a los HMA aun si
las raices colonizables son insuficientes, toda vez que las hifas externas penetran su tejido

cortical en varios puntos y favorecen la nutricion de su hospedero (Brussaard er al., 2001).

Ademas las estructuras fungicas dentro de la raiz parecen cstar especializadas en la
absorcion de aztcares (Smith et al., 2001) lo que de alguna manera permitio al hongo MA

seguir viviendo porque la planta era capaz de continuar produciendo fotosintatos.
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En cuanto a la importancia del micelio externo de los HMA, es importante resaltar que una
red hifal es capaz de desamollarse y funcionar a modo de sislcmé radical complementario y
altamente eficaz Pfeffer ef al., 1999), de tal modo que incrementa ‘el volumen total de
suclo explorado (Bentivenga er al., 1997). Por cllo se lc considera como la parte

metabolicamente mas activa de las raices de las plantas (Kling y-Jakobsen; 1998).

De acuerdo con Miller ef al.,(1995) la longitud del micelio externo se estima en 111 m/em’
en suclos de pradera y en 81 m/ent en suelos de pastizal, lo cual incrementa claramente la

superficie de absorcion de agua y nutrimentos (Rabatin y Stinner, 1991).

Asi ¢s posible que antes de la destruccion masiva del tejido radicular de las plantas los
HMA promovieron un ingreso de nutrimentos a las plantas infestadas por nematodos, de tal
suerl-c que la produccion de hifa externa fue capaz de proveer activamente de agua (Ruiz-
Lozano y Azcon, 1995), P y otros macro y microclementos a las interfases simbioticas
(Tobar et al, 1994; Marschner y Dell, 1994;Clark y Zeto, 2000) y convertirsc en una de las
razones mas importantes del porqué a menudo las plantas micorrizadas crecen mejor
(Zabinski et al., 2002; Al-Karaki, 2002, Siquciraer al., 1998).

Si bien todos los nutrimentos son necesarios para el buen funcionamiento de los vegetales,
atencion especial merecen los iones dc fosfato debido a su poca movilidad (Hinsinger,
2001) y a su lenta difusion y considerable fijacion en casi todos los suelos (Bohn et al.,
1993).Sin embargo en la simbiosis micorrizégena arbuscular los hongos promucven el
crecimicnto de las plantas al aumentar principalmente la captacion de recursos inméviles
(como cs el caso del fosfato notablemente inorgédnico), pues el poder funcional de las hifas
es definitivo para adquirirlos mas alli de la zona de agotamiento que rodea a las raices

(Sanders y Tinker, 1971, 1973; Joner, 1997).

El micelio externo adoptara el papel de absorcion en las regiones mas vicjas de una raiz
colonizada por hongos micorrizogenos y superard las dificultades fisioldgicas impuestas
por la difusion del fésforo en esta zona (Harley y Smith, 1983, Read, 1984:.Smith et al.,
2001) de tal forma que la traslocacion y transferencia del P hacia las plantas micorrizadas
generalmente ¢s mds alta en comparacion con las no asociadas con estos simbiontes

(Pearson y Jakobsen, 1993; Hinsinger, 2001).
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Ademas las hifas no presentan tan alta afinidad al fosforo como las raices, pero pueden
mantener una enlrradardc la solucién ‘del suelo donde su concentracion es baja (Del mismo

modo

6.4.3.2.1. Contenido de Clorofila’
Antes de la inoculacién con el nematodo se encontraron diferencias entre los’ tratamientos

en la cantidad de clorofila A/By total.

La cantidad de clorofila A y total fue estadisticamente similar en todas las plantas
micorrizadas, pero difercnte con respecto a las testigo. Los valores mas altos se registraron

en los complejos MIgnt, ESsm y las fertilizadas (Cuadro 32).

En relacion a la clorofila B s6lo hubo diferencias entre las plantas inoculadas con ES say
BE @ ya que todas las demds fueron similares entre si. De esta manera los valores mas altos
de clorofila A, B y total se encontraron en las plantas inoculadas con ES s, y los mas njos
en COppsa (Cuadro 32).

Cuadro 32. Clorofila A, B y total antes de la inoculacion del nematodo

Consorcio clorofila A (mg,/mm2 ) clorofila B (mglmm’) clorofila Total
’ ( mg/mm?)

PG sp 6.88a 2.71ab 9.62a
BE si 5.82a 1.93b 8.0ia
M s 7.44a 2.77ab 10.34a
ES sm 7.26a 2.95a 10.21a
JU gn 6.81 2.70ab 9.32%
F 741a 2.61ab 993
NI gnsa 6.71a 2.8%b 9.69a
CO ysa 5.77a 2.23ab 7.96a
T 1.63b 0.62¢ 2.42b
F 18.07 10.87 16.32
Pr>F 0.0001 0.0001 0.00014
GL y/] 7 g}

cv 21.80 29.64 2250

Letras iguales muesteun que no existen diferencias de acuerda con la pruchi de comparacion de medias de Tukey (P< 0.0001)
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Por otro lado y transcurridos sicte meses de haberse realizado la inoculacion con ncmélodo;
se detectaron diferencias en la cantidad de clorofila A, B y total por electo del consorcio.
De hecho todas las plantas inoculadas y las fertilizadas reportaron diferencias en la cantidad
de clorofila A con respecto al testigo, reportandose los valores mas altos para BE g3y los

mas bajos en las fertilizadas (Cuadro33).

Cuadro 33. Clorofila A, B y total después de la inoculacion del nematodo

Consorcio clorofila A (mg/mm2 ) clorofila B (mg/mm2 clorofila Total (mg/mm:)
PG sp 6.11b 3.02abc 10.35ab
BE sy 9.19a 4.204 12.91a
M1 sn 6.89 3.45ab 10.Y7ab
ES sm 7.39ab 3.7ab 11.43a
JU gp 6.85ab 3.14ab 8.74bc
F 4.98b 2.53be 7.97he
Xl gpsa 532b 2.83abc 7.7bc
CO insa 6.94ab 1.56¢d 4.87cd
T 1.57¢ .23d 1.74d
F 11.39 12.29 14.09
Pr>F 0.0001 0.0001 0.0001
GL 7 72 72
Ccv 32.10 39.56 34.34

Letras iguales mucstran que no existen diferencias de acucsdo con la prucha de comparacion de medias de Tukey (P72<0.0001 )

La cantidad de clorofila B y total fuc diferente entre las plantas inoculadas y la testigo, y

solo el consorcio CO gpsa presentod similitud con el testigo.

