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RESUMEN:

El maguey mezcalero (Agave angustifolia Haw.) es una especie vegetal de gran valor
econdmico y social en el estado de Oaxaca, cuyo uso mayoritario actual es para la
producién de mezcal, bebida alcohdlica de gran tradicion y aceptacion en México y fuera
del pais. Con la obtencion de la denominacion de origen “mezcal” para algunas regiones de
siete estados del pais, de los que Oaxaca representa el 85% de la produccion nacional, y la
creciente actividad exportadora del producto, se hace necesario desarrollar la tecnologia
para optimizar el cultivo de A. angustifolia, con la finalidad de obtener un producto de
excelente calidad para los consumidores. Se considera que la determinacion de la presencia
y nivel de actividad de hongos formadores de micorriza arbuscular (HMA) en la rizosfera
de plantas cultivadas de maguey mezcalero, asi como la respuesta a la inoculaciéon con
hongos de MA, la inoculacién de rizobacterias de alta capacidad solubilizadora de fosfato
y el efecto de la fertilizacion mineral, es una informacién clave para desarrollar una
estrategia para la posible inclusion continua y programada de estas tecnologias como parte
del manejo sustentable del cultivo de la especie. Por estas razones, el objetivo del trabajo
fue determinar el estado actual de la simbiosis micorrizica en suelos de la region del mezcal
del Estado de Oaxaca cultivados con A. angustifolia, asi como los efectos de la presencia y
actividad de la asociacion simbiotica sobre el crecimiento y nutricion vegetal.

Para determinar el potencial micorrizico, se tomaron muestras de suelo rizosférico de 5
plantas al azar en 6 sitios del distrito politico-administrativo de Tlacolula en el estado de
Oaxaca (2 muestras en cada una de las 3 ubicaciones fisiograficas en que se cultiva el
maguey mezcalero: montafa, lomerio y planicie). Se analizaron los suelos para la
determinacion de pH, textura, materia organica, nitrogeno total y fosforo extraible. Se
determinaron parametros que indican el potencial micorrizico arbuscular: nimero de
esporas por 100 g de suelo, magnitud de la colonizacion radical por los HMA nativos; la
densidad de micelio extraradical (MER) y el numero de propagulos viables (Numero Mas
Probable), utilizando maiz como planta trampa y series de suelo diluidos a la cuarta con 3
repeticiones. Los suelos resultaron ser de texturas medias, pH neutro a ligeramente alcalino,
contenidos medios a pobres de materia orgdnica y nitrogeno total, y pobres a muy pobres en
fosforo extraible. Los valores de colonizacion micorrizica de A. angustifolia resultaron en

un rango de 26 a 73%. La densidad de esporas de HMA fluctu6 de 800 a 1800 por 50 g de
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suelo. La longitud de MER result6 en un rango de 6 a 17 m por 10 g de suelo. Por el valor
de los parametros asociados a la HMA en el suelo rizosférico y las raices de plantas de
maguey mezcalero, hay evidencia de un potencial de mediano a alto de la micorriza
arbuscular en este agroecosistema. El contenido de materia organica es el factor del suelo
de mayor influencia sobre el potencial micorrizico en las condiciones en que se desarrolla
el maguey mezcalero en esta region. La ubicacion fisiografica en éste trabajo afectd las
variables nitrégeno, fosforo extraible, materia organica, colonizacion MA, MER, NMP y
nimero de esporas. Para determinar el nivel de compatibilidad funcional entre el maguey
espadin y los HMA nativos se realizd un experimento bifactorial con arreglo combinatorio
con cuatro repeticiones y distribucion de tratamientos en bloques aleatorizados completos.
Los factores experimentales y sus niveles fueron: Factor A: plantulas de maguey
propagadas por hijuelos vegetativos (HI) y por bulbilos florales (BU); Factor B: seis
in6culos micorrizicos mixtos del distrito de Tlacolula, Oaxaca (IBI a IB6), control positivo
Glomus intraradices (GI) y control absoluto sin inocular (CON). Las variables de respuesta
fueron: altura de la planta, area foliar por planta, longitud y distribucion de raices y
biomasa a la cosecha (pesos fresco y seco de hojas, tallo y raices), concentracion y
contenido de nutrientes (N, P) en hojas y colonizacion micorrizica. En HI se registr6 el
mayor grado de compatibilidad con el IB2. En BU se registro compatibilidad con IB4, IB6
y GI. El in6culo nativo IB2 registré los mejores indicadores de compatibilidad con A.
angustifolia, haciendo notar que el IB3 debe seguir siendo estudiado por su buen
comportamiento en suelos naturales. Para determinar la eficiencia y competitividad de
inoculantes experimentales de HMA en A. angustifolia se instaldo un experimento bajo un
disefio trifactorial combinatorio 2x8x2 y arreglo en bloques aleatorizados completos. El
factor 1 fue condicion del sustrato: esterilizado (EST) o natural (NAT). El factor 2 fue la
aplicacion de inoculos de HMA: seis indculos multicepa nativos, Glomus intraradices y
control sin inocular. En todos los tratamientos, excepto controles, se inoculd también una
rizobacteria del género Bacillus, cuya capacidad de solubilizacion de fosfatos in vitro fue
determinada como elevada. A la cosecha (10 meses) se midieron los incrementos en altura,
area foliar, peso seco de hojas, tallo y raiz, colonizacién micorrizica, y contenidos de N y P
en tejido foliar. Las plantas respondieron positivamente a la inoculacion con HMA y

rizobacteria, resaltando los indculos mixtos IB2 e IB3 debido a su comportamiento en la



promocioén del crecimiento vegetal. Para evaluar el efecto conjunto de la inoculacion
micorrizica y la fertilizacion mineral se realizd un experimento trifactorial con arreglo
combinatorio con cuatro repeticiones y distribucion de tratamientos en bloques completos
al azar. Los factores experimentales fueron: factor A: plantulas de maguey obtenidas por
micropropagaciéon (MIC), por hijuelos (HI) y por bulbilos (BU); factor B: indculo
micorrizico mixto del distrito de Tlacolula (IB), indculo micorrizico de Glomus
intraradices (GI), control absoluto sin inocular (CON); factor C; fertilizacion mineral, con
cuatro niveles expresados como dosis equivalentes a Kg ha™ de N-P-K: 90-45-60 (F1), 60-
30-40 (F2), 30-15-20 (F3), 00-00-00 (F4). Las variables de respuesta determinadas fueron:
altura de la planta, area foliar por planta, longitud de la raiz, biomasa (pesos secos aéreo y
de raices), concentraciéon de N y P en tejido aéreo, colonizacion micorrizica. Las mejores
respuestas en las variables de interés agronémico las presentaron las plantas provenientes
de hijuelos inoculadas con el IB. La fertilizacion s6lo promovi6 la variable altura de la

planta, lo cual no es una variable de interés para esta especie.
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ABSTRACT

The “maguey mezcalero” (Agave angustifolia Haw.) is a plant species of great economic
and social value in the Oaxaca state (México), with current main use in the production of
“mezcal”, an alcoholic beverage of great acceptance and tradition in Mexico and abroad.
With the authorization of the Protected Designation of Origin “mezcal” for some regions of
seven states in Mexico (production of Oaxaca’s state represents 85% of the national
production) and the increasing export activity of the product, it is imperative to develop
technology in order to optimize the growth of the A. angustofolia to obtain a product of
excellent quality for consumers. It is considered that the determination of the presence and
activity of fungi that form arbuscular mycorrhizae (AMF) in the rhizosphere of grown
plants of maguey mezcalero, as well as the response to the inoculation with AM fungi, the
inoculation of high phosphate solubilizing capacity rhizobacteria and the effect of mineral
fertilization are key information to develop a strategy for the possible inclusion of these
technologies as part of a sustainable management of the farming of the plant species. The
aims of this work were to determine the current status of the arbuscular mycorrhizal
symbiosis in rhizospheric soils cultivated with A. angustifolia of the mezcal region in the
Oaxaca state (Mexico), as well as the effects of the presence and activity of the symbiotic
association on plant growth and nutrition.

To determine the mycorrhizal potential, compound samples of rhizospheric soil of five
plants at random were taken in six places of the district of Tlacolula in the state of Oaxaca
(two samples of each of the three physiographic locations where the maguey mezcalero is
cultivated: mountain, hill and plain). The soils were analyzed in order to determine the pH,
texture, organic matter, total nitrogen and extractable phosphorus. Parameters which
indicate the arbuscular mycorrhizal potential were determined: number of spores in 100g of
soil; magnitude of the radical colonization by the native AMF; density of extraradical
mycilium (ERM), and the number of viable propagules (Most Probable Number) using corn
as tramp plant and series of 1:4 diluted soils with three replications. The soils has medium
textures, neutral or slightly alkaline pH, medium to poor content of organic matter and total
nitrogen and poor to very poor in extractable phosphate. The values of mycorrhizal
colonization of A. angustifolia resulted in a range from 26 to 73%. The spore density in
AMEF varied from 800 to 1800 for 50 g of soil. The ERM density resulted in a range from
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six to 17 m for 10 g of soil. The values of the associated parameters to the AMF in the
rhizospheric soil and the maguey mezcalero roots are evidence of medium to high potential
of the AM in this agrosystem. The organic matter content is the soil factor of highest
influence in the mycorrhizal potential in the conditions in which the maguey mezcalero
develops in this region. The physiographic location affected the total nitrogen, extractable
phosphorus, organic matter, ERM; MPN, AM colonization and spore density. In order to
determine the level of functional compatibility between the maguey mezcalero and the
native AMF a bifactorial experiment was performed in combined arrangement with four
replications and distribution of treatments in complete randomized blocks. The
experimental factors and their levels were: A: maguey mezcalero plantlets spread by
rhizomatous (HI) and floral bulbils (BU); B: six native mycorrhizal inoculants of the
Tlacolula district (Oaxaca, Mexico) (IBI to IB6), positive control Glomus intraradices (GI)
and absolute control without inoculation (CON). The analyzed variables where: plant
height, foliar area per plant, length and distribution of roots and plant biomass (fresh and
dry weight of leafs, stems and roots), concentration of nutrients in leafs (N and P) and
mycorrhizal colonization. In HI plantlets the highest compatibility was registered with IB2.
In BU plantlets was registered compatibility with IB4, IB6 and GI. The native inoculum
IB2 has the best indicators of compatibility with A. angustifolia, making notice that 1B3
must be studied because its good behavior in natural soils. In order to determine the
efficiency and competitivity of experimental inoculants of AMF in A. angustifolia, a
trifactorial 2x8x2 assay in complete randomized blocks arrangement was performed. Factor
1 was the substrate condition: sterilized (EST) or natural (NAT); factor 2 was the
application of six native AMF inoculants, Glomus intraradices and control without
inoculation. In all the treatments, except the control, a high in vitro phosphate solubilization
capacity rhizobacteria (Bacillus sp.) was also inoculated. At harvest (10 months) the
increments in height, foliar area, dry weight of leafs, stem and roots; mycorrhizal
colonization and N and P concentrations in foliar tissue was measured. The plant responds
positively to the inoculation with AMF and rhizobacteria, highlighting the native inoculums
IB2 and IB3 due to their behavior in the promotion of plant growth. In order to evaluate
combined effect of the mycorrhizal inoculation and mineral fertilization, a three factorial

experiment with a combined arrangement with four replications and an arrangement in
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complete randomized blocks was done. The experimental factors were: A: maguey
mezcalero plantlets optained by micropropagation (MIC), by (HI) and by bulbils (BU); B:
native mycorrhizal inoculum (IB), Glomus intraradices inoculum (GI) and absolute control
without inoculation (CON); C: mineral fertilization with four levels expressed as equivalent
doses (Kg ha™) of N-P-K: 90-45-60 (F1), 60-30-40-(F2), 30-15-30 (F3), 00-00-00 (F4).
The measured variables were plant height, foliar area per plant, root length, biomass (dry
aerial and roots weights), N and P concentration in aerial tissue and mycorrhizal
colonization. The best responses in the variables of agronomic interest were obtained by the
IB plants inoculated with IB. The fertilization only promoted the plant height which is not a

variable of interest for this species.
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INTRODUCCION

En Oaxaca, la zona reconocida como “Region del Mezcal” se localiza en dos regiones:
Valles Centrales (distritos politico administrativos de Tlacolula, Zimatlan, Ejutla y Ocotlan)
y Sierra Sur (distritos de Yautepec, Miahuatlan y Sola de Vega). Segln el censo realizado
por la SEDIC-Oaxaca, en el ano 1998 se cultivaban alrededor de 11,750 Ha de maguey
mezcalero. En el diagnostico del sistema maguey-mezcal (Chagoya, 2004) se reporta que se
cultivan actualmente 15,503 Ha, lo que significa un aumento considerable en estos ultimos
seis afios, abarcando aproximadamente 59 municipios y 152 comunidades. Las plantaciones
de los Valles Centrales se localizan a una altitud de 1,300-1,700 msnm con una temperatura
media de 20.3° C y una precipitaciéon anual de 644 mm; mientras que en Yautepec, el
distrito productor mas importante de la Sierra Sur, la altitud es de 800-1,200 msnm con una
temperatura media de 24.9°C y una precipitacion de 508 mm (Secretaria de Desarrollo
Econémico SEDIC, 1998; Curioca, 1999).

El niimero de plantas establecidas por hectarea varia de 800 a 1,600 en los sistemas
intercalados, y de 2,000 a 2,500 en los sistemas intensivos. En el “Censo del Mezcal” de
1999 se registraban en existencia 11,239,553 plantas, mientras que en 2004 se reportaron
36,827,831 plantas, lo que representa un incremento del 225%, con una produccion de
mezcal cercana a los 5 millones de litros. Se estima que de esta produccion un 45.4% se
destina a la exportacion, por la cual se reciben divisas en el orden de los 140 millones de
pesos (SEDIC, 1998; Curioca, 1999). Actualmente se exporta el producto a Estados

Unidos, La Union Europea, Japon, China y Australia (Chagoya, 2004; Garnica, 2005).



En Oaxaca, el maguey mezcalero o maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) es la
especie que ha merecido la maxima atencion de quienes lo cultivan, debido a que producen
pinas de mayor tamafio y concentracion de azlcares, propias para la adecuada y rentable
produccion de mezcal . A pesar de que el cultivo de A. angustifolia data de hace mas de un
siglo (Arredondo-Velasquez 2001) la tecnologia agronémica para el manejo del cultivo es
inexistente.

La tendencia al empleo generalizado del A. angustifolia en el establecimiento de
plantaciones se explica por su precocidad, mayor rendimiento y por la preferencia que goza
entre los productores de mezcal por su blandura y calidad del producto obtenido (Chagoya,
2004).

No existe en la regiéon un plan o programa de investigaciéon destinado a mejorar las
condiciones del conocimiento y desarrollo tecnoldgico relativo a la fertilidad del suelo y la
nutricion del A. angustifolia. Este tipo de estudios deberan establecerse a largo plazo, dado
que es una especie de lento crecimiento, ya que tarda de 6 a 10 afos para alcanzar la
madurez adecuada para su cosecha. Durante todo este tiempo se deben asegurar la
presencia y disponibilidad de los nutrientes necesarios en el suelo para obtener rendimiento
alto y producto de calidad sin que, al utilizar fertilizantes minerales u organicos, se dafien
los mantos freaticos por el proceso de lixiviacion de nitratos o produzcan contaminacion en
los suelos por acumulacion de fosfatos.

Las pocas investigaciones que existen sobre la fertilizacion de especies de A. angustifolia
han sido dirigidas unicamente hacia la aplicacion de fertilizantes minerales: N P K
(Carrion y Vinent, 1986, en Arredondo-Velasquez 2001). En Oaxaca se desarrollé un
trabajo de investigacion en el que se ensayaron diversos tratamientos de fertilizacion

mineral y organica en A. angustifolia , con el objetivo de recomendar una dosis de



fertilizacion para sistemas de produccion de valle y lomerio, incluyendo entre sus
tratamientos la aplicacion de un inoculante de hongos de micorriza arbuscular (HMA) de
origen desconocido, que fueron desarrollados y proporcionados en 1999 por la Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA),
(Arredondo-Velasquez, 2001). Se reportaron resultados positivos en los parametros de
crecimiento vegetativo a la aplicacion del inoculante en el maguey, sobre todo cuando se
aplicé simultaneamente con estiércol y residuos organicos domésticos.

Los inoculantes de micorriza arbuscular representan una opcidon biotecnoldgica
complementaria para mejorar el crecimiento y desarrollo de las plantas, ya que son capaces
de incrementar la absorcion de nutrientes (N, P, K, Ca, Cu, Mg, Mn, Zn, etc) y traslocarlos
a la planta, debido a que incrementan el area de exploracion de la raiz a través de la
extension de sus hifas en el suelo (Gonzalez et al., 1994; Pedraza et al., 1994; Pedraza et
al., 2001 en Arredondo-Velasquez 2001), promoviendo también mayor resistencia al estrés
hidrico y a los patogenos de la raiz (Vidal et al., 1992; Smith y Read, 1997; Pedraza et al.,
2001 en Arredondo-Veldsquez 2001).

Con la inoculacion de hongos de micorriza también se puede reducir o sustituir el uso de
fertilizantes minerales para lograr un desarrollo agricola ecologicamente sostenible que
conduzca a la conservacion del suelo desde el punto de vista de su estructura, fertilidad y

biodiversidad (Azcon-Aguilar et al., 1992).



OBJETIVO GENERAL

Determinar el estado actual de la simbiosis micorrizica en suelos de la region del mezcal
del Estado de Oaxaca cultivados con Agave angustifolia, asi como los efectos de la
presencia y actividad de la asociacion simbidtica sobre la condicién nutricional y el

crecimiento vegetal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Determinar el potencial micorrizico arbuscular en suelos rizosféricos de plantas de

A. angustifolia provenientes de tres ubicaciones fisiograficas.

% Determinar la compatibilidad funcional de HMA en A. angustifolia, utilizando

parametros de crecimiento y nutricion como indicadores.

¢ Determinar la eficiencia y competitividad, para las plantas, de inoculantes

experimentales de HMA y rizobacteria solubilizadora de fosfatos en A. angustifolia

% Analizar el crecimiento de plantas de A. angustifolia de diversos origenes de
propagacion asexual sometidas a inoculacion micorrizica y diversas dosis de

fertilizacion



REVISION DE LITERATURA
MAGUEY MEZCALERO O ESPADIN (Agave angustifolia Haw.)

