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RESUMEN

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) son microorganismos que establecen
simbiosis con las raices de las plantas y pueden aumentar la tolerancia a diferentes tipos de
estrés abidtico, sin embargo existe poca informacion del impacto del efecto combinado del
estrés hidrico y la fertilizacion mineral sobre los HMA y sus hospederos. Se realizaron dos
experimentos exploratorios y uno integrador para evaluar el efecto del estrés hidrico y la
fertilizacion minera sobre el desarrollo de maiz hibrido micorrizado con Rhizophagus
intraradices (Ri), un indculo nativo (IN) y un testigo. Se realizd un andlisis de varianza
para determinar si hubo diferencias significativas entre las variables de desempefio vegetal
(altura de la planta, peso seco de follaje y raices), y la colonizacion micorricica. EI primer
experimento evaluo el efecto de la irrigacién (85, 65 y 45 % de capacidad de campo (CC)).
Los pesos secos de raices y follaje en los tratamientos micorrizados tuvieron una
disminucion significativa de la biomasa con respecto al testigo. Ademas, hubo mayor
colonizacion micorricica de raices las plantas irrigadas al 45% de CC. En el segundo
experimento se fertilizd con macro y micronutrientes variando Unicamente la aplicacion de
fosforo (KH,PQO,) (0, 36, 72, 144 mg/P total) con irrigacion al 80% de CC. La biomasa seca
fue similar entre el testigo y Ri mientras que IN fue el que crecié menos, ademas, Ri
colonizé por casi el doble que IN en todos los tratamientos. EI experimento integrador
consider6 dos niveles de irrigacion (85 y 45% de CC) y tres niveles de fertilizacion (macro
y micronutrientes al 100%, macro y micronutrientes sin fosforo y sin fertilizacion).
Nuevamente IN presentd depresion en su desarrollo vegetativo con respecto al testigo o Ri.
En concordancia con los experimentos anteriores Ri tuvo mayor colonizacion que IN. Para
confirmar la presencia de estrés hidrico en las plantas se midié el aminoacido prolina, el
cual puede funcionar como osmolito y reducir la pérdida de agua de las células. Se obtuvo
mayor acumulacion de prolina en los tratamientos con 45 % de CC indicando la presencia
de estrés hidrico. En conclusion los HMA pueden causar inhibicion del crecimiento en el

maiz dependiendo del inoculo utilizado, su colonizacion y de la humedad del suelo.

VI



ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are microorganisms that form symbiosis with plant
roots and may increase host plant tolerance to various types of abiotic stress. However,
information on the impact of drought stress on AMF and their host plants under different
fertilization regimes are missing. Two exploratory experiments and one main experiment
were conducted to evaluate the effect of drought stress and mineral fertilization on the
development of hybrid maize inoculated with Rhizophagus intraradices (Ri) or native AMF
populations (NP), or left non-inoculated. The first experiment tested the effect of irrigation
(85, 65 and 45% of the field capacity (FC)). The dry weight of roots and foliage in
mycorrhizal treatments were lower than that of the non-mycorrhizal control. Furthermore,
highest AMF root colonization was obtained in plants irrigated at 45% FC. In the second
experiment plants were fertilized with macro and micronutrients varying only the dosage of
phosphorus (KH2PO4) (0, 36, 72 and 144 mg/P) and using a constant irrigation level at 80
% FC. The dry plant biomass was similar between the non-mycorrhizal control and Ri
treatments, whereas plants from the NP treatment showed the lowest plant dry biomass.
Plants inoculated with Ri showed an almost double level of AMF root colonization than
that of the NP treatment. The main experiment had two irrigation levels (85 and 45% of
FC) and three fertilization levels (1-fully fertilized with macro and micronutrients, 2-macro
and micronutrients without phosphorus and 3-without fertilization). Again the NP treatment
caused plant growth depressions compared with the non-mycorrhizal control or the Ri
treatment. In agreement with the previous experiments, plants from the Ri treatment had
higher AMF root colonization than plants from the NP treatment. To confirm the presence
of drought stress in plants was measured proline content on leaves plants, proline is an
amino acid can function as osmolyte for reduce water loss from cells. Increased
concentration of proline in shoot of plants grown at 45% FC confirmed drought stress at
this irrigation level. In conclusion, AMF may cause growth depression in maize, depending

on the type of inoculum used, level of AMF root colonization and soil humidity.



1. INTRODUCCION

La revolucidn verde trajo consigo un incremento en la productividad de los cultivos a costa
de la mecanizacion de las practicas agricolas, obtencion de cultivos mejorados o hibridos
altamente productivos en términos de rendimiento, control quimico de las plagas y malezas,
aplicacion de fertilizantes sintéticos para incrementar la fertilidad del suelo e irrigacion de

los campos agricolas (Gliessman, 2002).

No obstante segin el VII Censo Agricola, Ganadero y Forestal del 2007 el 18 % de la
superficie agricola de México son tierras de riego, lo que implica que la obtencién de maiz
y otros cultivos dependen exclusivamente del agua de lluvia. Por otro lado la Comision
Nacional del Agua (2011), prevé que el acceso del agua en zonas rurales y urbanas se
reduzca en los siguientes afios, ademas considera que el cambio climéatico afecte la
disponibilidad de agua de riego para las zonas agricolas. Considerando que el maiz es el
principal cultivo en México tanto de temporal como de riego, entonces la reduccion de la
disponibilidad del agua en los sistemas de produccion implica un desafio para la

continuidad de la produccion de maiz (Mapes y Mera, 2009).

En general, la literatura menciona que la formacion de micorrizas tiene un efecto benéfico
en las plantas; por ejemplo, incrementan la absorcion de nutrientes, confieren resistencia a
sequia, entre otros. Asi mismo, hacer un uso adecuado de la diversidad de microorganismos
de los agroecosistemas como los hongos micorricicos arbusculares (HMA) podria ser una
estrategia para el desarrollo de sistemas de produccién agricola sustentables (Gianinazzi et
al., 2010).

Si bien la finalidad del uso de microorganismos en la agricultura se ha enfocado en el
incremento de la produccion y/o control de patégenos, un acercamiento desde la biologia de
la interaccion entre elementos bioticos y abioticos podria mejorar el entendimiento y por
tanto el uso de la diversidad biologica de los agroecosistemas (Gianinazzi et al., 2010). Lo
anterior se puede traducir en un manejo adecuado de la biodiversidad local favoreciendo las

interacciones ecoldgicas benéficas.



Se ha documentado ampliamente el efecto de la fertilizacion mineral sobre el desarrollo de
los HMA, asi como la funcion que tienen las asociaciones micorricicas para mitigar el
estrés hidrico (Osonubi , 2004; Montafio, 2001; Bucher, 2006; Cho, 2006). Sin embargo, la
sequia y la fertilizacibn mineral son dos condiciones ampliamente presentes en los
agroecosistemas y paradojicamente no se conoce con certeza el efecto de la interaccion de

ambos factores sobre la interaccion de los HMA y las plantas de maiz.

Por todo lo anterior del presente proyecto de investigacion fue: si la fertilizacion mineral y
el estrés hidrico pueden afectan la interaccion entre la colonizacion de hongos micorricicos

arbusculares y las plantas de maiz hibrido.

1.1. Hipotesis

El estrés hidrico y la fertilizacion mineral con fésforo incrementan la interaccion de los
hongos micorricicos arbusculares y las plantas de maiz, en términos del desempefio vegetal

de las plantas y la colonizacién micorricica.

2. OBJETIVOS

Evaluar el efecto individual y combinado de la fertilizacion mineral y el estrés hidrico sobre

la interaccion entre colonizacion micorricica y el desarrollo de maiz.

2.1. Objetivos especificos

» ldentificar los efectos de la fertilizacion mineral y estrés hidrico sobre el desarrollo del

maiz hibrido y los hongos micorricicos arbusculares.

» Evaluar la interaccion entre la colonizacion micorricica y la biomasa del maiz.



3. ANTECEDENTES

3.1. Generalidades de los hongos micorricicos

El concepto de micorriza se ha empleado genéricamente para referirse a ciertos grupos de
hongos que establecen simbiosis con las raices de aproximadamente el 90 % de las plantas

terrestres; etimologicamente la palabra se forma del griego “Mykos” (hongo) y del vocablo
latino “Rhiza” (raiz) (Smith y Read, 2008).

Para la presente tesis se entiende por micorriza a la asociacién generalmente mutualista que
ocurre entre un hongo micorricico (HM) y las raices de una planta susceptible a ser
colonizada. Una vez establecida la asociacion, los hongos deben desarrollar estructuras
funcionales dependiendo del grupo de hongos micorricicos (hifas, arbusculos, vesiculas,
micelio externo, ovillos, redes de hifas), el hospedero no debe sufrir dafios en sus 6rganos y

ambos simbiontes obtener beneficio mutuo.

Las asociaciones micorricicas tienen multiples funciones en la biologia de ambos
simbiontes. Algunas retribuciones de las plantas hacia los HM son proveer un nicho para
completar su ciclo de vida y ademas proporcionar carbono derivado de la fotosintesis. Por
su parte, los hongos transfieren minerales del suelo o sustrato a su hospedero, proteccién
contra patdgenos e incrementan la tolerancia a diversos tipos de estrés ambiental (Augé,
2001; Ravnskov y Jakobsen, 1995; Ruiz-Lozano 2004; Zorer et al., 2010).

3.2. Tipos de asociaciones micorricicas

Los hongos micorricicos pueden clasificarse con base al tipo de estructuras (intra o
extracelulares) que desarrollan una vez que estan dentro de su hospedero, en su estrategia

de vida y al grupo taxonémico que pertenecen (Cuadro 1) (Smith y Read, 2008).

La categorizacion mas aceptada es la propuesta por Smith y Read (2008), quienes
propusieron siete tipos de asociaciones micorricicas en base al tipo de estructuras que
desarrollan en las raices de las plantas: Arbuscular, Ectomicorriza, Orquideoide, Arbutoide,

Ectendomicorriza, Monotropoide y Ericoide (Cuadro 1).



Cuadro 1. Caracteristicas generales de los hongos micorricicos tomada de Smith y Read (2008).

Tipo de micorriza

Caracteristica  Arbuscular Ectomicorriza  Ectendo Arbutoide Monotropoide Ericoide Orquideoide

Hongo septado - + + + + + +

Hongo aseptado + - - - - - -

_Colonizacién + i + + + + +

intracelular

Red de Hartig - + + + + - -

Clasificacion - Basidiomicetes/  Basidiomicetes/ S S Ascomicet Basidiomice
. Glomeromicota - . Basidiomicetes  Basidiomicetes

taxondmica Ascomicetes Ascomicetes es tes

Bryophyta,
Taxa que Pteridophyta Gymnospermae Gym_nospermae Ericales Monotropoideae Ericales Orchidales
coloniza Gymnospermae  Angiospermae Angiospermae Bryophyta

Angiospermae.

De los siete grupos de HM, tres son los mas estudiados y con mayor presencia en la
naturaleza. Las Ectomicorrizas forman una red de hifas Illamada Red de Hartig entre los
espacios intercelulares de las primeras capas de células del cértex pero dicha red no
penetra dentro de las células (Smith y Read 2008). Otro tipo muy especifico de HM son los
orquideoides, los cuales establecen simbiosis Unicamente con las raices de orquideas
terrestres y epifitas, y forman una red de hifas dentro de las células del cortex denominada
peloton u ovillo (Dearnaley, 2007). Los hongos micorricicos arbusculares son el grupo de
HM con mayor distribucion, se encuentran en la mayoria de los ecosistemas y establecen
simbiosis con cerca del 80 % de las plantas vasculares colonizando un gran nimero de
especies de gimnospermas, angiospermas y pteridofitas (Brundrett, 2002; Smith y Read
2008).

2.2.1. Hongos micorricicos arbusculares

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) pertenecen al phylum Glomeromycota, el

cual cuenta con tres clases (Archaeosporomycetes, Glomeromycetes, and

Paraglomeromycetes), cinco érdenes (Archaeosporales, Diversisporales, Gigasporales,
Glomerales y Paraglomerales), 14 familias, 29 géneros de los cuales Acaulospora,
Entrophospora, Gigaspora, Glomus, Sclerocystis y Scutellospora son los més estudiados

(Oehl et al., 2011). ElI niamero de especies puede variar dependiendo del sistemas de



clasificacion y las herramientas metodoldgicas empleadas, basicamente existen dos
escuelas taxondmicas. Los que se basan en herramientas de biologia molecular en funcién
de ADN vy los que utilizan aspectos morfologicos de las esporas, micelio y arbusculos,

aunque el mayor énfasis esta en las caracteristicas de la espora (Morton y Benny, 1990).

Los HMA forman arbdsculos dentro de las células del cortex de las plantas (Smith y Read,
2008). Los arbusculos son extensiones de hifas que se forman a partir de ramificaciones
sobre la pared celular y se encargan del intercambio de nutrientes entre ambos simbiontes y
por lo general son estructuras que una vez desarrolladas solo se mantienen activas por corto
tiempo (Johnson, 2010).

El ciclo de vida de los HMA pude dividirse en dos etapas, la primera es una fase
asimbidtica y se inicia con la germinacion de propagulos (hifas en suelo o raices muertas) o
esporas. Una vez que los propagulos estan en contacto con las raices de las plantas forman
el apresorio, que es una acumulacion de hifas en la epidermis de las raices que permite el
paso de las hifas al cortex sin provocar la muerte de las células. La activacion de
propagulos asi como el establecimiento de la simbiosis puede estar mediado por elementos

ambientales y exudados de las raices (Fig. 1) (Requena et al., 2007).

La segunda fase o fase simbidtica se lleva dentro de las raices y en ésta se desarrollan sus
estructuras micorricicas: hifas, arbusculos y vesiculas. En esta fase se establece el
intercambio activo de nutrientes minerales del hongo a la planta y de fotosintatos de la
planta al hongo, ademas hay un amplio desarrollo de hifas en la rizosfera. Al final del ciclo
de vida se vuelven a formar nuevos propagulos y esporas de resistencia (Fig. 1) (Requena et
al., 2007).



Fig. 1. Ciclo de vida de los Hongos micorricicos arbusculares, modificado de Requena et al., 2007.

Los HMA no tienen fase sexual, pero son capaces de formar esporas de resistencia
multinucleadas, ademas algunas extensiones de hifas dentro y fuera de las raices
potencialmente pueden fungir como propagulos. Es importante mencionar que las esporas y
propagulos de hifas multinucleadas hacen complicado distinguir el concepto de individuo y
clon dentro de una comunidad de HMA (Rosendahl, 2008).

Se han encontrado restos fdsiles de HMA con méas de 460 millones de afios, lo cual se
propone que éste tipo de microorganismos tuvieron fuerte influencia en la colonizacién de

las plantas acuaticas en medios terrestres (Smith y Read, 2008).



2.3. Relaciones entre los HMA y las plantas

Entre los efectos benéficos de los HMA en las plantas esta: la promocién de crecimiento,
proteccion a las raices contra patdgenos, incrementan la absorcion de minerales
principalmente de fosforo a través de la solubilizacién de los compuestos del suelo y

mejoran algunas de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo (Wall et al., 2012).

2.3.1. El papel de los HMA en la reduccion del estrés en maiz

El estrés se pude definir como los factores bidticos y abidticos que influyen negativamente
en las plantas. El estrés puede medirse en funcion de la supervivencia de las plantas, la
acumulacion de biomasa y procesos fisiologicos relacionados con el desarrollo de las

plantas (Taiz y Zeiger, 2006).