No se presentaron diferencias por efecto del nemdtodo ni por la interaccion nematodo-
consorcio. La cantidad de clorofila presente en las plantas inoculadas con los complejos CO
£nsa, Xlensa . las fertilizadas y la testigo fue mayor antes de la introduccion del nemitodo, y
7 meses después decrecid. En plantas inoculadas con los consorcios M1 sy ES sy JU su PG
su y BE sp la cantidad de clorofila se incrementod en ¢l mismo periodo después de la

inoculacién con el nematodo (Fig. 37).




Los resullados muestran que antes de la inorculrzrlzciéﬁ”coh erl'nen%zilo'do la cantidad de
clorofila total fue diferente entre plantas inoculadas con HMA y las testigo, lo cual
concuerda con los resultados encontrados por Muhsin 'y Zwiazek (2002) quicnes
observaron que plantas de Hebeloma crustuliniforme micorrizadas presentaron mayor peso
scco de la parte aérea y foliar, nimero de ramas laterales y mayores contenidos de clorofila

confrontadas con las plantas no micorrizadas

Las diferencias cntre la cantidad de clorofila de las plantas inoculadas con HMA vy las
testigo, evidencid la mala nutricion de estas, ya que elementos tales como el N tienc un
importante papel en el proceso de la fotosintesis por ser indispensable para la formacion de
la molécula de clorofila (Devlin, 1982). En esta percepcion Boucher et al., (1999); Louche-
Tessandier et al, (1999) y Bhattacharya y Bagyaraj (2002) han demostrado que la

micorriza liende a incrementar la cantidad de clorofila en las plantas de café.

Después de la inoculacion con ¢l nematodo, el contenido total de clorofila varid entre los
consorcios. Las plantas que tuvieron un decremento en la cantidad de clorofila fueron las
testigo, las fertilizadas y las que sc inocularon con los consorcios provenicntes de sol,
mismas quc en las prucbas de eficiencia no resultaron ser las mejores, ya que la expresion
del efecto evaluado en las variables de crecimiento a menudo se encuentran directamente
rclacionados con su nutricién, micntras que las plantas no micorrizadas con un buen aporte
de P tuvicron un desarrollo optimo que iguald tamafio a las plantas micorrizadas e
incremento la cantidad de clorofila, las plantas con deficiencia en fésforo redujeron su drea

foliar y el nimero de hojas, lo cual disminuy6 la eficiencia fotosintética.
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Figura 37. Cantidad de clorofila antes y después de la inoculacion con los nematodos
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Las bla_hlaé ‘inoculadas con los complejos Xlgpsa ¥y COgnsa  tuvieron un _desarrollo
raquitico . contrastado con las inoculadas con los consorcios Mlgy y ESgu fucron
estadisticamente similares, en el contenido de clorofila Aunque es evidente que los HMA
juecgan un papel fundamental en la apropiacién de nutrimentos como Fe'y Mg, los cuales
son importantes en'la formacion de clorofila (Curtis er al., 2001), se ha reportado que los
nematodos son una plaga que interficre en su absorcion (Devlin, 1982) y que factores
estresantes como las enfermedades reducen la cantidad de clorofila en las plantas (Carter y

Knapp (2001).

Si bien algunos trabajos confirman una disminucién de la fotosintesis por la presencia de
nemdatodos (Schans, 1991; Koenning y Barker, 1995), nuestros resultados mostraron
incrementos en el contenido de clorofila, un efecto similar ha sido reportado por Abrioy
Mazzafera, (2001) en plantas de algodén, en donde la actividad fotosintética y el contenido
de azicar podria estar relacionado con una alta demanda de energia por mecanismos de

defensa de la planta contra los rematodos,

Esto podria sugerir que en las plantas micorrizadas la expresion de lo genes implicados en
la sintesis de clorofila pueden expresarse en un aumento de la misma como una respuesta al
ataque del nematodo. Sin embargo los mecanismos involucrados en este proceso son atn
desconocidos, por lo que scria valioso que futuros estudios se enfocasen hacia su

determinacion con el fin de poseer mds informacion para entender esta interaccion.

6.4.3.2.2, Colonizaciéon micorrizica

Sicte meses después de la inoculacion con el nematodo en todas las plantas previamente
inoculadas con HMA se encontraron hifas intracelulares (27.3 a 47.5%), vesiculas (2.5 a
22.6%) y arblisculos (2.2 a 9.6%). Sc encontraron diferencias estadisticas (P<0.0001) por

cfecto del consorcio.

Los valores de hifas mas altos se alcanzaron en las plantas inoculadas con los consorcios
ESgi. JUsy y COppsa que fueron cstadisticamente similares entre si pero diferentes con

respecto a los consorcios BEss, Mism Xlipsa y PG. En las svesiculas el porcentaje mas




alto sc encontrd en los consorcios JUsy y COupsa, y el mas bajo en Xlgpsa y en'las

vesiculas el valor mas alto se encontro en las raices de las plantas inoculadas con el

consorcio Mlgy (Cuadro 34).

Cuadro 34. Porcentaje de colonizacion micorrizica por-efecto de los diferentes:consorcios
en plantas de café. :

Consorcios

Vesiculas (%)

Hifas (%) Arbdsculos(%)
PGsn 25.8b 4.5¢ ~ 8.4ab
BEsy 29.7b 552 2.2°
Mlgny 27.3b 4.5¢ 9.6a
ESsas 50.3a 13.9b S5.4ab
JUsm 47.50 22.6a 8.7ab
Xlgpsa 29.06b 2.5¢ S.4ab
COunsa 41.79a 16.6ab 8.4ab
Fertilizado 21.82 27.76 347
Pr>F 0.0001 0.0001 0.0071
GL 42 42 42
cv 27.39 38.25 67.69

Letras iguales muestran que no existen diferencias de acuerdo con la prucba de comparacion de medias de Tukey (P<0.05).

Por cfecto del nematodo sélo se encontréd significancia en el porcentaje de vesiculas,

encontrandose el valor mds alto en las raices libres de nematodos (Fig. 38).
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Figura. 38. Porcentaje de vesiculas en plantas de café inoculadas con FIMA y nematodos.

Por cfecto de b interaccién consorcio-nematodo se encontraron diferencias (P<0.0001) en

el porcentaje de hifas, vesiculas y arbiisculos, siendo altos los porcentajes en las raices de

las plantas inoculadas con el consorcio JUsgy sin nematodos (Cuadro 35).
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Cuadro 3. Efecto de la interaccién consorcio-nematodo sobre la colonizacion micorrizica
después de la inoculacion del nemitodo

Consorcio  Nemitodo Presencia de estructuras de HMA
Hifas Vesiculas Arbisculos
PG s - 24.7cf Sde Gabe
+ 27ef 4.03¢ 16.5a
BE s - 19.7ef 4.8lc 3.5be
+ 39.6bede 6.23de le
MI s - 35cdef 7.2cde 11.7ab
+ 19.4f 5.25de 7.5abce
ES sn - 54.06a 16.37bc 7abe
+ 46.6bcd 11.4bede 3.8bc
JU sm - 65.02a 6.3ade le
+ 30cf 39a 16.5a
CO gpsa - 50.33a 18.3b 10.6abc
+ 33.2def I15bed 6.2abc
Xi EDSA - 30.1ef 4.,5bc 4.5bc
+ 29cf 6.3abc 6.3abe
F 28.86 596 21.38
Pr>F 0.0001 0.0002 0.0001
GL 42 42 42
Ccv 27.39 39.25 47.69

Letras iguales muestran que no cxisten diferencias de acuerdo con la prucba de comparacién de medias de Tukey (P< 0.05).

