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RESUMEN

La fresa (Fragaria x ananassa Duch.) pertenece al grupo de las berries o frutillas.
Su fruto se le considera de alto valor comercial con beneficios en la alimentacion
humana, sin embargo; la produccion agricola de esta frutilla convencionalmente al
igual que otros cultivos de interés, requieren del uso intensivo de fertilizantes
quimicos, lo que ha generado serios problemas en el entorno productivo y en el
medio ambiente. Por lo anterior, se han implementado estrategias que ayuden a la
disminucion de esta problemética como la utilizacion de hongos formadores de
micorrizas (HM). La micorriza o micorrizacién es la asociacion simbiética del hongo
con las raices de las plantas. Esta asociacion se considera mutualista debido a que
ambos individuos resultan beneficiados. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de un consorcio de hongos micorricicos nativos de ardndano
silvestre (Vaccinium stenophyllum Steud.) y de un producto organico comercial que
contiene dos especies de genero Glomus (G. intraradices y G. fasciculatum) sobre
la asociacién, desarrollo y calidad de fresa comercial bajo diferentes niveles de
fosforo en condiciones de invernadero. Se realizo colecta de suelo rizosférico de
plantas de arandano asi como aislamiento de los hongos micorricicos (HM). Para
evaluar su asociacion con plantas de fresa se realiz6 un estudio preliminar que
permitié saber la eficacia de los consorcios micorricicos utilizados frente al ataque

el hongo fitopatégeno Fusarium sp.

Se realizo un segundo experimento con el fin de llegar a la produccion y
determinacion de la calidad interna de los frutos de fresa, para esto se establecieron
nueve tratamientos, todos ellos con plantas var. “festival” y diferentes niveles de
fertilizacion de fésforo a 0, 30 y 60 ppm. Tres tratamientos se inocularon con el
consorcio de HM silvestre (HMS), tres con el consorcio de HM comercial (HMC) y
tres sin inoculo micorricico (CTL). Todos los tratamientos tuvieron 10 repeticiones.
Los parametros evaluados fueron: calidad interna del fruto, rendimiento,
colonizacion, altura y clorofila de las plantas. Los resultados se analizaron con un
analisis bidireccional en el programa R Studio. Los tratamientos que fueron

inoculados con los consorcios micorricicos resultaron ser superiores



estadisticamente (p<0.05) para la mayoria de los parametros analizados
comparados con los tratamientos CTL, sin embargo; se observé mayor colonizacion,
eficacia en la mayoria de los parametros de calidad de los frutos y rendimiento en
los tratamientos inoculados con los HMS independientemente de los diferentes

niveles de P adicionado.

Palabras clave: micorrizas, arandano silvestre, simbiosis, berries.



ABSTRACT

The strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) belongs to the group of berries or
strawberries. Its fruit is considered to be of high commercial value with benefits for
human consumption, however; The agricultural production of this strawberry
conventionally, like other crops of interest, requires the intensive use of chemical
fertilizers, which has generated serious problems in the productive environment and
the environment. Therefore, strategies have been implemented to help reduce this
problem, such as the use of mycorrhizal fungi (MF). Mycorrhiza or mycorrhization is
the symbiotic association of the fungus with the roots of plants. This association is
considered mutualistic because both individuals benefit. Therefore, the objective of
this work was to evaluate the effect of a consortium of mycorrhizal fungi native to
wild blueberry (Vaccinium stenophyllum Steud.) And of a commercial organic
product containing two species of the genus Glomus (G. intraradices and G.
fasciculatum) on the association, development and quality of commercial
strawberries under different levels of phosphorus under greenhouse conditions.
Collection of rhizospheric soil from blueberry plants was carried out, as well as
isolation of mycorrhizal fungi (MF). To evaluate its association with strawberry plants,
a preliminary study was carried out that revealed the efficacy of the mycorrhizal

consortia used against the attack of the phytopathogenic fungus Fusarium sp.

A second experiment was carried out in order to reach the production and
determination of the internal quality of the strawberry fruits, for this nine treatments
were established, all of them with var plants. "Festival" and different levels of
phosphorus fertilization at 0, 30 and 60 ppm. Three treatments were inoculated with
the wild MH consortium (HMS), three with the commercial HM consortium (HMC)
and three without mycorrhizal inoculum (CTL). All treatments had 10 repetitions. The
parameters evaluated were: internal quality of the fruit, yield, colonization, height
and chlorophyll of the plants. The results were analyzed with a bidirectional analysis
in the R Studio program. The treatments that were inoculated with the mycorrhizal
consortia turned out to be statistically superior (p <0.05) for most of the parameters
analyzed compared to the CTL treatments, however; Greater colonization, efficacy
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in most of the fruit quality parameters and yield were observed in the treatments
inoculated with HMS regardless of the different levels of added P.

Keywords: mycorrhizae, wild blueberry, symbiosis, berries.
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I. INTRODUCCION

La fresa (Fragaria x ananassa Ducth.) y el arandano (Vaccinium spp.) pertenecen
al grupo de las berries, también conocidas como frutillas. El cultivo de la fresa como
el resto de berries, se considera importante por los beneficios que su consumo
aporta a la salud de los consumidores; gracias a los nutrientes que contienen, les
otorga la capacidad de combatir y prevenir algunas enfermedades tales como: la
diabetes, dislipidemia, el cancer; ademas de que confieren efecto antinflamatorio y
pueden activar la proteccion celular antioxidante. Un factor mas que muestra la
importancia de la produccion de estas frutillas, es la derrama econdmica que deja a
los paises productores y exportadores (Pervin et al., 2013; Garcia et al., 2018).

Por otro lado, la produccion tecnificada de los cultivos incluyendo las berries, han
ocasionado severos problemas de contaminacion en el entorno productivo y en el
medio ambiente con el uso desmedido de fertilizantes y otros agroquimicos. Una
alternativa de solucidn ante esta problematica podria ser la utilizacion de

biofertilizantes a base de hongos micorricicos nativos de arandanos silvestres.

En este sentido, la fresa como los arandanos silvestres al ser micotroficos tienen la
capacidad de asociarse con los HM y formar asociaciones micorricicas, para asi,
ambos resultar beneficiados (asociacion mutualista), ya que la interaccién de
especies nativas de hongos micorricicos aislados de especies silvestres de
arandano podrian conferirle efectos benéficos sobre la captacion de nutrientes,
asimilacion de los mismos y por ende disminuir el uso de fertilizantes quimicos para

la nutricion y bioestimulacién de dichos cultivos.

Existen pocos estudios sobre la evolucion del efecto de hongos micorricicos nativos
de plantas silvestres de ardndano sobre el desarrollo de esta misma planta, uno de
ellos es el de Jeliazkova y Percival (2003), ellos encontraron que las micorrizas
nativas tipo ericoide de Vaccinium angustifolium pueden ayudar a tolerar la sequia
en esta especie, sin verse afectada la colonizacion por el estrés hidrico. Hasta
donde tenemos conocimiento, solamente existe un reporte de Villa (2019), sobre la

deteccion de hongos micorricicos nativos asociados a plantas de arandano silvestre
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en Puebla, México. Sin embargo, en otra especie de la Familia Arecaceae, en una
parcela abandonada por 8 afios de cocotero (Desmoncus orthacanthos Marthius),
en la Peninsula de Yucatan, México, mostraron que es posible encontrar micorrizas
arbusculares en todas las estaciones del afio evaluadas. La actividad que le conferia
la micorriza al cocotero fue la de tolerancia a sequia y en cierta forma mayor
actividad para absorcion de nutrimentos (Ramos-Zapata et al., 2006). El papel de
los HM como biofertilizante puede potencializar la adaptabilidad de las plantas en
su entorno y se cree que la utilizacion de estos podria ayudar a disminuir la cantidad
de los fertilizantes inorganicos en los cultivos en un futuro, pues se sabe que los HM
pueden ayudar a la toma y asimilaciéon de distintos nutrimentos, en especial el
fésforo (P). En este sentido, se sabe que los HM establecen una simbiosis con las
raices de las plantas para obtener nutrientes esenciales, como el N, P, K, Ca, Zny
S (Begum et al., 2019). EI P ademas de ser uno de los macroelementos mas
importantes para las plantas se considera también como un factor que podria limitar
el establecimiento simbidtico (Cobrales et al., 2016). Alarcéon y Ferrera-Cerrato
(2003), realizaron un estudio donde evaluaron el efecto de la aplicacién de P sobre
el crecimiento y la nutricion de Citrus volkameriana Tan & Pasq, inoculado con un
consorcio de Glomus con diferentes niveles de fertilizacion de P a 0, 20, 40, 60, 80
y 100 mg P kg-1 de suelo, y tuvieron como resultados un incremento en las
concentraciones de N, P, y K en hojas comparados con los tratamientos no
inoculados; de igual manera reportaron mayor absorcion y aprovechamiento de K
en hojas y raices y mayores concentraciones de N foliar y P en las raices con el
nivel de fertilizacion de 60 mg de P kg. Estos autores observaron que la aplicacion
del P no influyé en las variables de crecimiento de las plantas no inoculadas pero si

en las inoculadas con el consorcio micorricico.

Con base en lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto
de los hongos micorricicos nativos de arandano silvestre (Vaccinium stenophyllum
Steud) y comercial sobre la asociacion, desarrollo y calidad de fresa comercial bajo

diferentes niveles de fosforo en condiciones de invernadero.
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Para alcanzar los objetivos planteados, se realizaron muestreos en la region
conocida como Los gallineros del municipio de Cotija, Michoacan donde se
encuentran plantas de arandano silvestre. Se colectaron muestras de suelo
rizosférico de distintas plantas para generar una muestra compuesta y se usaron
para el aislamiento de propagulos de HM, los cuales fueron evaluados en su
capacidad de colonizacién de las raices de plantas de fresa comercial las cuales
fueron fertilizadas con distintos niveles de P. De igual manera, se analiz6 su efecto
sobre el crecimiento, desarrollo, produccion y calidad de frutos de las plantas de
fresa inoculadas, para determinar su potencial como biofertilizante y bioestimulador

de dicho cultivo bajo los distintos regimenes de fertilizacion evaluados.

Il. MARCO TEORICO

Generalidades de las berries o frutillas

Un factor importante para la economia agricola en México es la exportacion de
frutas y hortalizas, ya sea en producto fresco o procesado (Avila-Arce y Gonzales-
Milan 2012). Entre las frutas mas importantes en el sector productivo y de
exportacion se encuentran las berries o frutillas que son el cuarto producto agricola
exportado con una derrama economica en 2018 de poco mas de 2,107 millones de
dolares (Tecnoagro, 2019). El estado de Michoacéan fue posicionado como el primer
productor de berries a nivel nacional con un total de 19 mil 326 hectareas sembradas
para el 2016, siendo la segunda actividad econémica con un valor de 7 mil 743

millones de pesos (Delegacion SADER Michoacan, 2016).

Aportes nutricionales y efecto antibacteriano

Las berries tienen una amplia aceptacion entre los consumidores por sus aportes
nutricionales, asi como por las propiedades medicinales resultado de la alta
concentracion de antioxidantes. En general, estas frutillas son una buena fuente de
acido clorogénico, quercetina, kaempferol, mircetina, procianidinas, catequina,
epicatequina, resveratrol y vitamina C que son elementos que contribuyen a la

actividad antioxidante y, por ende, a la salud humana (Pervin et al., 2013).
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Las frutillas adicionalmente contienen agua en un 90% de su peso y como la
mayoria de las frutas es hidratante para el organismo. Son ricas en fibra, lo que
favorece el transito intestinal, la reduccién de grasas de la sangre como el colesterol
y triglicéridos y los valores de glucemia. Son ricas en vitamina C, la cual ayuda a
fortalecer el sistema inmunoldgico o de defensas del organismo y favorece la
absorcién del hierro. Son ricas en vitamina A (Betacarotenos) que son
fundamentales para la piel, son antioxidantes, previenen el envejecimiento celular y
favorecen la regeneracion del colageno. El color rojizo se debe a la presencia de
pigmentos naturales llamados antocianinas, los cuales tienen efectos sobre los
radicales libres, es decir, previenen la oxidacion y el dafio celular, pueden ayudar a
prevenir enfermedades degenerativas, incluso el cancer. Los polifenoles de las
frutillas protegen ante enfermedades cardiovasculares. Adicionalmente, poseen
gran contenido en potasio y muy bajo en sodio, lo que favorece la eliminacion de
liquidos, aspecto importante para hipertensos. Por su contenido en &cido folico se
recomienda el consumo durante el embarazo para evitar malformaciones en los
fetos (Misiones Online, 2017).

Dentro del grupo de las frutillas, una de las mas importantes a nivel nacional y estatal
por la extension dedicada a su produccion y los aportes econdémicos que brinda, es

la fresa.

La fresa

La fresa (Fragaria x ananassa) es una planta octoploide perteneciente a la familia
Rosaceae. Se origin6 como un hibrido interespecifico entre las dos especies
silvestres progenitoras F. chiloensis y F. virginiana. El género Fragaria fue
denominado por el botanico Carl Linnaeus. Utilizé la palabra latina “fragrans” que
significa “perfume dulce” describiendo a este fruto llamativo y muy aromatico, lo cual
es un factor distintivo importante ademas del sabor por el cual ha sido ampliamente

aceptada por los consumidores (Edger et al., 2019).

El cultivo de la fresa en México se introdujo en 1849, para 1852 se cultivd en
Irapuato, Guanajuato; debido a su aceptacién y produccién, dicho estado a partir de

los anos 40’s fue posicionado como el mayor productor de fresa en México, pero
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por diferentes factores como las cuotas que en ese entonces se establecieron por
la produccién y exportacion de este cultivo, los factores bidticos, abioticos, sociales
y la falta de tecnologia, tuvo una disminucion en la produccion de fresa. Guanajuato
no ha logrado aumentar sus rendimientos de manera significativa desde el 2007 con
20.3 ton ha! (Leén-Lopez et al., 2014). Sin embargo, desde 1950 debido a su gran
demanda en los EE. UU., el cultivo de la fresa se extendio al estado de Michoacan
posicionandolo como el principal productor a nivel nacional (Avila-Arce y Gonzéles-
Milan 2012).

