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Anexo Tesis de maestria en Recursos Naturales y Medio Ambiente de
Susana Echauri Pefia.
Objetivo de 0OC3.1. Identificar aquellos morfotipos de maiz y frijol que, por

Cientifico (OC)

separado o en co-cultivo y en asociacibn con microorganismos,
presentan beneficios nutricionales y fitosanitarios.

0OC3.2 Comparar el efecto del consorcio de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) proveniente de milpas con manejo
agroecologico versus convencional sobre la diversidad de
microorganismos de rizésfera y su efecto nutricional y fitosanitario

sobre maiz y frijol (por separado o en co-cultivo).

Meta

MC3.1.1 Seleccion del mejor o mejores maices, frijoles y
combinaciones maiz-frijol que, en asociacién con microorganismos,
promuevan la defensa contra patégenos del maiz y el crecimiento, y
aumenten el contenido de P y N en las plantas, esto reportado en los
informes técnicos parciales y finales, una tesis de maestria y un
articulo cientifico en borrador.

MC3.2.1 Una caracterizacion de la respuesta de los tres maices y
tres frijoles (por separado o en co-cultivo maiz-frijol) en asociacion
con HMA proveniente de milpas con manejo agroecoldgico versus
convencional en términos de defensa contra patégenos, crecimiento
y contenido de P y N vegetal reportada en los informes técnicos

parciales y finales.
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Actividad:

v AC3.1.1.3 Se realizaran dos tesis de licenciatura (una en maiz y otra en frijol) sobre

defensa contra enfermedades conferida por microorganismos benéficos.
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ADICIONALMENTE SE REPORTAN LOS RESULTADOS FINALES DE LAS
SIGUIENTES ACTIVIDADES DENTRO DEL PRESENTE ANEXO:

v AC3.2.1.2 Se llevaran a cabo los ensayos de asociacion planta-microorganismo benéficos
en invernadero para maiz y frijol como especies Unicas y en co-cultivo, se registrara
crecimiento, contenido de P y N en tejido foliar, porcentaje de colonizacion micorrizica,
numero de nédulos fijadores de N en frijol.

v AC3.2.1.3 Se realizaran los ensayos de defensa para maiz, utilizando una cepa patogénica

de Fusariumy para frijol el hongo fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum.

¢En qué nos quedamos?

En la primera etapa del proyecto dos estudiantes fueron reclutados después de realizar sus
estancias profesionales como estudiantes tesistas de licenciatura. Sin embargo, decidieron
no continuar con la tesis y se graduaron con otras opciones que sus universidades ofrecen.
Como alternativa, en el proyecto se reclutd a la estudiante Susana Echauri Pefa del
programa de maestria en Recursos Naturales y Medio Ambiente del CIIDIR-IPN Unidad
Sinaloa para realizar su tesis. La alumna inicié en agosto del 2022 y fue codirigida por la
Dra. Simoneta Negrete Yankelevich del INECOL y la Dra. Melina L6épez Meyer del CIIDIR-
Sinaloa.

La estrategia que se siguio con los dos estudiantes de maestria (AC3.1.1.2 y 3.1.1.3)
involucrd dividir el andlisis de las metas MC3.1.1. y MC3.2.1 entre ambos estudiantes, con
la tesis de esta estudiante centrada en cumplir con la meta MC3.2.1. que consisti6é en
analizar los maices de frijoles con inéculos de HMA provenientes de parcelas
convencionales vs. agroecoldgicas. La alumna tiene programado graduarse en enero del
2025.

En el informe de la etapa 2 presentamos los avances parciales de la tesis de maestria y de
los resultados parciales de las actividades AC3.2.1.2 y AC3.2.1.3 habiéndose llevado a
cabo el experimento de invernadero completo, el cual se cosechd, se obtuvieron los datos
de biomasa seca y quedaban pendientes algunos analisis de laboratorio como los analisis

de Ny P foliar de las muestras asi como estabamos finalizando el andlisis de la colonizacién
2
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de las raices con HMA y en frijol con nodulacién, de igual modo se habia llevado a cabo el
ensayo de defensa y nos encontrabamos finalizando el andlisis de los ensayos en frijol y
maiz. En esta etapa 3 presentamos la conclusion de estas actividades e incluimos en el
escrito de tesis la descripcion de los resultados de las actividades. En este documento se
presenta el trabajo realizado en el municipio de Ayahualulco en la localidad de Ocotepec,

con la comparacion entre parcelas de manejo convencional vs. agroecolégicas.

