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RESUMEN

Ante los efectos negativos que ocasiona el uso de agroquimicos se buscan alternativas que
disminuyan su impacto y permitan un manejo sustentable de plagas y enfermedades en los
agroecosistemas, manteniendo una buena produccion. El uso de microorganismos benéficos
representa una alternativa para reducir el consumo de fertilizantes y plaguicidas, ademas de
su potencial para disminuir la dependencia de los derivados del petréleo y al mismo tiempo

los costos de operacion, beneficiando al socioecosistema y al medio en el que se desarrolla.

Sin embargo, actualmente el conocimiento sobre las interacciones y el uso adecuado de los
grupos funcionales de microorganismos benéficos es limitado, incrementando el riesgo de
generar un desequilibrio en el ecosistema. En respuesta a ello, este trabajo consistio en el
estudio de los efectos y las interacciones originadas por la combinacion de diferentes
grupos funcionales de microorganismos, tales como hongos micorrizicos arbusculares
(Rhizophagus irregularis-HMA), hongos promotores del crecimiento y antagonistas

(Trichoderma harzianum) y hongos entomopatogenos (Beauveria bassiana).

El estudio se llevd a cabo con maiz cultivado en suelo estéril, fertilizado bajo condiciones
de invernadero. El disefio experimental consistido en la inoculacion de microorganismos
benéficos de manera individual y combinada, previo a sembrar el maiz, divididos en ocho
tratamientos, con distribucion al azar y cinco repeticiones, esto por dos etapas de cosecha.
Se midi6o el desempefio vegetal, porcentaje de colonizacion de R. irregularis y
concentracion de nitrogeno y fosforo en la parte aérea. Los resultados sugieren que la
inoculacién combinada de los tres diferentes grupos funcionales de microorganismos es
posible, ya que contribuyen con el mejoramiento de las variables en mayor o menor medida
dependiendo de su combinaciéon. Ademas de que la inoculacion combinada podria

contribuir con el desarrollo integral del cultivo.

El andlisis estadistico multifactorial (ANOVA) mostré diferencias significativas (P < 0.05)
en los efectos originados por los indculos individuales y combinados de las cepas
comerciales. En el desempefio vegetal la inoculacion combinada de B. bassiana con R.
irregularis o T. harzainum obtuvieron los mayores beneficios en comparacion con los

tratamientos inoculados individualmente. En los tratamientos con presencia de los tres



microorganismos se observo algo similar aunque con menor beneficio. Una de las

interacciones negativas observadas fue la de 7. harzianum con R. irregularis.

Por otra parte la colonizacion de HMA fue beneficiada por su interaccion con el resto de los
microorganismos, lo que incrementd la concentracion de fosforo en presencia de R.
irregularis. Mientras tanto, el nitrogeno fue mayor en los tratamientos inoculados con 7.
harzianum. Cabe destacar que las interacciones y los efectos se modificaron a través del

tiempo.

Con el presente estudio se busca resaltar la importancia de las interacciones entre los
diferentes grupos funcionales de microorganismos rizosféricos en el manejo de la nutricion

y salud de las plantas.

Palabras clave: Microorganismos benéficos, agroecosistemas, control bioldgico, maiz,
promotores de crecimiento, interacciones microbianas, grupos funcionales, Beauveria

bassiana, Rizophagus irregularis, Trichoderma harzianum.



ABSTRACT

Upon the negative effects caused by the use of agrochemicals, alternatives that diminish its
impact and allow for a sustainable handling of pests and diseases in agroecosystems are
searched for, maintaining a good production. The use of beneficial microorganisms
represents an alternative to reduce the consumption of fertilizers and pesticides.
Furthermore, its use can reduce the dependence to oil derivatives and, at the same time,

operation costs, benefiting the socio-ecosystem and the surrounding environment.

Nevertheless, the current knowledge on the correct use of beneficial microorganisms and
the interactions between functional groups is limited, increasing the risk of generating an
imbalance in the ecosystem. In response, this work consisted in the study of the effects and
interactions originated by the combination of different functional groups of
microorganisms, such as arbuscular mycorrhizal fungi (Rhizophagus irregularis - AMF),
growth promoter and antagonistic fungi (Trichoderma harzianum), and entomopathogenic

fungi (Beauveria bassiana).

The study was carried out with maize plants grown in sterile soil and fertilized under
greenhouse conditions. The experimental design consisted in the individual and combined
inoculation of beneficial microorganisms before planting. It was divided into eight
randomly distributed treatments, with five replicates and two harvest dates. Measurements
were taken for plant performance, percentage of colonization of R. irregularis and
concentration of nitrogen and phosphorous in the aerial part of the plant. The results
suggest that the combined inoculation of the three different functional groups of
microorganisms is possible, due to the fact that they contribute with improving the
variables to a greater or lesser extent depending on the combination. Additionally, the

combined inoculation might contribute to the integral development of the crop.

The multifactorial statistical analysis (ANOVA) showed statistical significance (P < 0.05)
in the effects originated by the individual and combined inoculation of the commercial
strains. The combined inoculation of B. bassiana with R. irregularis or T. harzainum
obtained the greater benefits in comparison with the individually inoculated treatments. In

the treatments with the presence of the three microorganisms, a similar benefit was noticed,



although to a lesser extent. One of the negative interactions observed was that of 7.

harzianum with R. irregularis.

Moreover, the colonization of HMA was benefited by its interaction with the rest of the
microorganisms, which contributed to rising concentrations of phosphorous in the presence
of R. irregularis. Meanwhile, nitrogen concentration was higher in the treatments
inoculated with 7. harzianum. It is worth mentioning that the interactions and the effects

were modified through time.

The present study seeks to emphasize the importance of interactions between the different
functional groups of rhizospheric microorganisms in handling the nutrition and health of

plants.

Key words: beneficial microorganisms, agro-ecosystems, biological control, maize, growth
promoters, microbian interactions, functional groups, Beauveria bassiana, Rizophagus

irregularis, Trichoderma harzianum.



1. INTRODUCCION

Durante muchos afos el ser humano se ha beneficiado por los grandes avances originados a
partir de la revolucion verde, obteniendo una mayor produccion en los cultivos y
aumentando la rentabilidad del campo agricola. Lo anterior, mediante la mecanizacion, el
desarrollo de especies mejoradas altamente productivas y resistentes a los factores
biofisicos, ademas de un buen control de plagas y fertilizacion con productos quimicos
(Gliessman, 2002). Uno de los cultivos que se ha beneficiado ampliamente por la
aplicacion de estas practicas de manejo ha sido el maiz, el cual es una de las principales

fuentes de carbohidratos para las familias mexicanas (Arambula et al., 2004).

La produccién de maiz como muchos de los cultivos agricolas actuales, requiere de una
gran cantidad de insumos, tales como fertilizantes y plaguicidas, los cuales son producidos
a partir de derivados del petroleo, uno de los recursos finitos del planeta. Se cree que el
consumo de agroquimicos continuard en aumento al igual que la productividad agricola,
por lo que el panorama a largo plazo es totalmente incierto (FAOa, 2015; Gavi, 2013;
OCDE, 2011). Adicionalmente, se sabe que el uso de agroquimicos puede contribuir con la
alteracion de los ciclos de nutrientes, la pérdida de biodiversidad, el deterioro del suelo
agricola, la contaminacion de mantos acuiferos, aumento en la vulnerabilidad ante
amenazas externas, entre muchas otras desventajas directas e indirectas que impactan a los

socioecosistemas (HLPE, 2012; Lopez-Geta et al., 1992; Norse, 2003).

Ante los riesgos existentes, se buscan alternativas que reduzcan el impacto negativo de las
practicas agricolas convencionales, manteniendo una buena productividad agricola. Una de
estas opciones es el uso de microorganismos benéficos, que pueden contribuir con el
desarrollo vegetal de las plantas, la proteccidon contra patdgenos y una mayor resistencia al
estrés, todo esto disminuyendo los efectos negativos en el ecosistema (Garcia-Nufiez, 2010;
Gliessman, 2002; Lecuona et al., 1996). No obstante, el conocimiento se encuentra
sectorizado y especializado, ya que en la mayor parte de las investigaciones se estudian los
beneficios individuales de cada uno de los microorganismos, sin tomar en cuenta su

desarrollo dentro de sistemas complejos llenos de interacciones (Garcia-Nuiez, 2010). La



falta de informacion sobre las interacciones entre los diferentes grupos funcionales de
microorganismos aumenta el riesgo de hacer un mal uso de esta alternativa (Barocio-
Hernandez, 2014; Zimmermann, 2007; Zitlalpopoca, 2015). Por tal razén es importante
determinar el cardcter de las interacciones entre los diferentes grupos funcionales de
microorganismos y al mismo tiempo establecer cuales son sus efectos en los cultivos, para
asi mejorar su uso y evitar posibles efectos negativos. Por lo que en la presente
investigacion se busca ampliar el conocimiento sobre el tema, ademéds de promover

investigaciones futuras que incluyan el impacto social y econdomico de su aplicacion.

Para lograr lo anterior, se realizd un experimento en invernadero bajo condiciones
controladas, en el cual se cultivaron semillas de maiz hibrido NB9 en presencia de
diferentes grupos funcionales de microbios beneficos, tales como B. bassiana, T.
harzianum y R. irregularis. Se determind su interaccidn mediante los efectos reflejados en

la colonizacidon micorrizica de la raiz y en el desarrollo y nutricion vegetal del maiz.



2. ANTECEDENTES

2.1 Zea mays L.

Zea mays L., comunmente conocido como maiz, cuyo nombre tiene origen en el lenguaje
caribefio de la isla de Haiti, en donde era llamado por los nativos “Mahiz” (Reyes, 1990).
Dentro de la cosmovision prehispanica esta planta ha representado el componente
indispensable para engendrar la vida, ademés de ser uno de los principales cultivos que
impulsaron el desarrollo econdémico, social, cultural y religioso de las poblaciones
mesoamericanas hasta la actualidad (FAO e IPGRI, 2001; Novara & Neumann, 2012).
Recientemente el consumo de maiz continua siendo de vital importancia alrededor del
mundo, ocupando el tercer puesto en la produccion de cereales, solo por debajo del trigo y

el arroz (Aydinsarkir et al., 2013).

Este importante cereal perteneciente a la familia Poaceae, es la tnica especie del género
Zea que es cultivada para el consumo humano, ya que cuenta con un alto contenido de
carbohidratos y una ruta fotosintética C4 que hace que su produccion sea rapida, elevada y
continua (Paliwal RL & Granados G., 2015). Factores que al ser ligados con su gran
historial de domesticacion, hacen de este un cereal con excelentes cualidades para ser

cultivado en la mayoria de los suelos, climas y altitudes (Salazar & Godinez, 2010).

Segun los vestigios arqueologicos encontrados en el valle de Tehuacan, Puebla, la
domesticacion de esta Gramineae data de mas de 7 mil afios, poniendo a México en el
primer lugar de la lista de los centros de origen y domesticacion de esta especie. La cual se
ha transformado y ha atravesado un gran camino de manejo y fitomejoramiento (Salazar &
Godinez, 2010). Se han reportado 436 razas de maiz en el continente americano, de las
cuales la mayor diversidad se encuentra en México con 56 razas y mas de 200 variedades

(Goodman M N & L W Brown, 1988; Mera, 2009).

Muchas de las razas encontradas en México han formado parte del germoplasma para el
desarrollo de variedades hibridas, que buscan aumentar el rendimiento, la adaptabilidad y la

resistencia a las enfermedades y plagas (Sdnchez & Goodman, 1992). Ejemplo de esto es el
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maiz hibrido NB9 de la empresa Novasem®, cuya caracteristica principal es una mayor
tolerancia a condiciones de estrés hidrico y una buena adaptacién a la zona del Bajio

Mexicano y la Ciénega Occidente (Novasem, 2015).
2.1.1 Contexto actual de la produccion del maiz

Segun la base de datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (2014),
México tuvo una produccion de 23.3 millones de toneladas de maiz, con un valor
aproximado de 72.5 millones de pesos mexicanos en el afio 2014. Mientras que en 2015 se
estima que la produccion fue de 23.5 millones de toneladas, colocando a nuestro pais en
competencia por la sexta posicion de los diez principales paises productores de este cereal
en el mundo (Produccion Mundial Maiz, 2015). Sin embargo, hasta hace 5 afios México se
ubicaba en el cuarto lugar, solo después de Brasil, situacion que podria indicar un posible

conflicto en el desarrollo agricola del pais.

