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RESUMEN

El cultivo del frijol es uno de los mas importantes en Mexico, sin embargo, el frijol es una
planta muy susceptible a estrés por factores bidticos y abidticos, por lo cual su produccion
no es constante. Ante esta situacion se ha propuesto el uso de microorganismos del suelo
para contrarrestar los efectos negativos que provocan los factores abioticos. Dentro de
estos microorganismos destacan las micorrizas arbusculares (MA) ya que ayudan a las
plantas a utilizar de mejor manera los recursos disponibles y a tolerar condiciones de estrés
por sequia 0 metales pesados. Por lo anterior, los objetivos de esta investigacion fueron
conocer las especies de MA que comunmente se asocian con las raices del frijol y
determinar si estas MA confieren resistencia a estas plantas frente al estrés hidrico y por
los metales pesados plomo y arsénico. Se realizaron muestreos en la zona de Atlixco,
Puebla en parcelas de manejo tradicional de frijol localizadas en los ejidos de Axocopan
y Coyula. Se muestrearon un total de cinco parcelas donde se identificaron un total de
cuatro especies de MA, las cuales se mantuvieron en reproduccion utilizando plantas de
frijol como huésped. Mediante un disefio al azar y posterior ANOVA y comparacion de
Tukey en camaras de crecimiento e invernadero se determind que la mejor MA era M4 _RI
(Rhizophagus intraradices). Posteriormente, se evalud por separado la eficiencia de la
micorrizacion M4_RI - Frijol en condiciones de estrés hidrico y por los metales pesados
plomo y arsénico. En los tres experimentos se utiliz6 un disefio factorial al azar y posterior
ANOVA y comparacion de Tukey, donde se midieron las variables de peso seco de planta
y raiz, asi como, el porcentaje e intensidad de la micorrizacion y abundancia de arbusculos.
Los resultados obtenidos demostraron en lineas generales que las plantas micorrizadas
producen una mayor biomasa que sus contrapartes no micorrizadas independientemente
del volumen de riego o de las concentraciones de metales pesados; ademas se demostro
que la abundancia de arbusculos tiene efectos positivos en el establecimiento de plantas
de frijol en las condiciones de estrés abio6tico evaluadas en esta investigacion. Se propone
al aislamiento M4_RI como una MA con potencial para ser probada en experimentos en
campo y determinar su viabilidad para ser utilizada como un producto comercial

especifico para el cultivo de frijol.



ABSTRACT

Bean is one of the most important crops in Mexico; however, beans are a plant very
susceptible to stress by biotic and abiotic factors, so its production is not constant. In view
of this situation, the use of soil microorganisms has been proposed to counteract the
negative effects caused by abiotic factors. Among these microorganisms, arbuscular
mycorrhizae (AM) stand out because they help plants to make better use of available
resources and to tolerate stress conditions due to drought or heavy metals. Therefore, the
objectives of this research were to know the AM species that are commonly associated
with bean roots and to determine if these AMs confer resistance to these plants against
water stress and the heavy metals lead and arsenic. Sampling was carried out in the area
of Atlixco, Puebla in plots of traditional bean management located in the ejidos of
Axocopan and Coyula. A total of five plots were sampled where a total of four species of
AM were identified, which were maintained in reproduction using bean plants as host. By
a randomized design and subsequent ANOVA and Tukey's comparison in growth
chambers and greenhouse, it was determined that the best AM was M4_RI (Rhizophagus
intraradices). Subsequently, the efficiency of M4 Rl - Bean mycorrhization was
evaluated separately under conditions of water stress and heavy metals lead and arsenic.
In the three experiments, a randomized factorial design was used, followed by ANOVA
and Tukey's comparison, where the variables of plant and root dry weight, as well as the
percentage and intensity of mycorrhization and abundance of arbuscules were measured.
The results obtained showed in general terms that mycorrhized plants produce a higher
biomass than their non-mycorrhized counterparts regardless of irrigation volume or heavy
metal concentrations; in addition, it was demonstrated that the abundance of arbuscules
has positive effects on the establishment of bean plants under the abiotic stress conditions
evaluated in this research. Isolate M4_RI is proposed as an AM with potential to be tested
in field experiments to determine its viability for use as a commercial product specifically

for bean cultivation.



INTRODUCCION

En México el frijol posee una amplia importancia cultural y gastrondémica, alrededor del
60% de los platillos culinarios contienen esta leguminosa, y junto con el maiz y el chile

forman la base de la alimentacion de los mexicanos desde épocas prehispanicas.

El frijol se cultiva practicamente en todo el territorio mexicano, destacando los estados de
Zacatecas, Durango, Chihuahua, Sinaloa y Chiapas, los cuales generan mas de la mitad
del total de la produccion nacional. Monetariamente este cultivo provee una derrama
econOmica importante para el campo mexicano con méas de nueve mil millones de pesos
en valor de produccion, a esto se le suma el valor econémico por actividades en los

distintos niveles de produccién y comercio.

Sin embargo, el cultivo de frijol enfrenta distintos retos, por una parte, es un cultivo de
temporal, es decir los productores dependen de las lluvias para poder obtener una buena
cosecha, lo cual hace que se comprometan los rendimientos esperados del cultivo ya que
en los ultimos afios se han prolongado los periodos de sequia, y las lluvias, cuando las
hay, son escasas y es una tendencia que va en aumento en gran parte del pais. A lo anterior
se le afiade la calidad decreciente de los suelos los cuales se ven disminuidos en nutrientes
necesarios para el desarrollo de plantas y la permanencia de distintos contaminantes que

afectan la productividad, siendo los mas comunes los metales pesados.

El segundo factor que considerar es la demanda creciente que hay en el pais de frijol, lo
cual ha hecho que México sea un importador neto, esto significa que el pais no produce la

cantidad necesaria de frijol para suplir la demanda nacional.

Lo anterior provoca que el precio de compra del frijol varie considerablemente y ante esta
inestabilidad en los precios muchos de los productores desisten de esta actividad

econdmica, lo cual compromete ain mas la produccion de este alimento.

En tiempos recientes se han promovido préacticas de agricultura sustentable con el fin de
dar una solucion a problematicas como la escasez de agua, disminucién de uso de
insecticidas y fertilizantes, mitigar el efecto nocivo de los contaminantes del suelo, etc.
Una de las alternativas que tiene mas demanda dentro de la agricultura sustentable es el

uso de biofertilizantes a base de microorganismos, hongos o bacterias, presentes en el

1



suelo que se asocian a las plantas directa o indirectamente y que han demostrado que
juegan un papel importante en el aprovechamiento de los recursos propios del suelo y en

el uso eficiente del agua.

Dentro de este trabajo se exploran los hongos micorrizicos presentes naturalmente en la
rizosfera de frijol cultivado en suelos no tecnificados del estado de Puebla, y mediante
experimentos a nivel de invernadero se determina la influencia de la interaccion MA-Frijol
bajo condiciones de estrés hidrico y de contaminacion de suelo con plomo y arsénico. Lo
anterior con el fin de aportar conocimiento que genere valor y alternativas para
contrarrestar parte de la problemética que conlleva la produccién y comercializacion de

frijol en nuestro pais.



JUSTIFICACION

En los dltimos afios se ha propuesto el uso de diferentes biotecnologias con el fin de
aumentar la produccion de los cultivos mediante el uso eficiente de agua y recursos
minerales presentes en el suelo cultivable. Dentro de estas tecnologias destaca el uso de
hongos micorrizicos arbusculares que se asocian directamente a la raiz de las plantas y les

proveen de diferentes beneficios.

En la actualidad es amplio el conocimiento sobre las interacciones planta-bacteria en la
rizosfera de Phaseolus vulgaris y todas las implicaciones que esto conlleva en la dinamica
ecologica entre este tipo de simbiosis, sin embargo, es poco lo que se conoce sobre las
MA que se asocian al frijol y el papel que juegan estos microorganismos en el desarrollo

fisioldgico de la planta ante situaciones de estrés.

Por lo anterior en este trabajo se planteé como objetivo conocer que MA se asociaban
frecuentemente a la raiz de frijol, aislar esas MA, reproducirlas y posteriormente evaluar
la interaccion simbidtica y su efecto en el desarrollo fisiologico de frijol var. Pinto

americano en condiciones de estrés hidrico y por metales pesados.



HIPOTESIS

Las especies de hongos micorrizicos presentes en la rizosfera de las plantas de frijol le
confieren un beneficio en cuanto a su desarrollo fisiolégico en condiciones de estrés

hidrico y estrés por metales pesados.



OBJETIVO DEL TRABAJO

Objetivo general
Determinar la influencia de las micorrizas arbusculares en el desarrollo del frijol
(Phaseolus vulgaris L.) var. Pinto americano en condiciones de estrés hidrico y por los

metales pesados plomo y arsénico.

Objetivos particulares
Aislar e identificar especies de MA asociadas a la rizosfera del frijol a partir de muestras

de suelo agricola de la zona productora del estado de Puebla, México.

Reproducir MA aisladas de muestras agricolas y evaluar la respuesta en crecimiento de

plantas micorrizadas de frijol var. Pinto americano bajo condiciones controladas.

Determinar la influencia en el desarrollo fisiologico de plantas micorrizadas de frijol var.

Pinto americano bajo condiciones de estrés hidrico.

Evaluar la influencia en el desarrollo fisiologico de plantas micorrizadas de frijol var.

Pinto americano en suelos contaminados artificialmente con plomo.

Determinar la influencia en el desarrollo fisioldgico de plantas micorrizadas de frijol var.

Pinto americano en suelos contaminados artificialmente con arsénico.



CAPITULOS

Capitulo 1. Aislamiento e identificacion de especies de MA asociadas a la rizosfera
del frijol (Phaseolus vulgaris L.)

Resumen

El cultivo del frijol es uno de los mas importantes en México, sin embargo, el frijol es una

planta muy susceptible a factores bioticos y abidticos.

En afios recientes se ha propuesto el uso de biofertilizantes, microorganismos del suelo
que se asocian con las plantas, como una forma de contrarrestar los efectos negativos que
provocan los factores abioticos en los cultivos. Dentro de los biofertilizantes destacan las
MA ya que se ha demostrado que ayudan a las plantas a utilizar de mejor manera los

recursos disponibles en el suelo.

Son pocos los estudios que nos permiten conocer la composicion de la microbiota presente
en los suelos cultivables, por lo cual en esta investigacién se realizaron muestreos
dirigidos en la zona de Atlixco, Puebla en huertas de manejo tradicional de frijol
localizadas en los ejidos de Axocopan y Coyula. Se muestrearon un total de cinco parcelas
donde se cultivaba frijol var. Pinto. En cada una de las parcelas se colectaron muestras de

suelo y se llevaron a laboratorio para procesarse.

Las esporas presentes en las muestras de suelo se separaron mediante tamizado hiumedo y
decantado y se observaron al estereoscopio y microscopio. Se identificaron
morfolégicamente un total de cuatro especies: Rhizophagus intraradices, Funneliformis
mosseae, Sclerocystis coremioides y Gigaspora albida. Cada aislamiento se realizo

separando el origen de la muestra y la especie encontrada en cada uno.

Se realizd un disefio experimental al azar para evaluar los aislamientos, los resultados
obtenidos en las variables fisioldgicas y de micorrizacion medidas se analizaron por
ANOVA de una via y posteriormente por comparacion de medias Tukey (p=0.05). Se
encontraron diferencias significativas (p<0.001) entre las variables. Los aislamientos a

base de R. intraradices obtuvieron los mejores resultados.



Introduccion

La planta de frijol es una enredadera que alcanza entre cincuenta y setenta centimetros de
altura. Sus raices estan bien desarrolladas, con una principal o pivotante y muchas otras
secundarias; presenta tallos delgados y débiles, a veces rayados de parpura. Sus hojas son
trifoliadas, con bordes ovales y la flor con estandarte redondeado. El fruto es una vaina
suavemente curvada y dehiscente que puede medir de 10 a 12 centimetros y es de color
verde morado o casi negra. En su interior, las semillas pueden ser oblongas, ovales o

redondeadas, poco comprimidas y de color rojo, amarillo, café o negro (SIAP, s.f.).

La planta es muy susceptible a condiciones extremas. Se ve afectada tanto por el exceso
como por la falta de humedad. La temperatura 6ptima va de 10 a 27°C y se debe sembrar
en suelos de textura ligera, sin encharcamientos. La planta prefiere los suelos neutrales,
aungue se comporta bien en los suelos ligeramente &cidos. Necesitan mucha luz solar para
conferir calidad al fruto, aunque el tallo resulta afectado con el sol excesivo. Se necesitan
regar con frecuencia, sobre todo en épocas de mucho calor, para obtener las mejores
semillas (SIAP, s.f.).

Dentro del grupo de las leguminosas que poseen semillas comestibles, el frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) corresponde a una de las mas importantes. Actualmente esta
distribuido en todo el mundo y es un componente esencial de la dieta, principalmente en
Centroamérica y Sudamérica (Ulloa et al. 2011), donde México se ha reconocido como el
mas probable centro de origen, o al menos como el centro primario de diversificacion
(Ulloa et al. 2011; CONABIO s.f.).

La distribucion del frijol en México como producto agricola importante se reporta en
Chiapas, Colima, Durango, Jalisco, Morelos, Nayarit, Puebla, Oaxaca, Querétaro,
Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y
Yucatan (Villasefior y Espinosa, 1998). Para el afio 2011 el valor de la produccion de

frijol alcanzo una cifra de 6,889 millones de pesos (SIAP, s.f.).

Debido a la susceptibilidad de la planta de frijol a condiciones de estrés biotico y abidtico,
en afos recientes se ha querido encontrar el biofertilizante idoneo para este cultivo. Un
biofertilizante se define como todo aquel organismo 0 microorganismo que ayuda a la

planta a obtener y/o procesar nutrientes minerales que estan presentes en el suelo (Alarcén
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y Ferrera, 2000), Estos biofertilizantes se pueden aplicar a la semilla o al suelo con el fin
de incrementar su nimero, asociarse directa o indirectamente al sistema radical de las
plantas, favorecer su interaccion e incrementar el desarrollo vegetal y reproductivo de la

planta huésped (Aguirre et al. 2009).

Se pueden distinguir dos tipos principales de biofertilizantes; los biofertilizantes de tipo
bacteriano (Pseudomonas, Azospirillum, Rhizobium, etc.) y los biofertilizantes a base de
esporas de hongos dentro de las cuales se encuentran las llamadas micorrizas arbusculares
(MA), las cuales suelen ser mas resistentes a las condiciones ambientales que las bacterias
(INVAM, 2011).

Las micorrizas tienen una amplia distribucion geogréfica (Mosse, 1973), estan presentes
en todos los continentes y en la mayoria de los ecosistemas terrestres (Hall, 1979).

De acuerdo con la formacion de sus estructuras, dentro o fuera de la planta, se han descrito
siete tipos siguiendo criterios estructurales, funcionales y taxondmicos y estos tipos son:
ectomicorrizas, endomicorrizas 0 micorrizas arbusculares, ectoendomicorrizas,

arbutoides, monotropoides, ericoides y orquidioides (Aguirre et al. 2009).

Los hongos micorrizicos méas utilizados como biofertilizante son los de tipo
endomicorrizas o también llamados MA que tienen la propiedad de penetrar la corteza de
la raiz y son capaces de explorar mayor volumen de suelo y llegar a sitios inalcanzables

para la raiz (Alarcon y Ferrera, 2000).

Las endomicorrizas se agrupan en el filo Glomeromycota, clase Glomeromycetes, en el
cual se encuentran 4 Ordenes: Archaeosporales con 3 familias (Ambisporaceae,
Archaeosporaceae y Goesiphonaceae), Glomerales con 2 familias (Claroideoglomeraceae,
Glomeraceae), Diversisporales con 5 familias (Acaulosporaceae, Diversisporaceae,
Gigasporaceae, Pacisporaceae, Sacculosporaceae), Paraglomerales con 2 familias
(Paraglomeraceae, Pervetustacceae), dando en conjunto un total de 37 géneros y 315
especies (Schiipler y Walker 2010).