Caracteristicas botanicas de la fresa

La fresa es una planta herbécea rastrera considerada perenne de corta vida, con un
tamafo aproximado de 50 cm de altura. Se caracteriza porque sus 6rganos y hojas
crecen en la parte lefiosa de la corona (Bogota, 2015; Tecnoagro, 2019). Tiene un
sistema radicular fasciculado compuesto por raices fibrosas primarias y
secundarias, al igual que posee raicillas, las raices pueden alcanzar
aproximadamente de 30 a 40 cm de profundidad (Huachi-Avila 2019; Tecnoagro
2019). Los tallos son cortos y de forma conica, demasiado importante porque
ramifica unas estructuras llamadas estolones, estos estolones tienen la capacidad
de generar nuevas plantas ayudando a la propagacion (Huachi-Avila, 2019). Sus
hojas arrosetadas, conocidas como “falsas rosetas”, estdn compuestas por tres
hojas de bordes aserrados (Bogota, 2015; Tecnoagro, 2019). La corona llamada
también roseta, es la encargada de sostener los tejidos vasculares (Bogota, 2015).
Las flores son de color blanco, tienen un caliz de 5 sépalos y 5 pétalos y una gran
cantidad de estambres (Tecnoagro, 2019) y los frutos son de color rojo de sabor
dulce y un peculiar aroma, formados por una infrutescencia, a su vez formada por
la fusiébn de muchos carpelos secos sobre un receptaculo pulposo, tiene una vida
de anaquel muy corta y es no climatérico, es decir, que no continua con el proceso
de maduracion una vez cosechado. Ademas del agradable sabor, es rico en
vitaminas y compuestos nutracéuticos (Fraire-Cordero et al., 2003; Tecnoagro,
2019).
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Importancia econémica

En el estado de Michoacan se produce mas del 70% del cultivo de la fresa con un
valor en el mercado de 9,500 millones de pesos. Su produccién se encuentra
ubicado en 32 municipios de la entidad, sin embargo, Zamora, Jacona y
Tangancicuaro generan aproximadamente el 70 % de la producciéon (Valerio-
Salgado et al., 2019).

Exportacion y produccion de las fresas en México

Una caracteristica importante del cultivo de la fresa es la derrama econdémica que
confiere a los productores y exportadores. México es el tercer exportador con base
en superficie, rendimiento y produccién de fresa en el mundo (Cuadro 1). Tan sélo
en 2018 exporté 102,631 ton; mismas que se cultivaron en 13,564 ha. Para ese

mismo afio el total de produccién fue de 611,770 ton (Barcenas-Santana, 2019).

Cuadro 1. Superficie, rendimiento, y produccion de los principales cinco paises
exportadores de fresas en el mundo, en el 2016.

Pais Superficie (ha) Rendimiento (ton/ha) Toneladas
China 141,498 26.86 3,801,865
USA 21,242 66.87 1,420,570
México 11,091 42.21 468,248
Espafa 7,685 47.64 366,161
Canadéa 2,868 7.62 21,858
Total 184,384 38.24* 6,078,702

Fuente: FAOSTAT (2018). * Se refiere al promedio de rendimiento en los 5 paises.

Los principales estados productores a nivel nacional para el 2020 mencionados en
orden de importancia fueron: Michoacan con 6,246 ha, Baja California con 2,916 ha,
Baja California Sur con 140 ha, México con 19 ha, Morelos con 8 ha, Oaxaca con 7
hay Jalisco con 6 ha, con un total en la produccion de 425,007 ton (SIAP, 2020).
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Impacto social

Los efectos sociales como la generacién de mano de obra resultan también muy
importantes en la produccion de frutillas. Por ejemplo, tan s6lo en 2016 se estimo
que la agroindustria de fresa en México gener6 13,186 empleos directos y 1,810
empleos indirectos en campo. Durante su procesamiento industrial intervinieron
3,955 empleos directos y 540 indirectos, con lo que se estimo6 un total de 15,000
empleos directos y 4,500 empleos indirectos a lo largo de la cadena productiva
(Rodriguez et al., 2016).

Por lo anterior, se concluye que la produccion de la fresa a nivel regional como
nacional genera cantidad de empleos, siendo un referente de impacto social. En
Baja California se considera un cultivo de gran importancia por el empleo que se
genera en la época de cosecha, la gran cantidad de actividades que se necesitan
llevar a cabo en las empacadoras, asi como las que surgen para su produccién
(Avila-Arce y Gonzéales-Milan 2012).

Aportes nutricionales y nutraceuticos del fruto de la fresa

La fresa (Fragaria spp.) se caracteriza como uno de los cultivos mas importantes
para la salud humana. Su consumo se debe a sus caracteristicas gustativas,
olfativas y sobre todo a las aportaciones nutrimentales que el fruto contiene como
el alto contenido de taninos, flavonoides, antocianinas en particular la pelagonidina
3-glucosido y la cianidina 3-glucésido que son las que mayormente se encuentran
en el fruto. También se menciona la catequina, quercetina, kaempferol, acidos
organicos (citrico, malico, oxalico, salicilico y elagico), minerales (K, P, Ca, Nay Fe),
vitaminas Ay C y polifenoles que le confieren un gran poder antioxidante que puede
ser benéfico para la salud. Estos compuestos que el fruto de la fresa contiene, le
dan el potencial para auxiliar al cuerpo humano con diversas enfermedades como
la prevencion de tumores, disminucién de riesgos cardiovasculares y trombosis,
ademas de tener una alta actividad antioxidante, asi como la prevencién de

carcinogénesis (Aimacafa, 2019; Barcenas-Santana, 2019; Restrepo et al., 2019).

También se ha reportado la capacidad antibacteriana de esta frutilla. En este

sentido, se ha reportado que el consumo de fresa previene la caries causada por
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Streptococcus mutans y la formacion de biopeliculas de especies patdgenas por el

efecto de compuestos fendlicos o elangitaninos (Aimacafia, 2019).

Composicion de la fresa

En términos generales, la fresa se caracteriza por aportar 35 Kcal por cada porcion
de 100 g. Quimicamente, esta frutilla se compone de 89.6% de agua, 7% de hidratos
de carbono, 0.7% de proteinas, 0.5% de lipidos y 2.2% de fibra (Moreiras et al.,
1992; Chordi, 2013).

La porcién comestible de la fresa presenta un contenido de azdcares como glucosa,
fructosa y sacarosa con 2.6, 2.3 y 1.3% respectivamente. Los minerales que se
reporta contiene esta frutilla son en orden de importancia potasio, fésforo, calcio y

magnesio. Respecto a vitaminas la principal es la vitamina C (Chordi, 2013).

Compuestos fendlicos como nutraceudticos

Los compuestos fendlicos son aquellas sustancias que poseen varios grupos
funcionales fenol (Figura 1), que estan unidos a estructuras aromaticas o alifaticas.
Estos compuestos fendlicos se encuentran naturalmente como metabolitos
secundarios en las plantas. Algunas de sus funciones son actuar como fitoalexinas
gue sirven para la proteccion de afectaciones fangicas o bacterianas, pero también
participan en la pigmentacién de diversas partes de las plantas y en conferir el sabor
de los frutos. Por estos motivos son considerados sustancias que influencian la

calidad, aceptabilidad y estabilidad de los frutos (Hidalgo-Murillo, 2004).
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Figura 1. Estructura quimica del fenol. Imagen tomada de Pefarrieta et al. (2014).

Los flavonoides

El término flavonoides (Figura 2) viene del tatin “flavis” que significa amarillo y son

un tipo de polifenoles formados por 2 grupos bencénicos unidos por un puente

tricarbonado. Su funcién en la planta es conferir el color a los frutos y flores (Hidalgo-

Murillo, 2004; Pefarrieta et al., 2014). Los flavonoides se dividen en varios

subgrupos:

1. Antocianos.
2. Flavonas, flavononas, flavanoles y flavanonoles.

3. Flavanoles, taninos condensados y lignanos.
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Figura 2. Estructura del Flavonoide. Imagen tomada de Pefarieta et al. (2014).
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Las antocianinas

Las antocianinas son un grupo de pigmentos hidrosolubles, encargados de darle el
color a diversas frutas, cereales y vegetales y se localizan en las vacuolas de las
células. Algunas de las funciones que tiene en las plantas son la atraccion de
polinizadores, proteccion contra la radiacion ultravioleta entre otros (Astrid-Garzon,
2008).

Estructura y color de las antocianinas

Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas, pertenecientes a la familia de
los flavonoides, compuestos por dos anillos aromaticos Ay B unidos por una cadena
de 3 C. En la Figura 3 se muestra la estructura y las seis antocianidinas conocidas

por las variaciones estructurales del anillo B (Astrid-Garzén, 2008).

| Aglicona Substitucion L

| Rl R1 especiro visible
Pelargonidina H H 454 (naranja)
Cinmdma OH H 506 (nara r|j.1-||.\j|||
Delfinadina OH OH 508 (azul-rojo)
_I-‘enm:lm.! OCHE 1 506 (naranja-rojn)
Petunidina OCH3 OH S08 {azul-rojo)
I.‘d.l]'.'-.rllnn OCH3 OCH3 310 I.li"lIJ-mJl'l_I

Figura 3. Estructura y tipos de antocianinas (Garzoén, 2008).

Otra de las frutillas cuyo cultivo ha cobrado importancia en los ultimos afios es el
arandano, cuyas especies silvestres resultan de interés pues podrian contribuir al

mejoramiento de variedades comerciales.
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EL ARANDANO SILVESTRE

Historia del arandano

El arandano es una baya originaria de América del Norte, donde crece en forma
silvestre (Romero, 2016). Los ardndanos silvestres han formado parte de la historia
de la humanidad, debido a que durante miles de afios es parte de la alimentacion
de las tribus de esa regiéon y hoy en dia; sigue siendo fundamental para la
alimentacion de los humanos. Estas bayas fueron de gran utilidad para las personas
de aquella época, pues no solo las utilizaban como base de alimentacion sino
también como remedios medicinales para curar y prevenir enfermedades, por
ejemplo; el jugo de ardndano protege el ADB ayudando a prevenir diversas
enfermedades como el cancer y la diabetes. Ademas, los antioxidantes que
contienen ayudan a prevenir problemas cardiovasculares y son beneficiosos para el
cerebro (Romero, 2016; Garcia-Rubio et al., 2018).

Principales especies de arandano silvestre en América

Los ardndanos pertenecen al género Vaccinium, y a la familia de las Ericaceas. Las
especies de arandano se encuentran distribuidas en mayor escala en Norteamérica,
Europa Central y Eurasia, también se encuentran en menor escala en América del

Sur, Africa y Madagascar (Garcia-Rubio et al., 2018).

El continente americano cuenta con un gran numero de especies silvestres del
género Vaccinium. Estas especies ademas de tener frutos comestibles se han

domesticado y seleccionado variedades para la produccion comercial de frutos.

En la Figura 4 se presentan los frutos de las especies mas destacadas basadas en
Garcia-Rubio et al. (2018), los cuales son: 1) Vaccinium angustifolium también
nombrado como “Lowbush”, este arandano puede soportar temperaturas
extremadamente bajas en invierno; 2) V. macrocarpon, también conocido como
“cranberry” o arandano rojo grande, esta especie produce frutos de color rojo; 3)
Vaccinium ashei, también llamado “ojo de conejo” o “Rabbiteye” es un arbusto que
puede llegar a crecer hasta 5 m de altura, se da en zonas con clima calido y esta
adaptado a los suelos arenosos, secos y pobres de materia organica, los frutos son

azules, de buen tamafo y sabor, debido a la buena calidad del fruto es uno de las
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especies domesticadas para cultivo comercial; 4) V. corymbosum, también conocido
comunmente como “Highbush” del Norte, el fruto de este arandano es azul, es dulce
y el de mayor calidad y tamafio entre las especies del género, por este motivo fue
el primero que se domesticé. De igual manera, Romero (2016), menciona que las

especies de mayor interés comercial son V. corymbosum y V. ashei.

Figura 4. Frutos silvestres del género Vaccinium. a.) V. angustifolium, b.) V.
macrocarpon c.) V. ashei, d.) V. corymbosum (Garcia-Rubio et al., 2018; Ted collins,
2019; Ganaderia, 2020).

Por otro lado, existen variedades de arandano silvestre con caracteristicas de
apariencia y sabor potencialmente interesantes, sin embargo, no existe mucha
informacion sobre estas. Una de las especies silvestre de arandano reportadas para

México es Vaccinium stenophyllum Stead., de la cual se hablara a continuacion.
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Vaccinium stenophyllum Stead.
México es un pais considerado megadiverso, debido a su gran diversidad de plantas
silvestres (Pio-Ledn et al., 2017), entre ellas se encuentran varias especies de

Vaccinium nativos de México, como lo es el caso del V. stenophyllum.

De acuerdo a Pérez (2013) V. stenophyllum es un arbusto (Figura 5) originario del
Noreste de América del Norte (Terranova a Maryland, lowa y Minnesota). Posee
flores hermafroditas y la polinizacion se da por la presencia de insectos. Las hojas
de esta especie son caducas. Sus frutos poseen el tipico color “blue” oscuro y dulce.
En general pueden llegar a medir hasta 50 cm (Gonzales, 2013) y en el caso de
Cotija, Michoacan hasta casi 2 m (observacion personal).
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Figura 5. Planta del herbario de Vaccinium stenophyllum Stead., en la coleccién de
la UNAM. Tomado de https://datosabiertos.unam.mx/IBUNAM:MEXU:483582
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Ademas de la escasa informacion que existe al respecto de las caracteristicas y
contenido nutrimental de los frutos de las especies de ardndano silvestre, también
existe escasa informacion sobre el papel que la biota microbiana asociada a estas
plantas pudiera tener sobre su desarrollo, produccion y calidad de los frutos, por lo
gue es deseable generar informacion sobre los beneficios potenciales que dicha

biota pudiera tener sobre estas plantas y otros cultivos relacionados.

Uso de microrganismos en la nutricion

La produccion de las frutillas como la fresa y el arandano es susceptible al efecto
del impacto economico generado por la mano de obra, manejo de plagas,
enfermedades, malezas y la nutricion. En particular en la nutricién de los cultivos se

puede erogar un gasto entre el 15 al 20% del costo productivo.

Uno de los macroelementos de las plantas que se relaciona con la nutricién y los
microorganismos, es el fosforo (P), y mas estrictamente con el fosfato P20s. Se
conoce que el P es necesario en la vida por su participacion en los diversos
procesos fisiologicos metabdlicos y bioquimicos mas importantes (Wahid et al.,
2020). También, esta presente en todas las células de los organismos vivos. EI P
se le encuentra en los acidos nucleicos que contienen y codifican la informacion
genética, ademas, se le encuentra relacionado con la fisiologia y metabolismo de

las plantas en procesos como transporte de energia y fotosintesis (InfoAgro, 2020).

