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Resumen

Se evalud €l efecto de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) nativos del estado de Morelos
en el desarrollo vegetal y en reducir |as infecciones ocasionadas por Fusarium andiyaz en cafia de
azlcar. Se colectaron muestras de suel o donde se cultiva cafa de azlcar en el municipio de Jojutla
para extraer las esporas de HMA que fueron contadas e identificadas morfol 6gicamente. Para
reproducir las esporas de cada morfoespecie de HMA, se utilizaron cultivos trampa empleando
plantas de sorgo posteriormente, se utilizo el indculo de estas plantas en dos bioensayos con cafia
de azlcar, se establecio un disefio completamente al azar donde se evaluaron 16 tratamientos con
tres repeticiones. En el primer bioensayo se aplicaron las morfoespecies de HMA en plantas de
cafa de azlicar para evaluar su efecto en € desarrollo y en e segundo bioensayo a las plantas
micorrizadas se aplicé e patdégeno F. andiyazi a una concentracion de 1x10° conidios/ml para
evaluar la reduccion del dafio en las raices. En las muestras de suelo analizadas se obtuvo en
promedio 497 esporas de HMA por cada 100 g de suelo, ademas, seidentificaron 15 morfoespecies
gue pertenecen alos géneros Acaulospora, Claroideoglomus, Glomus, Paraglomus, Rhizophagus
y <lerocystis, cabe destacar que los géneros mas abundantes fueron Acaulospora,
Claroideoglomus y Glomus, mientras que las morfoespecies méas abundantes son C. lamellosum
19.76%y A. lacunosa 16.40%. Con laaplicacion delostratamientos de A. lacunosa/ A. tubercul ata
y G. mosseae/ F. geosporum se obtuvo un aumento significativo en la altura de las plantas de cafia
de azlcar. Los HMA colonizaron en diferente grado las raices de cafia de azlicar, destacando G.
agreggatum y A. lacunosa/A. tuberculata con los porcentajes més atos 93.3 y 73.3
respectivamente. Por otro lado, se observé que la mayoria de los tratamientos a los que se aplicd
HMA presentaron pocas lesiones radicales, sin embargo, |os tratamientos de G. ambisporumy G.
mosseae /F. geosporum fueron los més eficaces, mientras que el control present6 el mayor dafio en
raices, por lo tanto, la aplicacion de HMA en plantas de cafa de azUcar tuvieron un efecto
significativo en mejorar € crecimiento de las plantas y reducir las lesiones radicales provocadas

por F. andiyaz.

Palabrasclave: hongosmicorrizicos arbuscul ares, cafiade azlicar, crecimiento, Fusariumandiyaz



Abstract

The effect of native arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) native of Morel os state was evaluated on
plant devel opment and reducing infections caused by Fusariumandiyaz in sugarcane. Soil samples
were collected where sugarcane is cultivated in Jojutla municipality to extract spores of AMF that
were counted and morphologically identified. To reproduce the spores of each AMF
morphoespecies, sorghum plantswere used astrap cultures, Then the inoculum obtained from these
plants was used in two bioassays with sugarcane, a completely randomized design was established
were 16 treatments with three repetitions were evaluated. In the first bioassay, AMF
morphoespecies were aplied to sugarcane plants and its effect on devel opment was assessed in the
second bioassay, the phytopathogen F. andiyazi (at a concentration of 1x10° conidia/ml) was
applied to mycorrhized sugarcane plants to assess the reduction of root damage. Soil samples
analyzed, averaged 497 AMF spores per 100 g of soil; moreover, 15 morphoespecies belonging to
genera Acaul ospora, Claroideoglomus, Glomus, Paraglomus, Rhizophagus and Sclerocystis were
identified, it should be noted that most abundant genera were Acaulospora, Claroideoglomus and
Glomus, while the most abundant morphoespecies were C. lamellosum and A. tuber culata showing
19.76% and 16.40%, respectively. With the application of A. lacunosa/A. tuberculata and G.
mosseae/F. geosporum, a significant increase in the height of sugarcane plants was observed. AMF
colonized sugarcane roots in different proportions, emphasizing G. aggregatum and A. lacunosa/
A. tuberculata with the highest percentages 93.3 and 73.3 respectively. On the other hand, it was
observed that most of the treatments to which AMF were applied, had lesser radical lesions.
Treatments with G. ambisporum and G. mosseae /F. geosporum were the most effective, while the
control plants had the greatest root damage. Therefore, AMF application in sugarcane plants had a

significant effect on improving plant growth and reduce radical lesions caused by F. andiyaz.

Keywor ds: arbuscular mycorrhizal fungi, sugarcane, growth, Fusarium andiyaz



1. INTRODUCCION

La cafia de azlcar es uno de los cultivos esenciaes que contribuyen a la economia del estado de
Morelos, su importanciaradicaen |os productos que se obtienen a partir de estaplanta. En €l cierre
del ciclo 2020 se obtuvo en volumen una produccion de 2 millones 78 mil 868 toneladas y un
rendimiento de 101.805 ton/ha (SIAP, 2020), sin embargo, estos valores se ven reducidos por la

influencia de factores abi6ticos y biéticos que repercuten en el desarrollo de la planta.

En los Ultimos afios, los cultivos de cafia de azlicar se han visto afectados por una enfermedad
denominada “marchitez”, que se compone de sintomas como clorosis, manchas blancas en las
hojas, flacidez de follgje, disminucién del desarrollo y principal mente causa dafios por necrosis en
las raices. Los hongos del género Fusarium se asocian con esta enfermedad. En Morelos los
principales patégenos son F. andiyaz, F. sacchari y F. nygamai (Martinez- Fernandez et al., 2015),

siendo F. andiyaz la especie que produce sintomas muy marcados (Martinez-Jaimes et al., 2020).

Las medidas que toman los productores para controlar esta enfermedad suelen ser a través de
fungicidas quimicos, pero este enfoque aumentalos costos de produccion y algunas veces no logra
el éxito deseado, especialmente cuando se pretende controlar |a enfermedad a largo plazo. El uso
extensivo de estos quimicos puede causar dafios ambientales a suelos, aguas subterrdneas y el
peligro asociado a la salud de las personas que se encuentran en constante contacto con estos

guimicos (Parra-Acostay Martinez-Tapia, 2019).

Por otro lado, los requerimientos nutricionales del cultivo de cafia de azlicar son facilitados por
medio de fertilizantes sintéticos, desde el aumento en el precio de estos productos hasido pertinente
evaluar propuestas parareducir lacantidad de fertilizantes aplicados, mediante el aprovechamiento
de organismos que tengan capacidad de mejorar la asimilacion de los nutrientes disponibles en
suelo (CONADESUCA, 2016), ademas, esta actividad permite reducir |os riesgos asociados con
aplicaciones excesivas que tienen repercusiones en la contaminaci 6n de mantos acuiferos por NO3

o acidificacion de suelos.

Debido a los dafios ocasionados por fertilizantes sintéticos y fungicidas, se han implementado
alternativas que permiten reducir la densidad e impacto de los patdégenos, una de estas alternativas

son los microorganismos benéficos tales como son los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
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gue forman asociaciones simbi6ticas con lasraices de | as plantas, esta rel acién mejorala captacion
de elementos de baja movilidad a través de las hifas del hongo. La aplicacion de HMA en las
plantas ha demostrado un efecto significativo en el aumento de biomasaradica y foliar (Wilches-
Ortizetal., 2019). Otro efecto asociado alaaplicacion de HMA en plantasesdisminuir laseveridad

de lamarchitez provocada por algunas especies de Fusarium (Trinidad-Cruz et al., 2017).

Considerando laimportante funcion que desempefialasimbiosis micorrizica, en el presente trabagjo
se evalud la aplicacion de hongos micorrizicos arbusculares en raices de plantas de cafia de azlicar

parafavorecer su desarrollo y brindar proteccion contra el patégeno Fusarium andiyazi.



2. ANTECEDENTES

2.1. El cultivo de la caia de azlcar

La cafia de azlcar (Saccharum officinarum) es una graminea de gran importancia comercial que
posee un tallo hueco y lefioso que almacena sacarosa en su interior, que se somete a distintos
procesos para obtener azlicar y otros compuestos que son utilizados en la industria de alimentos,
cosmeética, farmacéuticay quimica (Aguilar-Riveraet al., 2012).

El cultivo de la cafia de azlicar y su transformacion en productos comerciales es una de las
principal es actividades econdmicas del pais, en el 2020 se sembraron 847,447 haen 16 estados de
la Republica Mexicana 'y 227 municipios gue generan rendimientos entre 70 y 75 ton/ha (SIAP,
2020), que aporta 1.98% al PIB manufacturero, 16.44% al PIB agropecuarioy 8.29% al PIB de la
industria alimentaria (Gémez-Merino et al., 2018).

En el estado de Morelos anualmente se siembran mas de 22 mil hectareas en 22 municipios con
valores aproximados de 110 ton/ha obtenidos por cada ciclo (SIAP, 2020), que permite que los
productores mangjen la comercializacion en el mercado naciona o internacional, no obstante, los

valores de produccion y rendimientos pueden verse afectados por factores abioticosy biéticos.
2.2. Requerimientos nutricionales del cultivo

Uno de los factores asociados a la reduccién en la productividad de la cafia de azlicar es la
composicion de los suelos. La mayoria de los suelos utilizados para las actividades agricolas
presentan deficiencias de materiaorganicao minerales, por estarazon los productores deben aplicar
constantemente fertilizantes sintéticos. El objetivo de estos productos es proporcionar |os nutrientes
esenciales para la planta, debido a que & suelo no proporciona la dosis adecuada o en la etapa de
desarrollo donde la planta requiere una mayor demanda nutricional (CONADESUCA, 2015). En
cafa de azUcar |os fertilizantes més aplicados son: urea, sulfuro de amonio y cloruro de potasio,
comunmente se utilizan mezclas de fertilizantes, ya sea las formulas que son provistas por los
ingenios 0 aquellas adquiridas comercialmente, siendo el nitrogeno e elemento mas aplicado
seguido del fosforo y potasio; Con laformuladel ingenio se aplican de la siguiente manera 18-4.5-

3, (urea- sulfato de amonio-cloruro de potasio) en dosis de unat/ha, después se realiza una segunda
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fertilizacion con (NH4)2SOs4 a 500kg/ha (CONADESUCA, 2016), no obstante, la cantidad
administrada puede variar de acuerdo a lo recomendado por |os ingenios o cuando se administran
las formulas comerciaes, por |o que sellegan aadministrar sin el rigor técnico requerido.

En los Ultimos afios, las aplicaciones de fertilizantes nitrogenados han aumentado en algunas
regiones de 4 a 5.4%, en consecuencia se generan impactos negativos, |0s dafios més comunes que
Se suscitan en los suelos son: altas concentraciones de sales que producen acidez y/o infertilidad,
sin embargo, una de las consecuencias mas graves del uso de fertilizantes quimicos es la
contaminacién de aguas subterrdneas por nitratos y didxido de nitr6geno, ademas de la
incorporacion de sustancias que tienen efectos en la salud humanay lavidasilvestre (FAO, 2012).
Por el contrario, otrasregiones se ven afectadas por |os altos costos de losfertilizantes|o cual limita

su uso y reduce el rendimiento del cultivo.

Debido alas afectaciones producidas por € manegjo de fertilizantes sintéticos, se generaron nuevas
alternativas promoviendo e uso de microorganismos gue tienen la capacidad de beneficiar l1os
cultivos através del aprovechamiento de nutrientes que son dificiles de absorber para las plantas,
Estos microorganismos son denominados biofertilizantes que al ser inoculados pueden vivir
asociados 0 en simbiosisy se encuentran de manera natural en los suel os abarcando muchos grupos
(Grageda-Cabrera et al., 2012). El uso de este tipo de microorganismos confiere grandes ventgjas
para meorar la productividad en los cultivos de manera natural, a través de la estimulacién del
desarrollo vegetd, el meoramiento de la estructura o composicion de los suelos y algunos

confieren proteccion contra fitopatdgenos (Lazcano y Varela, 2009).
2.3. Enfermedades asociadas a |os cultivos de cafia de azlicar

Los factores hidticos que ocasionan graves dafios en los cultivos son aquellas provocadas por
organismos fitopatdégenos. Los cultivos de cafia de azlcar de a nivel mundial y en México se ven
afectados por enfermedades que provocan pérdidas economicas de diferente magnitud, algunos
pueden ser de menor importancia afectando a pocos individuos y otras llegan a producir
devastaciones de cientos de hectareas (Aguilar-Rivera et al., 2012). Los organismos que causan
enfermedades en plantas son: bacterias, virus, nematodos y fitoplasmas, sin embargo, los



principal es agentes causantes de enfermedades en plantas cultivadas son |os hongos (Flores, 1997;
Salgado et al., 2012).

2.3.1. Enfer medades causadas por hongos

L os hongos que son patdgenos de plantas se encuentran cominmente en |os suelos, no obstante,
lasinfecciones pueden desarrollarse en la parte foliar, frutos, tallos o raices (Pfenning y Magal haes,
2012). Los hongos fitopatdgenos asociados a la cafia de azlcar en México son Nigrospora,
Helminthosporium, Curvularia y Puccinia que ocasionan problemas foliares; Colletrotrichum,
afecta los tallos y Fusarium produce dafios en las raices (Flores, 1997). Las especies del género
Fusarium son reconocidas mundial mente por ser altamente patdgenas en cultivos de cafia de azlcar
(Viswanathan et al., 2017).

2.3.2. Hongos fitopatdgenos del género Fusarium

Los hongos del género Fusarium son reconocidos debido a que producen enfermedades asociadas
alapudricion de tallos y raices de plantas cultivadas o silvestres. Este género comprende mas de
135 especies, lamayoria son saprofitas en algunas fases de su crecimiento y pueden o no desarrol lar
una fase sexua (Ledie y Summerell, 2006). Algunas de las principales caracteristicas de este
género es que pueden llegar a producir una gran cantidad de micotoxinas, |as mas toxicas para las
plantas son: zearalenona, fumonisina, moniliformina y tricotecenos; otra caracteristica es que
dependiendo la especie llegan a producir hasta tres tipos de esporas que son altamente resi stentes
alosfactores fisicos/quimicos y que son dispersadas facilmente a otros ambientes (Viswanathan et
al., 2017).