El ciclo de vida de las MA inicia con la germinacion en el suelo de las esporas que crecen
al azar en busca de una raiz susceptible a ser colonizada, es decir, requieren de un sistema

radical vivo para completar su ciclo bioldgico, por lo que se consideran simbiontes
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obligados. Las MA forman simbiosis con el 80% de las familias de plantas, excepto las
familias de plantas: Chenopodiaceae, Cruciferaceae, Fumariaceae, Cyperaceae,
Commelinaceae, Urticaceae y Poligonaceae (Gerdemann, 1975; Olalde y Serratos,
2004; HaiRu et al. 2012).

Las MA juegan un papel importante en la absorcion de fésforo (P) y zinc (Zn) en
diferentes cultivos. Ademas, inducen resistencia contra las enfermedades transmitidas por
el suelo y de manera foliar, también mejoran las caracteristicas fisicas del suelo y proveen
una mayor tolerancia a la sequia y al estrés salino. Todas estas caracteristicas son
importantes para que la agricultura se desarrolle con éxito en condiciones semiaridas
(Raviv, 2010).



Material y métodos

Zona de estudio

La zona de estudio se delimito al municipio de Atlixco en el estado de Puebla, México.
Este municipio es privilegiado ya que se encuentra en medio de dos valles, hacia el
Noroeste se encuentra el valle de Puebla y hacia el este el valle de Atlixco. Atlixco se
encuentra en la falda del volcan Popocatépetl por lo cual el suelo es rico en materia
organica, cuenta con una altitud promedio de 1840 msnm (Figura 1). Se seleccionaron
cinco sitios de estudio al azar en parcelas ubicadas sobre la carretera direccién Axocopan-
Coyula, las parcelas seleccionadas se cultivaban de manera artesanal, es decir, no se

utilizaba maquinaria, fertilizantes o insecticidas quimicos, lo cual garantizaba que se

encontraran una amplia variedad de especies de MA presentes en el suelo.

Figura 1. Area de muestreo. Muestreos realizados en la zona de Axocopan y Coyula pertenecientes al

municipio de Atlixco, Puebla.

Disefio de muestreo de suelo
Se colectaron muestras compuestas de suelo de cada una de las parcelas seleccionadas.
Para lo anterior en cada una de las parcelas se realiz6 un muestreo dirigido escogiendo
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cuatro puntos en los cuales mediante inspeccion visual se determin6 que el grado de
desarrollo fisioldgico del frijol era mayor en esa zona en comparacion con el resto de la
huerta. De cada una de esas areas se tomo una muestra de %2 kg de suelo del perfil B junto
con raices de las plantas que se encontraban a su alrededor. Al final del muestreo se obtuvo
una muestra compuesta de dos kilogramos por cada parcela muestreada, dando un total de
diez kilogramos al final del muestreo. Se realizé la caracterizacion fisicoquimica del suelo
de las muestras obtenidas en campo, este procedimiento se realizd en la estacion
experimental del Zaidin, dentro del analisis de caracterizacion del suelo se midieron el

porcentaje de materia orgénica, contenido de nitrégeno, fosforo y potasio, pH y textura.

Aislamiento e identificacion de MA
El aislamiento de esporas de MA se realiz6 de acuerdo con la metodologia propuesta por

Gerdemann y Nicolson 1963.

Las esporas aisladas se observaron al estereoscopio y al microscopio con el fin de observar
las caracteristicas morfoldgicas de cada una. El suelo sobrante se almacend a 4°C en

bolsas tipo ziploc.

La identificacion taxondmica se baso en la morfologia de las esporas utilizando la guia
descriptiva de la International Culture Collection of (Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal
Fungi, INVAM, ademas se utilizaron las claves taxonémicas de Schenk y Pérez 1990.
Las caracteristicas morfoldgicas que permitieron una correcta identificacion fueron: forma
de la espora, diametro ecuatorial, didmetro meridional, color de espora, tipo de insercion
de la hifa en la espora, estructura de la pared de la espora y numero de capas de la pared

de la espora.

Reproduccion de MA

Para reproducir las MA las especies identificadas se separaron por especie y sitio de
colecta de procedencia y a esto se le denominé “aislamiento” y se les asigno una clave.
Todas las esporas de cada aislamiento se colocaron en macetas de 1 kg con mezcla de
suelo-arena (2:3) previamente esterilizado; en cada una de las macetas se sembraron 3
semillas desinfectadas de frijol var. Pinto americano y se colocaron en una camara de
crecimiento a 24°C con 12/12 horas luz/oscuridad. La disposicion de las macetas en la

camara de crecimiento fue al azar.
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Se dejaron crecer las plantas de frijol hasta que completaran su ciclo fisiologico para
posteriormente retirar la parte aérea y volver a sembrar. Este procedimiento se realizé en
total por tres ciclos fisiologicos de frijol. Al final del tercer ciclo se procesaron las

muestras para estimar la reproduccién de los aislamientos.
Se midieron las siguientes variables fisioldgicas: AP, LR, PFP, PSP, PFR y PSR.

Para medir la colonizacion, se tifieron las raices utilizando la metodologia propuesta por
Phillips y Hayman 1970. Posteriormente se mididé la micorrizacion en porcentaje
utilizando el método de “presencia o ausencia de infeccion en el segmento total de la raiz”

propuesto por Hayman 1970.

Adicionalmente se determiné el nimero de esporas por cada 10 gramos de suelo de cada
uno de los aislamientos, las esporas se separaron utilizando una modificacion al método
de tamizado y decantacion segun Gerdemann y Nicolson 1963. Para realizar el conteo se
parti6 de 250 g de suelo disueltos en un litro de agua corriente, posteriormente la
suspension se pasé por tamices de 500, 250, 150 y 40 micras de apertura, a continuacion,
se colectaron 40 ml de los Gltimos dos tamices y se contd el nimero de esporas presente
en 5 ml para posteriormente escalar el nimero de esporas a un litro y dividirlo entre el
namero de gramos que se utilizaron en la disolucion, para esta investigacion 250 g. Lo

anterior se resume en la siguiente formula:
((Namero de esporas contadas en 5ml) (1000) / (5) / (250)) (10)

Los datos recabados de los diferentes parametros analizados se sometieron a un analisis
ANOVA de una via y posteriormente se realizd una comparacion de medias Tukey
(P<0.05).

El analisis de los resultados de crecimiento de frijol permitid hacer una seleccion para

determinar los aislamientos de MA que se escalaron a pruebas en invernadero.
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Resultados

Estructura y textura de suelos
Los suelos colectados presentaron un alto porcentaje de materia organica y contenido de
potasio. Destaca la alcalinidad del suelo. Todos los suelos muestreados presentaron
textura arcillo arenoso (tabla 1).

Tabla 1. Composicidon de los suelos muestreados en las localidades de Axocopan y Coyula, pertenecientes

al municipio de Atlixco, Puebla.

Muestra (gﬂrggen?ga MHTEGERG | [FISTE00 )| FOEET pH Textura Localidad
(%) (%) (ppm) | (PPmM)
1 18.7 0.22 40.3 210 8.2 Arcillo arenoso Axocopan
2 32.5 0.18 38.5 189.7 |1 8.6 | Arcillo arenoso Axocopan
3 40.3 0.16 324 225.8 [8.5] Arcillo arenoso Axocopan
4 25.7 0.24 41.2 224.9 | 7.9 Arcillo arenoso Coyula
5 31.3 0.18 39.3 215.6 | 8.6 Arcillo arenoso Coyula

En la tabla 2 se observan las caracteristicas morfoldgicas y las mediciones realizadas de
las esporas aisladas de las distintas localidades de estudio. Rhizophagus intraradices fue
la especie de MA identificada que se encontrd presente en todas las muestras analizadas.
Gigaspora albida fue la segunda especie identificada con mayor frecuencia,

Funneliformis mosseae solo se identificé en un sitio de muestreo.
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Aislamiento e identificacion de MA

Tabla 2. Caracteristicas morfologicas utilizadas para la determinacién de la especie de MA presentes en las diferentes muestras de suelo y los resultados obtenidos
en las esporas aisladas.

*G-S=Globosa, subglobosa; E=Eliptica

Muestra | Color Forma* | Diametro Diametro Insercion de | Pared de la | Capas de la | ID especie Localidad
Ecuatorial Meridional la hifa espora pared de la
(Hm) (pm) espora

1 Café, G-S, E 105.1£0.2 104.47+0.5 | Simple Sin 3 Rhizophagus Axocopan
amarillo irregularidades intraradices
Hialino, | G-S 211.2+0.3 207.9+0.7 Bulbo, célula | Sin 3 Gigaspora albida | Axocopan
crema espordgenea | irregularidades

2 Café, G-S, E 120.2£0.5 122.1+0.5 Simple Sin 3 Rhizophagus Axocopan
amarillo irregularidades intraradices
Café E 1504+ 0.6 | 152.8+0.7 n/a Irregular 1 Sclerocystis Axocopan
0scuro coremioides
Café, G-S 180.7+0.6 | 1743+0.7 Septo Irregular 3 Funneliformis Axocopan
amarillo mosseae

3 Naranja, | E 1145+ 05 110.8+ 0.6 n/a Irregular 1 Sclerocystis Axocopan
rojizo coremioides
Café G-S, E 92.3+05 93.7+£0.8 Simple Sin 3 Rhizophagus Axocopan
0scuro irregularidades intraradices

4 Café, G-S, E 1325+£0.5 130.2+0.8 Simple Sin 3 Rhizophagus Coyula
amarillo irregularidades Intraradices
Amarillo, | G-S 231.4+0.6 2355+0.3 Bulbo, célula | Sin 3 Gigaspora albida | Coyula
hialino esporogenea | irregularidades

5 Naranja | G-S,E | 122.7+0.6 120.4+0.3 Simple Sin 3 Rhizophagus Coyula
rojizo irregularidades intraradices
Amarillo, | G-S 223.3+0.6 218.6 +0.5 Bulbo, célula | Sin 3 Gigaspora albida | Coyula
hialino esporogenea | irregularidades
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En la figura 2 se puede observar al detalle la morfologia de algunas de las especies que se
identificaron. Como se puede observar Sclerocystis coremioides es una especie que se
presenta en esporocarpo, en la Figura 2C se observa la disposicion de las esporas dentro
del esporocarpo. En la Figura 2D se observa el bulbo en la insercion de la hifa

caracteristico de la especie Gigaspora albida.

C

Figura 2. Especies de MA identificadas procedentes de las muestras de suelo obtenidas en el estado de
Puebla. A. Rhizophagus intraradices; B. Funneliformis mosseae; C. Sclerocystis coremioides D. Gigaspora
albida.

Se obtuvieron 11 aislamientos en total de 4 especies en las 5 muestras de suelo colectadas.
A cada uno de los aislamientos se les asigné una clave dependiendo de la especie vy el

lugar de colecta como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Aislamientos de las distintas muestras de suelo con su identificador interno.

Muestra Especie Identificador
1 Rhizophagus intraradices M1 RI
1 Gigaspora albida M1 _GA
2 Funneliformis mosseae M2_FM
2 Rhizophagus intraradices M2_RI
2 Sclerocystis coremioides M2_SC
3 Rhizophagus intraradices M3_RI
4 Gigaspora albida M4_GA
4 Rhizophagus intraradices M4_RI
5 Rhizophagus intraradices M5 _RI
5 Gigaspora albida M5 GA
5 Sclerocystis coremioides M5_SC
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Evaluacion de la micorrizacion por los aislamientos de MA 'y su efecto en frijol
En el anexo 1 se pueden consultar las tablas ANOVA vy las tablas de comparacion de

medias.

Los resultados mostraron que existen diferencias significativas (P<0.001) en la variable
de altura de la planta entre los distintos aislamientos, en la figura 3 se observan las
diferencias en AP (45 dds), los aislamientos M4 _RI, M5 Rl y M2_SC obtuvieron los
valores medios mas altos; contrario a los aislamientos M1_RI, M2_FM, M2_RI, M3_RI

y M5_GA que obtuvieron los valores medios mas bajos.

Figura 3. Diferencias de altura de las plantas de frijol micorrizadas con los aislamientos de MA.

En cuanto ala LR el aislamiento M4 _RI se diferenci¢ estadisticamente del resto (P<0.001)
de los aislamientos, obteniendo el valor medio mas alto en esta variable, por otra parte,

M2_RI presento el valor medio mas bajo de LR (figura 4).
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Figura 4. Diferencias de longitud de raiz entre aislamientos de MA en plantas de frijol.

Contrario a los resultados anteriores, en el PFP el aislamiento M2_RI se diferencio
estadisticamente del resto de aislamientos (P<0.001). M5_SC de S. coremioides obtuvo el

valor medio mas bajo (Tabla 4).

Tabla 4. Diferencias en PFP entre aislamientos de MA en plantas de frijol.

Aislamiento PFP (g)
M1 RI 3.52 + 0.065 bc
M1 GA 4.12 + 0.200 bc
M2_FM 4.27 + 0.085 abc
M2_RI 549+0.125a
M2_SC 3.85+0.225 bc
M3_RI 4,17 +0.135 be
M4_GA 4.61 + 0.390 ab
M4_RI 3.58 + 0.225 he
M5_RI 4.56 + 0.080 ab
M5_GA 4.67 +0.315 ab
M5_SC 3.22+0.280 ¢c

En la figura 5 se observan las diferencias entre el PFR, el aislamiento M5_RI obtuvo el

mayor valor y se diferencio estadisticamente del resto de aislamientos (P<0.001).
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Figura 5. Diferencias en peso fresco de raiz entre aislamientos de MA en plantas de frijol.

En la figura 6 se observan las diferencias en PSP. M2_FM (F. mosseae) y M4_GA (G.

albida) fueron los aislamientos con mayores valores de este parametro y tuvieron una

diferencia significativa con del resto de aislamientos (P<0.012).

Figura 6. Diferencias en peso seco de parte aérea entre aislamientos de MA en plantas de frijol.

En la figura 7 se observa que en cuanto a PSR, el aislamiento que se diferencié del resto

fue el M1_GA. En el resto de los aislamientos no hubo diferencias significativas

(P<0.001).
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Figura 7. Diferencias en biomasa de raiz entre aislamientos de MA en plantas de frijol.

El porcentaje de micorrizacion fue significativamente mayor en los aislamientos de R.
intraradices (P<0.001) destacando el aislamiento M3_RI que obtuvo el valor medio mas
alto con 84%, por el contrario, el aislamiento M2_SC de S. coremioides obtuvo el menor

valor de micorrizacion con 54% (figura 8).
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Figura 8. Diferencias en porcentaje de micorrizacion entre aislamientos de MA en plantas de frijol.

Se presentaron diferencias significativas (P<0.001) en el conteo de esporas por 10 g de
suelo. El aislamiento M1_RI obtuvo el mayor nimero de esporas con 31, en tanto que los
valores mas bajos fueron de los aislamientos M1_GA, M2_RIly M5_GA con 4.33 esporas

por gramo (figura 9).
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Figura 9. Diferencias en esporas por 10 gramos de suelo entre aislamientos de MA en plantas de frijol.

20



Discusion

Existen 315 especies clasificadas dentro de las MA, si bien dentro de este estudio se
esperaba encontrar una alta diversidad de MA, solo se identificaron 4 especies. Son pocas
las referencias que existen donde se explore la diversidad de especies de MA en
leguminosas y casi nulos en frijol, por lo tanto, las especies aqui descritas aportan nuevo

conocimiento sobre el microbiota presente en P. vulgaris.