Por otra parte, es importante sefialar que el P en los suelos es un elemento de baja
movilidad y se encuentra poco disponible generando una limitacion en los
ecosistemas naturales y agricolas (Wen et al., 2019), lo cual ha hecho muy
importante su incorporacion en la fertilizacion de base, ya sea en forma quimica o
en estiércoles. Es importante hacer notar que sélo el 10 o 15% se utiliza por las

plantas en el mismo afio o ciclo agricola (Sandoval, 2019).

El empleo de microorganismos promotores del crecimiento vegetal ha tenido gran
importancia en estos Ultimos afios debido al establecimiento de relaciones
simbidticas con las plantas; ademas intervienen en el ciclo de algunos elementos
minerales y obtienen a cambio los exudados de las raices en forma de acidos

organicos, mucilagos, aminoacidos o azucares. Los mecanismos de accion mas

26



representativos son la fijacién biolégica de nitrégeno, la capacidad de solubilizar
formas insolubles de fésforo mediante la produccion de é&cidos orgénicos y la
quelacion de oxidos de calcio, hierro o aluminio. También, favorecen la produccion
de fitohormonas y la estimulacion de crecimiento indirecto por la sintesis de la

enzima ACC desaminasa (Romero y Suarez, 2017; Sandoval, 2019).

Entre los grupos de microorganismos que pueden promover algunos de los
beneficios antes mencionados se encuentran los hongos micorricicos, que
promueven la asociacion simbiotica con las raices de las plantas denominada
micorriza, que participan en la asimilacion de fosforo en las plantas. Se conocen dos
formas en las cuales las plantas adquieren el P: en la via directa, la planta lo
adquiere de la rizosfera mediante transportadores de P inorganico (Pi) en la
epidermis y pelos radiculares cercanos a la superficie de la raiz. Esta via es
normalmente rapida mas que el proceso de reemplazo por difusién a partir de los
agregados del suelo, y resulta en concentraciones no reducidas de Pi cerca de las
raices (Smith et al., 2011).

En la via de adquisicion de P con micorrizas, el Pi del suelo se transporta a las hifas
fungicas y de ahi se usan transportadores Pi los cuales translocan el fésforo a
estructuras intracelulares fangicas llamadas arbusculos y enrollamientos hifales
“coils” (en las orquideas), ubicadas en células corticales de la raiz los cuales liberan

el P en las células de las plantas colonizadas (Smith et al., 2011).

Es importante sefialar, que tanto las plantas de fresa como los ardndanos silvestres,
son capaces de establecer relaciones simbioticas con distintos microorganismos
existentes en el suelo. Dentro de los grupos presentes capaces de establecer
simbiosis mutualistas con las raices de una gran variedad de plantas, se encuentran
los hongos micorricicos, los cuales forman la asociacién conocida como micorrizas,

de la cual se hablara a continuacion.

Las micorrizas
Una de las principales adaptaciones evolutivas mas importantes en la vida terrestre

es la habilidad de los hongos para formar micorrizas con las plantas. Se conoce que
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los hongos micorricicos pueden colonizar benéficamente cerca del 85% de las

plantas terrestres (Wang y Qiu, 2006; Strullu-Derrien et al., 2018).

Se infiere que la colonizacion de las plantas terrestres estuvo relacionada con el
establecimiento de asociaciones simbidticas hace aproximadamente 400 a 460
millones de afios, en el periodo Devonico y Ordovicico (Redecker et al., 2002;
Alarcon, 2007; Aroca et al.,, 2009). Sellaginella moellendorffii conocida como la
planta de la resurreccién es una licofita ancestral que pudo haber establecido
relacion simbidtica con micorrizas arbusculares (Bravo et al., 2016). Sin embargo,
Honrubia (2009), menciona que la primera evidencia con estructuras micorricicas
como arbusculos y ramificaciones de hifas, fueron encontradas en las células

parenquimaticas de rizomas de Aglaeophyton (Rhynia) en el devonico temprano.

¢,Qué son las micorrizas?

Las micorrizas son asociaciones mutualistas evolucionadas entre los hongos del
suelo y las raices de las plantas, en las que se establece una relacion de beneficio
entre su hospedera (la raiz de la planta) y el hongo, lo que da como resultado
estructuras que permiten el mutuo intercambio de agua y nutrimentos minerales
para la planta hospedera y por su parte, la planta le proporciona al hongo
carbohidratos (azucares, producto de su fotosintesis) y un microhdbitat para que
éste pueda completar su ciclo de vida mediante la interaccién de ciertas partes
especializadas entre esos individuos (Andrade-Torres, 2010; Estevao et al., 2018).
Este Carbono (C) es enviado por las raices a los hongos micorricicos al transferir la
hexosa que las plantas producen a través del proceso de la fotosintesis, se sabe
que le transfieren aproximadamente del 5 al 10% de C fijado fotosintéticamente o
también en forma de lipidos (Lin et at., 2020). Estudios recientes demuestran que
las plantas no solo le proporcionan carbohidratos al hongo si no también &cidos
grasos, ya que estos hongos no cuentan con genes importantes para su produccion;
los &cidos grasos son indispensables para la formacién de moléculas de grasa
grandes, que almacenan energia y contribuyen a la formacién de membranas para

cada una de sus células (Keymer et al., 2017).
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El término micorriza (es decir, hongo de raiz) fue propuesto por Frank en 1885
(citado por Andrade-Torres 2010), quien sefialé que esta asociacién era benéfica

para ambos simbiontes.

De acuerdo con Alarcon (2007), la micorriza también se puede entender como “una
estructura especializada con diversas funciones, la cual se origina al asociarse, en
forma mutualista con diversos grupos de hongos especificos con el sistema radical

de las plantas”.

Beneficios de las micorrizas

La relacion micorricica es una asociacion que se considera de tipo mutualista ya
gque ambos participantes resultan beneficiados. Los hongos micorricicos o
micorrizogenos aumentan la capacidad de las plantas para capturar nutrientes del
suelo. Entre los nutrientes que el hongo ayuda a absorber a la planta destacan
principalmente: el fosforo (P), nitrogeno (N) y potasio (K), calcio (Ca), Zinc (Zn) y
magnesio (Mg), esto es gracias a la colonizacion de las raices por el hongo y al
cambio de estructura de éstas, permitiendo una mayor ramificacion, favoreciendo
mayor contacto con el suelo; ademas, promueven la mayor longevidad, resistencia
a patdégenos, a elementos toxicos del suelo, y condiciones extremas de temperatura,
acidez y humedad (Estevao et al., 2018; Camargo-Ricalde et al., 2012; Noda, 2009).
De igual manera, Blanco y Salas (1997), mencionan otros beneficios que el hongo
le aporta a la planta como la estimulacion de sustancias reguladoras de crecimiento,
incremento de la tasa fotosintética, ajustes osmaéticos cuando hay sequias,
tolerancia a estrés ambiental y el aumento de fijacién de N por bacterias simbidticas.
Lutzoni et al. (2018), mencionan que la simbiosis micorricica ademas de los efectos

mencionados, también ayuda a resistir la herbivoria.

Los HM tienen la capacidad de interactuar con otros microorganismos de la
rizosfera, gracias al micelio extraradical que ademas de ser el vinculo entre el suelo
y la planta, proporciona nichos ricos en nutrientes que favorecen la colonizacion y
la asociacion con otros microorganismos (Svenningsen et al., 2018). Los exudados
de las hifas fungicas atraen a estos microorganismos con el fin de hacer simbiosis

con la planta y recibir beneficios, de tal modo que se han identificado mayor nimero
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de poblaciones microbianas, entre ellas las bacterias diazotréficas, simbidticas y
solubilizadoras de fosfatos; estas bacterias ayudan a la planta con nutricion y
proteccion contra patdgenos radicales (Romagnoli et al., 2017). Se considera que
la actividad de los microorganismos rizosféricos son un factor importante para el
buen funcionamiento de los ecosistemas terrestres, ademas de que participan en la

fertilizacion de los suelos agricolas (Pérez et al., 2016).

Sin duda alguna, la inoculacion de micorrizas a los cultivos podria conferirles
enormes beneficios. Viera et al. (2017), mencionan que los hongos micorricicos
arbusculares (HMA) al ser inoculados en la etapa a nivel vivero de las plantulas, les
ayuda a tener una mayor supervivencia, mayor crecimiento vegetal en menor
tiempo, y a disminuir el tiempo en el estadio de vivero, ademas de tener mayor

productividad y calidad del fruto.

El nitrégeno (N) es fundamental para el desarrollo de las plantas, las micorrizas son
capaces de adquirir el N inorganico como NHa4*y NOs~ que son las formas mas
comunes y disponibles en la rizésfera, sin embargo, la fertilizacion alta en N
interfiere con el potencial de in6culo micorricico de los suelos agricolas, favorece
los dafios causados por patégenos, ademas, induce el flujo de gases de efecto
invernadero. Debido a estos problemas una técnica viable es la utilizacion de
nitrdgeno organico con la combinacién de simbiosis micorricicas, esta combinacion
podria eliminar algunos de estos problemas y aumentar la fertilizacion de N en las
plantas (Thirkell et al., 2016). Otro de los beneficios de las micorrizas es la mejora
de propiedades fisicas y quimicas de los suelos, lo cual se logra por el incremento
de materia organica y formacion de agregados del suelo mediante la adhesién de
particulas con el uso de la glomalina, este compuesto es exudado por el micelio. En
los suelos, la glomalina que secretan los hongos micorricicos contribuyen a la
estructura y estabilidad de los ecosistemas. En consecuencia, se reduce la erosiéon
y se mejora la capacidad de retencion de agua (Guadarrama-Chavez et al., 2004).
Los microorganismos benéficos de la rizosfera como los HMA tienen un papel
fundamental en el desarrollo de los cultivos, pues ademas de ayudar con el estado

nutricional de las plantas pueden mejorar la calidad de los cultivos. Adicionalmente,
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se conoce que la simbiosis micorricica proporciona una mayor acumulacion de
antocianinas, fenoles solubles totales, carotenoides y otros nutrientes (Begum et al.,
2019).

Sin la colaboracion de los HMA con las plantas, su crecimiento seria menos
vigoroso, los ataques de patégenos, las sequias y los metales téxicos que hay en el
suelo perjudicarian mas a las plantas, habria menos diversidad de flora, menos
bosques y hierbas en los ecosistemas naturales y en la agricultura (Piepenbring et
al., 2016).

Clasificacion taxondémica de los hongos formadores de micorrizas

Una forma de clasificar las micorrizas es tomando en cuenta el tipo de hongo
involucrado y la integracion morfoldgica existente entre los hongos y las raices de
las plantas hospedantes; debido a estas caracteristicas se clasificaron como: a)
micorrizas con manto fdngico, estas a su vez fueron clasificadas como
ectomicorrizas, micorriza arbutoide y micorriza monotropoide; por otro lado estan
las b) micorrizas sin manto fangico que fueron clasificadas como micorriza
arbuscular, micorriza ericoide y micorriza orquideoide (Camargo-Ricalde et al.,
2012).

Andrade Torres (2010), clasific6 las micorrizas basandose en la clasificacion
propuesta por Smith y Read en 1997. Esta clasificacion se realiz6 tomando en
cuenta las caracteristicas estructurales, el tipo de hongo, las plantas involucradas y
las formaciones estructurales que estos individuos realizan, dichas clasificaciones

son:

Ectendomicorrizas. [Estas micorrizas presentan caracteristicas de las
ectomicorrizas y de las endomicorrizas, los hongos participantes son principalmente
de los grupos de Basidiomycotina y Ascomycotina, y se asocian con plantas
coniferas del género Pinus y algunas plantas angiospermas (Andrade-Torres,
2010).

Ericoide. Se caracteriza por su asociacion con varias familias del orden Ericales

(excepto los géneros Arbutus y Arctostaphylos) y los hongos del grupo de las
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Ascomicota Estas micorrizas forman raices laterales muy delgadas que carecen de
crecimiento secundario en las plantas colonizadas (Andrade-Torres, 2010;
Camarena-Gutiérrez, 2012).

Arbutoide. Este tipo de micorriza se asocia con dos géneros de la familia Ericaceae
(Arbutus y Arctostaphylos) y varios géneros de Pyrolaceae, forman red de hartig y
complejos hifales intracelulares, los hongos involucrados son del grupo de las

Basidiomycotina. (Camarena-Gutiérrez, 2012).

Monotropoide. Estas micorrizas se caracterizan por ser simbiontes exclusivos de
las plantas de la familia Monotropaceae, la cual tiene 10 géneros de plantas
aclorofiladas, es decir, no son fotosintéticas, por lo cual dependen completamente
de esta asociacion. Los hongos participantes pertenecen al grupo de los
Basidiomycotina (Andrade-Torres, 2010).

Orquideoide. Son exclusivas de las plantas de la familia Orchidaceae y los hongos
que participan son del grupo de las Basidiomycotina, estas plantas son aclordfilas y
saprofitas por lo que dependen directamente del hongo (Andrade-Torres, 2010;

Camarena-Gutiérrez, 2012).

Ectomicorrizas. Las ectomicorrizas pueden colonizar aproximadamente el 3% de
las especies de plantas vasculares del planeta, entre las familias de plantas se
encuentran: todas las Pinaceae, Fagaceae y Betulaceae, asi como algunas
especies de Salicaceae, Tiliaceae, Rosaceae, Leguminosae y Juglandaceae. Los
hongos involucrados en esta asociacion pertenecen al grupo Basidiomycotina.
Estas micorrizas forman estructuras que recubren por fuera la raiz conocida como

red de Hartig y manto (Andrade-Torres, 2010).

Arbuscular. También llamada micorriza vesiculo-arbuscular, estas micorrizas se
consideran bidtrofos obligados, debido a que las plantas que la forman no dependen
del hongo para sobrevivir, ademas de formar estructuras especializadas llamadas
arbasculos (que participan en el intercambio de nutrientes) y en algunos casos

forman estructuras llamadas vesiculas. Los hongos que participan estan
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restringidos al phyllum Glomeromycotina, y son simbiontes para el 80% de las

plantas vasculares (traquedfitos) (Andrade-Torres, 2010; Lutzoni et al., 2018).

Micorriza arbuscular

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) se encuentran en la mayoria de los
suelos y tiene la capacidad de formar relaciones simbioticas con la mayoria de las
plantas, son biétrofos obligados, es decir, qgue necesitan de la planta huésped para
poder completar su ciclo de vida y lo hacen gracias a los productos fotosintéticos y

lipidos que las plantas les proporcionan (Begun et al., 2019).