En el estado de Morelos la presencia de fitopatdgenos en los cultivos afecta e desarrollo normal
de la planta lo cual genera pérdidas econdémicas importantes, especialmente cuando el dafio se
localiza en las raices. Un estudio realizado en el 2015 por Martinez-Ferndndez et al. aidaron a
partir de tallos y raices de plantas de cafia de azlicar que presentaban clorosis foliar siete especies
de Fusarium: F. andiyaz, F. equiseti, F. nygamai, F. oxysporum, F. proliferatum, F. sacchari, F.
solani y F. verticillioides. En plantas de cafia de azlicar agunas especies de Fusarium llegan a
ocasionar dos enfermedades importantes, la primera es conocida como “marchitez” y la segunda

“pokkah boeng” o “cogollo retorcido”, la aplicacion de los aisamientos mencionados con

v



anterioridad en pruebas de patogenicidad comprobd gue las especies F. andiyaz, F. nygamai y F.
sacchari inducen los sintomas de marchitez en plantas de cafia de azUcar. La especie F. andiyaz
presentd una sintomatologia que fue muy marcada en comparacién a otras cepas evaluadas
(Martinez-Jaimes, 2014).

2.3.2.1. Fusarium andiyaz

F. andiyaz tiene muchos reportes como patdgeno de gramineas en distintas regiones, por € emplo,
produce pudricion de la mazorca en plantas de maiz en Irén. En Africay Estados Unidos afecta al
sorgo y trigo (Hsuan et al., 2011), ademés, causa dafios a las semillas de arroz en Africa, Asia,
Malasia e Itdia (Dal Pray Tonti, 2010), en los cultivos de cafia de azUcar afecta las raices
produciendo la enfermedad de marchitez. Esta enfermedad tiene una mayor incidencia en plantas
jovenes y se caracteriza con sintomas tales como: manchas blancas en € 4pice, clorosis en hojas
(Figura 1), conlosdias se observa unareduccion o disminucion en el desarrollo y conforme avanza
la enfermedad se acentta la flacidez del follgje debido a necrosamiento de las raices (Martinez-
Jaimes, 2014); en algunas ocasiones se puede observar la formacion del pokkah boeng que es la
deformacién en e 4pice de las cafias principamente en plantas juveniles (Figura 2). Los efectos
gue causan estos hongos en los cultivos son graves, por consiguiente, |0os productores recurren en

utilizar distintas medidas preventivas o de control para el manejo de estos patdégenos.



Figura 1. Plantas de cafia de azicar que presentan enfermedad de la marchitez, se observan los sintomas
deflacidez y ligeraclorosis en las hojas.

Figura 2. Plantas de cafia de azlcar que presentan pokkah boeng o deformacion en € dpice del tallo.



2.4. Control de enfermedades producidas por hongos fitopat6genos

Las enfermedades que se producen en los cultivos son muy complejas de tratar, debido a la
influencia de diversos factores que pueden estar favoreciendo el establecimiento y desarrollo del
patégeno. Las medidas de control de enfermedades que se utilizan de manera regular son las

siguientes:

2.4.1. Control cultural.

El control cultural se refiere a mejoramiento de técnicas agricolas que se establecen desde la
preparacion del suelo, seleccion de semillas resistentes, uso de diferentes sistemas de drengje,

mejoramiento de |os equipos para cosecha, rotacion de cultivos, etc. (Agrios, 2005).

2.4.2. Control quimico.

Las enfermedades provocadas por hongos fitopatégenos generan pérdidas econdmicas elevadas,
para remediar estas circunstancias los agricultores optan por el uso del control quimico, que
consiste en el uso de fungicidas que se colocan antes de la siembra o cuando |os cultivos maduros
presentan sintomas (Agrios, 2005), generalmente se utilizan agroquimicos que son sistémicos o de
contacto tales como cloruro de cobre, benomilo, benzimidazol, carbendazim y tiofanato metilico
(Vishwakarma et al. 2013), entre muchos otros que son utilizados para evitar |a propagacién de
estos hongos, no obstante, la constante aplicacién de quimicos ha generado resistencia en algunas
cepas de patégenos, |o que implica aplicar dosis mas elevadas 0 quimicos que sean mas agresivos,
gue repercute enlasalud delaplanta, |a salud humana, deterioran lacomposi cion edafica, producen
contaminacién ambiental e incrementan los costos de produccion (Moreira et al., 2012; Trinidad-
Cruz et al., 2017).

Algunos de los gemplos de dafios asociados al efecto que producen los productos de control
quimicos se basa en la evidencia de residuos de plaguicidas hallados en humanos, esto se debe ala
persistenciay asus propiedades fisicoquimicas como la hidrof obicidad que les permite acumularse
en tegjidos y 6rganos, los efectos que pueden tener en salud de las personas son mas frecuentes
cuando se encuentran en constante contacto con estos productos ya sea con |os trabajadores en las
industrias dedicados a la fabricacion o aguellas personas dedicadas ala aplicacion del producto en
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camparias sanitarias. Se hadetectado que e fungicida Captan 50 WP est4 vinculado con incidencias

de leucemia, cancer de prostatay mieloma multiple (Parra-Acostay Martinez-Tapia, 2019).

Un estudio realizado por Sierra-Diaz et al. (2019) en dos comunidades agricolas de Jalisco (Agua
Caliente y Ahuacapén), detectaron distintos plaguicidas a partir de muestras de orina de 281 nifios
y adolescentes (entre 1 y 15 afios), de manera general la prevalencia en las muestras de herbicidas
fue de 60.49%, fungicidas 39.05% e insecticidas 20.92%, algunos de | os fungicidas como atrazina,
carbendazim y tiabendazol fueron encontrados en la orina de un 33% de los menores estudiados en
la comunidad Agua caliente y un 13.8% en la comunidad de Ahuacapan, ya que estos fungicidas
son ampliamente empl eados por |as agroindustrias de |a cafia de azlcar y horticolas en Ahuacapan,
|a presencia de estos productos en las comunidades de maneraindirecta puede ser debido a causas
como lalixiviacion llegando alas aguas subterraneas que son utilizadas como pozos para uso de la
comunidad, teniendo consecuencias en |os nifios expuestos con dificultades relacionadas con un

desarrollo mental deteriorado.

2.4.3. Control biolégico.

Los patégenos del suelo ocasionan pérdidas importantes debido a que generalmente son muy
agresivos, €l control bioldgico de patdgenos empleando microorganismo se ha considerado como
una alternativa natural y ambientalmente aceptable como un sustituto o para reducir alos métodos
de tratamientos quimicos que prevalecen (Saba et al., 2012), esto se logra mediante el
aprovechamiento de las interacciones bioldgicas simbidticas de los organismos como: €l
mutualismo, comensalismo, amensalismo y parasitismo que pueden ser adversas para los
organismos patégenos (Pal y Gardener, 2006).

El primer concepto de control bioldgico en fitopatologia fue propuesto por Baker y Cook (1974),
gue refieren como... “lareduccion de la densidad de inéculo o de las actividades inductoras de un
patégeno en estado activo o durmiente, lograda de manera natural o a través de la manipulacion
del ambiente, del hospedero, de antagonistas del patdgeno o plaga, que se quiere controlar”,
posteriormente este concepto tuvo modificacionesy diversos autores contribuyeron con su propio
término, uno de los mas aceptados es de Pal y Gardener (2006) que se refieren al control bioldgico

como “el uso intencional de organismos vivos que pueden ser introducidos o son residentes de las
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plantas hospederas resistentes a enfermedades que ayudan a reducir o suprimir las actividades y

poblaciones de uno o0 més patdgenos vegetales”.

L as caracteristicas que debe tener un agente de control bioldgico exitoso son: 1) debe crecer mas
rapido o utilizar més eficientemente los nutrientes disponibles, tomando el control para que los
patégenos pierdan oportunidades, 2) poder liberar productos que raenticen e desarrollo 0 maten
al patégeno (antibiosis), 3) tener la capacidad de inducir resistencia en las plantas mediante
diferentes mecanismos, 4) poseer una forma de destruir al patdgeno ya sea alimentarse

directamente, sobre o dentro de él (Monte, 2001).

L os organismos que se utilizan comunmente para controlar hongos fitopatdgenos son bacterias y
hongos. El género Fusarium son patégenos muy importantes que ocasionan graves enfermedades
en cafia de azlcar y otros cultivos por 1o que se han realizado muchas investigaciones acerca del
manejo de este hongo para reducir la incidencia de enfermedades empleando agentes de control
biologico (Vazquez-Ramirez y Castafio-Zapata, 2017), gque tienen un alto potencial antagdnico o
mecanismos eficientes para su mangjo (Ren et al., 2015). Dentro de estos microorganismos se
encuentran los hongos del género Trichoderma, que se utilizan cominmente como agente
controlador o regulador, el éxito que posee se debe a que emplea distintos mecanismos de accion
efectivos que son: antibiosis, competenciay micoparasitismo que han sido ampliamente estudiados
(Infanteet al., 2009), sin embargo, lamayoria delas cepas de Trichoderma son mesdfilas, las bajas
temperaturas o condiciones secas pueden influir en su actividad y deigual manerael pH del suelo,
el potencial de agua, losiones metdlicosy las bacterias antagénicas influyen sobre las actividades
de micoparasitismo del hongo (Kredics et al., 2003).

A causa de esto es necesario encontrar microorganismos que se encuentren en la rizosfera que
posean la capacidad de proteger a la planta contra los fitopatdgenos y puedan establecerse
definitivamente. Entre estos microorganismos se encuentran |os hongos micorrizicos que forman
una asociacion simbiética mutualista denominada “micorriza”. Las relaciones preexistentes entre
hongos y plantas nos brindan una mejor comprension de cémo los hongos al asociarse con las
plantas desde hace millones de afios les confirieron ventgjas evolutivas (Alarcon, 2007), que son
necesarias para que las plantas prevalezcan. Debido a lo anterior, es importante fomentar su
establecimiento en plantas de interés agricola.
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2.5. LosHongos Micorrizicos

Las micorrizas son aquellas estructuras especiaizadas que desempefian funciones diversas a
formarse una asociacion interespecificaentre el micelio de algunos grupos de hongos con el sistema
radica de las plantas; con respecto a esta simbiosis mutualista, la energia se mueve principa mente
desde laplantaa hongo y los recursos inorgani cos se mueven desde el hongo alaplanta (Bagyargj
y Stirmer, 2012). Los registros de las asociaciones que sucedieron entre las plantasy las hifas de
los hongos datan en el periodo Ordovicico, desde un punto de vista evolutivo esta asociacion fue
crucia paralainvasion, colonizacion y establecimiento en e medio terrestre (Camargo-Ricalde,
2008).

L os hongos micorrizicos se encuentran en una gran variedad de ecosistemas, cercadel 80% puede
asociarse con las plantas vasculares, por |o que existen diferentes tipos de micorrizas, divididas en
tres grupos importantes: ectomicorrizas, ectendomicorrizas (incluye a las micorrizas arbutoide y
monotropoide) y las endomicorrizas en esta categoria se encuentran las micorrizas: arbuscular,
ericoide y orquideoide (Tahat et al., 2010). En los sistemas agricolas las micorrizas arbuscul ares
son muy comunes y se forman generalmente en zonas tropicales, aridas y semi-aridas (Alvarez-
Sanchez y Pefia, 2009),

2.5.1. Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

L os hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son simbiontes obligados, que se encuentran en una
ampliagama de plantas vascularesy no vasculares. Estos hongos poseen un micelio cenocitico que
al penetrar se extiende fuera y dentro de la raiz, forman estructuras especiaizadas que son
conocidas como arbusculos y en agunos casos vesiculas (Barrer, 2009). Los HMA no suelen tener
una alta especificidad con respecto a un hospedero, no obstante, estos hongos tienen una gran
diversidad fisiol6gica y han desarrollado adaptaciones especificas mayormente asociadas a las

condiciones ambientales y edaficas en las que se establecen (Varelay Treo, 2001).

2.5.3. TaxonomiadelosHMA

Los HMA pertenecen a phylum denominado Glomeromycota que tiene poco mas de 200 especies,
comprende alaclase Glomeromycetesy cuatro 6rdenes: Archaesporales, Diversiporales, Glomales

y Paraglomales (Souza, 2015) (Tabla 1).
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Las esporas de estos hongos son asexuales y se encuentran comunmente en los suelos, los
pardmetros que se emplean para su identificacion son: tamario, didmetro, color, forma, nimero de
paredes, presencia o ausencia de hifa de conexién, etc., los resultados se corroboran utilizando

diferentes claves de identificacion (Souza, 2015).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica del Phylum Glomeromycota de acuerdo con Redecker et al. (2013)

tomada de Souza (2015).
Phylum Clase Orden Familia Género
Glomeromycota  Glomeromycetes Archaeosporales Archeosporaceae Archeospora
Ambisporaceae Ambispora
Geosiphonaceae Geosiphon
Diversisporales Acaulosporaceae Acaulospora
Diversisporaceae Corymbiglomus
Diversispora
Otospora
Redeckera
Gigasporaceae Cetraspora
Dentiscutata
Gigaspora
Intraornatospora
Paradentiscutata
Racocetra
Scutellospora
Pacisporaceae Pacispora
Saccul osporaceae Sacculospora

Glomerales

Claroideoglomeraceae
Glomeraceae

Claroideoglomus
Funneliformis
Glomus
Rhizophagus
Sclerocystis
Septoglomus

Paraglomerales

Paraglomeraceae

Paraglomus

2.5.2. Caracteristicas morfoldgicasdelosHMA

La formacién de micorrizas implica un proceso de cambios fisiolégicos en el hospedero, esto
implicalaformacién de estructuras de procedencia fungica como: 1) los ar blscul os que consisten
en ramificaciones dicotdmicas de la hifa que se hallan en el interior de la raiz, en este sitio se
realizan las actividades metabdlicas que estan relacionadas en e transporte de nutrientes, 2) las
vesiculas son estructuras formadas en los extremos de la hifa de forma globosas u €elipsoide, que
sirven paraamacenar lipidos, 3) las hifas que penetran laraiz se dividen por e parénguimaya sea
en forma tipo “Aurum o Paris”. Desde que se establecid el protocolo para extraer esporas
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Gerdermann y Nicholson (1963) se han realizado diversos estudios sobre las funciones asociados
alasplantasy esto tuvo un efecto significativo para poder emplear a estos hongos para el beneficio
de los sistemas agricolas. La composicion bésica de las estructuras morfol 6gicas de los HMA es:
arbusculos, células auxiliares, esporas, hifas y vesiculas que se encuentran fuera o dentro de las
raices (Souza, 2015), la formacion de estas estructuras es esencial para poder clasificarlos

taxonomicamente.
2.6. Interacciones entre plantas hospederasy HMA

L as interacciones entre las plantas y los HMA se establecen a partir de una serie de procesos que
involucran etapas extraradicales e intraradicales. La colonizacion empieza con la germinacion de
esporas en €l suelo, en esta etapa no involucra la interaccién con la planta, se encuentran
involucradas mayormente las condiciones edéficas. La segunda etapa se basa en sefidizacion-
reconocimiento que se da por el desarrollo del tubo germinativo y secrecion de enzimas del hongo,
parague las plantas que tienen relaciones simbi 6ti cas liberen sefial es como |las estrigol actonas para
dirigir el crecimiento del hongo hacia las raices en las zonas periféricas (Garcia-Sanchez et al.,
2008). Posteriormente se forma el apresorio para penetrar las raices de la planta donde se establece
y coloniza los tejidos intracelular e intercelularmente, cuando finaliza el proceso de colonizacion
ocurre con laformacién de diferentes estructuras como o son arbusculos y vesiculas que se forman

en algunas especies (Aguilera-Gomez et al., 2008).