El género Agave, cuyo nombre viene del griego y significa “admirable”, fue descrito por
Linneo en 1753, siendo Agave americana la primera especie descrita.

Ubicacién y descripcion taxondmica

Taxonomicamente, el género Agave se ubica en la familia Agavaceae. En el Continente
Americano se reportan 310 especies, de las que en México se conocen 272, por ello se
considera a este pais como centro de origen del género.

Las especies del género Agave son plantas adaptadas a condiciones de aridez, debido a
que sus raices son someras y ramificadas, cuticula gruesa, hojas suculentas, estomas
hundidos, metabolismo fotosintético del tipo acido de crasulaceas (CAM).

Morfolégicamente, se describen como plantas perennes, rizomatosas, acaules, hojas
grandes dispuestas en roseta y suculentas-fibrosas que terminan en una espina; los
margenes de las hojas presentan pequefias espinas ganchudas o rectas; inflorescencia en
espiga o panoja con escapo largo semilefioso; las flores son de color amarillo verdoso,
protandricas con perianto infundiliforme, de tubo de longitud variable y seis segmentos casi
iguales; seis estambres filiformes, mas largos que los segmentos del perigonio, con anteras
amarillentas; ovario infero trilocular, tricarpelar, con placentacion axilar, multiovulada;
fruto capsular lefioso alargado, dehiscente, con tres alas con numerosas semillas aplanadas,
algo triangulares, de testa negra (Conzatti, 1946; Gomez-Pompa, 1963; Gentry, 1978,1982,
en Granados, 1993).

Los agaves son monocarpicos semelparos, esto es, que sélo tienen una floracion al cabo

de la cual la planta muere. Durante la reproduccioén sexual se producen gran cantidad de



semillas, sin embargo hay mucha depredacion, por lo que su reproduccion es
principalmente en forma asexual, por hijuelos generados a partir de yemas radicales.

A nivel de especies existen variantes en cuanto a las respuestas al ambiente, ya que se

encuentran distribuidas en diversas regiones con diferentes climas. Tanto es asi, que las

caracteristicas de las células estoméaticas también varian en cada una de las especies.

Ecofisiologia

Las zonas 4ridas se delimitan utilizando criterios climéaticos, sin embargo, las formas
bioldgicas, con su estrecha adaptacion a las condiciones ambientales nos dan informacion
complementaria acerca del medio donde se desarrollan (Medina, 1977).

Una especie fisioldgica es una poblacion de individuos similares que comparten el
mismo espacio geografico, nicho y ciclo de vida. Las adaptaciones fisiologicas se dividen
en:

-Adaptacion para la resistencia, que permite la supervivencia en ambientes extremos.

-Capacidad de adaptacion que permite la relativa constancia de la actividad bioldgica
sobre un rango de condiciones tolerables.

Las adaptaciones de las plantas a su ambiente no sélo se deben a sus posibilidades
fisiologicas; también intervienen variaciones morfologicas para complementar el proceso
entre estas estrategias adaptativas.

Dentro de las adaptaciones ecoldgicas de las plantas de zonas 4ridas se encuentra la
suculencia, la cual es caracteristica de aquellas especies que retienen agua y la administran
durante la época seca; en esta estacion sus raices mueren debido a que las plantas no
absorben agua del suelo (Walter, 1977). Entre las especies que utilizan esta estrategia se

encuentran los agaves.



En general, los agaves viven en suelos rocosos, arcillosos y bien drenados; ricos en
nutrientes, especialmente nitrogeno, que parece ser el elemento mas limitante de la
actividad metabdlica de algunos agaves. El nivel de fertilidad en el suelo afectan la
distribucion en sus habitats nativos. Estas plantas son relativamente sensibles a la salinidad,
sobre todo en estado juvenil; pero no son muy sensitivos a altas concentraciones de calcio
ni metales pesados como el cobre y el zinc. El pH 6ptimo de crecimiento es entre 5 y 8§,
fuera de este rango son muy sensibles (Granados, 1993).

La relativa insensibilidad de las plantulas y plantas adultas al calcio es consistente con el
amplio margen de calcio que existe en algunos de los lugares donde habitan agaves. Estos
altos niveles de calcio se reflejan en la acumulacién de cristales (oxalato de calcio) que

ocurre en plantas suculentas (Granados, 1993).

Agaves de los Valles Centrales de Oaxaca

Los Valles Centrales de Oaxaca se localizan a 1525 msnm, en la zona montafosa del sur
de México situada en torno a la ciudad de Oaxaca, entre los paralelos 16° 06 34” y 17° 17
017 de latitud norte y 95° 54’ 24” y 97° 37’ 24” de longitud oeste. La zona tiene forma de
“Y” siguiendo a los dos rios que la drenan. Sus componentes principales son: al Norte, el
Valle de Etla; al Este, el de Tlacolula, y al Sur, el Valle de Zaachila. Comprende, asi, los
distritos de Etla, Oaxaca (centro), Tlacolula, Zaachila, Zimatlan, Ejutla y Miahuatlan
(Figura 1). Abarca un 4rea aproximada de 3,375 Km? de los cuales, aproximadamente 700
Km? representan el aluvion cultivable (Granados, 1993).

En los Valles Centrales de Oaxaca estas plantas son importantes porque de ellas se han
obtenido durante mucho tiempo productos tales como: alimentos, bebidas, forraje, fibras y

medicamentos, ademds de que se ha aseverado siempre que contribuyen a la fijacion del



suelo. Han desempefiado una funcién importante en el desarrollo de la cultura de los

habitantes de esta region (Granados, 1993).

DN

Figura 1. Zona mezcalera de los Valles Centrales de Oaxaca (Granados D.1993)

Cultivo tradicional de maguey mezcalero

A. angustifolia es la especie mas utilizada como productora de mezcal, su cultivo es
sistematico y amplio en la region. También crece en forma silvestre en muchas partes de la
cuenca del rio Balsas y en la region de la Mixteca, donde se recolecta y aprovecha también

para la produccion de mezcal (Granados, 1993).



Reproduccién de los agaves

La primera forma de reproduccion es por medio de los llamados hijuelos o propagulos
rizomatosos (Figura 2) que se obtienen de las plantas madre, a partir de su segundo o tercer
aflo después de ser trasplantadas (Sanchez, 1989; Granados, 1993). Esta forma de
reproduccion asexual la utiliza el campesino a través de un proceso de seleccion, mediante
el cual separa hijuelos de primera, de segunda o de tercera calidad, dependiendo del orden
de nacimiento alrededor de la planta madre. Los de primera son los producidos por la planta
a partir del tercer afio; a los siguientes se les conoce como de segunda. Los que emergen en

la edad adulta de la planta son los de tercera.

Figura 2. Propagacion por hijuelos o propagulos rizomatozos (foto tomada por Robles
Martinez .M. Lourdes)

Para la reproduccion el campesino prefiere los de primera y segunda, porque los de
tercera resultan incosteables, pues tardan mas afios en desarrollarse y no alcanzan el tamafo
que logran los de primera y segunda. A la operacion de retirar los hijuelos se le conoce

como “desahije”. Se ha registrado una produccién de 10 a 20 hijuelos por planta madre



durante su ciclo de vida (siete a ocho afios). Seleccionados y separados, se les deja durante
cierto tiempo (ocho a 15 dias) expuestos al sol para que cicatricen sus heridas, hasta que
llega el momento de establecerlos (Sanchez, 1989).

La segunda forma de reproduccion es por bulbilos aéreos, (Figura 3) siendo una
reproduccion vegetativa caracterizada por generarse bulbilos a partir de yemas vegetativas
en la base de las flores de las plantas adultas, las cuales brotan una vez que las flores han
sido podadas. El campesino selecciona por sus caracteristicas de buen desarrollo a la planta
madre. Cuando esta proxima a desarrollar el escapo floral procede, o bien a dejar que lo
desarrolle o antes de esto a separarla con mucho cuidado y con sus raices trasplantarla al
patio de su casa, para resembrarla y darle un cuidado especial en espera de que desarrolle

su escapo y florezca (fines de enero, febrero y marzo).

Figura 3. Reproduccion por bulbilos aéreos (tomado de Chagoya V. 2004)
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Cuando el agave se encuentra florecido, antes de que los pétalos se abran, se procede,
auxiliados de escaleras o andamios, a cortar con tijeras hasta la base de las flores.

Se rasura el agave de todas sus flores, dejandolo asi por un tiempo al cabo del cual, en
los lugares donde se cortaron los pétalos comienzan a desarrollarse pequefios agaves, los
que son bajados de las plantas desde fines de septiembre a diciembre. Las plantulas
alcanzan un tamafio de *tres a cinco cm.

Los agaves obtenidos por éste método tendran todas las caracteristicas de la planta
madre, lograndose obtener de 600 a 3,500 bulbilos por planta, los que son llevados a
almécigos preparados ex profeso, hasta que alcanzan un tamafio adecuado (30 a 40 cm, en
dos afios aproximadamente) para ser transplantados a los campos. Por sus caracteristicas, el
maguey espadin es al que se somete a ésta forma de reproduccion (Sanchez, 1989).

La forma de reproduccion sexual, por semillas, debido al largo tiempo requerido y a los
cuidados que necesita (secado, seleccion de semilla y riego), normalmente no se practica
en Oaxaca (Granados, 1993). Sanchez (1989) menciona que la reproduccion sexual o por
semillas ocurre en plantas silvestres, existiendo observaciones que han registrado valores
de 85-90% de germinacion para algunas especies (Granados, 1993).

La reproduccién por micropropagacion o cultivo de tejidos consiste en la reproduccion,
a partir de material vegetativo, por medio de técnicas de laboratorio que permiten
reproducir miles de plantas que conservan totalmente las caracteristicas de la planta de

origen (Figura 4).

* Enriquez del Valle (com. pers.) ha observado que se alcanzan tamafios desde uno hasta 13 cm
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Figura 4. Reproduccion por micropropagacion (tomada de Aguirre X. y L. Eguiarte (2005)

Fertilizantes organicos y quimicos

A lo largo del tiempo en que ha sido cultivado, se ha considerado al maguey como una
especie de gran rusticidad, que puede sobrevivir, crecer y producir biomasa util en suelos
de baja fertilidad, minimo espesor, alta pendiente y pedregosidad, y aun actuar como
especie vegetal que previene o reduce problemas de empobrecimiento del suelo y erosion.

Sin embargo, la condicién de pobreza de los suelos de las zonas magueyeras, agravada
por la rapida pérdida de suelos y nutrientes por la erosion hidrica ocasionada por las formas
de siembra inadecuadas en terrenos de pendiente pronunciada, hacen necesaria la
fertilizacion del maguey para obtener piflas de mas peso y con mayor contenido de
azucares reductores y como todas las especies vegetales, el maguey responde positivamente
ante un mejoramiento en sus condiciones de crecimiento, tanto a nivel subterraneo como de

su porcion aérea ( Chagoya,2004).
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Segun el INIFAP, en el afio 2000 sélo el 20 % de los magueyeros fertilizaba con
estiércol. La aplicacion de fertilizantes organicos y quimicos en el cultivo del maguey se ha
incrementado en los ultimos 5 afios debido a la gran expectativa que se ha creado por el
incremento de la demanda y precios ante la presencia de compradores del estado de
Jalisco. De acuerdo con la muestra estudiada, el 52 % de los productores de maguey esta
aplicando algun fertilizante; de éstos, el 80 % aplica fertilizante organico y el 20 % restante
aplica fertilizante quimico, aunque la cantidad aplicada resulta insuficiente para el buen
desarrollo del maguey; la dosificacion y frecuencia de aplicacion se da mas en funcion del
interés en el cultivo y de las posibilidades econdémicas del productor, que de las

recomendaciones técnicas (Chagoya, 2004).

MICORRIZAS

El funcionamiento de un ecosistema terrestre estd gobernado en gran medida por la
actividad microbiana en el suelo, ya que la mayoria de los ciclos biogeoquimicos en la
naturaleza son llevados a cabo por microorganismos (Stevenson, 1986; Kennedy y Smith,
1995). Los microorganismos del suelo llevan a cabo actividades cruciales para el
establecimiento, desarrollo, nutricion y salud de las plantas (Azcoén-Aguilar y Barea, 1992;
Linderman, 1992: Barea y Jeffries, 1995). A excepcioén del horizonte superficial del suelo,
donde la existencia de microhabitats con materia organica metabolizable representa su
fuente de energia principal, la actividad microbiana del suelo se desarrolla
mayoritariamente alrededor de las raices de las plantas que lo habitan, puesto que éstas
representan un soporte no solo fisico sino nutricional para la microbiota del suelo que se
beneficia de los exudados radicales y detritus de las raices (Fitter y Garbaye, 1994;

Garbaye, 1994; Barea y Jeffries, 1995). Este nicho ecoldgico se denomina rizosfera
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(Bowen, 1980; Azcon- Aguilar y Barea 1992; Lynch, 1983) y se extiende apenas unos
milimetros desde la raiz en todas direcciones. El efecto rizosférico sobre los
microorganismos repercute finalmente también sobre la propia planta a través de la
actividad microbiana que hace disponible ciertos nutrientes, facilita la captacion de estos
por las plantas, produce fitohormonas, protege contra patégenos, descompone sustancias
toxicas o mejora la estructura del suelo (Kloepper, 1992; Azcén- Aguilar y Barea, 1992;
Hoflich et al., 1994; Barea y Jeffries, 1995).

En la rizosfera existen dos grupos clave de microorganismos beneficiosos, que son de
particular interés en el desarrollo y establecimiento de las plantas:

(1) Saprofitos, como las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, “plant
growth promoting rhizobacteria”), que se hallan implicadas en procesos de control
bioldgico, establecimiento de plantulas, emergencia de éstas y estimulacion del crecimiento
en general (Kloepper, 1992). Entre ellas se hallan bacterias fijadoras de N, en vida libre
(Kennedy y Chan, 1992) y bacterias solubilizadoras de fosfato (Toro et al., 1996).

(2) Simbiontes mutualistas, como los hongos formadores de micorriza y las bacterias
simbidticas fijadoras de N,. La asociacién mutualista conocida como micorriza fue citada
por primera vez por el investigador aleman Frank en 1885, la cual fue ignorada por muchos
investigadores durante afos, probablemente debido a que representa una “interfase” entre
los campos de la microbiologia, micologia y botdnica. Fue retomada gracias a los trabajos
de Barbara Mosse en Rothamsted Inglaterra a mediados del siglo pasado (Harley y Smith,
1983; Azcon-Aguilar et al., 1981).

La relacion micorrizica es una asociacion mutualista en la que ambos participantes,
hongo y planta, mantienen un balance de beneficios y costos positivos, ya que a pesar de

los costos que representa estar juntos, los beneficios son mayores y reciprocos; lo cual se ve
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reflejado en el incremento en las tasas de crecimiento, reproduccion y supervivencia de
ambas poblaciones involucradas (Allen, 1991). Una micorriza endotrofica arbuscular
completamente funcional es aquella en la cual el hongo penetra las células corticales de la
raiz del hospedero para formar arbusculos en los que se lleva a cabo el intercambio de
fosfatos, carbohidratos y otros iones indispensables para el desarrollo del hongo (Koide,
2000).

La diferencia entre los HMA y otros micro-organismos simbidticos del suelo, como las
bacterias nodulantes (Rhizobium y Bradyrhizobium), estriba en que los primeros exhiben
poca especificidad por el hospedero. Basicamente, la falta de especificidad podria deberse a
que las moléculas mensajeras necesarias en cada paso del proceso de colonizacién son
producidas por todas las plantas micotréficas (Smith y Gianinazzi-Pearson, 1988). También
es factible que una amplia variedad de moléculas mensajeras promuevan la transduccion

de una misma sefial que resultara en el establecimiento de la simbiosis.
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Figura 5. Tipos de colonizacién producidos por los hongos micorrizicos
(modificado de Selosse y Le Tacon, 1998).
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De acuerdo con el grado de penetracion del hongo en la raiz del hospedero, Harley y
Smith (1983) dividieron a las micorrizas en tres grandes grupos: ectomicorriza,
endomicorriza y ectendomicorriza (Figura 5). La endomicorriza presenta hifas externas que
exploran el suelo y penetracion de hifas intracelular e intercelularmente, no hay un manto
fungico ni red de Hartig. Entre ellas se encuentra la endomicorriza arbuscular (MA), donde
el hongo penetra intra e intercelularmente y forma arbusculos.

Los hongos endomicorrizicos arbusculares son constituyentes esenciales de la
microbiota nativa del suelo en ecosistemas naturales y probablemente colonicen mas tejidos
que ningln otro organismo en la naturaleza. Por eso es preciso realizar estudios previos del
estado microbiano del suelo asi como de su actividad, y si es necesario, reforzar la
poblacion natural con inoculaciones apropiadas (Allen et al., 1992 Herrera et al., 1993;
Jasper, 1994; Requena et al.1996).

Se debe tomar en cuenta que la disminucion o desaparicion de microorganismos en el
suelo, debido a procesos de erosion y desertificacion, puede llegar a ser muy grave,
afectando no so6lo al conjunto de organismos microscopicos que lo habitan sino a la
cobertura vegetal que soporta. La baja densidad de propagulos microbianos que caracteriza
a los ecosistemas desertificados puede limitar el establecimiento del material vegetal en
programas de revegetacion (Sylvia, 1990). El reestablecimiento de la diversidad microbiana
es, en consecuencia, un factor critico. El éxito de los programas depende en muchas

ocasiones de un adecuado manejo de tales microorganismos.

Importancia de las Micorrizas
Las asociaciones micorrizicas son cosmopolitas, por su presencia en la mayoria de los

habitats naturales terrestres, y ubicuas por el amplio nimero de familias de plantas
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susceptibles de ser micorrizadas. Por ello, la micorrizacion es considerada como la norma
en los ambientes naturales, ¢ incluso se dice que las plantas, mas que raices presentan
micorrizas (Hernandez, 2003). Mediante esta asociacion, el hongo incrementa la superficie
de captacion de nutrientes para la planta, principalmente de iones fosfato y amonio
disponibles en el suelo. Se estima que las hifas externas proporcionan hasta un 80% del
fosforo y 25% del nitrogeno requeridos por la planta. El hongo recibe azucares simples
derivados de la fotosintesis efectuada por el hospedero (Hernandez, 2003).