Los HMA pueden incrementar la tolerancia de las plantas de maiz sometidas a altas
temperaturas (Xian-Can et al., 2011), en la produccién de biomasa en diferentes regimenes
de riego (Zorer et al., 2010), incrementar la capacidad de absorcion de minerales en suelos
compactados (Miransariet al., 2009) y en diversos trabajos disminuyen estrés hidrico (Ruiz-
Lozano, 2003; Ruiz-Lozano, 2004). Las asociaciones micorricicas tienen diversos efectos
sobre las plantas para resistir el estrés hidrico. Algunos efectos en las plantas son la
regulacion de la tasa de transpiracion, mejoran la conductividad eléctrica de las raices,
mayor absorcién de agua por medio del micelio externo, mejoran el potencial hidrico de los
tejidos, incrementan la actividad fotosintética y mejoran la estructura de los suelos (Auge,
2001; Auge, 2003; Rillig y Mummey, 2006; Robert et al., 2008).

Especificamente la actividad fotosintética de plantas de maiz inoculadas con HMA
mejoraron la concentracién de clorofila a y b, lo que incrementa la tasa fotosintética neta y
por ende una mayor acumulacién de biomasa durante periodos de estrés hidrico. Ademas el
aumento de los azucares solubles podrian ser transferidos a las raices y suministrados a los
HMA con el fin de extender la exploracion del micelio externo en bdsqueda de agua

(Boomsma 'y Vyn, 2008).



Las plantas micorrizadas de maiz sometidas a estrés hidrico durante cinco dias inoculadas
con Glomus intraradices y G. mosseae tuvieron una mayor tasa de asimilacion de CO,,
menores valores del potencial hidrico y de recuperacion de los tratamientos con respecto a
las plantas testigo sin micorriza (Amerian et al., 2001). De igual modo Sheng et al., (2008)
encontraron una mayor acumulacion de electrolitos y azucares totales en las raices y tallos
en plantas de maiz micorrizadas con G. mosseae bajo condiciones de estrés salino, por lo

que los autores concluyeron que la simbiosis mejoro la capacidad osmoreguradora.

2.3.2. Contribucién de los HMA en la nutricion de las plantas

Se ha comprobado que las asociaciones micorricicas pueden incrementar la absorcion de
nutrientes esenciales del suelo y hacerlos potencialmente disponibles para realizar
funciones metabolicas de la planta (Bolan, 1991). Los principales nutrientes que pueden
ser absorbidos por las hifas micorricicas son Fosforo (P), Nitrogeno (N), Potasio (K),
Azufre (S), Manganeso (Mn), Zinc (Zn), Hierro (Fe), Boro (B), Calcio (Ca), Magnesio
(Mg), Sodio (Na), Aluminio (Al) y Silicio (Si) (Clark y Zeto, 2000).

El incremento en la absorcion de minerales del suelo de las plantas micorrizadas se debe a
que el micelio externo de los HMA puede explorar un mayor volumen del suelo y trasportar
a las plantas minerales a través de enzimas como la fosfatasa y reductasa alcalina y algunas
ATP-asas. Ademas es probable que los minerales del suelo tengan mayor afinidad con los
transportadores de las hifas que con los de las raices de las plantas (Gianinazzi-Pearson
1979; Bolan, 1991; Bucher, 2006).

Ahora bien, es importante mencionar que el principal nutriente que absorbe los HMA es el
fésforo, incluso para algunas especies vegetales éste tipo de adquisicion de nutrientes
representa hasta el 100%. La absorcion de fosforo se incrementa incluso cuando dicho
mineral no es limitante en la solucion del suelo (Smith et al., 2003; Smith et al., 2004;
Smith et al, 2000).

Se ha encontrado que la aplicacion de fertilizantes organicos o de sintesis quimica pueden
reducir significativamente la cantidad de propagulos (hifas o esporas) y la diversidad de
morfotipos en el suelo, asi como la colonizacion de las raices de las plantas (Simard et al.,
2004).



2.3.3. Los HMA en la salud de las plantas.

Las asociaciones micorricicas tienen cuatro mecanismos de control bioldgico de pat6genos:
a) cambios en las concentraciones de nutrimentos en la rizosfera; b) induccidon de
resistencia a través de cambios bioquimicos en las raices de plantas; ¢) cambios en la
morfologia de las raices, d) competencia entre los HMA y los patdgenos por espacio y
nutrientes (Whipps, 2004). No obstante, el efecto final del uso de HMA como
controladores biolégicos de enfermedades depende en gran medida de las condiciones
ambientales donde se desarrolla la planta hospedera, del patdgeno y su nivel de virulencia
en relacion a la cepa u hongos micorricicos que se utilicen (Azcon-Aguilar y Barea, 1996;
Whipps, 2001; Whipps, 2004).

Experimentos con diferentes cultivos como calabaza, jitomate, chile y frutales para el
control de patogenos de los géneros Fusarium, Pythium, Clonostachys, Phytophthora han
reportado efectos benéficos en el control o supresion de la incidencia de enfermedades, sin
embargo no se detallan los mecanismos biol6gicos de control (Larsen et al., 2003; Larsen et
al., 2011; Li et al., 2007; Alabouvette et al., 2009).

2.4. Comunidades de HMA en los agroecosistemas

Los propéagulos de los HMA son esporas viables e hifas en el suelo y en raices vivas o
muertas; no obstante, la infectividad de éstos depende de su viabilidad y del éxito en
encontrar un hospedero funcionalmente compatible. La eficiencia de infeccién depende del
uso del suelo, el clima y la densidad y riqueza de especies vegetales. En el caso especifico
de los HMA de los géneros Acaulospora y Glomus es recomendable usar indculo de

esporas, hifas y raices colonizadas (Klironomos y Hart 2002).

En una parcela de maiz asociado con frijol nescafé (Mucuna deeringiana Merr.) como
cultivo de cobertura, se encontraron 23 morfotipos de HMA siendo Glomus y Acaulospora
los generos dominantes, en contraste, Entrophospora, Gigaspora e Intraspora fueron los

menos presentes. La cantidad de esporas/gramo de suelo fue variable aunque la diversidad



de especies de HMA vy su colonizacion se favorecido con la presencia del cultivo de

cobertura (Pérez-Luna et al., 2012).

Una de las &reas que no se han investigado a profundidad es el manejo y uso de los HMA
nativos del suelo, es decir, las comunidades de hongos presentes en los agroecosistemas.
Estos pueden ser una alternativa para promover una agricultura mas sustentable. Por otro
lado, tampoco se conocen los efectos de las comunidades nativas de hongos sobre los
cultivos agricolas tanto en sistemas de produccion intensivos como tradicionales (Montafio
etal., 2012).

En un agroecosistema, los HMA nativos estan adaptados a su medio, lo que les confiere,
una mayor capacidad de tolerancia de las condiciones ambientales locales con respecto a
los HMA inoculados o al6ctonos. Por su parte, lo HMA al6ctonos podrian requerir un
proceso de adaptacion en el cual su desarrollo y funciones vitales se reduzcan
(Klironomos, 2003).

Algunas practicas de manejo de los suelos agricolas como la aplicacion de grandes
cantidades de fertilizantes minerales, plaguicidas y practicas de labranza intensiva pueden
afectar las comunidades de microorganismos del suelo entre ellos los HMA nativos

(Ferrera-Cerrato y Alarcon, 2007).

2.5. Estrés hidrico en plantas

El agua y la luz son los dos componentes del ambiente esenciales para las reacciones
metabdlicas de la fotosintesis. Dichos elementos son la fuente esencial en la cadena de
transporte de electrones (reacciones luminosas de la fotosintesis) y por tanto la deficiencia
en alguno de ellos tiene un impacto directo en la acumulacién de biomasa (Ghannoum,
2009). El estrés hidrico puede también reducir en la eficiencia y numero de los centros de
reaccion (PSI y PSII) de la fase luminosa por medio de la fotoinhibicion y fotoxidacion
(Leszeks, 2003; Doubnerova y Ryslava, 2011)

El estrés hidrico se puede definir como el contenido de agua en los tejidos o células que
estd por debajo del nivel maximo de hidratacion. Cuando el estrés hidrico se presenta

gradualmente, la planta tiene la capacidad de generar cambios fisioldgicos y anatomicos
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con el fin de hacer frente a las condiciones de estrés (Taiz y Zeiger, 2006). El estrés hidrico
es un estado fisiolégico de las plantas en que algunos genes se expresan para sintetizar
compuestos organicos como fitohormonas, osmolitos y antioxidantes, los cuales pueden o
no sintetizarse de novo y en general, tiene como objetivo prevenir la pérdida de agua en las
células (Taiz y Zeiger, 2006; Ghannoum, 2009)

El 4cido abscisico (ABA) es una fitohormona que controla muchos aspectos importantes
del desarrollo y fisiologia de la planta bajo condiciones de estrés, incluyendo la sintesis de
proteinas y lipidos de resistencia en las semillas, adquisicion de la tolerancia de semillas a
la desecacion, cierre de estomas, incremento del crecimiento del sistema radical y
reduccion de la parte aérea como respuesta ante estrés hidrico y salino (osmético) (Taiz,
2006 ). Se ha reportado un incremento hasta de 50 veces de la concentracion de ABA en los
tejidos de la plantas sometidas a sequia y éste es un factor importante en cierre de estomas
para reducir la transpiracion. Las células oclusivas estomaticas parecen percibir
incrementos del ABA en la superficie exterior de la membrana plasmatica ocasionando que
se la apertura de canales de Ca+2 y la despolarizacion temporal de la membrana lo cual
promueve la apertura de canales de ClI- e inhibicion de canales de entrada de K+, también
se inhiben las bombas de protones-ATPasas y la pérdida de iones ocasiona disminucion de

la turgencia de las células guarda y por ende cierre de los estomas (Fan et al. 2004).

Los osmolitos son moléculas organicas e inorganicas que pueden de retener el agua en las
células o tejidos vegetales bajo condiciones de estrés osmético, de tal modo que se reduce
la perdida de agua por transpiracion o por diferencias de potenciales hidricos con el suelo.
Algunos ejemplos de osmolitos en las plantas son iones de potasio, carbohidratos como la
sacarosa 0 la trehalosa, polialcoholes como el glicerol o el sorbitol o aminoacidos y
aminoacidos como la prolina (Leszeks, 2003). En general, la funcion de los osmolitos es
proteger a las plantas pérdida de agua celular actuando como reguladores de la presion
osmotica y evitando asi la plasmdlisis, lo que permite en su conjunto mantener un adecuado

potencial hidrico entre las plantas y el suelo (Leszeks, 2003).
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2.5.1. La Prolina como regulador osmotico ante el estrés hidrico

La prolina es un aminoacido que se encuentra en tallos, hojas y raices y puede actuar como
osmolito, es decir como una sustancia que puede regular los contenidos hidricos en la
célula con el fin de reducir alteraciones funcionales en estrés hidrico, salinidad,

temperaturas extremas, radiacion UV y metales pesados (Ashraf y Foolad, 2007).

La prolina ademas de evitar la deshidratacion de las células mediante el ajuste osmotico,
también preserva las proteinas de las membranas y reduce el contenido de especies

reactivas de oxigeno (ROS) en el citosol (Lehmann et al., 2010).

La cebolla (Allium cepa), soya (Glycine max), cebada (Hordeum vulgare) y tabaco
(Nicotiana tabacum) son algunos ejemplos en los que se han encontrado que la aplicacion
de prolina exdgena puede reducir el estrés hidrico, ademéas de proteger algunas funciones

metabolicas y estructurales de las plantas (Ashraf y Foolad, 2007).

Especificamente en maiz en condiciones de estrés hidrico se ha encontrado mayor
acumulacion de prolina en tejidos verdes de plantulas de diferentes variedades (lbarra-
Caballero et al., 1987). Ademas la concentracion de dicho osmolito puede representar hasta
el 50% del ajuste osmotico en raices de dicha graminea (Voetberg y Sharp, 1991). llahiy
Dorffling (1982) concluyeron que los niveles de prolina de diversos genotipos de maiz se

correlacionan inversamente con su capacidad para resistir el estrés hidrico severo.

2.6. El maiz

El maiz (Zea mays) pertenece a la familia Poaceae y comprende cuatro subespecies que
agrupan 56 razas mexicanas (Mera, 2009). El maiz es una planta de crecimiento anual. Las
hojas nacen en los nudos de manera alterna a lo largo del tallo y se encuentran abrazadas al
tallo mediante la vaina que envuelve el entrenudo de tamafio y ancho variable. Las raices
primarias son fibrosas presentando ademas raices adventicias mas finas, que nacen en los
primeros nudos por encima de la superficie del suelo y sirven de anclaje a la planta
(Jugenheimer, 1988).

El maiz es una planta monoica y en el fruto (cominmente mazorca) crecen los granos o

semillas los cuales se desarrollan a partir de la fecundacién individual de cada uno de ellos,
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ademas sus estructuras (pericarpio, endospermo y embrion) le confieren propiedades fisicas
y quimicas (color, textura, tamafio, nimero) que distinguen las razas, variedades e hibridos
(Ortega-Paczka, 2003).

El cultivo del maiz se ha desarrollado y adaptado a las condiciones particulares de cada
region, asi es posible encontrar sistemas de produccion altamente tecnificados adicionados
con riego e insumos agricolas como fertilizantes, plaguicidas, riego y mecanizacion del
suelo. En contraste, los sistemas tradicionales como la milpa en roza-tumba-quema, se tala
la vegetacion natural para el establecimiento del cultivo; éste sitio se cultiva por dos a
cinco afnos y posteriormente se abandona para permitir la regeneracion natural retornando a

al mismo sitio en 10 o 15 afios (Mapes y Mera, 2009).

Se reconocen 59 razas mexicanas de maiz que se agrupan en cuatro grupos de acuerdo a la
similitud de sus caracteristicas morfologicas e isoenzimaticas (Sanchez et al., 2000).
Ademas, existe fuerte evidencia que las razas actuales se han desarrollado intimamente con
elementos antropocéntricos, es decir con culturas indigenas y elementos de adaptacion al
medio (Ortega-Paczka, 2003).

2.7. Las micorrizas y diferentes cultivos

Se han documentado que los hongos micorricicos arbusculares pueden mejorar el
desempefio vegetal bajo condiciones de sequia y con baja disponibilidad de nutrientes. En
el cuadro 2 se resumen algunos efectos benéficos que tienen los HMA sobre algunas

especies de interés agricola.
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Cuadro 2. Efecto en plantas de diferentes hongos micorricicos arbusculares (HMA) sobre diferentes

especies de interés agricola.

Factor Planta HMA Conclusion Referencia
Soya Glomus intraradices Mejora la biomasa de brotes, Ruiz-Lozano, 2004
mejora el potencial hidrico de las
hojas, hay mayor acumulacion de
Estrés hidrico prolina en raices que en hojas
Maiz Glomus intraradices Tolerancia moderada al estrés Subramanian et al.,

hidrico, ajustes en el potencial
hidrico de la hoja, mantiene la
coloracién verde en las hojas
bajo estrés hidrico

1995

Varios  Consorcio Mejoraron la concentracion de Boomsmay Vyn,
clorofila a y b lo que incrementa 2008
la tasa fotosintética neta y por
ende hay mayor acumulacion de
biomasa
Maiz Glomus intraradices, Mayor tasa de asimilacion de Amerian et al., 2001
Glomus mosseae CO,, mayores valores del
potencial hidrico y de
recuperacion de las plantas
Maiz Glomus mosseae Incrementa el contenido de Sheng et al., 2008
clorofila y la asimilacion de CO,
Glomus intraradices, Incrementa la  conductancia Cho et al., 2006
Gigaspora margarita estomatica y el potencial
0smotico
Fertilizacion Maizy Nativos La colonizacién depende de la Montafio et al., 2001
Trigo fertilizacion y la eficiencia del
uso de fosforo y nitrégeno
Maizy  Nativos Incremento de absorcion de Osonubi, 1994
Sorgo fosforo
Maiz Glomus versiforme Incremento de absorcién de Braunberger et al.,
fésforo y modificacion de raices 1991
Nativos Incrementa micelio con Gryndler et al., 2006
fertilizacién organica, pero hay
un decremento con aplicacion de
fésforo
Papaya Glomus sp. Incremento de absorcion de Quifiones-Aguilar et

fosforo, en suelo estéril

al., 2012
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3. METODOLOGIA

3.1. Materiales bioldgicos

Se utilizo la variedad de maiz hibrido NB 9 de la empresa NOVASEM que es recomendada
para la produccion de maiz para grano en el Bajio. Comercialmente la variedad utilizada se
siembra para produccion de maiz blanco y tiene una altura promedio de 2.7 metros; un
tiempo aproximado de 80 y 185 dias para la floracion y cosecha respectivamente. Este

genotipo fue desarrollado para tolerar la sequia.