Descripcion:

Se anexa el escrito de tesis final de la estudiante de la maestria en Recursos Naturales y
Medio Ambiente del CIIDIR-IPN Unidad Sinaloa Susana Echauri Pefia. La alumna inici6 en
agosto del 2022 y fue codirigido por la Dra. Melina Lépez Meyer del CIIDIR-Sinaloa y la Dra.
Simoneta Negrete Yankelevich del INECOL. El documento que se presenta representa la
version sometida a revisién para los miembros de su comité tutorial y se estima que la
estudiante defendera su examen de grado en el mes de enero del 2025. La tesis de esta
estudiante de maestria incluye la totalidad de la MC3.2.1., la cual incluye el analisis de
maices y frijoles del municipio de Ayahualulco. Se presenta como una evidencia adicional
(AC3.1.1.6) el borrador de un articulo que combinard los resultados obtenidos de la
MC3.1.1. y ésta la MC3.2.1.

Resumen e interpretacion de hallazgos (AC3.2.1.2 y AC3.2.1.3)

El cultivo de diferentes especies vegetales ayuda a aumentar la variedad y la disponibilidad
de nutrientes presentes en el suelo, los cuales seran aprovechados por las plantas ademas,
las especies vegetales interactian entre si promoviendo la biodiversidad de bacterias y
hongos benéficos como los hongos micorricicos arbusculares (HMA). Estos hongos
establecen una asociacion simbidtica con la planta que apoya en la absorcidn de nutrientes
y confiere resistencia a patégenos. Este trabajo analiz6 el efecto de la presencia de HMA
nativos sobre la productividad, absorcion de nutrientes y capacidad de defensa contra
patdgenos en tres maices criollos (blanco, amarillo y negro) y tres especies de frijol (gordo
[Phaseolus dumosus], enredador [P. vulgaris] y ayocote [P. coccineus]), todos del Cofre de

Perote, en particular del municipio de Ayahualulco y sembrados de manera individual o en
3
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bicultivo. Para ello, enfrentamos experimentalmente a las plantas a dos patdégenos,
Sclerotinia sclerotiorum para frijol y Exserohilum turcicum para maiz, que enferman
frecuentemente a estos cultivos. Los resultados més relevantes fueron: 1) los indculos
aislados de parcelas agroecoldgicas afectaron principalmente a frijol aumentando la
nodulacion en monocultivo y la defensa al hongo fitopatdbgeno tanto en mono como en
bicultivo, pero sin afectar negativamente la micorrizacion. 2) El bicultivo tuvo un efecto
negativo en el crecimiento y micorrizacion en maiz, mientras que en frijol afecté la defensa
pero dependiendo de la especie de frijol y del tipo de in6culo ya ea agroecoldgico o
convencional. 3) Las tres especies de frijol mostraron efectos diferenciales en el crecimiento
y la defensa, observandose una relacién inversa entre estos dos parametros. Mientras que
los morfotipos de maices mostraron diferencias en micorrizacién y en crecimiento. 4) Estos
resultados sugieren que el manejo agroecolégico favorece comunidades microbianas que
promueven induccién de mecanismos de defensa contra patdégenos y la nutricion de las
plantas, y que los beneficios son dependientes del genotipo de cada especie involucrada.
De acuerdo con estos resultados, y en conjunto con los de bromatologia, tomamos la
decisién de implementar en las parcelas experimentales Mano Vuelta asociaciones de maiz
blanco con frijol gordo y frijol ayocote, para determinar si los beneficios nutricionales y de
defensa se conservan en condiciones de campo y en presencia de otras especies vegetales

benéficas para la dieta y los polinizadores.
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GLOSARIO

Abidtico: hace referencia a los componentes quimicos y fisicos que no poseen vida,

relacionado con el entorno y las condiciones que influyen en los seres vivos.

Agrodiversidad: hace referencia a la variedad de razas, especies y/o variedades de

plantas cultivadas en un sistema agricola.

Biofertilizante: producto elaborado a partir de microorganismos benéficos (tales como

bacterias y hongos) y restos vegetales, utilizado con el fin de mejorar la nutricion vegetal.