Las micorrizas arbusculares son consideradas las mas extendidas y antiguas de
todas, se cree que mas del 95% de las especies de plantas superiores, establecen
este tipo de asociacion, aunque se ha demostrado que los HMA también establecen
relacion simbiotica con pteridofitas (como los helechos) y briofitas (plantas no
vasculares). Los hongos que participan en esta asociaciéon son los zigomicetos
referente a los hongos con esporas de pared gruesa. Estos hongos colonizan
intercelularmente las células de la corteza de la raiz del hospedero formando
estructuras especializadas como los arblsculos que actian como 6rganos de
intercambio de sustancias y nutrientes, también algunos géneros de estos hongos
forman las vesiculas que se caracterizan por su estructura globosas, su funcion es
almacenar lipidos y nutrimentos para el hongo y estan presentes intercelularmente
en la corteza de laraiz (Garcia et al., 2016; Aguilera Gomez et al., 2017). La mayoria
de las plantas terrestres forman relaciones simbi6ticas con los hongos micorricicos
arbusculares, esta asociacidon mutualista resulta de gran beneficio tanto para la

planta como para los HMA colonizadores (Zhao et al., 2017).

Reconocimiento simbiodtico entre las plantas y los hongos micorricicos
arbusculares

Fase asimbidtica

En esta fase se envian sefiales bioquimicas que forman parte de los exudados de
la raiz. Las plantas son las encargadas de mandar la primera sefial para el inicio
simbidtico a las esporas de los hongos micorricicos arbusculares (HMA) por medio

de los exudados, dichos exudados tienen compuestos y hormonas que ayudan a la
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germinacion de las esporas, el crecimiento y la ramificacion de la hifa germinativa,
también ayudan para que el hongo pueda localizar las raices. Una molécula
sefalizadora es el diéxido de carbono (COz2) que es de gran importancia para la
germinacion de esporas y el crecimiento de la hifa germinativa (Ramirez-Gomez y
Rodriguez-Villate, 2010), tales estimulos originan la morfogénesis diferencial
provocando una ramificacion profusa de hifas al igual que su proliferacion, por lo
tanto, si dichas sefiales no son enviadas no hay morfogénesis ni la formacion del
apresorio, el cual permite la penetracion de las hifas a las células corticales de la
raiz; se cree que el flavoniode quercetina, las flavonas y los isofavonoides participan
en las primeras fases de la simbiosis arbuscular (Barrer, 2009; Camarena-Gutiérrez,
2012). El crecimiento del hongo es de manera asimbidtica (Barrer, 2009), muchas
especies de esporas de hongos micorricicos no necesitan de las plantas para poder
germinar y tener crecimiento hifal, sin embargo, cuando una espora germina y
ramifica en busca de raices y no tiene éxito, su periodo de crecimiento se limita de
20 a 30 dias (Camarena-Gutiérrez, 2012).

Estas moléculas de sefalizacion derivadas de los socios simbioticos (planta-hongo)
requiere una gran coordinacion genética y metabolicamente (Chen et al., 2018). El
intercambio de sefiales quimicas entre el hongo y la planta es muy importante para
la fijacion y el mantenimiento de la simbiosis micorricica. Sawers et al. (2018),
mencionan algunas moléculas de sefalizacion las cuales son los butendlidos,
estrigolactona, quitinaceas, N -acetilglucosamina (GIcNAc) asi como las

fitohormonas auxina y giberelina.

Las estrigolactonas juegan un papel muy importante en esta simbiosis, son
exudados de las raices y son llamadas “factor de ramificacion”, fueron identificadas
en Lotus japonicus, su importancia radica en ser una sefial fundamental para el
desarrollo de la simbiosis, participan en los cambios morfolégicos en las raices,
alterando asi los tubos germinativos en el micelio presimbidtico (Ramirez-Gomez y
Rodriguez-Villate, 2010; Camarena-Gutiérrez, 2012). La sefal de estrigolactona
estimula la actividad de los hongos HMA y, por ende, los hongos HMA secretan

lipoquito-oligosacaridos, los cuales son detectados por las plantas activando asi una
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via de transduccién de sefiales conocida como sefializacidon de simbiosis comun
(CSSP) (Chen et al., 2018).

Fase simbiodtica

En esta fase también se requieren las sefiales de reconocimiento, ademas de la
expresion de los genes Endo en el hospedante, los cuales son producidos por los
hongos micorricicos arbusculares. Dichas sefiales abriran paso para que la planta
pueda localizar las células donde el hongo formara el apresorio para después con
la ayuda del factor Myc formar el aparato de prepenetracion, éste a su vez servira
como canal para que las hifas fungicas puedan entrar a las células. Una vez
introducido el hongo en la célula se expresaran los genes Endo en las células
epidermales hasta llegar a las células corticales donde posteriormente se realizara
la formacion de las estructuras caracteristicas especializadas como los arbusculos,
la membrana peri-arbuscular, la formaciéon de vacuolas ademas de los cambios
necesarios en la célula para el establecimiento del arblsculo como la migracion del
ndcleo, la reorganizacion del citoesqueleto y la expresién de genes relacionados
con el transporte del fésforo inorganico (Pi) (Ramirez-Gomez y Rodriguez-Villate,
2010).

Existen trabajos donde se reporta la importancia que diversos microorganismos
tienen sobre aspectos de calidad de los frutos. En este sentido, el estudio realizado
por Espinosa- Palomeque et al. (2017), tuvo como objetivo evaluar el efecto de la
inoculacion de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV), sobre el
rendimiento y calidad de frutos de tomate (Solanum lycopersicum L. cv. Afrodita), y
encontraron incremento en el rendimiento y calidad nutraceutica en los frutos de las
plantas de tomate que fueron inoculadas con las (RPCV) en especial con especies
de la bacteria antagonica del género Bacillus spp., la cual mostré efectos positivos
sobre el diametro polar y ecuatorial, contenido de sélidos solubles, fenoles totales y
capacidad antioxidante en frutos.

Dado lo anterior, a continuacién se mencionan algunos trabajos en los cuales se
evidencia el efecto de los HMA sobre el desarrollo y carcateristicas de frutos de

distintas plantas.
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En el trabajo realizado por Palencia et al. (2009), evaluaron el efecto de la
inoculacién del hongo micorricico Glomus intraradices en la calidad de los frutos de
plantas de fresa (Fragaria x ananassa Dutch.) y pudieron observar que las plantas
gue fueron inoculadas con el HMA tuvieron frutos con mayor peso y mayor cantidad

de °Brix.

Otro estudio donde se encontrd beneficio sobre la inoculacion de HMA fue el
realizado por Diaz-Hernandez et al. (2013) ellos efectuaron un trabajo donde
inocularon el HM Glomus intraradices en Jatropha curcas L. Ellos pudieron observar
que la inoculacion de G. intraradices promovio mayor cantidad de frutos, mayor peso

en las semillas y un mejor desarrollo en el tallo de las plantas.

Por otro lado, Chenchouni et al., (2020), realizaron un estudio donde inocularon en
plantas de olivo (Olea europaea L.), HMA nativos aislados de un suelo arido calido
en Argelia y HMA de un producto comercial, con el fin de estimar y comparar
pardmetros de colonizacion endomicorrizica y también caracteristicas de
crecimiento de plantulas para diferentes inoculaciones. Encontraron un efecto de
incremento significativo en la altura, peso fresco y seco de brotes y raices, asi como
mayor nimero de hojas y nédulos en las plantas que fueron inoculadas con los HMA
en comparacion con el control, sin embargo, las plantas inoculadas con HMA nativos
mostraron mejores resultados para la colonizacion y parametros de crecimiento en

las plantas.

Diversos estudios en maiz y jitomate reportan mayor efecto benéfico de micorrizas
de los géneros Acaulospora y Rhizophagus cuando se utilizan distintos niveles de
fertilizacion fosférica (Carrillo et al., 2014 y Cobrales et al., 2016). En maiz los
mayores rendimientos se obtuvieron con 54 y 80 kg/ha de fésforo. Otros autores, en
fresa comprobaron que pardmetros relacionados con la calidad como el peso de

fruto se incrementa cuando se inocula Glomus intraradices (Palencia et al., 2013).

En torno a calidad, se ha reportado su mejoria cuando se utilizaron hongos
micorricicos demostrando que diversos componentes como pH, solidos solubles

totales, °Brix, proporcion de soélidos solubles/acidez titulable asi como compuestos
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fendlicos pueden mejorarse con la inoculacién de micorrizas en plantas de fresa
(Soria, 2012; Cordeiro et al., 2019).
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ll. JUSTIFICACION

La humanidad se ha enfrentado con diversos problemas que la agricultura
convencional ha ocasionado en la salud humana y el medio ambiente. La revolucion
verde, con el uso intensivo de fertilizantes quimicos ha dejado muchos problemas
para la humanidad y medio ambiente como el obtener alimentos con residuos
quimicos, intoxicaciones, resistencia a plagas y patdgenos y contaminacion

evidente de lagos y océanos en todo el mundo.

Por estos motivos es importante la implementacién de estrategias sustentables que
apoyen a la productividad agricola tendiente a obtener mejor produccion,
sustentable y redituable. Existen especies microbianas nativas simbidticas como
hongos micorricicos que podrian conferir efectos benéficos en especies
relacionadas como la fresa o el grupo de berries en general.

En este trabajo se plantea aislar hongos micorricicos nativos pertenecientes a
plantas de arandano silvestre (Vaccinium stenophyllum Stead.) sin algun tipo de
manejo agrondmico que promuevan el desarrollo del cultivo y su inoculacion a
plantas de fresa comercial, con el fin de ayudar a la nutricién del cultivo de fresa en
la disminucién del uso de fertilizantes fosforados de sintesis quimica, debido a que,
como ya se menciond anteriormente, éstos hongos ayudan a las plantas a adquirir
el fésforo necesario para llevar la fotosintesis, sintetizar las proteinas que necesita
desarrollar el metabolismo energético e indirectamente a mejorar la resistencia a

plagas.

Los beneficiarios finales de la presente investigacién de manera directa podrian ser
los productores de fresa e indirectamente los consumidores finales, ya que los
productores de la fresa podrian utilizar menos fertilizantes quimicos. Capos et al.
(2018), mencionan que las micorrizas pueden aportar hasta el 40% del
requerimiento de fosforo a las plantas y mejorar la calidad de los productos, para

obtener frutos mas sanos e inocuos.
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IV Objetivo general

« Evaluar el efecto de los hongos micorricicos nativos de arandano silvestre
(Vaccinium stenophyllum Steud.) y comercial sobre la asociacion, desarrollo
y calidad de fresa comercial bajo diferentes niveles de fésforo en condiciones

de invernadero.

Objetivos particulares

« Aislar hongos micorricicos de arandano silvestre en la regiéon de Los
Gallineros Cotija en el estado de Michoacan.

« Comprobar la relacion simbidtica entre los diferentes consorcios micorricicos
y las plantas de fresa.

» Evaluar el efecto de los consorcios micorricicos sobre la tolerancia a
enfermedades de la fresa.

« Evaluar el efecto del consorcio de hongos nativos y comerciales sobre
variables agronémicas de la fresa.

« Determinar el efecto de los hongos micorricicos sobre el rendimiento y

calidad del fruto de fresa.
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V. MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico

El consorcio de hongos micorricicos silvestres (HMS) fue colectado en la region de
‘Los Gallineros” perteneciente a Cotija del estado de Michoacan, en las
coordenadas 19°40°16.0"N 102°41°’47.5"W a 1969 msnm. El arandano silvestre que
habita en esta region es el Vaccinium stenophyllum, el cual fue identificado por el
M. en C. Ignacio Garcia Ruiz del CIIDIR IPN Michoacan.

El consorcio micorricico comercial (HMC) utilizado fue de un producto organico
comercial (Gaia) el cual contenia dos especies del género Glomus (G. intraradices

y G. fasciculatum).

Aislamiento de hongos micorricicos a partir de suelo de arandano silvestre

La colecta de suelo para el aislamiento de los HMS consistié en tomar una muestra
compuesta del suelo rizosférico de los primeros 30 cm de profundidad de 20 plantas
del arandano silvestre seleccionadas por cuadrantes. Posteriormente, este suelo se
colocdé en bolsas de plastico previamente etiquetadas y se almacenaron a

temperatura ambiente hasta su procesamiento.

Aislamiento y cuantificacion de las esporas presentes en los indculos

utilizados

Para el aislamiento de las esporas de HMS del suelo rizosférico de V. stenophyllum
y el producto organico comercial se utilizé la técnica de tamizado en humedo y
decantacion reportada Gederman y Nicholson (1963) con algunas modificaciones,
gue consistié en la obtencién de 50 g de los diferentes in6culos mismos que fueron
puestos en vasos de precipitado, después se les agrego agua de llave y se batieron
hasta disolverse los mas posible. Posteriormente, la mezcla fue pasada por tamices
de 710 y 45 um, tomandose el contenido del dltimo tamiz (45 um) el cual fue puesto
en tubos para centrifuga de 50 ml, después se les inyecto con una jeringa una

solucion de sacarosa al 60 % en el interior de la pasta obtenida, se centrifugo a 3000
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rpm por 2 minutos, seguidamente se puso el sobrenadante en el tamiz de 45 pm de
diametro y se lavd con agua bidestilada el exceso de sacarasa, el contenido de
tamiz fue colocado en tubos Falcon de 50 ml y se les adicioné de 10 a 20 ml de
solucion Ringer, para finalmente contar y calcular el nUmero de esporas presentes

en los diferentes inéculos. La medicion fue realizada por triplicado.

Experimentos en el invernadero

Se realizaron dos experimentos en el invernadero del CIIDIR unidad Michoacéan, el
cual esta ubicado en Jiquilpan, Michoacan, México. Se encuentra a una altitud de
1560 msnm, coordenadas: 20°03’02” y 19°52’54” de latitud N, los meridianos
correspondientes son: 102°39°33” y 102°56’16” de longitud 0.

Evaluacion preliminar de la asociacion de los HM con plantas de fresa var.
“Frontera”

En esta evaluacion se utilizaron plantulas de fresa comercial pertenecientes a la
variedad Frontera con una edad de 22 dias, estas plantulas fueron inoculadas con
50 g de sustrato micorricico y trasplantadas a macetas que contenian 4 kg de suelo
estéril arcilla:vermiculita (3:1).

Se evaluaron tres diferentes tratamientos, el tratamiento 1 consistio en la
inoculacion de plantas de fresa con el consorcio de HMS, el tratamiento 2 fue
inoculado con el consorcio de HMC, por ultimo, el tratamiento 3 el cual fue el control
sin inoculo micorricico. Se realizaron 15 repeticiones de cada tratamiento, una por

maceta.