La poblacién mexicana tiene al maiz como base de su alimentacion, ademas de ser una
importante materia prima para el sector agropecuario e industrial, por lo que México se ve
en la necesidad de importar entre ocho y diez millones de toneladas anualmente. Lo que
corresponde a casi la mitad de su produccion, cuestion que lo debilita ante cualquier
variacion del mercado (SIAP-SAGARPA, 2014). El aumento de la variacion entre el
volumen de produccidn, su importacién y el rendimiento continuard aumentando con el
paso del tiempo, pudiendo incrementar los efectos negativos en la economia e impactar en

el equilibrio de los ecosistemas por la constante presion de las practicas de manejo actuales
(Fig.1).
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Fig. 1 Volumen de produccion, importaciones y rendimiento del maiz en México



Al no ser un pais autosuficiente y tener una poblacién que se duplicara en los proximos 39
afios (INEGI, 2010), México se ve en la necesidad de aumentar su area productiva y al
mismo tiempo generar nuevos mecanismos de produccién que le permitan atender las
necesidades basicas de un pais en constante desarrollo y crecimiento. Teniendo como reto
principal para el 2050 aumentar en 10% las tierras cultivables (2000AGRO, 2014). Dicha
expansion requiere de un manejo integral que permita mantener el equilibro de los

agroecosistemas.
2.2 Uso de agroquimicos

Ante la necesidad de aumentar la produccién de alimentos por el constante crecimiento
poblacional y de los mercados internacionales, fue como se volvid prioritaria la busqueda
de técnicas y nuevos insumos que permitieran que los sistemas agricolas fueran mas
productivos y eficientes. Los esfuerzos més representativos de la época pasada y que alin se
siguen desarrollando, fueron los derivados de la llamada revolucion verde. En donde el
mejoramiento de las especies, la mecanizacion de las practicas agricolas, el uso de
agroquimicos para la fertilizacion y el control quimico de plagas, generaron una de las mas

grandes alzas en la productividad agricola en la historia del ser humano (Gliessman, 2002).

México ha sido un pais ampliamente apoyado durante esta revolucidon, debido a la
importancia y gran diversidad de sus especies agricolas. Actualmente los paquetes
tecnologicos (agroquimicos, semilla y la mecanizacién) han modificado en gran medida la
estructura agricola y rural, haciendo que dia a dia la dependencia de estos insumos se
incremente ante la rentabilidad econdmica y productiva que estos generan (Gliessman,

2002).

Hasta el 2013, la utilizaciéon promedio mundial de fertilizantes fue de 120 kilogramos de
fertilizante por hectarea de tierras cultivadas, posicionando a México muy por debajo de
este consumo con 78 kg/ha (Banco Mundial, 2013). En cuanto a herbicidas, plaguicidas,
fungicidas y bactericidas en México se usaron alrededor de 111 mil toneladas de estos
agroquimicos en 2013 (FAOSTAT, 2013). Se prevé que en los proximos afios el consumo
mundial de estos insumos aumente en un 1.8%, esto a la par de la produccion agricola

(FAOa, 2015). El aumento en el consumo de estos agroquimicos es alentador para las



empresas productoras, sin embargo, para los paises que importan la mayor cantidad de sus
insumos tal es el caso de México, sus problemas de dependencia y su debilidad frente a las

fluctuaciones del mercado podrian aumentar de la misma manera (Romero, 2013).
2.2.1 Principales problemas derivados del uso de agroquimicos

Actualmente la produccion de agroquimicos es totalmente industrializada, lo que permite
obtener grandes cantidades de producto a costos relativamente bajos, con la expectativa de
un mercado en constante crecimiento. Sin embargo, al ser derivados del petroleo y fuentes
minerales no renovables su futuro es totalmente incierto e inestable (Gavi, 2013; OCDE,

2011)

La efectividad de estos productos a corto plazo esta altamente probada, sin embargo
contempla muy poco las implicaciones futuras en el medio ambiente. El cual se mantiene
gracias a procesos naturales que al ser alterados degradan la calidad del sistema,

provocando su progresiva pérdida (Gliessman, 2002).

Los agroquimicos pueden alterar los ciclos del nitrogeno, fosforo y azufre, ya que estos
solo son aprovechados entre un 30 y 45%. El resto se pierde mediante procesos de
lixiviacion y volatilizacion, provocando que la agregacion de estos insumos supere a la

fijacion de nutrientes (Norse, 2003).

Algo similar sucede con los plaguicidas, los cuales tienen 1% de efectividad contra los
blancos (plagas), mientras que alrededor del 55% es retenido por el suelo y follaje, y el
resto se pierde (Brady & Weil, 1996). Aunado a su reducida eficiencia, se encuentra el mal
manejo de los residuos, la pobre legislacion y la falta de informacion dentro de sus

usuarios, lo que puede generar episodios criticos de contaminacion.

La volatilizacion y lixiviacion de estos insumos origina su movilizacion, causando
eutrofizacion, contaminacion de cuerpos de agua, lluvia acida y la contribucion de hasta el
2% de las emisiones de CO, y su equivalente a la atmosfera (HLPE, 2012; Lopez-Geta et
al., 1992). Estos son solo algunos de los problemas mas comunmente conocidos, de los
cuales se pueden derivar implicaciones negativas en la red trofica del ecosistema,

problemas en la salud humana, perdida de cultivos, entre otros (Karam-Quifiones, 2002).
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La biodiversidad se encuentra de igual forma envuelta en esta telarafia de problemas, ya
que se ve amenazada por los plaguicidas que arrasan de manera indiscriminada tanto con
los componentes negativos como con los positivos para el cultivo. Situacién que abre la
oportunidad para la intromision de nuevas plagas o aumenta la resistencia de estas a los
plaguicidas, lo que orilla a los agricultores a comprar nuevos y mas efectivos agrotdxicos,
continuando con el aumento de la dependencia (Gliessman, 2002). Actualmente el 75% de
la diversidad genética de los cultivos se ha perdido y el restante se encuentra bajo amenaza

(Thomas et al., 2004).
Otros de los puntos a considerar dentro de la problematica de los agroquimicos son:

¢ No incluyen las externalidades ambientales (Pretty et al., 2001)
% Es dificil y complejo hacer un uso eficiente de los fertilizantes (Goulding, 2000)

¢ El suelo es un recurso no renovable que se degrada por las malas practicas agricolas

(Norse, 2003).

A partir de problematicas como estas surge la necesidad de buscar alternativas para
mantener la vida como la conocemos. Dando origen a grupos cuyos objetivos se centran en
generar sistemas agricolas econdomicamente viables, altamente productivos 'y
ambientalmente adecuados, bajo principios ecoldgicos que soporten el disefio y manejo de

los ecosistemas agricolas (agroecosistemas) (Gliessman, 2002).
2.3 Microorganismos benéficos y su multifuncionalidad en el agroecosistema

Los agroecosistemas son los ecosistemas sometidos a continuas modificaciones bioticas y
abioticas para la produccion de alimentos para el consumo y manejo humano (Gliessman,
2002). Dentro de ellos existen diversos mecanismos bidticos encargados de regular su
funcionamiento, tales como relaciones de parasitismo, competencia y simbiosis, entre otras.
Suceso comunmente observado en comunidades con una gran biodiversidad (Alexander,
1971). Una de estas comunidades se encuentra en la rizdsfera, la cual corresponde a la

unidad de suelo circundante a las raices de las plantas (Sarabia-Ochoa, 2012).
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Los suelos agricolas son depositarios de un sin nimero de interacciones, las cuales se dan
entre los microorganismos del primer horizonte y de manera mas activa en la rizosfera de la
planta. En este subsistema agricola podemos encontrar microorganismos como nematodos,
bacterias y hongos (Garcia-Nufiez, 2010). Microorganismos cuyas interacciones pueden ser
directas o indirectas, de caracter negativo o positivo. Por lo tanto, su efecto depende de las
habilidades para desarrollarse junto con los componentes de su entorno. Algunas
interacciones son mutualistas (sinergia) en donde dos o mas organismos se desarrollan en
conjunto y al mismo tiempo se benefician, otras interacciones son benéficas para uno y
neutras para el otro (comensalismo). De manera negativa se encuentra el antagonismo,
parasitismo y competencia por recursos o espacio (Barocio-Hernandez, 2014; Martinez-

Medina et al., 2010; Zimmermann, 2007).

Las interacciones en la rizosfera contribuyen con el mantenimiento de la estructura del
suelo y los ciclos de nutrientes, regulando la materia organica y los procesos hidricos.
También funcionan como antagonistas y controladores de agentes externos, efecto que se
da como un beneficio derivado de la simbiosis planta-microorganismo (FAO, 2015). Sin
embargo, no todos los microorganismos son benéficos para el cultivo, por lo que contar con
un conocimiento amplio de su comportamiento y sus interacciones con su entorno, podria
contribuir en mejorar la forma en la que manejamos los agroecosistemas, usando estos
componentes bidticos como alternativas al uso de agroquimicos (Garcia-De Salamone,

2011).

Existen diversos microorganismos con potencial benéfico para los cultivos, sin embargo no
todos estos cuentan con la posibilidad de ser producidos de forma masiva. Por lo cual, para
generar cepas comercialmente viables es necesario que los costos de produccion sean bajos,
con medios simples y que los microorganismos tengan un desarrollo répido, con una
produccion alta de esporas y una buena tolerancia al almacenamiento, todo esto sin afectar

su funcionalidad y viabilidad (Feng et al., 1994; Garcia-De Salamone, 2011).

Los hongos cuentan con una alta diversidad, amplia distribucion y una buena abundancia,
por lo que han sido un importante objeto de estudio. Su papel en la rizosfera destaca
principalmente por sus cualidades como promotores del crecimiento, antagonistas,

biofungicidas y entomopatdgenos. Siendo este ultimo grupo uno de los méas estudiados, con
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un poco mas de 700 especies que se encuentran dentro de 100 géneros (Garcia-Nufiez,

2010; Lecuona et al., 1996).

Los hongos entomopatdgenos son usados para el control bioldgico de diversas plagas de
artropodos en los cultivos, desde insectos voladores del orden Diptera y Lepidoptera
(moscas y palomillas) hasta insectos chupadores y coledpteros (escarabajos), entre otros. Su
principal mecanismo de infeccion es mediante la produccion de esporas, las cuales al
germinar se propagan en el insecto o generan compuestos toxicos que terminan por causar
la muerte del insecto blanco (Barocio-Hernandez, 2014). Por ejemplo, el lepidoptero del
género Spodoptera se puede controlar con el entomopatogeno Beauveria bassiana. Este
hongo produce enzimas extracelulares que degradan la cuticula del insecto, permitiendo su
propagacion en el interior, al mismo tiempo que produce toxinas (beauvericina y/o
bassianolida) que ocasionan el deceso del lepidoptero (Petlamul & Prasertsan, 2012;

Zimmermann, 2007).

Muchos otros hongos cuentan con habilidades antagonicas que les permiten ser fuertes
competidores por espacio y nutrientes, ademas de tener habilidades antibidticas y de
micoparasitar organismos por medio de enzimas y metabolitos secundarios. Tal es el caso
del hongo Trichoderma harzianum, que ademas de controlar patdogenos como el hongo
Rhizoctonia solani, genera sinergismos con la planta en donde se producen compuestos que
promueven el crecimiento vegetal (Martinez et al., 2008; Scherm et al., 2008; Tovar-

Castafio, 2008).

Otros promotores del crecimiento son los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA),
simbiontes obligados de la mayoria de las plantas, que facilitan la absorcion de nutrientes,
aumenta su zona radical, ademas de brindar mayor resistencia ante sequias y hongos
patégenos como Fusarium, Pythium, Phytophtora y Rhizoctonia (Alarcon et al., 2004;
Lopez-Carmona, 2013).

2.4 Interaccion entre grupos funcionales de microorganismos

En la actualidad existen diversas investigaciones que han buscado aumentar el
conocimiento de las interacciones entre los diversos microorganismos benéficos del suelo

para su aprovechamiento. Sin embargo, ain hace falta informacidon que contribuya con la
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comprension de su funcionamiento y de las interacciones entre los diferentes grupos

funcionales de microorganismos benéficos.

Investigaciones como la de Martinez-Medina et al. (2011), muestran que el hongo
antagonista y biofungicida 7. harzianum en interaccion con promotores del crecimiento del
género Glomus pueden contribuir de manera significativa en la relacion tallo/raiz de las
plantas de melon. Su coinoculacion dio lugar a una incidencia mucho menor de las
enfermedades causadas por el hongo patdégeno Fusarium oxysporum. El control bioldgico
se dio a partir de la modificacion del perfil hormonal de la planta por parte de los dos
microorganismos y no solo por las capacidades antagoénicas de 7. harzianum. Por otro lado
se tienen datos de que en plantas de maiz, las poblaciones, las capacidades antagonicas y
promotoras del crecimiento de 7. harzianum disminuyen en presencia de HMA (Mar-

Véazquez et al., 2000).

En otro estudio realizado por Krauss et al. (2004), se busco conocer el tipo de interaccion
entre entomopatogenos y micoparasitos, dentro de los cuales se encuentran B. bassiana 'y T.
harzianum, microorganismos que segun este estudio al interactuar no se ven afectados uno
al otro, por lo que su aplicaciéon conjunta no afecta sus caracteristicas funcionales. Sin
embargo, en estudios in vitro mas recientes se sugiere que la aplicacion combinada de 7.
harzianum con B. bassiana no es viable, debido a que las habilidades antagonistas de

Trichoderma generan una fuerte competencia por espacio y nutrientes (Barocio-Hernandez,

2014).

Estas habilidades antagdnicas pueden causar un desequilibrio microbiologico en los suelos
si no son manejadas correctamente, y de igual forma puede suceder con las caracteristicas
funcionales de los entomopatogenos y los promotores del crecimiento (Borrero & Silva,

2005).