Bidtico: entorno en el que existe vida, seres u organismos Vivos, 0 que se encuentra

vinculado a ellos.

Especie: similitudes genéticas y morfolégicas entre un grupo de individuos que cuentan
con la capacidad de reproducirse entre ellos y generar descendencia fértil.

Fertilizante: componente o sustancia que se agrega al suelo de cultivo o directamente

a las plantas con el fin de proporcionar nutrientes que estimulen su desarrollo.

Inflorescencia: conjunto de flores que crecen en una sola estructura floral, pueden variar

en cuanto a forma y acomodo, como espigas, racimos, etc.

Jasmonatos: compuestos quimicos que funcionan como hormonas en las plantas,
derivados del acido jasmoémico, relacionados con la respuesta al estrés y defensa contra

patdégenos.

Lixiviacion: proceso mediante el cual los nutrientes y/o contaminantes se disuelven

desde los suelos y son arrastrados por el agua.

Micelio: parte vegetativa de los hongos, formada por filamentos que se conocen como
hifas que tienen apariencia de hilos largos o cortos, este puede desarrollarse en sustrato

y/o suelo generando redes.
10
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Micorrizico: hace referencia a una relacion simbioética, cercana y prolongada entre un
hongo y las raices de plantas, esta simbiosis suele beneficiar a las dos partes

involucradas.

Necrotrofo: es un organismo patégeno que se alimenta de las células muertas de su
huésped, puede destruir grandes areas del tejido vegetal, causando dafios a la planta y
afectando la productividad de los cultivos agricolas.

Patégeno: entidad biol6gica que posee la capacidad de producir una enfermedad en el

huésped.

Plaguicida: compuesto quimico disefiado para prevenir, repeler o combatir especies no

deseadas en plantas.

Simbiosis: relacion estrecha entre dos o0 mas organismos de diferentes especies, esta

relacion puede llegar a ser benéfica para ambas partes.

11
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) y el frijol (Phaseolus spp.) son los cultivos mas importantes
domesticados por los agricultores mexicanos (Garcia et al., 2006), y estan asociados a toda
una cultura y tradicion hablando de su produccién y consumo; debido a ello han podido
trascender hasta la actualidad (Ayala et al., 2008). Estos cultivos cumplen una gran
diversidad de funciones alimentarias y socioeconémicas. Su importancia alimenticia se
sustenta en su contenido de nutrimentos. El maiz, es una fuente rica en carbohidratos, fibra,
vitaminas (como la B y C) y minerales (como Mg y P) (Nuss et al., 2010); mientras el frijol
tiene un alto contenido en proteinas, fibra, vitaminas (como la B, niacina, acido folico y
tiamina) y minerales (como hierro, cobre, zinc, fésforo, potasio, magnesio y calcio)
(Azarpazhooh y Jasim Ahmed, 2022). Desde el punto de vista culinario, su utilizacion es
amplia porque puede combinarse con otros ingredientes basicos de la comida mexicana en
multiples platillos. El maiz y el frijol son cruciales para la seguridad alimentaria en México,
porque su produccion y consumo ayudan a reducir la dependencia de importaciones

(Garcia-Salazar et al., 2023; Sangerman et al., 2010).

La produccién de maiz y frijol ocupa a mas de dos terceras partes de los productores
agricolas de nuestro pais (Garcia et al., 2006). En el afio 2023, la superficie de siembra de
maiz en México fue de casi de 7 millones de hectareas con una produccion de mas de 27
millones de toneladas. Para frijol, la superficie de siembra fue poco mas de un millén de
hectareas con una produccion de mas de 0.72 millones de toneladas (SIAP, 2023). Estos
datos de produccion son publicados por el Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP).

La milpa es uno de los agroecosistemas caracteristicos de la agricultura tradicional
mexicana; es un policultivo en donde se combina el cultivo de maiz, frijol y calabaza con
otras plantas domesticadas y silvestres que se toleran y fomentan. Es frecuentemente
practicada en la agricultura de subsistencia. Aunque la mayor parte de la produccién
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agricola del pais es obtenida en sistemas agricolas convencionales los cuales utilizan
estrategias como el monocultivo de variedades mejoradas, el uso de agroquimicos
sintéticos, la mecanizacion, y el uso de sistemas de riego controlado, un gran niumero de
productores no tienen las condiciones para utilizar estas estrategias siendo pequefios
productores que siembran pequefias extensiones bajo condiciones de temporal, y algunos

de estos productores utilizan el sistema de milpa.