Las plantas de fresa fueron regadas cada tercer dia y tuvieron una fertilizacién de
manera convencional con aplicacién de una solucion 8:24:00 en dosis de 500 ml
200 Lt de agua las primeras 3 semanas y posteriormente se aplicé triple 16 en
dosis de 5 g Lt. Dado que se presentd arafia roja se aplicé abamectina en dosis
de 1.25 ml Lt!y se hicieron 3 aplicaciones. Finalmente, cabe sefialar que se
presenté un hongo fitopatégeno en el suelo, el cual causé dafios a las plantas en

distinto grado dependiendo del tratamiento aplicado.
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Variables agronémicas a evaluar en plantas de fresa cv. Frontera

Cuantificacion de la biomasa vegetal (g) de las plantas de fresa

Para medir la biomasa foliar y radicular de las plantas de fresa, inicialmente se retird
la planta de la maceta y se separ0 la parte area de la raiz. Luego, las raices se
lavaron para eliminar el sustrato, se escurrieron y secaron con toallas de papel y se
pesaron en una balanza granataria digital para determinar la biomasa fresca.
Posteriormente, ambos tejidos se colocaron en bolsas de papel y se secaron en
horno a 75 °C durante 3 dias, al cabo de los cuales se pesaron nuevamente para

determinar biomasa seca.
Identificacién del patégeno

Debido a que el hongo fitopatdgeno generd una alta incidencia de muerte en las
plantas del experimento, se procedio a realizar el aislamiento para su identificacion.
Se coloco 1 g de suelo de cada tratamiento en tubos Corning de 15 mL con 10 mL
de agua bidestilada estéril, después las muestras se agitaron en vortex durante 2
min, se coloco y dispersaron 100 uL de suspension de suelo en cajas de Petri (90 x
15 mm) con medio PDA (MCD Lab, 39 g Lt1). Se realizaron tres repeticiones por
cada muestra. Luego, las cajas se incubaron a 28 °C en oscuridad hasta observarse

crecimiento microbiolégico. Las observaciones visuales se realizaron diariamente.

Aislamiento de hongos a partir de raiz y corona de plantas de fresa var.

“Frontera”

Se utilizaron tres plantas por tratamiento, las cuales mostraron sintomas de

marchitez en invernadero.

Las plantas de fresa se lavaron en agua corriente de la llave hasta eliminar el
sustrato y se colocaron en sanitas para su secado. Posteriormente, se separ6 la
parte radicular incluyendo la corona del resto de la planta. La parte aérea se eliminé
del aislamiento por presentar un estado de descomposicion derivado de la
marchitez. Luego, se obtuvieron 15 secciones de corona y raiz de las tres plantas
con sintomas de marchitez y se colocaron en cajas de Petri estériles.

Posteriormente, se desinfestaron las muestras en una solucién de hipoclorito de
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sodio 1 % y etanol 96 % (1:1 v/v) durante 2 min, se lavaron en dos ocasiones con

agua bidestilada estéril y se secaron en toallas de papel estériles.

Se colocaron 5 secciones de tejido desinfestado en 3 cajas de Petri con medio PDA

y se incubaron a 28 °C en oscuridad hasta observar crecimiento microbioldgico.

Ya obtenido crecimiento del posible agente causal se purificaron las cepas por la
técnica de punta de hifa y se colocaron en cajas de Petri con medio PDA para

confirmar pureza e inducir esporulacion a 28 °C en oscuridad.

Una vez purificadas y esporuladas las colonias, se registré color de las colonias,
presencia, color y forma de conidios, pigmentacion y septacion de hifas, presencia
de estructuras fungicas adicionales y se corrié la clave dicotomica de Barnett y
Hunter (1998) para la identificacion a nivel de género.

Todas las caracteristicas macro y microscopicas de las cepas se capturaron

digitalmente.

Determinacion del Porcentaje de sobrevivencia de las plantas de fresa var.

“Frontera”

Se contabilizé el nimero total de plantas viables de cada tratamiento, para hacer la

conversién a porcentaje de sobrevivencia.

Para poder determinar el efecto de los consorcios de HM sobre la produccién y
calidad de frutos de fresa se procedi6 a realizar un segundo experimento, en el que,
debido a dificultades en la region para conseguir la variedad frontera se optd por

realizarlo con variedad Festival.

Evaluacion de la asociacion de los HM con plantas de fresa var. “Festival”

En esta evaluacion se utilizaron plantulas de fresa comercial variedad “Festival” de
22 dias de edad. Las plantulas se inocularon con 10 g de sustrato de los diferentes
indculos micorricicos y se trasplantaron a macetas que contenian 4 kg de una
mezcla de suelo arcilloso de la region:vermiculita:arena en proporciones

respectivas, 3:2:2. Con total de nueve tratamientos con 10 repeticiones cada uno.
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En el Cuadro 2, se presentan los nueve tratamientos que fueron implementados en
este experimento. En resumen, se evaluaron tres tratamientos en plantas de fresa
inoculas con el consorcio de HMS (hongo micorricico silvestre), tres mas con el
consorcio de HMC (hongo micorricico comercial) y tres tratamientos sin inoculd
micorricico. Se manejaron 3 niveles de fésforo (P) en la fertilizacion que fueron 0,

30y 60 ppm.

Todos los tratamientos se regaron manualmente cada tercer dia y se fertilizaron dos
veces por semana con la solucion nutritiva Long Ashton ajustada con los niveles de

fésforo correspondiente.

Cuadro 2. Tratamientos con hongos micorricicos y niveles de fésforo aplicados a
plantas de fresa var. “Festival’.

Numero de Partes por millén (ppm) de fésforo

tratamiento

1- HMS 0
2- HMS 30
3- HMS 60
4- HMC 0
5- HMC 30
6- HMC 60
7- CTL 0
8- CTL 30
9-CTL 60

HMS= consorcio micorricico silvestre, HMC= consorcio micorricico comercial, CTL=

Control negativo sin inoculo micorricico.
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Control de plagas

Se realiz6 control de plagas con la aplicacion a la dosis comercial del producto a
base de Abamectina a la dosis recomendada de 1.25 mL Lt segln se presenté la

incidencia de insectos.

Variables agronémicas a evaluar en plantas de fresa var. “Festival”

Altura de la planta
La altura de las plantas (cm) de los diferentes tratamientos se registré a los 60 dias
después de la plantacion (ddp) con ayuda de una regla, en cada planta de los nueve

tratamientos.

Determinacion del contenido de clorofila

La medicion de clorofila se realiz6 con ayuda de un equipo medidor de clorofila
SPAD 502 Data Logger 2900PDL marca Fieldscout. La medicion se realizd por
triplicado tomando el promedio de lectura de tres hojas al azar de cada planta de
todos los tratamientos.

Cuantificacion de la biomasa vegetal (g) de las plantas de fresa

Para medir la biomasa foliar y radicular de las plantas de fresa, inicialmente se retird
la planta de la maceta y se separ0 la parte area de la raiz. Luego, las raices se
lavaron para eliminar el sustrato, se escurrieron y secaron con toallas de papel y se
pesaron en una balanza granataria digital para determinar la biomasa fresca.
Posteriormente, ambos tejidos se colocaron en bolsas de papel y se secaron en
horno a 75 °C durante 3 dias, al cabo de los cuales se pesaron nuevamente para

determinar biomasa seca.

Variables de produccién

Se colectaron frutos de fresa durante 3 semanas, en plantas de 2 meses después
de la siembra. Los frutos se colectaron en el estadio 5 de maduracion (Figura 6) de
acuerdo con la norma mexicana NMX-FF-062-2002. Los frutos se pesaron, se midio
el diametro polar y ecuatorial con ayuda de un vernier manual y se cuantifico el peso

de cada fruto y el nimero de frutos por planta por cada tratamiento.
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Figura 6. Escala de maduracion con base en el color.

Rendimiento
El rendimiento de frutos se obtuvo al multiplicar el nUmero total de los frutos por
peso de los frutos en cada tratamiento por el nimero de plantas existentes en una

hectarea.

Calidad interna
Andlisis fisicoquimicos (°Brix, pH, porcentaje de acidez titulable y firmeza)
Para la determinacién del pH, el porcentaje de acidez titulable (AT) y los grados Brix

(°Brix) se aplico el método establecido por la AOAC en 2010.

El pH se determiné usando el jugo de 5 frutos y con la ayuda de un potenciémetro
(HANNA® Instruments, HI2211, China).

En cuanto la determinacion del porcentaje de AT sé tomé una muestra de 5 g de
tejido homogéneo al que se agregaron 50 mL de agua destilada. Para la titulacion,
la muestra se coloc6 en un matraz Erlenmeyer y en una bureta se le agregé NaOH
al 0.1 N, asi como fenolftaleina al 0.1 % como indicador. Luego, se agregaron dos
gotas de fenolftaleina y el NaOH gota por gota hasta que la muestra se torné de

coloracion rosada.

Para la determinacion de °Brix se macerd con un mortero, 5 g de fruto y se filtré el
jugo mediante una malla con el que se determind el indice de refraccion mediante
un refractometro ATAGO® ATC-1e, Japon.
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La firmeza se calcul6 en kilogramos fuerza (Kgf) con la ayuda de un penetrémetro
FRUIT PRESURE TESTER, modelo FT011(0-11lbs). Se utilizaron tres frutos por

tratamiento y se determino en el &rea ecuatorial de los frutos.

Andlisis de compuestos nutracéuticos

Contenido de fenoles totales

Se utilizo la técnica colorimétrica de Folin-Ciocalteu (modificado de Amatori et al.,
2016 y Delgado-Vargas et al., 2018) la cual consisti6 en agregar 100 L de muestra
(extractos de frutos con soluciones de &acido galico Sigma-Aldhrich® como estandar
(0.1 a 1 mg/mL), luego se le afiadieron 500 pL de reactivo Folin-Ciocalteu HYCEL®
previamente diluido en agua (1:10), después se agregaron 400 pL de carbonato de
sodio (Na2COs3) 0.7 M J.T. Baker®. La mezcla se agito en vortex DAIGGER®-Genie
2 y se mantuvo a temperatura ambiente en oscuridad por 2 h. Transcurrido este
tiempo, las muestras se analizaron por espectrofotometria a A=765 nm contra el
solvente de extraccibon como blanco. Las muestras se analizaron
independientemente por triplicado y los resultados se expresaron como mg

equivalentes de acido galico por 100 g de peso seco.

Contenido de flavonoides totales

La cuantificacion se realizdé con el método colorimétrico reportado por Zhao et al.
(2018) con algunas modificaciones. Brevemente, la determinacion de flavonoides
totales de extractos de fresa consistié en mezclar 150 yL de muestra (extractos de
fresa concentrados, soluciones de rutina como estandar) con 450 pyL de agua
destilada y 100 pL de solucién de NaNO: al 5%, después se incubd a temperatura
ambiente por 6 min y se le agregaron100 pL de AI(NOs3)s al 10% y las muestras se
incubaron de nuevo por 6 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se le agregé
1 mL de solucion de NaOH al 4% y las muestras se aforaron a 2.5 mL con etanol al
60%. Finalmente, la muestra se hizo reaccionar por 15 min y se midio la absorbancia
con espectrofotdometro a A=510 nm teniendo el solvente de extraccién como blanco.
Las muestras se analizaron independientemente por triplicado y los resultados se

expresaron como mg equivalentes de rutina por gramo de peso fresco.

47



Contenido de antocianinas totales

La extraccion de compuestos antocianicos totales de fresa se realiz6 con la técnica
descrita por Abdel-Aal y Hucl (1999) con algunas modificaciones. Para este fin, se
maceré 10 g de muestra seca liofilizada con ayuda de mortero y pistilo y se le
adicionaron 25 mL de etanol acidificado (etanol y HCI 1N; 85:15 v/v).
Posteriormente, los extractos se agitaron vigorosamente en Vortex y se ajusto el pH
a 1 con HCI. Después, los extractos se agitaron (agitador orbital LSE®) a 250 rpm
durante 16 h, a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, los extractos se
centrifugaron a 6,000 rpm por 15 min y se recupero el sobrenadante, mismo que se
aforé a 25 mL con etanol acidificado. Una vez realizado lo anterior, se registro la
absorbancia a 535 nm (espectrofotometro UV/VIS Perkin Elmer, Massachusetts,
EUA, modelo Lambda 2) utilizando como blanco etanol acidificado. Las muestras se
almacenaron a -20° C hasta su utilizacion. Para la cuantificacion de antocianinas
totales se utilizo el pigmento estandar cianidina 3-glucésido. La medicién se realizo
por triplicado. El calculo de antocianinas totales se realiz6 aplicando la siguiente

ecuacion:

Ecuacion 1. Calculo de antocianinas totales

C = (A/E) x (vol/1,000) x MW x (1/peso de la muestra) x 10°

Dénde:

C = Concentracion total de antocianinas (mg/100 g peso seco);

A= Absorbancia a 535 nm;

E= Absorbancia molar de la cianidina 3-glucésido = 25,965 cm-1 M-1
Vol= Volumen total del extracto de antocianinas

MW= Peso molecular de la cianidina 3-glucésido = 449.

La concentracion de antocianinas se expres0 en mg de cianidina-3-glucosido,

equivalentes a 100 g de peso seco (modificado de Abdel-Aal y Hucl, 1999).
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Cuantificacion de la colonizacion de los HM en las plantas de fresa

Para la cuantificacion de la colonizacion radical se utilizo la técnica reportada por
Phillips y Hayman (1970), con algunas modificaciones, para esto se realizo la
extraccion y lavado de raices con agua corriente de la llave, postreramente se
cortaron en fragmentos de aproximadamente un cm mismos que fueron puestos en
tubos eppendorf, en seguida se le agrego KOH al 10% y se pusieron a bafio maria
por 15 minutos, transcurrido el tiempo se decant6é el KOH y se enjuagaron varias
veces las raices con agua bidestilada hasta eliminarlo, después se le agregé HCL
al 10% y se dejé reposar durante 3 minutos, se decant6 el HLC y se le agreg6 el
colorante azul de tripano al 0.05%, se dejo reposar a bafio maria por 15 min, se
retird el colorante y se adiciond lactoglicerol hasta cubrir las raices. Posteriormente,
se visualizé al microscopio compuesto para determinar el porcentaje de colonizaciéon

de los distintos tratamientos.
Cuantificacion de las esporas presentes en las plantas de fresa

Para la cuantificacion de esporas presente en los sustratos de las plantas de fresa
se siguio la técnica de tamizado en hiumedo y decantacién reportada por Gederman
y Nicholson (1963) con las mismas modificaciones realizadas para la extraccion de

esporas de los diferentes indculos utilizados.
Andlisis estadisticos

Para el estudio preliminar se realizé un andlisis de varianza bajo un disefio factorial

con 2 niveles con el programa SAS 9.0.