De aqui la importancia de investigar mas a fondo las interacciones entre los
microorganismos del suelo utilizados para diversos fines agricolas y de esta manera hacer
un uso correcto de sus caracteristicas sin comprometer los procesos biogeoquimicos del

agroecosistema.
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2.5 Caracteristicas generales de los hongos estudiados

Existen numerosas especies de hongos benéficos utilizados como alternativa a las practicas
convencionales de la agricultura, cada uno de estos se ubica en un grupo taxondmico y
funcional que determina muchas de sus habilidades y su papel dentro del agroecosistema.
En el caso de muchos de los hongos entomopatéogenos, antagonistas y algunos promotores
del crecimiento se encuentran dentro de la division Ascomycota, mientras que otros como
los HMA se localizan dentro de la division Glomeromycota (Hibbett et.al., 2007;
McLaughlin et al., 2009).

La identificacion de los microorganismos benéficos se puede realizar a partir de su
caracterizacion morfologica o de su andlisis filogenético de ADN. Con la primera se
observan facilmente estructuras como el micelio (hifas), conidios, conidioforos, arbusculos
y vesiculas, ademds de su coloracion, esporulacion, crecimiento y su diferencia con otros
hongos. Mientras que con el andlisis filogenético del ADN se busca las diferencias en la
estructura del ADN, permitiendo identificar de manera mas detallada los taxones y linajes

correspondientes de cada microorganismo (Berlanga-Padilla, 2006; Lopez-Carmona, 2013).
Las principales estructuras morfoldgicas son:

e Hifa- Estructura vegetativa filamentosa cilindrica, caracteristica de algunos hongos;
puede ser septada o cenocitica.

e (Conididforo-Hifa simple o ramificada que sustenta conidios a diferencia de las
somaticas. Se generan en las células conididgenas, las cuales pueden disponerse de
diversas maneras.

e (Conidio- Espora asexual inmovil formada en el 4pice o a un lado de la célula
esporogena especializada, se puede generar a partir de células hifales preexistentes o
células conididgenas o esporogenas. Se encuentran regularmente en hongos de las
divisiones Zygomycetes, Ascomycetes y algunos Basidiomycetes.

e Arbusculos- Nombre dado al conjunto de hifas en forma de arbol, caracteristica de

los HMA. Es la estructura tipica de la simbiosis entre la planta y el hongo.
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e Vesiculas- Tiene forma ovalada o esférica; puede formarse dentro o fuera de las
células radicales y funciona como almacén de nutrientes. Se encuentran presente en

los HMA.

2.5.1 Rhizophagus irregularis

Es un HMA que pertenece al Phylum Glomeromycota, que se caracteriza por no tener
reproduccion sexual conocida y estar obligado a generar simbiosis para su establecimiento.
Simbiosis que se hace presente aproximadamente en el 90% de las plantas terrestres y 80%

de las plantas vasculares (Brundrett, 2009; Smith & Read 2008).

Esta especie anteriormente conocida como Glomus intraradices o Rhizophagus
intraradices, fue reclasificada en 2010 por SchiiBler A & Walker, C., gracias al analisis de
ADN. Su estructura funcional estd compuesta por hifas, arbusculos, vesiculas, micelio
externo y ovillos. Estas estructuras estan localizadas de manera intracelular y externa a las

raices de la planta hospedera (Smith & Read, 2008).

Su ciclo de vida se divide en dos etapas, la primera corresponde a la fase asimbidtica en la
que se germinan los propagulos del sustrato al estar en contacto con la raiz de la planta,
para que después las estructuras hifales se den paso por el cortex sin dafiar la célula,

logrando asi el establecimiento inicial del HMA.

La segunda fase es en la que se culmina el establecimiento de las estructuras micorrizicas
(arbusculos, hifas, vesiculas), las cuales permiten el intercambio de nutrientes minerales y
algunos otros efectos positivos con la planta a cambio de compuestos carbonados derivados
de la fotosintesis. Al término del ciclo, la formacion de nuevos propagulos y esporas se

reactiva (Fig. 2) (Requena et al., 2007).
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{

Formacion de nuevos propagulos
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Contacto HMA/Planta y formacion de apresorio

7 Exploracion de micelio extraradical

Desarrollo de hifas, vesiculas v arbasculos

Fase Simbiotica

Fig. 2 Ciclo de vida de los hongos micorrizicos arbusculares, modificado de Requena

et al., 2007
Algunas de las caracteristicas funcionales de este microorganismo, son:

e Promocion del crecimiento y mayor resistencia a condiciones de estrés.
e Proteccion de las raices contra patogenos.

e Aumento en la solubilizacion y absorcidon de nutrientes minerales.

e Mejoramiento del sustrato.

e Aumento en la asimilacion de CO,.

e (Cambio en la bioquimica e inmovilizacion de metales pesados.

Ejemplo de estas funciones es la generacion de micelio externo, lo que permite explorar un
mayor volumen del sustrato que combinado con sus enzimas contribuye al transporte y
solubilizacion de los nutrientes. Lo anterior mejora el intercambio entre huésped y
hospedero, aumenta la colonizacion y contribuye con el aumento en la resistencia al estrés
hidrico (Bolan, 1991; Boomsma & Vyn, 2008). Por otro lado, también puede modificar el
perfil hormonal, permitiéndole asi generar defensas contra patégenos como Fusarium
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(Martinez-Medina et al., 2011). Ejemplos individuales como estos existen muchos, por lo
que adentrarse cada vez mas en su entendimiento contribuye al mejoramiento en su

utilizacion comercial dentro del agroecosistema.

2.5.2 Trichoderma spp.

Este género se encuentra dentro de la Division: Ascomycota, Clase: Sordariomycetes,
Orden: Hypocreales, Familia: Hypocreaceae. Se caracteriza por no presentar un estado
sexual determinado (Raya-Hernandez, 2015). Ademas de ser un hongo sapréfito que se
alimenta de la materia organica del suelo, habita en el interior de las raices de las plantas
como endodfito, de esta manera confiere beneficios tales como la promocion del crecimiento

vegetal y control de patdgenos (Foty, 2007; Garcia-Nuiiez, 2010).

Es un hongo anaerobio facultativo, con una gran plasticidad ecoldgica que le permite
desarrollarse en todos los ambientes y latitudes. Es capaz de sobreponerse a las
adversidades del medio, gracias a su gran capacidad enzimdtica para degradar la materia

organica, crecer y establecerse (Garcia-Nuifiez, 2010).

Actualmente este género es objeto de interés para la industria y la agricultura, por lo que la
produccion comercial de sus diferentes especies ha venido en aumento. Algunas especies
comerciales son 7. harzianum, T. lignorum var. narcissi y T. narcissi. Sus funciones se
centran en el antagonismo, produccion de metabolitos secundarios, promocion del
crecimiento, antibiosis, micoparasitismo y en la industria el aprovechamiento de sus
enzimas para la produccion de productos de consumo humano (Farr & Rossman, 2006;

Gashe, 1992; Infante et al., 2009).

Las hifas forman redes que se esparcen rdpidamente. Su identificacion se puede realizar
mediante la observacion morfologica de conididforos cortos y ramificados en forma
piramidal con terminacion en fidlides, lugar en donde se generan los conidios (esporas
asexuales). Los conidios son importantes para la identificacion a nivel de especie. Muchas
de ellos presentan clamidosporas, que son estructuras de sobrevivencia que permiten al
hongo contar con una mayor tolerancia a condiciones ambientales adversas. De manera

general en este género podemos encontrar tres tipos de propagulos: hifas, clamidosporas y
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conidios, ademas de conidioforos y estructuras fidlides (Fig. 3) (Bailey & Scott, 2004;
Infante et al., 2009).

Fidlide Conidios

Conidioforo

Fig.3 Conidios y conidiéforos de Trichoderma spp (Barocio-Hernandez, 2014)

Una de las caracteristicas visuales del género son sus colonias algodonosas, que cubren
todo a su paso, con aspecto a un césped difuso y granulado. Con colores que van desde el
verde oscuro hasta tonos mas amarillentos que en su periferia tienen mantos blanquecinos

(Bailey & Scott, 2004).

Su funcionalidad ha sido comprobada repetidas veces. Por ejemplo, en el control biologico
de enfermedades, sus habilidades antagdnicas pueden tener efectos como biocontrolador de
Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Colletotrichum, Pythium y Fusarium, entre otros
(Gonzalez et al., 2002). Mediante la descomposicion de la materia organica y el aumento de
sus poblaciones, especies como 7. harzianum aumentan la disponibilidad de nutrientes para
la planta y brindan metabolitos secundarios como auxinas, giberelinas y citoquininas que
estimulan el crecimiento del hospedero (Cubillos-Hinojosa & Valero, 2009; Godes, 2007;
Howell, 2003). Habilidades que le confieren una gran importancia econdémica y biologica

para las actividades humanas.

2.5.3 Beauveria bassiana

Es una especie de hongo entomopatogeno perteneciente a la Division: Ascomycota, Clase:
Sordariomycetes, Orden: Hypocreales, Familia: Clavicipitaceae (Sung et.al,, 2007). El
género se caracteriza por formar conididéforos simples e irregulares que culminan en
vértices con forma de racimos, ademds de tener una apariencia polvosa de color

blanquecino o amarillento con textura algodonosa (Ferron, 1981; Humber, 1997).
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Su historia se remonta al afio de 1835 en el que por primera vez Agostino Bassi di Lodi
observo la enfermedad muscardina en el cuerpo de gusanos de seda (Bombyx mori). Por lo

que en su honor se le dio el nombre del entomdélogo italiano (Zimmermann, 2007)

B. bassiana no tiene ciclo sexual y forma conidios globosos o subglobosos, con
conididforos formados en racimos compactos. Este entomopatdogeno cuenta con una amplia
distribucion mundial (Humber, 1997). Dentro de su funcionalidad como agente de control
bioldgico resalta su habilidad de producir metabolitos secundarios como beauvericina,
bassianina, bassianolida, beauverolidas, tenellina, oosporeina, entre otros. Estos
corresponden a toxinas, inhibidores, antibioticos, antivirales, solubilizadores de cuticula y

enzimas, entre otros (Zimmermann, 2007).

Sus mecanismos de infeccion se centran en la union de los conidios con la cuticula del
insecto, los cuales germinan una vez que se encuentran en condiciones de humedad
propicias para su desarrollo. Crecen los tubos germinativos, los cuales penetran la cuticula
del insecto gracias a las enzimas que degradan las proteinas, quitinas y lipidos de esta,
invadiendo al hospedero, el cual muere por la invasion de sus Organos vitales o por la
intoxicaciéon producida por los metabolitos secundarios de este hongo (Fig. 4) (Rosas

Garcia, 1999; Zimmermann, 2007).

o P————

Picudo del tabaco infectado. Conidioforos y conidios.

Fig. 4 Infeccién producida por B. bassiana sobre Picudo del tabaco (Trichobaris spp.)
y su estructura microscopica (Barocio-Hernandez, 2014).
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3. HIPOTESIS

Existen interacciones entre los diferentes grupos funcionales de microorganismos benéficos
asociados a la rizosfera en plantas de maiz. Dichas interacciones afectan de diferente
manera el desarrollo vegetal, la concentracion de nutrientes y la colonizaciéon micorrizica

de la rizésfera.

4. OBJETIVOS

Explorar los tipos de interaccion entre los diferentes grupos funcionales de
microorganismos benéficos de la rizosfera, a través del estudio de las interacciones entre
cepas comerciales de hongos micorrizicos arbusculares (Rhizophagus irregularis),
promotores del crecimiento y antagonistas (7richoderma harzianum) y hongos

entomopatogenos (Beauveria bassiana) en plantas de maiz en condiciones de invernadero.

Objetivos especificos
e Evaluar el efecto de la aplicacion combinada de 7. harzianum, R. irregularis y B.
bassiana sobre el desempefo vegetal y concentracion de nutrientes (nitrégeno y
fosforo).
e Cuantificar el porcentaje de colonizacion micorrizica de R. irregularis en plantas de
maiz.

e Establecer el tipo de interacciones entre 7. harzianum, R. irregularis y B. bassiana.

21



5. METODOLOGIA

5.1 Material biolégico

Para esta investigacion se usé maiz hibrido NB9 de una empresa comercial, variedad
productora de maiz blanco recomendada para la zona del Bajio. Sus plantas pueden
alcanzar los 2.7 m, con un tiempo de floracion y cosecha de 80 y 185 dias, respectivamente.
Su caracteristica principal es una mayor tolerancia a la sequia. Dicha variedad fue
seleccionada para reducir el efecto del genotipo y contar con una mayor homogeneidad

entre los individuos.

Los microorganismos benéficos utilizados corresponden a tres grupos funcionales de

hongos, estos fueron:

o R irregularis (HMA)

o T harzianum (Hongo Antagonista)

e B bassiana (Hongo Entomopatdgeno)
Los microorganismos fueron proporcionados por una empresa local en presentaciones de
500 g, formulados en polvo (7. harzianum y B.bassiana) y en sustrato pre inoculado (R.
irregularis). Insumos manejados por el laboratorio de Agroecologia del Instituto de

Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad (IIES) de la UNAM campus Morelia.
5.2 Pruebas preliminares de calidad en los productos

T. harzianum y B. bassiana fueron sometidos a evaluaciones de calidad, para asegurar que
se encontraran en condiciones Optimas en cuanto a su viabilidad, densidad y pureza.
Mientras que para el inoculo de R. irregularis se confid en el andlisis de calidad de su
empresa productora, debido a que su evaluacién requiere un mayor tiempo y un

procedimiento diferente.
Como indicadores de calidad se usaron los siguientes parametros:

e Densidad de conidios igual o superior a 1 x 10° por mililitro o gramo de producto.
e Viabilidad mayor a 90 %.
e Libre de todo tipo de contaminacién (pureza 99.9%).