La asociacion puede ser tanto facultativa como obligada por parte de las plantas,
dependiendo de sus caracteristicas particulares (Allen, 1991; Honrubia et al., 1992) Los
HMA son habitantes comunes del suelo y al contrario del simbionte vegetal, son obligados,
puesto que so6lo completan su ciclo de vida en presencia de la planta hospedadora. Sus
efectos sobre las plantas son diversos, tales como una captacion de nutrientes mas
eficiente, resistencia a patogenos y a condiciones adversas como sequias y niveles extremos
de sales, pH y contaminantes (Sieverding, 1991). Estos hongos no se asocian con especies
vegetales especificas, sin embargo, el efecto que tienen sobre ellas si puede ser diferente de
acuerdo con la especie vegetal de que se trate, es decir, no son especificos pero si tienen
una efectividad diferencial. Esto, a su vez, puede modificar la composicién de especies de
HMA en sitios particulares, puede alterar las abundancias de las especies fungicas en cada
uno de los ambientes, e incluso el numero de esporas viables (Clark et al., 1999).

El establecimiento de la simbiosis comienza con la actividad tanto de las plantas como
de los hongos, regulada de forma independiente, influenciada por las condiciones
ambientales. Sin embargo, existen evidencias de que al avanzar dicho proceso se producen
interacciones genéticas entre ambos miembros de la simbiosis (Gianinazzi-Pearson y

Gianinazzi, 1989; Bonfante y Perotto, 1992; Gianinazzi-Pearson et al. 1994; Giovanetti et

17



al., 1994; Bonfante y Bianciotto 1995). A pesar de ello, no existe especificidad en sentido
estricto. En general, cualquier HMA puede colonizar cualquier especie de planta
susceptible y, un solo sistema radical puede albergar diversas especies de HMA. Es mas,
diversas especies de plantas pueden tener sus sistemas radicales comunicados a través del
micelio fungico (Barea, 1991), aunque la extension de dichas interconexiones no esta
claramente establecida (Tinker, 1975; Heap y Newman, 1980). Este hecho es clave en
ecosistemas naturales porque supone un flujo de nutrientes en el suelo, “canalizado” a
través de los hongos. Se sabe que distintas especies de plantas, e incluso cultivares de las
mismas, varian en el nivel de susceptibilidad a la colonizacion por HMA (Azcon y
Ocampo, 1981), indicando que la planta controla la entrada del hongo (Gianinazzi-Pearson,
1984). Como el nivel de colonizacion que distintos hongos MA pueden tener para un
mismo hospedero son diferentes, se puede inferir que existe un cierto grado de
especificidad en la simbiosis, lo que lleva al concepto de compatibilidad (Barea, 1991).
Smith y Gianinazzi-Pearson (1988) acufiaron el término de compatibilidad funcional para
indicar la expresion fenotipica de un hongo MA como resultado de la influencia del
ambiente sobre la expresion genotipica de ambos simbiontes, planta y hongo. Aunque en
sistemas experimentales las incompatibilidades de las combinaciones planta-HMA son
escasas, ello suele ser mas frecuente en condiciones naturales. La razon es que
generalmente un determinado hongo esta adaptado a condiciones ambientales determinadas
y su introduccion en ecosistemas diferentes puede provocar “inadaptaciones” al medio

(Brundrett, 1991).
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Anatomia

Estructuras dentro de la raiz. El sistema micorrizico estd formado por hifas que se
ramifican en el suelo y que ademas se encuentran conectadas con el tejido de la raiz donde
penetran inter e intracelularmente (Figura 6). Cuando contactan una raiz susceptible, las
hifas del hongo se engrosan formando los llamados apresorios que dan lugar a los “puntos
de entrada” del hongo hacia el interior de la raiz. Penetran dicha raiz y usualmente
desarrollan estructuras intracelulares especificas como ovillos (“coils”) por enrollamientos
de las hifas, o arbusculos (estructuras en forma de arbol) en la parte del cortex mas cercana
al cilindro vascular, mediante invaginaciones de la membrana del hongo en el plasmalema
celular. Dichos arbusculos son el 6rgano principal de la simbiosis, pues estd descrito como
el lugar de intercambio bidireccional de nutrientes entre los dos simbiontes (Smith y
Gianinazzi-Pearson, 1988). Las hifas entonces pueden presentar diferentes modificaciones

dentro de la raiz como arbusculos, ovillos y vesiculas.
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Figura 6. Penetracion intercelular e intracelular que presentan los hongos micorrizicos arbusculares. A:
arbusculo, V: vesicula (tomada de Hernandez L. et al., 2003).
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Los arbusculos son ramificaciones sucesivas de la hifa dentro de las células vegetales
que permiten que se establezca un contacto intimo entre los plasmalemas de los simbiontes.
Es importante destacar el hecho de que el hongo nunca est4 en contacto con el citoplasma
de la célula vegetal. En estas estructuras el hongo transfiere elementos nutritivos a la planta
y recibe los carbohidratos en forma de azicares simples que ésta produce por fotosintesis.
La vida media de los arbtisculos es de aproximadamente 14 dias, después de los cuales la
célula vegetal se restablece y el arbusculo se degrada. Los ovillos son enrollamientos de las
hifas a los cuales se les ha adjudicado también un papel de intercambio de nutrientes. Las
vesiculas son engrosamientos de hifas donde se almacenan lipidos y son formadas en los
géneros Glomus, Slerosystis, Acaulospora y Entrophospora. Cabe sefialar que existen
especies que esporulan dentro de la raiz, como Glomus intraradices (Hernandez, 2003).

Estructuras fuera de la raiz. Las hifas son estructuras encargadas de la exploracion del
suelo y la captura de nutrientes y agua que, a través de corrientes citoplasmaticas,
transportan hacia los arbusculos. Estas estructuras se ramifican a partir de una hifa
exploradora (“runner hyphae”) que constituye la parte principal de las hifas extraradicales.
Las hifas exploradoras de primer orden se ramifican formando un éangulo de
aproximadamente 45°, y a partir de ahi las ramas van ramificandose progresivamente,
siendo mas finas cada vez y extendiéndose de forma radial alrededor de la raiz. Las hifas de
segundo y tercer orden presentan ramificaciones menos uniformes con caracteristicas
similares a los arbusculos y a las que actualmente se les denomina BAS (“branched
absorbing structures”, estructuras absorbentes ramificadas). En algunos casos estan
asociadas con esporas y su funcion es la absorcion de elementos minerales del suelo (Bago

etal., 1998; Friese y Allen, 1991).
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Las esporas son las estructuras de resistencia y propagacion de los HMA; son
multinucleadas y con abundantes compuestos de carbono (glicégeno y lipidos) (Bonfante et
al., 1994) Se encuentran y germinan en el suelo o dentro de las raices de las plantas, y

producen un micelio que se extiende por el suelo hasta contactar con una raiz hospedera.

Fisiologia

Las raices de las plantas, al no crecer aisladas, sino en yuxtaposicion con raices de otros
individuos, hacen que el sistema micelial desarrollado por los hongos micorrizicos no esté
aislado en el suelo. Debido a esto se ha propuesto que forman redes interhifales o miceliales
a través de las cuales hay un flujo de materiales de una planta a otra, lo que favorece el
establecimiento de especies cercanas a la planta madre en condiciones de escasez de luz.
Ademads, esto puede ser un factor que disminuye la competencia al hacer disponibles
recursos para los individuos involucrados, lo cual explicaria la coexistencia de especies en
distintas comunidades (Whittingham y Read, 1982; Newman, 1988; Simard et al., 1997,

Zobel et al., 1997; Jeffries y Barea, 2001).

Ecologia de HMA

Los HMA contribuyen de manera importante en los procesos de formacion y
estabilizacion del suelo, lo que mantiene su fertilidad (Jeffries y Barea, 2001). Ya que
participan en la formacion de agregados, por accidon mecénica y quimica, gracias a que la
red micelial atrapa y compacta particulas primarias del suelo, ademas de secretar glomalina,
una glicoproteina recalcitrante, que cementa particulas de suelo (Figura 7) (Wright y
Upadhyaya, 1998; Miller y Jastrow, 1992). Los macro y microagregados resisten mejor las
fuerzas destructivas como el impacto de las gotas de lluvia y el mojado y secado alternados

del suelo, mejoran la infiltracion y evitan la pérdida del suelo por erosion eolica (Forster y
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Nicolson, 1981a, b; Koske y Polson, 1984; Dexter, 1988; Attou et al., 1998). Dichos
agregados persisten aun después de la muerte de las plantas y descomposicion de sus raices,
por ello los HMA pueden ser utilizados como una herramienta en la rehabilitacion de suelos

perturbados y en la conservacion de suelos potencialmente perturbables (Conde, 2001).

i
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Figura 7. Formacion de agregados del suelo por parte de las hifas. A: arbasculo, C: célula, V: Vesicula,
H: haustorio, Pr: pelo radical, He: hifa exploradora, Bas: estructuras de absorcion ramificada. Ag: agregados
(tomada de Hernandez L. et. al., 2003).

Por lo tanto, los HMA, tienen un papel importante en el mantenimiento de la diversidad
en comunidades naturales, como consecuencia de sus diferentes efectos sobre las plantas y
la rizésfera. La pérdida de HMA y de su diversidad por perturbaciones naturales o
antropogénicas causa un decremento en la diversidad y productividad vegetal, dificil de

revertir.
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Papel de los HMA en el ciclado de nutrientes

El significado de la asociacion HMA-planta esta esencialmente ligado a la transferencia
de nutrientes que se produce entre ambos componentes de la simbiosis. Se realiza un
transporte bidireccional de nutrientes en el arbusculo, en el cual se provee al hongo de
productos de la fotosintesis, esenciales para su desarrollo, y compensa a la planta con la
captacion de agua y nutrientes del suelo, principalmente fosforo, que son transportados a
través del micelio externo. El micelio se comporta, en sintesis, como una prolongacion de
la raiz, permitiendo, por un lado, explorar mayores volimenes de suelo y superar asi la
zona de agotamiento cercana a la raiz; y por otro, facilita la captacion de nutrientes de lenta
movilidad como el fosforo o el zinc, y de otros algo mas moviles como cobre o amonio
(Gianinazzi-Pearson y Smith, 1993; Jeffries y Barea, 1994). Por este beneficio, la planta ha
de “pagar un precio”, invirtiendo en ello de un 10 a un 20% de su produccion neta de
fotosintatos (Jakobsen y Rosendahl, 1990). De hecho, los HMA necesitan carbono y
energia para el mantenimiento no s6lo de su biomasa sino de sus actividades metabdlicas,
por lo que cuanto mas activo es el hongo transfiriendo nutrientes a la planta, mayor
demanda de carbohidratos requiere a la planta hospedera. Se ha observado que, en algunos
casos extremos, la planta ha de reducir la formaciéon de micorriza y su funcionamiento
cuando el costo de la simbiosis es mayor que el beneficio que la planta obtiene de ella
(Azcon-Aguilar y Bago, 1994).

El micelio fingico es por tanto un elemento vital en el funcionamiento del ecosistema
terrestre. La capacidad del micelio de crecer entre particulas de suelo y materia orgénica,
llegando a sitios donde la raiz no alcanza, es fundamental en la captacion de nutrientes.

Ello, junto a la répida absorcion de los mismos, hace a la micorriza competir habilmente
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con los microorganismos del suelo por los nutrientes y beneficiar de esa manera a la
planta. Por estos motivos, el establecimiento y desarrollo de una planta en un suelo con una
buena red de micelio fungico es completamente diferente a cuando se establece en ausencia
del micelio micorrizico (Jeffries y Barea, 1994). El micelio actia compensando a la planta
de la baja fertilidad del suelo, habiéndose encontrado que los niveles de nutrientes de
plantas micorrizadas en condiciones de baja fertilidad son similares o ligeramente inferiores
a los de plantas establecidas en suelos mas fértiles pero con menor abundancia micorrizica
(Mc Naughton y Oesterheld, 1990). Incluso la red de micelio puede conectar distintas
plantas micorrizadas entre si, de tal manera que todas ellas tienen acceso a un conjunto de
nutrientes comun (Francis et al., 1986).

No todos los hongos son igualmente eficaces en la captacion de nutrientes. Jakobsen et
al. (1992), utilizando metodologias basadas en el isétopo *°P, demostraron que ciertos
hongos transportan el P de manera mdas eficaz a la planta, mientras que otros, por el
contrario, lo acumulan en su interior. Sin embargo, a pesar de que el micelio de algunos
hongos no se muestra tan eficaz, representan un almacén de nutrientes importante y al
mismo tiempo son canalizaciones de los mismos de gran interés, que impiden la dispersion
de nutrientes via mineralizacion al morir las plantas. De esta manera, gran parte del
contenido de nitrégeno y fosforo de una planta en senescencia puede pasar a una adyacente
via la red de micelio de forma mas eficiente que en ausencia de micorrizas (Newman y
Eason, 1989; Eason y Newman, 1990). Los HMA, ademas de afectar directamente a la
nutriciéon mineral de la planta a través de la adquisicion de nutrientes por el micelio,
pueden modificar las tasas de transpiracién y la composicion de la microbiota de la

rizosfera afectando indirectamente a la nutricion vegetal (Marschner y Dell, 1994).
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Potencial micorrizico

El potencial de micorriza de un suelo depende de la dispersion y mantenimiento de los
propagulos existentes y de su viabilidad (Brundrett, 1991: Sanders, 1993). Los propagulos
de HMA incluyen esporas, fragmentos de raiz colonizada y micelio externo (Barea et al.,
1991). Las esporas son consideradas como el principal propagulo micorrizico de un suelo,
pero muchas veces el nimero no corresponde con la capacidad colonizadora de dicho suelo
(Abbot y Robson, 1984, 1991; McGee, 1989; Brundrett, 1991). La esporulacion esta
influenciada por muchos factores, entre otros la planta hospedera y las condiciones
ambientales.

Tanto Rabatin y Wicklow (1979) como Bethlenfalvay et al. (1984) encontraron que en
comunidades vegetales donde la mayoria de las plantas son hospederas de HMA, la
diversidad de hongos esta directamente relacionada con la diversidad de plantas.

En cuanto a las esporas, otra de sus formas de proteccion es el contenido en melanina.
En general, las esporas son consideradas el propagulo mas resistente (Abbot y Robson,
1991; Hayman, 1982; Daniels, 1984). Sin embargo, la rapida colonizaciéon micorrizica de
las nuevas plantas en condiciones naturales parece deberse mas a una red establecida de
micelio fungico que a la germinacion y colonizacion a partir de esporas (Jasper et al, 1989
a 'y b; McGee, 1989; Requena et al, 1996 a). Los fragmentos de raices colonizadas son el
propagulo mas agresivo para colonizar nuevas raices (Barea et al., 1991).

El potencial de indculo (estimado mediante el calculo de la longitud de raiz colonizada y
el nimero de esporas) se concentra generalmente en las capas mas superficiales del suelo.
Sin embargo, en ecosistemas aridos se han hallado propagulos a mayor profundidad

(Brundrett, 1991). Read et al. (1976) sugieren en cuanto a la dispersion de propagulos que
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el mayor mecanismo de expansion de los hongos de la micorriza se debe a contactos raiz-
raiz. También es importante en la ecologia de las plantas micorrizadas su micotrofia, que es
la tendencia de la planta a la colonizacion para “alimentarse” a través del hongo. Baylis
(1975) establecid que raices con un sistema radical poco desarrollado y dependientes por
tanto de la micorriza, con pocos pelos radicales, del tipo “magnoliode”, tienden a ser muy
micotroficas, y a la inversa, raices del tipo “graminoide” son en principio menos
dependientes de los hongos micorrizicos. Segun St. John y Coleman (1983) la dependencia
que tienen las plantas a la micorriza varia con el tiempo, ya que cuando se trata de plantas
recién geminadas poseen un sistema radical limitado, incapaz de acceder a ciertos
nutrientes, y su micorriza puede beneficiarlas mas en ese estado que cuando alcanzan un

desarrollo radical mayor.

Usos de fertilizantes y hongos de micorriza arbuscular

El uso de los biofertilizantes se remonta a la época prehispanica con las culturas
mesoamericanas, las cuales entendian ya el papel de la fertilizacion de los suelos. Pese a
los logros obtenidos en la produccion de alimentos y la alimentacion mundial, se ha tenido
como resultado la contaminacion del agua y suelo y en algunos casos, esto ha llegado a ser
irreversible, asi como la degradacion edafica y la calidad de los alimentos empezaron a
preocupar a los consumidores y productores, ya que muchos de ellos presentan gran
cantidad de pesticidas, de nitratos o de hormonas (Casas, 1991). Ahora sabemos que el uso
excesivo y la naturaleza quimica de los fertilizantes ha provocado la contaminaciéon no s6lo
de suelos, sino también de los mantos freaticos y de los cuerpos acuéticos.

La manipulacion de los microorganismos que intervienen en la fertilidad de los suelos y

en la nutricidon vegetal es para muchos la alternativa mas efectiva para la transformacion y
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mejoramiento de los ecosistemas agricolas, ademds de su conservacion (Perez-Moreno y
Ferrera-Cerrato, 1997).

Si se considera que la mayoria de las plantas pueden tener una respuesta positiva a la
inoculacién de los HMA en condiciones de campo, combinandola con una dosis de
fertilizacién quimica adecuada, y probando en que época de aplicacion es mas eficiente el
agroquimico, puede lograrse una reduccion en tiempo de cosecha y un incremento en el
rendimiento . También es de tomarse en cuenta que la disminucion en el uso de fertilizantes
inorganicos trae como consecuencia una mejor conservacion del suelo, lo cual coincide con
lo planteado por el desarrollo sustentable, con la consecuente preservacion de los recursos

naturales para las futuras generaciones.

Rizobacterias solubilizadoras de fosfatos (PGPR) y su influencia en el

crecimiento

Las bacterias rizosféricas pueden actuar incrementando tanto el desarrollo de la parte
aérea como de la raiz. La promocion del crecimiento en las plantas inoculadas con
rizobacterias ocurre por varios factores; uno de ellos es por la sintesis de sustancias
reguladoras de crecimiento, como giberelinas, citocininas y auxinas, las cuales estimulan la
densidad y longitud de los pelos radicales, aumentando asi la cantidad de raices en las
plantas, lo que incrementa a su vez la capacidad de absorciéon de agua y nutrimentos,
permite que las plantas sean mas vigorosas, productivas y tolerantes a condiciones
climaticas adversas, como las heladas o sequias (Garbaye, 1994; Azcon-Aguilar y Barea,

1992).