En dicho Cuadro sc observan los porcentajes de colonizacién en lo que a las hifas se
refiere, hay una cierta tendencia a la disminucién dc éstas en los tratamientos con
nematodos excepto cn las plantas inoculadas con los consorcios PG sp y BE sp donde los
mayores porcentajes sc hallaron en plantas con nematodos, en el caso de las vesiculas y los

arbuisculos no se observd ninguna tendencia

Aun cuando se observaron diferencias en la colonizacidn, entre las plantas con y sin
nemdtodos éstas no fuecron consistentes, ya que mientras las plantas inoculadas con los
consorcios PGip, Mlsy y Xlipsa, fucron estadisticamente similares, aquellas con ESgyy,
JUsn y COepsa, presentaron diferencias, mostrando una disminucion en la colonizacion
hasta del 50% cn aquellas donde el nematodo cstuvo presentd, pero en plantas con el
consorcio BEgs, la colonizacion fue mayor atin en presencia del patdgeno. La colonizacion
reportada en nuestro estudio muestra en algunos casos que la presencia de los nematodos, si
afccto la colonizacidn, sin embargo resultados dc otros trabajos indican que la estancia de

nematodos o afectd la colonizacion micorrizica, condicion reportada previamente por




”divcrso; autr;)rcs: (C:'oopre:r y Grandiébn, 1986, Arlr; Raddad, 1995; :Iéizh'nc-ch'a' etal., 1997;
Forge et al., 2001).

En plantas de café Vaast (1997) encontré que cuando se ha efectuado una inoculacién
micorrizica anticipada al nematodo Pratylenchus coffeae no influyé sobre la colonizacién,
pero cuando la inoculacion de ambos es simultdnca entonces la colonizacién de los HMA

se reduce hasta en un 50%.

6.4.3.2.3. Poblacién de esporas

Por efecto del consorcio se encontraron diferencias significativas en ¢l niumero de esporas.
En la Figura 39 sc observa que el valor mas alto se mostré en ¢l consorcio ESsy que sélo
fue diferente al consorcio Xlipsa que presentd los valores mas bajos. No se encontraron
diferencias por efecto del nematodo (P<0.15) ni por la interaccion consorcio-nematodo
(P<0.09).

Aunque en realidad el nimero de esporas no gresentd ninguna tendencia en particular
donde al finalizar ¢l experimento se le pudicse asociar con alguno de los tratamientos
evaluados, la mayor cantidad se hall6 en el suclo donde las plantas se habian inoculado con
el consorcio ESsy, lo cudl podria suponer un efecto exitoso en el desarrollo del huésped y
en consccuencia una simbiosis altamente efectiva. Y lo contrario sucedié cuando las plantas

sc inocularon con ¢l consorcio Mlig.
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Figura 39. Cantidad de esporas en la rizdsfera de las plantas inoculadas con siete consorcios
micorrizicos.
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Al respecto Ingham (1988) sefiala que 1a razén mas probable de la inconsistencia obtenida
en los resultados debe ser la inherente variacion:ocurrida al momento de efectuar el conteo
de las esporas, de tal manecra que pocaé son las diferencias significativas notadas entre
tratamientos. Es asi que mientras diferencias tan bajas cercanas a 14% han mostrado
significancia (Atilano er al., 1981), otros estudios no pudieron demostrar significancia en
cambios del 150% (Schénck et al., 1975).

Los resultados obtenidos en este experimento revelan que el nemdtodo no tuvo ningln
efecto sobre la poblacién final de esporas, lo cual coincide con los trabajos de Pinochet et
al., (1993), Vaast et al., (1997) y Bakhtiar et al., (2001). Incluso Rivas-Platero e al., (1998)
aseveran que cn algunas ocasiones la poblacién de esporas se ve estimulada. En contraste
Carling -er al., (1989) sefalan que la presencin de nematodos es capaz de suprimir la
esporulacion de G. etunicatum c incluso de estimular la de Gi. margarita. Si bien nada sc
sabe acerca de la causa de esta peculiar repuesta, cfectos similarcs ya habian sido

reportados por Hussey y Roncadori (1982) y Smith (1987).

Por otra parte De Souza (1979) observo que el efecto de la M. exigua en la esporulacién de
Gi. margarita fue dependicnte del cultivar y de la nutricion de las plantas de café., de tal
manera quc la mas baja esporulacion se encontrd en un cultivar susceptible al patégeno y
con bajo nivel de fésforo, mientras que la mas alta se produjo en plantas de cultivares

resistentes infestadas con nematodos y altos niveles de fosforo.

6.4.3.2.4. Micclio extrarradical

Por efecto del consorcio se encontraron diferencias cstadisticas significativas (P< 0.0001)
en la cantidad de micelio extrarradical, alcanzandose el mayor valor en el suclo de plantas
inoculadas con el consorcio ESgy, que estadisticamente fue similar al micelio de los

consorcios PGsp, Mlsy y JUsy, mas diferentes a BEgs, COupsa ¥ Xli:psa (Cuadro 36).




Cuadro 36. Cantidad de micelio extrarradical por efecto del consorcio

Consorcio Micclio extrarradical (mg/g desuclo)
PGgy . 856a
BEgy 304b
Mlisn 824.4a
ESsnm - ) e 933.6a
JUsp 818.2a

Xlensa 226.3b
COpsa :285.2b
F 20.94
Pr>F 0.0001
GL 42
cv 29.76

Letras iguales mucstran que no existen diferencias de acuerdo con la prucba de comparacion de medias de Tukey (P< 0.05).

Por cfecto del nemadtodo también sc -detectd significancia (P< 0.0001) entre los
tratamientos, descubriendo que la mayor cantidad de micelio la ostentd el suelo libre de

nematodos (Cuadro 37).