Diversos autores han demostrado que la diversidad de hongos en el suelo depende de la
especie vegetal, ya que a través de las raices exuda hormonas de sefializacion que activan
los procesos de germinacién de las esporas y esas sefializaciones suelen ser especificas
para ciertos géneros o incluso ciertas especies. Por lo tanto, la selectividad de las plantas
para con los microorganismos y las condiciones fisicoquimicas particulares de cada tipo
de suelos, forman un “filtro” de especies de MA con las cuales poder hacer simbiosis
(Lekberg y Waller 2016; Opik y Peay 2016).

Se han realizado distintos estudios explorando la diversidad de especies de MA asociadas
a la rizosfera de la soya (Glycine max). Garcia et al. 2018 realizaron un estudio en zonas
de cultivo de la region central de Argentina e identificaron 8 especies de MA coincidiendo
con esta investigacion la identificacion de la especie G. albida. Souza et al. 2017
realizaron un estudio en la region de Brasilia en Brasil con el objetivo de determinar la
diversidad de MA en soya tanto en campos con practicas agricolas tradicionales como de
agricultura intensiva, estos autores encontraron un total de 58 especies, coincidiendo con

esta investigacion en la identificacion de F. mosseae, S. coremioides y R. intraradices.

Kjgller y Rosendahl 2001 determinaron la diversidad de especies del género Glomus
utilizando PCR anidado de muestras de suelos donde se cultivaba chicharo en Dinamarca.
Identificaron un total de seis especies entre las que destacan G. mosseae (sinénimo de F.
mosseae) y G. intraradices (sinénimo de R. intraradices), especies encontradas también

en esta investigacion.

Elhazzat et al. 2018 estudiaron la diversidad de AM en seis sitios productores de
garbanzo en Marruecos, encontrando un total 12 especies, identificaron la especie R.

intraradices y una especie perteneciente al genero Gigaspora.
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Abdel-Fattah 1997, realiz6 un estudio inoculando MA en cultivo de soya, la especie que
utilizo fue F. mosseae con plantas de soya en suelo esterilizado, obteniendo valores altos
en produccion de biomasa, lo cual concuerda con los resultados obtenidos, sin embargo,
se difiere en cuanto al nivel de micorrizacion ya que este autor reporta niveles de
micorrizacion por arriba del 30% siendo que en los resultados que se obtuvieron los

aislamientos de F. mosseae no superaron el 25%.

Mahanta et al. 2018 realizaron un estudio durante dos afios donde se midieron las
propiedades fisicas de la raiz, asi como la capacidad de absorcion de fosforo en cultivo de
soya inoculado con MA en la India. Dentro de sus resultados reporta diferencias
significativas en la biomasa de raiz en los cultivos inoculados con MA con respecto a los
no inoculados, siendo las parcelas inoculadas las que presentaron una mayor biomasa,
ademas de una mayor absorcion de fosforo. Estos resultados concuerdan con lo aqui
presentado.

Kucey y Paul 1983, realizaron un estudio en haba para determinar el nUmero 6ptimo de
esporas en el suelo como indicador de una comunidad sana de MA. Estos autores
determinan un nimero minimo de 4 esporas por 10 gramos de suelo, estos resultados
concuerdan con los obtenidos en esta investigacion donde el nimero minimo de esporas

por 10 gramos de suelo fue de 4 para todos los aislamientos de MA evaluados.

Dentro de los resultados obtenidos en los distintos parametros tanto fisiolégicos como de
micorrizacion evaluados se determind que los aislamientos M1_RI, M1_GA, M4 Rl y
M5_SC fueron los que presentaron resultados méas consistentes, por lo cual estos
aislamientos se utilizaron para llevarlos a pruebas de invernadero con el objetivo de

compararlos con tratamientos tanto testigo como fertilizados.
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Capitulo 2. Evaluacion de la simbiosis de MA nativas con frijol var. Pinto americano

y su influencia en el desarrollo fisioldgico bajo condiciones de invernadero

Resumen

Con el fin de determinar la influencia de las MA en el desarrollo fisiologico del frijol se
utilizaron cuatro aislamientos previamente seleccionados por su capacidad de
micorrizacion mostrada en camaras de crecimiento y se llevaron pruebas a nivel de

invernadero.

El ensayo consistid en un testigo absoluto, un tratamiento fertilizado y cuatro tratamientos
de MA. Se estandarizd el nimero de esporas a un minimo de 20 esporas para cada

tratamiento de MA. El disefio experimental fue completamente al azar.

El muestreo se realizd 45 dias después de la siembra. Las variables que se midieron fueron:
AP, LR, PSP, PSR, clorofila (unidades SPAD) y porcentaje de micorrizacidn en raiz para

los tratamientos a base de MA.

Se realizo un analisis de ANOVA vy posteriormente una comparacién de medias Tukey
(P<0.05), los resultados mostraron que hubo diferencias significativas en todas las
variables analizadas excepto en la LR. En cuanto a la AP el tratamiento M4_RI presento
una media mayor al resto; en PSP y PSR los tratamientos a base de MA igualaron o
superaron a los valores obtenidos por el tratamiento fertilizado; respecto a las unidades de
clorofila no hubo diferencias significativas entre el tratamiento fertilizado y tres
tratamientos de MA; en porcentaje de micorrizacion el tratamiento M4_RI se diferencid
significativamente del resto de los tratamientos con MA.

En lineas generales el aislamiento M4 _RI present6 un alto nivel de micorrizacion ademas
de propiciar un mejor desarrollo fisiolégico, por lo cual, fue la MA seleccionada para
realizar el analisis de la simbiosis bajo diferentes tipos de estrés abiotico.
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Introduccion

Dentro de la asociacion simbiotica el macrosimbionte (la planta) se beneficia al
incrementar el area de exploracion del suelo, gracias a la red de hifas del hongo
micorrizico que tienen la capacidad de transportar agua y nutrientes de la interfase del
suelo. Por otra parte, el microsimbionte (el hongo) usa el carbon que la planta le provee
de sus funciones fisioldgicas (Yaseen et al. 2016).

En el caso particular de la asociacion entre MA y leguminosas, diversos estudios han
reportado ventajas entre plantas micorrizas y no micorrizadas en suelos deficientes de
fésforo lo cual se refleja en un incremento en la nodulacién de raices y fijacion del
nitrégeno, asi como una mayor actividad nitrogenasa (Chen et al. 2005; Duponnois 2005;
Athar 2005).

Se han utilizado MA en plantas de garbanzo encontrandose aumentos en PSP y PSR, asi
como, incrementos en el contenido de clorofila y contenido de nutrientes (Fonseca et al.
1993; Bhattacharjee y Sharma 2012). Otros aspectos para considerar que presentan las
plantas de leguminosas estando en asociacion con MA son: incremento de produccion,
mayor colonizacion en raiz, incremento en biomasa, incremento en la toma de nutrientes
(Murat et al. 2011; Jain et al. 2007; Rahman et al. 2008; Singh y Singh 2010).

El objetivo en esta etapa de la investigacion fue determinar que aislamientos de MA
previamente seleccionados de los resultados obtenidos en las camaras de crecimiento se
asociaban de manera éptima con las plantas de frijol, determinando esto a través de la

medicion de pardmetros de crecimiento fisiologico y de micorrizacion.
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Material y métodos

Condiciones experimentales

El ensayo a nivel de invernadero se llevo a cabo de acuerdo con los tratamientos
especificados en la Tabla 5. Se utilizaron 10 semillas de frijol var. Pinto americano para
cada tratamiento. Para los tratamientos a base de micorrizas la inoculacion se realiz6
directo en la semilla con 10g de suelo proveniente de los aislamientos previamente

seleccionados.

Tabla 5. Caracteristicas de los tratamientos utilizados para la prueba de efectividad de la micorrizacion a

nivel de invernadero en plantas de frijol var. Pinto americano.

Tratamiento Caracteristicas

Fertilizado Fertilizacion 40-60-00

Testigo Testigo absoluto

M1 RI R. intraradices proveniente de la zona de muestreo 1. 31 e/10g
M1_GA G. albida de la zona de muestreo 1. 4.33 e/10g

M4_RI R. intraradices de la zona de muestreo 4. 19.66 e/10g

M5_SC S. coremioides de la zona de muestreo 5. 9 e/10g

Se utilizaron macetas de 1.5kg con mezcla de suelo:arena 2:3 previamente esterilizado a
120°C a 20 psi por 15 minutos, en total se utilizaron 10 macetas por tratamiento. El
proceso de esterilizacion se realizé 3 veces. En cada maceta se sembré una semilla. En el
caso de las macetas pertenecientes al tratamiento fertilizado, la fertilizacion se realizé
directamente en el suelo antes de la siembra y de acuerdo con la dosis recomendada por
Martinez et al. 2008.

El ensayo se puso entre los meses de abril y mayo, con una oscilacién de temperaturas
entre los 18 a 29°C. Las plantas se regaron 2 veces por semana con 150 ml de agua

corriente. El ensayo se mantuvo en crecimiento durante 45 dias.

El disefio experimental fue completamente al azar con 10 repeticiones para cada

tratamiento.
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Muestreo y andlisis de datos
El muestreo se realizd 45 dias después de la siembra, los pardmetros que se midieron
fueron: AP, LR, PSP, PSRy clorofila (medida con el equipo SPAD 502 minolta).

Para medir la colonizacion, se tifieron las raices utilizando la metodologia propuesta por
Phillips y Hayman, 1970. Posteriormente se midio la micorrizacién en porcentaje
utilizando el método de “presencia o ausencia de infeccion en el segmento total de la raiz”

propuesto por Hayman, 1970.

Los datos se sometieron a analisis ANOVA de una via y posteriormente a una
comparacion de medias Tukey (P<0.05) con el paquete estadistico IBM SPSS ver. 20,
para determinar las diferencias significativas entre los distintos tratamientos y las

variables analizadas.

26



Resultados

En el anexo 2 se pueden consultar las tablas ANOVA vy las tablas de comparacion de

medias.

Para la variable AP, las plantas del tratamiento M4_RI presentaron una altura mayor

(59.91cm), diferencidndose significativamente del resto (P<0.001), seguido por el

tratamiento fertilizado (50.12cm) que obtuvo mayores alturas que los restantes tres

tratamientos a base de MA. El testigo obtuvo los valores mas bajos (figura 10).

AP (cm)

M5_SC

5 M4_RI

M1_RI

M1_GA

Testigo Fertilizado

Figura 10. Diferencias en altura de la planta entre los diferentes tratamientos a nivel de invernadero.

0.561 (tabla 6).

Respecto a la LR no hubo diferencias significativas, P

, mediante el analisis estadistico no se

Tabla 6. LR entre los diferentes tratamientos a nivel de invernadero

encontraron diferencias significativas (P

0.561).

Tratamiento

LR

+4.326 a

24.47

Testigo
Fertilizado

27.73+4.239a
31.87+1.784 a

M1_GA

M1_RI

26.15+5480a
28.93+6.953 a

M4_RI

M5_SC

30.88 +5.599 a

En PSP los tratamientos M1_GA, M4_RI, y M5_SC obtuvieron los valores medios mas

altos (0.81, 0.85, 0.78g respectivamente) y se diferenciaron significativamente del resto

(P<0.001), el tratamiento M1_RI no obtuvo diferencias significativas con el tratamiento

fertilizado, el testigo absoluto obtuvo el valor més bajo y se diferencio significativamente
27

del resto, P<0.001 (figura 11).
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Figura 13. Valores medios obtenidos en clorofila (unidades SPAD) entre los diferentes tratamientos a nivel

de invernadero.
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Discusion

En el microbiota presente en el suelo se encuentran una gran diversidad de especies de
bacterias tanto noduladoras y/o solubilizadoras de fosforo o nitrégeno, ademas de hongos
solubilizadores y MA. Si bien estas interacciones con las leguminosas son en beneficio y
apoyan el crecimiento de las plantas en condiciones de escases de nutrientes y agua, se ha
reportado la preferencia de las especies de leguminosas con MA principalmente por la
facilidad que le confieren estas a la absorcion de fosforo, componente esencial para las
leguminosas (Sprent y James 2007; Mohammadi et al. 2011). Lo anterior nos puede dar
una explicacion de porque las MA utilizadas en este trabajo tienen un alto porcentaje de
colonizacion y de beneficios fisiologicos para las plantas de frijol var. Pinto Americano

en comparacion con el tratamiento testigo y fertilizado.

En general los pardmetros de desarrollo fisioldgico analizados en este trabajo fueron
influenciados positivamente por la inoculacion con MA, exceptuando la longitud de raiz
donde no se encontraron diferencias significativas, estos resultados concuerdan con lo
expuesto por Mortimer et al. 2012 quienes inocularon arboles de Acacia cyclops con MA
obteniendo incrementos en biomasa, pero no encontraron diferencias en longitud de raiz.
Aguirre et al. 2009 mencionan que el incremento de longitud o biomasa de raiz no
siempre se ve reflejado en plantas inoculadas con MA debido a la capacidad de absorcion
de las hifas del hongo y que de cierta manera sustituyen la funcion propia de las raices,

por lo cual las plantas no desarrollan raices muy largas para poder absorber nutrientes.

Otros autores han relacionado el uso de MA con un mayor nimero de nodulos, contenido
de fésforo, biomasa y rendimiento de grano que, en sus contrapartes no inoculados, esto
debido principalmente a la capacidad de absorcion de las hifas de iones de fosforo y
nitrégeno que pasan a las plantas (Alloush et al. 2000; Pellegrino y Bedini 2014).

Como se observa en los resultados existe una inconsistencia entre el porcentaje de
micorrizacion de cada MA con los distintos parametros fisiologicos evaluados, es decir,
que altos porcentajes de micorrizacion no siempre se traduce en un mayor desarrollo
fisiolégico, por lo tanto, es importante ser mesurado al momento de trabajar con MA ya
gue no siempre son una opcién para utilizarse como biofertilizante. Este tipo de

inconsistencias han sido anteriormente reportadas en estudios con frijol comun. Ibijbijen
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et al. 1996 utilizo cuatro especies diferentes de MA (Glomus clarum, G. etunicatum, G.
manhiotis y Gigaspora margarita), con tres variedades diferentes de frijol comdn
(Carioca, Negro Argel y Rio Tibagi), estos autores reportan que de manera general la
media de biomasa se incremento con el uso de MA, pero no encontraron una relacion con
otros valores medidos como porcentaje de micorrizacion y aumento de captacion de

fésforo y nitrégeno.

Los porcentajes de micorrizacion aqui obtenidos estan por encima del 48% para el
tratamiento en el que hubo menos colonizacion (M5_SC) hasta 63.4% para el tratamiento
mas colonizado (M4_RI); Aguirre et al. 2009 inocularon plantas de frijol y maiz con un
ecotipo de R. intraradices obteniendo valores superiores al 40% de colonizacion, pero sin
llegar a valores de colonizacién como los reportados aqui de 63.4%, aun y cuando se
utilizé la misma especie de MA. Lo anterior nos indica la importancia de los ecotipos y la
variabilidad que se puede presentar al trabajar con dos organismos vivos, de diferente

reino bioldgico y que ademas tienen que formar una asociacion ecologica.

En lineas generales el aislamiento M4_RI present6 un alto nivel de micorrizacion ademas
de propiciar un mejor desarrollo fisiolégico, por lo cual, fue la MA seleccionada para

realizar el andlisis de la simbiosis bajo diferentes tipos de estrés abidtico.
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Capitulo 3. Determinacion de la influencia de la micorrizacién en el desarrollo
fisiologico de plantas de frijol var. Pinto americano bajo condiciones de estrés

hidrico.

5.3.1 Resumen

La escasez de agua es uno de los factores abioticos mas limitantes para la produccion de
cultivos en todo el mundo. Con el cambio climético cada vez son mas largos los periodos
de sequia y las lluvias mas escasas. Lo anterior provoca que se vea comprometida mas del

40% de la superficie cultivable del mundo.