Se ha descrito que muchas de estas bacterias son capaces de mejorar la micorrizacion y
favorecer el desarrollo de la simbiosis (Garbaye, 1994; Azcon-Aguilar y Barea, 1992). Sin
embargo, también existen referencias bibliograficas que describen un efecto antagdnico

entre estos dos tipos de microorganismos (Hoflish et al., 1994).
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Otro factor importante por el cual las rizobacterias ayudan a las plantas es que existen
ciertas especies que las hacen nutrirse mejor. Por ejemplo, Pseudomonas spp, al solubilizar
algunos nutrientes poco moviles del suelo, como el fosforo, mejoran el ingreso de este
elemento hacia la planta, lo que se traduce en una mayor cantidad de biomasa. Otras
especies, como Rhizobium y Bradyrhizobium, aumentan el aporte de nitrogeno, influyendo
directamente en el crecimiento, desarrollo y rendimiento. Recientes investigaciones
demuestran que existen algunos mecanismos indirectos que influyen en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, como la produccion de ciertos metabolitos que, al funcionar como
antagonicos de microorganismos perjudiciales, hacen que las plantas se desarrollen en un

ambiente idoneo libre de patdgenos y tengan un mayor crecimiento y desarrollo.

MATERIALES Y METODOS
A. PROCEDIMIENTOS GENERALES
A.1 Descripcion de los suelos utilizados
A.1.2 Procedencia, muestreo y caracterizacion
Se colectaron muestras de suelo en terrenos cultivados con maguey espadin de tres
localidades del Distrito de Tlacolula en el estado de Oaxaca; dos parcelas de la localidad
San Pablo Villa de Mitla; tres muestras de parcelas procedentes de Santiago Matatlan y
una de San Bartolomé Quialana. Estos terrenos representan las tres diferentes situaciones
fisiograficas donde se cultiva el maguey en esta region: montafia, lomerio y planicie (Figura

8).
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Figura 8. Vista panoramica de las tres condiciones fisiograficas en las que se cultiva maguey mezcalero
en el Estado de Oaxaca a) Montana, b) Lomerio y c) Planicie. (Robles C., 2005)

En cada parcela el muestreo consistio en escoger al azar cinco plantas de maguey del
cultivo, previamente se eliminaron las plantas arvenses que se localizaban alrededor del
maguey. De acuerdo a la metodologia de Azcon-Aguilar et al. (2003), se extrajo suelo
rizosférico a una profundidad entre cinco y 20 centimetros, tomando suelo de cada punto
cardinal, para obtener una muestra compuesta de aproximadamente 4 kg., que fue
representativa de cada parcela, la cual se deposito en una bolsa de polietileno negro
etiquetada. Se considerd suelo rizosférico al situado bajo el dosel de las plantas, a una
profundidad de 5 a 20 cm. En cada parcela se tomaron datos del cultivo (edad, situacion
fisiografica, caracteristicas fisicas, cultivos asociados y labores culturales realizadas

recientemente). Las muestras obtenidas se transportaron al laboratorio en donde se
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refrigeraron hasta su procesamiento. Fueron agrupadas, segun su procedencia, en tres
grupos asociados a la situacion fisiografica de las parcelas y el manejo de las mismas.
Montafia (M) son parcelas en pendientes superiores a 30 %, en las que el maguey se planta
en sustitucion de la vegetacion nativa (usualmente selva baja caducifolia), utilizando
solamente la fuerza humana y herramientas primarias. Lomerio (L) son parcelas con
pendientes entre 5 a 30 % en las que el suelo es laborado con arado y traccion animal antes
de la plantacion del maguey y en las calles entre plantas durante los primeros tres a cuatro
afos de la plantacion. Planicie (P) son terrenos con una pendiente inferior a 5 %, en el piso
del valle. A partir de que se establece la plantacion estos suelos son laborados cada afo
hasta el cuarto afio de vida de la plantacion, utilizando maquinaria agricola e implementos.
A.1.3 Eliminacion de la microbiota nativa de los suelos
Para los tratamientos y experimentos que lo requirieron, el suelo fue esterilizado
exponiéndolo a vapor fluente (autoclave a presion ambiental) por una hora durante tres dias
consecutivos. Este tratamiento asegura la eliminacion de la microbiota nativa del suelo,

incluyendo propagulos de HMA.

A.2 Especie vegetal utilizada

Se utilizaron plantulas de maguey mezcalero (Agave angustifolia Haw.) propagadas por
bulbilos florales, provenientes del distrito de Tlacolula; plantulas provenientes de hijuelos
rizomatosos del distrito de Miahuatlan y plantulas propagadas por cultivo de tejidos
donadas por el Dr. Raymundo Del Valle del Instituto Tecnoldgico Agropecuario No. 23 de

Oaxaca. En todos los casos las plantulas tenian de tres a cinco meses de edad.
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A.3 Condiciones de cultivo
Todas las plantas crecieron en maceta en condiciones de invernadero. El riego se realiz6
a discrecion semanalmente con agua embotellada potable y/o de pozo sin tratar, estimando
una fluctuacion de 100 a 60 % de la capacidad de campo entre riegos. Una vez a la semana
se aplico la solucion nutritiva de Hoagland, con foésforo a un décimo de la concentracion
recomendada, debido a que las micorrizas actian mejor en sustratos cuando el fosforo es

deficiente.

A.4 Material biolégico utilizado
A.4.1 Inoculacion con HMA caracterizados
En este trabajo se utilizo la especie de HMA Glomus intraradices BEG 72, proveniente
de una donacion del Banco Europeo de Glomales (UK). El inéculo fue preparado en
sustrato compuesto de mezcla estéril tratada suelo:arena en proporcion 1:1, utilizando
trébol (Trifolium sp.) como planta trampa. El nivel de colonizacién de las raices en el

indculo fue de 70 %.

A.4.2 Inoculacién con hongos nativos

Se utilizaron seis in6culos mixtos provenientes de los suelos muestreados en cultivos de
maguey, preparados en el Laboratorio de Suelos del CIIDIR-Oaxaca. Los hongos fueron
propagados en sustrato compuesto de la mezcla estéril suelo: arena en proporcion 1:1,
utilizando como plantas trampa cebolla y tomate. Se determind un nivel de colonizacion

promedio del 55 % en las raices de las plantas trampa.

A.4.3 Inoculacion con bacteria rizosférica
En el experimento de eficiencia y competitividad se inoculd un aislado de una bacteria

rizosférica (Bacillus sp.) con alta capacidad solubilizadora de fosfatos, nativa de los suelos
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muestreados (Lopez-Vasquez, 2004 com. pers.). En cada maceta se colocaron cinco mL
del cultivo de la bacteria en medio liquido (Ramos-Callao, 1967), incubandose a 30°C con

agitacion, hasta lograr una densidad 6ptica equivalente a 10° UFC mL™".

A.5 Variables de respuesta

Segun el experimento, cada seis u ocho semanas, se midieron las variables de respuesta
asociadas al crecimiento vegetativo de todas las plantas, la altura de la planta se tomé del
cuello a la punta de la hoja mas larga y se cont6 el numero de hojas, independientemente
del tamafio.

En el experimento de compatibilidad funcional, a las 14 semanas de crecimiento, se
estim6 el area foliar por planta mediante el calculo de areas de figuras geométricas
equivalentes a la lamina foliar; ademas, se calculd la longitud y distribucién de raices a la
cosecha, al cumplirse 14 semanas de crecimiento.

A la cosecha, los pardmetros de crecimiento medidos fueron: peso fresco y seco de las
hojas, tallo y raiz, longitud de la raiz mas larga, longitud de la planta, contenido de solidos
solubles totales (°Brix) en el tallo y arquitectura de raiz (medicién de nimero, longitud de

raices primarias, secundarias y terciarias).

A.5.1 Determinacion de la colonizacion micorrizica

Para la determinacion de la colonizacion por los hongos de micorriza arbuscular HMA
se utiliz6 todo el sistema radical de las plantas, rehidratindolo después de haber registrado
el peso seco. Se aplico la técnica de clareo alcalino, seguida de la tincion de las raices
utilizando azul de tripano, segun la metodologia de Phillips y Hayman (1970). El método
fue modificado realizando la decoloracion con KOH al 10 % a temperatura ambiente (20-

23 °C) por 24 horas. La cuantificacion del porcentaje de raiz micorrizada se realizd por
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observacion de fragmentos de raiz tefiidos montados en laminillas, bajo un microscopio

compuesto, segun la metodologia de Giovannetti y Mosse (1980).

A.5.2 Aislamiento y cuantificacion de esporas
Se realizé con la técnica de tamizado humedo y decantacion (Gerdemann y Nicolson,

1963, citados por Sieverding, 1983).

A.5.3 Determinacion de propagulos viables
Se determind por la técnica del nimero mas probable (NMP) (Porter, 1979; Sieverding,
1983). Se prepararon, partiendo del suelo natural y esterilizado de la misma procedencia,
diluciones al décimo, de 10° a 10°. Cada dilucion de suelo se colocé por triplicado en
vasos con 100 g cada uno. En cada vaso se trasplantd una plantula de maiz germinada en
sustrato estéril. Se dejaron crecer en invernadero por 5 semanas, para cosechar las raices,
mismas que fueron lavadas cuidadosamente para desprender todas las particulas de suelo.
Después se despigmentaron con KOH al 10%, se tifieron con azul de tripano y se
examinaron al microscopio para determinar la presencia o ausencia de colonizacion
micorrizica. Se estimé el NMP de propagulos micorrizicos por unidad de peso de suelo
haciendo uso de las tablas de Fisher y Yates (1970) utilizando la férmula:
logh=x.log a-K
en donde: A =NMP de propagulos de HMA
x = promedio de vasos con colonizacion presente
x= No. total de vasos colonizados / No. de repeticiones por dilucion (tres)
a= factor de dilucion (10 en este caso)

K= factor tabulado que depende del nimero de diluciones realizadas
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A.5.4 Longitud de micelio extraradical (MER)

El MER constituye la interfase activa entre el suelo y la planta, y se considera la
estructura mas importante para el cumplimiento de la funcién de la micorriza en cuanto a
captacion de nutrientes y agua (Whittingham y Read, 1982 en Robles, 1999) La
determinacion de su longitud por unidad de masa de suelo es un indicador del posible
beneficio que reciben las plantas de esta estructura y de su contribucion al mejoramiento de
las propiedades fisicas del suelo (Tisdall, 1991 en Robles, 1999). La técnica utilizada en
este trabajo (Robles, 1999) consta de los siguientes pasos:

a) Pesar un g de suelo seco al aire y colocarlo en un matraz Erlenmeyer de 250 mL

b) Agregar cinco mL de solucion de hexametafosfato sodico (Calgon) 6 0.2 g de cloruro
sodico. La funcidén de estas sales es ayudar a la dispersion de los agregados del suelo,
liberando de esa manera las fracciones de hifas constituyentes de los mismos. Agregar
también 10 mL de azul de tripano al 0.05 % en 4cido lactico, y agua destilada hasta ajustar
el volumen a 100 mL.

c¢) Calentar la mezcla en bafio Maria con agitacion durante 20 a 30 minutos

d) Pasar sucesivamente la mezcla por tamices del nimero 50 y 100 con la finalidad de
eliminar las fracciones mas finas del suelo que dificultan la observacion de las hifas al
microscopio. Recuperar cuantitativamente el material retenido en ambo tamices,
depositdndolo nuevamente en el matraz.

e) Agregar 0.6 g de agar bacterioldégico y ajustar el volumen a 100 mL con agua
destilada.

f) Calentar nuevamente en bafio Maria para disolver el agar, agitando continuamente.

Mientras se agita manteniendo homogénea la suspension se toma una alicuota de 10 mL
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con ayuda de una jeringa o pipeta de punta ancha. Este volumen se deposita de inmediato,
distribuyendo homogéneamente, en una placa de Petri.

g) Se deja enfriar sobre una superficie horizontal hasta la formaciéon de un gel
semisolido y se observa al microscopio estereoscopico a 30 aumentos, colocando en la base
de la placa una rejilla cuadriculada a exactamente 0.5 cm. Se cuentan las intersecciones
hifa-linea y se transforman a longitud de micelio por unidad de peso de suelo utilizando la
formula de Newman (1966):

R= 7 AN/2H
En donde: R= longitud de micelio por unidad de peso de suelo
A= 4rea de la placa
N= ntimero de intersecciones hifa-linea

H= longitud total de lineas sobre las que se cuenta

A.5.5 Andlisis de los tejidos vegetales

Para la determinacién de concentracion de nutrientes se utilizaron las hojas, las cuales se
secaron a 60 °C por 5 dias. Después de registrar su peso fueron molidas con molino
eléctrico y mezcladas perfectamente. Fueron almacenadas hasta su andlisis en bolsas de
polietileno. La determinacion de N fue realizada por el método microKjeldahl; la de P se
realiz6 por acenizaciéon humeda con H,SO4 y H,O, y determinacién espectrofotométrica

visible, utilizando un espectrofotometro marca Shimadzu modelo 2380.

A.5.6 Parametros de suelo
Una vez llevadas las muestras de suelo al laboratorio se dejaron secar al aire, se
molieron con mazo de madera y se tamizaron por malla de dos mm y se mezclaron

perfectamente. Se guardaron en bolsas de polietileno hasta su analisis. Para las
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determinaciones de pH y materia organica se molieron las muestras con un mazo de
madera hasta que la muestra pasé por un tamiz de 0.5 mm. Se determind la textura
utilizando el método de Boyoucos Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000
(SEMARNAT 2002). La determinacion de pH se realizd en suspension suelo: agua en
relacion 1:2 con H,O destilada; el contenido de materia organica de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000 (SEMARNAT 2002); la de P asimilable
utilizando el método Olsen o Bray, dependiendo del valor de pH NOM-021-RECNAT-
2000 (SEMARNAT 2002), la de nitrogeno se determind por el método microKjeldahl de

acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000 (SEMARNAT 2002).

B.-Descripcidn de los experimentos

B.1 Andlisis del potencial micorrizico en rizosfera de plantas cultivadas de

A. angustifolia

Se realiz6 el muestreo de suelos de acuerdo al procedimiento general A.1.2 Durante el
proceso de homogenizacion para formar la muestra compuesta se separaron las raices de
maguey obtenidas durante el muestreo.

Analisis fisico, quimico y biologico.- Cada una de las muestras fue secada al aire y se
tamizd con una malla de dos mm. Se determind su textura, pH, contenido de materia
orgédnica y P asimilable. El analisis de potencial micorrizico se realizd por medio de las
siguientes determinaciones:

- porcentaje de raiz colonizada

- longitud de micelio extraradical por unidad de peso de suelo

- numero y tipo de esporas por unidad de peso de suelo

- numero mas probable de propagulos viables de HMA por unidad de peso de suelo
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Los datos promedio de los parametros asociados a la micorriza fueron correlacionados
con las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos utilizando el método de minimos
cuadrados, para modelos lineales simples o multiples por el método paso a paso
corroborado en entradas y salidas. Se estimaron las ecuaciones de regresion cuando las

correlaciones resultaron significativas.

B.2 Compatibilidad funcional de la asociaciobn micorrizica en A.

angustifolia

Disefio experimental. Se realizd un experimento bifactorial completo con arreglo
combinatorio, con cuatro repeticiones y distribuciéon de tratamientos en bloques
aleatorizados completos. Los factores experimentales y sus niveles fueron:

Factor A

l.- Plantulas de maguey propagadas por bulbilos aéreos

2.-Plantulas de maguey propagadas por hijuelos de raiz

Factor B

1 a 6.- indculos micorrizicos mixtos del distrito de Tlacolula, Oaxaca

7.- Control positivo (Glomus intraradices)

8.- Control absoluto

Unidad experimental: Una plantula en maceta de polietileno rigido con capacidad para
1.2 Kg de sustrato, de forma troncoconica.

Total de unidades experimentales: 64.

Sustrato: mezcla suelo:arena en proporcion 1:1 (v/v) estéril.

Crecimiento.- La inoculacion se realizo a una dosis de ocho g por maceta, colocado en el

centro de la maceta y sobre el mismo se colocaron las plantulas. El crecimiento ocurrio
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totalmente en invernadero, el riego se realizd a discrecion con agua potable, el periodo de
crecimiento fue de 14 semanas después del trasplante.

Variables de respuesta.- Altura de la planta (cada 6 semanas), area foliar por planta (al
cumplirse 6, 10 y 14 semanas), longitud y distribucion de raices a la cosecha, al cumplirse
14 semanas de crecimiento, biomasa a la cosecha (pesos fresco y seco de hojas, tallo y
raices), concentracion y contenido de nutrientes en hojas (N, P), colonizacion micorrizica.

Los datos fueron sometidos a analisis de la varianza y prueba de rango multiple paso a
paso corroborado en entradas y salidas para separacion de medias (Diferencia Minima

Significativa — DMS — con una significancia de 5 %).

B.3 Eficiencia y competitividad, para las plantas, de inoculantes
experimentales de HMA vy rizobacteria solubilizadora de fosfatos en A.

angustifolia

El experimento se realizdo mediante un disefio experimental factorial completo 2x8x2,
con arreglo en bloques aleatorizados completos con cuatro repeticiones. Los factores
experimentales fueron:

Factor 1.- Condicién del suelo:

a) esterilizado (EST)

b) no esterilizado (NAT)

Factor 2.- Inoculantes micorrizicos:

a) 6 indculos micorrizicos mixtos del distrito de Tlacolula, Oaxaca.

b) Control positivo (G. intraradices) (Gin)

¢) Control absoluto (Cabs)

Factor 3.- Inoculacion con rizobacteria solubilizadora de fosfatos, Bacillus sp.:

a) Inoculados (BR+)
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b) no inoculados (BR-)

La unidad experimental fue una plantula que se establecié en una maceta de polietileno
rigido de forma troncocdnica con capacidad para 1.2 Kg de sustrato.

Sustrato: mezcla arena de rio:suelo en proporcion 1:1 (v/v) estéril o natural, segun el
tratamiento.