En los tres experimentos se utilizaron dos inéculos de HMA: 1) la cepa BEG87 de
Rhizophagus intraradices, antes llamado Glomus intraradices, del Laboratorio de
Agroecologia del Centro de Investigaciones en Ecosistemas, UNAM; 2) Un in6culo de
hongos micorricicos nativos obtenido a partir de la mezcla de suelo rizosférico de 10
plantas de maiz cultivado en el campo experimental del Centro Regional Universitario del
Occidente, de la Universidad Auténoma de Chapingo. Del indculo nativo se determind un
contenido de 3.36 esporas/g de suelo turgentes, en otras palabras, no se cuantificaron las
esporas con paredes celulares rotas o que no estuvieran turgentes. Los indculos se
seleccionaron siguiendo dos criterios: 1) Uno de los objetivos de investigacion del
Laboratorio de Agroecologia es la promocion los microorganismos nativos del suelo para la
mejoramiento y establecimiento se sistemas agricolas sustentables. En ese sentido la
seleccion de la cepa de R. intraradices y el indculo nativo fue generar conocimiento del
impacto de dos de los elementos més frecuentemente encontrados en los agroecosistemas
(la fertilizacion y la falta de irrigacion) sobre el porcentaje de colonizacién de las
poblaciones de hongos micorricicos nativos en maiz. Por otra parte, el uso de la especie R.
intraradices es la mas frecuentemente usada como insumo agricola para incrementar la
produccion de cultivos agricolas, por esa razon la cepa utilizada de R. intraradices
responde por un lado a ser un testigo del las poblaciones nativas de HMA bajo estrés
hidrico y fertilizacion mineral y finalmente porque es una forma muy indirecta de validar el

uso o no de in6culos de HMA en los sistemas agricolas.
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3.1.1. Determinacion de morfotipos del inoculo nativo

Para cuantificar los morfotipos de los hongos micorricicos presentes en el in6culo nativo se
realizo la extraccion e identificacion de morfotipos de tres muestras aleatorias de suelo y las
muestras se identificaron a nivel de género mediante el sistema de clasificacion
morfologico descrito por Oehl et al., (2011) (Fig. 2-B).

Para la extraccion de esporas se modifico la técnica descrita en el manual de Trejo (2008),
la cual consistié en pesar 50 g de suelo e hidratarlo por 30 minutos en un litro de agua,
posteriormente se agregaron dos cucharadas soperas de perdxido de hidrogeno (H20,), se
homogenizo y dejé reposar por 30 minutos. Posteriormente se mezcl6 en licuadora por 20
segundos e inmediatamente y se tamizo por diferentes tamafios hasta llegar al de 35 micras,
el suelo obtenido del tamizado (35 micras) nuevamente se colocé en un tubo falcon aforado
a 10 mL y se centrifugd a 1000 revoluciones por dos minutos. La fase acuosa se elimind y
al asiento se le afiadié agua con azucar al 50 % hasta aforar a 10 mL y con un vortex se
hizo una mezcla homogénea. Finalmente se volvié a centrifugar del modo descrito
anteriormente y el sobrenadante se recuper6 con el tamiz de 35 micras y lo obtenido fue
almacenado en tubos falcén con agua destilada para la identificacién de morfotipos (Fig. 2-
A).
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Fig. 2. Proceso de extraccion e identificacion de morfotipos del indculo nativo. En la seccion “A” se
ilustra el proceso de extraccion de esporas (a) peso de suelo; (b) hidratacién del suelo; (c) aplicacién de
peroxido de hidrdgeno; (d) mezclado del suelo en licuadora; (e) tamizado del suelo hasta obtener el de
35 micras; (f) centrifugacion de los tamizados a 1000 rpm; (g) colocacion de azucar al 50% y tamizado
del sobrenadante; (i) obtencion del extracto de esporas. En la seccion “B”I) Colocacion y separacion del
extracto; I1) Extraccion de esporas turgentes del resto de esporas; Il1) clasificacion de esporas por
morfa, color y tamafio semejantes; 1V) Montaje de esporas en PLVG y PLVG+ solucién Melzer; V)
Espora aislada.

Los sobrenadantes obtenidos en la extraccion de esporas se colocaron en una caja Petri de
60x15 mm y en el microscopio estereoscopico se separaron las sales, particulas de suelo y
materia organica de las esporas utilizando una aguja de diseccion. Una vez que se
obtuvieron las esporas turgentes y sin rupturas de la pared celular se colocaron en un vidrio
de reloj con el apoyo de una pipeta de 20 pL. El total de esporas separadas del extracto se
clasificaron por color, forma y tamafio y éstas se montaron en portaobjetos con alcohol
polivinilico en lactoglicerina (PVLG) y en PLVG+solucién Melzer para identificar el

numero de morfotipos en microscopio (Trejo et al., 2008).
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3.2. Elaboracion y manejo del sustrato

El sustrato se elaboro en base a una mezcla de suelo y arena de rio en proporciones 1:1 con
base en pesos secos. Para lo anterior ambos materiales se colocaron al sol directo hasta que

se obtuvieron materiales secos al tacto. Una vez utilizado el suelo fue devuelto a la parcela.

El suelo se colectd mediante una muestra compuesta de la misma parcela donde se obtuvo
el indculo nativo. El suelo segun la carta edafoldgica 1:50,000 de INEGI lo clasifica como
como una clase de suelo vertisol y el analisis de suelo realizado por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, campo experimental Bajio, menciona
que es un suelo arcilloso con una capacidad de campo del 37.5%, con pH neutro (7.28),

bajo contenido de fosforo pero alto en materia orgéanica y nitrégeno (Anexo 1).

El sustrato fue esterilizado en autoclave a 1.5 Kg/cm? de presién y a una temperatura de
120° C por una hora. Para asegurar la eliminacion de los microorganismos del suelo el
proceso anterior se realizé por dos ocasiones dejando al menos 2 dias entre la primera y la

segunda esterilizacion.

3.2.1. Estimacion de la capacidad de campo del suelo

Se estimo la capacidad de campo del sustrato por el método gravimétrico, el cual consistio
en pesar cinco muestras de 1000 y 50 g de sustrato saturado de agua, posteriormente fueron
secadas en un horno de conveccion por 48 horas a 105°C (Llorca, 2006). El porcentaje de

humedad del suelo se obtuvo de la siguiente formula:

% de capacidad de campo (CC) = (Peso de suelo himedo — Peso de suelo seco) x 100
Peso de suelo seco

3.3. Disefio experimental

Para la etapa experimental se realizaron dos experimentos exploratorios en los que se
analizaron los efectos de la fertilizacion mineral e irrigacion en el desarrollo de los hongos
micorricicos arbusculares (HMA) y sus hospederos, con el fin de seleccionar tratamientos
contrastantes. Se disefi0 un tercer experimento en el que se integran todos los factores de
estudio (HMA, fertilizaciébn e irrigacién) sobre el maiz (Fig. 3). Los disefios

experimentales de cada etapa se muestran en el Cuadro 3.
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En todas las etapas se evalud el desempefio vegetal (peso de materia seca y himeda en

parte aérea y raices) y la colonizacién micorricica. Solo para confirmar el estrés hidrico en

las plantas se estimo el contenido de prolina en la hoja bandera en el etapa 3.

Es importante mencionar que en todos los experimentos el indculo y la cepa fue del 10%

del sustrato total, es decir 80 g de indculo o cepa y 720 g de sustrato, por lo que, solo en el

caso de los tratamientos testigo el sustrato fue de 800 g.

+ Evaluar

irrigacion
fertilizacion

tres
tratamientos d_e

Sin

+ Cuatro tratamientos
de fertilizacion con

irrigacion constante

estrés-

Fig. 3. Diagrama de flujo de las etapas o experimentos.

Cuadro 3. Disefios experimentales de las tres etapas de evaluacién

+ Interaccion

fertilizacion

Factores . .
Etapas o L Unidades experimentales
HMA Fertilizacién Irrigacion (CC)
ler 3HMA X 3 irrigaciones X 6
. Sin fertilizacion 45,65y 85 % repeticiones=
experimento 5AUE
2do . 0, 36, 72, 144 mg/P total, mas 0 3HMA X 4fertilizaciones X 6
: Testigo : : 80 % - _
experimento . macro y micro nutrientes al repeticiones=
Nativo
- . 100% 72 UE
R. intraradices . -
e Macro y micro elementos al
3 100% sin fosforo 3HMA x 2 irrigaciones x 3
er e Macro y micro elementos al 45y 85 % fertilizaciones x 5 repeticiones=

experimento

100% con fosforo
e Testigo sin fertilizacién

90 UE

UE= unidades experimentales
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3.3.1. Efecto de la irrigacion sobre el desarrollo de HMA en maiz

La primera etapa tuvo como objetivo identificar niveles de irrigacion contrastante que
afectan el desarrollo de los HMA y el maiz. Este experimento se disefi6 con dos factores
(HMA e Irrigacion). Las plantas crecieron por tres semanas a 80 % de Capacidad de Campo
(CC) para permitir la micorrizacion y posteriormente tres semanas mas con los tratamientos
de irrigacion (45, 65 y 85% de CC). No fue considerado el tiempo de recuperacion de las
plantas, por lo que al concluir la sexta semana se cosecharon y procesaron todas las

unidades experimentales (Cuadro 3).

3.3.2. Efecto de la fertilizacién mineral en el desarrollo de HMA en maiz

En esta fase se exploré el efecto de la aplicacion de fosforo en la respuesta de los HMA
(Testigo, Nativo y Rhizophagus) en plantas de maiz bajo irrigacion constante. Las unidades
experimentales se mantuvieron a 80 % de CC durante las seis semanas aplicando los

tratamientos semanalmente.

La formula de fertilizacion mineral fue desarrollada por la University of Western Australia,
la cual considera macronutrientes y micronutrientes (Cuadro 4). Los micronutrientes y la
fuente de potasio solo se aplicaron una vez durante el establecimiento del experimento,
mientras que el nitrato y sulfato se aplicaron semanalmente. Por lo tanto, el experimento se
disefio variando solo la aplicacion de fosforo (0, 7.5, 15 y 30 mg/P por kg de sustrato/

semana) y el resto de nutrientes se aplicaron al 100% (Cuadro 4).

Cuadro 4. Macro y micro nutrientes utilizados en los tratamientos de fertilizacién.

No.  Nutriente Formula  Concentracién Aplicacién
mg/Kg mL de solucion/ mL/800 g de sustrato
g/L de . .
kg sustrato (Unidad Experimental)
sustrato
1 Sulfato de K,SO, o5 75 3 2.4
potasio
Nitrato de 28.57
2 amonio NHNOs (10 mg N/ mL) 86.2 3 24
g Clourode cacl, 25 30 de N 3 2.4
calcio
4 Fosfato de KH,PO, 43.93 0,75,15 0,0.7515y3 0,06,12,24
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No.  Nutriente Formula  Concentracién Aplicacién

potasio (10mgP/mL) y30deP
Sulfato de CuSO,

5 cobre 5H,0 0.7 21 3 2.4

. ZnS0O,

6  Sulfato de zinc 7H,0 1.8 5.4 3 2.4

7 Sulfato de MnSO, H,0 35 105 3 24
manganeso
Sulfato de CoS0O,

8 cobalto 7H,0 0.13 0.39 3 2.4
Sulfato de MgSO,

9 magnesio 7H,0 15 45 3 24
Molibdato de Na,MoO,

10 sodio 7H,0 0.06 0.18 3 2.4

3.3.3. Evaluacion de la interaccion entre estrés hidrico y fertilizacion mineral en el

desarrollo de HMA y maiz hibrido.

Este fue un experimento integral de los experimentos anteriores, el objetivo fue analizar el
efecto conjunto de la fertilizacion y el estrés hidrico en el desarrollo de las plantas de maiz

y Sus micorrizas.

Se seleccionaron dos niveles de irrigacion contrastantes (45 y 85 % de CC), tres niveles de
fertilizacion mineral (macro y micro elementos al 100%, macro y micro elementos al 100%
sin fosforo, testigo sin fertilizacion) y los tres tratamientos de hongos (Testigo, Nativo
Rhizophagus) (Cuadro 3).

Es importante mencionar que solo para ésta etapa se realiz6 una prueba del contenido de
prolina para tener un indicador indirecto y cuantitativo del estrés hidrico en las plantas.
Ademas en base a los resultados obtenidos de la etapa 2 se optd por tener un testigo
absoluto, es decir un tratamiento que no tuviera ninguna fertilizacion dado que los
resultados no mostraron un contraste estadisticamente significativo entre los tratamientos

fertilizados.

Los tratamientos se aplicaron del mismo modo que en los experimentos exploratorios, las
tres primeras semanas de crecimiento del maiz se mantuvieron a 80% de CC vy
posteriormente tres semanas bajo los tratamientos de irrigacion. En el caso de la
fertilizacion los micronutrientes y potasio se aplicaron durante el establecimiento del
experimento y el nitrogeno y los tratamientos de fertilizacion cada semana durante todo

desarrollo del experimento.
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3.4. Condiciones de crecimiento de las plantas

Todos los experimentos se establecieron en el invernadero por un periodo de crecimiento
de 6 semanas. Un dia previo a la siembra se reg6 el sustrato con 200 mL de agua en cada
unidad experimental (maceta). Solo los tratamientos de cada indculo (irrigacion vy
fertilizacion) se colocaron al azar, pero nunca se mezclaron las plantas entre indculos

(nativo, testigo y Rhizophagus), lo anterior para reducir el riesgo de contaminacion.

Se colocaron tres semillas para asegurar la germinacion de al menos una planta por unidad
experimental y posteriormente a la semana de siembra se removieron las plantas excedentes
dejando solo una planta por maceta. El criterio para la eliminacion de plantulas fue tener

plantas del mismo tamarfio para reducir el sesgo entre tratamientos.

La cosecha consistié en eliminar el sustrato de las raices de las plantas sacudiendo y
enjuagando con abundante agua corriente, en éste proceso se cortd la parte aérea y las

raices y se colocaron en bolsas de papel y plastico respectivamente.

3.5. Variables
3.5.1. Evaluacion del desempefio vegetal

Cada semana durante el desarrollo del experimento se midieron las alturas de las plantas
siendo la primera medida al séptimo dia y la Gltima el dia de la cosecha (42 dias de

crecimiento).