Ante esta situacion esfuerzos se han enfocado al uso de diferentes herramientas para
mitigar los efectos negativos de la escasez de agua. En afios recientes ha vuelto a tomar
importancia el uso de MA debido a que se conoce la capacidad de estos hongos de proveer
de nutrientes y agua a la planta que coloniza. Sin embargo, no se conoce del todo bien
como funciona esta interaccién bioldgica y suele haber resultados diferentes debido al
poco conocimiento sobre que especies de MA son mayormente elegidas por las distintas

especies de plantas que pueden colonizar.

En este trabajo se utiliz6 un aislamiento de R. intraradices aislado de la rizosfera del frijol
y con capacidad probada de colonizacion a plantas de P. vulgaris. El disefio fue factorial
2x3 al azar, evaluandose el PSP, PSR y variables de micorrizacién tanto en plantas
inoculadas como no inoculadas que crecieron en diferentes volumenes de riego (50, 25y
12.5 ml de agua). Los datos obtenidos se sometieron a un ANOVA y a una comparacion
de medias de Tukey (P<0.005). En lineas generales se encontré que las plantas
micorrizadas producen una mayor biomasa que sus contrapartes no micorrizadas en
cualquiera de los tres volumenes de riego. Ademas, se constat6 que un nivel moderado de
estrés hidrico promueve una mayor micorrizacion lo cual supone una mayor adaptacién
de la planta a condiciones de sequia. Se discuten las posibles interacciones tanto
morfoldgicas como bioguimicas que suceden en las micorrizas expuestas a condiciones

de escasez de agua.
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Introduccion
La escasez de agua es uno de los factores abidticos que tienen mas efectos negativos en la
produccién de alimentos. Mas del 40% de la tierra cultivable en el mundo esta sujeta a

cierta escasez de agua (Singh et al. 2012).

Durante la sequia las plantas cambian su metabolismo con el fin de mantener un alto
potencial hidrico en sus tejidos. Este tipo de adaptaciones fisioldgicas le confieren a la
planta una resistencia a la sequia. Sin embargo, otros factores como la cantidad de dias sin
agua o el estado fenoldgico en el cual se encuentra una planta puede implicar limitaciones

en esta resistencia a la sequia (Blum 2005; Gong et al. 2013).

Con el fin de aminorar los efectos negativos en la agricultura por los cada vez mas
prolongados periodos de sequia varios esfuerzos se han enfocado a estudiar el papel de
los microorganismos del suelo que directa o indirectamente benefician a las plantas
ademas del beneficio que estos aportan en la retencion de humedad en el suelo (Power y
Mills 1995). Dentro de los diferentes microorganismos que componen la rizosfera se ha
puesto particular interés en los hongos MA de los cuales se tiene conocimiento que las
hifas de este hongo funcionan como extensiones de las raices de las plantas ya que tienen
la capacidad de absorber diversos nutrientes y agua presentes en el suelo (Auge 2004;
Subramanian et al. 2006; Smith y Read 2008), ademas bajo condiciones de estrés
hidrico las MA capturan méas cobre y fésforo (Al-Karaki y Clark 1998). Dentro de los
parametros fisioldgicos que se ven influenciados por la micorriza en condiciones de estrés
hidrico se encuentran: incremento de la conductancia estomatal mediada por acido
abscisico, aumento del potencial del agua en hoja, aumento de pigmentos fotosintéticos,
incremento de la fotosintesis, aumento de aquaporinas, e incremento de nitrato reductasa

y glutaminsintetasa (Sharma et al. 2015).

Las particulares caracteristicas de esta asociacion ecoldgica mediada por hongos han
detonado lineas de investigacion que tienen por objetivo eficientizar el uso de fertilizantes
y agua, retener la humedad en suelos, asi como mejorar la estructura de este. Sin embargo,
se presentan varias limitantes al uso comercial de estos hongos, destacando la falta de

conocimiento sobre que especies de plantas son mas susceptibles a la micorrizacion con
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que especies de hongos, como se media esta interaccion y cuales son los beneficios reales

de emplear esta tecnologia (Gianinazzi y Vosatka 2004).

Por lo anterior en este capitulo se tiene por objetivo validar el efecto de R. intraradices
hongo nativo aislado de la rizosfera de P. vulgaris con capacidad de alta colonizacién
hacia esta planta y evaluar mediante un ensayo en invernadero la resistencia de esta
simbiosis a estrés hidrico, tomando en cuenta variables de desarrollo de las plantas

(biomasa) y variables de micorrizacion.
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Material y métodos

Bioensayos en invernadero

El experimento de estrés hidrico se realiz6 con los tratamientos especificados en la tabla
1.

La mezcla de sustrato utilizado fue tierra:arena 2:3 esterilizada. Se utilizaron semillas de
frijol var. Pinto americano previamente desinfectadas, que se dejaron crecer en charolas
de germinacion. Las plantulas se retiraron al quinto dia. De manera visual se seleccionaron
30 plantas para pasarlas a macetas, la seleccion se realizo con el fin de descartar aquellas
semillas que no germinaron o plantulas que presentan un desarrollo fisiolégico menor o

por encima de la media.

Se utilizaron 5 macetas por tratamiento cada maceta con 150 g de sustrato cada una. Para
los tratamientos inoculados se utilizd6 1 gramo de in6culo por maceta, cada gramo
conteniendo 8 esporas de M4_RI. En cada maceta se sembr6 una plantula, dando un total

de 30 macetas. La saturacion del suelo se determind a 50ml de agua.

El disefio experimental consistid en un sistema factorial completamente al azar 2x3. El
primer factor comprendio suelo inoculado y no inoculado con M4_RI, el segundo factor
consistio en la saturacion del sustrato, 100, 50 y 25%.

Tabla 7. Tratamientos utilizados y especificaciones de cada uno para la prueba de efectividad de la

micorrizacion bajo estrés hidrico a nivel de invernadero en plantas de frijol var. Pinto americano.

Tratamiento Caracteristicas

Ctrl NI Control, no inoculado, saturado 100%, 50 ml de agua
Ctrl Control, inoculado, saturado 100%, 50 ml de agua
H50 NI No inoculado, saturado 50%, 25 ml de agua

H50 I Inoculado, saturado 50%, 25 ml de agua

H25 NI No inoculado, saturado 25%, 12.5 ml de agua

H25 1 Inoculado, saturado 25%, 12.5 ml de agua

El experimento se realiz6 en el mes de marzo y abril, con una oscilacion de temperaturas

entre los 17 a 28°C. Las plantas se regaron cada tercer dia con el volumen de agua
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correspondiente para cada tratamiento. El ensayo se mantuvo en crecimiento durante 35

dias.

Muestreo y analisis de datos

Las variables que se midieron fueron: PSP, PSR, porcentaje de micorrizacion, A%y M%.

Para determinar la intensidad de la micorrizacion y la abundancia de arbusculos se utilizd
la metodologia propuesta por Trouvelot et al. 1986, los resultados finales se calcularon
utilizando el programa informatico mycocalc (ver. 1.0).

Para medir la colonizacion, se tifieron las raices utilizando la metodologia propuesta por
Phillips y Hayman, 1970. Posteriormente se midié la micorrizacion en porcentaje
utilizando el método de “presencia o ausencia de infeccion en el segmento total de la raiz”

propuesto por Hayman, 1970.

A los datos recabados se realizd prueba de ANOVA de una via y posteriormente
comparacion de medias Tukey (P<0.05) con el paquete estadistico IBM SPSS ver. 20,
para determinar las diferencias significativas entre los distintos tratamientos y las

variables analizadas.
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Resultados
En el anexo 3 se pueden consultar las tablas ANOVA vy las tablas de comparacion de

medias.

En la figura 15 se muestran los resultados obtenidos del analisis estadistico entre los
distintos tratamientos en relacion con el PSP. Con una saturacion del 100% el tratamiento
inoculado se diferencié significativamente del resto de los tratamientos (P<0.001)
obteniendo el valor mayor de media (0.82 g). Cabe destacar que el tratamiento control no
inoculado no se diferencid significativamente del tratamiento H50 inoculado. El valor de
media més bajo se obtuvo en el tratamiento H25 no inoculado (0.36 g).

PSP (9)
1
0.8
0.6
0.4
0.2
0

Control H50 H25
aNI &l

Figura 15. Valores medios obtenidos en peso seco de planta entre los diferentes tratamientos a nivel de

invernadero.

En la figura 16 se muestran las diferencias en PSR entre los diferentes tratamientos. El
control no inoculado (saturacion 100%) obtuvo el valor medio méas alto (0.52 g) y se
diferencié estadisticamente del resto de los tratamientos (P<0.001). No hubo diferencias
significativas entre los tratamientos inoculados control (0.34 g) y H50 (0.35 g), pero si se
diferenciaron estos tratamientos del tratamiento H50 no inoculado. El tratamiento H25 no

inoculado obtuvo el valor mas bajo con una media de 0.15 g.
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Figura 16. Valores medios obtenidos en peso seco de raiz entre los diferentes tratamientos a nivel de

invernadero.

Hubo diferencias significativas entre el porcentaje de micorrizacion entre los tratamientos
inoculados a diferentes saturaciones de campo (P<0.001). ElI mayor valor medio de

micorrizacion se obtuvo en el tratamiento H50 con 34.45% (figura 17).

Micorrizacion (%)
40 a
30
20
10

Ctrl | H50 I H25 I

Figura 17. Valores medios obtenidos en porcentaje de micorrizacion entre los diferentes tratamientos a nivel

de invernadero.

En la tabla 8 se observan los resultados de A%, el tratamiento inoculado H50 se diferencid

significativamente del resto con una media de 9.54% (P<0.001).

Tabla 8. Valores medios obtenidos en abundancia de arbusculos entre los diferentes tratamientos a nivel de
invernadero.

Tratamiento A%
Control | 412+0.354 b
H50 I 9.54+0.424a
H25 1 1.62+0.261c
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En relacion con la intensidad de la micorrizacion el tratamiento inoculado H50 obtuvo
una media mayor al resto de los tratamientos diferencidndose significativamente, P<0.001,
(tabla 9).

Tabla 9. Valores medios obtenidos en intensidad de micorrizacion entre los diferentes tratamientos a nivel
de invernadero.

Tratamiento M%
Control I 7.40+0.273 b
H50 I 10.75+0.240 a
H25 | 5.02+£0.353 ¢
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Discusion

El analisis estadistico muestra la relacion positiva entre plantas de frijol var. Pinto
Americano inoculadas con la MA R. intraradices. Respecto al PSP los tratamientos con
inbculo de MA obtuvieron medias superiores a sus contrapartes no inoculadas,
independiente de la cantidad de agua suministrada. Resultados similares se han reportado
en plantas de tomate inoculadas con R. intraradices donde se ha observado una mejora en
el estatus nutricional, incremento en el peso de la planta, ademas de flores y frutos con
mayor cantidad de acido ascérbico en suelos con escasa humedad (Subramanian et al.
2006).

En el tratamiento control se observa un mayor PSR en las plantas no inoculadas que en
sus contrapartes inoculadas, sin embargo, el PSP de las plantas inoculadas es mayor para
ambos casos en donde los tratamientos tenian menor saturacion de agua (saturaciones de
50 y 25%), estos resultados concuerdan con investigaciones realizadas en diferentes
cultivos de importancia econémica donde se destaca la resistencia de la micorriza a

condiciones de estrés hidrico (Mathimaran et al. 2017).

En leguminosas existen pocas referencias de experimentos realizados donde se evalue la
resistencia de estas plantas micorrizadas a situaciones de estrés hidrico. Ballesteros —
Almanza et al. 2010 reportan que en plantas de frijol comun (P. vulgaris) micorrizadas
al ser puestas en condiciones de escases de agua se aumenta la cantidad de hifa intraradical
y extraradical, ademéas de un mayor nimero y desarrollo de arblsculos, resultados que
concuerdan con lo obtenido en este trabajo donde se observa que en condiciones de
saturacion de 50% hay una mayor abundancia de arbusculos ademas de una mayor
intensidad de micorrizacién. Trabajos realizados en garbanzo (Cicer arietinum) inoculado
con R. intraradices bajo condiciones de sequia han reportado un incremento en
porcentajes de colonizacion micorrizica y un desarrollo fisioldgico eficiente, ademas de
un mayor potencial hidrico de la hoja y una proteccion al estrés oxidativo conferido por

la micorriza (Porcel y Ruiz — Lozano. 2004).

La especie R. intraradices suele tener un mejor rendimiento en condiciones de escases de
agua que otras especies de MA, estudios realizados con plantas de la familia Rosaceae y

variedades de maiz y lechuga han determinado la eficacia de esta especie de MA sobre
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otras como Glomus deserticola, Funneliformis mosseae y Gigaspora sp. (Ruiz — Lozano
et al. 1995; Marulanda et al. 2003; Zhu et al. 2010).

Diversas investigaciones se han realizado con el fin de determinar la manera en la cual
una planta micorrizada puede subsistir y desarrollarse adecuadamente ante una situacion

de escasez de agua.

Auge 2004 concluye que en determinadas condiciones de estrés hidrico la micorriza ayuda
a las plantas a mejorar la capacidad de transportar agua mediante sus hifas externas.
Ademas de un mayor acarreo de agua se ha determinado que también se mejora el acarreo
de cobre (Cu) y fosforo (P), esto se ha reportado en cultivos como trigo, distintos citricos
y maiz (Al-Karakiy Clark. 1998; Al-Karaki et al. 2004; Qianghsheng y Renxue 2006;
Wau et al. 2006).

Otras investigaciones que tratan de explicar esta tolerancia conferida por la MA en plantas
se han enfocado en la sintesis de acuaporinas, proteinas cuya funcién es regular el balance
hidrico dentro de la célula vegetal (Li et al. 2012). Estudios realizados en plantas de maiz
han demostrado que las plantas micorrizadas suelen tener una mayor expresion de genes
que codifican acuaporinas, tal es el caso de los genes p5cs, ademas de la familia de genes
nced que codifican la enzima para la biosintesis de &cido abscisico (Porcel et al. 2006;
Aroca et al. 2008).
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Capitulo 4. Determinacion de la influencia de la micorrizacién en el desarrollo
fisiologico de plantas de frijol var. Pinto americano en suelos contaminados

artificialmente con plomo.

Resumen

La contaminacidon del suelo por metales pesados se ha vuelto un problema ambiental y es
que, debido principalmente a la actividad humana, es cada vez mas frecuente que metales
como plomo, cadmio, arsénico y zinc se encuentren en suelos en cantidades que limitan

el aprovechamiento de areas con potencial de explotacion agricola.

Ante esta situacion los microorganismos presentes en el suelo han tomado importancia
por su capacidad de procesar los metales pesados y reducir la toxicidad que ocasionan a
las plantas. Dentro de estos microorganismos destacan las MA debido a que se conoce la
capacidad de estos hongos de proporcionar aguay solo los nutrientes que necesita la planta
que coloniza, asi como la capacidad que tienen para inmovilizar iones metalicos. Sin
embargo, no se conoce bien si la asociacion P. vulgaris — R. intraradices da una ventaja

al establecimiento de plantas de frijol en suelos contaminados con metales pesados.