Material vegetativo: plantulas de maguey mezcalero propagadas por bulbilos aéreos, con
la raiz totalmente podada, desinfectando el corte utilizando solucién de hipoclorito de sodio
(blanqueador comercial) al 10 % y alcohol etilico al 50 %, y con callo formado.

Establecimiento del experimento y crecimiento: La inoculacion se realiz6 a una dosis de
10 g por maceta, colocando el indculo en el centro de la maceta y sobre el mismo se
colocaron las plantulas; asimismo se aplicaron, en donde correspondid, cinco mL de un
cultivo liquido de la bacteria solubilizadora de fosfatos (medio de Ramos-Callao, 1967).

El crecimiento ocurri6 totalmente en invernadero, el riego se realizdé a discrecion
utilizando agua potable, estimando una fluctuacion de 100 a 60 % de la capacidad de
campo; una vez a la semana se aplico solucion nutritiva de Hoagland con el fosforo a un
décimo de la concentracion recomendada. Se realizé la cosecha a los 10 meses de
crecimiento. De cada unidad experimental se tomo suelo rizosférico, en un primer paso
separando la planta del sustrato y agitando con suavidad para extraerla. Este se separ6 de
las raices agitandolas enérgicamente y con el auxilio de pinzas de laboratorio. Se colect6 en
bolsas de polietileno para su conservacion en refrigeracion a 4 °C. Las raices se lavaron
perfectamente y se separaron de la parte aérea. Se registro el peso fresco y se colocaron en
estufa a 65 °C por 48 horas, se pesaron nuevamente para registrar el peso seco. Las raices
se rehidrataron para determinar en ellas el porcentaje de colonizaciéon micorrizica. En las

hojas se determind la concentracion de los nutrientes N y P. Otras variables de respuesta
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registradas fueron: altura de la planta y area foliar por planta (cada ocho semanas). Los
datos fueron sometidos a analisis de la varianza y prueba de rango multiple para separacion

de medias (Diferencia Minima Significativa — DMS — con una significancia de 5%).

B. 4 Crecimiento de plantas de A. angustifolia de diversos origenes de
propagacion asexual sometidas a inoculacion micorrizica y diversas dosis de
fertilizacion

Disefio experimental. El experimento fue un factorial completo 3x3x4 con cuatro
repeticiones, con distribucion de tratamientos en bloques completos al azar. Los factores
experimentales fueron:

Factor A:

Plantulas de maguey obtenidas por bulbilos aéreos

Plantulas de maguey propagadas por hijuelos de raiz

Plantulas de maguey propagadas por micropropagacion

Factor B:

Indculo micorrizico mixto del distrito de Tlacolula (IB2)

Inoculo micorrizico de Glomus intraradices cepa BEG72

Control absoluto

Factor C:

Fertilizacion mineral. Los niveles fueron las siguientes dosis, expresadas como
equivalentes a Kg ha™': 90-45-60, 60-30-40, 30-15-20, 00-00-00

Se utilizé como sustrato una mezcla arena:suelo de una parcela cultivada con maguey
mezcalero proveniente de la poblacion Santiago Matatlan (Oaxaca). El total de unidades

experimentales fue de 144. La unidad experimental fue una plantula que se establecio en
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una bolsa de polietileno de color negro (bolsa de vivero) con capacidad para 2.1 Kg de
sustrato.

Establecimiento del experimento y crecimiento: La inoculacion micorrizica se realizé a
una dosis de 10 g por bolsa, colocando el indculo en el centro de la maceta, asimismo se
agrego el fertilizante con las dosis indicadas anteriormente y sobre el mismo se colocaron
las plantulas. El crecimiento ocurrié totalmente en invernadero, el riego se realizé cada
semana aplicando 200 mL por maceta con agua corriente. El periodo de crecimiento fue de
56 semanas después del trasplante.

Variables de respuesta. Altura (medida desde la base del tallo hasta el apice de la hoja
mas larga) y n°. de hojas, registradas cada ocho semanas; peso seco de hojas, tallo y raiz,
n°. de raices secundarias y terciarias, colonizacion micorrizica, registradas a la cosecha.

C.1Analisis estadisticos e interpretacion de los resultados analiticos de suelos y plantas

Los resultados que se obtuvieron como expresion porcentual fueron transformados
aplicando la funcion arco coseno, para satisfacer los requisitos de normalidad previos al
analisis estadistico (Steel y Torrie, 1988).

Los datos fueron sometidos a Andlisis de la Varianza, seguidos por la prueba de
separacion de medias usando la diferencia minima significativa, con un nivel de
significancia P< 0.05.

Las relaciones entre variables se estimaron por analisis de correlacion y obtencion de las
correspondientes ecuaciones de regresion.

Para la interpretacion de resultados analiticos de suelo se utilizd la Norma Oficial

Mexicana NOM-021-RECNAT-2000 (SEMARNAT, 2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS DEL POTENCIAL MICORRIZICO EN RIZOSFERA DE
PLANTAS CULTIVADAS DE A. ANGUSTIFOLIA

Los resultados analiticos de parametros fisicoquimicos de las muestras de suelo fueron
interpretadas de acuerdo a lo sefialado en la Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-
2000 (SEMARNAT, 2002). Los valores medios de estos parametros se observan en el
Cuadro 1. El pH result6 con valores de neutros (6.81) hasta medianamente alcalinos (7.56).
El porcentaje de materia orgéanica fluctué de valores medios a muy altos (2.82 a 6.47 )%. El
contenido de nitrégeno total resultd con valores de medios a altos (0.04 a 0.2). El fosforo,
determinado por el procedimiento de Olsen, resultd con valores de bajos a medios (0.5-7.6).
La textura por el procedimiento de Boyoucos se clasifico de arcillosa a migajon

arcillo arenosa. Los

Cuadro 1. Caracterizacion fisicoquimica de suelos rizosféricos muestreados en la “region del mezcal” del
estado de Oaxaca.

Muestras  pH %M. O. %N Pm(mg Kg') %Arena %Arcilla  %Limo Textura

1 Matatlan 7.56 4.19 0.2 0.5 64 20 16 Arcilloso
2 Matatlan 7.44 5.16 0.13 0.9 51 30 19 Mig-Arc-Aren
3 Matatlan 7.54 3.51 0.08 0.5 30 42 28 Arcilloso
4 Mitla 7.53 6.47 0.08 7.6 24 59 17 Arcilloso
5 Mitla 6.81 323 0.05 3.0 59 38 3 Arc.Aren.
6 Tlacolula 7.51 2.82  0.04 4.9 71 28 1 Mig-Arc- Aren
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resultados son consistentes con suelos desarrollados y manejados en clima semiarido, con
niveles de precipitacion escasos y normalmente inferiores a la evapotranspiracion potencial,
lo que explica la tendencia del pH de los suelos hacia la alcalinidad. El clima propicia tasas
de mineralizacion de materia organica bajas, lo que significa también bajas actividades de
los microorganismos del suelo. Esto explicaria la presencia de valores medios a altos de
contenido de materia orgénica, aunado a la practica, aunque esporadica, de abonado con
estiércoles y/o con el propio bagazo del maguey, o permanencia de residuos provenientes
de las practicas de eliminacion de malezas en los terrenos cultivados. En el mismo sentido y
por las mismas razones puede explicarse el contenido de nitrogeno total. Los valores altos
de pH, y muy probablemente también de calcio y magnesio, se encuentran comunmente en
suelos de clima semiarido y pH alcalino, ocasionan la inmovilizacion del foésforo,
propiciando valores bajos de las formas disponibles de este nutriente. En estas condiciones,

el fosforo puede ser el nutriente limitante del crecimiento y produccion vegetal. La textura

del suelo considerada como media a pesada, implica posibles dificultades para el
crecimiento radical en época de estiaje, dado el endurecimiento del mismo y la dificultad
para la penetracion de las raices, lo que limitaria la exploracion del suelo para la absorcion
de agua y nutrientes. En estas condiciones se espera que las tasas de crecimiento del
maguey sean marcadamente estacionales, con una época de crecimiento acelerado en la
temporada de lluvias y cese casi total en el estiaje.

Los valores registrados para los parametros bioldgicos asociados a la micorrizacion
arbuscular del maguey mezcalero se observan en el Cuadro 2. El numero de esporas
presento valores de 269 a 1,829 por 50 g de suelo, la colonizacion micorrizica, siempre

presente, resultd con valores de 26 a 73 %, la longitud de micelio extraradical registro

43



valores desde 6.0 hasta 17.3 m por 10 g de suelo y el NMP de propéagulos viables de HMA
resultdé con valores desde 12 hasta 1,226 propagulos por 10 g de suelo. Los valores
encontrados sugieren un alto potencial micorrizico en suelo rizosférico de maguey

mezcalero, informacidn que por primera vez se reporta para la region y la especie vegetal.

Cuadro 2. Parametros biologicos (n°. de esporas, raiz colonizada, longitud de micelio extraradical MER,
propagalos viables NMP) asociados a la micorriza arbuscular (MA) de suelos cultivados con maguey
“espadin” o “mezcalero” provenientes del distrito de Tlacolula, Oaxaca.

Muestras  No. esporas % raiz Longitud MER Propagulos
(50 g suelo)™ colonizada m (10 g suelo)™ viables (NMP)
1 Matatlan 813 67 11.3 534
2 Matatlan 1829 61 13.8 106
3 Matatlan 493 73 9.0 138
4 Mitla 1157 26 17.3 1226
5 Mitla 874 46 7.0 38
6 Tlacolula 269 73 6.0 12

Dadas las condiciones de clima y suelo, puede inferirse que el maguey mezcalero (A.
angustifolia) es micotrofica en un nivel de medio a alto, lo que explica los niveles de
colonizacion encontrados y los altos valores de propagulos totales y viables registrados.

Las observaciones de este trabajo sefalan que las variables nimero de esporas y
porcentaje de colonizacion micorrizica (figura 9) estan inversamente asociados a la
magnitud de la precipitacion pluvial, lo cual es coincidente con lo observado por Pérez-
Solis (2001) en ecosistemas semiaridos del sureste de la peninsula Ibérica.

En el Cuadro 3 se observan las correlaciones simples entre los parametros

fisicoquimicos y biologicos de los suelos rizosféricos. Solamente el contenido de materia
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organica del suelo ejercid un efecto significativo sobre la densidad de MER y el nimero
de propagulos viables (NMP). La presencia de materia organica tiene una notable
influencia sobre caracteristicas del suelo que a su vez pueden contribuir significativamente
a la sobrevivencia de propagulos de HMA. Entre ellas, representan un nicho en el cual
escapar a la accion de consumidores y/o predadores, la capacidad de retencion de humedad
que impide la deshidratacion, la capacidad amortiguadora a las variaciones térmicas, etc.
(Fitter et al., 2000; Meddich et al., 2000). Contrariamente a lo sefialado por autores que han
encontrado disminucion en la abundancia de especies de HMA y la densidad de propagulos
cuando incrementa la concentracion de Nitrégeno (Treseder y Allen, 2000) o Foésforo
(Ezawa et al., 2000) en el suelo, en este trabajo no hubo una relacion significativa entre
estos parametros. La proporcion de arcilla en el suelo tampoco fue un factor que explicara

las variaciones en el potencial micorrizico.

Cuadro 3. Coeficientes de correlacion simple entre variables fisicoquimicas (pH, materia organica M.O.,
nitrogeno N, fosforo P y arcilla R) y variables bioldgicas (Esporas, micelio extraradical MER, % raiz
colonizada, nimero mas probable NMP) asociadas a la MA de suelos cultivados con maguey mezcalero
provenientes del distrito de Tlacolula, Oaxaca.

Var. Fisicoquimicas/ pH M.O. N P R
Var. Biologicas
Esporas -0.115 0.70 -0.48 -0.09 0.11
MER 0.358 0.99%%* -0.44 0.28 0.49
% Raiz colonizada 0.348 -0.70 0.53 -0.69 -0.75
NMP 0.32 0.82%* -0.28 0.58 0.60

*P<0.05y **P<0.01

Los coeficientes de correlacion multiple entre los parametros indicadores del potencial
micorrizico y los parametros fisicoquimicos del suelo se observan en el Cuadro 4. En todas

las funciones multiples que explican significativamente el comportamiento de la densidad
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de MER, la colonizaciéon micorrizica, la abundancia de esporas y el NMP de propagulos
viables en estos suelos se encuentra el contenido de materia organica, seguido por la
concentracion de Fosforo asimilable y el pH. Barea (1991) ha discutido ampliamente el
papel de los indicadores de fertilidad del suelo sobre la presencia y la actividad de la
micorriza arbuscular, llegando a concluir que ocurren dos hechos de gran importancia
relativos a la interaccidon suelo-micorriza. Primero, las micorrizas son mas eficientes en la
absorcion de nutrientes que las raices no colonizadas. Segundo, las plantas, micorrizadas o
no, absorben los nutrientes de las mismas fuentes disponibles en el suelo, y no son capaces
de diferenciar el origen de las formas asimilables de estos nutrientes. Particularmente, la
materia orgéanica del suelo es una fuente de aporte de nutrientes al suelo de largo plazo, por
lo que no es raro determinar su influencia en los parametros indicadores del potencial

micorrizico de los suelo.

Cuadro 4. Coeficientes de correlacion multiple entre variables fisicoquimicas (pH, materia organica M.O.,
nitrogeno N, fosforo P y arcilla R) y variables biologicas (micelio extraradical MER) asociadas a la MA de
suelos cultivados con maguey mezcalero provenientes del distrito de Tlacolula, Oaxaca.

Variable Variables r Ecuacion de regresion P

dependiente independientes

MER M.O,P 0.997** y =-2.50126 +3.24168 M. O. - 0.0004
0.164729 P

MER pH, M.O, N, P 0.999** y =-8.86679 + 0.87962 pH + 0.0310

3.09928 M.O. +2.73358 N —

0.102222 P
MER M.O., N., AR, ARC 0.999** y=1.26327 +2.98256 M. O.— 0.0318
0.0465206 N+ 4.0819 AR —
0.0372896 ARC
MER M.O., AR, ARC, N, P 1.0 ** y=2.99 +2.90 M.O. +4.68 N- 0.0000

0.05 AR -0.07 ARC +0.08 P
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Figura 9.- Variacion de parametros fisicoquimicos de suelos (potencial de hidrogeno pH, materia organica
M. O., fésforo asim. P, nitrégeno N) cultivados con maguey mezcalero de acuerdo a la situacion fisiografica
(montafa M, lomerio L y planicie P) de los sitios de muestreo en el distrito de Tlacolula, Oaxaca.

El comportamiento de los parametros fisicoquimicos de estos suelos de acuerdo al
agrupamiento explicado se observa en la Fig.9. Se observaron diferencias en la
concentracion de Fosforo asimilable, con mayores valores en terrenos planos (P) que en
lomerio (L) y montafia (M), en tanto que para el nitrogeno los resultados fueron invertidos.
No hubo grandes diferencias en el valor de pH y contenido de materia organica. Las
variables asociadas al potencial micorrizico y su comportamiento relacionado a la
ubicacion de las parcelas se observa en la Fig. 10. La colonizacién de raices de A.
angustifolia fue menor en parcelas de planicie (P) que en montaia (M) y lomerio (L). Este
comportamiento muy probablemente se debe al mayor contenido de fosforo en estos suelos,
el cual reduce o inhibe la micorrizacion (Barea, 1991). La densidad de propagulos viables

(NMP) se registro correlacionada positivamente al contenido de este mismo nutriente, y
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seguramente estos propagulos se encuentran en el suelo en estado latente, esperando que
las condiciones de los terrenos y las plantas sean las propicias para su germinacion y/o

crecimiento (Allen et al., 1995).

B I [ W% col

|5 | R mNo.esporal
, OMER

m e mNMP

Figura 10.- Variacion de parametros biologicos (% colonizacion col, No. esporas, micelio extraradical MER,
propagalos viables NMP) asociados a la MA de suelos cultivados con maguey mezcalero de acuerdo a la
situacion fisiografica de los sitios de muestreo en el distrito de Tlacolula, Oaxaca.

En los terrenos de lomerio (L) se registraron los valores mas bajos de esporas y MER,
lo cual correlaciond positivamente con el contenido de materia orgdnica en el suelo.
Generalmente estos propagulos estan asociados a las zonas de mayor fertilidad en el suelo,
en donde encuentran un nicho propicio para sobrevivir, y que son denominadas “islas de

fertilidad” (Garner y Steinberger, 1989; Carrillo-Garcia et al., 1999).

COMPATIBILIDAD FUNCIONAL DE LA ASOCIACION MICORRIZICA
EN A. angustifolia

En este experimento, el origen de las plantas influyd sobre las variables de crecimiento,

pero no sobre las de nutricion (Cuadro 5). Las plantas originadas de hijuelos se
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comportaron con mayor vigor que las de bulbilos aéreos, logrando mayor produccion de
biomasa, tanto aérea como de raices, aunque la concentracion de los macronutrientes N y P
no fue significativamente (P< 0.05) diferente entre ambos. La colonizacion MA se
comportd de manera inversa, registrando las plantas de hijuelos un valor significativamente
menor que las de bulbilos. La respuesta a la inoculacidon registré un comportamiento
similar, con las variables de crecimiento resultando buenas indicadoras, no asi la absorcion
de nutrientes (Cuadro 5). A pesar de no registrar diferencia significativa (P<0.05) entre
ninguno de los inoculantes aplicados para la colonizacién micorrizica, se distinguen los
inoculantes IB2 y GI por haber promovido que las plantas acumularan significativamente
(P £ 0.05) mas biomasa aérea que la que acumularon las plantas no inoculadas, mientras
que en la produccion de biomasa radical no se registrd diferencias significativas entre estos
mismo tratamientos y el control, lo cual indica que el MER con la inoculacion de los HMA
tuvo un efecto positivo ya que no se necesito gastar energia para el crecimiento de las
raices. IB2 es un inoculante multicepa obtenido de la propagacion de las especies nativas
existentes en suelo rizosférico de una parcela cultivada con maguey mezcalero proveniente
de la poblaciéon Santiago Matatlan (Oaxaca) por la técnica de la “planta trampa”
(Sieverding, 1991). GI es un inoculante obtenido de la propagacion de una cepa exdtica de
Glomus intraradices donada por el Banco Europeo de Glomales (BEG—72). Esta especie ha
sido reportada como de alta eficiencia para promover el crecimiento de numerosas especies
vegetales (Robles, 1999). Ha sido comun registrar mejores comportamientos de organismos
benéficos nativos que exdticos en la promocioén del crecimiento vegetal (Pérez-Solis,

2001), asi como de consorcios multicepa en comparacion con inoculantes.