2.6.1. Beneficios de la formacion de micorrizas

L as interacciones biol6gicas establecidas entre los HMA y las plantas les han conferido ventajas
marcadas con respecto a las plantas que no forman asociaciones micorricicas. De acuerdo con
algunos autores (Camargo-Ricalde et al., 2008; Gonzalez-Chavez et al., 2008; Tahat et al., 2010)

a continuacion se mencionan algunas de los beneficios méas sobresalientes:

a) solubilizan e ementos mineral es que se encuentran enlossuelosy quealaplantale esdificil
absorber de manera normal

b) aumentan latoleranciaa estrés hidrico, metales pesados, ala acidez y sdinidad del suelo

c) mejoran la calidad de |os suel os debido ala capacidad de biorremediacion

d) reduce latensién fisiol gica causada por microorganismos patdgenos de laraiz
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€) incrementan laabsorcion de agua
f) estimula la captacidon y transporte de nutrientes especialmente aquellos que son poco
moviles como fésforo, cobrey zinc que ayudan en el desarrollo de la planta

g) estimulan los sistemas defensivos de las plantas

Con respecto alos beneficios que provee la planta al hongo es que esta le proporciona un espacio
en que pueda desarrollarse y una fuente de carbono como los azlcares provenientes de fotos ntatos

gue son intercambiados a través de los arbuscul os.
2.7. Efecto delosHMA para promover €l crecimiento en las plantas

Enlossistemas agricolas, losHMA desempefian un papel muy importante parafavorecer el ciclaje
y reciclaje de nutrientes. Laextension delas hifas extraradicales van mas alla de donde se producen
las zonas de agotamiento que llevan a cabo la asimilacién de macronutrientes/micronutrientes,
como €l fosforo, que es un elemento limitante en la mayoria de |os suel os, también promueven la
fijacion de nitrégeno, calcio, cobre, magnesio y zinc que son transportados directamente hacia las
raices, 1o que permite la reduccion y uso de fertilizantes sintéticos (Bagyarg) y Stirmer, 2012;
Wilches-Ortiz et al., 2019). Se han realizado diversos estudios con respecto ala aplicacion de estos
biofertilizantes y los resultados que se han observado es que tienen efectos positivos con los
parametros asociados a rendimiento de la planta.

Laaplicacion de micorrizas en plantas de agave tuvo un efecto en el incremento de labiomasa seca
en un intervalo de 148 a 239% con respecto a las plantas testigo que no estaban inoculadas con
ninguna micorriza (Trinidad-Cruz et al., 2017). Con la aplicacion Glomus intradicens en plantas
de pimento, tuvé un aumento en labiomasa deraicesy brotes en suelos salinos (0,50,100 y 200mM
NaCl) y en dos niveles de P de 10 y 40 mg kg* (Rojas-Martinez et al, 2014).

En cafa de azucar, un complejo de especies de Glomus denominado “Micorriza” demostrd tener
efectos significativos en reducir las pérdidas de plantas micropropagadas para ser transferidas a
suelo de 12.9 a 8.9% ademas, de que hubo un efecto en el aumento de la altura, €l sistema radical
y mejorar la cantidad de materia seca de la planta (Soria et al., 2001). Wilches-Ortiz et al. (2019)
evalud la eficacia de micorrizas arbusculares nativas y micorrizas comerciales contra la

fertilizacién quimica convenciona a 10%, 50% y 100% (testigos) en tres variedades de cafia, los
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resultados con la evaluacion de las micorrizas arbusculares nativas, demostraron superar a las
fertilizaciones quimicas en el diametro del cuello de laraiz y dturade la planta. En la evaluacion
de las micorrizas comerciales y nativas, solo en una de las variedades demostraron tener mejores
resultados lasmicorrizas nativas, por otro lado, en lastres variedades de cafia todos | os tratamientos
con micorrizas mostraron mejores resultados en la altura de la planta en comparacién alos testigos.
Juntahum et al. (2020) a realizar un experimento en campo con a) inéculo nativo b) Funneliformis
mosseae ¢) F. mosseae + Fertilizante con P a 50% d) F. mosseae + Fertilizante con P al 100%,
observaron gue los mejores resultados se obtuvieron con el tratamiento de F. mosseae + fertilizante

al 50% se consigui6 un aumento en la productividad y la biomasa (tallo y hojas).
2.8. Efecto delosHM A hacia €l control de hongos fitopatogenos.

El uso potencia de organismos biol6gicos para controlar enfermedades ya se ha descrito
anteriormente. Se ha probado su eficacia contra patdgenos del suelo como hongos, bacterias,
oomycetes 0 nematodos, por 1o que han sido empleados en sistemas forestales y agricolas, esto se
debe a diferentes acciones que puede tomar el hongo las cuales son: 1) competencia o inhibicion
directa o indirecta, 2) incrementan la resistencia de las plantas por la estimulacion de sistemas de
respuesta (Tahat et al, 2010).

Los HMA tienen la capacidad de modificar las condiciones del suelo mediante interacciones con
microorgani smos que se encuentran en larizosfera, o con aquellos que se establecen fuera de los
limites de las raices denominada micorrizosfera, en ambos sitios se realizan procesos de inhibicion,

seleccion o estimulacion de grupos microbianos especificos (Varelay Trejo, 2001).

Al igual que otros organismos antagonistas los HMA tienen la capacidad de proteger las raices
empleando laresistenciainducida (RI); con este tipo de resistencia se establece la proteccién tanto
a nivel local como sistémico, relacionado en la via de traduccion de sefidles activadas en las
reacciones planta-patdgeno y mecanismos reguladores de “primming’” gue permite laactivacion de
una respuesta mas eficiente en la defensa ante el ataque de enemigos potencial es (Ramirez-Gomez
y Rodriguez et al., 2012).

Lainteraccion que se lleva a cabo entre HMA, plantas y patdgenos depende de muchos factores,

sin embargo, en diferentes estudios que se han redizado, los resultados demuestran que la
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inoculacion de HMA en plantas afecta negativamente el desarrollo y laincidencia de patégenos o

influyen en la reduccion de la severidad de las enfermedades (Ren et al., 2015).

Un estudio realizado por Ren et al. (2015) en plantas de mel6n (Citrulluslanatus) que comunmente
son susceptibles a infecciones de Fusarium oxysporum f. sp. niveum que provocan marchitez, a
inocular HMA del género Glomus mosseae en plantas juveniles infectadas observaron que el dafio
se reduce un 89.3%, probablemente este cambio se debe a la modulacién en la secrecion de
exudados radicales.

En el 2017 Trinidad-Cruz et al. inocularon consorcios de micorrizas arbuscul ares nativas en plantas
de agave que fueron infectadas con F. oxysporum, ademés de comparar €l efecto que tienen las
plantas ante micorrizas comerciales del INIFAP se demostré gque los consorcios de HMA nativos
tuvieron resultados favorables en reducir la infeccion de marchitez 41% en plantas de agave, de

modo similar lamicorriza comercial obtuvo 39.5% en la reduccién de infecciones.

En plantas de tomate F. oxysporum f. sp. lycopersici ocasiona pérdidas de 21 a 47% debido ala
marchitez vascular, al realizar aplicaciones con la micorriza del género Glomus, se obtuvo una
disminucion del 35% en la incidencia de la enfermedad (Vasguez-Ramirez y Castario-Zapata,
2017), en plantasdefrijol a utilizar G. macrocarpum se reduce lainfeccidn en raicesy se obtienen
mejores resultados en lalongitud de la raiz, ademés de obtener mejor peso seco y peso fresco de

raices

Como se ha descrito anteriormente, existen trabaj os que hablan del control biol6gico de HMA con
algunas especies de Fusarium especialmente F. oxysporum, sin embargo, en cultivos de cafia de
azUcar en Morelos |a especie de mayor importancia por su patogenicidad es F. andiyaz, hasta el
momento no existen reportes que utilicen los HMA contra este fitopatdgeno, ademas de evaluar s

existen implicaciones en el crecimiento vegetal para ser utilizados como biofertilizantes.
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3. JUSTIFICACION

Lamarchitez provocada por Fusarium andiyaz genera pérdidas significativas en el rendimiento de
los cultivos, debido a la necrosis de raices; comunmente para el control de esta enfermedad se
utilizan fungicidas quimicos, sin embargo, se ha observado que su uso desmedido ha provocado
dafos en @ ambiente y en la salud humana. La aplicacion de hongos micorrizicos arbuscul ares
(HMA) es una excelente dternativa para mejorar e estado de la planta, mediante el
aprovechamiento de los nutrientes disponibles en los suelos por medio de las interacciones
micotroficas, ademas, estos hongos pueden influir en la reduccién o incidencia de enfermedades.
Hasta el momento no se tienen reportes acerca del mangjo de F. andiyaz empleando HMA. El
aprovechamiento de estos hongos tendria la finalidad de reducir la aplicacién de fertilizantes
sintéticosy fungicidas, o que generaria un gran impacto en reducir los costos de produccion, por
lo que este trabajo puede establecer las bases para un manejo integrado de la marchitez con la
seleccion de HMA nativos que permitan disminuir € grado de infeccion en las raices y de igua
maneramejorar € estado nutriciona de las plantas, |0 que conseguiria mejorar €l rendimiento de

|os cultivos de caina de azlicar en Morelos.

19



4. HIPOTESIS

La aplicacion de HMA, nativos del estado de Morelos, en raices de plantas de cafia de azUcar

favoreceran su desarrollo y brindan proteccion contra el patégeno Fusarium andiyaz

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Aidar y evaluar €l efecto de HMA nativos del estado de Morelos en el desarrollo vegetal en cafia

de azlcar y su potencial para reducir las infecciones ocasionadas por F. andiyaz.

5.2. Objetivos particulares

1. ldentificar losHMA presentes en suelosy larizosfera de plantas de cafia de azUcar.
2. Evaluar € efecto de la aplicaciéon delosHMA en el desarrollo de plantas de cafia.
3. Analizar la capacidad de las HMA para reducir la infeccion de F. andiyazi en plantas de

caha

20



6. MATERIALESY METODOS

El presente trabajo se llevé a cabo en € laboratorio de Control Biologico del Centro de
Investigacion en Biotecnologia (CEIB) y en € laboratorio de Entomologia y Fitopatologia del
Centro de Investigaciones Biol 6gicas (CIB) de laUAEM.

6.1. Colecta de muestrasde suelo

Lacolectade suelo se realizo en cultivos de cafia de azUcar en el municipio de Jojutla, Morelos. Se
ubicaron cinco sitios en donde se tomaron muestras de suelo de la rizosfera de plantas de cafia de
azlcar sanas, registrando su estado de desarrollo y lavariedad. Las muestras de suelo se colectaron
a 10 cm delabase del tallo de las plantas de cafa de azlicar y a una profundidad de entre 10 y 30
cm. Por cada sitio de colecta, se obtuvieron dos muestras de suelo de 1 kg cada una, que fueron
colocadas en bolsas herméticas (Figura 3). Cada muestra de suelo se rotulé con sus respectivos
datos de colecta y se colocaron en hieleras para tradadarlas a laboratorio de Entomologia y

Fitopatol ogiadel CIB, en donde fueron almacenadas en refrigeracién a4°C hasta su procesamiento.

Figura 3. Muestras de suel o tomadas de cultivos de cafa de azlicar provenientes del municipio de Jojutla
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6.2. Aisamiento de esporasde HM A

De las muestras de suelos colectadas, se recuperaron las esporas de HMA utilizando la técnica de
Gerdemann y Nicholson (1983), que consiste en obtener esporas mediante tamizados himedos y
decantacién. De cada muestra de suelo se pesaron 100 g y se suspendieron en 1000 ml de agua, la
suspension se agitd en una mezcladora durante 5 minutos a velocidad media 'y se dejé reposar
durante 3 minutos con lafinalidad de eliminar particulas grandes por sedimentacion. La suspension
se paso através de diferentes tamices que tuvieran el tamafio suficiente para descartar |as particulas
mas grandes y filtrar las mas finas, todo el procedimiento se realizé simultaneamente con
abundante agua corriente. EI material que quedd en los tamices fue colectado de las mallasy se
transfiri6 afrascos de vidrio donde se adiciond nuevamente aguay serepitid el proceso de tamizado

unavez mas con lafinalidad de aidar |las esporas y obtener muestras limpias (Figura 4).

Figura 4. Técnica de extraccion de esporas en suelo. A) Muestras de suelo de cafia de azlicar. B)
Tamizado C) Proceso de centrifugacion de muestras. D) Obtencién de esporas
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En los tamices con un tamafio de malla de 125y 35 um, se recupero la fraccion més fina que se
depositd en tubos de centrifuga adicionando 5ml de sacarosa al 60%. El materia se centrifugo a
3000 rpm durante 5 minutos. Posteriormente con ayuda de una micropipeta se recuperd el
sobrenadante con las esporas y se realizd un lavado pararetirar € exceso de sacarosa. El material
resultante se colocé en frascos de vidrio adicionando 10 ml de solucién Ringer (NaCl 100 mg, KC1

100 mg, CaCl> 100 mg y MgCl> 100 mg) y se colocaron en refrigeracion a4°C.