En este trabajo se utiliz6 un aislamiento de R. intraradices aislado de la rizosfera del frijol
y con capacidad probada de colonizacion a plantas de P. vulgaris y se evalu6 a nivel de
invernadero mediante un disefio factorial 2x3 al azar, evaluandose el PSP, PSR y variables
de micorrizacion tanto en plantas inoculadas como no inoculadas que crecieron en
sustratos con diferentes concentraciones de plomo (0, 100 y 200 ppm). Se realizo un
ANOVA y posteriormente comparacion de medias Tukey. En concentraciones de plomo
200 ppm se incrementd el PSP en el tratamiento inoculado, sin embargo, estos
incrementos no se vieron reflejado en el PSR. Las M% se incrementaron en los
tratamientos en los cuales se utilizd plomo, los cuales se diferenciaron significativamente
del control. La A% fue mayor en el tratamiento de plomo 200 ppm lo cual indica la
importancia del establecimiento de arbusculos y su efecto en el establecimiento de P.
vulgaris en suelos contaminados con este metal pesado. Se discuten las posibles
interacciones tanto morfologicas como bioquimicas que suceden en la simbiosis en

presencia de metales pesados.
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Introduccion

La contaminacion a nivel mundial con metales toxicos debido a las actividades humanas
supone un serio problema ambiental y de salud. El suelo es el depdsito de metales como
cromo, plomo, cadmio, arsénico y cobre, entre otros, siendo posiblemente el plomo el
metal mas abundante y distribuido en el suelo (Tiwari y Bauddh 2020; Mireles et al.
2012; Sharma 'y Dubey 2005).

Altos niveles de plomo en el suelo tienen efectos negativos en el desarrollo de plantas,
principalmente mermando la capacidad fotosintética, la captura de nutrientes y el balance
hidrico (Vermay Dubey 2003; Bauddh et al. 2016; Sharma y Dubey 2005).

Si bien se conoce ampliamente como la relacion MA-Planta puede mejorar el crecimiento
de la planta o generar una mayor cantidad de raiz, son pocos los estudios de este tipo de
interacciones en condiciones de estrés abidtico, mas escasos son los estudios enfocados a

evaluar esta simbiosis en suelos contaminados con plomo (Kawai y Tokeshi 2007).

Se conoce que cantidades excesivas de plomo no nada més afectan al crecimiento y
desarrollo de las plantas, sino que también, merman la diversidad y actividad microbiana
del suelo, lo cual repercute en bajas tasas de colonizacion y de densidad de esporas de
MA, por otra parte, el plomo afecta las redes de hifas extra radicales (Yang et al. 2016;
Yang et al. 2015).

Eom et al. 2000 menciona que la tolerancia de las plantas micorrizadas al plomo varia
significativamente entre especies de plantas bajo las mismas condiciones de estrés, aunado
a la variacion que puede presentarse en cuanto a las MA que colonizan estas plantas y la
intensidad de la micorrizacion, haciendo este tipo de investigaciones un reto por la

cantidad de variables que juegan en contra del establecimiento de la simbiosis.

Se conoce que las hifas pueden inmovilizar iones de plomo o permitir su almacenamiento
en las vesiculas de la MA (Giovannini et al. 2002; Gonzalez-Chavez et al. 2002). La
glomalina es una glicoproteina que forma complejos con el plomo, ademas tiene otros
efectos como una mayor agregacion del suelo y contribuye al metabolismo del carbon, lo
cual beneficia al crecimiento de las plantas (Rillig et al. 2001; Hildebrandt et al. 2007)
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Los beneficios que esta simbiosis representa para el posible establecimiento de cultivos
en suelos contaminados con plomo han abierto camino a distintas lineas de investigacion
que permitiran determinar la asociacion cultivo-MA iddnea para ser utilizadas en las

diferentes regiones agricolas contaminadas con este metal pesado (Tiwari et al. 2020).

En el experimento concerniente a este capitulo se evalué mediante ensayos de invernadero
la resistencia de la simbiosis R. intraradices — P. vulgaris a condiciones de estrés por
plomo presente en el suelo, tomando en cuenta variables de crecimiento de las plantas y

variables de micorrizacion.
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Material y métodos

Bioensayos en invernadero
El experimento con suelo contaminado con plomo se realiz6 con los tratamientos

especificados en la Tabla 10.

La mezcla de sustrato utilizado fue tierra:arena 2:3 esterilizada. Para la contaminacion del
sustrato se utiliz6 nitrato de plomo, Pb(NOz)2 tomando en cuenta el peso molecular del
compuesto y el peso molecular de arsénico. Para la concentracion de 100 ppm de plomo
se utilizaron 1.27 g de nitrato de plomo diluidos en 300 ml de agua y rociados sobre 8 kg
de sustrato; para la concentracién de 200 ppm se utilizaron 2.55 g en 8 kg de sustrato. Una
vez contaminado el sustrato se dejo secar a temperatura ambiente, ya que estuviera

completamente seco se guardd en bolsas plésticas y se refriger6 hasta su utilizacion.

Se utilizaron semillas de frijol var. Pinto americano previamente desinfectadas, que se
dejaron crecer en charolas de germinacion. Las plantulas se retiraron al quinto dia. De
manera visual se seleccionaron 30 plantas para pasarlas a macetas, la seleccion se realiz6
con el fin de descartar aquellas semillas que no germinaron o plantulas que presentan un

desarrollo fisiolégico menor o por encima de la media.

Se utilizaron 5 macetas por tratamiento cada maceta con 150 g de sustrato cada una. Para
los tratamientos inoculados se utilizd6 1 gramo de in6culo por maceta, cada gramo
conteniendo 8 esporas de M4_RI. En cada maceta se sembro6 una plantula, dando un total

de 30 macetas

El disefio experimental consistid en un sistema factorial completamente al azar 2x3. El
primer factor comprendi6 suelo inoculado y no inoculado con M4_RI, el segundo factor

consistio en la cantidad de plomo, 0, 100 y 200 ppm.
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Tabla 10. Tratamientos utilizados y especificaciones de cada uno para la prueba de efectividad de la
micorrizacion bajo estrés por suelo contaminado con plomo a nivel de invernadero en plantas de frijol var.

Pinto americano.

Tratamiento Caracteristicas

Ctrl NI Control, no inoculado, sustrato sin contaminar
Ctrl | Control, inoculado, sustrato sin contaminar
Pb100 NI No inoculado, sustrato con plomo a 100 ppm
Pb100 I Inoculado, sustrato con plomo a 100 ppm
Pb200 NI No inoculado, sustrato con plomo a 200 ppm
Pb200 I Inoculado, sustrato con plomo a 200 ppm

El experimento se realiz6 en el mes de marzo y abril, con una oscilacién de temperaturas
entre los 17 a 28°C. Las plantas se regaron cada tercer dia con 80 ml de agua. El ensayo

se mantuvo en crecimiento durante 35 dias.

Muestreo y andlisis de datos
Las variables que se midieron fueron: PSP, PSR, porcentaje de micorrizacion, M% y A%.

Para medir la colonizacion, se tifieron las raices utilizando la metodologia propuesta por
Phillips y Hayman, 1970. Posteriormente se midié la micorrizacion en porcentaje
utilizando el método de “presencia o ausencia de infeccion en el segmento total de la raiz”

propuesto por Hayman, 1970.

Para determinar la intensidad de la micorrizacién y la abundancia de arbusculos se utiliz6
la metodologia propuesta por Trouvelot et al. 1986, los resultados finales se calcularon

utilizando el programa informéatico mycocalc (ver. 1.0).

A los datos recabados se realizd prueba de ANOVA de una via y posteriormente
comparacion de medias Tukey (P<0.05) con el paquete estadistico IBM SPSS ver. 20,
para determinar las diferencias significativas entre los distintos tratamientos y las

variables analizadas.
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Resultados
En el anexo 4 se pueden consultar las tablas ANOVA vy las tablas de comparacion de

medias.

En la figura 18 se muestran las diferencias entre los distintos tratamientos en relacién con
el PSP. Con una concentracion de plomo a 200 ppm el tratamiento inoculado se diferencid
significativamente del resto de los tratamientos (P<0.001) obteniendo el mayor valor
promedio (0.95 g). Se agruparon en el mismo subconjunto el control inoculado y los
tratamientos de plomo 100, asi como, el tratamiento no inoculado de plomo 200. Cabe
destacar que el tratamiento control no inoculado obtuvo los valores mas bajos de biomasa

de parte aérea (0.417 g).

PSP

0.8

0.6

0.4

0.2

Control Plomo 100 Plomo 200

BENI &1

Figura 18. Valores medios obtenidos en peso seco de planta entre los diferentes tratamientos en el

experimento de plomo a nivel de invernadero.

En la figura 19 se muestran las diferencias en PSR entre los diferentes tratamientos. No
se encontraron diferencias entre el tratamiento no inoculado con concentracion de plomo
200 ppm (0.67 g) y los tratamientos de plomo 100 (0.61 g no inoculado y 0.65 g
inoculado). Los tratamientos control (0.39 g no inoculado y 0.37 g inoculado) vy el
tratamiento plomo 200 inoculado (0.38 g) no presentaron diferencia en sus medias.

47



0.8
0.7 a a
0.6 .
05
0.4
0.3
0.2
0.1

Control Plomo 100 Plomo 200

BNI al

Figura 19. Valores medios obtenidos en peso seco de raiz entre los diferentes tratamientos en el experimento

de plomo a nivel de invernadero.

No hubo diferencias significativas entre el porcentaje de micorrizacion entre los
tratamientos inoculados a diferentes concentraciones de plomo (P=0.968), esto se observa

mejor en la tabla 11.

Tabla 11. Valores medios obtenidos en porcentaje de micorrizacion entre los diferentes tratamientos en el
experimento de plomo a nivel de invernadero.

Tratamiento Micorrizacion
Control 37.09+1.165a
Plomo 100 37.26 £2.186 a
Plomo 200 37.69£1.185a

En la figura 20 se observan los resultados obtenidos en abundancia de arbdsculos. Se

encontraron diferencias significativas (P<0.001), el tratamiento plomo 200 obtuvo el valor

medio maés alto, 12.89%. EI control obtuvo el valor medio mas bajo con 1.00%.
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Figura 20. Valores medios obtenidos en abundancia de arbusculos entre los diferentes tratamientos en el

experimento de plomo a nivel de invernadero.

Respecto a la intensidad de micorrizacion (figura 21) los tratamientos plomo 100 (14.6%)
y plomo 200 (15.86%) se diferenciaron significativamente (P<0.001) del control (3.84%).

M%
20

15

10

Control Plomo 100 Plomo 200

Figura 21. Valores medios obtenidos en intensidad de micorrizacién entre los diferentes tratamientos en el

experimento de plomo a nivel de invernadero.
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Discusion

El PSP no se vio significativamente afectado por la concentracion de plomo, tampoco se
observaron sintomas de toxicidad en las plantas, contrariamente a lo que se esperaba ya
que es bien conocido que los metales pesados en el suelo influyen negativamente en el
desarrollo de las plantas al bloquear la absorcion de iones a nivel celular (Dueck et al.
1986; Godbold y Kettner 1991). Cabe destacar que el mayor PSP se encontrd en el
tratamiento inoculado de plomo 200, resultados similares se han obtenido en plantas de
soya (Glycine max) en concentraciones de plomo 150, 300 y 600 ppm utilizando la especie
de micorriza Glomus macrocarpum (Andrade et al. 2004), asi como, en experimentos
donde se ha utilizado la planta Robina pseudoacacia (Yang et al. 2016). Cabe sefialar que
el peso fue incrementando conforme se incrementaba la concentracion de plomo, esta
tendencia se ha observado también en plantas de maiz micorrizadas con Funneliformis
mosseae creciendo en suelos contaminados con plomo y cadmio (Singh et al. 2019) y en
plantas micorrizadas de Sorghum bicolor y Arachis hipogea creciendo en suelos
contaminados con metales pesados (Gonzalez-Guerrero et al. 2016). El tratamiento que
obtuvo el menor PSP fue el tratamiento control no inoculado, esto puede deberse a que el
compuesto quimico que se utiliz6 para contaminar el suelo fue nitrato de plomo, y este
compuesto al contener nitrégeno (nutriente esencial para el crecimiento de plantas)
influyo en un mayor crecimiento de las plantas que crecian en sustrato contaminado, sin
embargo, el nitrato de plomo suele ser el compuesto quimico cominmente utilizado en
este tipo de investigaciones, donde el sustrato se contamina artificialmente (Andrade et
al. 2004; Setyaningshi et al. 2017).

Al igual que con el PSP, el PSR se vio incrementado conforme se aumentd la
concentracion de plomo, excepto en el tratamiento plomo 200 inoculado donde el valor
medio no se diferencié de los controles, contrario a lo que reporta de Fatima et al. 2018
en sorgo micorrizado con una mezcla de MA. Andrade et al. 2004, mencionan que PSR
en plantas de soya se ve afectado en concentraciones de metales pesados cuando estas
estan cerca del limite maximo tolerable de las plantas, en estos casos estos autores asumen
que la planta al estar en un ambiente de mayor toxicidad retiene el crecimiento de la raiz

y hace uso del microbiota disponible en el suelo para subsistir.
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El exceso de plomo no afecto el porcentaje de micorrizacion el cual se mantuvo constante
independientemente de la concentracion de plomo, coincidiendo con Yang et al. 2016 y
Khade y Adholeya 2009, sin embargo, en suelos contaminados con zinc se ha reportado
lo contrario (Shetty et al. 1994). A pesar de que el porcentaje de micorrizacién fue igual
en los tres tratamientos inoculados no sucedi6 asi con la A% y con M%, donde a diferencia
del porcentaje de micorrizacion los valores obtenidos de estas variables si se vieron
afectados positivamente conforme se aumento la concentracion de plomo, esta tendencia
se ha observado en suelos contaminados con hidrocarburos y plomo (Lenoir et al. 2016;
Yang et al. 2016), pero difiere de lo reportado por Madejon et al. 2010 quienes obtienen
intensidades de colonizacidon inferiores en pastos australianos en simbiosis con Glomus

sp. en suelos multicontaminados.

Relacionando el porcentaje de micorrizacion, A% y M% con los valores obtenidos de PSP
y PSR del tratamiento inoculado plomo 200 se puede inferir que la simbiosis P. vulgaris-
R. intraradices es eficiente en estas condiciones de estrés, donde R. intraradices es un
apoyo importante en la captura de nutrientes para el mantenimiento de las plantas de P.
vulgaris a nivel de invernadero, Bago et al. 2000, sugieren que entre el 4y el 20% de los
productos totales fotosintéticos son suministrados por la MA, a su vez, se ha demostrado
que la glomalina funciona como un estabilizador de plomo y que las vesiculas tienen la
capacidad de almacenar metales pesados, permitiendo a las plantas micorrizadas subsistir
en suelos contaminados con este metal pesado (Vodnik et al. 2008; Ghore y Pazkowski
2006).
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Capitulo 5. Determinacién de la influencia en el desarrollo fisiolégico de plantas
micorrizadas de frijol var. Pinto Americano en suelos contaminados artificialmente

con arseénico.

Resumen
El arsénico se ha incrementado en suelos de uso agricola debido a la actividad humana y
puede tener efectos toxicos dependiendo de las concentraciones que estén presentes en el

suelo.

Aun asi, en la naturaleza las plantas pueden establecerse en suelos contaminados con
arsenico y pueden crecer casi de manera normal dependiendo de la concentracion de
arsénico a la que estdn expuestas. Lo anterior lo realizan a través de las asociaciones
simbioticas con microrganismos del suelo, en especial con MA quienes les proveen
nutrientes e intervienen en la transformacion quimica del arsénico a formas menos toxicas,

lo cual da a las plantas una ventaja para poder crecer bajo estas condiciones adversas.

En este trabajo se utiliz6 un aislamiento de R. intraradices aislado de la rizosfera del frijol
con capacidad probada de colonizacion en plantas de P. vulgaris creciendo en sustrato
contaminado con arsénico. El disefio fue factorial 2x3 al azar, evaluandose el PSP, PSR y
variables de micorrizacion tanto en plantas inoculadas como no inoculadas que crecieron
en sustratos con diferentes concentraciones de arsénico (0, 15y 25 ppm). Se realizo un
ANOVA y posteriormente comparacion de medias Tukey. EI mayor PSP se presento en
los tratamientos inoculados sin verse afectado por las concentraciones de arsénico
utilizadas en este experimento, contrario al PSR donde a mayor concentracion de arsénico

se obtuvo menor biomasa.