También se estimo el peso seco de la parte aérea y radicular por separado. Las muestras
fueron secadas en un horno a 80°C por 48 horas. Como fue necesario ocupar un porcentaje
de las raices frescas para la cuantificacion de colonizacion micorricica se estandarizé la
estimacion del peso seco de las raices colocando una submuestra de aproximadamente 3
gramos en la estufa y posteriormente se extrapolaron al peso completo, para ello fue
necesario considerar el peso seco y himedo de la submuestra y el himedo total mediante la

siguiente férmula:

Peso seco de raices total = (Peso total fresco de raices X Peso seco de la submuestra) x 100
Peso fresco de la submuestra de raices
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3.5.2. Coeficiente alométrico entre el raiz/ follaje (parte aérea)

La relacién entre los pesos secos de las raices y la parte aérea una relacion alométrica del
desarrollo de las plantas que puede explicar adaptaciones a estrés ambiental o deficiencias
de nutrientes en el suelos (Goran y Franklin, 2003). Esta relacion dependiendo de su valor
refiere que tanta proporcion de biomasa se acumulé en las raices con respecto a la parte
aérea (Goran y Franklin, 2003). La estimacion de la relacién se hizo mediante una relacion
directa entre el peso seco de las raices entre el peso seco de la parte aérea mediante la

siguiente férmula:

Raiz/follaje (seco)= Peso seco de raices
Peso seco de tallo

3.5.3. Estimacién del contenido de prolina

Para estimar la acumulacion de prolina en las unidades experimentales se modificd la
técnica de la reaccion con ninhidrina descrita por Bates et al., (1973). La ninhidrina es un
oxidante que produce la aminacion oxidante del grupo a-amino del aminoacido prolina,
desprendiendo amonio, CO,, el correspondiente aldehido y ninhidrina en forma reducida.
El amonio reacciona con un mol adicional de ninhidrina y reduce la prolina produciendo un

complejo parpura (Reigosa, 2001).

El un dia previo a la cosecha de las plantas se cortd y liofilizé la hoja bandera, es decir la
hoja més larga de la planta, de cada unidad experimental. Posteriormente se maceraron
0.150 g de la muestra liofilizada con 4 mL de acido. sulfosalicilico al 3% y después se
colocaron 1.5 mL del extracto acuoso en un tubo Ependorff. EIl extracto se centrifugd por

30 minutos a 1000 rpm en una ultracentrifuga marca Ependorff® de Estados Unidos.

Se mezclaron 400 yL de la solucién centrifugada con 200 yL de ninhidrina y 200 yL de
acido acético glacial previamente agitados en un vortex y éstos se incubaron en un bafio
Maria a 80 °C por una hora. Trascurrido el tiempo de detuvo la reaccion de la ninhidrina

colocando las muestras en un contenedor con hielo.

Una vez parada la reaccion se afiadieron 800 yL de tolueno en el tubo donde se llevo la

reaccion y se agitd nuevamente en vortex. De éste nueva solucion se colocaron 200 yL de
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la fase acuosa del tolueno en una tableta de Elisa y leidas e un espectrofotometro a una

absorbancia de 520 nm utilizando el tolueno como blanco.

Adicionalmente se realiz6 una curva lineal de calibracion con prolina comercial y tolueno
con concentraciones desde 0 hasta 150 yg/mL de prolina. Dichas concentraciones fueron
analizadas del mimo modo que las hojas utilizando el tolueno como blanco. En base a la
curva de absorbancia v/s concentracion de prolina se obtuvo una ecuacion de regresion para

estimar la concentracion final de prolina de cada muestra.

3.5.4. Evaluacion de la colonizacién micorricica

La evaluacion de la colonizacion micorricica se realizé a todos los tratamientos, es decir, a
las unidades experimentales con in6culo micorricico y a las plantas testigo. Es importante
mencionar que las plantas testigo no se encontr6 colonizacion mayor del 1% por lo que el
andlisis estadistico de esas unidades fue excluido. Para evaluar la colonizacion micorricica
se tifieron las raices modificando la técnica de Phillips y Hayman (1970). Se colocaron dos
gramos de raices en hidréxido de potasio (KOH) al 10% en bafio Maria por 20 minutos a 90
°C , posteriormente fueron colocadas en perdxido de hidrogeno (H,0,) por 20 minutos a
temperatura ambiente y finalmente se tifieron en azul tripano al 0.05% por 5 minutos a 90°

C en bafio Maria. Las raices tefiidas se almacenaron en frascos de plastico con glicerol.

Para estimar el porcentaje de colonizacién micorricica por estructuras se modifico la
técnica de descrita por McGonigle et al., (1990). Por cada muestra se cuantificaron dos
portaobjetos con 20 raices de al menos 1.6 cm, tefiidas alineadas y alineadas paralelamente.
De cada portaobjetos se contabilizaron 100 intersecciones o segmentos de raiz. Se utiliz6
una linea horizontal “stagegraticule” como criterio para contabilizar la presencia de
arbasculos, hifas, vesiculas, micelio externo y ausencia, es decir si la linea tocaba una
estructura se cuantifico, de lo contrario aunque estuviera dentro del campo visual no fue
considera (Fig. 4). Se utilizé un microscopio con contraste de fases Olimpus® BX41 de

Japon.

Es importante mencionar que en la técnica original considera como interseccion cuando la
linea “stagegraticule” toca o cruza una estructura micorricica (hifa, vesicula o arbusculo) en
éste sentido se podria cuantificar mas de una estructura una raiz o campo optico. Dada la
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cantidad de colonizacidn observada en las raices para la presente investigacion se considero
como interseccion la raiz completa y dentro de ella la presencia o ausencia de estructuras
que tocaron la linea por lo que aunque huieran dos o més estructuras solo fue considerada
una (Fig. 4).

McGonigle et al, (1990) McGonigle et al., (1990) modificado
Raices 3 Raices 3
Hifas Incontables Hifas 3
Vesiculas 3 Vesiculas 2
Arbusculos Incontables Arbusculos 3

Fig. 4. Método de estimacion de la colonizacioén micorricica.

3.6. Analisis estadistico

Las variables de desempefio vegetal y la colonizacion micorricica fueron evaluadas
mediante un andlisis de homogenidad de varianzas para tener la certeza de la normalidad de
los datos. Ademas se realizd un analisis de varianza de dos y tres vias en los experimentos
exploratorios y el integral, respectivamente. Adicionalmente se hicieron evaluaciones de
dos vias en la etapa tres para analizar los efectos por separado. En todos los casos se utiliz6

un test de significancia de LSD con una p<0.05.

Se realizaron regresiones lineales en cada experimento para determinar si hay correlacion
entre el porcentaje de colonizacién y la biomasa de las plantas de la parte aérea y las raices.

Todos los analisis estadisticos se realizaron en el software Statgraphics CenturionXV.l.
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4, RESULTADOS

Los resultados se presentan en un apartado por cada experimento o etapa realizada (Ver
seccion 3.3), ademas se incluye una seccion en el que se muestran los morfotipos

identificados del in6culo nativo.

Los resultados de la colonizacion micorricica se presentan como porcentaje de arbusculos,
vesiculas, hifas observadas adheridas a la epidermis de la raiz pero fuera de ella y
micorrizacion total (Cuadro 5). Es importante mencionar que en algunas intersecciones se
encontraron estructuras de microorganismos distintos a los hongos micorricicos
arbusculares (HMA) (Cuadro 5).

En los resultados no fueron considerados para el andlisis estadistico los resultados del
porcentaje de colonizacion de los tratamientos testigo (sin in6culo) solo algunas muestras
presentaron colonizacién inferior al 1% por lo que se propone que éste porcentaje no tuvo
un efecto significativo en las variables estudiadas. Por lo anterior solo fue considerado para
el analisis estadistico de la colonizacion micorricica los resultados de R. intraradices y el
indculo nativo como tratamientos. La contaminacion de las plantas testigo podria atribuirse

al viento en el invernadero.
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Cuadro 5. Estructuras de hongos micorricicos arbusculares de raices de maiz hibrido micorrizado.
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4.1. Identificacion de morfotipos del inéculo nativo

Los morfotipos se clasificaron en base a su color (&mbar, ambar-transparente, amarilla,
amarilla-transparente, hialinas 6 café), forma (circular, ovaladas y en forma de pera), grosor
de la pared con respecto al contenido de la espora (muy gruesa, gruesa, media, delgada),
ornamento de la pared (moteada, lisa, con burbujas) y tamafio en milimetros (Cuadro 6). Es
importante menar que la clasificacion de morfotipos fue echa por el autor, que no es
experto en taxonomia de los HMA, razon por la cual el nimero reportado de morfotipos no

necesariamente corresponde al de especies.

En las tres muestras de suelo se identificaron 18 morfotipos, los cuales fueron clasificados
como especies de los géneros Acaulospora, Gigaspora, Glomus e Intraspora. Glomus fue
el género méas dominante con 38.9% de los morfotipos, seguido de Acaulospora con 33.3%
y Gigaspora e Intraspora con 5.6% cada una. Finalmente el 16.2 % de los morfotipos no se
pudieron identificar, dado que las esporas eran muy pequefias y en su mayoria transparentes

pero viables.

Los morfotipos del género Glomus y Acaulospora se encontraron en las tres muestras de
suelo, mientras que Gigaspora e Intraesporas solo fueron encontradas en una muestra
(Cuadro 6).

Cuadro 6. Morfotipos encontrados en el suelo utilizado como inéculo nativo.

No | Color Diametro | Pared/ Género Fotografias (x100)
(mm) Ornamento
1 Ambar- 10.14 Transparente, Glomus ' (
transparente con burbujas &
2 Amarilla 14 Transparente Acaulospora
con burbujas
. o
3 Amarillo 0.8 Transparente | ~ 4 1
transparente con burbujas ‘
4 Hialina 16, 18 DeIgaQa con Acaulospora j
burbujas
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Diametro

Pared/

No | Color (mm) Ornamento Género Fotografias (x100)
5 Ambar 15 Gruesa Acaulospora
moteada
6 Ambar 13,10 Gruesa Glomus
p Gruesa con .
7 Ambar 15 rallas Gigaspora
8 Ambar 10 Gruesa con Glomus
gotas
9 Ambar 7 Media sin Glomus
ornamento
Café Gruesa
10 transparente 29 Moteada Acaulospora
11 | Hialina 7 Delgada &?
transparente
Moteada y
12 | Café 11,11 delgada Acaulospora
transparente
13 | Hialina 6 Gruesa Intraspora
transparente
14 | Ambar 8 Gruesa Glomus
transparente amarilla
15 | Ambar 12 Chica &?
" Delgada y con
16 ':brggsrra 8 basura Glomus
adherida
- Muy delegada | ,
17 Hialina 15x20 Ovalada X
Amarilla .
18 transparente 15 Media Acaulospora
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4.2. Efecto de tres niveles de irrigacion en el desarrollo de HMA en maiz.

En éste experimento se evaluo el efecto tres niveles de irrigacion sobre el desarrollo de las
plantas de maiz y la colonizacion de los HMA. El efecto individual y la interaccion entre
los HMA e irrigacion fueron significativos (p<0.01) en la respuesta del peso seco tanto de
la parte aérea como de las raices (Cuadro 7). Por su parte la el coeficiente alométrico entre
el la raiz/follaje (parte aérea) tuvo un efecto significativo solo en el factor indculo y la
interaccion entre factores (inoculo x irrigacion). El inéculo y la irrigacion afectaron el
desarrollo de la colonizacion micorricica, de sus estructuras y del micelio externo de
manera independiente, pero la interaccién de los factores solo fue significativa en el

porcentaje de micorrizacion total (Cuadro 7).

Cuadro 7. Valores de p del andlisis de varianza para el desempefio vegetal y colonizacion de raices bajo
tres tratamientos de irrigacion. *=p <0.05, ***=p<0.01.

DESEMPENO VEGETAL COLONIZACION DE HMA
Factores i
Pesg seco Peso s eco Raiz/Tallo Total Vesicula Arbusculo Hifas
aéreo raiz externas
I n(’)cu IO *k*k **k%k 00907 *kk *kx **k*k **kk
I rrlgaCI(’)n *k*k **k%k **k*k *kk *kx **k*k **kk
Ir X In falale falaie faiakl * 0.1358 0.0669 0.1239

Ir=irrigacion; In=inoculo

A los 18 dias después de la siembra se observo una evidente disminucion del crecimiento
en las alturas de las plantas con indculo nativo y R. intraradices con respecto al testigo, lo
que implica que el efecto de los in6culos inici6 antes de comenzar los tratamientos de
irrigacion (21 dias) (Fig. 5).

Es importante notar que el inoculo nativo promovié un incremento significativo en el
promedio de alturas solo durante los primeros 15 dias de crecimiento; sin embargo, una vez
que iniciaron los tres tratamientos de irrigacion hubo una reduccion significativa en la

altura de las plantas con respecto al testigo (Fig. 5).

Los efectos en la altura ocasionados por la falta de riego y del inoculo fueron observados

después de los 25 dias de la siembra y dicha tendencia se mantuvo durante el resto del
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experimento. Fue posible diferenciar a simple vista los tratamientos que desarrollaron

mayor altura (testigo) de los que tuvieron el menor desarrollo vegetativo (inoculo nativo y

R. intraradices) (Fig. 5; Fig. 7a).
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Fig. 5. Altura de las plantas de maiz hibrido micorrizado y un testigo bajo tres tratamientos de
irrigacion durante 42 dias de crecimiento. Cada punto corresponde al promedio de la altura medida
cada séptimo dia, con una n=6, las barras son el error estdndar. a) Tratamiento de 85 % de CC; b)
Tratamiento de 65 % de CC; c¢) Tratamiento de 45 % de CC. Los indculos se identifican como: T=

testigo; IN= in6culo nativo; RI= Rhizophagus intraradices.
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En concordancia con el analisis de alturas, las plantas inoculadas con Rhizophagus
intraradices y el in6culo nativo irrigados al 85% de CC redujeron significativamente

(p<0.05) el peso seco de las raices y el follaje con respecto al testigo (Fig. 6).

En contraste, los tratamientos inoculados y el testigo fueron estadisticamente iguales en el
peso seco de las raices y el follaje cuando se mantuvo la irrigacion al 45% de CC. Por su
parte el nivel de irrigacion al 65 % de CC se comport6 en una fase transicional entre los
tratamientos con mayor y menor irrigacion (85y 45 % de CC) (Fig. 6; Fig. 7a)

En términos generales, las plantas testigo y con el indculo nativo acumularon mas biomasa
en las raices y el follaje entre mayor fue la irrigacion aplicada, mientras que las plantas
inoculadas con R. intraradices solo presentaron diferencias significativas a 85 % de CC
para la parte aérea (Fig. 6; Fig. 7a). Por su parte, las raices de las plantas inoculadas y no

inoculadas tuvieron estadisticamente la misma materia seca (Fig. 6; Fig. 7a).

Es importante mencionar que entre los dias 21 al 35 después de la siembra, las hojas de las
plantas inoculadas e irrigadas con 45 % de CC presentaron una coloracion de rojiza a
morada lo que sugirié sintomas de deficiencias de fésforo (Fig. 6b y c). En general, las
hojas cuya coloracién fue muy obscura se secaron aproximadamente a los 30 dias de
crecimiento pero los nuevos brotes crecieron con una coloracién verde obscura. Es
importante mencionar que en las plantas testigo el obscurecimiento de las hojas casi fue
nulo (Fig. 6 a, cyd).

En el caso de las plantas irrigadas al 85 % de CC los sintomas de deficiencia de fosforo
fueron muy poco observados, aunque al igual que en los tratamientos con poca irrigacion,
la mayor incidencia se observo en las plantas con R. intraradices mientras que las plantas

testigos tuvieron un desarrollo sin deficiencias de fosforo (Fig. 6 d).