Los datos generados de las variables numéricas del segundo experimento se
analizaron para ANOVA y prueba de rango multiple de medias Tukey (a= 0.05)
mediante un disefio experimental factorial con 2 niveles, nivel de fésforo (3) y el

in6culo usado (2) utilizando el software libre R en su versiéon 4.1.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacion de esporas por gramo de suelo de los diferentes inéculos

micorricicos utilizados

El aislamiento de esporas por gramo de suelo (esporas gs) se muestra en la Figura
7, donde se observan los resultados del aislamiento de esporas de los dos in6culos
micorricicos utilizados, el inéculo del consorcio de HMS se obtuvo 152.8 esporas g
lyende HMC 41. 35 g~
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Figura 7. Cantidad de esporas por gramo de suelo segun los diferentes indculos.
HMS= in6culo proveniente de suelo de ardndano silvestre (V. stenophilum), HMC=
in6culo de producto organico comercial.

Experimento preliminar variables agronémicas de las plantas de fresa var.

Frontera
Biomasa fresca y seca del follaje y raiz

En la Figura 8 se muestran la biomasa fresca y seca de las plantas de fresa de los

diferentes tratamientos. Los andlisis estadisticos demuestran que no hubo
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diferencias significativas en cuanto al peso fresco y seco del follaje entre el
tratamiento inoculado con el consorcio de HMS vy el inoculado con el consorcio de
HMC, sin embargo, si hubo diferencia entre los tratamientos con HM y el control. En
caso de la biomasa seca (Figura 9) no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos. El estudio realizado Trinidad-Cruz et al., en el 2017, mostr6 un
incremento en el peso fresco del follaje y raiz en tres de los cuatro tratamientos
inoculados con HM nativos y el comercial en comparacion con el control, sin
embargo, no tuvieron diferencias significativas para biomasa seca entre los
tratamientos inoculados con los consorcios de HM nativos y el HMC pero si de

estos con en tratamiento control, lo que coincide con el presente estudio.
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Figura 8. Biomasa fresca y seca (g) foliar de las plantas de fresa var. Frontera
inoculadas con hongos micorricicos silvestres (HMS), hongos micorricicos
comerciales (HMC) y el control sin inoculo micorricico (CTL). Letras diferentes en
cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo a
Tukey (p< 0.05).
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Figura 9. Biomasa fresca y seca (g) radicular de las plantas de fresa var. Frontera
inoculadas con hongos micorricicos silvestres (HMS), hongos micorricicos
comerciales (HMC) y el control sin inoculo micorricico (CTL). Letras diferentes en
cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo a
Tukey (p=< 0.05).

Colonizacién de los HM en las plantas de fresa var. “Frontera”

No se observaron diferencias en el porcentaje de colonizacion (Figura 10) entre los
tratamientos inoculados con HMS (86.66 %), y el inoculado con HMC (82.22 %), sin
embargo; se observé mayor produccién de vesiculas y la presencia de arbusculos
en el tratamiento inoculado con el consorcio de HMS. En el caso del tratamiento
control se presentd colonizacion (20%) probablemente por hongos micorricicos que
se encontraban en el sustrato utilizado, sin embargo, la cantidad fue menor y
estadisticamente diferente a los tratamientos inoculados con HM, a pesar de ser un
suelo esterilizado probablemente sobrevivieron algunas esporas micorricicas como

se reporta en el estudio de Viera et al. (2017) o una contaminacion cruzada.

En la Figura 11 se muestra la colonizacion en raices de los tratamientos, se puede
apreciar la formacion de arbusculos y la variabilidad en formas de las vesiculas en

las raices colonizas por los HMS, de igual manera se observan las raices
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colonizadas del tratamiento con HMC y el control. Estos resultados concuerdan con
lo reportado con Viera et al. (2017), quienes realizaron un estudio donde evaluaron
la eficiencia del uso de hongos micorricicos nativos provenientes de plantaciones
de tomate de arbol y un producto comercial en el desarrollo de plantulas de cujacu
(Solanum hispidium) y tabaquillo (Nicotiana glauca) y pudieron observar que las
plantas inoculadas con los HMS tuvieron mayor porcentaje de colonizacion que el

tratamiento inoculado con HMC.
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Figura 10. Porcentaje de colonizacion de las plantas de fresa var. Frontera
inoculados con hongos micorricicos silvestres (HMS), hongos micorricicos
comerciales (HMC) y el control sin inoculo micorricico (CTL). Letras diferentes en
cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo a
Tukey (p=< 0.05).
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Figura 11. Colonizacion de HM en las raices de fresa var. Frontera de los diferentes
tratamientos. a) Raiz colonizada por el consorcio de HMS, b) raiz colonizada por el
consorcio de HMC y c) raiz colonizada del CTL.

Cuantificacién de las esporas por gramo de suelo presentes en las plantas de

fresa var. “Frontera”

La Figura 12 muestra la cantidad de esporas gs? aisladas de los diferentes
tratamientos. Los resultados muestran que el tratamiento inoculado con los HMS
presentd mayor cantidad que el inoculado con los HMC. Al respecto, Quifiones-
Aguilar et al., (2020) realizaron un estudio donde inocularon en plantas de guayaba
consorcios micorricicos nativos provenientes de plantaciones de Agave
cupreata del Estado de Michoacan y un producto comercial y uno de sus resultados
fue mayor cantidad de esporas en los tratamientos inoculados con los consocios

micorricicos nativos como se encontrd en el presente estudio.
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Figura 12. Cuantificacion de esporas gs presentes en los sustratos de las plantas
de fresa var. “Frontera” inoculados con hongos micorricicos silvestres (HMS),
hongos micorricicos comerciales (HMC) y el control sin inoculo micorricico (CTL).

Identificaciéon del patogeno

Aislamiento a partir de sustrato

En sustrato fue posible aislar dos hongos correspondientes al género Fusarium sp.

Todas las caracteristicas de morfologia colonial y microscépicas correspondieron al

género citado (Fig. 13).
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Figura 13. Colonias de Fusarium sp. (A). aisladas del sustrato de plantas de fresa
var. Frontera.

Aislamiento a partir de raiz y corona de plantas de fresa var. “Frontera”

Se observé consistente crecimiento fungico en todas las muestras analizadas. Sin
embargo, la incidencia de hongos fue menor (60%) en plantas que fueron tratadas
con HM provenientes de plantas de arandano silvestre, lo cual refleja que los HM
pueden proteger de la incidencia de fitopatégenos en el suelo. Las plantas tratadas
con el consorcio de HMC tuvieron 78% de crecimiento fungico y aquellas que no
tuvieron tratamiento micorricico presentaron el 100% (Figura 14).
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Figura 14. Colonias fungicas obtenidas de muestras de raiz y corona de plantas
de fresa inoculadas con HM. a) Testigo sin inoculo micorricico (CTL), b) in6culo con
hongos micorricicos comerciales (HMC) y c) inoculo con hongos micorricicos
silvestres (HMS).

Las colonias fangicas puras esporuladas a los 5 dias después de la incubacion,
presentaron un micelio difuso color blanquecino que se torné de color rosa-violeta
lo cual demuestra su alta virulencia en el género Fusarium spp. (Solano-Baez et al.,
2011) (Figura 15).

Figura 15. Colonias fangicas de los aislamientos a partir de raiz de fresa var.
Frontera. Nétese el color rosa del micelio.
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Al microscopio Optico se observé la presencia de hifas hialinas septadas con la
presencia de macroconidios multicelulares en forma de canoa caracteristicos del
género Fusarium y microconidios hialinos, bicelulares oblongos (Figura 16).

Figura 16. Macro y microconidios de las colonias fangicas de Fusarium sp. La
flecha en naranja indica microconidios bicelulares y flecha en negro conidios en
forma de canoa multicelulares.

De acuerdo a la clave de Barnett y Hunter (1998), Leslie y Summerell (2006) y
Hernandez-Cruz et al. (2020), todas las cepas fungicas correspondieron al género
Fusarium sp., aunque no se llegé al taxén de forma specialis es posible que por su
asociacion con el hospedante y caracteristicas microscopicas corresponda a la
especie F. oxysporum f.sp fragariae (Nam et al., 2017; Hérnandez-Cruz et al., 2020).

Viabilidad de las plantas de fresa var. “Frontera”

La Figura 17 indica la cantidad de plantas vivas frente al ataque del hongo
fitopatbgeno Fusarium sp., asi como la incidencia de la plaga arafia roja. Los

resultados indican una mayor viabilidad en los tratamientos inoculados con los HM,
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sobre todo el tratamiento inoculado con el consorcio de HMS el cual tiene 93.3% de
viabilidad, el tratamiento inoculado con el consorcio de HMC present6 53.3 % vy el
CTL 20%. Ramirez-Gomez y Rodriguez (2012), mencionan que posiblemente la
interaccion de consorcios, tienen un mayor potencial al control de enfermedades,
debido a que puede haber en ellos organismos especializados para diversos
ataques, es decir, que pueden encontrarse organismos especializados para
procesos de nutricion, mientras que se relacionan con los procesos de tolerancia a
factores bibticos o abidticos. Un estudio realizado por Trinidad-Cruz et al. (2017),
muestra la importancia de los HM para el control del hongo fitopatégeno Fusarium
oxysporum; en ese estudio inocularon a plantas de agave cuatro consorcios de
hongos micorricicos nativos del estado de Michoacén, una micorriza comercial
INIFAP y un control sin inoculo micorricico. Obtuvieron como resultado una
disminucién del dafio causado por F. oxysporum del 41% en las plantas inoculadas
con HM en comparacion del testigo sin inoculante lo que coincide con el presente
estudio. Los HMA activan mecanismos de defensa frente a plagas y patégenos
como la “resistencia inducida” y también por el espacio previamente ocupado de las
raicillas por estos HM (Noda, 2009; Ramirez-Gomez y Rodriguez, 2012), también
se ha visto que los HM influyen en la herbivoria a través de alteraciones en los
componentes constitutivos de defensa inducibles y tolerancia a las plagas (Gehring
y Bennett, 2009).

En la Figura 18 se presenta de manera ilustrativa los diferentes tratamientos con el

ataque del hongo fitopatdgeno Fusarium sp.
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Figura 17. Porcentaje de viabilidad de las plantas de fresa var.
Frontera después del ataque por el hongo fitopatégeno Fusarium sp.
y arafia roja.

i

Figura 18. Plantas de fresa frente al ataque del hongo fitopatégeno Fusarium sp. y
Arafia roja, a) Plantas de fresa inoculadas el consorcio de HMS, b) Plantas de fresa
inoculadas con el consorcio de HMC y c) Plantas de fresa CTL.
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Variables agrondémicas de las plantas de fresa cv. “Festival” del segundo

experimento

Clorofila

Los resultados de la medicion de clorofila (Unidades Spad) en plantas de fresa
muestran que los tratamientos inoculados con HMS, con niveles de fertilizacion
fosforica de 0y 30 ppm, presentaron los valores mas altos (Figura 19). Por otro lado,
los tratamientos inoculados con los HMC presentaron una disminucion proporcional
conforme aumentd la concentracion de fosforo, sin embargo, el contenido de
clorofila en estos tratamientos fue similar al de plantas control. Carrillo et al. (2014),
realizaron un estudio donde inocularon el hongo Rhizophagus intraradices, en
plantas de tomate y observaron que los valores mas altos de clorofila fueron
encontrados en el tratamiento inoculado con el HM en comparacion del testigo sin
inocular. Estos mismos autores mencionan que este efecto podria deberse al mejor
aprovechamiento de los nutrimentos inmdviles del suelo causado por la simbiosis
planta-hongo micorricico arbuscular. En cambio, en otro estudio se menciona que
el aumento se debe al incremento de pigmentos fotosintéticos derivados de la
simbiosis micorricica (Diaz-Franco et al., 2013), pues se conoce que esta simbiosis
induce mayor produccion de la clorofila (Begum et al., 2019). El aumento de la
clorofila también se ha documentado en pastos, en donde se explica que derivado
de este incremento, se observa también mayor absorcién de nutrientes y produccién
de fitohormonas (Noda, 2009). El andlisis factorial revel6 que la cantidad de clorofila
se vio afectada por todos los factores (T: diferentes indculos micorricicos, P:

diferentes niveles de fosforo adicionado, T*P: combinacion).

Trabajos integrales que relacionen la aplicaciéon de HM, los niveles de fésforo y
contenido de clorofila se han realizado de forma independiente. Sin embargo, en un
estudio en fresa se encontrd que cuando se adicionaba 30% de P en forma de fosfito
en la solucion nutritiva, se obtuvo mayor contenido de clorofilaay b, lo que demostro
la importancia del P como elemento que mejord la calidad en fresa (Estrada-Ortiz
et al., 2011).
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En jitomate, cuando se inoculé Rhizophagus intraradices, las plantas incrementaron
significativamente el contenido de clorofila asi como otros pardmetros de
crecimiento como la altura de planta y la colonizacion micorricica. También, se
encontraron incrementos significativos en el largo, diametro y peso de fruto, y
finalmente; aumento el rendimiento de fruto por corte y el rendimiento acumulado
en 30% (Alvarado-Carrillo et al., 2014).
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Figura 19. Estimacion de clorofila en fresa var. Festival con y sin hongos
micorricicos. Letras diferentes en cada barra indican diferencias significativas entre
tratamientos de acuerdo a Tukey (p< 0.05). Las diferencias significativas respecto
al ANOVA de dos vias se reportan en columnas T: tratamientos con dos diferentes
in6culos micorricicos, P: niveles de fésforo y T*P: efecto de la interaccién de los
tratamientos con los diferentes niveles de fosforo. NS= no significativo: p< 0.1; * p<
0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001. HMS: plantas inoculadas con el consorcio micorricico
silvestre; HMC: plantas inoculadas con el consorcio micorricico comercial; CTL:
plantas sin indculo micorricico; 0, 30 y 60: niveles de fosforo en partes por millon
(ppm) implementado en los diferentes tratamientos
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Altura

La altura de las plantas de fresa se evalu6 a los 60 dias después de la inoculacion
(Figura 20). Los tratamientos inoculados con los consorcios micorricicos tuvieron
significativamente mayor altura que los control (p < 0.05), destacando los
tratamientos inoculados con el consorcio de HMS, los cuales alcanzaron portes mas
altos independientemente de los niveles de P adicionado; en cambio, el tratamiento
inoculado con los HMC se vio méas beneficiado con la adicién de 60 ppm de P. El
andlisis factorial mostro diferencias significativas entre los inéculos utilizados (T) y
los niveles de fosforo (P), pero no presenté diferencias significativas para la
interaccibn de ambos factores (T*P). Los resultados concordaron con los
reportados por Arias-Mota et al. (2019), quienes probaron un consorcio de hongos
micorricicos nativos de la regién Xalapa, Veracruz, asi como hongos solubilizadores
de fosforo en plantas de jitomate, y como resultado obtuvieron plantas con mayor
porte en aquellos tratamientos inoculados con los microorganismos respecto al
tratamiento testigo. Asi mismo, el estudio realizado por Bautista et al. (2017), resultd
en mayor altura de las plantas de arandano que fueron inoculadas con un consorcio
micorricico aislado de una especie de Gaultheria de un bosque aledafio de la ciudad
de Morelia en comparacion del resto de los tratamientos.