Cuadro 37. Cantidad de micelio extrarradical por efecto del nematodo

Consorelo Micelio extrarradical (mg/g de suelo)
Sin nemitodos 863.5*

Con nemitodos 350.11b

F 446

Pr>F 0.0001

GL a2

cv 98.50

Letras iguales muestran gque no existen diferencias de acuerdo con la prucha de comparacién de medias de Tikey (P< 0.05)

Por efecto de la interaccion consorcio-nematodo s¢ observaron diferencias estadisticas (P<
0.0001) en la cantidad de micelio externo, del el suclo de las plantas inoculadas con los
consorcios Mlsn. ESsa, JUsv y PGgg libre de nemidtodo donde los valores fucron los mads
altos, mientras que los valores mds bajos se¢ encontraron cn los consorcios BEsg, Xlgpsa,

Mgy y COpnsa con nematodos (Fig. 40).

117




La cantidad de micelio extrarradical fue menor en plantas plagadas con nematodos, de tal

modo que parcce aceptable sospechar que ello lo determina el volumen de tejido radical

disponible para ¢l desarrollo de las estructuras fiingicas de los HMA, sobre todo porque la

biomasa radical en plantas daiiadas por los nemdlodos {ue menor. Nuestros resultados

coinciden con los reportados por Ingham (1988) quien aseveré que la presencia de

nematodos pucde afectar ¢l desarrollo del micelio extrarradical puesto que habitualinente

estos alteran, rompen y destruyen las redes miceliares.
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Figura. 40. Cantidad de micelio extrarradical en suelo con y sin nematodos, observando la

mayor cantidad de micelio en suclo libre del patdgeno
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[l dafto del micelio causado por los nemétodos puede limitar su desarrollo externo con
efectos negativos como son la desconexion del micelio interno con el externo. Pero cn
ocasiones los cfectos pueden ser positivos ‘para el mejoramiento de las plantas, pues
estimulan el crecimiento fiingico (Fitter y Sanders (1992), Lussenhop (1996) y Gange et al.,

(2002). : : e

6.4.3.2.5. Poblacién de nemitodos

Después de siete meses de haber inoculado las plantas no se descubrieron agallas en las
raices, mas su destruccion cra evidente. Tampoco se obscrvaron huevecillos, pero dentro de
las raices se encontraron juveniles y diferencias estadisticas significativas (P< 0.0001) en la

cantidad de nematodos/g de raiz.

Las plantas inoculadas con el consorcio JUgm presentaron las mas altas poblaciones de
nematodos y fue estadisticamente similar a las poblaciones de las plantas inoculadas con
los consorcios ESgyv y Mlgy, las cuales a su vez fueron semejantes a las inoculadas con el
consorcio COipga y a las fertilizadas. Las poblaciones mas bajas se detectaron en las

plantas testigo y en las inoculadas con el consorcio XlIgpsa (Fig. 41).
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Figura: 41. Poblacion de nemdtodos/g de raiz después de sicte meses de inocubidas
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‘Las ‘plantas -inoculadas con los complejos JUsw, ESsv” y Mism presentaron la mejor
respuesta a la colonizacion micorrizica y por consiguicnte una mayor biomasa radical que
posiblemente favorecié la presencia del patdégeno, ya que al parecer existc una clara

relacion entre ambas.

En el Cuadro 38 se muestra una estimacion de la cantidad total de nematodos por peso
fresco de la raiz en la poblacion inicial de nematodos, 1500 } (Los nematodos tiencn 4
estados larvarios, J1, J2, I3 y J4; los ncmadtodos J2 sc aicuentran en el segundo cstado
larvario, justo después del estado de huevo) donde atin en el complejo BEss, que fuc el que
presentd los mas alta valores poblacionales, se observa una disminucidn con respecto a la
inicial de un 30.74%, asi como también la mas baja poblacion en las plantas micorrizadas
disminuida hasta en un 97.2%. Casos similares de disminucién de la poblacion de

nematodos han sido reportados por Pinochet et al., (1995)y Forge et al., (2001).

Al-Raddad (1995) probd el efecto de Glomus mosseae y Paelomyces lilacinus en
Meloidogyne javanica en tomate y de acuerdo al indice de agallamiento encontrd que la
poblacion de nemdtodos fue muy baja al final del experimento debido a la descomposicion
de los sistemas radicales infestados. Asi también Pandey ef al., (1999) determinaron que la
densidad de nematodos (Acloidogyne incognita) en la raiz del belefio (Hyoscyamus niger)
fue influida significativamente por la inoculacién micorrizica, de tal manera que la

reproduccién del patégeno disminuyd en las plantas previamente inoculadas con HMA.

Cuadro 38. Relacion peso fresco de raiz-poblacion de nematodos.

Tratamientos Nemiitodos/g de suclo Peso fresco de raiz Nemidtodos/total de
(promedios) riafz*
PGsn 19df 32.04a 608
BEsu 30dc 34.66a 1039
h S52abc 18.16b 934
ES s 55ab 5.08¢c 275
JUgpm 63a 2.69¢ 169
Xlrpsa taf 3.03a 42
COgnsa 4lcd 2.58¢ 105
Fertilizado 50be 9.8 be 490
Testigo o 1.19¢ 10

Letras iguales muestean que ne existen diferencias de acuerdo con la prireba de comparacion de medias de Tukey (P< 0.05).

*Datos no analizados cstadisticamente, debido i que ¢s una estimacion de la relacion nematodos/g de suelo - peso fresco de la rafz
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La disminucion de las poblaciones de nematodos pudiera ser atribuida a diversas causas:

Las plantas testigo presentaron un desarrollo radical muy escaso ¢ insuficiente follaje, que
seguramente limitaron la - disponibilidad energética para la supervivencia del patdgeno.
Las hifas de los liongos miicorrizicos son capaces de restringir el niimero "de puntos” de
entrada para los nemitodos y de ocasionar cambios fisiolégicos que reducen la

susceptibilidad de las plantas a estos (Fitter y Garbaye, 1994)

En contraste un desarrollo radical prolifico de las raices de las plantas micorrizadas con los
consorcios BE sp y Ml gv, quiza favorecio el establecimiento de los nematodos, aunque las
poblaciones fucron mayores nunca resultaron mads altas que las iniciales (1500 J2) ya que
posiblemente al tratar de ocupar los mismos tejidos radicales donde se encuentran
cstablecidos los HMA se cstablece en primera instancia una competencia directa por

espacio (Cervinkova, 1989; Trota ef al., 1996; Fermando y Linderman, 1994).

La disminucion de la poblacion de nematodos en nuestro trabajo también pudiera deberse la
existencia de un mecanismo de inhibicién por la presencia de los HMA, hipoétesis atn no
confirmada debido a que no se ha encontrado infeccion patogénica por nematodos en sitios

cercanos donde hay estructuras micorrizicas (Harley y Smith, 1983).