El concepto de milpa es amplio y se refiere al policultivo de las especies mencionadas,
sin embargo, la combinacién de especies a sembrar y las particularidades agronémicas

utilizadas varia con cada productor, region, clima, altitud y tipo de suelo.

La milpa ademés de proveer alimentos a las comunidades rurales forma parte de la
cultura e identidad de los pueblos originarios y familias campesinas y, se considera central
para la seguridad alimentaria de un gran niumero de mexicanos (Leyva-Trinidad et al., 2020).
El intento de sustituir la milpa por formas de agricultura mas industrializada, en donde el
policultivo se sustituye por el monocultivo, se realiza labranza, y se usan insumos agricolas
como fertilizantes y plaguicidas quimicos, no ha funcionado en muchas regiones rurales del
pais, y ha puesto en riesgo, no solo la actividad agricola per se, sino la seguridad alimentaria
de estas comunidades. La milpa en principio puede abastecer los alimentos necesarios para
la subsistencia de una familia, no solo en cantidad sino en calidad y diversidad, ya que
permite complementar la dieta con las calorias y los nutrimentos necesarios para una dieta

adecuada (Lopez-Ridaura et al., 2021).

En cualquier tipo de agricultura el aspecto microbioldgico del suelo es fundamental. Por
ejemplo, algunos microrganismos del suelo descomponen la materia organica para permitir
su reciclaje, o son solubilizadores de nutrientes para las plantas (Kumar et al., 2022). Otros,
como las bacterias fijadoras de nitrégeno, pueden incorporar nitrégeno atmosférico en
moléculas organicas para poder ser asimilados por las plantas contribuyendo asi a su

nutricion nitrogenada (Yang, 2022). Los hongos micorrizicos arbusculares, los cuales se
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establecen de manera simbidtica en las raices de las plantas, pueden captar fosforo del
suelo, entre otros elementos y agua, para transferirlos a su simbionte vegetal (Smith y Read,
2008). Ademas, algunos microrganismos son antagonistas a fitopatdgenos por lo que
pueden impactar en la sanidad vegetal de manera directa (Boro et al., 2022), o algunos otros
gue pueden inducir mecanismos de defensa propios de las plantas que las protegen del
ataque de patégenos (Yu et al., 2022). El tipo de agricultura tiene influencia en el tipo de
microorganismos que componen un suelo. Por ejemplo, se ha reportado que el policultivo
de trigo-chicharo redujo la abundancia de proteobacterias y aumento el de actinobacterias
(Taschen et al., 2017), mientras que un policutivo maiz-soya, la diversidad de hongos
micorrizicos arbusculares fue mayor en el policultivo con respecto al monocultivo (Zhang et
al., 2020), lo cual podria reflejarse en una mejor estructura del suelo (Lehmann y Rillig,
2015).

Por lo tanto, estudiar el efecto de algunos de los componentes microbianos del suelo en
el crecimiento y la induccion de defensa contra patdogenos en el sistema de la milpa,
particularmente en el bicultivo maiz-frijol, puede generar conocimiento que lo caracterice de

mejor manera.

El presente trabajo es parte del proyecto “Biodiversidad en la milpa y su suelo: bases de la
seguridad alimentaria de mujeres, adolescentes y nifios rurales” y se centra en variedades
de maiz y especies de frijol, y microorganismo de suelos utilizados en milpas del municipio
de Ayahualulco, Veracruz, particularmente de la comunidad de Ocotepec. En esta
comunidad, se cuenta con parcelas experimentales que han tenido manejos agronémicos
diferentes, uno agroecoldgico consistente en la no labranza y el uso de fertilizante tipo
composta, y el tipo convencional en donde se realizé labranza y se aplicaron fertilizantes
inorganicos (P y N), aunque se agrego también estiércol de ovejas (Martinez-Camacho et
al., 2022).
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En la presente tesis se estudiaron algunos aspectos de tres de los maices y tres frijoles
mas comunes de la zona de estudio al interaccionar con componentes microbianos de
suelos de parcelas de cultivos con estos dos tipos de manejo agronémico, particularmente
con indculos micorrizicos arbusculares y su microbiota acompafiante. Esto con la finalidad
de generar informacion que permita comprender el efecto del manejo de estos sistemas
agricolas en el crecimiento, nutricion y la induccion de defensa contra patégenos, y su
posible impacto en la productividad de la milpa y, por lo tanto, en la subsistencia de las

poblaciones humanas que dependen de ella para su alimentacion.