De las fracciones obtenidas de cada muestra se procedié a contar esporas. El contenido de cada
frasco se depositod en cajas Petri y bajo un microscopio estereoscopico se realizo el conteo con
ayuda de un contador manual y se empled laformula siguiente:

NUmero de esporas presentes
100 g de suelo

NUmero de esporas en 100g de suelo seco=

Serealiz6 un andlisisde varianzaparael nUmero de esporas presentes en muestras de suelo de cafa
de azlcar. Para detectar diferencias significativas entre los sitios de muestreo se hizo una prueba
de comparacion multiple de medias con nivel de significancia a 95%, utilizando el programa
Statistica 7.0.

6.3. Identificacion de esporasde HMA

Las fracciones de las muestras de suel 0 analizadas se vertieron en vidrios de rel o] y se observaron
bajo microscopio estereoscopico marca Leica DM50, con agujas entomol égicas se agruparon las
esporas de acuerdo con algunas caracteristicas morfol gicastalescomo forma, tamafio y loscolores
gue se indican en la guia International Culture Collection of Vesicular Arbuscular Mycorrhizal
Fungi (INVAM) (Apéndice 1).

6.3.1. Preparaciones tempor ales

De cada fraccion analizada se separaron las esporas por grupos de acuerdo con sus similitudes
morfol bgicas. Posteriormente se seleccionaron 10 esporas de cada grupo y con agujas de diseccion
se colocaron sobre un cubreobjetos. Estas esporas se cubrieron con solucion PVLG (Alcohol-
Polivinil-Lacto-Glicerol) (Apéndice 2), y se les colocd encima cinta transparente. Todas las

preparaciones se sellaron con esmalte.
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6.3.2. Clavestaxondmicas para la identificacion de HMA

De cada grupo de esporas por separado, se observaron sus caracteristicas morfol 0gicas especificas
tales como: grosor de las paredes, capas, presencia de hifa de conexion, saculo y cicatriz. Se
tomaron microfotografias con el microscopio éptico Nikon Eclipse Ni H550L en 40x. A partir de
caracteristicas de las esporas se procedid a redizar su identificacion con ayuda de claves
taxondémicas especificas para HMA; para este caso las obras taxondmicas méas consultadas son
Pérez y Schenk (1990), Schiifler y Walker (2010), Souza (2015) y ademés se consulté la base de
batos The International Culture Collection of Arbuscular Mycorrhizal Fungi - INVAM
(http://invam.caf .wvu.edu).

6.4. Calculo de indice de diversidad de esporasde HM A

La diversidad de HMA se estimd en las muestras de 100g de suelo utilizando las férmulas

siguientes (Herrera-Monrroy et al., 2019):

Abundanciarelativa (AR)

AR= Numero de esporas de |a especie x x 100
NuUmero total de esporas

Vaor deimportancia (VI)

Vi= Frecuencia de aislamiento+ Abundanciarelativa
indice de Shannon-Weiner (H) = S
- Z piln(pi)
i=1

pi- abundancia proporcion de individuos de laiésima especie; representa la probabilidad de que un
individuo i respecto al total de individuos de la especie i esté presente en la muestra siendo la

sumatoriade pi igual al

24


http://invam.caf.wvu.edu/

ni-nimero de individuos de la especie i
N- nimero de todos los individuos de todas | as especies las S especies
6.5. Produccion de HM A nativas de cafia de azlicar en cultivostrampa

Los HMA no se desarrollan en cultivos sintéticos, por |o que necesitan un hospedante para cumplir
su ciclo de vida. Por lo tanto, se empled la técnica de cultivos trampa que consi ste basicamente en
utilizar una especie vegetal de rgpido crecimiento y que sus raices sean susceptibles de ser
colonizadas. En su mayoria, las plantas utilizadas son gramineas (Robles et al., 2008), en este
trabajo se utilizaron plantas de sorgo (Sorghum vulgareae) debido a que crece bien bgjo unaamplia
gama de condiciones en € suelo, tienen una mejor tolerancia ala sequiay € exceso de humedad

en el suelo que lamayoria de los cereales.

6.5.1. Proceso de desinfeccion

6.5.1.1. Esporasde HMA.

L as esporas identificadas previamente seleccionadas para ser reproducidas en los cultivos trampa

se desinfectaron con 0.5 ml de gentamicina durante 10 minutos

6.5.1.2. Semillas de sor go.

Las semillas de sorgo se sometieron a un proceso de esterilizacion superficial colocandolas en una
bandgja con una solucion de hipoclorito de sodio comercia a 6% durante 10 minutos,

posteriormente se enjuagaron con abundante agua estéril.

6.5.1.3. Preparacion del sustrato.

El sustrato que se utiliz6 para propagar losHMA, se elabor6 en base a dos componentes peat moss
y vermiculita en una proporcion de 2:1. Estos componentes se colocaron sobre bandejas, donde se
mezclaron hasta obtener una consistencia uniforme. Posteriormente dos kilos de sustrato fueron
depositados en bolsas de polipape para ser esterilizadas en autoclave a 120°C durante una hora a

15 libras de presion, este proceso se repitio durante dos veces (Montario et al., 2008).
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6.5.2. Inoculacion de HM A en plantastrampa

Se colocaron tres cuartas partes de sustrato estéril en bolsas de invernadero con capacidad de 0.4
kilogramos. Posteriormente se adicionaron 50 esporas de HMA que previamente fueron
seleccionadas por morfoespecies y se cubrieron con una capa delgada de sustrato, finalmente se

colocaron 10 semillas de sorgo que se cubrieron con una capa de sustrato (Figura 5).

6.5.2.1. Propagacion de HM A

Las plantas de sorgo inoculadas con HMA se mantuvieron a la intemperie en un terreno ubicado
en e municipio de Temixco durante un periodo de 45 dias. Pasado el periodo de propagacion de
HMA en las plantas de sorgo, las esporas se recuperaron de la siguiente manera; se removieron de
las bolsas plasticas |las plantas de sorgo incluyendo el sustrato, se separé la parte aérea de la planta
y lasraices con el sustrato se colocaron dentro de una bandeja de pléastico, donde fueron mezcladas
manualmente durante dos minutos. De cada maceta se separ6 50 g y se colocaron en bolsas de
polipapel, rotulandose con los datos de su contenido. La mezcla de sustrato, raices y esporas de
cada morfoespecie obtenidas en las plantas trampa, se utilizaron para |os bioensayos con cafia de

azUcar.
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Figura 5. Cultivos trampa. A) Mezcla de sustrato peat moss: vermiculita, 2:1. B) Siembra de semillas de
sorgo. C) Germinacién y crecimiento de plantas de sorgo

6.6. Evaluacion de los efectos de HM A en plantas de cafa de azlicar

Se evalud la aplicacion de las morfoespecies de HMA obtenidas en plantas de cafia de azlcar. La
aplicacion de las morfoespecies de HMA se hizo de maneraindividual o en consorcios paraevaluar
su efecto en €l desarrollo de plantas de cafia de azlcar y por otro lado, su capacidad de limitar la
infeccion del patégeno F. andiyaz en estas plantas.

Parala evaluacion del efecto de los HMA se utilizaron los siguientes componentes:

Material vegetal: fueron seleccionadas plantas sanas de cafia de azUcar de la variedad CP 72-2086
de tres meses de edad, obtenidas a partir de cultivo de tejidos provenientes del |aboratorio del
ingenio de Motzorongo Coérdoba, Veracruz.
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Inéculo micorricico: se utilizaron las esporas de HMA que fueron reproducidas en las plantas

trampa de sorgo.

A continuacion, se muestra la disposicion de tratamientos que contienen una morfoespecie 0 estan

en consorcios de HMA que fueron utilizados en |os bioensayos con cafia de azlcar.

Tabla 2. Tratamientos evaluados en cafia de azticar

Tratamientos

Morfoespecies de HMA

Tratamiento 1 (T1)
Tratamiento 2 (T2)
Tratamiento 3 (T3)
Tratamiento 4 (T4)
Tratamiento 5 (T5)
Tratamiento 6 (T6)
Tratamiento 7(T7)
Tratamiento 8 (T8)
Tratamiento 9 (T9)
Tratamiento 10 (T10)
Tratamiento 11 (T11)
Tratamiento 12 (T12)
Tratamiento 13 (T13)
Tratamiento 14 (T14)
Tratamiento 15 (T15)
Tratamiento 16 (T16)

Acaul ospora lacunosa/Acaul ospora tubercul ata
Claroideoglomus lamellosum
Acaulospora lacunosa
Septoglomus deserticola
Glomus ambisporum
Rhizophagusirregularis
Acaul ospora tuberculata
Glomus aggregatum
Acaulospora 1/Glomus aggregatum/ Sclerocystis 2
Claroideoglomus luteum
Glomus mosseae/ Funneliformis geosporum
Sclerocystis 1
Glomus mosseae
Paraglomus occultum
Funneliformis geosporum

Testigo (sin HMA)

6.6.1. Evaluacién del efecto delosHMA en el desarrollo de las plantas de cafia de azlcar .

Paralaevauacion dd efecto que presentan losHMA en el desarrollo de plantas de cafia de azlcar,

se estableci6 un disefio completamente al azar en donde se evaluaron 16 tratamientos aplicando las

morfoespecies de HMA de manera separada, en consorcios y un testigo absoluto (Tabla 2). Cada
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planta representa una unidad experimental. Se utilizaron tres repeticiones para cada tratamiento

(Figura 6).

Pararealizar este bioensayo |as macetas de vivero sellenaron hastalamitad con sustrato preparado,
se afiadieron 50 g de in6culo con las esporas de HMA, posteriormente se colocaron las plantas de
cafia de azUcar y se cubrieron con una capa de sustrato. Las plantas testigo no se inocularon con
HMA.

Figura 6. Plantas de cafia de azlcar inoculadas con HMA

A los 60 dias en las plantas se evaluaron las siguientes variables:
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altura (cm)

nimero de tallos

didmetro de tallos (cm)
longitud de laraiz (cm)
peso fresco de las raices (g)
peso seco de raices (Q)

FEFEEF

Para la evaluacion de pesos seco de las raices el material vegetal se colocé en estufaa 60°C.

6.6.1.1. Método de clareo y tincién de raices

La presencia de HMA en raices se determiné mediante la tincion de raices utilizando el método
propuesto por Phillips y Hayman (1972) con modificaciones propuestas por Garcia-Sanchez et al

(2008) que consiste en lo siguiente:

Aclaramiento de tejidos. Se tomaron segmentos de raices de cafia de azUcar previamente lavadas,
y se colocaron en viales con suficiente solucion de KOH a 10% para ser cubiertas, los viales se
acomodaron en bafio Maria en una estufa marca Lindberg a 90°C durante 20 minutos,

posteriormente las raices que se aclararon fueron lavadas con agua estéril .

Blanqueo. Como paso adiciona al aclaramiento las raices fueron blanqueadas de la siguiente
manera: Se agrego H>O> 10% en un vaso de precipitado con cantidad suficiente para cubrir las
raicesy se dejé reposando durante 3 minutos, pasado el tiempo se realizaron enjuagues con agua
estéril.

Acidificacion. Las raices se acidificaron con solucién HCI a 1% durante 3 minutos, después se
retir el &cido sin enjuagar las raices, cuando las raices fueron totalmente blanqueadas estuvieron

listas para el proceso de tincion.

Tincién. Las raices se cubrieron con azul de tripano 0.05% con lactoglicerol y se calentaron en

bafio Maria a 90°C durante 10 minutos, posteriormente se retird el exceso de colorante.

Decoloracion. Las raices tefiidas se lavaron en agua estéril y se decoloraron en lactoglicerol, por

ultimo, se dejaron en conservacion para su posterior andlisis.
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6.6.1.2. Deter minacion de colonizacion micorricica en las raices de cana de aztcar

Parala determinar |acolonizacion micorricicase utilizaron las raices almacenadas en lactoglicerol.
Se colocaron lasraices en papel filtro estéril, con ayuda de agujasy navajas de diseccion, lasraices
se cortaron en fragmentos de un centimetro, posteriormente en un portaobjetos se colocaron 10
fragmentos en posicion vertical, sobre los segmentos de raiz se adiciond una gota de lactoglicerol
y se coloco un cubreobjetos, se debe mangar con cuidando € cubreobjetos, evitando laformacion
de burbujas (Reyes-Quintar et al., 2008). Las muestras se colocaron en portaobjetos y fueron

selladas con una capa de esmalte transparente.

Para determinar € porcentgie colonizacion micorricica, las muestras se visualizaron en
microscopio de campo claro marca Leica DM500 en objetivos de 40X, ademas se tomaron
microfotografias de las estructuras tipicas de la micorriza en diferentes angulos con la camara
digital acoplada al microscopio optico (Nikon Eclipse Ni H550L). El porcentaje de colonizacion
micorricica se determiné a partir de la presencia de vesiculas o arbiscul os mediante la siguiente

ecuacion:
_ Frecuencia de estructuras fungicas cuantificada en cada segmento
Porcentaje de x 100
colonizacion total = NUmero de segmentos radical es total es observados

Se realiz6 un andlisis de varianza para la colonizacion de raices de cafia de azlcar. Para detectar
diferencias significativas entre los tratamientos se hizo una prueba de comparacion multiple de

medias con nivel de significanciaa 95%, utilizando € programa Statistica 7.0.

6.6.2. Evaluacion del efecto de los HMA en plantas de cafia de azlicar inoculadas con F.

andiyaz

Para evauar € efecto que tienen las HMA reduciendo la infeccion ocasionada por F. andiyazi, se
selecciono un disefio completamente al azar en donde se evaluaron 16 tratamientos, aplicando las
morfoespecies de manera separada 0 en consorcios junto con el patdgeno y un testigo que incluyd
Unicamente a patégeno. Se realizaron cuatro repeticiones por cada tratamiento. Como unidad

experimenta se emplearon plantas de cafia de azlcar.
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El inéculo de F. andiyaz se obtuvo de lamanera siguiente: se utilizé una cepade F. andiyaz dela
coleccién de hongos fitopatégenos del L aboratorio de Entomologiay Fitopatologiaen el CIB. Esta
cepa se aidé de plantas de cafa de azlcar con claros sintomas de marchitez y previamente se
comprob0 su patogenicidad contra cafia de azlicar (Martinez-Jaimes, 2014). A partir de la cepade
F. andiyazi conservada en aceite mineral se transfirié unamuestra para reactivarla en cgas de Petri
(90 mm de diametro) con medio de cultivo PDA marcaDifcoy SNA (Apéndice 3) estéril (121°C,
15 libras de presion, 15 minutos). Las cajas Petri con F. andiyaz seincubaron durante dos semanas
con fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad. Una vez terminado el periodo de incubacion se
adiciond 20 mL de agua estéril en cada caja Petri. Con ayuda de unaaguja de diseccién previamente
esterilizada con calor, se desprendieron suavemente los conidios de Fusarium de la coloniay se
recuperd el agua con los conidios utilizando una micropipeta y puntas estériles. Con un
hematocitémetro la suspension de esporas se ajustd a una concentracion de 1x10° conidios/mL
(Figura7).