Determinacion realizada bajo las técnicas descritas por Barocio-Hernadez (2014).
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5.3 Elaboracion y manejo del sustrato

El suelo utilizado en los experimentos fue extraido del campo experimental del Centro
Regional Universitario de Centro Occidente (CRUCO) ubicado en Morelia, Michoacan. El

suelo se mezcld con arena de rio en proporcion 1:1 con base a su peso seco.

Segun la carta edafologica 1:50,000 del (INEGI), el suelo colectado se clasifica como
vertisol, es decir un suelo arcilloso con una capacidad de campo del 37.5%, con pH neutro
(7.28), bajo contenido de fosforo y alto en materia organica y nitrogeno. El andlisis de suelo
fue realizado por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias

(Anexo 1).

La mezcla se esterilizd en autoclave durante una hora después de alcanzar una presion
interna de 15 libras y una temperatura de 120°C. Para asegurar la eliminacion de cualquier
otro microorganismo en la mezcla, se realizé una segunda esterilizacion bajo las mismas

condiciones pasados dos dias del primer evento.

5.3.1 Estimacion de capacidad de campo (CC) de la mezcla de suelo
La capacidad de campo (CC) del suelo es el contenido de agua o humedad que puede
retener el sustrato, luego de haber sido saturado y dejado drenar hasta que el potencial

hidrico se estabilice, término establecido por Israelson & West (1992).

Para su estimacion se utilizd el método gravimétrico propuesto por Llorca (2006), que
consiste en pesar cinco muestras de 1000 g de mezcla saturada con agua. Posteriormente se

secaron dentro de horno de conveccion a 105° C durante 48 horas continuas.
Para obtener el porcentaje de humedad del sustrato se utilizo la siguiente formula:

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

Peso de suelo seco
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5.4 Condiciones de crecimiento de las plantas

Se sembraron tres semillas de maiz hibrido NB9 en cada una de las macetas de un litro
utilizadas durante el experimento, para asegurar la germinacion de por lo menos una planta
por unidad experimental. El riego se realiz6 diariamente al 80% de la capacidad de campo

de la mezcla de sustrato.

Cuando las plantulas emergieron, se eliminaron las excedentes de cada una de las macetas,
dejando solo un individuo por maceta, con el objetivo de reducir la competencia entre

plantas.

La fertilizacion consistio en la aplicacion de 25 mg de nitrogeno por semana y 10 mg de
fosforo cada dos semanas. Fertilizacion basada en la formula desarrollada por la University

of Western Australia (Tabla 1).

Tabla 1. Macronutrientes usados para la fertilizacion de los tratamientos

Nutrientes Formula Concentracion Aplicaciéon
e mg/Kg de mL de solucion/
& sustrato Kg sustrato
Nitrato de 28.57
amonio NH4NO; (10mg N/mL) 86.2 31
Fosfato de 43.93
potasio KH,PO, (10mg P/mL) 347 1.25

5.5 Diseiio experimental

Todos los tratamientos del experimento fueron inoculados con sus respectivos
microorganismos a una densidad de esporas igual a 10° por cada gramo de suelo. En el caso
especifico de los tratamientos con R. irregularis se us6 el 10% del peso del sustrato total, el
cual es de 800 g. Es decir que 720 g correspondian a la mezcla de suelo y 80 g al sustrato
con el inoculo de HMA. Mientras que en los tratamientos con 7. harzianum y B. bassiana

se usaron (.74 g y 0.168 g respectivamente.

Se establecid un experimento bifactorial en invernadero, con dos fechas de cosecha a las 4

y 8 semanas, en el que se analizo el efecto de la interaccion de tres cepas comerciales de
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microorganismos benéficos sobre plantas de maiz hibrido NB9. En ambas cosechas se

evaluo el desempefio vegetal (altura, peso de materia seca y himeda en la parte aérea y

radical) y colonizacion micorrizica. En la segunda cosecha se evaludé adicionalmente la

concentracion de los minerales (Nitrégeno N y Fosforo P) de la parte aérea (Tablas 2 y 3).

Tabla 2 Disefio experimental

Cosecha Factor Clave  Nivel Tratamientos
totales
R. irregularis (R) 1 Testigo
B. bassiana (B) 2 R
T. harzianum (T) 3 B
4 T
4 y 8 semanas 5 RAT 8
6 R+B
7 T+B
8 T+B+R
Repeticiones
por 5
tratamiento
Cosechas 2
Unidades experimentales 80

Tabla. 3 Distribucion aleatoria en invernadero (T=tratamiento Re= Repeticion)

4 semanas 8 semanas
T8Rel | T2Re2 | T6Re3 | T4Re3 | TIRe2 | T6Rel | T3Rel | T1Re2 | T5Re3 | T2Re4
T3Rel | T2Re3 | T8Re3 | T4Re4 | T6ReS | T7Rel | T7Re2 | T8Re4 | T3Re4 | T7ReS
TIRe4 | T6Re2 | T3Re4 | T7Re3 | TIRe3 | T8Rel | T7Re3 | T3Re3 | T4Re5 | TS5ReS
T4Rel | T5Re2 | T3ReS | T5Re4 | T3Re2 | T2Rel | TIRel | T6Re2 | T2Re3 | T6Re4
T6Rel | T8Re2 | T7Rel | T1Rel | T8ReS | T8Re2 | T3Re2 | T4Re3 | T5Re4 | T6ReS
T5Rel | T3Re3 | T2Re5 | T4Re5 | T7Re5S | T8Re3 | T2Re2 | T4Re4 | T8Re5 | T1Re4
T4Re2 | T2Re4 | T7Re2 | T8Re4 | TSReS | T4Rel | TSRel | T7Re4 | T3Re5 | T1ReS
T2Rel | T5Re3 | T6Re4 | T7Re4 | TIReS | T4Re2 | TSRe2 | T1Re3 | T6Re3 | T2ReS
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5.6 Cosechay variables
5.6.1 Extraccion de muestras y evaluacion del desempeiio vegetal

Cada semana se midi¢ la altura de las plantas de su base a la punta de la hoja mas larga. La
primera medicion fue llevada a cabo en el séptimo dia y la tltima fue hecha antes de cada

cosecha.

En ambas cosechas se suspendid un dia antes la irrigacion para reducir la humedad del
sustrato. El procesamiento de las muestras permitié eliminar el sustrato adherido a las
raices de las plantas sacudiendo y enjuagando con agua corriente hasta lograr eliminar la

mayor cantidad de suelo.

Al finalizar el procedimiento se cortd la parte aérea y radical, colocdndolas en bolsas de
papel y plastico respectivamente, para posteriormente evaluar el desempefio vegetal.
Mediante la utilizacién de una balanza analitica, se obtuvo el peso fresco de cada una de las
partes de la planta. Posteriormente se secaron dentro de un horno de conveccion marca
Fisher Scientific® durante 48 h a 70°C, pasado este tiempo se midid el peso seco de las

muestras en una balanza analitica.

Fue necesario guardar por separado alrededor de 2 g de raices para la cuantificacion de la
colonizacién micorrizica. Se estandarizo la estimacion del peso seco de las raices
colocando una submuestra de aproximadamente 3 g en la estufa y posteriormente se
extrapold al peso completo. Para ello fue necesario considerar el peso seco y himedo de la

submuestra y el humedo total mediante la siguiente féormula:

Peso seco total de raiz = (Peso total fresco de raiz x Peso seco de la submuestra) x 100

Peso fresco de la submuestra de raiz
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5.6.2 Coeficiente alométrico raiz/tallo

Esta relacion permite conocer la proporcion de biomasa acumulada en la raiz con respecto a
la parte aérea. Ademas, explica si existen o no modificaciones fisiologicas originadas por la
interaccion de los tres microorganismos utilizados (Lopez-Carmona, 2013). Dicha
estimacion se llevd a cabo mediante la relacion directa entre el peso seco de la raiz y el

peso seco de la parte aérea.

Peso seco de raiz

Rai llo =
aiz/tallo Peso seco de tallo

5.6.3 Determinacion de nitrégeno total (N) y fosforo total (P) en el material vegetal de

la parte aérea de plantas de maiz de 8 semanas

La cuantificacion de nitrogeno y fosforo total de la parte aérea de las plantas se llevo a cabo
por el método Micro-Kjeldhal propuesto por Murphy & Riley (1962), dicho analisis se

realizd de manera simultanea.

El material vegetal de las muestras fue procesado en un molino con una malla de tamiz N°
40 (0.425mm). Posteriormente fueron homogeneizadas y secadas dentro de un horno de
conveccion durante 24 horas a 70°C antes de la determinacion. Después se procedié a

moler entre 5 y 10 g de muestra en un mortero de 4gata hasta obtener un polvo fino.
Digestion Acida:

Se pesaron 0.25 g de cada una de las muestras, material que fue introducido dentro de tubos
digestores de 75 ml. Es importante resaltar que se tomo nota de las variaciones en el peso

de las muestras, ya que esto permitié mejorar la cuantificacion final de N y P.

Adicional a esto se sometieron dos tubos digestores mas al procedimiento, estos sin
muestra y con mezcla digestora, para poder contar con puntos de referencia dentro de la

determinacion.
Por motivos de seguridad la digestion fue realizada dentro de una campana de extraccion.

A cada uno de los tubos del bloque se le adicionaron 1.1 g de mezcla digestora. Mezcla

compuesta por 1 g de CuSO, (sulfato clprico) y 10 g de K,SO4 (sulfato potasico)
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previamente molidos y homogeneizados en un mortero de agata, la cual funciona como
catalizador de temperatura en la digestion, acelerador de la ruptura de enlaces moleculares

y la oxidacion de la materia orgénica.

Es indispensable generar una reaccion de oxidacion dentro de las muestras, por lo que se
adicion6 3ml de peroxido de hidrogeno (H,O,) al 30% por 10 minutos. Posteriormente se
introdujeron los tubos dentro de la cdmara de extraccion para agregar 7 ml de acido
sulfurico (H,SO4) el cual se encarga de disgregar los compuestos nitrogenados, fosfatos y

didxidos de carbono presentes en la muestra.

Una vez agregados los componentes para la digestion se procedid a colocar los tubos dentro
de un bloque digestor, para asi aumentar la temperatura gradualmente, 50°C cada 20
minutos, hasta alcanzar una temperatura maxima de 375°C, que se mantuvieron durante
aproximadamente tres horas u obtener una tonalidad blanquecina y una fase liquida

transparente. Al término se dejaron reposar por 24 horas.

Pasado el tiempo de reposo se afor6 cada uno de los tubos con agua desionizada.
Posteriormente, fueron agitados intensamente para obtener una mezcla homogénea. Esta
muestra fue filtrada en discos de papel Whatman® de 0.125 mm y almacenada en viales de

cristal para su posterior lectura.

La lectura del nitrogeno y fosforo total se realiz6 mediante diluciones, obtenidas de los
extractos homogeneizados obtenidos después de la filtracion. Para determinar N es
necesario obtener un dilucion de 1:50, por lo que se us6 0.1 mL de extracto y 4.9 mL de
agua desionizada. En el caso del P se us6 una dilucion de 1:5, que fue igual a 1 mL de

extracto y 4 mL de agua desionizada.

La cuantificacién de amonio fue hecha bajo el método colorimétrico en un autoanalizador
de la marca Bran Luebbe®, sometiendo las diluciones a una longitud de onda de 660 nm.
Para esta cuantificacion fue necesaria la absorcion de la solucion buffer de trabajo, la cual
es nitropruciatosalicilato de sodio [(Na,Fe(CN)s NO2H,0)], hipoclorito de sodio (NaClO),
agua y solucion de lavado (4cido sulfurico (H,SO4) al 4%). La determinacion de P se
realiz6 de manera similar a la de N, solo que en esta se sustituyd el hipoclorito por

Molibdato-Vanadato de Amonio después de la reduccion con acido ascorbico.
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Los datos arrojados por el autoanalizador fueron en partes por millon y se transformaron

€n:

mg de nutrientes totales/gr de materia seca aérea

5.6.4 Determinacion del porcentaje de colonizacion de R. irregularis

El andlisis solo se realiz6 a los tratamientos con presencia de R. irregularis y al testigo sin
inocular. Es importante mencionar que en las raices de los testigos no se encontr6 una
colonizacién promedio mayor a 1%, por lo que en el andlisis estadistico de esas unidades
fue excluido. La contaminacion de alguno de los tratamientos sin la inoculacion de R.

irregularis se puede atribuir al flujo del viento dentro del invernadero.

Para esta evaluacion se tifieron las raices mediante la modificacion de la técnica propuesta
por Phillips & 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
peroxido de hidrogeno (H,O,) 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. Una vez procesadas

las raices fueron almacenadas en frascos plasticos con glicerol.