Por otra parte, el porcentaje de micorrizacién se incrementé en el tratamiento
contaminado con 15 ppm de arsénico, sin embargo, para el tratamiento a 25 ppm la
micorrizacion se vio afectada. Sin embargo, la abundancia de arbusculos fue mayor en
las plantas que crecieron a 25 ppm de arsénico, con estos resultados se demuestra la
importancia de los arbasculos en el establecimiento de las plantas en suelo contaminado
con arsénico. Se discuten las posibles interacciones tanto morfoldgicas como bioguimicas

que suceden en la simbiosis en presencia de metales pesados.
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Introduccion

El riego con agua contaminada o el mal uso de agroquimicos que contienen arsénico,
contribuye a que se incremente la cantidad de este metal pesado en suelos agricolas. El
arsenico no es un elemento esencial para las plantas, al contrario, es considerado
carcindgeno y es una toxina peligrosa ya que este metal se puede almacenar en tallos,
hojas o granos y puede llegar al humano al momento de consumir estas plantas
contaminadas (Zhao et al. 2010). Por lo anterior, es de suma importancia monitorear los

niveles de este contaminante en suelos y agua.

Las plantas son generalmente muy sensibles al arsénico, lo absorben del suelo en forma
de arseniato, por lo cual esta es la forma mas toxica de arsénico para las plantas. Una
planta que crece en suelos contaminados con arsénico va a ver su crecimiento disminuido
debido a una disminucidn de la absorcién por parte de las raices, siendo estas el primer
filtro para la absorcion y translocacion de arsénico al resto de la planta (Abbas y Meharg
2008; Macnair y Cumbes 1987).

El arsénico interfiere en la fotosintesis, al inhibir el proceso de sintesis de clorofila y la
actividad del fotosistema Il, ademas, se cree que interfiere en el intercambio de gases
(Rahman et al. 2007; de Andrade et al. 2015).

Las plantas se asocian con MA para soportar mejor las condiciones de estrés bidtico y
también abidtico como salinidad, sequia o para poder establecerse en suelos contaminados
con metales pesados (Auge 2008). El micelio extra radical del hongo aumenta el area de
absorcidn, al funcionar como una extension de las raices, pero el micelio no solo se limita
a la adquisicién de nutrientes, sino que modifica las propiedades de absorcion de las raices
haciéndolas mas selectivas a los elementos presentes en el suelo (Smith y Read 2008).
De esta forma la asociacién de una planta con una MA le confiere una mayor tolerancia
al arsénico y una atenuacion de la toxicidad, algo que se ha reportado en distintas especies
de plantas (Gonzalez-Chavez et al. 2002; Chen et al. 2007).

Las MA dependen de la planta para la adquisicién de compuestos carbonados, ya que es
la fuente de energia que la MA requiere para mantener sus funciones activas, esta demanda
de carbon estimula la fotosintesis en la planta, comportamiento se ha observado en plantas

de maiz y arroz en condiciones de estrés abidtico (Wright et al. 1998; Sheng et al. 2008)
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Con el fin de entender el rol de la simbiosis en el establecimiento de plantas en suelos
contaminados con arsénico es que se ha propuesto al arroz como un modelo bioldgico para
evaluar crecimiento, parametros fisiologicos y de micorrizacion con distintas MA
(Project 2005). Sin embargo, se requiere de mayor conocimiento en este mismo tema en
leguminosas, en especial en P. vulgaris, por lo anterior en el experimento concerniente a
este capitulo se evalué mediante ensayos de invernadero la resistencia de la simbiosis R.
intraradices — P. vulgaris a condiciones de estrés por arsénico presente en el suelo,

tomando en cuenta variables de crecimiento de las plantas y variables de micorrizacion.
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Material y métodos
Bioensayos en invernadero
El experimento con suelo contaminado con arsénico se realizd con los tratamientos

especificados en la Tabla 12.

La mezcla de sustrato utilizado fue tierra:arena 2:3 esterilizada. Para la contaminacion del
sustrato con arsénico se utilizé arseniato dibasico sodico heptahidratado, Na2AsO4-7H.0O
tomando en cuenta el peso molecular del compuesto y el peso molecular de arsénico. Para
la concentracion de 15 ppm de arsénico se utilizaron 0.49 g de arseniato dibasico sodico
heptahidratado diluidos en 300 ml de agua y rociados sobre 8 kg de sustrato; para la
concentracion de 25 ppm se utilizaron 0.83 g en 8 kg de sustrato. Una vez contaminado el
sustrato se dej6 secar a temperatura ambiente, ya que estuviera completamente seco se

guardd en bolsas plasticas y se refrigero hasta su utilizacion.

Se utilizaron semillas de frijol var. Pinto americano previamente desinfectadas, que se
dejaron crecer en charolas de germinacion. Las plantulas se retiraron al quinto dia. De
manera visual se seleccionaron 30 plantas para pasarlas a macetas, la seleccion se realizd
con el fin de descartar aquellas semillas que no germinaron o plantulas que presentan un

desarrollo fisiol6gico menor o por encima de la media.

Se utilizaron 5 macetas por tratamiento con 150 g de sustrato cada una. Para los
tratamientos inoculados se utiliz6 1 gramo de in6culo por maceta, cada gramo conteniendo
8 esporas de M4_RI. En cada maceta se sembré una plantula, dando un total de 30

macetas.

El disefio experimental consistid en un sistema factorial completamente al azar 2x3. El
primer factor comprendi6 suelo inoculado y no inoculado con M4_RI, el segundo factor
consistio en la cantidad de arsénico, 0, 15y 25 ppm.
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Tabla 12. Tratamientos utilizados y especificaciones de cada uno para la prueba de efectividad de la
micorrizacion bajo estrés por suelo contaminado con arsénico a nivel de invernadero en plantas de frijol var.

Pinto americano.

Tratamiento | Caracteristicas

Ctrl NI Control, no inoculado, sustrato sin contaminar
Ctrl | Control, inoculado, sustrato sin contaminar
As15 NI No inoculado, sustrato con arsénico a 15 ppm
Asl5 | Inoculado, sustrato con arsénico a 15 ppm
As25 NI No inoculado, sustrato con arsénico a 25 ppm
As25 | Inoculado, sustrato con arsénico a 25 ppm

El experimento se realiz6 en el mes de marzo y abril, con una oscilacion de temperaturas
entre los 17 a 28°C. Las plantas se regaron cada tercer dia con 80 ml de agua. El ensayo

se mantuvo en crecimiento durante 35 dias.

Muestreo y analisis de datos

Las variables que se midieron fueron: PSP, PSR, porcentaje de micorrizacion, M% y A%.

Para medir la colonizacion, se tifieron las raices utilizando la metodologia propuesta por
Phillips y Hayman 1970. Posteriormente se midié la micorrizacién en porcentaje
utilizando el método de “presencia o ausencia de infeccion en el segmento total de la raiz”

propuesto por Hayman 1970.

Para determinar la intensidad de la micorrizacion y la abundancia de arbusculos se utilizd
la metodologia propuesta por Trouvelot et al. 1986, los resultados finales se calcularon

utilizando el programa informéatico mycocalc (ver. 1.0).

A los datos recabados se realizd prueba de ANOVA de una via y posteriormente
comparacion de medias Tukey (P<0.05) con el paquete estadistico IBM SPSS ver. 20,
para determinar las diferencias significativas entre los distintos tratamientos y las

variables analizadas.
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Resultados
En el anexo 5 se pueden consultar las tablas ANOVA vy las tablas de comparacion de

medias.

En la figura 22 se muestran las diferencias entre los distintos tratamientos en relacién con
el PSP. Cabe destacar que entre los controles no inoculado (0.60 g) e inoculado (0.67 g)
asi como inoculado arsénico 15 (0.66 g) e inoculado arsénico 25 (0.60 g) se agruparon en
el mismo subconjunto, obteniendo también los valores medios mas altos del analisis. Por
otra parte, los tratamientos no inoculados de arsénico 15 y 25 obtuvieron los valores
medios méas bajos (0.40 g y 0.37 g respectivamente) diferenciandose significativamente

del resto de los tratamientos (P<0.001).

PSP

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Control Arsénico 15 Arsenico 25

BNI &1

Figura 22. Valores medios obtenidos en peso seco de planta entre los diferentes tratamientos en el

experimento de arsénico a nivel de invernadero.

En la figura 23 se muestran las diferencias en PSR entre los diferentes tratamientos, se
observa que conforme a mayor concentracion de arsénico se presenta una menor biomasa
de raiz. Los tratamientos control obtuvieron los valores medios mas altos (0.58 g para el
tratamiento no inoculado y 0.54 g para el inoculado) diferenciando significativamente del
resto de los tratamientos (P<0.001). El valor mas bajo se presentd en el tratamiento

arsénico 25 inoculado con 0.3 g.
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Figura 23. Valores medios obtenidos en peso seco de raiz entre los diferentes tratamientos en el experimento

de arsénico a nivel de invernadero.

Como se aprecia en la tabla 13 el tratamiento arsénico 15 obtuvo el mayor porcentaje de
micorrizacion (36.36%) se diferencio significativamente del control y del tratamiento
arsénico 25 (P=0.015), este Gltimo tratamiento obtuvo el porcentaje medio méas bajo
(30.24%).

Tabla 13. Valores medios obtenidos en porcentaje de micorrizacion entre los diferentes tratamientos en el
experimento de arsénico a nivel de invernadero.

Micorrizacion
Control 35.04 + 1.037

ab
Arsénico  36.36+1.749a
15
Arsénico  30.24+0.560 b
25

En la figura 24 se observa la abundancia de arblsculos. Se encontraron diferencias
significativas en los tres tratamientos inoculados (P<0.001). El tratamiento arsénico 25
presentd la mayor abundancia de arbusculos con una media de 4.63% el tratamiento

control presento el menor porcentaje de abundancia de arbdsculos con 0.97%.
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A%

Control Arsénico 15 Arsénico 25

Figura 24. Valores medios obtenidos en abundancia de arbusculos entre los diferentes tratamientos en el
experimento de arsénico a nivel de invernadero.

Respecto a la intensidad de micorrizacion el control obtuvo el mayor porcentaje con
2.65% diferenciandose significativamente de los demas tratamientos (P=0.024), el

tratamiento arsénico 25 obtuvo el porcentaje medio mas bajo con 0.94% (figura 25).

M%

Control Arsénico 15 Arsénico 25

Figura 25. Valores medios obtenidos en intensidad de micorrizacion entre los diferentes tratamientos en el
experimento de arsénico a nivel de invernadero.
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Discusion

Glomus mosseae es una especie de MA de interés por su conocida capacidad de tolerar
altas concentraciones de arsénico (Leung et al. 2010), sin embargo, los resultados
obtenidos en esta investigacion muestran que R. intraradices reduce la influencia toxica
del arsénico en plantas de P. vulgaris var. Pinto Americano hasta una concentracion de
arsénico de 25 ppm, aun y cuando los niveles de micorrizacion son bajos. Cabe sefialar
que la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 menciona que la concentracion maxima de

arsenico permitida en suelos de uso agricola es de 22 ppm.

La cantidad de arsénico no influyé en el PSP de las plantas de frijol para los tratamientos
inoculados, manteniendo la biomasa igual que el control inoculado, contrariamente a los
resultados obtenidos por Gray et al. 2003 en Leymus cinereus, donde las plantas
micorrizadas no obtuvieron mayor biomasa. Por otra parte, se ha reportado poca toxicidad
e incremento de biomasa en plantas de Holcus lanatus micorrizadas con Glomus mosseae
en suelos contaminados con arsénico (Gonzalez-Chavez et al. 2002), a su vez, Agely et
al. 2005 reportan un incremento del peso seco en Pteris vittata a 100ppm de arsénico.
Esto se debe a que las hifas liberan sustancias organicas que promueven la metilacion,
desmetilacién, reduccién y oxidacién de las distintas formas de arsénico, ademas
recientemente se ha comprobado que las MA (especificamente R. intraradices) tienen un
papel importante en la transformacion del arsénico en acido dimetil arsénico, una forma
mucha menos toxica de este metal pesado, favoreciendo mediante estos mecanismos el
establecimiento de las plantas en suelos contaminados (Ultra et al. 2007; Gadd 2004; L.i
et al. 2016).

Como era de esperase en las plantas no inoculadas el PSP se vio afectado negativamente
en las concentraciones de arsénico evaluadas en esta investigacion. Cabe sefialar que se
observaron sintomas de toxicidad en las plantas como hojas amarillentas en la
concentracion de 25 ppm no llegando a ser esta concentracion letal, lo anterior se debe a
que el arsénico interrumpe la fosforilacion oxidativa y la produccion de ATP, ademas de
que la presencia de arsénico modifica el metabolismo de la planta para producir
antioxidasas y fitoquelatinas para aliviar el estrés (Oremland y Stolz 2003; Cao et al.
2004; Zhao et al. 2003; Li et al. 2018). En cuanto al PSR, se vio afectado por las
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concentraciones de arsénico utilizadas, sin embargo, en experimentos con arroz en suelo
contaminado con arsénico a 2 'y 8 micro molar las raices no se ven afectadas en su biomasa
(Chen et al. 2012).

La concentracion de 25 ppm de arsénico afectd negativamente el porcentaje de
micorrizacion, sin embargo, el establecimiento de la simbiosis implica diversos factores
entre suelo-planta-hongo (Wu et al. 2009). La concentracién de arsénico 15 ppm propicio
un mayor porcentaje de micorrizacion que el resto de los tratamientos, comportamientos
similares de la simbiosis se han reportado en plantas de Oryza sativa, Pteris vittata y
Medicago sativa (Li et al. 2016; Agely et al. 2005; Chen et al. 2007; Chen et al. 2012)
donde se ha observado que a niveles moderados de contaminacion con metales pesados la
MA suele ser mas eficiente para colonizar raices y que conforme se aumenta la

concentracion de metal pesado esa eficiencia va bajando.

Al contrario de lo que sucede con el porcentaje de micorrizacion, la abundancia de
arbdsculos aument6 aun en concentracion de 25 ppm de arsenico, este resultado era de
esperarse ya que Gonzélez-Chavez et al. 2002 reporta en G. mosseae una inhibicion de
germinacién de las esporas en concentraciones de 50ppm de arsénico y Li et al. 2016
reporta cantidades de 60ppm de arsénico donde R. intraradices ha logrado colonizar

plantas de arroz.

Los arbusculos son fundamentales en una simbiosis exitosa, ya que son los puntos de
conexion e intercambio de nutrientes entre las MA y las plantas, por lo cual se puede
inferir que en concentraciones de arsénico a 25ppm la MA prioriza la formacién de
arbusculos con el fin de subsistir junto con la planta huésped en un ambiente hostil.

Por otra parte, la intensidad de la micorrizacion si se vio afectada por el arsénico, donde,
a mayor concentracion de arsénico, menor M%. Esto confirma la toxicidad del arsénico
para con la MA, algo que se ha observado en plantas de arroz inoculadas con R. irregularis
(de Andrade S et al. 2015). Es importante mencionar que la M% y la A% no
necesariamente deben estar relacionados (a pesar de que ambos parametros son
cualitativos), ya que la A% es un parametro mas especifico al ser orientado totalmente a

los arbasculos debido a la importancia de esta estructura para una simbiosis eficiente.
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CONCLUSIONES

La diversidad presente en la rizosfera de frijol de muestras de suelo procedentes del estado
de Puebla consta de 4 especies de MA de los géneros, Rhizophagus, Glomus, Sclerocystis
y Gigaspora. Siendo el género Rhizophagus el que con méas frecuencia se encuentra

asociado.