ANTECEDENTES

Agricultura convencional y agroecologica

La agricultura es una de las actividades humanas de mayor importancia, y como tal, ha
ejercido una gran presion sobre el medio ambiente. El incremento notable de la produccion
agricola se ha debido no solamente a la creciente expansion de la superficie de cultivo, sino
también al aumento significativo del uso de insumos de origen industrial, entre los que
destacan los fertilizantes y plaguicidas de origen sintético y de combustibles derivados del
petréleo. Esto ha tenido consecuencias negativas ya que ha provocado la aceleracion de
procesos de degradacién y contaminacién del suelo y la pérdida de habitats naturales
(Andrade, 2016).

Ademas, en este tipo de agricultura, denominada "convencional”’, se han normalizado

estrategias como el empleo de monocultivos y maquinaria agricola pesada, entre otras
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practicas. En la agricultura convencional es comun tener problemas en los suelos como
pérdida de estructura, compactacion y fertilidad, por lo que, para mantener niveles altos de
produccion en cosechas subsecuentes, los productores tienden a aumentar la dosis y
frecuencia de aplicacion de los agroquimicos, causando deterioros al agroecosistema
(Neidy, 2013).

El monocultivo es una préactica de la agricultura convencional en la que se siembran
grandes extensiones de terreno con una sola especie vegetal. Desde el punto de vista
econdémico, es una forma rentable y eficiente de llevar a cabo agricultura, pero desde el

punto de vista ecoldégico supone multitud de desventajas (Pineda, 2017).

Por otro lado, el tipo de agricultura con un enfoque agroecolégico se basa en el cuidado
y/o conservacion de la biodiversidad del sistema en si, con el fin de alcanzar una produccién
sustentable. Los propdsitos principales de este tipo de agricultura son la produccion eficiente
y estable y la seguridad alimentaria. Los sistemas tradicionales de cultivo suelen cumplir
con estos objetivos del manejo agroecoldgico, y promueven a la vez la subsistencia de la
agricultura y cultura familiares, y la recuperacién y la preservacion de los bienes naturales
(Ortega, 2009). Por esta razon las estrategias de manejo agroecoldgico suelen incorporar
practicas tradicionales de cultivo como son el policultivo, la labranza minima, la fertilizacién
organica, el deshierbe manual y la diversificacidén y/o rotacidon de cultivos, particularmente
con leguminosas (Gliessman, 2014). Al implementar actividades como labranza minima y la
incorporacion de abonos organicos se protege la estructura del suelo, se conservan sus
comunidades bidticas, incluyendo las redes de micelios de los hongos micorrizicos
arbusculares, se estimula la actividad biolégica del suelo, y se contribuye a reducir la pérdida
del carbono organico (Galvez et al., 2001; Ryan y Graham 2018; Diacono y Montemuro,
2010).

Utilizar fertilizantes de origen organico como estiércol, rastrojos y composta alarga la

disponibilidad de los nutrientes y devuelve el carbono organico al suelo, mejorando sus
22



Proyecto Mano Vuelta AN M
-...."":,’- CONAHCYT  Biodiversidad en la milpa y su suelo: ““@ cCoL ANO
R bases de la seguridad alimentaria de "'VUE“H
mujeres, adolescentes y nifios rurales

propiedades biologicas y estructura al aumentar la actividad microbiana, ademas se
favorece el almacenamiento de agua, limitando los escurrimientos y la lixiviacion de
nutrientes (Rosen y Allan 2007; Tamburini et al., 2020).

Entre las practicas agroecolégicas que se utilizan en conjuncidén con las practicas
tradicionales, se encuentra el uso de indculos microbianos como biofertilizantes, que permite
aumentar la disponibilidad de los nutrientes del suelo para los cultivos, y representa una
alternativa al empleo de fertilizantes quimicos utilizados en la agricultura de tipo
convencional, cuyo uso excesivo ocasiona problemas de contaminacion en el ambiente
(Bever et al., 2010). El uso de microorganismos benéficos, tales como fijadores de nitrégeno,
solubilizadores y captadores de fésforo, por mencionar algunos, contribuyen a la

sostenibilidad de los sistemas agricolas (Singh et al., 2011).