Asi también se ha sugerido que el micelio externo de algunas especies de HMA puede
afectar negativamente a los patégenos de la raiz debido a la produccién de antibidticos u
otros compuestos inhibidores (Fitter y Sanders, 1992). Al respecto Filion ef al., (2001)
wtilizaron un sistema experimental in vitro para probar esta hipotesis y confirmaron que
algunas sustancias relacionadas con el micelio extrarradical pucde interferir directa o
indircctamente con la biota microbiana de la rizosfera, a tal grado que al reducir la
poblacion de patdgenos se convierten en el principal factor que explica el crecimiento

diferencial de los microorganismos.




7. CONCILUSIONES

Dada la respuesta diferente dc los consorcios de HIMA, es importante considerar que
para ¢l uso de este tipo de organismos, es necesario la seleccion aislamientos

cficientes para los fines necesarios y con posibilidad de adaptacion a condiciones

“edafoclimaticas y practicas dc mancjo donde se pretenden aplicar. Lo que sugiere que

aun cuando las mismas especies de HMA pueden cstar involucradas, la procedencia
de estas, es determinante para adaptarse y funcionar oportunamente en ¢l desarrollo

de los cultivos.

Se encontraron altas poblaciones de esporas en los agroccosistemas cafetaleros con
bajo nivel de lecnologia y bajas en los suelos de las fincas altamente tecnificadas, la
alteracion del ambicnte edafico por la tecnologia, disminuye la germinacion

esporulacion y establecim iento de la simbiosis micorrizica.

La mayor diversidad de hongos sc encuentra en suelos provenientes de fincas con

nivel de tecnologia medio y las mas bajas de aquellas con alta tecnologia.,

El cambio dec condiciones ambientales de' campo ‘a ;invernadero, disminuye

considerablemente las poblaciones de esporas.

Las especies provenientes de café funcionan eficientemente en otros cultivos

tropicales, como la papaya.

No hubo consistencia en ¢l efecto de los mismos consorcios entre los hospedantes
comparados, los HMA mas eficientes en papaya, procedian de fincas con alto nivel de
tecnologia y pero no funcionaron con ¢xito en café, los consorcios MIgy y ESsym que
provicnen de plantaciones con nivel de tecnologia medio, promovieron el mejor
crecimicento 'y desarrollo de las plantas de café bajo condiciones de campo ¢
invernadero. Mismos que presentaron una alta diversidad de HMA, lo que sugicre que

una alta variedad de HMA podria promover el mejor desarrollo de las plantas de café.




La colonizacién anticipada permite un mcjor desarrollo de los HMA dentro del tejido

radical como consecuencia un mejor efecto sobre la tolerancia a los patogenos, por lo
que la practica de micorrizacion es importante para el establecimiento de nuevas

fincas cafetaleras en zonas con antecedentes de problemas de nematodos como cs el

caso de la zona de Huatusco™ Ver. ‘donde ya hay un mas de 30 000 hectireas™

infectadas

Los nematodos tienen la capacidad de reducir la cantidad de micelio extraradical en la

mayoria de los consorcios estudiados.

Las plantas de café inoculadas previamente con los HMA fueron capaces de resistir el
ataque de los nematodos patégends, sin ‘cmbargo fue evidente que plantas con un
buen aporte de fosforo resisticron también, los cual podria demostrar que el efecto
“protector” de los HMA esta fuertemente relacionado con la buena nutricion de las

plantas.

El trasplante de plantulas de café precolonizadas con HMA, tiene respuestas positivas
en el desarrollo de estas, en campos infestados por nematodos, en contraste plantas no
inoculadas presentan un crecimiento reducido, lo que indica la importancia de la
inoculacion micorrizica, en casos donde la planta serd sometida a una fuerte presion

de estrés, como lo son suelos infestados por nematodo.

Una vez mas ha sido corroborada la ausencia de la colonizacion micorrizica en
plantaciones crénicamente infestadas por nematodos, sin embargo aun falta dilucidar

cual son los mecanismos que determinan este efecto.

La inoculacion con HMA podria-ser considerada como una opcion mas en vez del uso

de nematicidas para reducir los daios causados por nematodos.
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APENDICE
5 7 ANEXO 1 (A1) o
FICHA DE REGISTRO DE LOS SITIOS DE COLECTA ( Sieverding, 1991)
’ Fccha de tﬁuestreo

““Descripcion del sitio de muestreo
m Ciudad o localidad cercana

m Nombre del productor Non_ivb:re.d: la finca

u Edad de la plantacion variedad de café__
Descripeion del clima

m Precipitacion meses secosy lluviosos

= Distribucion de la lluvia y temperatura,

Topografia
m Pendiente
Descripcion de las practicas de manejo

Descripcion de condiciones de estres en ¢l drea (presencia de patogenos)

Informacion del suelo y manejo de cultivo,

m Practicas de manejo del suclo antes del muestreo (deshicrbes)

aplicacion de fertilizantes (niveles, fuentes, modo, tiempo y frecuencia)

Aplicacidn de pesticidas (nivel, fuente, modo, época y frecuencia)
w Récord del manejo del suclo en los Gltimos 5 afios, acerca de la fertilizacion

m Pesticidas u otros insumos

TFipo de vegetacién

= Nombre del cultivo Edad

= [stado de desarrollo Densidad de plantas

» Habitos de crecimiento

® Porcentaje de cobertura del suclo

m Malezas, cobertura y especies de malezas

Descripeion del suelo

e Clasificacion Textura

e Drenaje Area de colecta

Indicar deficiencia nutricional o toxicidad




ANEXO 2 (A2) -

Método de separacion de esporas por decantacion (Gerdemann y Nicolson,. 1963) 'y

gradiente de sacarosa (Danicls y Skipper, 1982) modificada ' '

= Disolver 50 g en 1000 m! de agua, agitar y después de F2min. pasar por una scrie de
tamices dc 0.350, 0.125, 0.045 p.

= Transferir ¢l contenido del tamiz del segundo y ultimo tamiz se a tubos de centrifuga de 100
ml con agua y afiadir una solucién de 30 a 40 ml de solucion azucarada (70 g de azicar en
100 ml de agua) con una jeringa para establecer un gradientc cn el tubo de la centrifuga.
Centrifugar de 1500 a 2000 rpm de 1.52 mm

= Pasar a un tamiz de 0.045 p y lavar las esporas por 2 a 3 min. Transferir las muestras a cajas
Petri, 0 a papei filtro cuadriculado para su conteco y describir brevemente las esporas

tomando en cuenta tamaiio, color y génera
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ANEXO 3(A3)
Solucién de Hoa'g‘;la'n,d "('Hoyilgland y Arﬁon,’ 1938)

Macro- Elementos  Concentracién.. (mM) .Micro- Elementos _. Conccntlacmn (uM) .