Figura 7. Fusariumandiyaz. A) Coloniade F. andiyaz crecida en media PDA B) Suspenson de conidios
de F. andiyaz

Para proceder con el bioensayo las bolsas de vivero se llenaron a la mitad con € sustrato
seleccionado, se afiadieron 50g de inbéculo que contienen las esporas de HMA 'y se trasplantaron
las plantas de cafia de azlcar (una plantula por maceta) por Ultimo se colocé una capa de sustrato.
A los 30 dias se inocul 6 a sustrato 50 ml de la suspension de conidios de F. andiyaz (Figura 8).
En €l testigo absol uto setrasplanto lacafiade azlicar y se adicion6 a sustrato 50 ml de lasuspension

de conidiosde F: andiyaz sin ningin HMA.
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Figura 8. Inoculacién de F. andiyazi a plantas de cafia de azUicar

A los 60 dias en las plantas se evaluaron las siguientes variables:

altura (cm)

numero de tallos

didmetro de tallos (cm)
longitud delaraiz (cm)
peso fresco de las raices (Q)
peso seco de las raices (g)

FEEEEE

El grado de enfermedad en las raices de |la cafla de azlicar se clasificO y registro. Esta escala es de
0 a 4 0 de 0 a6 de acuerdo con Asran y Buchenauer (2013). Porcentaje de raiz lesionada 0=0%;
1=25%; 2=26 a 50%,; 3=51 a 75%; 4=76 a 100% de necrosis en raices; 5=sistema radicular muerto

y fragmentado; 6= toda |la planta muerta.
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6.7. Andlisis estadisticos

Con los datos obtenidos de las variables anteriormente mencionadas se reaizé una prueba de
Andlisis de Varianza, utilizando el programa Statistica 7.0 ademas, se utilizaron pruebas de
comparacion multiple de medias Tukey con niveles de significancia a 95%. para comparar las

diferencias entre |os tratami entos.
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7. RESULTADOSY DISCUSION

7.1. Aidamiento de esporasde HM A en plantas de cafia de azlicar

En las muestras de suel o analizadas de | os cinco campos de cafia de azlicar de Jojutla, Morelos, se
aidaron propagulos de HMA nativos. Se present6 una variabilidad poblacional de HMA entre los
sitios de colecta, con un promedio de 497 esporas por 100g de suelo (Figura 9).

1000
900
800

2
§ 700 a
@ 600 I
LU
A 500 I
S 400 b
L
s b
= 30 T 1
< 200 = c

100

0

sitiol sitio2 sitio 3 sitio4 sitio5
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Figura 9. Numero de esporas de HMA aidladas de muestras de suelo de cafia de azlcar de lavariedad CP
72-2086 (media +desviacion estandar)

Los suelos con el menor nimero de HMA fueron los del sitio 1 con 280 esporas y €l sitio 3 con
320 esporas por 100g de suelo. Estos resultados concuerdan con |o reportado en campos de Jalisco
utilizados para vinazas gque presentaron en promedio 209+12, 248+37 esporas por 100 g de suelo
(Sanchez-Lizarragaet al., 2017), en otros paises se han hecho reportes similares, tal como el estudio
del Ingenio Tres Valles de Honduras, reportando en promedio 4 esporas por gramo de suelo
(Tahuico-Reyes, 2005) y en laIndia se reportaron rangos de 48-360 (Srikumar et al., 2009), 137-
395 (Datta y Kulkarni, 2012) y 119-583 (Sivakumar, 2013) esporas por 100g de suelo. En las
muestras de suelo del sitio 5 se present6 el promedio més alto de esporas. 863 por 100g de suelo.
Sin embargo, € contenido de HMA en |os suel os estudiados es menor a lo reportado por Salgado-
Garcia et al. (2014) quienes mencionan un promedio de 943 esporas por 100g de suelo en campos

de cafa de azlcar del estado de Tabasco.
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En las muestras de suelo de cafia de azlcar se identificaron 15 morfoespecies de HMA, las cuales
se ubican en tres ordenes (Diversiporales, Glomerales, Paraglomerales) y cuatro familias
(Acaulosporaceae, Claroideoglomeraceae, Glomeraceae y Paraglomeraceae). Los géneros
identificados fueron: Acaulospora, Claroideoglomus, Funneliformis, Glomus, Paraglomus,
Rhizophagus, Sclerocystis y Septoglomus. La abundancia relativa de los géneros de HMA en las

muestras de suelo fue la siguiente (Figura 10).

Sclerocystis, 0.72% Septoglomus, 10.1%
Rhizophagus, 0.3%

Paraglomus, 2.56% Acaulospora 32.47%,
Glomus, 24.77%
Funneliformis, 0.82% Claroideoglomus, 28.25%

Figura 10. Abundanciarelativa de los géneros de HMA en suel os de cafia de azlcar de Jojutla, Morelos.

Los géneros mas abundantes en los cinco sitios muestreados fueron: Acaulospora con 32.47%,
Claroideoglomus con 28.25% y Glomus 24.77% en muestras de 100g de suelo; por otro lado, los
gue fueron menos abundantes fueron los géneros Paraglomus 2.56%, Sclerocystis 0.72% vy
Rhizophagus con 0.3% y solo se encontraron en lossitios 3,4 y 5. En un estudio realizado por Datta
y Kulkarni (2012) en suelos de cafia reportaron que la abundancia relativa del género Glomus fue
de 75%, Acaulospora 9% y Sclerocystis 3%. De acuerdo con Salgado-Garcia (2014), los géneros
Acaulospora y Glomus se encuentran presentes en la mayoria de los cultivos de cafia de azlcar
(Kumalawati et al., 2014); se ha observado que el género Acaulospora tiene una mejor asociacion
en lossuelos acidosy Glomus es reconocido en laagroindustria por su capacidad deresistir durante
variosciclosen lasplantasy se hadescrito como atamente resi stente ante diferentestipos de suelos
gue presenten condiciones adversas, como ligeramente alcalinos o con altos contenidos de
elementoscomo Fe, Mgy Zn (Kariman et al., 2005; Srikumar et al., 2009). Delas 15 morfoespecies
aidadas, 12 fueron identificadas anivel de especiey 3 anivel de género (Tabla 3).
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Tabla 3. Abundanciardativa (AR) y Vaor deimportancia (V1) de especies de HMA presentes en cafiade

azUcar
Porcentajede Valor de
Género o especie Abundancia Importancia

relativa (AR) (VI)
Acaulospora lacunosa J.B. Morton 16.40 58.20
Acaulospora tuberculata Janos & Trappe 4.87 32.43
Acaulosporasp 1 11.21 55.60
Funneliformis geosporum T.H. Nicolson & Gerd 0.82 30.41
Glomus aggregatum N.C. Schenck & G.S. Sm 9.92 54.96
Glomus ambisporum G.S. Sm. & N.C. Schenck 7 43.50
Glomus citricola Tang & M. Zang 2.07 31.04
Glomus mosseae T.H. Nicolson & Gerd.) Gerd. & Trappe 5.77 52.89
Claroideoglomus lamellosum Dalpé, Koske & Tews 19.76 59.88
Claroideoglomus luteum L.J. Kenn., J.C. Stutz & J. B 8.49 54.25
Septoglomus deserticola Trappe, Bloss & JA. Menge 10.10 55.05
Paraglomus occultum J.B. Morton & D. Redecker 2.56 51.28
Rhizophagus irregularis Wubet, Renker & Buscot 0.30 40.15
Sclerocystissp 1 0.32 30.16
Sclerocystis sp 2 0.40 40.20

En este estudio las morfoespecies més abundantes fueron Claroideoglomus lamellosum con
19.76%, seguido de Acaulospora lacunosa con 16.40%, mientras que, Rhizophagusirregularisy
las dos especies de Sclerocystis presentaron | 0s porcentajes mas bajos de abundancia relativa 0.30,
0.32 y 0.40 % respectivamente, 1o que difiere con otros estudios en cafa de azlcar en donde se
reporta gue las especies mas abundantes son del género Glomus (Pérez- Lunaet al., 2012; Wilchez-
Ortiz et al., 2019).

En las muestras de suelo de los 5 sitios analizados se observd una variacion en la abundancia de

las 15 morfoespecies de HMA tal como se muestraen laFigura 11.
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Figura 11. Abundanciarelativa (AR) de esporas de HMA identificadas en suelos de cafia de azlicar en los
sitios de muestreo 1,2,3,4y 5. A-Acaulospora, C-Claroideoglomus, G-Glomus, R-Rhizophagus, S-
Septoglomus
De las muestras de suel o analizadas se encontrd que la riqueza de especies de HMA més alta fue
enlossitios 3,4y 5, en cada sitio se hallaron 15 morfoespecies. En contraste, en el sitio 1 se obtuvo
la menor riqueza con 7 morfoespecies. Las morfoespecies de Acaul ospora lacunosa, Acaulospora
tuberculata, Acaulospora 1, Claroideoglomus lamellosum, Claroideoglomus luteum, Glomus
mosseae, Y Septoglomus deserticola se presentaron en todos |os sitios de muestreo. Sin embargo,
en e ditio 1 destacan las especies C. lamellosumy A. lacunosa con la mayor abundancia 23.75% y

19.46% respectivamente, |0 que concuerda con |o reportado por Azevedo et al. (2014).

La variacion en el nUmero de esporas en los diferentes sitios de colecta se puede atribuir a la
influencia de los componentes bidticos y abidticos de los suelos y su asociacion con la planta
resaltando caracteristicas tales como la cobertura vegetal, temperatura y fertilidad. Se tienen
reportes de que € pH, o las concentraciones de K y Mn influyen en la correlacion positiva en la
densidad de esporas (Sivakumar, 2013), mientras que Dattay Kulkorni (2012), indicaron que se
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establ ece una correlacion negativa entre la densidad de esporas y concentraciones disponibles de P
y Na, Ca, Cu, Mgy Zn principalmente, e P disponible en el suelo inhibe la colonizacion enlaraiz
y la densidad de esporas. En este sentido Salgado-Garcia et al. (2014) sefial6 que las plantas de
cafia con un bajo contenido de P favorecen la ssmbiosis con HMA por mecanismos bioquimicos
asociados. Ademas, € estado fenolégico de la plantay las actividades en el cultivo tales como la
guemadelasplantasy el exceso de humedad en el suelo debido al riego por inundacion son factores

gue determinan el tamafio y favorecen € tipo de poblaciones de HMA.

Tabla 4. indices de diversidad de Shannon-Weiner para morfoespecies de HMA presentes en diferentes
campos con cafia de azlcar

Sitio indice de Shannon-Weaver (H)
Sitio 1 1.87
Sitio 2 2.16
Sitio 3 2.42
Sitio4 2.28
Sitio5 2.29

Con relacién a la rigueza de morfoespecies de HMA, los datos indican una alta diversidad en los
suelos de cana de Jojutla, Morelos (Tabla 4). De acuerdo con el indice de Shannon-Weaver, los
valores menores a2 indican que existe unabagjadiversidad y los valores mayores 3 indican unaalta
diversidad. En €l sitio 1 se tuvo el valor més bajo (1.87) lo que sugiere baja diversdad, mientras
gue en los demés sitios estudiados se obtuvieron valores mayores a 2, el maximo valor fue 2.42 en
el sitio 3. Estos valores fueron altos en comparacion alos reportados por Suresh y Nelson (2015),
mencionando valores entre 0.183 a 0.492; Sanchez -Lizarraga et al. (2017) en cafia de azUcar
obtuvieron valores de 1.66-1.67. Se debe sefidar que en los suelos de la region de Chontalpa
(Tabasco) se reportaron valores semejantes de 2.07 (Salgado et al., 2014); conviene subrayar que
se obtuvieron val ores aceptabl es tomando en cuenta que son sistemas agricolaslos que estan siendo
evaluados. Es altamente probable encontrar en todos los sitios a los géneros mas abundantes que
son Acaulospora, Claroideoglomus'y Glomus o a las morfoespecies mas abundantes, en este caso
fueron C. lamellosumy A. lacunosa en los suelos del sur del estado de Morelos.
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7.2. Identificacion morfol6gica de losHM A aislados de suelos de cafia de azlcar

En este trabgjo se aidaron e identificaron 15 morfoespecies de HMA en los suelos de cafia de
azUcar, aungue tres solamente fueron identificadas a nivel de género. Las esporas identificadas
pertenecen a ocho géneros de cuatro familias ubicadas dentro de los tres érdenes Glomerales,
Diversisporales y Paraglomerales. De acuerdo con |os resultados obtenidos el mayor nimero de
géneros corresponden alafamilia Glomeraceae, siendo € género Glomus € que presento la mayor
cantidad de morfoespecies con un total de 4, por € contrario, los géneros Funneliformis,
Rhizophagus, Septoglomus y Paraglomus fueron menos frecuentes con una especie cada uno. A
continuacion, se presenta la descripcion morfoldgica de las esporas de los HMA identificadas en
este trabgjo.

7.2.1. Género Acaulospora

7.2.1.1. Acaulospora lacunosa J.B. Morton, Mycologia 78(4): 643 (1986)

Los aisamientos de Acaulospora lacunosa presentan esporas que son globosas o esféricas, de
tamafio medio que se encuentran en un rango de 100 a 130 um, estas esporas presentan una
coloracion que es marrén con tonalidades rojizas (0-60-100-10), la superficie generamente eslisa
con algunos hundimientos, presenta dos paredes: la primera es delgada y rigida, la segunda capa
esflexible y engrosada con tonalidades oscuras (Figura 12).

A) B)

Figura 12. Microfotografias de las esporas de Acaulospora lacunosa (40x). A) superficielisa con
hundimientos (flecha). B) Capal (L1), Capa 2(L2) delapared de la espora.
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La morfologia de |as esporas concuerda con lo descrito por €l INVAM, especialmente en el color
marrén con tonalidades rojizas, con la forma glomosa y e rango de tamario. De acuerdo con
algunos estudios, las esporas de Acaulospora lacunosa han sido obtenidas en suelos donde se
cultiva sandia, se observa que la presenciase da durante varios ciclos del cultivo, no obstante, el
numero de propagul os disminuye a medida que aumenta el nimero de afios que se replanta sandia,
por otro lado, se observé un aumento de las concentraciones de NPK en las plantas micorrizadas
(Jao et al., 2011).