49



Cuadro 5. Peso seco aéreo (PSA), peso seco de raices (PSR), concentracion de N y P en tejido aéreo y
colonizacién micorrizica en plantas de maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) de dos origenes, hijuelos
rizomatosos (HI) o bulbilos florales (BU), que recibieron inoculacion con seis indculos multicepa de suelos
naturales del distrito de Tlacolula (Oaxaca, México) (IB1 a IB6), una cepa de Glomus intraradices (GI) o no
fueron inoculadas (CON), y crecieron en invernadero durante 14 semanas después de ser trasplantadas. n = 64

Factor de variacion  niveles PSA(g) PSR(g) %N %P % Colonizacion
tipo de planta
gl=1
BU 528 a 1.94a 1.50a 0.17 a 32.8b
HI 7.75b 3.27b 1.39a 0.17 a 27.7a
F 11.17 10.24 3.86 0.09 7.80
P 0.00 0.00 0.05 0.77 0.00
indculos
gl=7
IB1 5.63 be 2.45 ab 143a 0.17ab 3220
1B2 9.94d 3.80b 145a 0.18ab 36.6b
IB3 7.71 c¢d 2.10 a 149a 0.17 ab 355D
1B4 6.47 be 2.52 ab 1.56a 020 Db 32.1b
IB5 224 a 1.71 a 1.36a 0.16 b 33.1b
1B6 3.85ab 2.24 ab 1.34a 0.16 b 32.5b
GI 9.75d 3.00 ab 1.58a 020 Db 32.1b
CON 6.52 be 3.01 ab 1.38a 0.14 a 80a
F 7.52 1.49 1.27 1.88 8.71
P 0.00 0.19 0.28 0.09 0.00

Medias seguidas por la misma letra son significativamente iguales entre si (Tukey 0.05)

unicepa (Bashan et al., 2005). Estas diferencias se deben a la adaptacion de los organismos
nativos a las condiciones ambientales (clima y suelo) locales que no poseen o son de mayor
dificultad para los organismos exoticos (Allen, 1996; Kabir et al., 1996)), asi como al
efecto sinérgico que ejercen los organismos nativos, particularmente las bacterias
rizosféricas (Chanway et al., 1989).

Con la variable altura de la planta como indicadora se diferencian claramente dos
grupos, el que forman los tratamientos de inoculacion en plantas provenientes de bulbilos

florales, con mayor ganancia en altura, respecto a las formadas por hijuelos rizomatosos,
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(Figura 11). Las plantas provenientes de bulbilos,sometidos a los tratamientos control e
inoculado con GI registraron la mayor ganancia en altura, seguidos muy de cerca por un
grupo formado por las plantas inoculadas con IB1,IB2 e IB3; en tanto que en plantas de
hijuelos, aquellas que se inocularon con IB6 registraron la mayor ganancia en altura,
seguido por el control. La variable nimero de hojas, contrariamente a la variable altura,
tuvo mayor ganancia por el tipo de planta hijuelos y menor en bulbilos florales, mostrando
que las plantas originadas de diversos tipos de propagacion en su etapa juvenil gastan su
energia de diferente forma, unas en altura y otras en incrementar el nimero de hojas. No
hay reportes que expliquen este comportamiento del crecimiento para la especie de A.
angustifolia, sin embargo varios autores hacen mencion de este proceso en el henequén (A.
fourcroydes Lem.). Edwards (1927) plantea que hay cierta predisposicion por los
productores a usar los bulbilos, pero que el empleo de hijuelos o retofios es casi universal,
pues las plantas crecen mas robustas y son mds durables. Dewey (1941) plantea que los
bulbilos presentan el inconveniente de tener que mantenerse en viveros por uno o dos afios
antes de plantarlos definitivamente. Dewey (1941), asi como Mesa y Villanueva (1949),
Remussi (1956) y Himmelfarb (1957), coinciden al sefialar que los hijuelos estdin mejor
nutridos que las plantulas de bulbilos y crecen con mejor aspecto y mayor rapidez.

Por otro lado, un grupo de autores opinan que los bulbilos son el mejor método de
propagacion de esta planta. Dodge (1915) informa que los bulbilos se desarrollan en poco
tiempo para ser trasplantados y, ademas, en un tallo se pueden producir de 1,000-2,000
plantulas, las cuales son muy resistentes y pueden estar separadas del suelo por cinco a seis
meses. También Medina (1966) reporta, en trabajos realizados en Brasil, que los bulbilos

son un material de plantacion mucho mejor que los hijuelos.
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Figura 11.-No. de hojas y altura (cm) obtenidas por plantas de maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) de
dos origenes de planta, hijuelos rizomatosos (HI) o bulbilos florales (BU), que recibieron inoculacion con seis
inoculos multicepa de suelos naturales del distrito de Tlacolula (Oaxaca, México) (IB1 a IB6), una cepa de
Glomus intraradices (GI) o no fueron inoculadas (CON), y crecieron en invernadero durante 14 semanas
después de ser trasplantadas.

La opinion en este sentido es muy contradictoria, ya que mientras que en un trabajo
publicado por la FAO (1969) se llego6 a la conclusion que los bulbilos son mejores como
material de propagacion al producir hojas mayores y mejor rendimiento en fibra, Lock
(1969) concluye que las plantas obtenidas de hijuelos daban un mayor rendimiento
significativo en fibra que las obtenidas a partir de bulbilos.

Estos rendimientos fueron de 13.7 y 11,8 t ha respectivamente. Sin embargo, Bequer et
al. (1990) no encontraron diferencias significativas en los rendimientos agroindustriales ni
en los parametros de calidad de la fibra de plantas originadas de bulbilo y el hijuelo, y

recomienda el empleo de bulbilo como una alternativa en la propagacion del henequén ya
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que tiene como ventajas: abunda mas, da plantaciones mas uniformes, pues tiene la misma

edad fisioldgica, presenta mayor velocidad de enraizamiento, todo lo cual no ocurre con los

hijuelos.

No. Raices

HIIBI
HIIB2
HIIB3
HIIB4
HIIB6

HIGI

BFIB1

Tratamientos

0O Secundarias @ Terciarias O Cuaternarias

Figura 12. No. de raices secundarias, terciarias y cuaternarias obtenidas por plantas de maguey espadin
(Agave angustifolia Haw.) de dos origenes de planta, hijuelos rizomatosos (HI) o bulbilos florales (BU), que
recibieron inoculacion con seis indculos multicepa de suelos naturales del distrito de Tlacolula (Oaxaca,
México) (IB1 a IB6), una cepa de Glomus intraradices (GI) o no fueron inoculadas (CON), y crecieron en
invernadero durante 14 semanas después de ser trasplantadas.

En la variable numero de raices (Figura 12) destac6 para hijuelos el tratamiento IB2 en
raices secundarias y terciarias. Comportamiento similar se registro en la variable longitud
de raiz mayor (Figura 13). las condiciones del suelo son favorables para su desarrollo
pueden extenderse Estos organos son llamados elementos de apoyo, tienen como funcion

el anclaje en el suelo y la absorcién de agua y nutrientes contenidos en el suelo; son largas
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y bien ramificadas, se extienden radialmente desde la base de la planta con un didmetro de
dos a cuatro mm, su apariencia es rugosa de color pardo debido a la suberizacion de la
capas de células fuera del endodermo. Cuando horizontalmente hasta 3 m y alcanzar

profundidades de hasta 1.5 m, en el caso del cultivo del henequén (CUBA MINAG, 1986).

Longitud de Raiz (cm)

Tratamientos

0O Cuaternaria @ Terciaria /2 B Secundaria/2

Figura 13.- Longitud de raices secundarias, terciarias y cuaternarias obtenidas por plantas de maguey espadin
(Agave angustifolia Haw.) de dos origenes de planta, hijuelos rizomatosos (HI) o bulbilos florales (BU), que
recibieron inoculacion con seis indculos multicepa de suelos naturales del distrito de Tlacolula (Oaxaca,
México) (IB1 a IB6), una cepa de Glomus intraradices (GI) o no fueron inoculadas (CON), y crecieron en
invernadero durante 14 semanas después de ser trasplantadas.
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EFICIENCIA Y COMPETITIVIDAD DE HONGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES ASOCIADOS A MAGUEY MEZCALERO. CRECIMIENTO
Y NUTRICION VEGETAL

El crecimiento vegetativo, medido con la variable ganancia en altura de la planta, en
respuesta al tratamiento del sustrato (Figural4) registrd efecto significativo (P< 0.05), con
mayor altura en el sustrato natural que en el esterilizado. En su interaccion con el tipo de
inoculante, también se registraron diferencias significativas (P< 0.05) para el tratamiento y
el sustrato. El in6culo GI fue el que tuvo mayor efecto en el sustrato natural y el IB2 en el
suelo esterilizado. Es de resaltar que las plantas inoculadas con el IB3 en el suelo estéril su
ganancia de altura es muy baja, sin embargo en el suelo natural, al estar asociado a
microorganismos nativos, este inéculo cambié su comportamiento, siendo el que promoviéd
mayor ganancia en altura en las plantas. Esto puede ser debido al fendémeno de sinergismo,
efecto citado por diversos autores y una de las razones por las cuales actualmente, en
trabajos con inoculantes microbianos en sistemas agricolas, es recomendable la aplicacion
multicepa en contra de la unicepa, y preferir organismos nativos antes que exoticos (Pérez-
Solis, 2001; Bashan et al., 2005). En interaccion con la inoculacion de la bacteria
rizosférica (Figural5), el inoculante GI promovié significativamente la ganancia en altura
de la planta cuando no hubo inoculacién de bacteria rizosférica en el suelo natural; sin
embargo, en suelo estéril con y sin inoculacion de bacteria rizosférica, asi como en suelo
natural con inoculacién de bacteria rizosférica, IB2 se comportd clara y consistentemente
como el mejor in6culo. Los microorganismos con capacidad para solubilizar fosfatos
inorganicos se muestran efectivos s6lo en escasas situaciones, sin embargo, al asociarse con

hongos formadores de micorriza arbuscular se manifiesta el efecto positivo de la
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inoculacién conjunta de ambos grupos microbianos. Esta interaccion se atribuye a que las
hifas fungicas alcanzan microhébitats en los que se ha solubilizado el P y las raices no
tienen acceso a estos nichos enriquecidos en P (Azcon et al., 1976; Garbaye, 1994)
Algunos autores hacen mencidn que varias rizobacterias pueden favorecer la micorrizacion
(Azcon-Aguilar y Barea, 1992), sin embargo es preciso estudiar las interacciones
rizosféricas en detalle porque algunos autores han descrito un efecto antagoénico entre estos
dos tipos de microorganismos (Hoflish et al., 1994).

La mayor diferencia en cantidad de hojas formadas en respuesta a la inoculacion y el
tratamiento del suelo (Figura 16) fue registrada para las plantas sometidas a IB4 en suelo
estéril, sin diferencia significativa con las plantas sometidas al IB2. En el suelo natural
también resalto el IB4, sin diferenciarse significativamente del efecto de los indculos IB2,
IB3 e IB6. Las plantas sometidas al indculo IB3 en suelo estéril presentaron la menor
ganancia en numero hojas, sin embargo en suelo natural junto con el IB2 fue uno de los
mas altos, sin diferencia significativa con IB6 e IB4. Para esta misma variable, la
interaccion tipo de suelo por inoculacion de bacteria rizosférica registro efectos
significativos (P< 0.05) (Fig.17). Las plantas que recibieron el indculo IB6 registro el valor
mas alto en suelo estéril y presencia de la bacteria, en tanto que fue el IB4 en suelo estéril
en ausencia de la bacteria rizosférica. Con el IB3 en suelo estéril y presencia de la bacteria
rizosférica, la diferencia de la cantidad del numero de hojas fue baja, sin embargo para el
suelo estéril en ausencia de la bacteria rizosférica fue uno de los valores mas altos. Para el
suelo natural y presencia de bacteria rizosférica, la diferencia en nimero de hojas de las
plantas que recibieron los inoculos IB5, IB1 e IB2 fueron las de mayor valor, sin diferencia
significativa entre ellos. Para suelo natural y ausencia de bacteria rizosférica el IB2 fue el

que promovi6 el valor més alto, sin diferenciarse significativamente (P< 0.05) del efecto
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producido por los inoculantes IB3, IB6 y GI. El efecto del in6culo IB3 en suelo natural y
presencia de la bacteria rizosférica no resultd significativo (P< 0.05) con respecto al control
sin inocular, pero las plantas en suelo natural y ausencia de la bacteria rizosférica fueron los
que alcanzaron uno de los valores mas altos, sin diferencias estadisticas con los valores
registrados para IB2, IB6 y GI.

La superioridad de las especies y/o cepas nativas de HMA para promover el crecimiento de
especies vegetales, en comparacion con especies exoticas, ha sido observada en numerosas
ocasiones, atribuyendo esta respuesta a la competencia que se establece entre las especies
de HMA introducidas y la poblacion microbiana nativa (Jeffries et al., 1994; Herrera et al.,
1993). Aunque no se conocen a fondo los detalles de esas interacciones, si se sabe que la
planta hospedadora y el MER producen grandes alteraciones quimicas del suelo
circundante (rizosfera y micorizosfera), lo cual, a su vez, modifica en cantidad y diversidad
a las poblaciones microbianas nativas. Las diferentes poblaciones microbianas del suelo
afectan la germinacion de las esporas y el crecimiento de las hifas, tanto en sentido positivo
como negativo (Linderman, 1992), modificando de esta manera los efectos de la
inoculacion sobre el crecimiento vegetal. Aun mas, el nivel de interaccion puede
modificarse por varios parametros del propio suelo, como pH, humedad disponible,
contenido de materia orgénica y nutrientes asimilables, propiedades fisicas, y también por

las condiciones climaticas como temperatura, humedad relativa, luminosidad, etc.
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Figura 14. Ganancia en altura de plantulas de maguey mezcalero a lo largo de 40 semanas después del trasplante. Se les aplicé inoculante
a base de hongos de micorriza arbuscular (indculos brutos o nativos IB1 a IB6, indculo de Glomus intraradices Gin y control C abs) y
crecieron en sustrato (mezcla arena:suelo en proporcion 1:1 v/v) esterilizado (a vapor fluente) o natural (sin esterilizar).

Figural5.- Ganancia en altura de plantulas de maguey mezcalero a lo largo de 40 semanas en respuesta a la inoculacion de una bacteria
rizosférica (Bacillus sp.) (Bacteria rizosférica inoculada IBR+, ausencia de bacteria rizosférica IBR-) Se les aplico inoculante a base de
hongos de micorriza arbuscular (indculos brutos o nativos IB1 a IB6, indculo de Glomus intraradices Gin y control C abs) y crecieron en
sustrato (mezcla arena:suelo en proporcion 1:1 v/v) esterilizado (a vapor fluente) o natural (sin esterilizar).
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Figural6.- Ganancia en numero de hojas de plantulas de maguey mezcalero a lo largo de 40 semanas después del
trasplante. Se les aplico inoculante a base de hongos de micorriza arbuscular (inéculos brutos o nativos IB1 a IB6, indculo
de Glomus intraradices Gin y control C abs) y crecieron en sustrato (mezcla arena:suelo en proporcion 1:1 v/v)
esterilizado (a vapor fluente) o natural (sin esterilizar).

Figural7.- Ganancia en nimero de hojas de plantulas de maguey mezcalero a lo largo de 40 semanas en respuesta a la
inoculacion de una bacteria rizosférica (Bacillus sp.) (Bacteria rizosférica inoculada IBR+, ausencia de bacteria rizosférica
IBR-). Se les aplico inoculante a base de hongos de micorriza arbuscular (in6culos brutos o nativos IB1 a IB6, inoculo de
Glomus intraradices Gin y control C abs) y crecieron en sustrato (mezcla arena:suelo en proporcion 1:1 v/v) esterilizado
(a vapor fluente) o natural (sin esterilizar).

59



El crecimiento del sistema radical (Figura 18) fue, en promedio, igual en las plantas
establecidas en el sustrato natural que en el estéril. Se observa claramente que cuando las
plantas se inocularon con bacteria rizosférica en promedio tuvieron mayor crecimiento del
sistema radical que en ausencia de la misma. Esto debido a que el desarrollo vegetal puede
incrementarse por la utilizacion de elementos bioldgicos que actien de forma coordinada en
la interfase suelo-raiz, entre éstos cabe resefar la intervencion de hongos formadores de la
asociacion micorriza y otros microorganismos rizosféricos (Azcon et al. 1976; Linderman
1992; Azcon-Aguilar y Barea, 1992). En suelo estéril en presencia de la bacteria
rizosférica, en el grupo control ocurrié mayor crecimiento radical, en tanto que las plantas
establecidas en el sustrato natural en presencia de la bacteria rizosférica el indculo con
mayor eficiencia fue el IB2, de manera similar a como se comportd con las variables de
crecimiento aéreo respecto al IB2. En ausencia de la bacteria rizosférica en suelo estéril, el
indculo IB4 promovid el mayor crecimiento del sistema radical, en tanto que en ausencia de
la bacteria rizosférica en suelo natural, las plantas sometidas al IB3 fueron las que
registraron el mayor crecimiento del sistema radical.