KNO; SmM MnSO4*1 hidratado -~ - 9 UM
Ca(NO;),*4 hidratado 5 mM ZnSO4*7 hidratado . 0 7 uM .
MgSO4*7 hidratado 2mM CuSOq4*5 hidratado 0.3.uM
' NH4MoO, *4 hidratado - - 0.1'uM:.
H; B03 : 46'uM
Fe-NaEDTA 24 uM

Ajustar pH a 5.7
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ANEXO 4 (Ay)
Determinacion del porccnitajc de colonizacién (Clarco y tincién  Phillips y: Hayman, 1970
nmd’iﬂca‘da) :

* - ‘Lavar las raices con agua y sc clarcar con hidréxido de potasio-(COH).al :10% durante 10
minutos a 10 Ib. de presion por dos veces. s

*  Vetir el KOM y aplicar peroxido de hidrégeno (H20;) al 10% por 3 minutos, enjuar con agua
destilada y sumergir en dcido clorhidrico (HCL) al 10% por 1 minuto.

* Colocar las raices en una solucton de azul tripano al 0.05% durante 5 minutos a 5 Ib. de presion,
y climinar el colorante pasara lactoglicerol limpio y mantenerlas hasta su observacion .

* Montaron 10 segmentos de 5 cm de longitud para la evaluacion del porcentaje de colonizacidn

= Observar al microscopio compuesto

Azul tripano Lactoglicerot

|NS



" ANEXO'S (As)

Calculo del ‘porcentaje de colonizacion hiicofriziéo;T:':mé'(l'iar'lltc ia ccuacién de McGonigle et
al. (1990) : R : o
= .. Colocar ¢l portaobjetos cn un microcopio,compu‘cslo,,con un.ocular,marcado_con.un...
reglilla cn forma de cruz N RS :
= Revisar cl portaobjetos de manera metédica, alineando un cje de la reglilla con el eje
mas largo de cada segmento de raiz encontrado.
v Cuada vez que la raiz ¢s encontrada marcar h presencia o ausencia de las estructuras
micorrizicas tocadas por el eje de la reglilla, la cual intercepta la raiz.

= [Estimacién cn 100 intersecciones por preparacion

Aplicar la siguiente formula:

% RLC= 100x Nuamero dc intersecciones con hifa arbuscular

Total del nimero de interscccio nes contadas

RLC (Porcentaje de longitud de raiz colonizada)

M



1991) ,
“Sustrato ‘A:"1 Kg~ dela’ muestra “de

tamizada. e el ta ; : :
Sustrato B: 4 Kg. de la mueslrd :dc»suélo ?(lqomqgeﬁeizd‘dd),,cslcrilizada"‘éh~au‘t)ocblave,
tamizada y completamente seca. SRR L s

Sustrato C: 11 Kg.- dc suelo-de campo (homogcheiz'ada),:’ és'térililzac:ia' en aii»tkbclave. No

tamizada).

Etiquetar macetas desde 4" hasta 4° con cinco repeticiones pa ‘cada dilucion -

colocar 150 gramos del sustrato C en cada maceta R :
Preparar diluciones del sustrato A y el sustrato B, Para |a-prim:ém dililqién cqléc;ar 50 g.del
sustrato A sobre el sustrato C de cada maceta. S

Para las siguientes diluciones tomar 85 g de la dilucién anterior a la qt{e va ha preparar y
mezchr en las bolsas de plastico con 255 gramos del sustrato B. :
Colocar 50 gramos de cada dilucién en la maceta correspondiente

Aplicar a cada maceta 50 g del sustrato C.

Sembrar cada maceta con una planta micotrofa. Deshijar para que queden -5 plantas por:

maceta.

Coscchar después de 4-6 semanas de la emergencia de las plantas.

Cortar las raices de las plantas por macetas y tefiir (Ancxo 3)

Observar al microscopio estereoscopio y registrar presencia 0 ausencia-de 'colqnizacién.

Se observaron bajo un microscopio compuesto y se denoto si:la presencia de ‘estructuras
fungicas de HMA con ¢l signo de + y sin estructuras (-).

Calcular ¢l niimero mas probable (NMP), siguiendo la formula:

Log Q=x.Loga-k

Donde: Q = nimero infectivo de propagulos

X = Numero medio de macetas con infeccion

X = Nuamero total de macetas colonizadas

Nimero de replicas por dilucion

T
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Y =5-— X Donde:
Y = Se requicre definir el valor de K por las tablas de Fisher y Yates.
S = Numero de diluciones (niveles cn donde 4 cs el primer nivel)

a= Es el factor de dilucion.

Sustrato A Sustrato B Sustrato C

Sustrato w
C 150;_ '

TH’(‘]’ f‘i(‘)r\T

. ! 3
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Mantenerde 4 a 6
semanas

Extraer |a raiz con
suelo intacto




ANEXO 7 (A7)

Viabilidad dec esporas de hongos micorrizicos arbusculares (Anderson ¢ Ingram, 1993)

*  Tomar muestras de 50 g. de suclo y - extraer esporas por la técnica del tamizado en hiimedo y

decantacion (Gerdemann y Nicolson, 1963) y flotacién en azicar ’

= Para la extraccion de csporas se utilizaron tamices de 74 a 500 H.

* Colocar las esporas en cajas Petri de 4 cm de didmelro con poca agua. B

* Adicionar 5 ml de una solucion de cloruro de 2, 3,5 trifenil tetrazolio (CTT) a una
concentracion de 0.5 mg mi', 7

= Mantener a temperatura de 28°C durante 72 horas

= Cuantificar la totalidad de esporas y la cantidad de éstas que viraron de tonos rosa tenue a
rojo intenso, colores que indican actividad metabélica.

* DPesar 50 g. de suclo ficsco y se secar al horno (a peso constante) para hacer la relacion del

peso seco / peso fresco y reportar el nimero de esporas en 100 g. de suclo seco.

2,3.,5 trifenil
tetrazolium

[SA



 ANEXO 8 (Ay)

Determinaciéon del niimero de agallas y porcentaje de pudricién en raices daiiadas por
nematodos (Suckemman et al. 1987 modificada)

Porcentaje de pudricidn radical del total del sistema
' radical
1 T 0%
2 10%
3 20-30%
4
S

40-70%
80-90%

100%

100%

80-90%

20-30% 10% i
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 ANEXO9(A)

Determinacion del nimero de nematodos (Zilckénnnén ct al.' 1987 madificada)

= Colocar uno sobre otro tres tamices de.20,.60.y 325 malias, dejur.correr.agua corriente de
la Have a través de los tamices - para que estén bien humedos

= Extraer las raices de las macetas y lavar con agua corriente

= Triturar las raices en una licuadora por 30 seg.