Milpa

En la milpa se cultivan simultdneamente diversas especies vegetales. Como el maiz es
su principal elemento, en algunas regiones el término “milpa” es considerado como un
sinbnimo de cultivo de maiz o de la planta misma del maiz (Buenrostro, 2009). Comunmente
es empleada en agricultura de temporal sin el uso de agromaquinaria, la diversidad de
cultivos favorece la resiliencia del agroecosistema favoreciendo el control de plagas y
enfermedades (Ebel et al., 2017), también contribuye a aumentar la diversidad alimentaria
de las personas que se dedican a esta actividad productiva. En el policultivo de la milpa, se
suelen cultivar simultdneamente maiz, frijol y calabaza, sin embargo, también se pueden
encontrar otras especies vegetales. Avila-Bello et al. (2018) reportaron que en los Tuxtlas,
Veracruz, México los sistemas de milpa pueden estar compuestos por hasta diez especies
de plantas en las que se incluyen frijol, yuca, tomate, quelites, calabaza, chile, entre otros.
Un estudio en comunidades del estado de Oaxaca, México revelo que la milpa (en este caso
policultivo de maiz y frijol) produjo todos los nutrientes y vitaminas (con la excepcion de B12)
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requeridos para alimentar a 2 personas por hectarea, mientras que los monocultivos de maiz
y frijol tuvieron mas deficiencias en nutrientes (Novotny et al., 2021). Un valor similar (0.44
ha/persona o 2 personas por 0.88 ha) fue calculado para la milpa de una comunidad maya-
lacandona de Chiapas, México (Falkowski et al., 2019). Ya que la milpa es un sistema de
produccion que provee de alimentos a las comunidades rurales, la milpa representa un

componente crucial para la seguridad alimentaria (Leyva-Trinidad et al., 2020).

Lograr un entendimiento sobre la importancia de la milpa para la seguridad alimentaria
es complejo, debe considerarse la productividad total del sistema y la variedad de alimentos
gue provee, esta no se mide como el nivel de productividad de los cultivos involucrados de
forma individual. (Fonteyne et al., 2023). En un estudio de comunidades de montafia en
Guatemala evaluaron alrededor de 5000 familias encontrando que aquellas dedicadas al
policultivo de milpa tenian mayor seguridad alimentaria que aquellas que sembraban
unicamente monocultivos (Lépez-Ridaura et al.,, 2019). Pleasant (2016) compard los
aportes nutrimentales y el rendimiento del sistema de milpa (maiz, frijol y calabaza) con
estas mismas especies vegetales en monocultivo, y reporté que el sistema milpa produce

mas proteina (346kg/ha) y energia (12.25 x 106 kcal/ha) al compararse con el monocultivo.

El sistema productivo de la milpa se basa en conocimientos tradicionales, los cuales
han sido el resultado de la interaccion de las comunidades con la naturaleza y con los
recursos que esta les provee. En la mayor parte del pais la integracion de un sistema de
agricultura convencional a los sistemas de milpa ha comprometido la seguridad alimentaria

de las familias dedicadas a este tipo de cultivo.

Situacion actual de la milpa en México

La milpa es un sistema en el cual la agrodiversidad del sistema favorece el control
bioldgico de plagas y enfermedades (Altieri, 2009), La siembra de milpas data de la época

prehispanica, sin embargo, a partir de la segunda mitad del siglo XX se empezé a promover
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el empleo de un sistema agricola basado en el uso de monocultivos, agroquimicos,
variedades mejoradas y maquinaria pesada (Aguilar et al., 2003, Sangabriel-Conde, et al.
2013). A partir de ese momento, los agricultores comenzaron a reemplazar las practicas de
conservacion de la diversidad por el cultivo de una sola especie vegetal. Aunque el
desarrollo de la agricultura tecnificada resultd en aumentos significativos de produccion en
algunas regiones del pais, como en el noroeste, en otras, la conversion no fue beneficiosa
(Sweenwy et al., 2013). Una de las consecuencias de este cambio fue que el uso excesivo
de fertilizantes de origen inorganico provoco que la actividad microbiana de los suelos
agricolas se viera limitada por el poco suministro de nutrientes organicos (Dinesh et al.,
2010). Por otra parte, el empleo de la agricultura moderna/intensiva provocé pérdida de la
biodiversidad y esta pérdida produjo una reduccion de la productividad (Lanz, et al., 2018),
disminuyendo también la capacidad de resistir a plagas y enfermedades (Altieri y Nicholls,
2007) en detrimento de la productividad. Ademas, la actividad agricola intensiva se sustenta
en un alto empleo de agroquimicos para el control de plagas y este empleo desmedido
genera contaminacion en los ecosistemas terrestres y marinos (Garcia-Gutiérrez y
Rodriguez-Meza, 2012). Por otro lado, la conversion de la milpa a la agricultura tecnificada
presenta requerimientos que no pueden cumplirse en algunas regiones, como la
disponibilidad de maquinaria o0 de recursos econOmicos para adquirir los insumos