La estimacion del porcentaje de colonizacion de micorrizas fue realizado mediante la
modificacion de la técnica descrita por McGonigle et al. (1990). Se montaron en un porta
objetos 20 raices de al menos 1.6 cm alineadas paralelamente una con otra. Posteriormente
se contabilizaron 100 intersecciones o segmentos de raiz. Se anot6 solamente la presencia o
ausencia de estructuras micorrizicas (arbusculos, hifas, vesiculas y micelio externo) en cada
uno de los segmentos. Las estructuras solo fueron cuantificadas cuando la linea tocé una
estructura, de lo contrario aunque estuviera dentro del campo visual no fue considerada
(Fig. 5). Para la determinacion se usé un microscopio con contraste de fases Olimpus®

BX41.
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Vesicula‘dentro

Fig. 5 Método de estimacion de la colonizacion micorrizica. Modificado de Mc Gonigle et

al. 1990.

5.7 Analisis estadistico

Las variables de respuesta fueron: altura de planta, peso seco de parte aérea y radical,
biomasa total, proporcion raiz: tallo, concentracion N y P y colonizacion de micorrizas. Los
datos de cada una de estas variables se evaluaron mediante el analisis de homogeneidad de
varianza (Levene’s P > 0.05). Cuando las varianzas de los datos no eran homogéneas, los

datos se transformaron logaritmicamente.

Posteriormente se realizaron ANOVA de dos y tres vias para buscar diferencias
significativas entre tratamientos, subsecuentemente se llevaron a cabo pruebas de LSD
(diferencias minimas significativas) de rangos multiples para encontrar diferencias entre

medias. Se us6 un nivel de confianza del 95%.

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el software Statgraphics Centurion® XV.I,

mientras que las figuras de los resultados se disefiaron con el software Sigma Plot 11.0.

Con los resultados obtenidos se realizaron correlaciones entre las variables, para determinar
si los efectos tenian alguna conexion entre ellos y con la presencia de las cepas de
microorganismos. Se calcularon los coeficientes de correlacion usando el software Sigma

Plot 11.0.
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6. RESULTADOS

Se presentan los resultados de las pruebas de calidad y de las variables medidas a las 4 y 8
semanas. La exposicion grafica de los resultados hace especial énfasis en las diferencias
significativas obtenidas en el andlisis de varianza. En el andlisis estadistico del porcentaje
de colonizacidon micorrizica se descartaron los tratamientos sin indculo de R. irregularis,

con el fin de reducir la variabilidad de los datos.

6.1 Pruebas de calidad en los productos

Los resultados de la pruebas de calidad de las cepas usadas en este experimento se
expusieron en el trabajo realizado por Barocio-Hernandez (2014). Datos de importante
valor que permitieron un mejor control de los microorganismos usados durante el desarrollo

del experimento.

Tabla 4. Control de calidad de bioinoculantes comerciales: hongos entomopatégenos y
antagonistas

Densidad de Densidad de
Especie esporas/gramo esporas/gramo
P reportadas en el observadas en el control Viabilidad Pureza
producto comercial de calidad (%) (%)
B. bassiana 5.3x10° 4.76x10° 91.5 98.42
T. harzianum 1.2x10" 1.08x10° 9 84.62

Barocio-Hernandez (2014).

Como se visualiza en la Tabla 4, la diferencia entre la densidad de esporas reportada en el
envase del producto y las observadas en el control de calidad fue mintiscula para B.
bassiana. Caso contrario en los resultados de 7. harzianum, donde se registr6 una
diferencia de 111 veces menos esporas respecto a las reportadas en el envase del producto.
En cuanto a la viabilidad de esporas se encontrd que la cepa de B. bassiana cuenta con un
porcentaje de esporas aceptable para los parametros de calidad establecidos. No obstante,
en el caso 7. harzianum no sucedio lo mismo debido a que su porcentaje se encuentra muy

por debajo de los valores recomendados.
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6.2 Efecto de la inoculacion de tres grupos funcionales de microorganismos benéficos
en el desempeiio vegetal y colonizacion de R. irregularis de plantas de maiz de 4
semanas

Se evaluo el efecto de la inoculacion de tres grupos funcionales de microorganismos

benéficos sobre el desarrollo vegetal y la colonizacién micorrizica de plantas jovenes de

maiz, con el objetivo de usar los valores obtenidos como indicadores de la interaccion entre

las cepas comerciales y conocer sus efectos individuales.

La interaccion de T.harzianum y B. bassiana fue significativa (p < 0.05) en respuesta al
peso seco de la raiz y de la biomasa total de la planta del maiz, por lo que el efecto de cada
uno de los microorganismos depende de la presencia del otro. A partir de este resultado se
logrd detectar la presencia de interacciones entre los microorganismos. En cuanto al peso
seco de la parte aérea del maiz (tallo y hojas) existe una respuesta significativa (p < 0.01)
en presencia de 7. harzianum, mientras que en la relacion raiz/tallo el efecto significativo se
dio en presencia del factor B. bassiana, no se encontrd respuesta alguna en el resto de los
inéculos. En contraste, la colonizacion de R. irregularis no obtuvo algin valor significativo

en ninguno de los tratamientos inoculados (Tabla 5).

Tabla. 5. Valores de probabilidad (p) del analisis de varianza para el desempeiio vegetal y
colonizacion de la raiz de plantas de maiz de cuatro semanas inoculadas con tres diferentes

cepas de hongos benéficos *=p < 0.05, **=p < 0.01.

Peso . ..,
Peso seco Biomasa , Colonizacion
Factor seco , Raiz/Tallo ) .,
, raiz total Micorrizica
aéreo
R ’”’(eli’)“la”s 04786  0.565 0.9726 0.2262 N/A
B. bassiana
0.2392 * * * N/A
(B)

L h"(r%"””m ok 0.2998  0.0537 0.3744 N/A
R+B 0.9403 0.235 0.4221 0.1159 0.1326
R+T 0.739 0.7784 0.9815 0.5315 0.218
T+B 0.1696 * * 0.0572 N/A

R+B+T 0.718 0.5785 0.8518 0.2933 0.1343
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Peso seco aéreo (PSA) y radical (PSR) de plantas

Dentro de esta variable se encontrd que la mayor acumulacién de peso seco aéreo fue dado
por el inoculo individual de B. bassiana, teniendo 10% mas biomasa aérea que el testigo.
Sin embargo, mediante el andlisis estadistico del PSA de las plantas de maiz de 4 semanas
el efecto significativo estuvo determinado por la presencia de 7. harzianum (Fig. 6). La
inoculacion de 7. harzianum generd una reduccion en el PSA del 13% en comparacion a los
tratamientos sin inocular, efecto de caracter negativo para el desarrollo de la planta en esta
etapa, por lo que es importante determinar si esto continud con el paso del tiempo. No fue
posible visualizar alguna otra variacion debido a que el resto de los factores no tuvieron

especial relevancia en esta variable.

3.0
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- T\ harzianum + T. havzianum

Fig. 6 Efecto sobre el peso seco aéreo de los tratamientos sin y con T. harzianum de la primera
cosecha (4 semanas). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P <
0.05). Barras de error estandar estimadas a partir de n=20 y analizadas con la prueba de

LSD.
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Peso seco raiz (PSR)

Los tratamientos inoculados con B. bassiana en ausencia de 7. harzianum presentaron un
aumento en el peso seco de la raiz del 50% en comparacién con los tratamientos sin la
inoculacion de estos dos microorganismos. Segin el analisis estadistico existe una
interaccion significativa entre 7. harzianum y B. bassiana, por lo que el efecto de cada uno
de estos inoculos esta determinado por la presencia del otro (Fig. 7). Los tratamientos con
presencia combinada de 7. harzianum y B. bassiana reducen el PSR en 24% con relacion a
los tratamientos que obtuvieron la mayor biomasa radical. Con las observaciones realizadas
se determind que B. bassiana (entomopatdgeno) en ausencia de 7. harzianum genera un
efecto benéfico en el desarrollo de la biomasa radical de las plantas de maiz de 4 semanas
de desarrollo. Esto nos habla de una interaccion negativa entre inoculos, derivada
probablemente de los efectos antagonistas de 7. harzianum. La ausencia de B. bassiana no

modifica radicalmente los promedios de los tratamientos inoculados con el antagonista.

3.0
I - B, bassiana

1 + B. bassiana
2.5 b

2.0 1

1.5 H

Peso seco raiz (gr)

0.5 4

- T harzianum + T, harziarnem

Fig. 7 Efecto de la aplicacion de B. bassiana y T. harzianum sobre el peso seco de la raiz de la
primera cosecha (4 semanas). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05). Barras de error estindar estimadas a partir de n=10 y analizadas con

la prueba de LSD.
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Biomasa total y coeficiente alométrico Raiz/Tallo de la primera cosecha
Biomasa Total

Los tratamientos inoculados con B. bassiana en ausencia de 7. harzianum tienen la mayor
acumulacion de biomasa total, teniendo un aumento del 27% si se compara con los
tratamientos con ausencia de estos dos microorganismos. De igual forma que en el PSR, la
interaccion de 7. harzianum y B. bassiana fue estadisticamente significativa, teniendo
efecto en esta variable (Fig. 8). En este caso los tratamientos con 7. harzianum no
generaron ningun efecto positivo en la biomasa total de las plantas de maiz, indicando una

interaccion negativa dada por 7. harzianum sobre B. bassiana.

B - 5. bassiana
b [ + B. bassiana

Biomasa total (g1)

- T. harzianum + T havzianum

Fig. 8 Efecto de la aplicacion de B. bassiana y T. harzianum sobre la biomasa total de plantas
de maiz de 4 semanas. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P
< 0.05). Barras de error estindar estimadas a partir de n=10 y analizadas con la prueba de

LSD.
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Coeficiente alométrico raiz/tallo

En el analisis estadistico de esta variable se encontré que la presencia de B. bassiana es
significativa, por lo que los tratamientos con la inoculacion de este microorganismo
tuvieron un aumento del 15% en comparacion a los que no fueron inoculados con el
entomopatogeno (Fig. 9). Es decir que la produccion de raiz con respecto al desempeio del
tallo fue 15% mayor con la presencia de B. bassiana, permitiendo un desarrollo mas
estable. Ninguno de los otros factores ni su interaccion definieron alguna diferencia

significativa sobre esta variable.

1.0
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Fig. 9 Efecto de la presencia de B. bassiana sobre el coeficiente alométrico raiz/tallo de maiz
de 4 semanas. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05).

Barras de error estindar estimadas a partir de n=20 y analizadas con la prueba de LSD.
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Colonizacion de R. irregularis

La inoculacion combinada de B. bassiana y R. irregularis disminuyo en 16% la
colonizacion del hongo micorrizico arbuscular con respecto al tratamiento inoculado
unicamente con R. irregularis (Fig. 10), lo que confirma la existencia de una interaccion
negativa dada por B. bassiana. Dicho efecto no se hizo presente cuando B. bassiana se
encontraba en interaccion con 7. harzianum, por lo que el efecto negativo se contrarresta
con esta combinacion, definiendo asi una interaccion positiva en pro de la colonizacion de
R. irregularis. El efecto negativo por parte de B. bassiana no se visualizo en el analisis de
varianza de dos vias debido a que el estadistico se centra en la busqueda de diferencias
significativas dadas por los microorganismos sobre la colonizacion R. irregularis. La

diferencia solo es visible cuando se comparan los tratamientos por separado.

Fig. 10 Efecto de la inoculacion de cepas comerciales de hongos benéficos sobre la
colonizacién de R. irregularis de plantas de maiz de 4 semanas. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05). Barras de error estandar estimadas a

partir de n=5 y analizadas con la prueba de LSD.

37



6.3 Efecto de la inoculacion de tres grupos funcionales de microorganismos benéficos
en el desempefio vegetal, concentracion de nutrientes y colonizacion de R.

irregularis en plantas de maiz 8 semanas

En este apartado se evalud el desempeno vegetal y la colonizacion de R. irregularis tal
como en la primera cosecha. Adicionalmente se agregd el andlisis de concentracion de
nutrientes del tallo (Nitrogeno N, Fésforo P). Las determinaciones fueron usadas para
visualizar los efectos de la inoculacion de los tres hongos benéficos sobre las plantas de

maiz en un tiempo mayor al observado en la primera cosecha.

En cuanto a desempefio vegetal se refiere, la segunda cosecha permitio la obtencion de
datos totalmente contrastantes a los encontrados en la primera cosecha. Ejemplo de esto fue
la primera y Unica interaccion entre los tres factores, B. bassiana, T. harzianum y R.
irregularis. Dicha interaccion se encontr6 en el peso seco de la parte aérea (PSA) del maiz
de 8 semanas, con un valor significativo (p < 0.05). El efecto sobre el PSA depende de la
presencia o ausencia de cada uno de estos tres microorganismos. Por lo tanto el tipo de
interaccion se determina a partir de una interpretacion mas minuciosa que en las

interacciones dobles.

En el resto de las variables de desempeiio vegetal se observo que la interaccion de R.
irregularis y B. bassiana genera un efecto estadisticamente significativo (p < 0.05) sobre el

peso seco de la raiz (PSR), la biomasa total y el coeficiente alométrico Raiz/Tallo (Tabla

6).