* Pasar por la serie de tamices

= Recoger los nematodos de la dltima malla (325), en un vaso de prccipimdds

* Colocar la muestra de agua conteniendo nematodos en una caja petri cuad_riéulada '

= Contar los nematodos de toda la mucstra




ANEXO 10 (A10)
. . .
Determinacion del niimero de esporas (Gederman y Nicolsoson , 1963 8)
Una vez cxtraidas las esporas, se trasfiricron a un papel filtro cuadriculado y se cuantificé el total
de esporas, con la ayuda de un microscopio estercoscopico y revisando metddicamente toda la

cuadricula.
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ANEXO 11(A1)
Extraccidn y cuantificacién del micelio extraradical Sylvia, 1992; Jakobsen et al. 1992

= Pesar 5 g de suclo por tratamiento, climinando piedras y raices con unas pinzas, colocar
“cl’suelo en botellas plasticas con 100 ml de aQua'Hesidniillildz’fiyfil 5;'1111.' de hexametafosfato
de sodio. ' | o

= Agitar por 30 minutos, pasar por wn tamiz de 38 p lavando ¢1 suclo con suficiente agua.

= Recoger la muestra en una probeta midiendo primero 100 ml'y - enjuagar tres veces con
50 ml de agua, para completar 250 ml. o

* Licwr la muestra en una licuadora por 30 segundos,

= Colocar la muestra en un matraz Flenmeyer de 250 ni se agitar 5 segundos con la
mano, reposar 1 minuto, tomar 3 ni con una pipeta, procurar tomar la muestra en el
mismo sitio siempre.

» Colocar bs 3 ml sc en un aparato milipor, y se recoger en una membrana de celulosa,
agregar 2 ml de azul de tripano y S minutos después sc¢ presionar a vacio i

= La membrana sc recoge cn un portaobjetos dejar secar por 30 minutos, posteriormente
adicionar cuatro gotas de azul de tripano y se colocar un cubreobjctos,

= Cuantificar h cantidad de micclio mediante la Ecuacion de Tennant, (1975).citado por‘
Jakobsen et al., (1998) o

H = 11/14 x N x unidad de gradiente (mm)
Donde:

H = Total de la longitud de la hifa sobre el area filtrada expresada en mm
N = Total del nimero de intersectos
Unidad de gradiente = Es la medida de de la longitud del gradiente 10 x 10, sobre el area filtrada

en mm, usando un objetivo micrométrico.

FA = Area filtrada sobre el filtro, expresada en mm?
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CA = (10 x unidad de 1.;radicntc)2 x 25

Dondc:
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CA = Arca filtrada contada, expresada en mm?,

HL = (H/CA) X FA
Donde:

L ="Towl"de | lohgitird de’la"hifa’sobig el filtro, expresada ¢ninm ™

TL = ((HL/3mL) x 250 mly S g
Dondec:

TL = Total de la longitud de la hifa en el mucstreo de suelo, expresada en mm/g.
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ANEXO 12(Ay2)

Extracciony Determinacion de clorofila (Iarborne, 1973)

A partir de hojas maduras totalmente expandidas se colectaron tres muestras de hojas de
.2826ent?, con la ayuda de una perforadora, 7 o

Las muestras colectadas fucron colocadas en cinco mililitros de acetona al 80% en tubos
de cnsaye, mantenidos a 4°C durante por una semana para completar la extraccion de la
clorofila. Transcurrido este tiempo, se tomaron lecturas de 660 y 630 nm en
espectrofotometro.

El blanco fuc acetona al 80%.

La cuantificacion del contenido de clorofila se basa a-las siguientes ecuaciones:
Determinar el area de los discos :

Sumar el area total muestreada

Dividir cada concentracién de clorofila por esta drea (mg mi™')

Ecuaciones:

Clorofila A = 12.7(Abs663) — 2.69(Abs645)

Clorofila B = 22.9(Abs645) — 4.68(AbsG63)

Clorofila total = 8.02(Abs663) + 20.2(Abs645)
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ANEXO 13 (A13)

Elaboracion de preparaciones permancntes (Virela y Herndandez, 1997)

Observar las muestras de la caja Petri en el cstercoscopio a bajo aumento (2X-4X) y
extraer las esporas con ayuda de la pipeta Pasteur con el bulbo succionador

Separar las esporas en grupos de acuerdo con su-tamaiio, color y presencia y forma de la
hifa, Para ello se debe colocar cada grupo por secparado cn las cajas Petri o en las
cavidades de las placas de porcelana. Es importante que mientras se esta realizando-la
extraccion. Las esporas ya separadas sc encuentren humedas.

Colocar cada uno de los grupos de esporas sobre un cuadro de papel filtro,

Preparar un portaobjetos con un gota de PVLG en un lado y otra con PVLG + Melzer en
otro. El area del portaobjetos debe dividirse en tres porciones, dos de las cuales llevan
los medios de montaje y la tercera la etiqueta,

Poner una mitad de las csporas del grupo en PVLG (por lo menos de 10 a 25 esporas
limpias) y la otra en PVLG+Melzer. Esto sc logra humedeciendo la punta de la aguja de
diseccion en el medio de montaje y tomando cada espora individualmente. Es importante
acomodar las esporas en el centro de la gota. '

Colocar ¢l cubreobjetos deslizandolo lentamente con una aguja de diseccion para evitar la
formacion de burbujas.

Etiquetar cada una de las preparaciones con los siguicntes datos planta de procedencia,
fecha recolector y medio de montaje empleado.

Dejar sccar las preparaciones a temperatura ambiente o bajo calor (40°C) por un dia y

después aplicar presion ligera con una aguja de diseccién sobre cada una de las esporas.
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7* Determinacidn del mimero de nematodos (Zuckemman ct al. 1987 modificada)

= Colocar uno sobre otro tres tamices de 20, 60 y 325 mallas, dejar correr agua corriente de
la-llave-a través de los tamices para que estén bien himedos-

= Extraer las raices de las maccetas y lavar con agua corriente

*  Triturar las raices en una licuadora por 30 scg.

*  Pasar por la seric de tamices

* Recoger los nematodos de la dltima malla (325), en un vaso de precipitados

= Colocar la muestra de agua conteniendo nematodos en una caja petri cuadriculada

*  Contar los nematodos de toda la muestra
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fsporas

Gigaspora giganteae (Nicol. y Gerd.) Gerdemann y Trappe.
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Glonus macrocarpum (Tulasne y Tulasne)
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Glomus intraradices (Schenck y Smith)
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Acaulospora foveara (Trappe v Janos)
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Acavlospora spinossa (Walker y Trappe)

Acanlospora scrobiculata (Trappe)

Acardospora sp




Glosario

Absorcion: movimiento dc iones.y agua-en los organismos. como resultado de
procesos metabolicos, con frecuencia contra un gradiente potencial electroquimico
activo) o como resultado de la difusion a lo largo de un gradiente (pasivo).