Otro sintoma observado solo en el tratamiento con 45 % de CC tanto en las plantas
inoculadas y no inoculadas fue la senescencia de hojas durante los primeros dias de
reduccion de la irrigacion, los cual siguiere que las plantas desarrollaron estrés hidrico
(Fig. 6b).
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Fig. 6. Efecto de tres niveles de irrigacion sobre el desempefio vegetal del maiz hibrido con y sin
micorrizas. Se muestra la media de peso seco mas barras de error estdndar estimados con una n=6,
analizados con una prueba de LSD con 0.05%. a) peso seco en parte aérea; b) Peso seco en raices. T=

Testigo, RI= Rhizophagus intraradices, IN= Indculo nativo
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Fig. 7. Desarrollo observado de plantas de maiz con y sin micorrizas bajo tres niveles de irrigacion. a)
Plantas a los 42 dias de crecimiento, se ilustran los niveles de irrigacion y los tratamientos: T= testigo;
IN=indculo nativo; RI= Rhizophagus intraradices. b) Plantas a los 28 dias de crecimiento, se muestran
una planta tipica de cada tratamiento a 45% de CC. ¢) Comparacién de plantas micorrizadas y no
micorrizadas a los 21 dias de crecimiento. d) Comparacion de plantas tipicas a los 42 dias de
crecimiento bajo el tratamiento de 85% de CC.

La relacion raiz/follaje (parte aérea) mostro que solo el tratamiento con 45 % de CC de R.
intraradices produjo significativamente mas raices que follaje, ademas dicha cepa también
fue la que crecio significativamente menos que todos los demas tratamientos a los 42 dias

de crecimiento (Fig. 8; Fig. 5c).

La relacion raiz/follaje (parte aérea) del in6culo nativo y del testigo con irrigacion al 45 %
de CC y de R. intraradices al 85 % de CC tuvieron valores muy cercanos a uno, por lo que
estadisticamente la parte aérea y las raices estuvieron un desarrollo muy en términos de
biomasa muy similar. La mayoria de los tratamientos con 85 y 65 % de CC la relacion
mostr6 un mayor desarrollo del follaje que de las raices (Fig. 8).
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Fig. 8. Relacidn raiz/follaje (parte aérea) de bajo tres tratamientos de irrigacion analizados con un Test
de LSD con p<0.05. Se muestra el promedio con barras de error estindar estimados a partir de una
n=6. T=testigo, IN=indculo nativo, RI= R. intraradices.

El mayor porcentaje de colonizacién micorricica se encontrd en los tratamientos con 45%
de CC, ademas Rhizophagus intraradices demostré tener una mayor capacidad de

colonizacion que el indculo nativo. En contraste, los tratamientos con R. intraradices y el
indculo nativo irrigados al 85 % de CC tuvieron un porcentaje de colonizacién similar de

colonizacion micorricica (Fig. 9 a).

Considerando el mismo nivel de irrigacion (45, 65 6 85 % de CC) el porcentaje de
colonizacion de arbusculos siempre fue superior al de vesiculas tanto en el in6culo nativo
como en R. intraradices (Fig. 9 ¢ y d). No se encontré un efecto de la irrigacion sobre el
porcentaje de colonizacion de vesiculas y arbusculos en el indculo nativo. En contraste, la
irrigacion a 45 % de CC promovi6 significativamente mayor colonizacion de vesiculas y
arbasculos en R. intraradices, pero el tratamiento con 65 % de CC fue similar al resto de

niveles de irrigacion (Fig. 9 c y d).

En concordancia con los resultados anteriores, en el tratamiento con 45 % de CC se
encontré mayor desarrollo del micelio externo en R. intraradices, pero no se encontraron
diferencias significativas en el micelio externo del in6culo nativo entre los diferentes

tratamientos de irrigacion (Fig. 9b).
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Fig. 9. Efecto de tres niveles de irrigacion sobre el desarrollo de estructuras micorricicas de
Rhizophagus intraradices y un inéculo nativo. Se muestra el promedio con barras de error estandar
estimados a partir de una n=6 y analizados con una prueba de LSD con 0.05%. a) Colonizacion total; b)
Micelio externo observado; c) Vesiculas; d) Arbudsculos. RI= Rhizophagus intraradices, IN= in6culo
nativo

Estadisticamente hubo un efecto significativo de la irrigacion con respecto a la colonizacion
y desarrollo de estructuras micorricicas, dicho efecto fue contrastante entre 45y 85 % de
CC por lo que éstos niveles de irrigacion fueron seleccionados para el disefio de la dltima

fase experimental.

Con base en el analisis de correlacion se encontré que no hay relacion estadisticamente
significativa entre la colonizacion micorricica y el peso seco de la parte aérea y las raices,

ademas, la mayoria de los coeficientes de correlacion de fueron R2< 0.5 (Anexo 1Anexo 2)
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4.3. Efecto de la fertilizacion mineral en el desarrollo de HMA en maiz

En ésta seccion se muestran los resultados obtenidos de la segunda etapa experimental. Se
realizd un experimento en el que se aplicé macro y micro nutrientes al 100% variando solo
la dosis de fésforo en 0, 7.5, 15 y 30 mg de P/semana/kg de sustrato (0, 36, 72, 144 mg de P
totales). Los diferentes tratamientos de fertilizacion tuvieron efecto solo en la colonizacion
de vesiculas, por su parte los indculos tuvieron un efecto significativo (p<0.01) en la
respuesta del peso seco aéreo y en las raices, asi como en el desarrollo de las estructuras
micorricicas. La interaccion de los factores solo fue significativa para el porcentaje de
colonizacion de vesiculas (Cuadro 8). Por su parte la relacion alométrica raiz/parte aérea

no presentd ningun efecto estadistico bajo ningan tratamiento de fertilizacidn o indculos.

Cuadro 8. Valores de p del analisis de varianza para el desempefio vegetal y colonizacién de raices
bajo tratamientos de fertilizacion. *=p <0.05, ***=p<0.01.

DESEMPENO VEGETAL COLONIZACION
Factores i
Pesp seco Peso Seco Raiz/Follaje Total Vesicula Arbusculo Hifas
aéreo raiz externas
Fertilizacion * 0.185 0.275 0.664  0.560 0.811 0.306
Inéculo **k* *kx 0892 *k* *kk *kx *k*
F*1 0.4793 0.4247 0.575 0.442 * 0.417 0.163

I=inéculo y F= Fertilizacion

A los 42 dias después de la siembra, ningln tratamiento de fertilizacion tuvo efecto
significativo (p<0.05) en altura en las plantas del indculo nativo, R. intraradices 0 sin
indculo (testigo.) por lo tanto, el efecto en las alturas solo se debi¢ a los in6cuilos (Fig. 10;
Cuadro 8).

Después de los 18 dias de la siembra, fue posible observar una reduccion significativa de la
altura de las plantas del indculo nativo con respecto al testigo y a R. intraradices, ademas
dicha reduccion fue posible observar hasta la cosecha de las plantas (Fig. 10). Si bien en la
cosecha (42 dias) las plantas con inoculo nativo y fertilizadas con 144 mg/P fueron
estadisticamente mas pequefias que las inoculadas con R. intraradices y sin indculo
(testigo), la diferencia entre las alturas fue menor que las observadas en el resto de

tratamientos de fertilizacién (Fig. 10d, Cuadro 8).
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Las plantas inoculadas con R. intraradices y las plantas testigo practicamente tuvieron la
misma altura durante todo el experimento, Unicamente entre los dias 22 al 30 en los
tratamientos con 0, 36 y 72 mg/P se registrd una reduccion del crecimiento de las plantas

inoculadas, pero la altura fue similar antes de la cosecha (Fig. 10a, by c).
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Fig. 10. Altura de las plantas de maiz hibrido con y sin micorriza bajo cuatro tratamientos de
fertilizacion fosfatada durante 42 dias de crecimiento. En cada punto se muestra la altura el promedio
medida cada séptimo dia, con barras de error estdndar, analizados con una prueba de LSD a partir de
una n=6. a) 0 mg de P; b) 36 mg de P; ¢) 72 mg de P; d) 144 mg de P. T= testigo; IN= inéculo nativo;
RI= Rhizophagus intraradices. Se muestra el promedio con error estdndar de la altura medida cada
séptimo dia.

Las plantas con indculo nativo tuvieron estadisticamente (p<0.05) la menor biomasa en la
parte aérea y en las raices con respecto a las plantas inoculadas con R. intraradices y el
testigo. Ademas, ningun tratamiento del inoculo nativo fue estadisticamente diferente, lo
cual concuerda con los resultados de la ganancia de altura de las plantas del in6culo nativo
(Fig. 11a, b; Fig. 13),
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Por su parte la materia seca en las raices de las plantas sin inoculo (testigo) y las inoculadas
con R. intraradices fue muy similar entre todas las dosis de fertilizacion, sin embargo, es
posible observar que las plantas con R. intraradices tienden a tener una mayor biomasa que
las plantas testigo, aunque ésta tendencia no fue estadisticamente significativa a los 42 dias

de la siembra de las plantas (Fig. 11a, b; Fig. 13).

Las plantas con el indculo nativo fueron las tuvieron menos peso seco tanto en las raices
como en la parte aérea y ademds ningun tratamiento de fertilizacion tuvo un efecto
significativo, en otras palabras, la biomasa de las plantas con indculo nativo fue igual en

todos los tratamientos de fertilizacion (Fig. 11a, b; Fig. 13).
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Fig. 11. Efecto de cuatro tratamientos fertilizacién mineral en la ganancia de peso seco de maiz hibrido
micorrizado. Se muestra el promedio con barras de error estdndar estimados a partir de una n=6 y
analizados con una prueba de LSD con 0.05%. a) peso seco en parte aérea; b) Peso seco en raices. Se
muestra la media de peso seco mas error estdndar, analizados con un test de LSD con 0.05%.
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En términos generales, la relacion raiz/follaje (parte aérea) mostré que las cuatro dosis de
fertilizacion con fésforo (0, 36, 72 y 144 mg /P) estimularon un mayor desarrollo de la
parte aérea que las raices en las plantas con inoculo nativo, con R. intraradices y las testigo
(Fig. 12). Es importante observar que solo se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre los tratamientos de R. intraradices y el testigo con 15 mg/P y
el testigo fertilizado con 30 mg/P, el resto de los tratamientos tuvieron estadisticamente la

misma la relacion raiz/follaje (parte aérea) (Fig. 12).
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Fig. 12. Relacion raiz/follaje (parte aérea)de plantas de maiz micorrizadas bajo cuatro tratamientos de
fertilizacion mineral. Se muestra el promedio con barras de error estandar estimados a partir de una
n=6 y analizados con un test de LSD con p<0.05%. T= testigo, IN=inéculo nativo, RI= R. intraradices

Se observo, desde los 14 dias de crecimiento hasta la cosecha, una coloracion morada en
los tallos de las plantas en todos los tratamientos, pero no fue posible determinar si se
debid a estrés o0 a una condicion intrinseca de las plantas (Fig. 13a). Solo durante los 21
y 28 dias de crecimiento, en las plantas con in6culo nativo se presentard una tenue
colacion rojiza-café en las hojas més largas indicando una leve deficiencia de fosforo,
pero ésta desaparecio en dias después de la siguiente aplicacion de fésforo (Fig. 13c).

Las plantas testigo y las inoculadas con Rhizophagus intraradices se mantuvieron con
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una coloracion verde y las hojas con una textura fibrosa practicamente durante el

desarrollo de todo el experimento (Fig. 13).

Fig. 13. Desarrollo de plantas de maiz hibrido micorrizado bajo cuatro tratamientos de fertilizacion
mineral. a) Plantas a los 42 dias de crecimiento, se ilustra el in6culo nativo, Rhizophagus intraradices y
el testigo con una planta promedio de cada tratamiento de fertilizaciéon. b) Plantas a los 28 dias de
crecimiento. ¢) Comparacion de plantas inoculadas y no inoculadas a los 14 dias de crecimiento. T=
testigo; IN=indculo nativo; RI= R. intraradices

El anélisis de varianza de dos vias con base al in6culo y la fertilizaciébn mineral como
factores present6 un patrén similar al porcentaje de colonizacion micorricica. Dicho analisis
indicd que solo el tipo de in6culo tuvo un efecto significativo y de ellos el que tuvo mayor
micorrizacion fue R. intraradices (Cuadro 8; Fig. 14a).
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En todos los tratamientos, el porcentaje de colonizacion micorricica total de R. intraradices
super0 por casi el doble al indculo nativo, sin embargo, la micorrizacion de cada indculo

fue estadisticamente similar en todas las dosis de fosforo aplicadas (Fig. 14a).

El desarrollo de vesiculas mostro un patron similar a la colonizacion total, sin embargo el
porcentaje de R. intraradices en los tratamientos sin fésforo y con 144 mg/P superaron por

mas de tres veces al indculo nativo (Fig. 14d).

El porcentaje de colonizacion por vesiculas de R. intraradices se favorecio cuando se aplico
fertilizacion sin fosforo, sin embrago, no se encontraron diferencias significativas (p<0.05)
entre el tratamientos de fertilizacion sin fosforo y la dosis méas alta de fdésforo aplicado
(144mg/P). Ademas, ninguna dosis de fertilizacion afecto estadisticamente el desarrollo de
vesiculas en el inoculo nativo (Fig. 14d).

El porcentaje de colonizacion de arbdsculos del inoculo nativo disminuyo entre mayor fue
la dosis de fosforo aplicada. Dicha tendencia fue inversa en el porcentaje de arbdsculos de
R. intraradices lo que podria implicar una mayor actividad funcional de la cepa pero éesta
no necesariamente se puede traducirse en un incremento en produccion de biomasa de las

plantas (Fig. 14c).

No se encontré un patrén claro en el porcentaje de colonizacion de micelio externo. Los
tratamientos con 36 y 72 mg/P fueron estadisticamente similares entre R. intraradices y el
indculo nativo. Por el contrario, entre 0 y 144 mg/P se encontraron diferencias claras entre
el in6culo nativo y R. intraradices ademas éste ultimo desarrollé la mayor cantidad de

micelio externo (Fig. 14b).

Tomando en cuenta que no se encontrd efecto estadistico de la fertilizacién sobre la
colonizacion micorricica, es interesante resaltar que el indculo nativo tuvo un porcentaje de

colonizacién promedio de 33 % mientras el de R. intraradices fue de 77%.

42



100 - a) 7 - mIN ORI b)

C
b b b 6 T
80 - —F— - b T
- T 5 bc bc Il
60 - 4 T bc I
d d a 3 l b T
s 40 - . i
© 2
Q 20 -
\E 1 a a
S
8 D 1 T T T 1 D _i T T I- 1
€
c
S 20 c ¢ o d)
(8]
8 b b i : b
= C abc
g 151 abc T 40 T |
S b abc [ I I b E)_
o 30 ¥ -
10 -
ab
a 20 3
3 a
5 .
) - . :
0 - T T T 1 0 + T T |- 1
0 36 72 144 0 6 72 144

Fésforo aplicado (mg/P)

Fig. 14. Efecto de cuatro dosis de fertilizacion mineral sobre el desarrollo de estructuras micorricicas de
Rhizophagus intraradices y un indculo nativo. Se muestra el promedio con barras de error estandar
estimados a partir de una n=6 y analizados con una prueba de LSD con p<0.05%. IN =intculo nativo,
RI=R. intraradices. a) Colonizacién total; b) Micelio externo; ¢) Arbusculos; d) Vesiculas.