7.2.1.2. Acaulospora tuberculata Janos & Trappe, Mycotaxon 15: 519 (1982)

L os aislamientos de Acaul ospora tuber culata presentan esporas globosas y subglobosas de tamafio
medio gque se encuentran en un rango de 120 a 160 um, estas esporas presentan una coloracion que
es ligeramente café con tonalidades naranjas (0-60-80-0) y rojizas (20-60-100-0), la superficie
externa es reticulada con hundimientos consistentes en los bordes, presenta una hifa de conexion
muy corta (25um), que se une ala primeray segunda capa de la espora en donde se encuentra una
cicatriz ovoide unida a la segunda y tercera capa. El contenido de la espora generalmente es

aceitoso y la pared de este hongo se divide en tres capas.

Laprimeracapaeshialing, lisa, flexibley presentaligerasirregul aridades en los bordes en |a pared.
La segunda capa es gruesa y tiene pigmentacion marron oscuro con ligeras tonalidades amarillas.
Latercera capa es ligeramente més oscura que las otras, esta Ultima capaesrigida. El grosor de las

paredes en promedio es de 4.52 um (Figura 13).

41



Figura 13. Microfotografias de |as esporas de Acaulospora tuberculata (40x). A) superficie externa
reticulada (flecha). B) Capal (L1), Capa2(L2)y Capa3 (L3) delapared de laespora C) hifade sostén
(flecha).

Lamorfologia de estas esporas concuerda con |o descrito por Pérez y Schenck (1990), por laforma
subglobosa y las tonalidades cafés/naranja. Los aislamientos de Acaulospora tuberculata en
muestras de suel os de cafia de azlcar son similaresalos obtenidosen lalndiay el sur de Sulawesi,
Indonesia, la descripcidn de esta especie concuerda con nuestros resultados, |a Unica variacion fue
el tamafio de la espora, entre un rango de 150 a 180 um, no obstante, este nUmero entra en la
categoriadel INVAM. La abundancia de esta especie en cultivos de cafia de azlcar es de 10 a50
esporas en 100g de suelo (Kumalawati et al., 2014). Ademas, esta especie se ha encontrado

frecuentemente en cultivos de soya, frijol y maiz (Y uttavanichakul et al., 2018).

7.2.1.3. Acaulospora sp 1

Los aislamientos de Acaulospora sp 1 presentan esporas subglobosas de tamarfio pequefio de 55 a
80 um, las esporas tienen pigmentaci én marron intenso (20-60-100-0). La superficie tiene algunos
hundimientos consistentes. Esta especie presenta cicatriz e hifa de conexién unida a la primera'y
segunda capa donde sobresale, generalmente es alargada (50 pm) y robusta (8 pm) con paredes
color marron claro. Estaespecie presenta unapared divididaen tres capas. La primeracapa presenta
bordes irregulares con una coloracién de bajo contraste, la segunda capa es ligeramente oscura con
bordes més concisos y engrosados. La tercera capa los bordes son regulares con tonalidades
intensas (Figura 14).
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Figura 14. Microfotografias de las esporas de Acaulospora sp 1 (40x). A) Capal (L1), Capa2 (L2) y
Capa 3 (L3) B) Hifa de sostén (flecha) superficie (flecha). C) superficie de la pared de la espora que
presenta hundimientos

7.2.2. Género Glomus

7.2.2.1. Glomus aggregatum N.C. Schenck & G.S. Sm., Mycologia 74(1): 80 (1982)

Los aidamientos de Glomus aggregatum presentan esporas subglobosas de tamafio pequefio que
se encuentraen un rango de 55y 70 um, estas esporas presentaban una col oracién naranja-marrén
(0-40-100-10), la superficie de la espora es reticulada. Esta especie posee una hifa de conexion

color marrdn claro que es corta (8um) con una pared engrosada que se extiende desde la primeray
segunda capa de la espora, la pared de la espora es gruesa (10um) gue se dividen en tres capas.

La primera capa presenta bordes regulares que es rigida con tonalidades intensas, la segunda capa
es clara con bordes mas concisos y engrosados. La tercera capa los bordes son regulares con

tonalidades intensas (Figura 15).

L3

L1

L2

Figura 15. Microfotografias de las esporas de Glomus aggregatum (40x). A) superficie reticulada
(flecha). B) Capal (L1), Capa?2 (L2)y Capa3 (L3) delapared delaesporae hifade sostén (flecha).
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Lamorfologia de Glomus aggregatum concuerda con lo descrito por Pérez y Schenck (1990), por
laformasubglobosay el tamafio. Esta especie ha sido aislada en diferentes suelos donde se cultiva
cafia de azUcar. En la India, en suelos con un pH de 6.1 a 7.8 tuvo una frecuencia de 78.6%
(Srikumar et al., 2009). Dattay Kulkarni. (2012) report6 que se encuentra en el 95% de los suelos
muestreados que presentaban altos contenidos en Mg, Zn, Fey pH 5.5-6.

7.2.2.2. Glomus ambisporum G.S. Sm. & N.C. Schenck, Mycologia 77(4): 566 (1985)

L os aidamientos de Glomus ambi sporum presentan esporas que son subglobosas, de tamafio entre
60y 80 um, la superficie externa de la espora es reticulada con placas hexagonales, su coloracion
es café con ligeras tonalidades rojizas (0-60-100-0). Esta especie presenta una hifa de conexién
robusta (6.95 pum) y larga (58.3 um) que cuenta con dos capas continuas, la presencia de la cicatriz
se encuentra entre la segunda capa y la hifa de sostén. El contenido de las esporas es acuoso y

corresponde a lo descrito, esta especie presenta una pared que se divide en tres capas.

La primera presenta bordes regulares de manera consistente, es delgada con tonalidades
subhialinas, la segunda capa una coloracion masintensa de color marrdn oscuro a negro ademas es
la capamas gruesa debido a que estaintegrado por subcapas. Laterceracapaeslacapainterna mas
delgada y rigida que puede observarse, los bordes son regulares concisos con una coloracion

intensa (Figura 16).

A)

Figura 16. Microfotografias de las esporas de Glomus ambisporum (40x). A) superficie externareticulada
(flecha). B) Capal (L1), Capa?2 (L2)y Capa3 (L3) delapared de laespora C) Hifade sostén (flecha).
D) Cicatriz



L os aidamientos de Glomus ambi sporum concuerdan con |o descrito en cultivos de cafia de azUcar
en los suelos de la region de Chontalpa, Tabasco (Salgado et al., 2014) . En Irdan Kariman y
Mohammadi (2005) reportan que G. ambisporum represento el 24% de las muestras tomadas, la
forma predominante de las esporas es globosa de tamafio de 70 a 110 um con pigmentaciones
oscuras (rojo/anaranjado) (marrén/negro). Tambien esta especie ha sido encontrada en Citrus

volkameriana, Annona cherimola y Carica papaya (Alarcon, 2012).

7.2.2.3. Glomus citricola D.Z. Tang & M. Zang Acta bot. Y unn. 6(3): 301 (1984)

L os aidamientos de Glomus citricola poseen esporas globosas que presentan tonalidades amarillo-
marrén (0-0-60-0) y marrén (20-60-100-0), su tamarfio tiene un rango entre 60 y 90 um. La
superficie de la espora tiene forma reticulada, algunos autores lo manejan como depresiones
laberintiformes. Esta especie presenta unacicatriz entre la primeray segunda capa que seune ala

hifa de sostén que es alargada. La pared de |a espora presenta dos capas.

La primera capa es delgada con bordes flexibles o agunos irregulares, su color es ligeramente
oscura. Lasegunda capa es mas gruesa con tonalidades claras y presenta mayor rigidez, ademas de

bordes muy concisos (Figura 17).

A) B) C) D)
Figura 17. Microfotografias de las esporas de Glomus citricola (40x). A) superficie externalaberiforme
(flecha). B) Capal (L1) Capa2(L2)y Capa(L3) delapared delaespora C) hifade sostén (flecha). D)
Cicatriz
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Lamorfologia de estas esporas concuerda con Pérez y Schenck (1990), especialmente en el tamafio
de la espora y las ornamentaciones. En suelos de cafia de azlcar de la region de Morocco en los
sitios de muestreos donde € promedio general es 53 esporas por 100g de suelo Glomus citricola
fue lamas dominante en uno de los sitios de muestreo, |la mediafue de 4 esporas por 100 g de suelo
(Selmaoui et al., 2017). En huertos de aguacate esta especie es altamente dominante con un
promedio de 400 esporas en 50g de suelo y una abundancia relativa de 14.5% durante la estacion
delluvias (Raya-Montafio et al., 2019).

7.2.2.4. Glomus mosseae T.H. Nicolson & Gerd.) Gerd. & Trappe, Mycol. Mem. 5: 40 (1974)

Los aidamientos de Glomus mosseae presentan esporas subglobosas e irregulares, de tamafno
medio entre un rango de 150 y 180 um, las esporas tienen dos tonos caracteristicos consi stentes en
este grupo que son amarillo (0-0-80-0) o amarillo-marrén (0-60-100-10). La superficie es
reticulada. Esta especie presenta cicatriz e hifa de sostén con pared engrosada y de color amarillo
claro, lahifase une alapared de la espora donde se alargaligeramente. La pared presenta 3 capas
de 8 pm de espesor.

La primera es delgada con bordes irregulares semirrigidos con tonalidades claras, la segunda capa
esengrosaday flexible contonosmas clarosque en laprimera. Laterceracapaesdelgaday flexible

con tonos oscuros (Figura 18).

Figura 18. Microfotografias de las esporas de Glomus mosseae (40x). A) superficie reticulada (flecha). B)
Capal (L1), Capa2(L2)y Capa3 (L3) delapared de la espora e hifade conexion.
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Glomus mosseae es una especi e que es frecuente en muchas plantas, en € caso de lacafia de azlcar
se hareportado su aisamiento en Brasil, Colombia, Pakistan, Indiay México, donde esta especie
es dominante y presenta una frecuencia en los suelos de 42%, 14.16%, 35%, 66% y 28.3%
respectivamente (Soria, 2001; Kumalawati et al., 2014; Wilches-Ortiz et al., 2019).

7.2.3. Género Funneliformis

7.2.3.1. Funneliformis geosporum T.H. Nicolson & Gerd., Mycologia 60(2): 318 (1968)

Los aislamientos de Funneliformis geosporum presentan esporas globosas, de tamafio medio de
140 y 160 um, que presentaron dos tipos de coloracion, la mas frecuente es amarillo-marrén (O-
10-40-0) y algunos son naranja oscuro con marron (0-30-100-0). Esta especie presenta cicatriz e
hifa de conexion unida ala segunda capa, |a hifa es corta (45.14 um) y ligeramente robusta (18.84
pm) con tonalidades naranja claro. La pared esta dividida en tres capas de 7.5 um de espesor. La
primera capa es hialina, con bordes irregulares y ligeramente rigida. La segunda capa es clara con
bordes concisosy esflexible. Laterceracapaesdelgada, semirrigiday presenta bordesirregulares,

ademas de tonos oscuros (Figura 19).

e L3 L2
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Figura 19. Microfotografias de las esporas de Funneliformis geosporum (40x). A) superficie reticulada
(flecha). B) Capal (L1), Capa2(L2)y Capa3 (L3) delapared dela espora e hifade sostén (flecha).

L os aislamientos obtenidos de Funneliformis geosporum en muestras de suelos de cafia de azlcar
son similares a los obtenidos en cultivos de cafia de azicar en Colombia con respecto a la
pigmentacién y tamafio de las esporas (Wilches-Ortiz et al., 2019), y en Jalisco esta especie

presenta una ata predominancia en las muestras tomadas en suel os de cafa de azlcar tratados con
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vinazas que tienen pH ligeramente &cidos, donde mejorala asimilacion de nutrientes suministrados
(Sanchez-Lizarragaet al., 2017). Ademas, se hareportado en plantas de sorgo y maiz con densidad
entre 11y 35 esporas en 100g de suelo (Furralozaet al., 2017)

7.2.4. Géner o Rhizophagus
7.2.4.1. Rhizophagusirregularis Wubet, Renker & Buscot, Mycotaxon 106: 252 (2008)

L os aislamientos de Rhizophagus irregularis presentan esporas que son subglobosas e irregulares
gue se desarrollan en arreglos y son de tamafio pequefio (35 a 55 um), su pared superficia es
ligeramente reticulada, el contenido de la espora es consiso a lo descrito. Las tonalidades que
presentan son amarillo palido (0-0-40-0) o algunas amarillo-café (0-10-70-10), estas esporas
presentan hifa de conexién de tamafio medio con una pared delgada. La pared de estas esporas esta
dividida en tres capas.

La primera es delgada con una pigmentacion clara y bordes inconsisos, la segunda capa es
ligeramente robusta y poco uniforme, presenta una tonalidad més clara que las otras capas. La

tercera capa es delgada, flexible y presenta tonos oscuros (Figura 20).

Figura 20. Microfotografias de las esporas de Rhizophagus irregularis (40x). A) Capal (L1), Capa?2
(L2), Capa 3 (L3) delas esporas e hifa de sostén (flecha)

Las esporas de Rhizophagus irregularis se encuentran en gran abundancia en plantas de sorgo
colonizando hasta el 90% de las raices, compitiendo con otras micorrizas nativas de la region
(Symanczik et al., 2015). Por otraparte, en el cultivo de café |as condiciones ambiental es son poco

favorables para la colonizacion micorrizica, en especial cuando se aplican fungicidas cuyo
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ingrediente principal esel cobre, este elemento puede afectar a algunas especies de micorrizas, sin
embargo, ciertas concentraciones pueden ayudar a Rhizophagus a establecerse (Herrera-Monroy et
al., 2019), algunas otras plantas en donde se ha aislado esta especie son: Astrocaryum mexicanum,
Desmoncus orthacanthos, Opuntia streptacantha, Agave angustifolia y A. salmiana (Alarcon,
2007)

7.2.5. Géner 0 Septoglomus
7.2.5.1. Septoglomus deserticola Trappe, Bloss & J.A. Menge, Mycotaxon 20(1): 123 (1984)

Los aidlamientos de Septoglomus deserticola presentan esporas que son subglobosas, de tamarfio
medio que se encuentran en un rango de 100 a 120 um, la superficie de la espora es reticulada, y
presentan pigmentaciones marrén y marrén-rojizo (20-60-100-0). Esta especie presenta hifa de
conexion ancha (14.87 um) y corta (33.57 um) que cuenta con dos capas continuas, la cicatriz se
encuentra entre la segunda capa y la hifa de sostén. El contenido de las esporas es acuoso y

corresponde a lo descrito. La pared de la espora se encuentra dividida en tres capas de 5 um de

espesor.