En un estudio similar Alarcén y Ferrera-Cerrato (2003), inocularon el consorcio
micorricico Glomus Zac-19 en Citrus volkameriana Tan & Pasq, con fertilizacion
fosfatada de 0, 20, 40, 60, 80 y 100 mg P kg y encontraron que la inoculacién del
consorcio incremento sustancialmente la altura de la planta, el diametro y la tasa de
crecimiento acumulado del tallo y la materia seca total. De manera interesante, ellos
encontraron que el P no disminuyd significativamente la colonizacién de las

micorrizas.
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Figura 20. Altura de las plantas de fresa var. Festival inoculadas con HM y control.
Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre
tratamientos de acuerdo a Tukey (p< 0.05). Las diferencias significativas respecto
al ANOVA de dos vias se reportan en columnas T: tratamientos con dos diferentes
in6culos micorricicos, P: niveles de fésforo y T*P: efecto de la interaccion de los
tratamientos con los diferentes niveles de fosforo. NS= no significativo: p< 0.1; * p<
0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001. HMS: plantas inoculadas con el consorcio micorricico
silvestre; HMC: plantas inoculadas con el consorcio micorricico comercial; CTL:
plantas sin in6culo micorricico; 0, 30 y 60: niveles de fosforo en partes por millén
(ppm) implementado en los diferentes tratamientos

Biomasa fresca y seca

Se encontré una similitud entre las variables de biomasa fresca y seca radicular y
foliar cuando se inocularon con los HMS, respectivamente (Cuadro 3). La biomasa
fresca no fue estadisticamente diferente para estos tratamientos
independientemente de los diferentes niveles de fésforo utilizados, siendo estos los
que presentaron significativamente mayor biomasa fresca tanto de follaje como de
raiz en comparacion con los tratamientos con HMC y CTL (p < 0.05), lo cual sugiere
que los HMS favorecieron la absorcibn y movimiento de nutrientes y no
necesariamente son limitativos segun la cantidad o niveles de fésforo aplicado, lo

gue concuerda con lo observado por Noda (2009) quien en un estudio de revision
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sobre inoculacién de HM en pastos, sefiala que en suelos con altos contenidos de
P la utilizacion formacion de micorriza incrementa el crecimiento y el establecimiento
temprano de las gramineas. En el mismo cuadro puede observarse que los
tratamientos de HMS con los niveles de 30 y 60 ppm de P no limitaron los beneficios
de la micorriza ya que promovieron una biomasa fresca de raiz y follaje y una
biomasa seca de follaje muy similar a la de las plantas con solo el HM con 0 ppm
de P, solo en el caso del tratamiento con 60 ppm de P la biomasa seca del follaje
fue significativamente mayor que la del tratamiento sin P pero inoculado con HMS,
esto coincidié con lo que reporté Dias et al. (2019), quien observé que plantas de
café inoculadas con hongos micorricicos arbusculares presentaron distintos
beneficios como la altura de planta hasta 28% mas que el testigo segun el nivel de
P aplicado. El efecto del nivel dependiente parece ser mas acentuado cuando se
utilizan hongos micorricicos comerciales que silvestres, lo cual es un gran aporte

que se corrobora en esta investigacion.

El andlisis factorial revel6 que la biomasa fresca se vio influenciada por los
diferentes indculos micorricicos utilizados (T) y no por los diferentes niveles del P
pero si por su interaccion (T*P). Sin embargo, la biomasa seca radicular solo fue
afectada por la inoculacion por los HM; en cambio, la biomasa seca foliar fue
afectada por todos los tratamientos y los niveles de fosforo, asi como por su

interaccion.
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Cuadro 3. Biomasa radicular y foliar de plantas de fresa var. “Festival” inoculadas
con consorcios de hongos micorricicos silvestre y comercial, a distintos niveles de

fosforo.
Tratamientos  Peso fresco Peso seco Peso fresco Peso seco del
(en ppm) radicular radicular del follaje follaje

(9)

HMS 0 206 £+195 a 496+0.68a 17.2+1.30a 1.47 +£0.11 bc
HMS 30 22 *4125a 434%x149abc 194+1.82a 1.55+£0.04 ab
HMS 60 212 +4.02 a 4.60x134ab 21 +430a 1.68+0.12a
HMC 0 88 +148 cd 2.00x056de 54 +1.67bc 1.41+0.07bc
HMC 30 11.4 +2.41 bc 2.46+0.51bcde 7.4 +251bc 1.21+0.15d
HMC 60 8 +187 cd 182+0.40e 776 £2.28bc 1.43+0.11bc
CTLO 146 £288 b 4.00+£149abc 106+2.70b 1.20+£0.13d
CTL 30 42 +£164 d 162+141e 46 *0.55c 1.21+0.09d
CTL 60 94 +195bcd 2.30+056de 9 +3.32bc 1.35+0.13cd
Tratamiento (T) *** ok *hx *hk
Fosforo (P) NS NS NS Frx
(T*P) Sk NS — —_—

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas

entre

tratamientos de acuerdo a Tukey (p< 0.05). Las diferencias significativas respecto
al ANOVA de dos vias se reportan en columnas T: tratamientos con dos diferentes
in6culos micorricicos, P: niveles de fésforo y T*P: efecto de la interaccion de los
tratamientos con los diferentes niveles de fosforo. NS= no significativo: p< 0.1; * p<
0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001. HMS: plantas inoculadas con el consorcio micorricico
silvestre; HMC: plantas inoculadas con el consorcio micorricico comercial; CTL:
plantas sin inoculo micorricico; 0, 30 y 60: niveles de fosforo en partes por millon
(ppm) implementado en los diferentes tratamientos
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Rendimiento

En la Figura 21 se presenta el analisis del rendimiento final de los diferentes
tratamientos. Los mayores rendimientos se obtuvieron de aquellas plantas que
fueron inoculadas con los HMS, en especifico cuando se les suplement6 con un
nivel fosférico de fertilizacion de 60 ppm, el cual a su vez present6 la mayor cantidad
de frutos. Por el contrario, los valores mas bajos respecto al rendimiento y cantidad
de frutos se encontraron en los tratamientos sin indéculo micorricico (CTL). Los
tratamientos inoculados con HMC y los controles nuevamente fueron afectados
conforme increment6 el fésforo, dando una disminucion en su rendimiento. En
diversos estudios se ha encontrado que las micorrizas comerciales son mas
eficientes cuando la fertilizacion fosforica no sobrepasa el 50% de la dosis

recomendada en café (Dias et al., 2019).
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Figura 21. Rendimiento de fresa var. Festival inoculadas con HM y sin inéculo bajo
niveles de fertilizacién de P (0,30 y 60 ppm), HMS= plantas de fresa con HMS,
HMC= plantas de fresa con HMC, CTL= plantas de fresa sin inéculo micorricico.
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Resultados similares fueron obtenidos por Cobrales et al. (2016), quienes evaluaron
cuatro especies de HM nativos provenientes de suelos de la Sabana del Estado de
Guarico en Venezuela, bajo distintos niveles de fertilizacién con P (0, 27, 54 y 80 kg
hal), y la mezcla (consorcio nativo) inoculandolos en plantas de maiz; los resultados
mostraron un mayor rendimiento en los tratamientos donde utilizaron hongos
micorricicos nativos del género Acaulospora mellea y el consorcio nativo con las
dosis de fertilizacion de 54 y 80 kg hat, también observaron que entre mas cantidad
de P y hasta cierta dosis del mismo, resultaba en mayor rendimiento. Otro estudio
relacionado es el de Carrillo et al. (2014), quienes evidenciaron un incremento en el
rendimiento en las plantas de tomate (Solanum lycopersicum) por la utilizacién de
HM; el rendimiento aument6 hasta 30% en las plantas que se inocularon con el
hongo micorricico arbuscular (Rhizophagus intraradices) comparado con el testigo
sin inoculacion. Los ultimos autores también reportaron que la inoculacién de R.
intraradices también present6 mayor cantidad, peso, tamafio de los frutos y por ende
mayor rendimiento. Estos resultados coinciden con los obtenidos en el presente
trabajo, en donde los tratamientos inoculados con los hongos HM presentaron

mayor numero de frutos que el control (Figura 22).
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Figura 22. Promedio de frutos en fresa var. Festival inoculadas con HMy sin in6culo
micorricico. Las diferencias significativas respecto al ANOVA de dos vias se
reportan en columnas T: tratamientos con dos diferentes inéculos micorricicos, P:
niveles de fosforo y T*P: efecto de la interaccion de los tratamientos con los
diferentes niveles de fésforo. NS= no significativo: p< 0.1; * p< 0.05; ** p< 0.01; ***
p< 0.001. HMS: plantas inoculadas con el consorcio micorricico silvestre; HMC:
plantas inoculadas con el consorcio micorricico comercial; CTL: plantas sin in6culo
micorricico; 0, 30 y 60: niveles de fésforo en partes por millon (ppm) implementado
en los diferentes tratamientos

En la Figura 23, se presenta el tamafio de los frutos de fresa obtenidos de los
diferentes tratamientos. Los andlisis muestran una variabilidad en éstos, sin
embargo, los tratamientos que tuvieron frutos con mayor tamafo fueron los
inoculados con HMS en todos los niveles de P suplementados; en cambio, el
tratamiento inoculado con HMC con 30 ppm de P, presentd significativamente
menor tamafio de frutos que con los niveles de 0 y 60 ppm de P (p< 0.05). El andlisis
factorial mostré que el tamafio de los frutos en su diametro polar y ecuatorial fue
influenciado por todos los factores considerados, es decir, la inoculacion con los HM
y los niveles de fosforo aplicado, asi como por la interaccion entre ambos factores.
Los tratamientos control, presentaron un comportamiento similar al de los
inoculados con HMC.
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Figura 23. Tamafo de frutos de fresa var. Festival inoculadas con HM y control.
Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre
tratamientos de acuerdo a Tukey (p< 0.05). Las diferencias significativas respecto
al ANOVA de dos vias se reportan en columnas T: tratamientos con dos diferentes
in6culos micorricicos, P: niveles de fésforo y T*P: efecto de la interaccion de los
tratamientos con los diferentes niveles de fosforo. NS= no significativo: p< 0.1; * p<
0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001. HMS: plantas inoculadas con el consorcio micorricico
silvestre; HMC: plantas inoculadas con el consorcio micorricico comercial; CTL:
plantas sin in6culo micorricico; 0, 30 y 60: niveles de fosforo en partes por millén
(ppm) implementado en los diferentes tratamientos

Peso de frutos

En relacién con el peso de fruto (Figura 24), se encontré que los tratamientos con
los frutos de mayor peso fueron los inoculados con los HMS en los tres niveles de
fertilizacion con P (0, 30 y 60 ppm), sin embargo, el de menor peso de estos tres
tratamientos fue el que no tuvo suplemento de P (0 ppm). Respecto a los inoculados
con HMC y CTL, tuvieron los pesos similares entre si pero significativamente
menores comparandolos con los HMS (p < 0.05), lo que muestra la importancia de
la interaccion de diversos hongos micorricicos con las plantas. Lo anterior se
refuerza con el analisis factorial que revela gran influencia en el factor T (diferentes

indculos micorricicos) y su interaccion con el P (T*P).
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El aumento en el tamafio de frutos observado en las plantas micorrizadas podria
deberse al aumento del nivel fitohormonal enddégeno de los promotores de
crecimiento, lo cual origina un aumento en el tamafio del polen y por ende del fruto
(Noda, 2009; Palencia et al., 2013). Otro factor podria ser la mejor nutricion que las
plantas micorrizadas obtienen con la ayuda del simbionte (Diaz-Franco et al., 2013;
Dias et al., 2019). Se ha observado que las plantas micorrizadas dan frutos con
mayor tamafio como lo comprueba Palencia et al. (2013) en su estudio, quienes
obtuvieron un incremento de peso en los frutos de fresa al ser inoculadas con el

HMA del género Glomus intraradices.
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Figura 24. Peso de los frutos de fresa var. Festival inoculadas con HM y control.
Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre
tratamientos de acuerdo a Tukey (p< 0.05). Las diferencias significativas respecto
al ANOVA de dos vias se reportan en columnas T: tratamientos con dos diferentes
in6culos micorricicos, P: niveles de fésforo y T*P: efecto de la interaccion de los
tratamientos con los diferentes niveles de fosforo. NS= no significativo: p< 0.1; * p<
0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001. HMS: plantas inoculadas con el consorcio micorricico
silvestre; HMC: plantas inoculadas con el consorcio micorricico comercial; CTL:
plantas sin indculo micorricico; 0, 30 y 60: niveles de fosforo en partes por millon
(ppm) implementado en los diferentes tratamientos
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Calidad interna de los frutos de fresa var. “Festival”

En el Cuadro 4 se presentan los resultados de pH, °Brix, acidez titulable y firmeza.
La firmeza obtenida en frutos de los diferentes tratamientos se report6 en kilogramos
fuerza (Kgf) y los frutos con mayor firmeza fueron los inoculados con HMS con un
nivel de fertilizacién de 60 ppm. Los resultados mostraron una tendencia a presentar
mayor contenido de °Brix en los frutos cuando las plantas recibieron inoculacion con
los HMS, pero en general, este contenido fue similar en la mayoria de los
tratamientos con excepcion del tratamiento CTL con 30 ppm de P, el cual presentd
los valores mas bajos. Respecto al pH de los frutos, se observé que fue muy similar
en todos los tratamientos, presentando un pH acido de 3 a 3.5 sin embargo, el valor
mas bajo fue para el tratamiento CTL con el nivel de fertilizacion con P de 60 ppm.
Los resultados del porcentaje de acidez titulable (AT) de los frutos de fresa
mostraron similitud en los tratamientos inoculados con los HM, sin embargo, se
aprecian diferencias entre estos y los controles con 0y 60 ppm de P, resultando los
testigos con menor de AT. Los componentes de calidad de la fresa se han visto
favorecidos cuando se utilizan HM; como lo demostraron Cordeiro et al. (2019),
quienes encontraron incrementos en el pH, el contenido de solidos solubles totales,
la proporcion de sélidos solubles/acidez titulable y los compuestos fendlicos. En el
mismo sentido, Soria (2012), encontrd que es posible mejorar los parametros como
°Brix, acidez titulable y algunos otros cuando se inoculan HM en variedades de
fresa. El analisis factorial muestra influencia de los dos factores evaluados (in6culo,
nivel de P) y de la interaccion de ambos para las variables estudiadas, con
excepcion de los °Brix el cual no fue significativo para la interaccion entre el indculo

y el nivel de fésforo.
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Cuadro 4. Caracteristicas de calidad interna de los frutos de fresa var. “Festival”
inoculadas con consorcios de hongos micorricicos silvestre y comercial, a distintos
niveles de fosforo.