Bajo condiciones Optimas de crecimiento, se obtiene una respuesta favorable en las
variables medidas en la interaccion MA-Frijol con respecto al testigo absoluto y

tratamiento fertilizado.

El aislamiento de Rhizophagus intraradices, identificado como M4_Rl, fue seleccionado
debido a su alta eficiencia en micorrizacion y produccion de esporas en plantas de frijol

var. Pinto Americano.

M4_RI confiere a las plantas de frijol var. Pinto americano una resistencia a estres de tipo
hidrico, que se refleja en una mayor biomasa y para la simbiosis en mayores porcentajes

de micorrizacién y abundancia de arbusculos.

M4_RI confiere a las plantas de frijol var. Pinto americano una tolerancia para crecer en
sustratos contaminados con metales pesados, especificamente plomo y arsénico, esto se
refleja en una mayor biomasa y para la simbiosis en mayores porcentajes de micorrizacion

y abundancia de arbusculos.

La abundancia de arbusculos es determinante para la supervivencia de plantas de frijol en

sustratos contaminados con plomo y arsénico.

Los hongos micorrizicos arbusculares tienen una influencia positiva en el desarrollo de

frijol (Phaseolus vulgaris L.) var. Pinto Americano en determinadas condiciones de estrés.
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PERSPECTIVAS

Dentro de esta investigacion se tratd de conocer parte de los hongos micorrizicos que
conforman el microbiota en la rizosfera de frijol y como estos hongos pueden ser
utilizados para solventar situaciones de estrés abidtico particulares en plantas de frijol.

Ante el potencial de estos microorganismos para ser utilizados en favor de la produccién
agricola, es imperante que continten las investigaciones enfocadas a conocer las especies
componentes de la rizosfera del frijol, asi como las interacciones ecoldgicas que puede
haber entre especies de distintos reinos, sin dejar a un lado los estudios a nivel de
invernadero y campo para determinar los potenciales beneficios del uso de estos
microorganismos y su viabilidad para utilizarlos en productos comerciales mas

especificos que los que se encuentran actualmente en el mercado.

Por otra parte, se requieren investigaciones a nivel bioquimico y genético para conocer y
entender los mecanismos de sefializacion, transferencia de nutrientes y tolerancia al estrés

en este tipo de relacion simbidtica.
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Tablas estadisticas capitulo 1

Altura de la planta

Pruebas de los efectos inter-sujetos

variable dependients: AP

ANEXO 1

AP

DHS de Tukey*?
Subconjunto

Tratamiento N 1 2 3 4
M2_RI 3| 26.4333
M2_FM 3 | 26.9000
M1_RI 3 27.3000
M3_RI 3 | 30.8000
M5_GA 3 | 31.9667
M4_GA 3 42,3867
M1_GA 3 47.0000 47.0000
M5_SC 3 53.2000
M4_RI 3 62.7667
M2_SC 3 63.5333
M5_RI 3 67.4667
Sig 281 513 163 494

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos

Basadas en las medias obsenvadas,

Eltérmino de error es |a media cuadratica(Erron = 6519
a.Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 3.000

b. Alfa= .05,

Suma de
cuadrados Media
| origen tipo Il gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 77340157 10 773402 118.838 000
Interseccidn G2T6G6.565 1 G2766.565 | 9628116 .0o0
Tratamiento 7734.015 10 T73.402 118.636 .0oo
Error 143.420 22 6.519
Total TOG44.000 33
Total corregida TBT7.435 32
a. R cuadrado = 982 (R cuadrado corregida = .974)
- ,
Longitud de raiz
Pruebas de los efectos inter-sujetos
variahle dependiente: LR
Suma de
cuadrados Media
| origen tipo Il gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido A20.2097 10 82.021 15950 000
Interseccidn 21148.278 1 21148.278 | 4112511 .0o0
Tratamiento 820.209 10 82.021 15.950 .0oo
Error 113133 22 5142
Total 22081.620 33
Total corregida 933.342 32
a. R cuadrado = 879 (R cuadrado corregida = .824)
Peso fresco de planta
Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: PFP
Sumade
cuadrados Media
Origen tipo Il gl cuadratica F Sia.
Modelo corregido 12,3287 10 1.233 6.869 .0oo
Interseccidn 679.603 1 579.603 | 3229.530 .0oo
Tratamiento 12.328 10 1.233 6.869 .0oo
Error 35948 22 79
Total 5058749 33
Total corregida 16.276 32

a. R cuadrado = 757 (R cuadrado corregida = .647)
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LR

DHS de Tukey*®
Subconjunto

T N 1 2 3 4 5
M2_RI 3 | 18.0000
M5_GA 3 | 155000
M2_FM 3| 20.3000 | 20.3000
M_GA 3| 21.3333 [ 13333 | 21.3333
M5_RI 3 | 242000 | 242000 ( 24.2000 | 24.2000
Mm_RI 3 26.4000 | 26.4000 | 26.4000
M5_SC 3 27.0000 | 27.0000
M4_GA 3 28.2667
M2_8C 3 283333
M3_RI 3 206667 | 296667
Ma_RI 3 35.4667
Sig. 080 089 139 169 A21
Se muestran las medias de los grupos de subcanjuntos homogéneos.

Basadas en las medias ohservadas
Eltérmino de error es |la media cuadratica(Error) = 5.142
a. Usa el tamafio muesiral de la media arménica = 3.000

h. Alfa= .05,

PFP
DHS de Tukey™"

Subeonjunto
Tratamiento M 1 2 3
M5_SC 3 3.2200
M1_RI 3 35267 36267
M4_RI 3 3.5867 3.5867
M2_SC 3 3.8567 3.8567
M1_GA 3 41233 41233
M3_RI 3 41767 41767
M2_FM 3 4.2700 4.2700 4.2700
M5_RI 3 4.5633 4.5633
M4_GA 3 46133 46133
M5_GA 3 4.6733 4.6733
M2_RI 3 5.4900
Sig 146 085 085

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos

homogéneos.

Basadas en las medias observadas
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 179

a. Usa eltamafio muestral de la media arménica =

3.000
h. Alfa= .05




Peso fresco de raiz

Pruebas de los efectos inter-sujetos PFR
.ab
Variable dependiente: PFR DHS de Tukey
Subconjunto
suma de
cuadrados Media Tratamiento N 1 2 3 4
Origen tipo Il gl cuadratica F Sig. M4_GA 3 6200
Modelo corregido 10.270° 10 1.027 58.352 000 M5_sC 3 9033 9033
Interseccisn 72817 1 72817 | 592425 000 :?:" : , ?222 1?252
Tratamiento 10.270 10 1.027 8.352 .0oo . :
- M2_RI 3 1.4267 1.4267 1.4267
Error 2705 22 123 M1_RI 3| 15000 | 15000 | 15000
Total 85.793 £ M5_GA 3| 15367 | 15367 | 15367
Total corregida 12876 32 M4_RI 3| 15867 | 1.5867 | 1.5867
a. R cuadrado = 791 (R cuadrado corregida = .697) M2_sC 3 1.7767 1.7767 1.7767
M1_GA 3 21933 21933
ME_RI 3 2.6567
Sig. 075 142 271 136
Se muastran las medias de 105 grupos de subconjuntos homogéneos
Basadas en las medias observadas
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 123
a. Usa el tamafio muestral de la media armanica = 3.000
b.Alfa= .05
Pruebas de los efectos inter-sujetos PSP
Variable dependiznte: PSP OHS de Tukey ™"
Suma de Subconjunto
cuadrados Media Tratamiento &) 1 2
Origen tipo il gl cuadratica F Sig. M2_SC 3 3560
Modelo corregido g2 10 .ooe 3133 012 M&_SC 3 4143 4143
Interseccidn T.089 1 7.060 | 2686.420 .ooo M5_GA 3 4337 4337
Tratamiento .082 10 .ooe 3133 012 M2z_RI 3 4400 4400
Error 058 22 .003 M1_GA 3 4477 4477
Total 7.208 13 Ma_RI 3 4700 4700
Total corregida 140 32 ma_RI 3 4800 4800
- - " M1_RI 3 4840 4240
3. R cuadrado = 587 (R cuadrado corregida = .400) M5_RI 3 4977 4977
M4_GA 3 5307
M2Z_FmM 3 5370
Sig 074 177
Se muestran las medias de los grupos de
subconjuntos homogéneos
Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica
(Errory=.003.
a. Usa el tamafio muestral de la media
armdanica= 3.000
b. Alfa = .05,
Peso seco de raiz
PSR
Pruebas de los efectos inter-sujetos
DHS de Tukey*®
Wariable d diente: PSR
ariable dependiente Subconjunis
Suma de ) . N 1 3
cuadrados Media Tratamiento
Origen tipo gl cuadrdtica F Sig. M2_Fu 3 .0983
Modelo corregido 1.6007 10 180 14.260 .000 M2_RI 3 107
Interseccidn 221 1 2.221 197.910 .0oo M5_SC 3 167
Tratamiento 1.600 10 160 14.260 .0oo M5_GA 3 1180
Error 247 22 011 M3_RI 3 1693
Total 4.068 33 M5_RI 3 A713
Total corregida 1.847 32 M2_sC 3 .20a7
a. R cuadrado = .866 (R cuadrado corregida = .806) M4_GA 3 .2547
M4_RI 3 3170
M1_RI 3 .3300
M1_GA 3 8970
Sig. 076 1.000

Se muestran las medias de los grupos de
subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.
Eltérmino de error es 1a media cuadratica
(Error)=.011.
a. Usa el tamafio muestral de la media
armdnica=3.000

b. Alfa= .05
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Micorrizacion

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Micorrizacion

DHS de Tukey*®

Micorrizacién

Suma de Subconjunto
cuadrados Media Tratamiento N 1 2 3 4 5 §
Origen tipo Il gl cuadratica F Sig. M2_SC 3 54.00
Modelo corregido 34392129 10 343921 83 451 ooo M2_RI 3 55.00 55.00
Interseccién 143484121 1 143484121 | 34816.000 000 Mz_Fm 3 56.00 6.00 6.00
Tratamiento 3439212 10 343921 83451 000 M5_GA 3 £000 | 6000 | 60.00
M1_GA 3 61.00 61.00
Error 90.667 22 4121 -
M5_SC 3 61.00 61.00
Total 147014.000 33 s Rl 3 64.00
Total corregida 3520.879 32 M4 GA 3 75.00
a. R cuadrado = 974 (R cuadrado corregida= 963) M4_RI 3 75.00
M1_RI 3 80.33 8033
M3_RI 3 84.00
Sig 875 151 151 402 103 520
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos hamogéneos.
Basadas en las medias ohsenvadas.
Eltérmino de error s la media cuadratica(Error) = 4121
a. Usa eltamafio muestral de la media arménica = 3.000
b. Alfa= .05
Pruebas de los efectos inter-sujetos
e_10g
Variable dependiente: e_10i
i -0 DHS de Tukey ™"
Suma de Subconjunto
cuadrados Media T 1 1 2 3 4 5 6
Origen tipo lll gl cuadratica Sig M1_GA 3| 4333
Modelo corregido 2877.879° 10 297.788 467.952 .0oo M2_RI 3 [ 43333
Interseccidn 6837121 1 6837121 | 10744.048 000 Ms_GA N B
M2_SC 3| 56867
" 2 2 5
Tratarmiento 2977.879 10 287.788 467.952 ooo M5_SC 3 4.0000
Error 14.000 22 636 M3_RI 3 9.3333
Total 9829.000 33 Mep ? Te6ee7
) . . M5_RI 3 223333
Total corregida 2991.879 a2 Wa_oA 3 236667 | 23.6667
a. R cuadrado = 895 (R cuadrado corregida = .993) M2_FM 3 24.6667
M1_RI 3 31.0000
Sig. 22 1.000 1.000 22 892 1.000
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos
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Basadas en |as medias obsevadas.

Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 636

3. Usa el tamafio muestral de la media armanica = 3.000

h. Alfa= .05




Tablas estadisticas capitulo 2

Altura de la planta

ANEXO 2

Pruebas de los efectos inter-sujetos AP

Variable dependiente: AP DHS de Tukey‘a'b

Suma de

cuadrados Media Subconjunta
Origen tipo Il gl cuadratica F Sig Tratamiento M 1 2 3
Modelo corregido 4039.706° g B07.941 6.853 .ooo Testigo 10 33.6000
Interseccion 123778.584 1 123778584 | 1049895 0og M1_GA 10 39.9600 39.9600
Tratamienio 4039.706 a BO7.941 £.853 000 M1_RI 10 43.9300 43,9300
Error 6366.390 54 117.896 ME sC 10 | 450000 | 450000
Total 134184680 6o Fertilizado 10 50.1200 | 501200
Total corregida 10406.096 59 M4_RI 10 £9.9100

a. R cuadrado = 388 (R cuadrado corregida = .332) Sig. 193 307 347

Longitud de raiz

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos

homogéneos
Basadas en las medias ohsevadas

Eltérmino de error es |a media cuadratica(Error) = 117.896
a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica =

10.000
h. Alfa=.05.

Pruebas de los efectos inter-sujetos LR
Variahle dependiente: LR DHS de Tukgy,a‘h
Suma de "
cuadrados Media Subcanjunto
Origen tipo lll al cuadratica F Sig Tratamiento M 1
Modelo corregido 364.0577 5 78.811 790 561 Testigo 10 24,4700
Interseccian 48183668 1 48183.668 | 483.058 000 M1_RI 10 261500
Tratamiento 394.057 5 78.811 790 561 Fertilizado 10 27 7300
Error 5386.345 54 99.747 M4_RI 10 28.9300
Total 53064070 60 M5 SC 10 10.8800
Total corregida 5780402 89
M1_GA 10 31.8700
a. R cuadrado = .068 (R cuadrado corregida=-.018)
Sig 566

Peso seco de planta

Se muestran las medias de [0s grupos

de subconjuntos homogéneos

Basadas en las medias ohservadas.