La primera capa presenta bordes regul ares de manera consi stente, es del gada con tonalidades café-
claro, la segunda capa es col or marrén oscuro a negro, ademas, es la capa més gruesa debido a que
estaintegrado por subcapas. Latercera capa es delgada, rigida con bordes regularesy concisos con
una coloracion intensa (Figura 21).

A) C)

L3

Figura 21. Microfotografia de las esporas de Septoglomus deserticola (40x). A) Superficie reticulada de
laespora. B) Hifade conexiéon C) Capal (L1), Capa2 (L2) y Capa3 (L3) delapared delaespora
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Lamorfologiadelas esporas de Septoglomus deserticola corresponden alo descrito por €l INVAM.
En los cultivos de cafia de azUcar de laIndia a partir de cuatro sitios de muestreo que presentaban
condiciones de pH acidos o con alto contenido de Fosforo, la colonizacion en las raices fue

aceptable, se determind un rango porcentual entre 34-84% (Srikumar et al., 2009).

7.2.6. Género Sclerocystis
7.2.6.1. Sclerocystissp 1

L os aislamientos obtenidos de Sclerocystis sp 1 presentan esporas, de tamario medio con un rango
de 100y 150 um, lapared superficial esirregular o no tiene forma definida debido a que las esporas
estan cubiertas por €l peridio. Las esporas presentan tonalidades anaranjadas (0-40-100-0) y café
anaranjado (0-60-100-0). El peridio contiene esporas que estan cubiertas por hifas entrel azadas por
lo cual no se pudo observar |as capas de | as esporas, solamente una pared del gada con col oraciones

intensas y bordes muy irregulares (Figura 22).

Figura 22. Microfotografias de las esporas de Sclerocystis sp 1 (40x). A) pared poco definida. B) arreglos
de esporas. C) peridio.

Los aidamientos de Sclerocystis sp 1 concuerda con o descrito por Salgado-Garcia et al. (2014)
en donde las caracteristicas morfol 6gicas son dificiles de observar debido a las hifas que rodean
fuertemente a las esporas. Las especies de Sclerocystis también se encuentran frecuentemente en

cultivos de tomate en altas densidades (V asquez-Ramirez y Castafio-Zapata, 2017).
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7.2.6.2. Sclerocystissp 2

Losaidamientos de Sclerocystis sp 2 presentan esporas de tamafio medio gque tienen un rango entre
100y 110 pum, la pared superficia delaesporaesirregular o no tiene forma definida. Las esporas
presentan una tonalidad color café intenso (40-60-100-10). El peridio contiene esporas que estan
cubiertas por hifas entrelazadas, por o que, no se pudo observar |as capas de las esporas, solamente

una pared delgada con coloraciones intensas y bordes irregulares (Figura 23).

Figura 23. Microfotografias de las esporas de Sclerocystis sp 2 (40x). A) pared poco definida (flecha) y
peridio

7.2.7. Géner o Claroideoglomus

7.2.7.1. Claroideoglomus lamellosum Dalpé, Koske & Tews, Mycotaxon 43: 289 (1992)

Los aidamientos de Claroideoglomus lamellosum presentan esporas subglobosas, de tamafio
pequefio que se encuentran en un rango de 85 a 105 um, estas esporas, presentan una coloracion
gue esamarillo palido (0-0-40-0) y lasuperficieeslisa. Se observalaausenciadecicatriz y lapared

de la espora contiene tres capas:

Laprimeraes delgada de color claro cuyos bordes son muy irregulares. La segunda capa es gruesa,
no se observa una clara definicion del contorno y presenta tonos ligeramente oscuros. La tercera

capa es delgada flexible y oscura (Figura 24).
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Figura 24. Microfotografia de las esporas de Claroideoglomus lamellosum (40x). A) Capal (L1), Capa2
(L2) y Capa 3 (L3) delapared de laespora

L as esporas de Claroideoglomus lamellosum en los cultivos de cafia de azlcar en Iran presentan
las mismas caracteristicas que en el presente trabajo, especialmente en € color amarillo pdlido y
en el tamafio, con respecto alaabundanciade esta morfoespecie fue de 68% en |os suel os (Kariman
et al., 2005), ademas, esta morfoespecie se puede encontrar en cultivos de maiz con 6 esporas por
10g de suelo (Pérez-Lunay Cuevas, 2011) que son valores bajos a comparacion de los suelos de
tierras costeras recuperadas gque estaban afectadas por el alto contenido de sal, se obtuvieron 391
esporas por 100g de suelo (Gopal et al., 2016).

7.2.7.2. Claroideoglomus luteum L.J. Kenn., J.C. Stutz & J.B. Morton, Mycologia 91(6): 1090
(1999)

L os aislamientos de Claroi deoglomus luteum presentan esporas globosas y subglobosas, de tamafio
pequefio que varia de 55 a 60 pm, la superficie es lisa con agunas irregul aridades, estas esporas
presentan tonalidades amarillo claro (0-0-40-0/ 0-0-60-0). El contenido de laesporaesoleosoy la

pared se divide en tres capas.

La primera es delgada y continua con bordes irregulares, la tonalidad que presenta es clara. La
segunda capa es engrosada y mas riguida que la primera, su coloracion es un poco oscura. La

tercera capa es del gada con tonos oscuros (Figura 25).
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Figura 25. Microfotografia de las esporas de Claroideoglomus luteum (40x). A) Superficie reticulada de
laespora. B) Capal (L1), Capa2 (L2) y Capa3 (L3) delapared delaespora

La morfologia de las esporas de Claroideoglomus luteum de este trabajo concuerda con lo
reportado por en INVAM, no obstante, enlos cultivos de cafiade azlcar de Irén C. luteum presentan
unatonalidad amarillo pdido con un promedio de 76-81 um, con tres paredes concisasy flexibles,
la abundancia en |os sitios de muestreo fue de 46% que es bastantes significativo (Kariman et al.,
2005).

7.2.8. Paraglomus
7.2.8.1. Paraglomus occultum J.B. Morton & D. Redecker, Mycologia 93(1): 190 (2001)

L os aislamientos de Paraglomus occultum presentaron esporas de forma subglobosa con algunas
irregul aridades, de tamafio pequefio en un rango de 70y 80 um, estas esporas presentan tonalidades
hialinas (0-0-0-0) o crema (0-0-5-0), la superficie es reticulada con placas hexagonales. En este
caso no se observo la presenciade hifa de conexion. El contenido de la espora es oleoso. La pared

se divide en tres capas:

La primera es delgada y continua con bordes irregulares pero rigidos, latonalidad que presenta es
muy clara. La segunda es engrosada continua con presencia de algunas irregularidades, sin
embargo, es mas flexible que la primera, su coloracion es mas oscura conforme a las subcapas
presentes que son de color mas claro. La tercera capa es delgada con tonalidades ligeramente

oscuras (Figura 26).
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Figura 26. Microfotografias de las esporas de Paraglomus occultum (40x). A) Superficie reticulada
hexagonal B) Capal (L1), Capa2 (L2), Capa3 (L3).

En Jalisco Paraglomus occultum presenta una abundancia relativa del 3.2% en suelos de cafia de
azUcar gque son tratados para obtener vinazas, el cual presenta un pH ligeramente &cido o en los
suelos control no tratados para vinazas |a abundancia rel ativa fue de 13.9% (Sanchez-Lizarraga et
al., 2017).

7.3.1. Evaluacion de la aplicacién de HMA en e desarrollo en plantas de cafia de azicar

A los 60 dias después del establecimiento del bioensayo las plantas de cafia de azGcar mostraban
algunas diferencias en las variables analizadas. Se evalué € desarrollo de las plantas con las
variables de altura, didmetro de tallos, nimero de tall os, longitud de raices, peso fresco y peso seco
de raices. De acuerdo con el andlisis estadistico, en las variables de alturay peso fresco de raiz se
observaron diferencias estadisticamente significativas P<0.05. La produccion de biomasa aérea se
increment6 cuando se aplicaron HMA en las plantas de cafia de aztlicar. El valor masalto se obtuvo
en el T7 (A. tuberculata) con 174.37 cm, mientras que el valor méas bajo se presentd en el T16
(testigo) con 106.63 cm (Figura 27).



200 ab

=
D
o

._\
ES
@
—
—
—
H
—

180
cde A abed I I
r \ { |

=
N
o

ALTURA DE LA PLANTA (CM)
)] (o] S
o o o

IS
o

N
o

o @© g . . — 2 . @
& 8§ g <glegle 3 5 5 2 5 § 5 5 ¢, &
g S £ B2 g% & £ 8 B 5§ = 35 € Se 3
F % & 23 83 83 3 -~ & g & B 8 T oE ¢
. o) =2 = = oo}
~ o g 2% 53 % O 8 5 2 = © 2 9® =2
< T ®2 EQ EB &= > 9 E = a 2 25 =
g —2 o .o . 0 & o . 2o g
<7 6 O o 0 o 35 <

T D

TRATAMIENTOS 2°

Figura 27.Efecto de lainoculacion de HMA en laatura de plantas de cafia de azlcar en €l Bioensayo 1
(media + desviacién estandar). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos de acuerdo con la prueba Tukey (P<0.05), C.V. = 15.52.

El efecto positivo de los indculos micorrizicos aplicados en cana de azucar concuerda con los
resultados reportados por Wilches et al. (2019), que obtuvieron diferencias significativas en las
variables de didmetro de cuello de la raiz y altura de la planta, cuando aplicaron micorrizas
arbusculares nativas en comparacion a las micorrizas comerciales y a las fertilizaciones quimicas
convencionales, lo que establece que la simbiosis cuando es positiva tiene efectos tales como
aumentos en la asimilacion de CO», tasas de transpiracion, una mayor tasa de apertura estomatica,

asi como un aumento en la tasa de crecimiento vegetativo.

La aplicacion de 4. tuberculata tuvo un efecto significativo en el desarrollo de la altura de las
plantas de cafa de azicar y este efecto también se ha observado cuando se aplica en leguminosas,

favoreciendo el desarrollo de las raices (Widiastuti y Sucharyanto, 2016).
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Se observd un efecto significativo en € peso fresco de las raices cuando se aplicaron los
tratamientos con HMA. El andlisis de varianza mostro que los mejores tratamientos fueron el T11
(G. mosseae/F. geosporum) con 53.8 gy el T1 (A. lacunosa /A. tuberculata) con 43.33 g, por otro
lado, los valores més bajos se analizaron con el T2 (C.lamellosum) con 9.4 gy T6 (R. irregularis)
con 10.63 g (Figura 28), no obstante, en cuanto a las variables de nimero de tallos, didametro de
tallos, longitud de raiz y peso seco de raices en los analisis de varianza no se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los tratamientos evaluados de HMA y el testigo (Apéndice 6).
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Figura 28. Efecto de lainoculacion de HMA en € peso fresco de las raices de cafia de azlcar en el
Bioensayo 1 (media + desviacion estandar). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
medias de | os tratamientos de acuerdo con la prueba Tukey (P<0.05), C.V. =61.62.
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De acuerdo con los resultados G. mosseae/F. geosporum y A. lacunosa/A. tuberculata fueron los
mejores tratamientos en obtener mayor biomasa radical, estos resultados coinciden con lo reportado
por otros autores. Li et al. (2012), obtuvieron resultados significativos inoculando G. mosseae el
efecto que tuvieron al ser inoculados en arroz fue mayor altura (34%), biomasa de brotes (122%),
biomasa de raices (590%) y rendimiento de grano (9.7%) Mientras que Rojas-Martinez (2014), al
usar A. lacunosa obtuvo mejores resultados en longitud y peso seco de raices en el cultivo de chile
(Capsicum annum), y obtuvo los valores mas altos de contenido total de Fésforo, mientras que la
altura resulto ser el segundo mejor tratamiento en comparacion a los resultados obtenidos por G.
manihotis ademas, en plantas de sorgo observo que promueven el aumento de la biomasa aérea de
la planta (Furraloza ef al., 2017). Juntahum et al. (2020) encontraron que en condiciones de campo
la aplicacion de micorrizas arbusculares nativas + 50% de fertilizante convencional es mas efectivo
que la aplicacion separada de fertilizantes (dosis completa de fertilizante) y micorrizas lo que
aumento significativamente en el peso de la raiz, el mejoramiento en la biomasa de la planta esta

influenciado por el aumento de la absorcion de N, Ky P.

7.3.1.1. Colonizacién micorricica en cafia de azlcar

Los HMA aplicados en cafia de azUcar de la variedad CP 72-2086 colonizaron las raices en
diferente grado. En el andlisis microscopico de las raices se observaron estructuras fungicas tales
como hifas, esporas, vesiculas y arbusculos. Los resultados mostraron diferencias significativas
entre los tratamientos evaluados (P<0.05), siendo el tratamiento de G. aggregatum donde se
evidencié una mayor colonizacion con 93.3%, seguido del tratamiento con A. lacunosa/A.
tuberculata (73.3%) y el menor con el tratamiento de S. deserticola (13.3%) (Tablab).
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Tabla 5. Colonizacion de HMA en las raices de cafa de azUcar

. Tratamientos Morfoespecies de HMA % Colonizacion
Tratamiento 1 Acaul ospora lacunosa/Acaul ospora tubercul ata 73.3 ab
Tratamiento 2 Claroideoglomus lamellosum 23.3Db
Tratamiento 3 Acaulospora lacunosa 166 b
Tratamiento 4 Septoglomus deserticola 50.0 ab
Tratamiento 5 Glomus ambisporum 13.33b
Tratamiento 6 Rhizophagusirregularis 46.7 ab
Tratamiento 7 Acaul ospora tuberculata 33.3ab
Tratamiento 8 Glomus aggregatum 933a
Tratamiento 9 Acaulospora 1/Glomus aggregatum/ Sclerocystis 2 66.6 ab

Tratamiento 10 Claroideoglomus luteum 26.7b
Tratamiento 11 Glomus mosseae/ Funneliformis geosporum 50 ab
Tratamiento 12 lerocystis 1 36.6 ab
Tratamiento 13 Glomus mosseae 20.0b
Tratamiento 14 Paraglomus occultum 70.0 ab
Tratamiento 15 Funneliformis geosporum 70.0ab

*Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05)

La colonizacion de los HMA en las raices de la cafia de aztcar es comparable a los reportes de
Sanchez-Reyna et al. (2020) donde obtuvieron el 100%, Salgado-Garcia et al. (2014) 95.8%,
Sanchez-Lizarraga et al. (2017) con 88.9% y lo reportado por Sivakumar (2013) con 60-89% de

colonizacion en suelos cafieros y supera lo reportado por Wilches ef al. (2019) con 52.66%.