La colonizacién micorrizica se registro con todos los indculos, nativos y exotico (Figura
19). El grado de colonizacion fue superior con todos los indculos mixtos nativos que con el
control, superando significativamente los indculos nativos IB1 e IB3 a todos los demas.
Este comportamiento constituye un indicio mas del nivel de adaptacion que poseen estos
organismos y les permiten colonizar rdpidamente las raices del maguey, asi como de la

dependencia micotréfica de la especie A. angustifolia.
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Fig. 18. Longitud de raiz alcanzada por plantulas de maguey mezcalero a lo largo de 40 semanas después del
trasplante, en respuesta a la inoculaciéon con una bacteria rizosférica (Bacillus sp.) (Bacillus sp.) (Bacteria
rizosférica inoculada IBR+, ausencia de bacteria rizosférica IBR-). Se les aplicé inoculantes a base de hongos
de micorriza arbuscular (in6culos brutos o nativos IB1 a IB6, indculo de Glomus intraradices Gin y control C
abs)y crecieron en sustrato (mezcla arena:suelo en proporcién 1:1 v/v) esterilizado (a vapor fluente) o natural
(sin esterilizar).
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Figura 19 Colonizacién micorrizica de raices de maguey mezcalero en sustrato estéril (E) o natural
(N)que fue inoculado con seis inodculos mixtos (IB1 a IB6) provenientes de suelos cultivados con
maguey mezcalero de la region de Valles Centrales de Oaxaca. El control positivo corresponde a una
cepa de Glomus intraradices (G in) y el control absoluto (C abs) no recibid inoculacion.
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Figura 20. Produccion de biomasa aérea de maguey mezcalero crecido en sustrato estéril (E ) o natural
(N) que fue inoculado con seis indculos mixtos(IB1 a IB6) provenientes de suelos cultivados con
maguey mezcalero de la region de Valles Centrales de Oaxaca. El control positivo corresponde a una
cepa de Glomus intraradices (G in) y el control absoluto (C abs) no recibié inoculacion.

La produccion de biomasa aérea fue afectada tanto por el tratamiento al suelo como por
la inoculacion de ambos tipos de microorganismos, (cuadro 6). Las plantas establecidas en
suelo estéril alcanzaron mayor produccion de biomasa foliar, en tanto que ocurrid lo
contrario para la produccion de biomasa de tallo y raices. La actividad de la bacteria
rizosférica promovio significativamente mayor produccion de biomasa de los tres tipos de
tejido, con diferencias significativas en todos los casos. Las tres variables de produccion de
biomasa también fueron significativamente superiores por efecto de la aplicacion de los
indculos micorrizicos, con superioridad de los indculos mixtos nativos que el exdtico.

Resaltaron en este caso los inoculos IB1, IB2 e IB3.
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Las plantas inoculadas con IB1 acumularon 22.3 g de materia seca en las hojas, 2.6 g
en el tallo, 3.3 g en la raiz y 28.2 g de materia seca total, cantidades que fueron 2.5, 1.18,

1.37 y 2.08 veces la materia seca acumulada por las plantas no inoculadas (cuadro 6).

Cuadro No. 6. Efecto del tratamiento del sustrato, esterilizado (EST) o no (NAT), inoculado con 6 indculos
brutos (IB1...IB6), Glomus intraradices (Gin), Control (C abs) y con inoculaciéon o no de bacteria rizosférica
(BR+ y BR-), en el que crecieron plantas de maguey mezcalero en invernadero durante 9 meses, sobre el
peso seco de las hojas (PSH), del tallo (PST), de la raiz (PSR) y de la planta completa (PSP), n=128.

Factor de variacion niveles PSH PST PSR PSP
g g g g
Suelo
gl=1
EST 16.08b 2.3a 2.6a 21.0b
NAT 6.57a 2.9b 3.1b 12.6a
0.18 8.66 6.07 1.19
0.00 0.00 0.01 0.01
Inéculos
gl=7
IB1 22.3d 2.6ab 3.3b 28.2d
1B2 19.6¢cd 3.1b 3.0abc 25.7cd
IB3 19.0cd 2.8ab 3.5¢ 25.2cd
1B4 15.6bc 2.7ab 2.9abc 21.1bc
IBS 13.5b 2.4a 2.7abc 18.6ab
1B6 17.7bc 2.6ab 2.8abc 23.1bcd
Gin 13.9b 2.5ab 2.6ab 19.0b
Cabs 8.8a 2.2a 2.4a 13.5a
7.02 1.10 1.41 6.03
0.00 0.36 0.20 0.00
Rizobacterias
gl=1
BR+ 19.2b 3.1b 3.5b 25.8b
BR- 13.5a 2.1a 2.2a 17.8a
F 25.32 31.93 42.23 34.36
P 0.00 0.00 0.00 0.00

Medias seguidas por la misma letra son significativamente iguales entre si (Tukey 0.05)
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Cuadro No. 7. Efecto del tratamiento del sustrato, esterilizado (EST) o no (NAT), inoculado con 6
inoculos brutos (IB1...IB6), Glomus intraradices (Gin), Control (Cabs) y con inoculacion o no de bacteria
rizosférica (BR+ y BR-), en el que crecieron plantas de maguey mezcalero en invernadero durante 9 meses,
sobre la concentracion de Nitrogeno (N) y Fosforo (P) en el tejido foliar, y de sélidos solubles (°Bx) totales en
el tallo,n =128

Factores de variacion niveles %N % P °Bx
Suelo
gl=1
EST 0.76a 0.27a 26.8a
NAT 0.78a 0.39b 27.2a
0.71 41.53 0.35
0.40 0.00 0.55
Inéculos
gl=7
IB1 0.76abc 0.31ab 26.6ab
IB2 0.78abc 0.39b 26.4ab
IB3 0.83¢c 0.33ab 26.1a
B4 0.76abc 0.27a 25.5a
IBS 0.78abc 0.36b 27.3ab
1B6 0.80bc 0.36b 27.6ab
Gin 0.72ab 0.33ab 28.9b
Cabs 0.70a 0.33ab 27.6ab
1.40 1.74 1.18
0.21 0.10 0.32
Rizobacterias
gl =1
BR+ 0.76a 0.32a 27.9b
BR- 0.78a 0.35a 26.2a
Gl 1.0 1.0 1.0
F 0.71 3.09 5.75
P 0.40 0.08 0.01

Medias seguidas por la misma letra son significativamente iguales entre si (Tukey 0.05)

64



Las variables asociadas a la nutricion de la planta, concentraciones de nitrégeno y
fosforo foliar (cuadro 7), no presentaron respuesta al factor de inoculacion con la bacteria
rizosférica; el factor de variacion de tratamiento del suelo fue afectado positivamente. Hubo
respuestas positivas a la aplicacion de los indculos IB3 para el nitrogeno ¢ IB2 para el
fosforo.

El contenido de so6lidos solubles en el tejido vegetal es una medida indirecta de la
calidad de la “pifia”, materia prima cosechada y utilizada para la produccion del mezcal.
Esté asociada a los azicares que son fotosintetizados en el tejido foliar y traslocados al tallo
para su almacenamiento como almidones y otros polisacaridos. Grados Brix (°Bx) es la
unidad con la cual se mide el contenido de los so6lidos solubles. Para esta variable no se
registro efecto significativo por el tratamiento al suelo, pero si por la aplicacién de indculo
micorrizico y de la bacteria rizosférica. Fue mayor el valor de °Bx con inoculacion de la
bacteria y la presencia y actividad del indculo micorrizico GI. Esta variable no ha sido
considerada, hasta ahora, como indicadora del efecto de tratamientos de inoculacion de
organismos simbidticos y/o rizosféricos. El rango de valores registrados en las condiciones
de este trabajo resulto superior al valor promedio que reportan Santiago-Garcia et al. (2004)
para el tejido de pifias maduras de la especie. De manera similar a lo que ocurre con las
concentraciones de nutrientes méviles en los tejidos vegetales en crecimiento activo, es
probable que esta variable esté asociada a un “efecto de dilucién” (Nuiez y Laird, 1976),
razén por la cual se registran valores de concentracion mayores en tejidos jovenes que en
tejidos maduros.

La “arquitectura” del sistema radical resultd poco afectada por el tratamiento al suelo

(cuadro 8), aun cuando se observan valores numéricos claramente superiores en suelo
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Cuadro No. 8. Efecto del tratamiento del sustrato, esterilizado (EST) o no (NAT), inoculado con 6

inoculos mixtos (IB1...IB6), Glomus intraradices (Gin), Control (Con) y con inoculaciéon o no de bacteria

rizosférica (BR+ y BR-), en el que crecieron plantas de maguey mezcalero en invernadero durante 9 meses,
sobre el nimero de raices secundarias (R2), terciarias (R3) y cuaternarias (R4) por planta, n = 128

Factores de variacion niveles R2 R3 R4
Suelo
gl=1
EST 9.8a 18.5a 29.3a
NAT 10.5a 24.1b 31.1a
0.37 10.83 0.62
0.54 0.00 0.43
Indculos
gl=7
1B1 11.2ab 17.6ab 27.4ab
1B2 14.4b 24.7¢c 29.9b
1B3 10.0ab 33.3d 45.3¢
1B4 9.9ab 20.0abc 30.1b
1B5 9.9ab 23.0bc 33.6b
1B6 9.3a 18.4abc 27.7ab
Gin 8.8a 13.5a 18.6a
C abs 7.4a 20.2abc 29.0b
1.53 5.99 5.29
P 0.16 0.00 0.00
Rizobacterias
gl=1
BR+ 10.2a 25.4b 36.2b
BR- 10.0a 17.2a 24.2a
0.03 23.00 27.08
0.86 0.00 0.00

Medias seguidas por la misma letra son significativamente iguales entre si (Tukey 0.05)
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natural, lo cual hace suponer que se presentd un efecto promotor de la microbiota
nativa para el crecimiento de estos tejidos.

Este efecto lo corrobora la respuesta a la inoculacion de la bacteria rizosférica, que
resultd significativamente superior para el numero de raices terciarias y cuaternarias, las
que son consideradas con mayor actividad en la absorcién de agua y nutrientes. Los
indculos micorrizicos nativos, en general, promovieron el crecimiento del sistema radical,
resultando significativamente diferentes del efecto de la cepa exdtica y del control. Para
estas variables también resaltaron los inoculos IB3 e IB2, y en menor medida algunos de
los restantes.

Con el comportamiento del sistema radical se confirma una vez mas que los inoculos
nativos son mads eficientes para promover el crecimiento de las plantas asociadas que
especies exoticas tienen mejores resultados que los introducidos (Requena, 1996; Pérez-
Solis, 2001). La razon fundamental de este comportamiento sin duda es la mayor

adaptacion de las especies nativas a las condiciones edaficas y climaticas de la region.

EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE MAGUEY MEZCALERO POR
EFECTO DE LA FERTILIZACION MINERAL Y LA INOCULACION
MICORRIZICA.

La diferencia en altura de las plantas resulté afectada solamente por el factor
fertilizacién mineral (Cuadro 9), en tanto que los factores tipo de planta e inoculacién con
HMA no tuvieron efecto sobre esta variable. Las plantas que recibieron la dosis de
fertilizacién mayor resultaron con mayor altura que las demas plantas, en tanto que no hubo
diferencia significativa entre las dos dosis menores y el control sin fertilizar. Diversos

autores han discutido el concepto “biofertilizante” cuando se le aplica a los hongos
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formadores de micorrriza arbuscular que son aplicados como inoculantes (Robles y Barea,
2000). No ha sido demostrada plenamente la capacidad solubilizadora de fosfatos de baja
solubilidad por estos organismos, de modo que se considera, que todas las plantas, tanto si
estan micorrizadas como si no lo estan, toman sus nutrientes del mismo reservorio en el
suelo o en el sustrato y, por lo tanto, al mismo tiempo que se inocula con HMA resulta
necesaria la aplicacion de una fuente externa de nutrientes (Barea et al., 1991; Guerrero et
al., 1996). De otra manera, el agotamiento de éstos provocaria un crecimiento deficiente,
aun en presencia de una micorrriza activa y efectiva. No es de extrafiar entonces esta
respuesta del maguey espadin a la dosis de fertilizaciéon mayor, dado que el periodo de
crecimiento de las plantas y manejo del suelo en las condiciones de este experimento fueron
determinantes para presentar este efecto.

La biomasa foliar resulté afectada por el tipo de planta y por la inoculacion con HMA
(Cuadro 9). Los bulbilos florales resultaron con la mayor biomasa foliar, seguidos sin
diferenciarse estadisticamente entre si por los otros dos tipos de plantas. De igual manera,
la inoculacion con el indculo multicepa nativo registré mayor valor de esta variable que GI
y del control sin inocular C abs. Reportes de ensayos de inoculacion con diversas especies
vegetales y condiciones ambientales permiten aseverar que las especies de HMA nativas
suelen ser mas eficientes para promover el crecimiento de las plantas asociadas que
especies o cepas exdticas (Requena, 1996; Pérez-Solis, 2001). La razon fundamental de
este comportamiento sin duda es la mayor adaptacion de las especies nativas a las
condiciones edaficas y climdticas de la region, lo que las hace mas competitivas y, en
consecuencia, colonizadoras eficientes del sistema radical de las plantas cultivadas en esas
condiciones, lo que no logran las especies o cepas exdticas, incapaces de competir y

desplazar a las primeras.
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Cuadro 9. Ganancia en altura, peso seco de hojas (PSH), peso seco de tallo (PST), peso seco de raiz
(PSR) y peso seco de la planta (PSP) registrada en plantas de maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) de
tres origenes de planta, hijuelos rizomatosos (HI), bulbilos florales (BF) y micropropagadas (MP), que
recibieron inoculacion con hongos de micorrriza arbuscular, un indculo multicepa de suelo natural del distrito
de Tlacolula (Oaxaca, México) (IB), una cepa de Glomus intraradices (GI) o no fueron inoculadas (CON), y
que fueron fertilizadas con las dosis 90-45-60 (F1), 60-30-40 (F2), 30-15-20 (F3) y 00-00-00 (F4) y crecieron
en invernadero durante 56 semanas después de ser trasplantadas. n=128.

Factores de niveles  Altura PSH PST PSR PSP

variacion (cm) g g g g

Tipo de planta

gl=2

BF 303 a 4242 b 3.64a 7.26 a 53.33b
HI 290a 30.50 a 593b 8.60b 45.03
MP 30.0a 36.71 ab 5.59b 6.52a 48.83 ab
F 5.32 5.17 19.12 6.96 2.03
P 0.15 0.00 0.00 0.00 0.13

Inoculos

gl=2

1B 289a 31.35a 432a 7.68 a 54.40 a
Gl 299a 35.88 ab 5.06 ab 6.82a 47.77 ab
Cabs 300a 42400 5.78b 7.88 a 45.02 a
F 2.46 4.49 6.66 1.98 2.74
P 0.00 0.01 0.00 0.14 0.06

Fertilizacion

gl=3

F4 280a 3337a 5.04 a 6.73 a 46.33 a
F3 295a 34.55a 520 a 7.72 a 46.30 a
F2 296a 3737 a 491 a 791 a 50.21 a
F1 31.6b 40.88 a 5.05a 7.48 a 5342 a
F 2.46 1.22 0.13 1.28 1.04
P 0.00 0.30 0.94 0.28 0.37

Valores medios con la misma letra son estadistica mente iguales entre si (Tukey 0.05)
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Se presentd una relacion inversa, aunque no llegd a ser estadisticamente significativa
(r=-0.656), entre el crecimiento del tejido foliar y el de raiz, como efecto del factor tipo de
planta. Para esta variable, la biomasa radical registrada fue mayor en plantas de hijuelos en

tanto que para los dos origenes restantes no hubo diferencia significativa (Cuadro 9).
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Figura 21. Altura en plantas de maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) de tres origenes de planta,
hijuelos rizomatosos (HI), bulbilos florales (BF) y micropropagadas (MP), que recibieron inoculacion con
hongos de micorrriza arbuscular, un indculo multicepa de suelo natural del distrito de Tlacolula (Oaxaca,
México) (IB), una cepa de Glomus intraradices (GI) o no fueron inoculadas (C abs), y que fueron fertilizadas
con las dosis 90-45-60 (F1), 60-30-40 (F2), 30-15-20 (F3) y 00-00-00 (F4) y crecieron en invernadero durante
56 semanas después de ser trasplantadas.

La Figura 21 muestra el proceso de crecimiento vegetativo, expresado con la variable
ganancia en altura de las plantas. Es notorio que, mientras las plantas originadas por HI y
BF registran ganancia continua de altura a lo largo del tiempo, desde el momento de ser

trasplantadas, las plantas MP resultaron sensibles al trasplante, perdiendo altura en los
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primeros meses después de establecidas y ganandolo nuevamente, aunque con lentitud,
una vez superada esta etapa de adaptacion. Se observd también una respuesta, aunque no
siempre significativa, a la interaccion inoculacion-fertilizacion, con respuesta diferenciada
segun el origen de las plantas. En la grafica se observa una serie repetida regularmente de
altibajos, correspondiendo los picos a los tratamientos F1, la dosis de fertilizacion mayor, y
después de este tratamiento una declinacion que finaliza en el tratamiento sin fertilizar,
repitiendo el ciclo para el siguiente tratamiento de inoculacion.

Este comportamiento ciclico se observd con mayor claridad en los ultimos meses de
registro del crecimiento. En plantas HI los ciclos resultaron similares, lo que sefiala
ausencia de efecto por la inoculacion MA, en tanto que para plantas BF y MP se observo un
efecto superior de GI que de los dos restantes tratamientos.

La dindmica de crecimiento, representada por la ganancia en nimero de hojas se
representa en la Figura 22. Al igual que para la altura, las plantas MP registraron un retrazo
en esta variable, aunque menos pronunciado, mientras que no se observo diferencia entre los
otros dos origenes de planta. S0lo para plantas MP se observa un efecto consistente de la
fertilizacion asociada a la inoculacion MA, con un efecto mayor de la dosis més alta asociada
al inoculo GI, en tanto que para las plantas originadas por HI y BF no se registr6 ningin
efecto claramente de estos dos factores.

El numero de raices secundarias (Cuadros 10) resulté afectado por el tipo de planta,
siendo las micropropagadas las que promovieron mejor esta variable, seguidas de los otros
dos tipos. Ni la inoculacién ni la fertilizacion tuvieron efectos significativos en esta
variable. El nimero de raices terciarias y cuaternarias registréd efecto del origen de la planta,
con comportamiento similar para ambas variables, mayor en hijuelos que en bulbilos, y en
¢éstas mayor que en micropropagadas. La inoculacion MA afecto significativamente sélo la

variable nimero de raices terciarias, resultando GI la mejor condicion.
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Figura 22.- Ganancia en nimero de hojas registrada en plantas de maguey espadin (Agave angustifolia
Haw.) de tres origenes de planta, hijuelos rizomatosos (HI), bulbilos florales (BF) y micropropagadas (MP),
que recibieron inoculacién con hongos de micorrriza arbuscular, un indculo multicepa de suelo natural del
distrito de Tlacolula (Oaxaca, México) (IB), una cepa de Glomus intraradices (GI) o no fueron inoculadas (C
abs), y que fueron fertilizadas con las dosis 90-45-60 (F1), 60-30-40 (F2), 30-15-20 (F3) y 00-00-00 (F4) y
crecieron en invernadero durante 56 semanas después de ser trasplantadas.