Eltérmina de error es la media
cuadratica(Error) = 89.747.
a. Usa el tamaiio muestral de la
media armonica = 10.000

b Alfa= 05

PSP
Pruebas de los efectos inter-sujetos DHS de Tukey™*

Variahle dependiente: PSP Subeonjunta

Suma de Tratamiento M 1 2 3

cuadrados Media Testigo 10 2970
Origen tipo Il al cuadratica F Sig. M1_RI 10 5564
Modelo corregido 2.237° § A47 89.634 .0oo Fertilizado 10 5948
Interseccién 25.356 1 25.356 | 5080.669 000 W5 sc 10 7801
Tratamiento 2.237 5 447 88,634 000 M1 _GA 10 8133
Error 269 54 005 v RI 10 588
Total 27862 o sig. 1.000 827 144
Total corregida 2,508 9 Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos

a. R cuadrado =

882 (R cuadrado corregida = 883)

homogéneos.
Basadas en las medias observadas

Eltérmina de error es la media cuadratica(Error) = .005.
a. Usa eltamafio muestral de la media arménica =

10.000
b. Alfa= .05,
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Peso seco de raiz

Pruebas de los efectos inter-sujetos PSR
b
Variahle dependiente: PSR DHS de Tukey
Subconjunto
Suma de —
cuadrados Media Tratamiento I 1 2 3
Origen tipo 1l al cuadratica F Sig Testigo 10 2824
Modelo corregido 4127 g 082 9.189 .0oo Fertilizado 10 3564 3564
Interseccién 10.688 1 10688 | 1191.851 ooo M1_RI 10 4146 4146
Tratamiento 412 g 082 9189 .0oo M5_SC 10 4682 4682
Error 484 54 oog M1_GA 10 4794 4794
Total 11.684 60 M4_RI 10 5312
Total corregida 896 59 Sig. 507 087 081
a. R cuadrado = 460 (R cuadrado corregida= .410) Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos
homogéneos
Basadas en las medias observadas.
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 009
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica =
10.000
h. Alfa = .08,
Pruebas de los efectos inter-sujetos Clorofila
Variable dependiente: Clorofila DHS de Tukey""kj
Suma de Subconjunta
cuadrados Media . N 1 Py
Origen tipa Il gl cuadritica r Sig Tratamiento =
Wadelg comegide 483.561° 5 96712 5.263 a0t Testigo 10| 23.3200
Interseccién 50436.803 1 50436.803 | 2739.267 000 M1_GA 10 | 28.1500 | 28.1800
Tratamiento 483.561 5 96.712 5.253 001 M4_RI 10 29.1500
Error 994276 54 18.413 M1_RI 10 30.0400
Total 51914640 60 M&_SC 10 31.1300
Total corregida 1477.837 58 Ferilizado 10 321300
a. R cuadrado = .327 (R cuadrado corregida = .265) Sig. 31 327
Se muestran las medias de los grupos de
subconjuntos homogéneos
Easadas en las medias chsenadas
Eltérmino de error es la media cuadratica
(Error)=18.413
a. Usa el tamafio muestral de la media
arménica=10.000
b, Alfa= .05
Micorrizacion
Pruebas de los efectos inter-sujetos Colonizacién
Wariable dependiente: Colonizacian ab
DHS de Tukey ™
Suma de
cuadrados Media Subconjunto
Origen tipo Il al cuadratica F Sig . 5
Modelo corregido 1342.675° 3 147,558 17.360 000 Aislamiento MA N 1 =
Interseceidn 11664.22 1| 116064225 | 4536.916 000 ms_sc 10 48.20
Aislamiento_MA 1342675 3 447558 17.360 0oo M1_GA 10 50.50
Error 928100 36 25781 M1 RI 10 54.20
Total 119235.000 40 M4_RI 10 §3.40
Total corregida 2270775 39 .
Sig. .058 1.000
a. R cuadrado = 591 (R cuadrado corregida = .557)
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Se muestran las medias de los grupos de
subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias obsevadas

Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) =

25781

a. Usa eltamafio muestral de la media
armanica = 10.000

h. Alfa=.05.




Tablas estadisticas capitulo 3

Peso seco de planta

Pruebas de los efectos inter-sujetos

variable dependiente: PSP

ANEXO 3

Suma de
cuadrados Media
| origen tipo lll al cuadratica F Sig.
Modelo corregido a70* 3 .200 69.938 (]
Interseccion 5283 1 5283 | 1274760 0oo
Inoculacidn 180 1 80 38,625 oo
Saturacidn_H 709 2 355 85.594 (]
Errar 083 20 004
Total 6.235 24
Total corregida 8952 23
a. R cuadrado =913 (R cuadrado corregida = .900)
Peso seco de raiz
Pruehas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: PSR
Sumade
cuadrados Media
Origen tipo Il gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 255° 3 .0as 13.932 .0oo
Interseccion 2.208 1 2.208 | 361.640 .000
Inoculacion .0og 1 .0og 025 877
Saturacidn_H .2565 2 128 20885 .000
Error 22 20 .00g
Tatal 2.588 24
Tatal corregida 377 23
a. R cuadrado = 676 (R cuadrado corregida= 628)
Micorrizacion
Pruehas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Micorrizacidn
Suma de
cuadrados Media
| origen tipo I aql cuadratica F Sig.
Modelo corregido 64.265% 2 32132 35.636 000
Interseccidn 11721.250 1 11721.250 | 12999.298 .0oo
Tratamiento 64,265 2 32132 35636 .0oo
Errar 8115 9 802
Total 11793.630 2
Total corregida 72.380 11

a. R cuadrado = 888 (R cuadrado corregida = 863)
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PSP
DHS de Tukey ™t
Subconjunto
Tratamiento il 1 2 3 4
H25NI 4 2325
H50MI 4 3475 3475
H281 4 J3BTE
H50! 4 4575 4575
CtriNI 4 5825
Ctrll 4 8275
Sig 110 137 070 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos
Basadas en las medias observadas
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 003

a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 4.000
b Alfa= .05

DHS de Tukey "

Tratamiento N

Subconjunto

3

H25MI
H50NI
H251
Cirll
H501
Ctriml
Sig

PR Y

1500

1.000

2275
2700

485

3475
3500

1.000

5250
1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.

Basadas en las medias observadas

Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 001
a.Usa eltamafio muestral de la media arménica = 4.000

b Alfa= .05

DHS de Tukey ™"

Micorrizacion

Subconjunto
Tratamiento N 1 2
H251 4 209.0475
Ctrll 4 30.2625
H501 4 344500
Sig. 2 1.000

Se muestran las medias de los grupos de
subconjuntos homogéneos.

Basadas en las medias observadas

Eltérminc de error es la media cuadratica

(Errary= 802

a. Usa el tamarfio muestral de la media

armanica =
b. Alfa= .05

4.000




Abundancia de arbusculos

Pruebas de los efectos inter-sujetos

variable dependiente: A

Suma de

cuadrados Media
Origen tipo Il gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido §8.2837 2 48.142 a8.518 000
Interseccion 233.580 1 233.580 468.274 ooo
Tratamienta G98.283 2 49142 98518 ooo
Error 2,993 [ 499
Total 334.857 a
Total corregida 101.276 g

a. R cuadrado = .970 (R cuadrado corregida = 961)
Intensidad de la micorrizacion
Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependients: M

Suma de

cuadrados Media
origen tipo Il gl cuadratica F Sig
Modelo corregido 49,8289 2 24914 72.553 .0oo
Interseccién 537.467 1 537.467 | 1565.184 ooo
Tratamiento 49.828 2 24914 72553 .0oo
Errar 2.060 6 343
Total 589.355 9
Total corregida 51.888 8

a. R cuadrado = 960 (R cuadrado corregida = .947)
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A

DHS de Tukey P
Subconjunto

Tratamiento 1 2 3
H251 3 1.6233
Ctrl | 3 41200
H501 3 9.5400
Sig. 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos

homogéneos.

Easadas en las medias observadas.
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 499,

a. Usa eltamafio muestral de la media arménica =

3.000
b. Alfa=.05.

M

DHS de Tukey®P
Subconjunto

Tratarniento 2 3
H251 5.0200
Ctrl | 7.4067
H50| 10.7567
Sig. 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos

homogéneos.

Basadas en las medias observadas.

Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = .343.

a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica=

3.000
h. Alfa= .05




Tablas estadisticas capitulo 4

Peso seco planta

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: PSP

ANEXO 4

BPA

DHS de Tukey™"?
Subconjunto

Tratamiento N 1 2 3
Cirl MI 4 ATE
Ph100 M 4 6050
Fb200M 4 6325
Fb1001 4 G825
Cirl | 4 7300
Pb2001 4 8550
Sig. 1.000 051 1.000

Suma de
cuadrados Media
| Origen tipo Il gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 5412 3 180 27112 oo
Interseccidn 10.787 1 10.787 | 1623.021 oo
Inoculacion 338 1 338 60.922 oo
Plomo .202 2 Am 15.207 oo
Errar 133 20 .0o7
Total 11.461 24
Total corregida 673 23
a. R cuadrado = 803 (R cuadrado corregida= .773)
-
Peso seco raiz
Pruebas de los efectos inter-sujetos
Wariable dependiente: PSR
Suma de
cuadrados Media
| Origen tipo Il al cuadratica F Sig.
Modelo corregido 2959 3 0a8 13.378 .ooo
Interseccidn 6.365 1 6.365 | B66.286 .0oo
Inoculacion 045 1 045 6.133 022
Plomo .250 2 125 16.996 .0oo
Error 147 20 007
Total 6.807 24
Total corregida 442 23

a. R cuadrado = 667 (R cuadrado corregida = .617)
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Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos

homogéneos.

Basadas en las medias ohsemvadas.
Eltérmino de error es la media cuadratica(Errar) = .003.

a. Usa el tamafio muestral de |a media armdnica =

4.000
h. Alfa= 05,

BR

DHS de Tukey "

Subconjunto
Tratamiento M 1 2
Ctrl 4 J3TTE
Pb2001 4 J3BTE
Ctrl Ml 4 3900
Pb100 NI 4 6150
PB100I 4 6500
Pb200 NI 4 6700
Sig. 898 424

Se muestran las medias de los grupos de
subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

Eltérmino de error es la media cuadratica

(Errory=.002.

a. Usa el tamafio muestral de la media
armanica = 4.000

h.Alfa= .05,




Micorrizacion

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Wariahle dependiente: Micorrizacian

Micorrizacion

DHS de Tukey*?

Suma de i
cuadrados Media Subconjunto
Origen tipo gl cuadratica F Sig Tratamiento M 1
Modelo corregido 647 2 382 033 968 Ctrl 1 4 37.0975
Interseccian 16741.017 1 16741.017 | 1438.260 000 PR100 | 4 37.2600
Tratamianto 764 2 382 033 968 Ph200 | 4 37 6550
Error 104.758 9 11.640 s 967
Total 16846.539 12 9 - .
Total comregida 105.521 11 Se muesn_an las med|as'de los grupos
de subconjuntos homogéneos.
a. R cuadrado = .007 (R cuadrado corregida=-.213) Basadas en las medias ohservadas.
Eltérmino de errar es la media
cuadratica(Error) = 11.640.
3. Usa el tamafio muestral de la
media armdnica = 4.000
b. Alfa=.05.
- ,
Abundancia de arbusculos
Pruebas de los efectos inter-sujetos A
Variable dependienta: A akb
DHS de Tukey ™
Suma de
cuadrados Media Subconjunta
Origen tipo Il gl cuadratica F Sig. ) . M 1 3 3
Modelo corregido 216.210°7 2 108105 | 160.668 000 Tratamiento
| . Ctrl | 3 1.0033
nterseccién 377.525 1 377.525 | 592516 000
Tratamiznto 216.210 2 108105 | 169.668 000 PB1001 3 5.5300
Error 3.823 6 637 Fb2001 3 12.8967
Total 597.558 g Sig. 1.000 1.000 1.000
Total corregida 220.033 8 Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos
a. R cuadrado = 983 (R cuadrado corregida = .877) homogéneos.
EBasadas en las medias observadas.
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 637,
a. Usa el tamafio muestral de la media armadnica =
3.000
h. Alfa=.05.
. . . .,
Intensidad de la micorrizacion
M
Pruebas de los efectos inter-sujetos b
DHS de Tukey®
Variable dependiente: M -
Subconjunto
Suma de
cuadrados Media Tratamiento M 1 2
Origen tipo Il gl cuadratica F Sig. Ctrl | 3 3.0400
Madelo corregido 2620862 2 131.043 | 452514 000
. g Ph1001 3 14.6033
Interseccién 1177176 1 1177176 | 4064 591 000
Tratamiento 262.086 2 131.043 | 452514 000 Pb2001 3 15.8667
Error 1738 6 290 Sig. 1.000 064
Total 1441.000 ] Se muestran las medias de los grupos de
Total corregida 263.624 & subconjuntos homogéneos.

a. R cuadrado = 993 (R cuadrado corregida=.991)

Basadas en las medias observadas.
Eltérmino de error es la media cuadratica
(Errar)=.290.
a. Usa el tamafo muestral de la media
armanica = 3.000
h. Alfa=.05.
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ANEXO 5
Tablas estadisticas capitulo 5

Peso seco de planta

Pruebas de los efectos inter-sujetos BPA
“ariable dependiente: PSP OHS de Tuke\j'a'b
ci:g:':ddoes Media Subconjunto
| Origen tipo Il gl cuadratica F Sig. Tratamiento I 1 2
Modelo corregido 30 3 oo 227158 .ooo As25 NI 4 3775
Interseccidn 7.260 1 7.260 | 1644.239 .0oo As15 MI 4 4000
Inoculacién 213 1 213 48.199 .000
Arsénico 088 2 044 9.574 001 Crl NI 4 5950
Error 088 20 004 As25 | 4 6050
Total 7.649 24 As15 1 4 6575
Total corregida .389 23 Ctrl |l 4 700
a. R cuadrado = .773 (R cuadrado corregida = .739) Sig. ar3 365

Se muestran las medias de los grupos de
subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.
Eltérmino de error s la media cuadratica
(Errory = .003.
a. Usa el tamafio muestral de la media
armanica= 4.000

b. Alfa = .05,

Peso seco de raiz

BR

Pruebas de los efectos inter-sujetos DHE de Tu kEY'a'b

Variable dependienta: PSR Subconjunto

suma de Tratarniento M 1 2 3

cuadrados Media ASIE | 1 3175
Origen tipo Il gl cuadritica F Sig. .
Modelo corregido 2522 3 084 20.302 ooo ASZ5 NI 4 3475 3475
Interseccion 4664 1 4.664 | 1125102 000 As1il 4 3650 3650
Inaculacién 027 1 027 £.433 020 ASTE NI 4 4875 4875
Arsénico 22 2 113 27.236 000 Ctril 4 5450
Error 083 20 004 Ctri NI 4 5875
Total 4.999 24 Sig. 849 058 279
Tatal corregida 335 23 Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos

o = § i homogéneos.
a. R cuadrado = 753 (R cuadrado corregida = 716) Basadas en las medias observadas.

Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = .004
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica =
4.000

b. Alfa=.05.
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Micorrizacion

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Micarrizacian

Micorrizacion

DHS de Tukey*°

suma de
cuadrados Media
| Origen tipa Il gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 82.811° 2 41.405 6.978 015
Interseccidn 13777.641 1 13777.641 | 2322.084 .0oo
Tratamientos 82811 2 41.408 6.978 0158
Errar 53.400 a9 5833
Total 13913.851 12
Total corregida 136.210 11
a. R cuadrado = 608 (R cuadrado corregida = .521)
Abundancia de arbusculos
Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: A
Suma de
cuadrados Media
| origen tipo Il gl cuadratica F Sig
Modelo corregido 22.040% 2 11.020 | 109147 oo
Interseccion 55.106 1 55106 | 545783 .0oo
Tratamiento 22.040 2 11.020 | 109.147 .0oo
Error 606 6 A0
Total 77.752 a
Total corregida 22646 8
a. R cuadrado = 873 (R cuadrado corregida = .964)
Intensidad de la micorrizacion
Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: M
Suma de
cuadrados Media
| Origen tipo I gl cuadratica F Sig
Modelo corregido 4.385° 2 2.193 7.362 024
Interseccidn 30030 1 30.030 100.833 ooo
Tratamiento 4385 2 2193 7.362 024
Error 1.787 6 .298
Total 36.203 9
Total corregida 6172 8

a.Rcuadrado= 710 (R cuadrado corregida = .614)
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Subconjunto
Tratamientos N 1 2
As251 4 | 30.2475
Ctrll 4 | 35.0450 | 35.0450
As151 4 36.3600
Sig. 051 733

Se muestran las medias de los grupos de
subconjuntos homogénaos.
Basadas en las medias ohservadas.
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error)
=5833.

a. Usa el tamafio muestral de la media

armdnica = 4.000
b. Alfa=.05.

A

DHS de Tukey?
Subconjunto

Tratamiento N 1 2 3
Ctrll 3 4733
As151 3 1.8167
As251 3 46333
Sig 1.000 1.000 1.000
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos
homogéneos.

Basadas en las medias obsenvadas.
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 101

a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica =
3.000

h.Alfa= .05

M

DHS de Tukey**®

Subcanjunto
Tratamiento M 1 2
As251 3 5433
As15| 3 1.8867 1.8867
Ctrl 1 3 2.6500
Sig. 166 276

Se muestran las medias de los grupos de
subconjuntos homogeéneos.
Basadas en las medias observadas.
Eltérmino de error es la media cuadratica
(Error) = .298.
a. Usa eltamafio muestral de la media
arménica = 3.000

b, Alfa= .05,