38



Tabla. 6. Valores de probabilidad (p) del analisis de varianza para el desempeiio vegetal de
plantas de maiz inoculadas con tres diferentes cepas de hongos benéficos en un experimento

de 8 semanas. *=p < 0.05, **=p < 0.01

Desempefio vegetal

Peso seco Peso seco

Biomasa total Raiz/Tallo
Factores aéreo raiz
R. irregularis 0.079 0.3842 0.7829 0.1188
(R)
B. bassiana "
0.3675 * 0.9783
(B)
T. harzianum
(T) 0.6724 0.3363 0.5818 0.2901
R+B 0.4299 * * *
R+T 0.2865 0.6369 0.8375 0.3565
T+B 0.2483 0.62 0.8137 0.2203
R+B+T * 0.6096 0.2392 0.0577

Analisis estadistico de la Concentracion de nutrientes en la parte area (nitrégeno N y

fosforo P) y colonizacion de R. irregularis

Se analizo estadisticamente la concentracion de Nitrogeno y Fosforo en la parte area del
maiz, y el desarrollo de R. irregularis en la zona radical, informacioén que se observa en la

Tabla 7.

En el caso especifico del N se obtuvo un valor significativo (p < 0.05) en la interaccion de
los in6culos T. harzianum y R irregularis, 1o que determina la concentracion del nutriente
segin la presencia de cada uno de estos microorganismos. Mientras tanto, en la
concentracion de P la inoculacion individual de R. irregularis gener6 un resultado

contundente en su concentracion en la parte aérea (p < 0.0001).

Por otro lado, se obtuvo que los microorganismos B. bassiana y T harzianum presentaron
valores significativos (p < 0.05) sobre la colonizacion de R. irregularis en la raiz de plantas
de maiz de 8 semanas. En la segunda cosecha se observo una mayor presencia de valores

significativos por parte de R. irregularis en comparacion a la primera cosecha.
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Tabla. 7. Valores de probabilidad (p) del analisis de varianza para la concentracion de

macronutrientes en la parte aérea y la colonizacion de la raiz de plantas de maiz inoculadas

con tres diferentes cepas de hongos benéficos en un experimento de 8 semanas *=p < 0.05,

wH*%=p < 0.0001

Factor N p Co'lonlzac1op R.
irregularis
R. irregularis 0.5419 - N/A
(R) '
B.bassiana 5505 6558 N/A
(B)
T harzianum — h989 02003 N/A
(T
R+B 0.2293 0.4971 *
R+T * 0.3549 *
T+B 0.6538 0.6373 N/A
R+B+T 0.7144 0.4342 0.1626
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Efectos de los microorganismos benéficos sobre el peso seco aéreo (PSA) y de la raiz

(PSR) de 8 semanas

En el caso especifico del peso seco aéreo se encontrd que en el analisis estadistico de cada
uno de los factores tenia influencia sobre el efecto producido por los otros

microorganismos. En otras palabras se present6 una triple interaccion.

En la Fig. 11 se observa como los tratamientos inoculados con R. irregularis generaron un
aumento del 8% en el peso seco del tallo con respecto a los tratamientos sin inocular.
Aunque existente, este incremento es estadisticamente irrelevante, sin embargo, nos ayuda
a profundizar en las interacciones. En los tratamientos inoculados con R. irregularis se
observd que en presencia de B. bassiana el efecto sobre PSA aumentaba casi en 15% en
comparacion al tratamiento inoculado Unicamente con R. irregularis. Mientras que en
presencia de 7. harzianum y en el tratamiento con indculo de los tres microorganismos, el
efecto positivo disminuye. A partir de la prueba de grupos homogéneos se determind que el
rango de datos de los tratamientos inoculados con R. irregularis es el mismo, por lo que
solo es posible determinar que existe un efecto entre 7. harzianum y R. irregularis, pero

aun no es posible determinar el caracter de esta interaccion.

Por otro lado, comparando los tratamientos sin presencia de R. irregularis encontramos que
los tratamientos con inoculo individual de B. bassiana y T. harzianum presentan valores
por debajo de los obtenidos con el testigo sin inocular, por lo que sus efectos son negativos.
El testigo y los indculos individuales pertenecen al mismo grupo de datos segtn la prueba
de grupos homogéneos, este conjunto presenta los valores mas bajos de la variable. Por lo
tanto los valores expuestos indican que cualquier combinacidn de las tres cepas comerciales
usadas genera un aumento en el PSA de las plantas de maiz. Por ejemplo, el tratamiento
inoculado con T. harzianum (T) y B. bassiana (B) de manera simultdnea presenta valores
20%, 36% y 26% mayores a los obtenidos en el testigo y en los in6culos individuales de 7.
harzianum y B. bassiana, respectivamente. El efecto demuestra una interaccion positiva
entre dos grupos funcionales muy diferentes. Este valor positivo se reduce a 11% con la
inoculacién de los tres microorganismos, aunque continua siendo un 7% mayor que el
testigo, confirmando asi que la interaccion entre 7. harzianum y R. irregularis es de

caracter negativo si es comparado con las otras combinaciones. El efecto se disipa al
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remover 1. harzianum ya que la combinacion de B. bassiana y R. irregularis tiene 18%

mas PSA que el testigo. Los resultados confirman que la inoculacion del entomopatogeno

B. bassiana es compatible con los microrganismos 7. harzianum o R. irregularis, ya que

genera efectos positivos en el desarrollo del tallo. Mientras tanto 7. harzianum y R.

irregularis se inhiben aunque no de una manera significativa.
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Fig. 11 Efecto de la aplicacion de B. bassiana, T. harzianum y R. irregularis sobre el peso seco

aéreo de la cosecha de plantas de maiz de 8 semanas. Letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p < 0.05). Barras de error estandar estimadas a partir de n=5

y analizadas con la prueba de LSD.
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Peso seco de la raiz

Se encontré que la biomasa radical se vio afectada principalmente por la presencia de dos
factores en interaccion, R. irregularis y B. bassiana. En la Fig. 12, es posible observar que
existe una interacciébn de caracter negativo entre los dos microorganismos antes
mencionados. Se percibe que los tratamientos con presencia Unica de B. bassiana sin la
inoculacion de R. irregularis presentan un valor promedio de 13% mas biomasa radical que
el testigo y que los tratamientos con la inoculacion de los dos microorganismos de esta
interaccion. Beauveria bassiana reduce su efecto con la presencia de R. irregularis, sin
embargo ocurre algo similar pero en menor medida por parte de B. bassiana sobre R.

irregularis.
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Fig. 12 Efecto de la aplicacion de B. bassiana y R. irregularis sobre el peso seco de la raiz de
plantas de maiz de 8 semanas. Barras de error estindar estimadas a partir de n=10 y

analizadas con la prueba de LSD.
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Efecto de los microorganismos benéficos sobre la biomasa total y el coeficiente

alométrico Raiz/Tallo de la segunda cosecha
Biomasa total

Se obtuvo que a las 8 semanas de desarrollo la inoculacion de R. irregularis y B. bassiana
de manera conjunta en los tratamiento aumenta en 11% la biomasa total en comparacion a
los tratamientos sin su inoculacién. Sin embargo, la prueba de grupos homogéneos
determina que su rango de datos se encuentra dentro del mismo grupo que el del testigo,
por lo que no existe una diferencia relevante. No obstante, los tratamientos con presencia
separada de R. irregularis y B. bassiana tienen un efecto notablemente positivo con
respecto a los tratamientos sin su inoculacion. En el caso de B. bassiana, se obtuvo un 22%
mas biomasa que el testigo, mientras que R. irregularis aumenta esta variable en 13%
aproximadamente. La interaccion entre B. bassiana y R. irregularis puede ser de caracter
negativo, ya que los valores obtenidos se asemejan a los del testigo, sin embargo no hay

diferencias significativas que lo demuestren (Fig.13).

20
B - 5. bassiana
18 1 b 1 + b. bassiana
b
16 ab
14
B
p—
B 124
=
'
= 104
W
=
E 8-
=
=
2 5
4 -
2 _
U _
- R. irvegularis + R. iregularis

Fig. 13 Efecto de la aplicacion de B. bassiana y R. irregularis sobre la biomasa total de plantas
de maiz de 8 semanas. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P

< 0.05). Barras de error estandar estimadas a partir de n=10 y analizadas con la prueba de
LSD.
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Coeficiente alométrico raiz/tallo

La presencia combinada de R. irregularis y B. bassiana en los tratamientos del experimento
disminuyen en 15% el valor del coeficiente de la raiz con respecto al tallo, en comparacion
con los tratamientos sin presencia de alguno de los indculos. Por otro lado, se observo que
el efecto se estabiliza una vez que los factores B. bassiana y R. irregularis se separan,
haciendo que el desarrollo tanto de la parte derea como de la parte radical sea 20% mas
estable en los tratamientos con presencia de B. bassiana y ausencia de R. irregularis con
respecto al testigo. Es decir que la interaccion entre estos dos microorganismos es de

caracter negativo para la variable (Fig. 14).
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Fig. 14 Efecto de la aplicacién de B. bassiana y R. irregularis sobre el coeficiente alométrico
raiz/tallo de plantas de maiz de 8 semanas. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.05). Barras de error estindar estimadas a partir de n=10

y analizadas con la prueba de LSD.
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Concentracion de Nitrogeno y Fosforo en la parte aérea de plantas de maiz

El nitrégeno localizado en la parte aérea del maiz presenta su mayor concentracion (9.28
mg N/g biomasa) en los tratamientos con presencia de 7. harzianum y ausencia de R.
irregularis. Esto gener6 una concentracion 18% mayor a la obtenida en los tratamientos sin
la inoculacién de estos dos microorganismos. El efecto se ve reducido en 11% en los
tratamientos con presencia combinada de 7. harzianum y del hongo micorrizico arbuscular.

Por lo tanto se observa una interaccion negativa entre microorganismos (Fig. 15).
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Fig. 15 Efecto de la aplicacion de T. harzianum y R. irregularis sobre la concentracion de
nitréogeno en plantas de maiz de 8 semanas. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.05). Barras de error estindar estimadas a partir de n=10

y analizadas con la prueba de LSD 0.05%.
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Fosforo

Los tratamientos inoculados con R. irregularis tuvieron una concentracion de fosforo 14%
mas elevada que los tratamientos sin inocular. Este factor al ser estadisticamente
significativo genera efectos positivos en la concentracion de este macronutriente, ademas
de que al no presentar efectos derivados de su interaccion con 7. harzianum y/o B. bassiana

no existe interaccion negativa entre microorganismos (Fig. 16).
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Fig. 16 Efecto de la presencia de R. irregularis sobre la concentracién de fosforo en plantas de
maiz de 8 semanas. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P <

0.05). Barras de error estindar estimadas con una n=20 y analizadas con la prueba de LSD.
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Colonizacion de R. irregularis en la raiz de plantas de maiz de 8 semanas

Se encontraron efectos significativos sobre la colonizacion de R. irregularis dados por B.
bassiana y T. harzianum. Estos efectos son de caracter positivo para el hongo micorrizico
arbuscular, debido a que la presencia de estos microorganismos en lugar de limitar su
desarrollo lo incrementan de forma considerable. Este beneficio es independiente al tipo de
inoculacion microbiana (combinada o individual). Cabe destacar que la interaccion de los
tres indculos usados durante todo el experimento genera un aumento en la colonizacion de
R. irregularis del 20% en comparacion al tratamiento con presencia Unica del hongo
micorrizico. Beauveria bassiana de igual forma mejora el establecimiento en un 18%,
mientras que 7. harzianum alcanza aproximadamente el 16%, demostrando la existencia de

una interaccion positiva en su inoculacién combinada (Fig. 17).
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Fig. 17 Efecto de la inoculacion de cepas comerciales de hongos benéficos sobre la
colonizacion de R. irregularis de plantas de maiz de 8 semanas. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05). Barras de error estindar estimada con

una n=5 y analizada con una prueba de LSD.
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6.4 Correlacion entre la colonizacion y el desempeiio vegetal

En este andlisis la mayoria de las combinaciones obtuvo coeficientes de correlaciéon (r?)

inferiores a 0.1 (Tabla 8). Solo la correlacion entre R. irregularis y la concentracion de

r r 2 . . oy rq o . . .
Fosforo mostrd un valor de r* de 0.35, el cual indica una correlacion débil pero significativa

para estas dos variables (Fig. 18). Por lo tanto, se confirma que R. irregularis tiene un papel

importante en la solubilizacion y concentracion de Foésforo en la rizosfera de las plantas de

maiz.