Los géneros Glomus y Acaulospora colonizaron las raices de la cafia de azucar en mayor
porcentaje, que es comparable a lo reportado por Sivakumar (2013), las especies mas dominantes
en las raices de cafna fueron Glomus con 94% y Acaulospora con 89%, debido a que pueden
colonizar las raices a partir de tres fuentes de indculo que son esporas, raices infectadas e hifas lo

que a diferencia de otros géneros solo es posible por medio de las esporas (Smith y Read, 2008).

Estos valores pueden deberse tanto a la compatibilidad de los HMA con las especies vegetales

como con las condiciones fisicoquimicas, las condiciones microbianas de los suelos o la
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estacionalidad pueden estimular o afectar la colonizacion, de manera que se establece una
correlacion positiva con las condiciones de pH, porcentaje de materia organica, Cu, Fe y Mn, en
cambio factores como la conductividad eléctrica y las concentraciones de N, P, K afecta

negativamente la colonizacion (Sivakumar, 2013).

La presencia de estructuras como arbusculos e hifas en las raices de las plantas de cafia (Figura 29)
tuvo un aumento significativo en el porcentaje de colonizacion. Los arbusculos, esporas y vesiculas
en la raiz indican una alta actividad metabolica y actividades altamente simbidticas de los hongos

en la interaccion planta-hongo (Kumalawati et al., 2014).

Figura 29 Colonizacién de HMA en plantas de cafia de azlcar. A) Segmento de raiz con presencia de
vesiculas (v). B) segmento deraiz con hifas (h) y arbusculos (a)

7.3.2. Evaluacién dela aplicacion de HMA y F. andiyaz en plantas de cafia de azlcar

Las plantas de cafia de azticar mostraron algunas diferencias en las variables analizadas a partir de
los 60 dias. Se evalu6 el desarrollo de las plantas que fueron inoculadas con HMA y F. andiyazi se
analizaron las variables de altura, didmetro de tallos, numero de tallos, longitud de raices, peso
fresco y peso seco de raices. De acuerdo con el andlisis estadistico, en la variable de longitud de
raices se observaron diferencias estadisticamente significativas P<0.05. La produccion de biomasa
radica seincrement6 cuando se aplicaron losHMA en cafiade azlicar. El analisis de medias mostrd
que el mejor tratamiento fue el T3 (4. lacunosa) con 42.58 cm, mientras que el T16 (Testigo)

obtuvo el valor mas bajo con 28.13 cm (Figura 30).
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Figura 30. Efecto de lainoculacién de HMA y F. andiyaz en lalongitud de raiz de plantas de cafiade
azlcar en e Bioensayo 2 (media + desviacion esténdar). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre las medias de |os tratamientos de acuerdo con la prueba Tukey (P<0.05), C.V. =16.28.

La aplicacion de HMA tuvé un efecto significativo en la biomasa radical que coincide con lo
reportado por otros autores. Olowe et al. (2018) obtuvieron efectos positivos en la produccion de
biomasa en plantas de maiz que fueron inoculadas con HMA y con el patégeno Fusarium
verticillioides. G. deserticola tuvo efectos significativos en la altura de la planta, mientras que
Glomus clarum mostré un mejor rendimiento en el nimero de hojas; por otro lado, los resultados
obtenidos por Ren et al. (2015), en plantas de sandia inoculadas con HMA y F. oxysporum f. sp.
niveum, observaron que a aplicar inéculo micorricico hubo un aumento en el peso seco de raices
y peso seco de los brotes, este efecto positivo es explicado por el aumento en la colonizacion de

estructuras fungicas de los HMA en las raices |0 que reduce un 89.3% la infeccion.
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7.4. Evaluacion del grado de la enfermedad inducido por F. andiyaz en plantas de cafia de

azUcar micorrizadas

Las plantas del tratamiento testigo, presentaron algunos sintomas caracteristicos de la enfermedad
de marchitez, tales como flacidez de las hojas y una ligera clorosis después de los 30 dias de la
inoculacion con el patdogeno, lo que concuerda con lo descrito por Martinez-Jaimes ef al. (2014).
En contraste en los tratamientos con las plantas previamente inoculadas con HMA y a las cuales

posteriormente se les aplico el patdogeno solo desarrollaron una ligera clorosis en el follaje.

En todos los tratamientos se present6 al menos una planta que tenia sintomas de enfermedad. De
acuerdo con la escala de Asran y Bachanauer (2013), las plantas con los diferentes tratamientos de
HMA presentaron el nivel 1 de dafio en las raices, en contraste en el tratamiento testigo se
desarrollo el nivel 2 de dafio. Las plantas de los tratamientos del 1 al 15 presentaron el nivel de
dafio 1 que indica de 0 a 25% de dafio radical. Al analizar el dafio producido en las raices por cada
tratamiento, se obtuvd que los tratamientos que presentaron menos plantas con problemas en las
raices fueron el T2 (C. lamellosum), T6 (R. irregularis), T9 (Acaulospora 1/ G. aggregatum/
Sclerocystis 2), T12 (Sclerocystis 1), T13 (G. mosseae) y 15 (F. geosporum) (Figura 31). El
tratamiento que presentd solo una planta con dafio radical fue el T5 (G. ambisporum,) por lo tanto
es el tratamiento mas exitoso para reducir los dafios ocasionados por F. andiyazi en las raices de

cafia de azucar.
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TRATAMIENTO 5]

TRATAMIENTO 13

Figura 31. Tratamientos de HMA inoculadas con Fusariumandiyazi. A) Plantas testigo mostrando
flacidez de follaje y raices con nivel de dafio 2. B) Plantas con el tratamiento 5 mostrando ligera clorosis
en hojasy raices con nivel de dafio 1 C) Plantas con d tratamiento 13 mostrando ligera clorosis en hojasy
raices con nivel de dafio 1.
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Nuestros resultados difieren con lo reportado por Garmendia et al. (2004) quienes evaluaron tres
especies de Glomus (G. mosseae, G. intraradicensy G. deserticola) como agentes de biocontrol
en raices de Capsicum annuum contra la infeccion de Verticillium dahliae, observando que la
efectividad fue variable de acuerdo con la especie. Con G. mosseae y G. intraradicens las plantas

mi corrizadas presentaron mayores dafios que las no micorrizadas con excepcion de G. deserticola.

L os resultados obtenidos en este estudio indican que en | as plantas de cafia de azlicar micorrizadas
se reduce €l nivel de dafio de la enfermedad causada por F. andiyaz, que es uno de los patdgenos
principales de este cultivo. Este efecto benéfico de los HMA coincide con lo que se ha observado
en otras plantas, tales como el agave contra el patdgeno F. oxysporum (Trinidad-Cruz et al., 2017)
y enfresa(Yannan et al., 2015).
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8. CONCLUSIONES

Se identificaron ocho géneros de HMA asociados a la rizosfera de cafia de azUcar
(Acaulospora, Claroideoglomus, Funneliformis, Glomus, Paraglomus, Rhizophagus,

Septoglomusy Sclerocystis), siendo |os géneros Acaul ospora y Glomuslos més abundantes.
La mayor riqueza de especies fue de 15 y la menor fue de 7, las morfoespecies que se
presentaron en mayor abundancia fueron Claroideoglumus lamellosum (19.76%) y

Acaulospora lacunosa. (16.40%).

Laaplicacion de 4. lacunosa /A. tuberculata 'y G. mosseae/F. geosporum en cafia de aztcar

produjo un incremento en la biomasa radical y foliar.

La colonizacion de raices fue mayor con € tratamiento de G. aggregatum con 93.3%.

Las plantas inoculadas con HMA tuvieron menor incidencia de dafios en las raices

ocasionados por F. andiyaz.

Laaplicacionde 4. lacunosa en cafiade azlcar presentd mayor efectividad en la produccion

de biomasa en raices inoculadas con F. andiyaz.

G. ambisporum redujo en mayor grado lainfeccion de F. andiyazi en las raices de cafia de

azUcar.
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PERSPECTIVAS

L os datos obtenidos en € presente trabajo son importantes para futuras investigaciones que sigan
encaminandose en evaluar € efecto para el desarrollo de las plantas de cafia de aziicar cony sin
presencia de patdgenos, que complementaria el desarrollo de la aplicaciéon selectiva de estos

organismos en campo.

Establecer un cepario de estas especies con el fin de reproducirlas para ser evaluadas en otras

plantas de interés econémico
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APENDICES

Guia de colores de esporas de Hongos Micorrizicos Arbusculares

Clasificacion por color de esporas de Hongos Micorrizas Arbusculares (HMA), INVAM
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Foérmulas para la preparacién de reactivos

PVLG (Polivinil- Lacto-Glicerol)

Reactivo Cantidad
Alcohol palivinilico (20-25 viscosidad en solucién
acuosa a 4%) 1669
Agua 100 ml
Acido lactico 100 m
Glicerol 10 ml

Agregar aun matraz de vidrio 100 ml de aguay € alcohol polivinilico. Poner en autoclave a 15 Ib

de presion durante 15 minutos. Dejar reposar durante 24 horas antes de usarse

Lactogliceral
Reactivo Cantidad
Acido lactico 25 ml
Agua 25 ml
Glicerol 50 mi

En un recipiente se colocan €l &cido lactico, el glicerol y €l agua (todo se mezcla)

M edios de cultivo

Medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA)

Reactivo Cantidad Unidad
PDA 39 g
Aguaestéril 1 L

7

N



Medio de cultivo Spezieller Nahr stoffarmer Agar (SNA)

Reactivo Cantidad Unidad
KH2PO4 1 g
KNO3 1 g
MgSO4* 7H20 05 g
KCl 0.5 g
Glucosa 2 g
Sacarosa 0.2 g
Agar 20 g
Agua estéril 1 L

Anadlisisde Varianza de lasvariablesen el primer bioensayo

Didmetro de talos

F.v G.L SC CM F P
TRATAMIENTO | 15 1.053 0.07019 1.92 0.060
ERROR 132 1172 0.03663

TOTAL 47 2.225

Longitud de raiz

F.V G.L SC C.M F P
TRATAMIENTO 15 732.5 48.84 2.06 0.042
ERROR 32 758.0 23.69

TOTAL 47 1490.5

Peso seco deraiz

Y GL SC C.M F P
TRATAMIENTO | 15 3433 22.89 2.10 0.039
ERROR 132 10.91
TOTAL 47 692.4
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Analisisde Varianza de las variables en el segundo bioensayo

Altura

F.v GL SC C.M F P
TRATAMIENTO 15 4061 270.7 1.33 0.224
ERROR 46 9360 2035
TOTAL 61 13421

Diametro de tallos
F.v GL SC C.M F P
TRATAMIENTO | 15 0.6909 0.04606 1.65 0.097
ERROR 46 1.2846 0.02793
TOTAL 61 1.9755

Peso fresco de raices
F.v G.L SC C.M F P
TRATAMIENTO | 15 1233 82.18 2.00 0.036
ERROR 46 1887 41.03
TOTAL 61 3120

Peso seco de raices
F.v G.L SC C.M F P
TRATAMIENTO | 15 169.2 11.278 1.94 0.043
ERROR 46 267.5 5.814
TOTAL 61 436.6
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Variablesanalizadas en el Bioensayo 1

TRATAMIENTO DIAMETRO #TALLOS LONGITUD DE PESO SECO
RAIZ DE RA[Z
T1 1637 a 1.98a 36.17 a 7.07 a
T2 1.10a 1.48 a 33a 1.96a
T3 1.06 a 1l71a 39.03a 9.13a
T4 1.26a 1.80a 34.70 a 10.80 a
T5 1.33a 1.13a 34.90 a 7.70 a
T6 1.26a 1.38a 42.27 a 3.93a
T7 1.36a 1.24a 37.27a 453 a
T8 1.53a 148 a 4250 a 3.86a
T9 1.20a 1.68a 36.37 a 253 a
T10 1.26a 1.82a 3493 a 2.36a
T11 140 a 195a 42.17 a 8.67 a
T12 1.33a 1.24a 35.67 a 2.30a
T13 1.33a 1.24a 3550a 430a
T14 1.26a 1.38a 32.33a 5.67 a
T15 1.36a 141 a 43.37 a 6.47 a
T16 1.26a la 23.36a 2.86 a
Variables analizadas en el Bioensayo 2
TRATAMIENTO ALTURA #TALLOS DIAMETRO PESO PESO
FRESCO SECO
T1 109.32 a 1.47 a 1.02a 18.10 a 245 a
T2 95.52 a 1.28a 0.90a 9.42a 152 a
T3 99.52 a 131la 1.05a 11.85a 247 a
T4 112.20 a 1.28a 1.00 a 1345 a 4.00 a
T5 112.72 a 147 a 1.12a 19.68 a 7.20a
T6 117.25a 1.10a 0.92a 16.05 a 4.65a
T7 109.40 a 1.53a 1.07a 19.20a 6.88 a
T8 94.90 a 1.13a 1.03a 15.47 a 3.16a
T9 94.80 a 1.27a 0.72a 11.63a 256a
T10 93.10 a 1.36a 0.98 a 19.52 a 5.15a
T11 113.28a 145a 1.12a 24.60 a 3.62a
T12 99.53 a 1.10a 0.96 a 10.28 a 230a
T13 103.30 a 1.28 a 1.18a 22.35a 4.88 a
T14 97.30 a 1.20a 1.15a 18.90 a 3.77a
T15 116.72 a 1.39a 1.02a 15.10a 342 a
T16 103.77 a 1.10a 0.93a 10.52 a 157 a
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7fSbZLIFZqfIcEOBJIN0/ZjDTKplewCOcAAXalH0SI60N9J26VsKca7IfIdPDhgr2zVZdJAws TONK2y T/JjSOvIIQSJySQz+dOjhHrry99jMFyVmUQbn 7uplfEX6ipws6KND3nSHOPKAA
KFgPd55K06vYr2cIpJ4clYOhjyYqQyl8dWY3Sb7wnH4HCuORifa7Y7+U9p/SSxTvMQalQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

L9sIFw
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