Agente de biocontrol: se refiere a la manipulacion directa o indirecta de agentes
vivos que, de forma natural, ticnen capacidad de controlar o de inhibir las
enfermedades.

Agroecosistema: término relerido a un ecosistema modificado por el hombre con
la finalidad de obener un satisfactor.

Antagénico: Agente biologico que reduce el nimero de enfermedades que puede
producir un patégeno.

Aautibiosis: inhibicion 6 lisis de un organismo por medio de productos metabolicos
del antagonista; estos productos incluyen agentes liticos, enzimas, compuestos
volatiles, y otras sustancias toxicas.

Antibiotico: Sustancia organica producida por una especie de microorganismo que
en baja concentracion puede matar o inhibir el crecimiento de ciertos organismos..
Arbdsculo: hifas finamente ramificadas que se forman dentro de las células
corticales de una planta huésped.

Apresorio: cs por lo general el apice del tubo germinativo morfolégicamente
modificado y engrosado, que proporciona al hongo la capacidad de adherencia a la
superficie del huésped. Su estructura es discoidal entera o ramificada.

Clorofila: pigmento verde requerido para la fotosintesis

Colonizacion: Establecimiento de una comunidad de microorganismos en un sitio
especifico o ecosistema.

Consorcio: Dos 0 mas miembros de un ensamble natural en donde cada organismo
se beneficia del otro. El grupo puede colectivamente llcvar a cabo un proceso que
solo no podria llevarlo a cabo por si mismo.

Edafico: (1) Pertencciente al suclo. (2) Resultado de la influencia de factores
inherentes en el suelo u otro sustrato, mas que por factores climaticos.

Efectividad: Capacidad para producir el cfecto deseado

Endofito: Organismo creciendo al alcance de una planta. Las asociaciones tal vez
puedan ser simbioticas o parasiticas.

Endégeno: Que se origina o nace en ¢l interior, como la célula que se forma dentro
de otra.

Endomicorriza:Asociacion micorrizica en la que hay una colonizacion intracelular
del hongo en de la raiz de la planta hospedante dentro de las células corticales asi
como en la parte exterior en ¢l suelo circundante.

Espora: estructuras latentes y de resistencia que son formadas por muchas
bacterias vy hongos. Son unidades de diseminacion que funcionan como una
semilla, pero que difiere de estas porque la espora no contiene embrion
preformado

Esporulacién: produccion de esporas que germinan originando un tubo germinal
que desarrollara el micelio.

Exudado: Sccrecion liquida de los tejidos vegetales sanos o enfermos. Metabolitos
de bajo peso molecular que secretan las raices de las plantas en el suelo.




Fenilalanina amonio liasa: Enzima importante implicada en las reacciones de
defensa dec plantas a patdogenos.

Fungicida: Compuesto toxico para los hongos.

Haustorio: parte engrosada del micelio que se desarrolla como hifa, bien dentro o
entre las células de las plantas. Hifa especializada (hifa de penetracion o clavija de
penctracion) que, desde la base del apresorio en contacto con la superficie del
huésped, crece en el interior del tejido vegetal.

Hifa: filamento tubular que representa la unidad estructural de la mayoria de lo%
hongos. o
Hospedante: organismo quc es capaz de soportar el crecimiento de otro organismo
Inhibicién: Limitacion del crecimiento o funciones.

Inocular: Tratar con microorganismos con el proposito de crear una respuesta
favorable. Por cjemplo, tratamiento de las semillas de leguminosas con Rhizebium
para estimular la fijacion del N;.

Inoculo: Material usado para introducir un microorganismo a una situacion
adecuada para cl crecimicnto.

Interfase simbidtica: arca de contacto entre los simbionte v
Inoculante micorrizico: material preparado con estructuras de hongos
micorrizogenos capaces de asociarse con las raices de una planta.

Macronutriente: Sustancia requerida en grandes cantidades para provocar
crecimicnto, usualmente alcanzando una concentracion mayor de 500 mg l\g en
plantas maduras. Usualmente se refiere a N, P, K, Ca, Mgy S.

Micorrizoésfera: comunidad Gnica de microorganismos que se forman alrededor de
la rizosfera

Micronutriente: Elemento quimico necesario para el crecmllento encontrado en
pequefias cantidades, usualmente menor a 100 mg kg' en una planta. Estos
elementos se refieren a B, Cl, Cu, Fe, Mny Zn.

Microbiota: conjunto de microorganismos que residen en el suelo. Generalmente
sc encuentran asociados y realizan funciones especificas.

Micorriza,:asociacion mutualista entre un hongo del suelo y las raices de una
planta.

Nemitodo: Eucarionte multicelular definido como un gusano usualmente
microscopico y que viven como saprofitos en el agua o suelo, o como, parasitos de
plantas, animales, hongos y bacterias.

Nutriente: Sustancia tomada del medio ambiente por una célula, la cual es usada
en reacciones catabolicas o anabolicas.

Parasitismo: Organismos que se alimentan de las células de un segundo
organismo, que es generalmente mas grande que el primero. El parasito estd, a un
cierto grado, dependiente de! antitrion.

Patégeno: organismo que es capaz de producir un dafio en ¢l hospedero produce
cnfermedad

Patogenicidad, capacidad que tiene un organismo vivo de producir enfermedad.
pH: Logaritmo negativo de la actividad de ion de hidrogeno. El grado de acidez o
de alcalinidad de un suclo segun lo determinado por medio del un electrodo o
indicador convenicnte es un cocicnte especifico del contenido de agua en el suelo y
expresado en los términos de la escala del pH

Plaguicida: Sustancia que combate las plagas del campo.p—-
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Proteina PR b1: proteina relacionada con la patogénesis, presenta actividad

antifungica.
Radicula: es una raiz inmadura.

Resistencia: capacidad que ticne un organismo para superar, totalmente o en parte,

el efecto de un patdgeno o de otro factor perjudicial.
Riz6sfera: suclo que se encuentra proximo a una raiz viva.

Simbionte: Microorganismo que se asocia mutuamentc con oiros organismos

estableciendo una asociacion benéfica.

Sintoma: respucsta de una planta atacada por un patogeno que la lleva finalmente a

producir cambios apreciables.

Tolerancia: capacidad que tiene una planta para soportar los efectos de una
enfermedad sin que muera, sufra dafios serios o s¢ pierda la cosecha. Es también la
cantidad de residuos toxicos tolerables, en los drganos comestibles de la planta.

Vesicula, aplicada a hongos micorrizogenos arbusculares, se refiere a un
hinchamiento usualmente terminal de hifas dentro o sobre las células de las raices
de una planta huésped. No la forman todos los hongos capaces de formar micorriza

arbuscular.
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