Fésforo

Coeficientes 12
Colonizacion-Biomasa  0.002893629
Colonizacion-Raiz 0.020539794
Colonizacion-Tallo 0.077777265
colonizacion-Fosforo 0.359317926
Colonizacion-Nitrogeno 0.003421629
Tabla. 8 Coeficientes de correlacion entre colonizacion y desempeiio vegetal

- Colonizacion ws Fasforo

1.3

-
o8 - - - vy =0.1417x + 0.8903
R™ = 0.3593
0.7 +
-
0.6 T T T T T T T
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Colomzacion
Fig. 18 Coeficiente de correlacion de r* entre la colonizacién de R. irregularis y la

concentracion de fosforo de plantas de 8 semanas
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7. DISCUSION

En la presente investigacion se evalud la interaccion de tres grupos funcionales de
microorganismos benéficos comerciales aplicados a la rizésfera de plantas de maiz. Las
interacciones se determinaron por el efecto expresado sobre el desarrollo vegetal del maiz,
la colonizacion de R. irregularis y la concentracion de nutrientes en la parte aérea de las
plantas. De manera general, se encontré que el efecto producido por las cepas comerciales
de microorganismos cambia conforme al desarrollo de la planta y a la interaccion con los
microorganismos. Ademas en algunas ocasiones el hongo entomopatogeno B. bassiana
promovio el desarrollo vegetal del maiz por si s6lo y en combinacion con el resto de los
microorganismos. En esta seccion se contrastan y discuten las cosechas realizadas a las 4 y
8 semanas, dividiendo los efectos producidos por los microorganismos sobre las variables

evaluadas.
7.1 Pruebas de calidad en los productos bioinoculados

Las pruebas de calidad permitieron verificar la informacion proporcionada por la industria
productora de las cepas comerciales de microorganismos. En el caso de B. bassiana los
valores de calidad son muy cercanos a los expuestos por la empresa productora,
determinando buenas practicas de elaboracion del producto y/o de control de la calidad.
Mientras que con 7. harzianum, la densidad de esporas y su viabilidad estuvo muy por
debajo de lo expuesto en la etiqueta de su empaque, situacion totalmente opuesta a lo
observado con el primer microorganismo. Observaciones realizadas por Barocio Hernandez
(2014) indican que aunque la densidad de esporas se encuentre muy por debajo de los
valores establecidos, las esporas germinadas de 7. harzianum colonizan y compiten de
manera eficiente con microorganismos como B. bassiana y Metarhizium anisopliae en
experimentos in-vitro, efecto que puede estar dado por su alta adaptabilidad al medio y su
rapido crecimiento (Borrero & Silva, 2005). No obstante, es de vital importancia que las
empresas productoras de estos insumos bioldgicos distribuyan productos de buena calidad y
con informacion (etiquetado) clara, contribuyendo con el buen uso de estas alternativas

agricolas.
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El control de calidad de R. irregularis se dificulta debido a que los hongos micorrizicos
arbusculares tienen un proceso de establecimiento en la rizésfera de aproximadamente
cinco semanas. Al ser un simbionte obligado con las raices su control de calidad es mas

lento que el de 7. harzianum y B. bassiana (Klironomos, 2001; Smith & Read, 2008).

7.2 Efecto de la inoculacion individual y combinada de tres microorganismos

benéficos sobre el desarrollo vegetal de plantas de maiz
Peso seco de la parte aérea (PSA) de plantas de maiz

Se sabe que la biomasa aérea y el area foliar de las plantas son de vital importancia para el
funcionamiento y mantenimiento vegetal, ya que es donde se lleva a cabo la fotosintesis.
Estos procesos rigen el crecimiento y el rendimiento del cultivo, ademas de que pueden
determinar la disponibilidad y fijacién de carbohidratos y nutrientes (Fassio et al., 1998;

Rendon et al., 2012; Uhart & Echeverria, 2002).

A las 4 semanas no se observé ningin efecto producido por la aplicacion combinada de B.
bassiana, R. irregularis o T. harzianum sobre la parte 4drea de las plantas de maiz. Sin
embargo, los tratamientos inoculados con 7. harzianum presentaron una disminucion del
13% en el peso seco de la parte aérea en comparacion a los no inoculados. Dicho efecto
puede estar determinado por la alta velocidad de crecimiento y la plasticidad ecologica de
T. harzianum (Infante et al., 2009; Otadoh et al., 2011). Lo anterior provoca una mayor
colonizacion e interaccion con la rizosfera que a su vez puede aumentar la cantidad de
procesos que demandan energia en esta zona, tales como el desarrollo de una mayor
superficie de contacto radical producto de la inoculacion de 7. harzianum o el
establecimiento simbidtico de los microorganismos (Borrero & Silva H, 2005). Por otro
lado este microorganismo puede inhibir por competencia cualquier efecto positivo
producido por el resto de las cepas, también se sabe que algunos metabolitos secundarios
producidos por Trichoderma spp. pueden inhibir el crecimiento de esta variable, uno de
ellos fue documentado por Vinale et al. (2008). Sin embargo, en la actualidad existe mayor
informacion sobre los efectos positivos de 7. harzianum, tal como su habilidad promotora
del crecimiento, el aumento en la absorcion de los nutrientes en estados tempranos de

desarrollo, la produccion de metabolitos secundarios y la proteccién contra patdogenos. Se
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cree que el efecto negativo sobre esta variable cambia durante el proceso ontogénico del
maiz y el establecimiento de las interacciones microbianas (Harman et al., 2004; Otadoh et

al., 2011).

A las 8 semanas se observo una mayor influencia de cada uno de los microorganismos
sobre el efecto del otro, obteniendo la tnica interaccion triple en el experimento, dejando
ver que el efecto de los microorganismos depende directamente del factor tiempo y de la

dindmica rizosférica en la que se desenvuelve.

La inoculacion individual de B. bassiana, R. irregularis y T. harzianum presentaron valores
inferiores a los obtenidos cuando estos estan en combinacion. La principal disminucion en
el PSA se encontrd en los tratamientos individuales de B. bassiana y T. harzianum, en
comparacion con el testigo (6% y 12%, respectivamente). Trichoderma harzianum reduce
el PSA de manera similar a las 4 y 8 semanas, con la diferencia que a las 8 semanas su
inoculaciéon combinada aumenta esta variable. El efecto del tratamiento individual de
T.harzianum contrasta con los beneficios expuesto por diversos autores, tales como
Galeano et al. (2002) en tomate, pepino y pimiento, Harman et al. (2004), Okoth et al.
(2011) en maiz y frijol, Ryder et al. (2012) en lechuga y Cubillos-Hinojosa & Valero
(2009) en maracuya. No obstante, los presentes resultados hablan de un efecto negativo en
el PSA del maiz de 4 y 8 semanas. Este efecto puede estar determinado por la biologia de 7.
harzianum, el desarrollo y consumo desmedido de recursos por la falta de competencia en
suelo estéril y/o la cantidad y el tipo de metabolitos secundarios que produce, tales como el
metabolito 6PP o el &cido harzianico que actia como regulador de los mecanismos
promotores del crecimiento (F. Vinale et al., 2008; Francesco Vinale et al., 2009). La
inoculacién combinada de 7. harzianum con el resto de los microorganismos es posible ya

que no causa efectos negativos en esta variable.

En el caso de B. bassiana la mayoria de los esfuerzos estan enfocados al estudio de sus
habilidades como entomopatogeno y controlador de enfermedades, dejando en segundo
plano los efectos en el desarrollo vegetal y su interacciéon con el resto de los grupos
funcionales. Una revision realizada por Zimmermann (2007) indica que después de mas de
40 afos, el conocimiento de los efectos secundarios o la actividad fitopatdgena de B.

bassiana sobre las plantas no estan bien documentados y/o es limitada.
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Al igual que T. harzianum, el tratamiento con indculo individual de B. bassiana disminuy6
el PSA. En algunos estudios se ha encontrado que B. bassiana se establece como endofito
de algunas plantas, especialmente maiz (Bing & Lewis, 1992; Lewis et al., 2001). Esta
interaccion puede estar aumentando el consumo de compuestos de carbono, nitrogeno y
nutrientes disponibles, para el desarrollo de B. bassiana, a cambio de la proteccion contra
patoégenos (Johson & Rasmann, 2015; Pham et al., 2009; Safavi et al., 2007; Zimmermann,
2007). El efecto puede ser amplificado por la falta de competencia en suelo estéril, lo que
facilita el aumento en su poblacion y el incremento en la demanda de recursos destinados a
la rizdsfera, afectando asi el PSA. Akello et al. (2007), encontraron un efecto similar, el
cual atribuyé al método de inoculacion directa en el sustrato, enfatizando que con este
método se dificulta el contacto de la raiz con los conidios, ademas de que el riego constante
aumenta la pérdida vertical del microorganismo, disminuyendo asi la posibilidad de que los
efectos positivos generados por estos indculos se expresen en la planta. Este supuesto se
puede aplicar de igual forma a los tratamientos individuales de 7. harzianum y R.
irregularis. No obstante, lo propuesto por Akello et al. (2007) no aplica para lo observado
en esta investigacion, ya que los microorganismos inoculados en conjunto obtuvieron
mejores resultados que los tratamientos inoculados individualmente, por lo que el efecto

esta determinado por la interaccién microbiana y no por el método de inoculacion.

Los tratamientos inoculados con B. bassiana en combinacion con R. irregularis o T.
harzianum obtuvieron el mayor incremento en el PSA, seguido por la combinacion de 7.
harzianum con R. irregularis e incluso la inoculacion de los tres microorganismos tuvo
efectos positivos en la variable. Resultados similares fueron expuestos por Zitlalpopoca
(2015), en donde la inoculacion combinada de B. bassiana con hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) aumenta el desempeno vegetal de plantas de maiz. Se cree que esto se
debe a una interaccion indirecta entre B. bassiana y R. irregularis, en donde B. bassiana
durante las 8 semanas de desarrollo actiia como saprofito y se establece finalmente como
endofito, generando una interaccidn mutualista con la planta, lo que deja una mayor
disponibilidad de recursos para el establecimiento de R. irregularis, amplificando los
efectos positivos de este microorganismo (Zitlalpopoca, 2015; Hoeksema et al., 2010;

Owley, 2008).
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El efecto dado por la inoculacion combinada de B. bassiana con T. harzianum se atribuyo a
procesos similares a los expuestos anteriormente, con la diferencia de que el efecto se
amplifica por la produccion de metabolitos secundarios y el aumento en la disponibilidad
de nutrientes (Vinale et al., 2008, 2009; Windham & Baker, 1986; Zimmermann, 2007).
Por lo tanto, la habilidad antagonica de 7. harzianum sobre B. bassiana observada in-vitro
por Barocio-Hernandez (2014) no disminuye el efecto positivo en el PSA de las plantas de
maiz en invernadero. Este tipo de resultados resaltan la importancia de realizar

experimentos multi-escalares que permitan el desarrollo de informacion mas completa.

La ligera disminuciéon en el PSA producida por R. irregularis y T. harzianum en
comparacion a las otras combinaciones, se debe a que estos dos microorganismos compiten
por recursos y espacio, ademas de que pueden modificar la estructura hormonal de la planta
generando una disminucién en la parte aérea (Martinez-Medina et al., 2010; Sosa et al.,
2006; Vinale et al., 2008) Se cree que el efecto negativo producido disminuye con el paso

del tiempo.
Peso seco de la raiz (PSR) de plantas de maiz

Las raices se encargan del abastecimiento de agua y nutrientes, ademds de que a su
alrededor y en ella se originan un sin numero de interacciones multitroficas, de las cuales se

beneficia y al mismo tiempo se sustenta.

A las 4 semanas se encontrd que la interaccion de B. bassiana y T. harzianum era de
caracter negativo, efecto atribuido a las habilidades antagonistas de 7. harzianum sobre B.
bassiana (Barocio-Hernandez, 2014; Vinale et al., 2008). En esta primera cosecha el mayor
PSR fue dado por el indculo individual de B. bassiana y en combinacion con R. irregularis,
presuntamente originado por las habilidades saprofitas de B. bassiana en su primera etapa
de desarrollo, aumentando la disponibilidad de recursos para la planta e incrementando la
produccion radical que facilita la absorcion de los insumos (Dupuy et al., 2010). Dicho
efecto contribuye de forma positiva con el desarrollo y establecimiento de R. irregularis al
no tener una competencia directa y mejorar el medio en el que se desarrollan (Smith &

Read, 2008).
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A las 8 semanas, la interaccion de B. bassiana y R. irregularis no generd mejoras en la
variable, resultado que contrasta con lo observado a las 4 semanas y en el experimento de
Zitlalpopoca (2015), en donde se expone que la combinacion de estos microorganismos
aumenta el PSR de las plantas de maiz. Dicha interaccion negativa se puede deber a la
disminucién de la poblacion de B. bassiana en presencia de R. irregularis por competencia,
lo que disminuye los efectos positivos de B. bassiana sobre la raiz de las plantas de maiz
(Zimmermann, 2007; Zitlalpopoca, 2015). Sin embargo, la interaccion de B. bassiana con
T. harzianum tiene valores positivos que indican una asociacion positiva que se consolida

con el paso del tiempo.
Coeficiente alométrico raiz/tallo y biomasa total de plantas de maiz

El coeficiente alométrico puede explicar ciertas adaptaciones a estrés ambiental,
deficiencias de nutrientes en el suelo o en este caso el efecto de las interacciones en ambas
partes de la planta (Goran & Franklin, 2003), mientras que la biomasa total generalmente se

relaciona con la salud vegetal y la buena produccion agricola.

El coeficiente alométrico de los tratamientos cosechados a las 4 semanas, mostraron que los
tratamientos inoculados con B. bassiana tuvieron una produccion mas estable de la raiz con
respecto al tallo, esto en comparacion con los tratamientos sin inocular. A las 8 semanas, el
efecto de B. bassiana se mantuvo, con la diferencia de que este también era bueno cuando
se inoculaba en conjunto con 7. harzianum. No obstante, cuando alguno de estos dos
microorganismos se combinaron con R. irregularis, se incrementaba en mayor medida la
parte aérea con respecto a la radical, efectos similares fueron observados por Zitlalpopoca
(2015). La combinacion de los tres microorganismos también favorecid en mayor medida la
parte aérea que la radical, posiblemente por una mayor actividad microbiana que generd
sinergias que proporcionaron mas recursos para su desarrollo, ya que los requerimientos de

la zona radical estan bien abastecidos.