Al igual que en la fase experimental anterior, no se encontré ninguna correlacion
significativa entre la colonizacion total y el peso seco de la parte aérea y del follaje (p<
0.05). Solo dos correlaciones tuvieron una p<0.01 y ambas se determinaron entre el
porcentaje de colonizacién micorricica de R. intraradices y peso seco de raices con 36
mg/P (p=0.06 y R?=61) y con 72 mg/P de follaje (p=0.06 y R°>=0.01) (Anexo 3).
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4.4. Evaluacion de la interaccion entre estrés hidrico y fertilizacion mineral en el

desarrollo de HMA y maiz hibrido.

En la presente seccidn se abordan los resultados obtenidos de un experimento integral que
fue disefiado con base en los resultados contrastantes de los experimentos previos (seccion
4.2 y 4.3). El objetivo fue determinar el efecto de la interaccion entre tres niveles de
fertilizacion (macro y micronutrientes al 100% (+P), macro y micronutrientes sin
aplicacion de fésforo (-P) y sin fertilizacion (0)) y dos niveles de irrigacion (45 y 85% de

CC) sobre el desarrollo de los HMA vy las plantas de maiz hibrido.

El analisis de varianza de tres vias (Inoculo x Fertilizacion x Irrigacion) mostré un efecto
altamente significativo (p<0.01) en la respuesta individual de cada factor, asi como en las
interacciones dobles y triple con respecto a la acumulacion de materia seca en la parte aérea

y en las raices (Cuadro 9).

Por su parte el anélisis de la colonizacién micorricica no mostrd ningln patron aparente en
el efecto individual o en la interaccion de los factores. Solo la fertilizaciéon tuvo un efecto
significativo en la respuesta de todos los porcentajes de colonizacion de todas las
estructuras micorricicas evaluadas, mientras que la irrigacion solo tuvo efecto en la

colonizacion de vesiculas y arbasculos (Cuadro 9).

No hubo diferencias estadisticas en el efecto de ninguna interaccion doble o triple sobre la
colonizaciéon total. Mientras que el porcentaje de colonizacion de arbusculos fue
significativo para las interacciones de la irrigacion con la fertilizacion y el indculo. Por su
parte, la interaccion indculo-fertilizacion solo tuvo efecto en el desarrollo de vesiculas.
Finalmente, la interaccidn tripe (irrigacion-inéculo-fertilizacion) no tuvo efecto sobre el

desarrollo del indculo nativo ni de R. intraradices (Cuadro 9).

La acumulacion de prolina como indicador de estrés hidrico solo mostr6 ser significativa
para la irrigacion y la interaccion entre fertilizacion-irrigacion, lo cual concuerda con lo
esperado y podria indicar que las plantas con mayor sintesis de prolina desarrollaron estrés
hidrico (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Valores de p de un andlisis de andlisis de varianza de la interaccién entre el inéculo,
fertilizacion e irrigacion para el desempefio vegetal y colonizacidn de raices bajo. *p <0.05%** p<0.01.

Desempefio vegetal Colonizacién micorricica
) } L | } Hifas Prolina
Efectos Aéreo Raiz Raiz/Aéreo Total Vesicula Arbusculo
externas

Inéculo kil 0.259 fakaie kel 0.6188 0.727 0.556
Irrigacion et Fkx 0.271 el * 0.861 falel
Fe I"[I I | ZaC | én *kk *kk *kk *kk *kk * *kk 0 . 25
Inoc.*Irrig. kK hkk 0.054 ***  0.673 kel 0.603 0.379
Inoc.*Fert. FhRx L hkx 0.228 0.63 faie 0.079 el 0.176
Fert.*Irrig. Fhx kK 0.38 0.083 0.086 * 0.528 *

Inoc*Irrig.*Fert.  * folekal ek 0.109 0.029 0.836 0.273 0.188

Se pudieron observar algunos de los efectos de los tratamientos de la fertilizacion, la
irrigacion y el inoculo en la altura de las plantas desde la etapa de crecimiento en el
invernadero (Fig. 15; Fig. 16d y f). Se encontrd un patron de crecimiento en las plantas
con 85% de CC con respecto a los tratamientos de fertilizacion (+P, -P y 0), en donde las
plantas inoculadas tuvieron una disminucion en la altura con respecto al testigo, ademas el

indculo nativo fue el que tuvo la menor altura (Fig. 15a, c, e; Fig. 16d y f).

Por el contrario, en todos los niveles de fertilizacion irrigados al 45 % de CC el in6culo
nativo tuvo mas altura que R. intraradices, ademas éste Gltimo en todos los tratamientos fue
el que desarroll6 la menor altura. Cuando no se aplicd ningun fertilizante (0), el testigo fue
el que desarroll6 la mayor altura, mientras que cuando la fertilizacidn carecié de fésforo el
testigo tuvo estadisticamente (p<0.05) la misma altura que el indculo nativo. Finalmente,
cuando se aplicé la fertilizacion al 100% las plantas con indculo nativo tuvieron mas altura

que las plantas con R. intraradices y las testigo (Fig. 15b,d yf; Fig. 16dyf)

Otro patron de crecimiento clasico fue la respuesta a la aplicacion de fertilizantes, es decir
las plantas con macro y micronutrientes al 100% desarrollaron mayor altura mientras que
las plantas sin fertilizacion fueron las mas pequefias. Es posible observar lo anterior en las
plantas inoculadas con R. intraradices o con el indculo nativo irrigados al 45 y 85 % de
CC (Fig. 15a-f).
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Fue posible observar el efecto de la fertilizacion después de los 14 dias de crecimiento en
las plantas mantenidas a 85% de capacidad de campo, ademas, ésta diferencia en las alturas
se mantuvieron durante el resto del experimento (Fig. 15a, c, €). Después de siete dias de
iniciar los tratamientos de irrigacion (28 dias), fueron visibles algunas disminuciones del

crecimiento de las plantas irrigadas a 45 % de capacidad de campo (Fig. 15).

Las plantas con inoculo nativo irrigadas al 45 % de CC tuvieron un crecimiento similar a R.
intraradices hasta el dia 35 de crecimiento, posteriormente tuvo un incremento significativo

en la altura de las plantas con y sin fertilizacion (Fig. 15a, c, e).
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Fig. 15. Efecto de la interaccion inoculo-fertilizacidn-irrigacion en la altura de plantas de maiz hibrido
con y sin micorriza. Se muestran los valores promedio y su error estandar medidos cada siete dias
durante 42 dias de crecimiento a partir de una n=5. T= testigo, IN= in6culo nativo, RI= R. Intraradices.
a) 85% de CC sin fertilizacion; b) 45% de CC sin fertilizacion; c) 85% de CC con macro y micro
nutrientes sin fosforo; d) 45% de CC con macro y micro nutrientes sin fosforo; e) 85% de CC con
macro y micro al 100%o; f) 45% de CC con macro y micro nutrientes al 100%.
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Después de los 18 dias de crecimiento, en las hojas de las plantas de algunos tratamientos
se expresaron algunas tonalidades de color amarillo, verde obscuro y purpura, lo cual
sugiere sintomas de deficiencia de nutrientes. En general, las plantas sin fertilizacion
mostraron un color amarillo en las hojas tanto en los tratamientos con 85 y 45 % de CC, lo
cual podria indicar falta de nitrogeno (Fig. 16f).

Las plantas fertilizadas con macro y micronutrientes sin fosforo e irrigadas al 85 % de CC
expresaron una tonalidad verde obscura y los bordes de las hojas se tornaron color purpura
(Fig. 16b). La coloracion purpura fue visible en la mayor parte de las hojas bajo la misma
fertilizacion pero regadas a 45 % de CC (Fig. 16a). Por su parte las plantas que se
fertilizaron con macro y micronutrientes al 100% con 85 y 45 % de CC no presentaron
sintomas de deficiencias, es decir, tuvieron una coloracion verde obscuro en toda la hoja
(Fig. 16c).

Es importante mencionar que las coloraciones mencionadas son observaciones promedio
hechas semanalmente a partir del dia 21 después de la siembra y hasta el dia de la cosecha
(42 dias). Sin embargo, durante los dos a tres dias posteriores a la aplicacion de fésforo, se
observaron reducciones leves en las coloraciones parpuras, pero nunca hasta llegar al verde

normal.

En términos generales, se encontrd un efecto de la irrigacion sobre el contenido de prolina
en las hojas de maiz de la mayoria de tratamientos; por el contrario, estadisticamente los
indculos y la fertilizacion no tuvieron un efecto en la acumulacion de dicho aminoécido
(Cuadro 9; Fig. 17).

En las plantas fertilizadas con el 100% se encontr6 un fuerte efecto de la irrigacion con
respecto a la acumulacién de prolina; ademas, las plantas con 45 % de CC acumularon

significativamente mas prolina que las plantas mantenidas a 85 % de CC (Fig. 17).
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Fig. 16. Efecto de tres tratamientos de fertilizaciéon y dos niveles de irrigacion sobre el desarrollo de
maiz hibrido micorrizado, durante 42 dias de crecimiento. a) Planta promedio con un fuerte sintoma de
deficiencia de fdsforo; b) Planta promedio con un mediano sintoma de deficiencia de fosforo; ¢) Planta
promedio sin sintomas de deficiencia de fosforo a los 40 dias de crecimiento; d) Desarrollo de plantas de
maiz a 85% de CC; e) Desarrollo de plantas de maiz a 45% de CC. F) Planta con leve tonalidad
amarilla.

L

En cuanto a las plantas fertilizadas con macro y micronutrientes sin fdésforo solo se
encontraron diferencias significativas en las plantas que no fueron inoculadas (testigo). Sin
embargo, es posible observar que hay una tendencia a incrementar el contenido de prolina
cuando la irrigacién fue baja (45% de CC) (Fig. 17). Las plantas del indculo nativo que no
fueron fertilizadas presentaron mayor contenido de prolina con irrigacion al 45 % de CC y
mientras que el resto de tratamientos no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (Fig. 17).
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Fig. 17 . Contenido de prolina en ug/g de peso seco obtenidos de hojas de maiz hibrido con y sin
micorriza bajo tres tratamientos de fertilizacién y dos de irrigacion. Se muestra el promedio con barras
de error estandar estimados a partir de una n=5. Los datos fueron analizados con una prueba de LSD
con p<0.05%. Los indculos se muestran como: T= Testigo, IN= indculo nativo, RI= Rhizophagus
intraradices y los tratamientos de fertilizacion como: +P= Fertilizacién al 100%, 0= sin fertilizacién, -P=
fertilizacidn sin fosforo.

En ambas condiciones de irrigacion, las plantas fertilizadas al 100 % tuvieron mayor
acumulacion de materia seca que los tratamientos con fertilizacion sin fésforo y sin
fertilizacion. Ademas, las plantas inoculadas con Rhizophagus intraradices y las testigo
crecieron de manera similar, pero las plantas con indculo nativo manifestaron reduccion del

peso de materia seca bajo algunas dosis de fertilizacion (Fig. 18).

Solo las plantas sin fertilizacion tuvieron el mismo peso seco aéreo ante 85y 45 % de CC;
sin embargo, las plantas inoculadas con R. intraradices o con el indculo nativo tuvieron una
reduccion del crecimiento con respecto al testigo en ambos niveles de irrigacion (Fig. 18a).
Las plantas con inoculadas con inéculo nativo y con R. intraradices y las testigo
desarrollaron més materia seca aérea entre mas completa fue la dosis de fertilizacién bajo
condiciones de riego Optimas. En contraste, cuando se irrigo al 45 % de CC solo se
incrementd la biomasa en la parte aérea con la aplicacion de fertilizacion al 100%,
mientras que sin fertilizacién y con macro y micronutrientes sin fésforo no se encontraron

diferencias significativas (Fig. 18a).

Cuando se irrigo al 85 % de CC, al igual que en la parte aérea, hubo mayor acumulacion de

materia seca en las raices cuando se aplico la dosis de fertilizacién al 100 %, seguido del
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tratamiento fertilizado sin fésforo y las plantas que menos biomasa acumularon fueron las
que no se fertilizaron. De igual modo, se observaron las disminuciones en el crecimiento de
las raices de las plantas con indculo nativo con respecto a las testigo y con R. intraradices
(Fig. 18b).

Las raices de las plantas sin indculo fertilizadas al 100 % e irrigadas al 45 % de CC
tuvieron estadisticamente (p<0.05) la misma materia seca que las raices de las plantas con
R. intraradices y el inéculo nativo. Cuando la fertilizacion carecié de fésforo (-P) la
materia seca de las raices del testigo y las inoculadas con R. intraradices tuvieron
estadisticamente la misma materia seca y a su vez, tuvieron mas biomasa que las raices con
inéculo nativo. Solo cuando no se aplico ningun fertilizante, las raices de las plantas testigo
desarrollaron significativamente (p<0.05) mayor biomasa que las raices de las plantas
inoculadas con R. intraradices o con indculo nativo (Fig. 18b). No obstante a lo anterior,
las plantas testigo no presentaron efecto de ningun nivel de fertilizacion, es decir, tuvieron
la misma materia seca bajo los tres niveles de fertilizacion. Por su parte, el indculo nativo y
R. intraradices si presentaron un efecto de la fertilizacion, de tal modo que desarrollaron
mas biomasa cuando la fertilizacion incluyo fésforo, mientras que tuvieron menos materia

seca cuando no se aplicaron fertilizantes (Fig. 18b).

En concordancia con el anélisis de varianza, el follaje y las raices mostraron un patrén muy
similar en cuanto a sus pesos secos, lo cual implica que en términos generales el desarrollo
de las plantas fue limitado o promovido por los tratamientos de fertilizacion y la irrigacion
(Fig. 18; Fig. 19; Cuadro 9).
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Fig. 18. Efecto de la interaccion inéculo, fertilizacion e irrigacién en el peso seco de plantas de maiz
hibrido. Se muestra el promedio con barras de error estdndar estimados a partir de una n=5y
analizados con un test de LSD con p<0.05%. a) peso seco en parte aérea; b) peso seco de las raices.

La relacion alométrica entre raiz/follaje (parte aérea) de las plantas que fueron fertilizadas
con macro y micronutrientes al 100 % fue mayor a uno, lo que indica que la parte aérea se
desarroll6 més que las raices. Por su parte, las plantas que no fueron fertilizadas obtuvieron
valores cercanos a cero. En contraste, cuando la fertilizacion careci6 de fosforo las plantas

tendieron a desarrollar mas raices que parte aérea (Fig. 19).
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La irrigacion también tuvo un efecto en las plantas, de tal modo que las plantas con
irrigacion al 45 % de CC presentaron valores en la relacion raiz/follaje (parte aérea)
cercanos y por debajo del uno. Por el contrario, las plantas irrigadas al 85 % de CC la
relacién raiz/follaje (parte aérea) tuvo solo un valor por debajo del uno y el maximo fue de

1.59 cuando se aplicé la formula de fertilizacion al 100% (Fig. 19).

No parece haber un patron claro entre la altura de la planta y el coeficiente de correlacion
raiz/parte aérea, dado que las plantas méas pequefias y més grandes presentaron relaciones

mayores a uno (Fig. 19).
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Fig. 19. Efecto de la fertilizacion e irrigacion sobre la relacion raiz/follaje (parte aérea) de plantas de
maiz hibrido. Se muestra el promedio con barras de error estandar estimados a partir de una n=5y
analizados con una prueba de LSD con p<0.05%. Los in6culo se muestra como: T= Testigo, IN=
inoculo nativo, R1= Rhizophagus intraradices y los tratamientos de fertilizacion como: +P= Fertilizacién
al 100%, 0= sin fertilizacién, -P= fertilizacion sin fésforo

En términos generales R. intraradices desarrollo mas micelio externo, colonizacion total y
vesiculas que el inéculo nativo; ademas, el de porcentaje de micorrizacion en los
tratamientos con 45 % CC siempre fue menor que con el nivel de irrigacion al 85 % de CC

(Fig. 20).
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En concordancia con el analisis de varianza, la colonizacion total de R. intraradices y el
inéculo nativo fue estadisticamente similar bajo las mismas condiciones de irrigacion pero
la fertilizacion sin fosforo promovié mayor micorrizacién que el resto de tratamientos. Solo
cuando la irrigacion fue de 85 % de CC, los HMA de las plantas fertilizadas al 100%
tuvieron una reduccién de la colonizacion con respecto las fertilizacion sin fésforo y sin

fertilizacion (Cuadro 9; Fig. 20a).