De manera similar que para las variables asociadas a la produccion de biomasa, la fertilizacion
no registro efecto sobre el nimero de raices de ninguno de los niveles evaluados. La dosis de
fertilizacion utilizada en este experimento proviene de los resultados experimentales reportados por

Arredondo-Velazquez et al. (2001), siendo hasta hoy la unica Referencia para esta practica
aplicada al cultivo de la especie en la region del mezcal en el estado de Oaxaca. Esta dosis
es recomendada por los autores citados porque promovid el crecimiento vegetativo de
plantas de A. angustifolia establecidas en campo, con edades entre tres a seis afios. Sin
embargo, es notorio que para plantas de menor edad, en las condiciones en que se

desarroll6 nuestro experimento, esta no es la dosis apropiada.
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Cuadro 10. No. de raices secundarias, terciarias y cuaternarias registradas en plantas de maguey espadin

(Agave angustifolia Haw.) de tres origenes de planta, hijuelos rizomatosos (HI), bulbilos florales (BU) y
micropropagadas (MIC), inoculadas con hongos de micorrriza arbuscular, un inéculo multicepa de suelo natural
del distrito de Tlacolula (Oaxaca, México) (IB), una cepa de Glomus intraradices (GI) o no fueron inoculadas
(C abs), y que fueron fertilizadas con las dosis 90-45-60 (F1), 60-30-40 (F2), 30-15-20 (F3) y 00-00-00 (F4) y
crecieron en invernadero durante 56 semanas después de ser trasplantadas. Para esta variable solo se registrd
efecto significativo del factor tipo de planta.

Factor de variacion niveles raices raices raices
secundarias terciarias cuaternarias
Tipo de planta
gl=2

BF 13.70 a 56.27b 81.18b
HI 13.75 a 72.25¢ 137.33 ¢
MP 15.83 b 38.97 a 4452 a
F 5.68 29.44 59.40
P 0.00 0.00 0.00

Ino6culos

gl=2

IB 1439 a 51.04 a 77.81 a
Gl 14.35 a 60.50 b 96.33 a
CON 14.54 a 55.95 ab 88.89 a
F 0.04 2.38 2.36
P 0.96 0.09 0.09

Fertilizacion

gl=3

F4 1422 a 53.11a 85.27 a
F3 14.86 a 56.94 a 82.47 a
F2 14.83 a 53.83 a 92.19 a
F1 13.80 a 59.44 a 90.77 a
F 0.75 0.68 0.43
P 0.52 0.56 0.73

Valores medios con la misma letra son estadisticamente iguales entre si (Tukey 0.05)
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Para los productores magueyeros de la “region del mezcal” del estado de Oaxaca, es de
igual interés obtener una abundante cosecha de “pinas”, y que estos tejidos almacenen un
alto contenido de azlicares. En maguey espadin se ha determinado una estrecha relacion
entre el contenido de azlicares totales y la concentracion de solidos solubles (°Bx = grados
Brix) (Santiago-Garcia et al., 2004), siendo mas facil, rapida y econdmica la determinacion
de esta ultima variable que la de la primera. En este trabajo se encontr6 efecto del tipo de
planta sobre los °Bx en el tallo, tejido que posteriormente formard la pifia, con mayor
contenido en micropropagadas que en los dos restantes tipos de plantas (Cuadro 11). El
rango de valores de °Bx fue, en promedio, entre 27.0 a 31.9, superior al rango que reportan
Santiago-Garcia et al. (2004), que fluctia entre 24.4 a 26.8, aunque los valores que esos
autores reportan fue para plantas cosechadas de nueve afios de crecimiento en campo, en
tanto que los valores registrados en este trabajo son para plantas crecidas durante poco mas
de un afo en macetas. Es posible que para esta variable se presente también un factor de
dilucién asociado a la acumulaciéon de biomasa en las plantas. Para la variable
concentracion de P en el tejido foliar no existio diferencia significativa por origen de
planta, pero las plantas micropropagadas mostraron la tendencia a contener mas cantidad de
este nutrimento. No existié diferencia significativa por el origen de planta en la
concentracion de N foliar, pero la inoculacion MA si promovié diferencia significativa,
resultando el tratamiento GI con el valor menor y los dos tratamientos restantes sin
diferenciarse entre si. La fertilizacion no promovid diferencia significativa en ninguna de
las dos variables asociadas a la nutricion, reforzando esto la idea de que las dosis utilizadas,
el método de manejo de la fertilizacion, o ambos, no son los apropiados para las
condiciones en que se desarroll6 el trabajo. Para el cultivo del henequén, Bequer y Felipe

(s.p.) encontraron que las aplicaciones de nitrogeno tuvieron efecto significativo sobre la
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altura, nimero de hojas y peso por planta, pero el fosforo y el potasio no tuvieron efecto
significativo sobre estos pardmetros, por lo que la dosis de 50-40-50 resultaron las
adecuadas en el vivero. Cabe mencionar que Jacob y Uexkull (1967), al referirse al
henequén y al sisal, plantean que s6lo en suelos con alto contenido calcareo, capaces de ser
adecuadamente abastecido con nutrientes, podran ser alcanzados rendimientos
satisfactorios.

Marx y Hindort (1937), citados por Jacob y Uexkull, 1967) sefialan las siguientes
cantidades de nutrientes que absorben las plantas durante su periodo de crecimiento: N -
222 kg Ha'!, P,Os - 84 Kg Ha'!, K,O - 480 kg Ha!, CaO - 853 kg Ha'. De los datos
anteriores se puede deducir que es necesario el buen estado calcareo del suelo para lograr
un crecimiento satisfactorio del agave, pues éste tiene una elevada demanda de Ca. En
experimentos realizados en sisal, se demuestra lo grande que puede ser el aumento de los
rendimientos que produce un tratamiento de fertilizacion apropiado. Una aplicacion anual
de dos a cuatro ton Ha' de cal, complementada con un tratamiento de fertilizante
completo:80 Kg Ha™ (NHy), SO4, 80 Kg Ha™' de superfosfato y 400 Kg Ha™ de KCI elevd
la produccion total durante cinco afos, de 859 Kg Ha™' a 10°225-13°246 Kg Ha™'. Tal
resultado se obtuvo en un experimento ejecutado por la Estacion Experimental Gimbi en
Zaire. Jacob y Uexkull (1967) recomiendan la siguiente dosis de fertilizantes al emplear
fertilizantes simples: N 45-90 = 225-450 Kg Ha™ de (NH,), SO4, P,Os 60-80 = 330-450 Kg
Ha™' de superfosfato simple, K,0 65-100 = 110-165 Kg Ha™' de cloruro de potasio.

Deficiencias de nitrogeno en los agaves, segun indica Pérez Toro (1949), produce un
detenimiento en el crecimiento, y las hojas suelen tomar un color verde palido y en
ocasiones rojizo. Contrario a esto, la Tanganyka Growers Association (1948) expone que la

aplicacion de nitrogeno incrementa el crecimiento de los agaves y estimula la produccion
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de hojas. Lock (1969) observo igual efecto y comprobd un incremento de hasta 24 hojas
extras por planta. Sharer (1960) enfatiza la importancia del nitrégeno para este cultivo, al
plantear que la escasez de este elemento produce alteraciones profundas en las plantas, tales
como crecimiento exiguo y color verde claro. En Cuba se han reportado resultados que
concuerdan con lo anteriormente planteado, por ejemplo Carrién y Vinent (1986) elevaron
el rendimiento hasta un 33% con la aplicacién de nitrogeno en henequén. También Carrion
(1981) obtuvo una relacidon positiva entre el nitrégeno y el contenido de fibra en la hoja; el
maximo rendimiento de la plantacion se obtuvo a la edad de 7-8 afios en lugar del normal a
11-15 afios. Un aspecto importante del nitrégeno es su relacion con el potasio. Jacob y
Uexkull (1967) informan que la enfermedad conocida como "banding disease", llamada en
otras regiones necrosis basal de las hojas, se presenta principalmente en suelos con bajo
contenido de potasio o con una relacion N:K desfavorable. Relacionado con esto, Lock
(1969) observo la presencia de esta enfermedad en tratamientos donde no se aplicd potasio,
y aclara que no siempre el "status" de nitrégeno en el suelo es el factor que incide en la
presencia de esta deficiencia y que debe haber un punto critico en la relacion K:N del suelo,
ya que plantas de agave débiles de que crecen en suelos pobres, con bajos contenido de
nitrégeno y potasio, no presentan sintomas de deficiencia. Considerando la relacion de
estos elementos, Nandra (1973) plantea que en suelos deficientes en potasio, el "banding
disease" puede presentarse y enfatiza que la relacion K:N debe ser mantenida por encima
de 5. En relacién con esto, Steineck (1974) demostréo que el rendimiento se eleva con
aplicaciones de nitrégeno, pero solamente en presencia de adecuada cantidad de potasio,
debido a que la utilizacidon del nitrogeno en la sintesis de materia seca depende de la
presencia de potasio, ademas especifica que la relacion N:K debe ser de 1:0.8-1:1 y asegura

que la planta toma mas potasio que nitrogeno. Segin plantea CUBA.MINAG (1977), las

76



aplicaciones de fertilizantes nitrogenados traen como consecuencia una mayor precocidad
de la planta, por lo que el ciclo productivo del cultivo se ve acortado, obteniéndose debido a
una mayor cantidad de fibras en igual area en un tiempo mas corto, la intensificacion de la
produccion. El henequén en ausencia de fosforo produce nuevos vastagos, se reduce el
sistema radical. La asimilacion del fésforo es mayor en las etapas juveniles (Pérez, 1949) y
éste se encuentra, principalmente, en los puntos de crecimiento meristematico, en las hojas
y raices. Se puede concluir por tanto, que un exceso de foésforo provoca un incremento en la
actividad metabdlica, pero si no hay un suministro apropiado de nitrégeno, el crecimiento
se ve limitado al carecer de material para formar nuevos tejidos. Cuando el K es deficiente
en la nutricion del henequén, el desarrollo vegetativo se detiene y la planta toma un aspecto
como si estuviera quemada, asi como en los bordes de las hojas y en ocasiones toda la hoja
muerta prematuramente, ademas, Lock (1969) atribuye un 7 % de contenido de este
elemento en las hojas, mientras que Jakob y Uexkull (1967), plantean un contenido de 2.32-
2.96%.

La longitud de la raiz (Fig. 23) fue afectada, aunque no significativamente, por el origen
de la planta y la inoculacién. En promedio, las plantas BF registraron una mayor longitud
de raiz que los otros dos tipos de planta. Se registré un ligero aunque consistente efecto de
la inoculaciéon MA en reducir la longitud de la raiz, con los dos inoculantes, tanto el nativo
como el exotico, con un efecto similar. No se observo efecto de la fertilizacion sobre esta
variable. La presencia de una micorriza eficiente suele reducir el crecimiento del sistema
radical, ya que las plantas en esas condiciones invierten mayor cantidad de energia en el
crecimiento del micelio fingico intra y extraradical, el cual realizaria con mayor eficiencia
el papel que suele realizar la raiz, absorcion de agua y nutrientes, aun cuando este

comportamiento resulta mediado por las caracteristicas del suelo (Clark y Zeto, 1999).
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Cuadro 11. Concentracion de Fosforo y Nitrogeno en tejido foliar y concentracion de sélidos solubles
(°Brix) registrada en el tallo de plantas de maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) de tres origenes,
hijuelos rizomatosos (HI), bulbilos florales (BU) y micropropagadas (MIC), que recibieron inoculaciéon con
hongos de micorrriza arbuscular, un indculo multicepa de suelo natural del distrito de Tlacolula (Oaxaca,
México) (IB), una cepa de Glomus intraradices (GI) o no fueron inoculadas (CON), y que fueron fertilizadas

con las dosis 90-45-60 (F1), 60-30-40 (F2), 30-15-20 (F3) y 00-00-00 (F4) y crecieron en invernadero durante
56 semanas después de ser trasplantadas. n= 64

factor de variacion niveles % P % N ° Brix

Tipo de planta

gl=2 BF 041 a 0.77 a 2701 a
HI 0.57 ab 0.74 a 2835a
MP 0.58b 0.78 a 3191b
F 2.68 0.74 12.78
P 0.07 0.47 0.00

Inoculos

gl=2
IB 0.56 a 0.84b 2821 a
Gl 046 a 0.52a 2881 a
CON 0.48 a 0.94b 30.17 a
F 0.45 0.03 1.96
P 0.63 0.97 0.14

Fertilizacion

gl=3

F4 0.52a 0.75a 29.92 ab
F3 0.50 a 0.76 a 30.31b
F2 0.60 a 0.79 a 27.86a
F1 0.45a 0.74 a 28.25 ab
F 0.83 0.49 2.18
P 0.47 0.68 0.09

Valores medios con la misma letra son estadisticamente iguales entre si (Tukey 0.05)
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Long.Raiz (cm)
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Figura 23.- Longitud de raiz registrada en plantas de maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) de tres
origenes de planta, hijuelos rizomatosos (HI), bulbilos florales (BF) y micropropagadas (MP), que recibieron
inoculacion con hongos de micorrriza arbuscular, un indculo multicepa de suelo natural del distrito de
Tlacolula (Oaxaca, México) (IB), una cepa de G. intraradices (GI) o no fueron inoculadas (C abs), y que
fueron fertilizadas con las dosis 90-45-60 (F1), 60-30-40 (F2), 30-15-20 (F3) y 00-00-00 (F4) y crecieron en
invernadero durante 56 semanas después de ser trasplantadas.

La modificacion de la arquitectura del sistema radical de las plantas colonizadas por
HMA es un tema poco estudiado, y sus implicaciones para la nutricion y crecimiento de las
plantas debera ser clarificado para estar en capacidad de interpretar nuestros resultados.

La colonizacion micorrizica (Fig. 24) se registro en todos los tratamientos, lo cual es una
evidencia mas de la dependencia micotrofica de la especie A. angustifolia. En promedio, las
plantas BF registraron un valor ligeramente mayor de colonizaciéon que los dos restantes

origenes de planta, sin llegar a ser significativa la diferencia. Los dos restantes factores,
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inoculacion MA y fertilizacion no generaron diferencia significativa en el valor de la
variable. Esto puede indicar que los propagulos nativos de HMA, presentes en el suelo
utilizado para el experimento, cuyo origen es de una parcela cultivada con maguey espadin
en la region de estudio, fueron suficientemente abundantes e infectivos para no permitir la
expresion de los organismos inoculados, o dicho de otra manera, los inoculantes MA
utilizados en este experimento no fueron lo suficientemente competitivos para lograr el
desplazamiento de las especies nativas de HMA. Honrubia et al., (1992) reportaron un
comportamiento similar al observar el comportamiento de G. fasciculatum asociado a
Anthyllis cytisoides, una leguminosa arbustiva mediterranea. No registraron eficiencia de la
inoculacion cuando ésta se realizd en suelo sin esterilizar, sugiriendo que la especie

introducida no pudo competir y desplazar a las especies nativas.

Colonizacién micorrizica (%)

Tratamientos

Figura 24.- Colonizacién micorrizica registrada en plantas de maguey espadin (A. angustifolia Haw.)
de tres origenes: hijuelos rizomatosos (HI), bulbilos florales (BF) y micropropagadas (MP), inoculado con
hongos de micorrriza arbuscular, un indculo multicepa de suelo natural del distrito de Tlacolula (Oaxaca,
México) (IB), una cepa de G. intraradices (GI) o no fueron inoculadas (C abs), y que fueron fertilizadas con
las dosis 90-45-60 (F1), 60-30-40 (F2), 30-15-20 (F3) y 00-00-00 (F4) y crecieron en invernadero durante 56
semanas después de ser trasplantadas.
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CONCLUSIONES

La ubicacion fisiografica de las parcelas no tuvo influencia consistente sobre las
variables de micorrizacion arbuscular del maguey. Mientras que la colonizacion radical
sigui6 el orden planicie-lomerio-montafia, en el resto de las variables este orden fue
diferente e inconsistente.

El contenido de materia orgéanica del suelo fue el factor del suelo con mayor influencia
sobre el potencial micorrizico, en las condiciones en que se desarrolla el maguey mezcalero
en la region de estudio.

En el agroecosistema de estudio, segiun los pardmetros asociados a la micorriza
arbuscular en los suelos rizosféricos, hay evidencia de un potencial micorrizico de mediano
a alto.

En las condiciones controladas en que se realizaron los experimentos de este trabajo, las
plantas cuyo origen fue hijuelos de raiz registraron mayor grado de compatibilidad
funcional con el indculo mixto nativo IB2.

En las condiciones controladas en que se realizaron los experimentos de este trabajo, las
plantas cuyo origen fue bulbilos florales no mostr6 especificidad, ya que resulté compatible
con los ino6culos mixtos nativos IB4 e IB6, ademas del in6culo formado por la cepa de la
especie exotica Glomus intraradices GI.

El in6culo mixto nativo IB2 fue el que se comportd con mayor grado de compatibilidad
y mayor eficiencia para promover el crecimiento de Agave angustifolia, seguido muy
cercanamente por el indculo mixto nativo IB3. Ambos deben seguir siendo estudiados para
la generacion de inoculantes de MA especificos para A. angustifolia cultivada en los suelos
de la zona de estudio.

Las plantas de A. angustifolia respondieron positivamente a la inoculacion con hongos
MA. La eficiencia especifica de un inoculante estuvo mediada por la competencia con la
microbiota nativa. En general, los inoculantes formados con especies nativas fueron mas
eficientes y competitivos que el formado con la especie control Glomus intraradices.

La inoculacion de la bacteria rizosférica (Bacillus sp.) tuvo un efecto positivo en la
promocion del crecimiento de las plantas de A. angustifolia, en aplicacion conjunta con los
hongos MA.

El comportamiento registrado a través de las diferentes variables indicadoras de
crecimiento y produccion, segin el origen de las plantas, resulté en el orden:
hijuelos>bulbilos>micropropagadas. Estas ultimas sufrieron un retraso general por
inadaptacion al trasplante.

El efecto de la fertilizacion sélo resultd en la promocion del crecimiento en altura de las
plantas de A. angustifolia, la cual no es una variable de interés para esta especie.
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