Tratamientos  Acidez pH °Brix Firmeza

titulable

(Kgf)

HMS 0 ppm 0.26+£0.26 cd 3.26+0.03 a 6.0+ 0.80a 1.47 £0.11 bc
HMS 30 ppm 0.28+0.01 bc 3.19+0.04 ab 6.0+£0.00a 1.55+0.04 ab
HMS 60 ppm 0.31+0.02 a 3.21+0.03 a 6.0+ 0.00 a 1.68+0.12a
HMC 0 ppm 0.27+0.02 bc 3.20x0.04 ab 5.29+£045bc 1.41+0.07 bc
HMC 30 ppm 0.27+£0.02 cd 3.22+0.02 a 5.63+0.52 abc  1.21 +0.15d
HMC 60 ppm 0.30+0.01 ab 3.20+0.04 ab 5.71+045ab  1.43+0.11bc
CTL O ppm 0.24+£0.01 de 3.16%x1.67 ab 5.29+0.45Dbc 1.20+0.13d
CTL 30 ppm 0.27+£0.01 bc 3.25%£0.11 a 5.0+0.00c 1.21+0.10d
CTL 60 ppm 0.22+0.02 e 3.10+0.12 b 5.71+0.45 ab 1.35+0.13 cd
Tratamiento (T) *** * Frx ok
Fosforo (P) o * * -
(T*P) — ok NS *

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre
tratamientos de acuerdo a Tukey (p< 0.05). Las diferencias significativas respecto
al ANOVA de dos vias se reportan en columnas T: tratamientos con dos diferentes
in6culos micorricicos, P: niveles de fésforo y T*P: efecto de la interaccion de los
tratamientos con los diferentes niveles de fosforo. NS= no significativo: p< 0.1; * p<
0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001. HMS: plantas inoculadas con el consorcio micorricico
silvestre; HMC: plantas inoculadas con el consorcio micorricico comercial; CTL:
plantas sin inoculo micorricico; 0, 30 y 60: niveles de fosforo en partes por millon
(ppm) implementado en los diferentes tratamientos
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Compuestos nutracéuticos

Se encontraron diferencias significativas en el contenido de compuestos
nutracéuticos de los frutos de plantas inoculadas y no inoculadas (Cuadro 5). Sin
embargo, para fenoles el mejor tratamiento resulté cuando se aplicaron los HMC
con la nutricion fosférica de 60 y 30 ppm. Para los HMS el mejor resultado se
observdé cuando se suplementd la nutricion con 30 ppm de fésforo. El Unico
tratamiento que favorecio el incremento en el contenido de fenoles, fue aquel con
HMC seguido del tratamiento con HMS a 30 ppm. En el caso del contenido de
antocianinas el tratamiento con HMC sin adicion de fosforo resultdé mejorar la
acumulacion de estos compuestos, seguido del tratamiento con HMS y 60 ppm. En
términos generales, se ha encontrado que la mayoria de compuestos fendlicos y
algunos minerales se pueden favorecer cuando se inoculan HM lo que concuerda

con el presente estudio (Castellanos-Morales et al., 2010).
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Cuadro 5. Compuestos nutraceuticos de los frutos de fresa var. “Festival’
inoculadas con consorcios de hongos micorricicos silvestre y comercial, a distintos

niveles de fosforo.

Tratamiento

Fenoles

mg EGalico/gPS

Flavonoides

mg Erutina/Gps

Antocianinas

mg Cianidina/gPS

HMS O ppm
HMS 30 ppm
HMS 60 ppm
HMC O ppm
HMC 30 ppm
HMC 60 ppm
CTL O ppm
CTL 30 ppm
CTL 60 ppm
Tratamiento ( T)
Fosforo (P)

(T*P)

22.11+0g
23.95+0e
23.09+0f
2546 £0.12 b
24.56 + 0.28 d
26.61+0a
21.77+0h
23.23x0f

25.13+0c

*k%k
*k*k

*k*

3554 £t0e

45.57 +0.37 bc

36.95 +1.70 de

50.39 £1.60 a

3955 +2.21d

43.84 £2.33cC

36.84 +0.40 de

45.56 +0.53 bc

48.39 +0.36 ab

*k*

**

**k*

17.37+0e

22.69+0.10c

24.82+0.30b

25.81+0.283 a

22.05+0.19c

18.28 £+ 0.29d

25.20+x0ab

14.26 £+ 0.32 f

18.63+0.28d

*k%k

*kk

*kk

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre
tratamientos de acuerdo a Tukey (p< 0.05). Las diferencias significativas respecto
al ANOVA de dos vias se reportan en columnas T: tratamientos con dos diferentes
in6culos micorricicos, P: niveles de fésforo y T*P: efecto de la interaccion de los
tratamientos con los diferentes niveles de fosforo. NS= no significativo: p< 0.1; * p<
0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001. HMS: plantas inoculadas con el consorcio micorricico
silvestre; HMC: plantas inoculadas con el consorcio micorricico comercial; CTL:
plantas sin in6culo micorricico; 0, 30 y 60: niveles de fosforo en partes por millén
(ppm) implementado en los diferentes tratamientos.
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Colonizacién de plantas de fresa var. “Festival” por los HM

La colonizacién y la induccion de estructuras de micorrizacion (vesiculas y
arbusculos) en las raices de fresa fueron evidentemente favorecidas por la
inoculacioén del consorcio de HMS vy la adicion de fésforo en 30 y 60 ppm (Cuadro
6), mostrando los valores estadisticamente mas altos al comprarse con los
tratamientos inoculados con el consorcio de HMC, los cuales no tuvieron diferencias
significativas entre ellos independientemente de los niveles de P adicionado, como
lo mostré el analisis factorial al no mostrar significancia del factor P y su interaccion
con el in6culo (P*T), pero si de los indculos micorricicos utilizados (T). Bautista et
al. (2017), realizaron un estudio en el cual evaluaron un consorcio de hongos
micorricicos silvestres nativos de Vaccinuim confertun, el hongo micorricico
Gaultheria sp. nativo de un bosque aledafio de Morelia y un consorcio micorricico
comercial en plantas de arandano comercial; encontraron una ligera colonizacién
solo con los hongos nativos en especial en las plantas tratadas con Gaultheria sp.
superando al consorcio silvestre de V. confertun. Respecto a los tratamientos
controles de la presente investigacion se observo una ligera colonizacién, lo que
pudo deberse a la persistencia de esporas en los suelos ya que se consideran
estructuras de supervivencia del hongo, ademas de que puede presentarse estados
de dormancia o quiescencia como lo menciona Viera et al. (2017), debido a que en

este estudio el suelo utilizado no fue esterilizado.
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Cuadro 6. Colonizacion de los hongos micorricicos en las plantas de fresa var.
“Festival” inoculadas con consorcios de hongos micorricicos silvestre y comercial, a
distintos niveles de fosforo.

Tratamiento Colonizacion Vesiculas Arbusculos
%

HMS O ppm 98.80+1.92 a 85.00+1.67 a 32.22 + 3.849

HMS 30 ppm 96.67+3.33 a 85.00+1.67 a 28.32 + 1.666

HMS 60 ppm 91.11+1.92 ab 81.64+1.67 a 13.33 + 3.333

HMC 0 ppm 85.56+3.85 b 58.32+1.67 b -

HMC 30 ppm 82.22+£6.94 b 41.64 £1.67 c 3.333+£5.773

HMC 60 ppm 83.33+3.33 b 28.32+1.67 d 1.111 + 1.924

CTL Oppm 13.33+3.33 c 5.00 £1.67 e -

CTL 30 ppm 13.33+3.33 ¢ 444 +192 e -

CTL 60 ppm 1556 £1.92 c 444 +1.924¢e -

Tratamiento ( T) rxk *kk kk

Fosforo (P) NS ok Hkk

(T*P) NS ok ok

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre
tratamientos de acuerdo a Tukey (p< 0.05). Las diferencias significativas respecto
al ANOVA de dos vias se reportan en columnas T: tratamientos con dos diferentes
in6culos micorricicos, P: niveles de fésforo y T*P: efecto de la interaccion de los
tratamientos con los diferentes niveles de fosforo. NS= no significativo: p< 0.1; * p<
0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001. HMS: plantas inoculadas con el consorcio micorricico
silvestre; HMC: plantas inoculadas con el consorcio micorricico comercial; CTL:
plantas sin in6culo micorricico; 0, 30 y 60: niveles de fésforo en partes por millon
(ppm) implementado en los diferentes tratamientos.
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Las Figuras 25, 26 y 27 ilustran la colonizacion de las raices de las plantas de fresa,
se aprecia la presencia de vesiculas y arbusculos en los diferentes tratamientos con
los distintos niveles de P. Se observo que los HMS indujeron la formacion de un
mayor numero vesiculas y arbusculos en las raices. Tal como lo mencionaron
Andrade-Torre (2010) y Lutzoni et al. (2018), la observacion interna de vesiculas y

arbusculos en las raices es evidencia del establecimiento de micorrizacion.

Arbusculos

Vesiculas

Figura 25. Estructuras de colonizacion micorricica con HMS en raiz de fresa var.
Festival a 0 (A), 30 (B) y 60 ppm de fésforo (C).
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Figura 26. Estructuras de colonizacion micorricica con HMC en raiz de fresa var.
Festival a 0 (A), 30 (B) y 60 ppm de fésforo (C).
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Vesicula

Figura 27. Estructuras de colonizacién micorricica en raiz de fresa var. Festival,
plantas CTL a 0 (A), 30 (B) y 60 ppm de fésforo (C).
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Cuantificacion de las esporas por gramo de suelo presentes en las plantas de
fresa var. “Festival”

Se encontraron diferencias significativas entre todos los tratamientos y los niveles
de fésforo (Figura 28). La mayor cantidad de esporas gs? se present6 para los
tratamientos inoculados con los HMS sobre todo en donde se suplementé con 30y
60 ppm de fésforo, sin embargo, se observé una disminucion de esporas cuando no
se aplico fosforo. Por otro lado, en los tratamientos inoculados con el consorcio de
HMC no se reportaron diferencias significativas, lo que indico que no existié relacion
con los diferentes niveles de fésforo utilizados como lo apoya el andlisis factorial al
no revelar significancia en la interaccion de hongos micorricicos y los diferentes
niveles de fésforo (T*P) pero fue evidente que los HMS indujeron mayor cantidad
de esporas por gramo de suelo. Resultados similares fueron observados por
Quifiones-Aguilar et al. (2020), quienes realizaron un estudio donde evaluaron la
eficiencia del uso de cinco consorcios de hongos micorricicos nativos de
plantaciones de Agave cupreata, provenientes del Estado de Michoacan colectados
en diferentes sitios y un in6culo comercial (INIFAP®), sobre el desarrollo de plantas
de Guayaba (Psidium guajava L.) y tuvieron como resultado mayor cantidad de
esporas en los tratamientos tratados con los hongos nativos en especial con tres de
los cinco consorcios comparandolo con el tratamiento que fue inoculado con el

producto comercial.
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Figura 28. Cuantificacién de esporas gs™ de los sustratos de las plantas de fresa
var. Festival. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas
entre tratamientos de acuerdo a Tukey (p< 0.05). Las diferencias significativas
respecto al ANOVA de dos vias se reportan en columnas T: tratamientos con dos
diferentes indculos micorricicos, P: niveles de fosforo y T*P: efecto de la interaccion
de los tratamientos con los diferentes niveles de fosforo. NS= no significativo: p<
0.1; * p< 0.05; ** p< 0.01; ** p< 0.001. HMS: plantas inoculadas con el consorcio
micorricico silvestre; HMC: plantas inoculadas con el consorcio micorricico
comercial; CTL: plantas sin in6culo micorricico; 0, 30 y 60: niveles de fosforo en
partes por millon (ppm) implementado en los diferentes tratamientos.
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VII. CONCLUSIONES

. Se logré aislar un consorcio nativo de hongos micorricicos a partir suelo
rizosférico de V. stenophyllum Stead., en la region de Los Gallineros Cotija

en el Estado de Michoacan.

Fue posible establecer la relaciébn simbibtica (presencia de vesiculas y
arbasculos) tanto del consorcio de HMS como del producto organico

comercial (HMC) con las plantas de fresa var. “Festival’ y “Frontera”.

La inoculacion de HM le otorgo a las plantas de fresa var. Frontera mayor
tolerancia frente al ataque del hongo fitopatégeno Fusarium, en especial las

inoculadas con el consorcio de HMS.

La inoculacion de HMS, promovié el desarrollo de las plantas de fresa var.
“Festival”’, al aplicar fertilizacién fosforada. Los HMS promovieron mayor
altura en las plantas y mayor peso en los frutos independientemente de la
aplicacion de fésforo, sin embargo, para los porcentajes de clorofila y el
tamafo de los frutos, los diferentes niveles de fosforo si influyeron. Para el
rendimiento los mayores resultados se obtuvieron de la combinacion de HMS

y 60 ppm de fésforo.

La inoculacion de HM favorecio la calidad interna de los frutos de fresa. Los
valores mas altos en cuanto a firmeza y acidez titulable fueron para el
tratamiento inoculado con HMS con 60 ppm de fésforo. La inoculacién de
HMS también aumento el contenido de grados brix en los frutos
independientemente del fosforo. La inoculacion de HMC promovio el

aumento de los compuestos nutraceudticos analizados.
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