La mayoria de los tratamientos de irrigacion y fertilizacion no afectaron significativamente
el desarrollo de los HMA del in6culo nativo. En ese sentido solo se observo un incremento
en la colonizacién cuando se irrigd al 85 % de CC y se aplico fertilizacion sin fosforo.
Dicho tratamiento también favorecio significativamente el desarrollo de R. intraradices, sin

embargo su colonizacion se vio mermada cuando se fertilizé al 100% (Fig. 20a).

La fertilizacion y la irrigaciéon no afectaron significativamente el desarrollo del porcentaje
de vesiculas del indculo nativo. En contraste R. intraradices nuevamente desarroll6 mas
vesiculas en el tratamiento con fertilizacion sin fésforo bajo ambos niveles de irrigacion;
ademas, con 45 % de CC la colonizacién de dicha estructura fue estadisticamente similar a

los tratamientos con fertilizacién 100 % y sin fertilizantes (Fig. 20b).

Cuando la irrigacion se mantuvo al 85 % de CC, R. intraradices redujo casi el doble la
colonizacion de arbusculos con respecto al inoculo nativo cuando la férmula de
fertilizacion carecio de fosforo. Ademas, los tratamientos con fertilizacion sin fosforo y sin
fertilizacion no afectaron significativamente el desarrollo de los arbusculos; sin embargo, es
posible observar que R. intraradices obtuvo un promedio de colonizacién mas bajo que el

inéculo nativo (Fig. 20c).

Es importante notar que la presencia de arblsculos fue inversa a la colonizacion total y de
vesiculas cuando se aplicaron fertilizantes (+P y -P) y se irrigd al 85 % de CC (Fig. 20c, d).
También, cuando la mayoria de las plantas estuvieron sometidas a estrés hidrico (45 % de
CC) nuevamente R. intraradices tuvo mayor presencia de arbusculos que el inoculo nativo,
pero el efecto de la irrigacion y la fertilizacion no parece influir en el porcentaje de

colonizacidn de dicha estructura en ambos indculos (Fig. 20c).
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La fertilizacion y la irrigacion no tuvieron efectos sobre el desarrollo del micelio externo
del in6culo nativo, mientras que R. intraradices solo superé al indculo nativo cuando se
fertilizé sin fésforo (Fig. 20b).
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Fig. 20. Efecto de dos niveles de irrigacion y tres tratamientos de fertilizacion mineral en la
colonizacién micorricica de un in6culo nativo y Rhizophagus intraradices. Se muestra el promedio con
barras de error estdndar estimados a partir de una n=5. Los datos fueron analizados con una prueba
de LSD con p<0.05%. a) Colonizacién total; b) Micelio externo; c) Arbusculos; d) Vesiculas. IN=
inéculo Nativo; RI= Rhizophagus intraradices; 85= 85% de CC; 45=45% de CC. 0= sin fertilizacion; -
P= Macro y micro elementos al 100% sin fésforo; +P=Macro y micro elementos al 100%.

En términos generales el analisis de correlacion entre colonizacion micorricica y el peso
seco en el follaje y raices mostraron mucha similitud con respecto a los anteriores ensayos,
en los que se encontr6 que el indculo nativo tuvo mayor nimero de correlaciones negativas

mientras que en R. intraradices predominaron las positivas (Anexo 4).

Solo dos de las 24 correlaciones fueron estadisticamente significativas (p<0.05) y cinco
méas tuvieron valores de p inferiores a 0.1. Es importante mencionar que ambas

correlaciones significativas fueron contrarias a la tendencia general, es decir entre mayor

54



fue la micorrizacion mayor fue la acumulacion de peso seco (Fig. 21; Anexo 4). Una de las
correlaciones significativas se encontré en la parte aérea de las plantas inoculadas con R.
intraradices irrigadas con 85 % de CC y sin fertilizacion; la segunda fue en las raices entre el
peso seco de las raices de las plantas con indculo nativo irrigadas al 85 % de CC y con

fertilizacion sin fosforo (Fig. 21; Anexo 4).

Los tratamientos del in6culo nativo con 45 y 85 % de CC sin fertilizacion tuvieron valores
estadisticamente significativos para p<0.1, ademas, presentaron una correlacion negativa
entre micorrizacion y peso seco en ambas partes de la planta y un coeficiente de correlacion
mayor al 65%. En contraste, el tratamiento del indculo nativo irrigado al 85% de CC y con
fertilizacion sin fosforo desarroll6 estadisticamente el mayor porcentaje de micorrizacion,
ademas, también mostro una relacion peso seco-colonizacion positiva (p= 0.093 y 0.01 para

follaje y raices, respectivamente) (Anexo 4).

Por su parte R. intraradices irrigado al 85 % de CC sin fertilizacién tuvo una relacion
positiva altamente significativa (p<0.01 y R’= 93.7%) entre micorrizacion y peso seco; por
el contrario, el tratamiento con 45% de CC y fertilizacion al 100% obtuvo un relacién
negativa (p<0.1 y R%*= 68%). Hay que resaltar la correlacién negativa también tuvo el
porcentaje de micorrizacion mas bajo (77.8%) con respecto al promedio general (80.6%)
considerando de los tres tratamientos de fertilizacion a 45 % de CC (Anexo 4).
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Fig. 21. Analisis de correlacion entre el porcentaje de colonizacién total y el peso seco parte aérea. Se
mutra en a) Correlacion entre el peso seco de las raices con inéculo nativo irrigadas al 85 % de CC y
con fertilizacion sin fésforo; en b) Correlacion entre el peso seco de la parte aérea de las plantas
inoculadas con R. intraradices irrigadas al 85 % de CC y sin fertilizacion.
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5. DISCUSION

La presente investigacion evaluo el efecto individual y combinado de la fertilizacion
mineral e irrigacion sobre el desarrollo del maiz hibrido y la colonizacion micorricica, asi
como la interaccion entre el porcentaje de los HMA y el desempefio vegetal del maiz. En
general, se encontrd0 que entre mejores son las condiciones de crecimiento hay una
tendencia a incrementar el desarrollo de la de plantas de maiz hibrido NB9. Por su parte, el
desarrollo de los hongos micorricicos arbusculares (HMA) se incrementa cuando hay poca
irrigacion y la fertilizacion carece de fosforo. En la presente seccion se discute por
separado los efectos de la fertilizacion mineral y la irrigacion en el desarrollo de maiz y la

colonizacion micorricica y finalmente se aborda la combinacion de los factores.

Efecto de la irrigacion sobre el desempefio vegetal del maiz

Se encontrd un efecto significativo de la irrigacion sobre el desarrollo vegetativo del maiz.
Se observé en las plantas sometidas a sequia (45 % de CC) algunas de las respuestas
fisioldgicas como el enrollamiento de las hojas, la disminucion de la biomasa, senescencia

de las hojas y sintesis de prolina (Taiz y Zeiger, 2006; Ghannoum, 2009).

La prolina es un aminoacido que puede ser utilizado como indicador de la presencia se
estrés hidrico en las plantas, dado que entre otras funciones puede participar como un
regulador osmético (Ashraf y Foolad, 2007). Si bien el contenido de prolina solo se midi6
en el experimento tres y se encontré mayor prolina en la mayoria de tratamientos a 45 % de
CC, es posible inferir que las plantas del primer experimento bajo la misma irrigacion
también desarrollaron estrés hidrico, ya que si bien, no se midieron atributos fisioldgicos,
las hojas mostraron los sintomas clasicos de estrés hidrico como dismunicién de la
biomasa, enrollamiento y senescencia de las hojas (Fig. 6; Fig. 7) (Taiz y Zeiger, 2006;
Ghannoum, 2009).

Ruiz-Lozano et al., (1995) reportaron que varias especies, entre ellas Glumus intraradices
(ahora Rhizophagus intraradices), tuvieron un efecto significativo en la reduccion de estrés

hidrico medido en términos de acumulacion de biomasa y contenido de prolina en plantas
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de lechuga, aunque determinaron que G. deserticola fue la especie con mayor capacidad
para reducir el estrés hidrico en términos fisiologico. Feng et al., (2002) reportaron que
Glomus mosseae, puede incrementar la concentracion de azlcares en las raices como
respuesta a estrés salino en plantas de maiz, dicha acumulacion podria servir para mantener

la asociacion micorricica y como un regulador osmaético de las raices.

Es clara la tendencia a incrementar el contenido de prolina en las hojas de las plantas con
irrigaciones bajas y con la fertilizacién con fésforo, mientras que algunos tratamientos sin
fertilizacion y con fertilizacion sin fosforo irrigadas al 45 % de CC no siempre sintetizaron
mas prolina que las plantas con irrigacion al 85 % de CC. La biosintesis de la prolina
depende de la fosforilacién del glutamato y diversas relaciones en el cloroplasto, citosol y
mitocondria que requieren energia expresada en ATP, por lo tanto, el fosforo aplicado en
la fertilizacion podria compensar de la necesidad de fosforo para la sintesis de ATP y a su
vez éste estar disponible para la sintesis de prolina (Lehmann, 2010). Lo anterior refuerza la
hipotesis que cuando el fésforo es limitado la planta no sintetice prolina para reducir el
gasto energético, por lo que otros osmoreguladores como la trehalosa, podria ser otro
indicador funcional de la presencia de estrés hidrico en futuras investigaciones donde no se
apligue fertilizacion (Pilon-Smits et al., 1998). No obstante, es importante considerar que el
fésforo es un macronutriente poco mavil y su disponibilidad depende de la concentracion el
calcio, aluminio o hierro, pH del suelo, la humedad del suelo y de su textura (Porta et al.,
2003). Lo anterior sugiere que las coloraciones moradas en las hojas de las plantas irrigadas
al 45 % de CC tuvieron deficiencia de fosforo, aun cuando las plantas fueron micorrizadas,
lo cual refuerza la hipoétesis planteada de que la disponibilidad de fésforo es importante
para la sintesis de prolina.

Efecto de la fertilizacidn sobre el desempefio vegetal del maiz

La aplicacion de fertilizacion en los sistemas de produccion de maiz es una practica
agricola comun para incrementar la productividad del cultivo (Mapes y Mera 2009). En éste
trabajo se comprobd que las plantas fertilizadas tuvieron mayor ganancia de peso seco,
mayor vigor durante el desarrollo y una coloracion verde homogénea de las hojas con

respecto a las plantas que no fueron fertilizadas. En el experimento dos y tres la
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fertilizacion los tratamientos de fertilizacion redujeron los sintomas de deficiencia de
fésforo (coloracion morada en las hojas; Fig. 7, Fig. 13, Fig. 16) observadas en el
experimento uno; los sintomas disminuyeron incluso en los tratamientos con macro y micro
nutrientes sin fosforo. Lo anterior podria ser explicado debido a que la aplicacion de CaCl,
y micronutrientes pudieron neutralizar el pH y por ende solubilizar el fésforo del sustrato a
través del intercambio catidénico. El incremento de los cationes de la formula de
fertilizacion (Ca™, Mg™ y Na* ) pueden intercambiarse con los cationes del fésforo y por

tanto incrementar la disponibilidad de fosfatos para la planta (Porta et al., 2003).

En el experimento integral se observo claramente el fendmeno de “la ley del minimo” de
Liebig (Garate y Bonilla, 2008); encontrandose que las plantas a las que se les aplicé la
dosis de fertilizacion al 100 % fueron las que acumularon la mayor materia seca, seguidas
de las plantas con fertilizacion sin fuente de fésforo y finalmente, las plantas que
acumularon menos biomasa fueron las que no se fertilizaron (Garate y Bonilla 2008).
Ademas las deficiencias de fésforo en las plantas fueron mas notorias cuando se aplico
fertilizacion sin fosforo, lo que sugiere que el desarrollo de las plantas estuvo limitado por

la disponibilidad de dicho elemento.
Diversidad de hongos micorricicos del in6culo nativo

En el in6culo nativo se identificaron 18 morfotipos que fueron clasificados en cuatro
géneros Acaulospora, Glomus, Gigaspora, e Intraespora y de ellos los mas diversos
fueron Acaulospora y Glomus. Es importante considerar que cada morfotipo no
necesariamente corresponde a una especie, puesto que se han reportado que en los
agroecosistemas de México hay una diversidad de 21 especies agrupados en 10 géneros de
los cuales Acaulospora, Gigaspora, Glomus son los mas diversos (Montafio et al., 2012).

La baja diversidad de géneros de HMA encontrados en el inéculo nativo podria ser
explicada por las practicas de manejo agricolas donde se colectd el inéculo, dado que la
parcela normalmente es empleada para la produccion e investigacion de maiz convencional
con aplicacion de insumos de moderados a fuertes (Jansa et al., 2003; Ohel et al., 2003;
Ohel et al., 2004). Una de las préacticas agricolas que tiene el mayor impacto sobre la

diversidad de HMA es la eliminacién de las hierbas (Ramos-Zapata et la., 2012), en ese
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sentido, la agricultura organica permite y fomenta la tolerancia es arvenses como practica

cultural, lo cual tiene un beneficio en la diversidad de HMA nativos (Ryan y Tibbett 2008).

Interaccion de la colonizacion micorricica con el desempefio vegetal

Existen numerosos estudios que demuestran efectos benéficos de los hongos micorricicos
arbusculares (HMA) sobre el control de enfermedades, en la mejora de condiciones
fisiologicas de las plantas bajo condiciones de estrés, en el incremento del rendimiento,
entre otros beneficios (Amerian, 2001; Ruiz-Lozano, 2004; Smith et al.,2004; Robert et
al.,2008). Las tres fases experimentales se observo que los hongos micorricicos pueden
disminuir el crecimiento de las plantas de maiz como lo demuestran los resultados de la
relacion raiz/follaje (parte aérea) en condiciones de sequia y algunos con irrigacion
abundante. Ademas se encontré que el indculo puede potencialmente reducir la biomasa
durante las primeras seis semanas del desarrollo de las plantas. La reduccion de la biomasa
de las plantas con el indculo nativo no implica necesariamente un efecto perjudicial
considerando que las plantas no solo interactdan con los HMA, sino con toda la diversidad
de microorganismos como patdgenos, bacterias y hongos promotores del crecimiento y
agentes de control bioldgicos (Raaijmakers et al., 2009). Por otro lado, todos los
experimentos se realizaron en 42 dias equivalentes a un cuarto del ciclo de vida de las
plantas (180 dias), lo cual no implica necesariamente que la reduccién de la biomasa tenga
un impacto directo en el rendimiento total y calidad del grano.

Existen algunos reportes donde se muestra que los HMA no necesariamente estimulan el
desarrollo de las plantas, por lo que el efecto de los hongos micorricicos depende en gran
medida tanto de la cepa o consorcio de hongos utilizados, sus hospederos, la interaccion
con el ambiente y la compatibilidad funcional entre los HMA vy las plantas (Gavito y
Varela, 1995; Munkvold et al., 2004; van der Heijden et al., 2004). Mickelson y Kaeppler
(2005) sugirieron que el efecto de los HMA puede variar incluso entre cepas de la misma
especie y no tanto del tipo de variedad de maiz o del porcentaje de colonizacion

micorricica.