En cuanto a la biomasa total de las plantas de maiz de 4 semanas, se encontr6 que el
inéculo individual de B. bassiana y en combinacion con R. irregularis generd 27% mas
biomasa total, porcentaje que se ve afectado con la agregacion de 7. harzianum. Esto indica

un efecto negativo de este microorganismo sobre R. irregularis y B. bassiana. A las 8
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semanas, la mayor biomasa se observé en el tratamiento individual de B. bassiana y en
combinacion con 7. harzianum, situacidon contraria a la observada a las 4 semanas.
Gualandi et al. (2014) y Zitlalpopoca (2015) observaron efectos positivos similares en la
interaccion de B. bassiana y R. irregularis, al igual que si se inocula con HMA nativos. Sin
embargo, el efecto de estos microorganismos en los tratamientos de este experimento
cambi6 con el tiempo, restandole importancia a R. irregularis y aumentando la biomasa
total en presencia de 7. harzianum. Krauss et al. (2004) sugieren que la inoculacion
combinada de B. bassiana y T. harzianum es posible, ademas de que contribuye con el
control bioldgico de picudo en plantas de platano. Por lo tanto, la inoculacion combinada de
estos microorganismos puede contribuir de manera integral al desarrollo del cultivo. De
igual forma la triple interaccion podria tener este tipo de efectos a largo plazo, hecho que
resalta la importancia de determinar el efecto de las interacciones en etapas posteriores de

crecimiento.

Es posible que con el paso del tiempo las interacciones microbianas se establezcan de mejor
manera, auto-regulando su desarrollo y generando un equilibrio en las poblaciones
microbianas de la rizésfera. También estas interacciones pueden impulsar los efectos
positivos de los microorganismos, tales como el aumento de la solubilidad de nutrientes, la
produccion de metabolitos secundarios, el incremento de la superficie radical, la proteccion
contra patdgenos, la resistencia al estrés ambiental y otras funciones que hacen de T.
harzianum, B. bassiana y R. irregularis una alternativa sostenible para las nuevas practicas
de manejo en el agroecosistema (Contreras-Cornejo et al., 2014; Zitlalpopoca, 2015;

Loépez-Carmona, 2013; Zimmermann, 2007).

Es importante que en los proximos estudios se analice la produccion de los metabolitos
secundarios y todos los compuestos derivados de la interaccion de estos microorganismos
benéficos para determinar el rol de cada uno de los microorganismos en presencia de otros.
También es relevante comparar los efectos de las interacciones observadas en este
experimento en presencia de microorganismos nativos del suelo y en condiciones in-situ,
para determinar si existen cambios en los efectos producidos (Bais et al., 2006;
Zitlalpopoca, 2015). Ademas, se deben incluir cepas nativas, las cuales estan mejor

adaptadas a su medio y por tal razén aumentan la posibilidad de incrementar la estabilidad
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en la rizosfera y en el agroecosistema (Vinale et al., 2008; Hilda G. Garcia-Nuiez et al.,

2012).
7.3 Concentracion de Ny P

La concentracion de N de la parte aérea fue incrementada por la presencia de 7. harzianum
y su combinacion con B. bassiana, efecto que se puede atribuir a las habilidades saprofitas
de estos microorganismos, que combinada con la produccion de metabolitos secundarios
facilitan la disponibilidad de los nutrientes (Harman, 2004; Ryder et al., 2012;
Zimmermann, 2007). Lo anterior indica una interaccién positiva en beneficio de la
concentracion de N, uno de los principales nutrientes relacionados con el incremento en la
produccion de los cultivos (Li et al., 2012). Harman et al. (2004) encontrd que las semillas
de maiz tratadas con T-22 (Cepa de T. harzianum) tienen una mejor eficiencia en el uso de
nitrogeno, ya que obtuvo el maximo rendimiento con 40% menos fertilizantes
nitrogenados. Mientras tanto en el experimento de Zitlalpopoca (2015), B. bassiana en
combinacion con R. irregularis generaron una concentracion significativa de N, aunque

esta no fue mayor que en el indculo individual de R. irregularis.

Por otro lado R. irregularis es bien conocido por mejorar la absorcion y disponibilidad de
nutrientes, sin embargo, se observd que disminuye su efectividad en presencia de T.
harzianum, aunque lo mismo pasa de manera inversa. Se observo un efecto similar en el
estudio realizado por Mar-Vazquez et al. (2000). Otro de los factores que pudo contribuir
con la disminucion de esta variable en la parte aérea, es que el nitrogeno puede ser retenido
por el micelio de HMA dificultando su disposicion y translocacion a la parte aérea (Hodge
& Fitter, 2010). Sin embargo, existen diversos estudios en los que Trichoderma spp
contribuyen con el desarrollo de simbiontes micorrizicos, lo que a la larga puede tener
efectos positivos en el desarrollo y nutricion de la planta (Sosa et al., 2006), Es asi como
ain no se puede descartar la posibilidad de que la inoculacién combinada de 7. harzianum

y R. irregularis tengan efectos positivos a largo plazo.

En cuanto a la concentracion de P en la parte aérea se encontrdé que la presencia de R.
irregularis en cualquiera de los tratamientos mejora su disponibilidad. Es reconocido que el

90% de la absorcion de fosforo se atribuye a la presencia de este simbionte micorrizico
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arbuscular (Smith & Smith, 2011). Zitlalpopoca (2015) observé un efecto similar en
presencia de HMA, lo que confirma la habilidad de estos microorganismos para aumentar
la concentracién de este macronutriente. Presuntamente se atribuye a que R. irregularis
influye en los procesos de sintesis de compuestos organicos y la solubilizacion de
nutrientes, ademds de que contribuye al aumento de la superficie de contacto,
incrementando la prospeccion de nutrientes. Ademas la simbiosis con su hospedero se basa
en el intercambio de compuestos de carbono a cambio de fésforo (Kiers et al., 2011;
Ronald, 2002). Por otro lado se observé que la interaccion de R. irregularis con B. bassiana
y T. harzianum no afecta de manera significativa el efecto positivo en la concentracion de

este nutriente, por lo que su inoculacion combinada es favorable para esta variable.

En este estudio solo se considerd la concentracion de N y P de la parte aérea, por lo que
seria importante en futuros estudios analizar la concentracion de nutrientes de la parte
radical, lo que permitiria una mejora en la determinacion del efecto de las interacciones

microbianas sobre la planta.
7.4 Colonizacion de R. irregularis

Rhizophagus irregularis requiere de un mayor tiempo de desarrollo que B. bassiana y T.
harzianum. Su establecimiento puede ser afectado por el resto de los microorganismos en
las primeras etapas. Esto debe a que puede haber a una mayor competencia por espacio y
recursos, ademds de existir posibles mecanismos de accién basados en antibiosis,
fungistasis y micoparasitismos. Tal es el caso de Trichoderma spp y posiblemente B.
bassiana (Mar-Vazquez et al., 2000; Sosa et al., 2006; Zimmermann, 2007). En la primera
etapa de este experimento se observo que la presencia de B. bassiana generaba un efecto
inhibidor sobre la colonizacion de R. irregularis. Este efecto negativo se modificé a las 8
semanas de desarrollo, donde la inoculaciéon combinada de R. irregularis con T. harzianum,
B. bassiana o incluso su triple interaccidon, maximizaron su colonizacién. Gualandi et al.
(2014) y Zitlalpopoca (2015) presentan resultados similares en los que la inoculacion con
B. bassiana no afecta negativamente la colonizacién R. irregularis, sino que la aumenta,
esto mediante mecanismos en los que B. bassiana facilita la asignacion de recursos a la
planta y la planta prové mayor cantidad de compuestos carbonados para R. irregularis. En

el caso de T. harzianum, aunque se conozca como un antagonista y que puede tener efectos
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negativos en la colonizacion de HMA, su efecto no fue el mismo, incluso su combinacion
con B. bassian y R. irregularis promovieron la solubilizacion de fésforo, lo que aumenta la

posibilidad de obtener un buen cultivo.

Por otro lado se conoce que la utilizacion de HMA contribuye también con el incremento
de la resistensia a enfermedades, tolerancia a la sequia y condiciones de estrés (Lopez-
Carmona, 2013), habilidades que pueden ser combinadas con los efectos entomopatdgenos
de B. bassiana y los mecanismos antagonistas de 7. harzianum. Sin embargo, es importante
continuar con los estudios de este tipo para mejorar y confirmar el correcto desarrollo de
los efectos beneficos de las interacciones en los cultivos y en especial con los

microorganismos nativos.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El uso de microorganismos benéficos para los cultivos representa una alternativa ecologica
congruente para el desarrollo de los agroecosistemas y la resolucion de los problemas
ambientales, razon por la que su estudio deberia impulsar la verificacion de su viabilidad y
seguridad dentro de la compleja red de interacciones en los ecosistemas. Es de vital
importancia promover la generacion de un conocimiento integral, en donde se logre
sintetizar la mayor cantidad de informacion de diferentes temas de estudios, de manera
clara y concreta, con un panorama mas amplio que contribuya tanto con la teoria como con

la practica.

En la actualidad el conocimiento sobre las interacciones entre los grupos funcionales de
microorganismos es reducido, incrementando la posibilidad de generar un desequilibrio en
el ecosistema por un mal manejo. Lo anterior se ve amplificado por la distribucion de
productos con bajos estandares de calidad, un etiquetado deficiente y/o falta de informacion
sobre las condiciones de almacenamiento del producto. Es importante que el consumidor se
asegure de obtener productos de calidad y con informaciodn clara, distribuidos por empresas
¢ticamente responsables y comprometidas con la correcta implementacion de estas

alternativas.

La evaluacion de los efectos de la inoculacion de R. irregularis (R), B. bassiana (B) y T.
harzianum (T) sobre las plantas de maiz hibrido (NB9), permitieron concluir que su
combinacion contribuye con el mejoramiento en el desempefio vegetal, la concentracion de
Ny P, ademas de no generar efectos negativos sobre la colonizacion de R. irregularis. De
manera global el mejor efecto se observo a partir de la inoculacion combinada R+B,
seguida por T+B, mientras que los ultimos puestos lo obtuvieron R+T y el tratamiento con
la combinacion de los tres microorganismos. Aunque la triple interaccion presento los
valores mas bajos entre las combinaciones, genero mayores beneficios que la inoculacion
individual de cada uno de los microorganismos. La interaccion de R+T es de caracter
negativo por lo que podria estar reduciendo los efectos en esta etapa, ademéas de que con la
combinacion de los tres microorganismos la competencia por recursos, espacio o incluso la

produccion de metabolitos secundarios perjudiciales podria aumentar.
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Con los resultados obtenidos se observo la existencia de las interacciones mediante los
efectos producidos en las plantas. No obstante, hace falta conocimiento sobre los
mecanismos mediante los cuales se desarrollan estas, tales como los procesos bioldgicos,
quimicos y fisicos a través del tiempo. Esto permitiria ampliar el conocimiento de los
grupos funcionales de microorganismos y, en caso de que existan cualidades divergentes a
las ya conocidas, adaptarlas para mejorar su manejo. Ejemplo de esto son las habilidades
promotoras del crecimiento ejercidas por el hongo entomopatégeno B. bassiana sobre las

plantas de maiz.

Se sabe que B. bassiana puede estar presente a lo largo del desarrollo del cultivo. Sin
embargo, se cree que su poblacion disminuye con la interaccidon microbiana, principalmente
con HMA. Tal como se mencioné anteriormente, la presencia combinada de 7. harzianum 'y
R. irregularis es de caracter negativo, sin embargo, se cree que con el paso del tiempo estos
dos microorganismos pueden generar sinergias en beneficio del cultivo. Se puede concluir
que la triple interaccion en las primeras 8 semanas de cultivo no generd efectos tan buenos
como los observados en cualquier de las otras combinaciones de microorganismos. No
obstante, es posible que la triple interaccion tenga mayores beneficios a largo plazo, debido
a la posible multifuncionalidad de este consorcio microbiano. Esto beneficiaria al mismo
tiempo con el incremento en el desempefio vegetal, una mayor concentracion de nutrientes
en la planta, una mayor proteccion contra patdogenos, el aumento en la resistencia contra
factores de estrés biodtico y abidticos e incluso encontrar algiin efecto no documentado hasta

el momento para esta interaccion.

Es importante recalcar que hace falta realizar estudios in situ, en donde las cepas
comerciales interactiien de manera directa con los factores bidticos y abidticos, ademas de

realizar una mayor cantidad de repeticiones para mejorar la determinacion.

Se propone analizar de manera especifica los métodos de inoculacion de estos
microorganismos, ademas de analizar como se desarrollan estas interacciones en sistemas
con diferentes tipos de manejo agricola, para asi determinar su impacto y viabilidad en cada
uno de estos. A la par se podria realizar una comparacion del impacto econdémico y

productivo de la utilizacion de esta alternativa y de las practicas convencionales de manejo.
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Finalmente, es importante reconocer que hizo falta determinar la concentracion de
nutrientes en la parte radical y en diferentes estadios de desarrollo de la planta. Tampoco se
realiz6 el andlisis del porcentaje de colonizacion de B. bassiana y T. harzianum en la
rizosfera de la planta, lo que pudo ocasionar limitaciones en la determinacion de las

interacciones.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Anélisis edafoldgico del suelo utilizado
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