Una relacion mutualista entre las plantas y los HMA deben tener un beneficio mutuo o al

menos no debe existir un desbalance entre las necesidades de los HMA vy la capacidad
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productiva de las plantas, lo contrario implicaria un cambio en la relacion ecoldgica de
mutualismo a parasitismo (Johnson et al., 1997; Heinz et al., 2006). Con frecuencia el
establecimiento de la simbiosis micorricica implica que los HMA absorban carbono y no
suministren a su hospedero recursos mientras se desarrolla el micelio externo. Ademas, la
cantidad de carbono requerido asi como el tiempo de absorcion depende de cada especie de
hongo y/o cepa asi como de la compatibilidad y resistencia genética de la planta al
establecimiento de la micorriza (Lerat et al., 2003; Heinz et al., 2006). Para considerar que
una relacion entre HMA estudiados y las plantas es parasita 0 mutualista seria necesario
considerar una contexto mas holistico, en el que se evalie no solo la ganancia o reduccion
de la biomasa, sino de mas elementos fisioldgicos, en la salud de las plantas, calidad de los
frutos de las plantas y la capacidad productiva en términos del fruto o propagulos de los
HMA.

Es importante considerar que la mayoria de los estudios se han realizado con cepas de
hongos seleccionadas, aisladas y caracterizadas, lo cual podria no reflejar las funciones que
la diversidad de HMA del suelo realizan y por ende, los efectos reportados en la literatura
pueden diferir en los agroecosistemas. Por otro lado, la mayoria de los experimentos se han
realizado bajo condiciones experimentales controladas tanto para los hongos como para sus
hospederos, es decir, en cdmaras de crecimiento o invernaderos con control de la
temperatura, fotoperiodo, humedad relativa, riegos, ademéas de limitar el acceso de
microorganismos antagonicos. Lo anterior permite un entendimiento general de papel de
los HMA y en base es posible escalar las fronteras de investigacion a condiciones de campo
que permitan mejorar e implementar las técnicas de mejor del suelo y la diversidad de
HMA nativos, de cepas de investigaciébn o cepas comerciales que incrementen la

sustentabilidad de los agroecosistemas (Raaijmakers et al., 2009; Gianinazzi et al., 2010)

Efecto de la irrigacion sobre el desarrollo de HMA

Auge (2000) en su revision sobre el comportamiento de los estomas entre plantas
micorrizadas mencioné que el beneficio de los HMA puede ser variable e incluso las
asociaciones micorricicas pueden tener un efecto negativo en el crecimiento de las plantas.

La acumulacion de prolina en la hoja bandera de las plantas micorrizadas y no micorrizadas
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fue muy similar habiendo fuertes diferencias solo en el las plantas con inoculo nativo bajo
estrés hidrico y hay disponibilidad de fosforo. Lo anterior es consistente con lo encontrado
por Ruiz-Lozano (2004), quien reporté mayor acumulacién de prolina en plantas de soya
(Glycinemax) micorrizadas bajo estrés hidrico, pero con menor concordancia con Pinior et
al. (2005) quienes concluyeron que en plantas de rosa (Rosa hybrida L.) la acumulacion de
prolina dependié de la irrigacion y no de la inoculacion de HMA. Es probable que las
comunidades de HMA del inéculo nativo en el tratamiento con estrés hidrico (45 % de CC)
y con fertilizacion fosforada hayan suministrado a la plantas algunas cantidades de fosforo
y otros nutrientes que permiten hacer el gasto energéetico de ATP para la biosintesis de

prolina (Lehmann, 2012).

Se ha observado en plantas de maiz inoculado con Glomus intraradices, G. mosseae y G.
etunicatum un incremento de la colonizacién micorricica como respuesta a estrés hidrico
(Subramanian et al., 1995; Boomsma y Vyn, 2008). En contraste, se ha reportado un bajo
porcentaje de colonizacion micorricica en algunas especies como Genista hirsuta o
Triticum cultivadas bajo sequia, mientras que mientras que para Lens esculenta y Vicia
faba se registrd un incremento de la colonizacion (Auge, 2001). Lo anterior siguiere que la
colonizacién depende en gran medida también de otros factores como la disponibilidad de

fésforo.

Efecto de la fertilizacion sobre la colonizacién micorricica

La ausencia de contrastes entre los diferentes tratamientos de fosforo sobre la colonizacion
micorricica en el experimento dos puede ser explicado por el contenido de arcillas y fosforo
de suelo (Anexo 1), sin embrago, la aplicacion de calcio y micronutrientes pueden
incrementar la solubilizacién de fdésforo en suelos arcillosos a través del intercambio
catiénico, haciendo disponible cantidades limitadas pero constantes de fosforo (Porta et al.,
2003).

La disponibilidad de fosforo en el suelo es uno de los principales minerales que limitan o
promueven la colonizacion micorricica(Jakobsen et al., 1992; Smith y Read, 2008), lo cual
es consistente con los resultados del experimento tres en el que se encontré que la

fertilizacion afect6 significativamente la colonizacién de HMA,; incrementandose en la
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fertilizacion sin fosforo y con menor porcentaje cuando se aplicaron fosfatos. Se ha
reportado que variedades de maiz poco eficientes en el uso de fosforo y nitrégeno, como la
mayoria de variedades hibridas, establecen mayor simbiosis con los HMA para mejorar su
eficiencia en el uso de dichos minerales (Montafio et al., 2001). Las asociaciones
micorricicas permiten a las plantas incrementar la absorcion de fosforo, por lo que el
incremento en la colonizacion micorricica en las plantas sin fertilizacion es una respuesta
para compensar la falta de fosforo en el crecimiento de las plantas sin comprometer su
desarrollo (Clark y Zeto, 2000).

Interaccidn de la fertilizacion y la irrigacion sobre el desarrollo del maiz hibrido

micorrizado

Se encontrd una relacion inversa entre la irrigacion y la micorrizacion pero positiva con la
acumulacién de materia seca de las plantas, es decir, entre mayor fue la irrigacion menor
fue la colonizacion micorricica y entre menor fue la irrigacion menor fue la produccion de
biomasa seca en raices y parte aérea. Las plantas inoculadas y no inoculadas desarrollaron
mas biomasa cuando se fertiliz6 al 100 % y se irrigd al 85 % de CC, lo cual concuerda con
el patron clasico de crecimiento de las plantas que no tienen limitacion de recursos (Taiz y
Zeiger, 2006; Garate y Bonilla, 2008). Cuando se fertilizo al 100% y se irrigd al 45 % de
CC se observo que las plantas inoculadas y no inoculadas tuvieron estadisticamente la
misma materia seca. Lo anterior sugiere que bajo éstas condiciones, los HMA pueden estar
funcionando como amortiguadores del estrés considerando que con 45 % de irrigacion se

obtuvieron los mayores porcentajes de colonizacion (Osonub, 1994; Ghannoum, 2009).

Los resultados en colonizacion micorricica lo cual sugiere al momento de la cosecha (42
dias después de la siembra), la mayoria de la colonizacion de R. intraradices se encontro
acumulando carbohidratos en las vesiculas y por ende terminado su ciclo de vida
(McGonigle, 1978; Smith y Read, 2008). Por su parte, la diversidad de hongos del indculo
nativo permitio mantener la funcionalidad de la simbiosis micorricica por mayor tiempo, ya
que la actividad de algunas especies de hongos pueden tener tiempos funcionales y de vida
diferentes lo que le permitiria prolongar mas tiempo su funcionalidad expresada en

términos de presencia de arblsculos (McGonigle, 1978). Los resultados concuerdan con
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Gavito y Varela (1995) quienes evaluaron el efecto de diferentes aplicaciones de fosforo en
maiz criollo, dos aislados puros de HMA (Acaulospora bireticulata y Glomus mosseae) y
una poblacion nativa con 14 especies. Encontraron que bajo algunas concentraciones de
fosforo las poblaciones nativas producen una cantidad de biomasa similar o incluso menor

a los aislados.

Se ha observado que cuando la humedad del suelo y el contenido de fosforo son bajos, la
colonizacion micorricica puede incrementarse (Auge, 2003). En contraste, Bolgiano et al.
(1983) dan prioridad al déficit de fosforo como promotor de la colonizacion micorricica
mientras que coloca a la irrigacion como segundo factor, con lo cual los presentes
resultados concuerdan parcialmente, dado que el porcentaje de colonizacion micorricica, las
vesiculas y el micelio externo se favorecen cuando hay déficit de fdosforo, pero la
colonizacion de arbusculos en R. intraradices se vio reducida bajo las mismas condiciones.
Cuando la irrigacién fue al 45 % de CC la colonizacidn de arbusculos no presento efecto de

fertilizacion.

Correlaciones entre nivel de la colonizacion con HMA en raices y desempefio vegetal

en maiz.

En general, R. intraradices tuvo mayor capacidad infectiva que el inoculo nativo, ademas
las pocas relaciones estadisticamente significativas mostraron que el efecto de R.
intraradices podria darse a costa de colonizar al menos el 75 % de las raices que pueden ser
micorrizadas. Aunado a lo anterior, algunos porcentajes de colonizacion del in6culo nativo
fueron muy cercanos al 75 % y también presentaron interaccion positiva, por el contrario
porcentajes inferiores al 75 % de colonizacion muestran tendencias a reducir la biomasa de
las plantas con in6culo nativo y como con R. intraradices. Lo anterior podria sugerir que un
incremento en la colonizacién micorricica promoveria una asociacion positiva entre los
hongos micorricicos arbusculares y el maiz hibrido y con ello probablemente se
compensaria la reduccion del crecimiento observado en las plantas inoculadas. Montafio
(2001), reportd que colonizaciones del 75% para el maiz y 71% para el trigo podrian
compensar la baja eficiencia del uso de fésforo y nitrégeno e incluso mejorar la produccion

total de biomasa, el rendimiento (semilla) y acumulacién de N y P.
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Como se menciond, hacer una apreciacion objetiva del beneficio o perjuicio de los HMA
sobre el cultivo de maiz debe ser necesariamente con base a una amplia reflexién acerca de
todas las funciones ecoldgicas que realizan las micorrizas. Considerando no solo en la
incremento de la biomasa o productividad como paradigma unico, sino también en la
compleja red de interacciones rizosféricas que se establecen en los agroecosistemas asi

como en sus contribuciones al mantenimiento de los suelos (Gianinazzi et al., 2010).

La promocion de porcentajes altos de micorrizacion en los campos de cultivo no solo
pueden alcanzarse a través de la inoculacion de HMA exdgenos, sino también de aplicacion
de practicas culturales adecuadas que favorezcan las condiciones para mantener la
diversidad de HMA nativos adaptados a los sitios de produccion, en pocas palabas, un
manejo adecuado de los suelos y su biodiversidad (Lambert et al., 1980).
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6. CONCLUSIONES

El efecto combinado e individual de la fertilizacion y la irrigacién tienen impactos inversos
en el desarrollo de las comunidades de HMA y las plantas de maiz hibrido cultivadas en
invernadero. La baja irrigacion, que también promueve estrés hidrico, en combinacion con
fertilizacion sin fésforo favorece la colonizacion micorricica, pero merman el desarrollo del
maiz. Por el contrario, la irrigacion abundante en combinacion con fertilizacion completa
promueve el desarrollo de maiz mientras que la colonizacion micorricica se reduce al no

tener necesidad de asignar recursos para mantener la simbiosis.

La irrigacion fue el factor principal de respuesta de las plantas, seguido de la disponibilidad
de nutrientes. Sin embrago, se encontrd un patrén consistente en el efecto combinado de la

fertilizacion y la irrigacidn sobre el desarrollo de los hongos micorricicos.

No fue posible establecer un patron contundente entre la micorrizacion y la produccion de

materia seca.

Las reducciones del crecimiento observadas en el indculo nativo y R. intraradices no
necesariamente implican que las interacciones micorricicas sean de tipo parasitica durante
cierta parte del ciclo de vida de los hongos y el maiz. Las asociaciones micorricicas podrian
compensar otras funciones de la plantas como la proteccidn contra patdgenos, la eficiencia
del uso de nutrientes o mejorando procesos fisiologicos bajo condiciones de estrés hidrico o

falta de nutrientes.

El contenido de prolina en la hoja bandera de las plantas fue un indicador de estrés hidrico
adecuado y se encontrd una fuerte relacion con la irrigacion y la aplicacion de fosforo en

plantas micorrizadas y no micorrizadas.

Se acepta la hipotesis planteada, por lo que la interaccién de la irrigacion y la fertilizacion
si afectan el desarrollo del maiz hibrido y los HMA. A mayor disponibilidad de riego y
fertilizacion mineral con fosforo mejoran es el desempefio vegetal del maiz y pero la

colonizacién de HMA se reduce.
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7. EXPECTATIVAS Y LIMITACIONES

Es necesario mejorar la técnica de aplicacion de fertilizantes, de tal modo que antes de la

siembra el sustrato contenga todos los minerales.

Es necesario evaluar el efecto de la fertilizacion y la irrigacion con plantas micorrizadas y
no micorrizadas pero hasta la obtencion de elote, asi mismo evaluar la calidad del fruto para

tener una perspectiva mas amplia del papel de las micorrizas sobre el desarrollo del maiz.

El presente trabajo da por hecho que las plantas de la fase donde se evalu6 el efecto de la
irrigacion (primera fase) desarrollaron estrés hidrico, sin embargo no se midieron atributos

fisioldgicos que den certeza del estado de las plantas.

Si bien, no es objetivo de la presente investigacion conocer la diversidad de los HMA del
indculo nativo, es necesario ampliar el conocimiento de morfotipos a especies, para poder

hacer posibles atribuciones por grupo taxonémico.

Realizar mediciones especificas de la cantidad de fésforo y nitrégeno en el tejido vegetal
podrian ampliar la discusién en torno a la funcionalidad de los HMA como mejoradores de

la nutricion vegetal bajo diferentes niveles de irrigacion y fertilizacién mineral.
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9.  ANEXOS

Anexo 1. Analisis edafolégico del suelo utilizado
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Anexo 2. Analisis de correlacion entre el porcentaje de colonizacion (eje horizontal) y el peso seco del follaje y raices de maiz hibrido (eje vertical) bajo tres tratamientos
de irrigacién. En cada grafica se muestra el valor de R? y el valor de p de un anélisis de varianza con 0.05 %. Se identifica a los inéculos como: RI= Rhizophagus
intraradices; IN=in6culo nativo y los tratamientos irrigacion con 45=45% de CC, 65=65% de CC y 85=85 % de CC.
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Anexo 3. Analisis de correlacion entre el porcentaje de colonizacion total (eje horizontal) y el peso seco del follaje y raices de maiz hibrido (eje vertical) bajo cuatro
niveles de fertilizacion mineral. En cada gréafica se muestra el valor de R?y el p de un analisis de varianza con un test de LSC 0.05 estimado a partir de una n=6. Rl=
Rhizophagus intraradices; IN=inéculo nativo. 0= sin fertilizacion, 36= 36 mg/fésforo, 72= 72 mg/fésforo, 144= 144 mg/fésforo.
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Anexo 4. Andlisis de correlacion entre el porcentaje de colonizacion total (eje horizontal) y el peso seco del follaje y raices de maiz hibrido (eje vertical) bajo tres
tratamientos de fertilizacion y dos niveles de irrigacion. En cada gréafica se muestra el valor de R?y el P de un anélisis de varianza con 0.05 % estimados a partir de n=5.
RI= Rhizophagus intraradices; IN= inéculo nativo. Niveles de irrigacién: 85= 85% de CC; 45= 45% de CC. Niveles de fertilizacién 0= sin fertilizacién, -P= macroy
micro nutrientes sin fosforo, +P= fertilizacion al 100%.
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