necesarios.

Zona de estudio

La presente tesis es parte del proyecto transdisciplinario e interinstitucional
“Biodiversidad en la milpa y su suelo: bases de la seguridad alimentaria de mujeres,
adolescentes y nifos rurales”, cuyos antecedentes fundamentales se describen a
continuacion:

El proyecto se encuentra ubicado geograficamente en la zona de influencia del Parque

Nacional del Cofre de Perote (PNCP), en Veracruz, México.
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La parte del proyecto que involucra se desarrolla utilizando materiales vegetales y
microbiolégicos de la localidad de Ocotepec en el municipio de Ayahualulco que se
encuentra entre 1700-2600 msnm en la zona de influencia del PNCP. En esta zona
geografica se produce principalmente milpa de montafia. En este estudio participan
pequefios productores con area de cultivo de no mas de 5 ha por productor, mismas que
son utilizadas para siembra de milpas de autoconsumo.

La presente tesis se ha enfocado en estudiar el efecto de in6culos de hongos
micorrizicos arbusculares (HMAS) y su microbiota acompafante provenientes de suelos con
dos sistemas de manejo agricola en el crecimiento, nutricién y la defensa contra patégenos
de maices vy frijoles utilizados en milpas de Ocotepec, Veracruz; en uno de estos se han
empleado estrategias agroecoldgicas por nueve afios (6 parcelas), las cuales han consistido
en el uso de fertilizacién totalmente organica aplicando fermentado Bokashi (elaborado con
rastrojo, estiércol de oveja, ceniza, pulque, tierra y aztcar) ademas de no realizar labranza.
El otro sistema agricola evaluado es el denominado convencional (6 parcelas), el cual ha
consistido en la realizacién de labranza, aplicacién de estiércol de oveja y fertilizantes de
origen inorganico (aproximadamente 4 kg de Ny 1.56 kg de P por area) (Martinez-Camacho
et al., 2022). Los in6culos de HMAs obtenidos de parcelas con manejo tipo convencional
(TC) y tipo agroecoldgico (TA) fueron evaluados en plantas de maices y frijoles crecidos en
macetas con sustrato estéril y con fertilizacién controlada.

Debido a que existe una gran diversidad de genotipos de maiz y especies de frijol
cultivados en la zona de estudio, y también ya que la interaccién de una planta con los
microorganismos del suelo es altamente dependiente del genotipo (Mora-Romero et al.,
2015; Rotori et al., 2024) se seleccionaron tres maices y tres frijoles nativos para llevar a

cabo el estudio.

26



Proyecto Mano Vuelta N
& ...'-:-'. CONAHCYT Biodiversidad en la milpa y su suelo: ‘L—@ ecolL Mﬂllﬂ

ése bases de la seguridad alimentaria de ""UUE“H
mujeres, adolescentes y nifios rurales

Maiz

El maiz, es el eje principal de la milpa, y tal como se conoce actualmente, proviene de
una forma silvestre de la misma especie conocida como teocinte, el cual posee una
inflorescencia femenina y semillas muy diferentes a las del maiz actual. Es posible que ninguna
otra especie se adapte a tantos tipos de ambientes y presente una variacién tan grande en
cuanto a caracteristicas de interés humano como el maiz. Ademas, existe una gran diversidad
de maneras en las que se utiliza el maiz, por lo que, en este sentido no tiene comparacion con
otras especies domesticadas (Perales, 2009).

El maiz, junto con otras plantas cultivadas, ha sido el sustento fundamental de varias
civilizaciones de Mesoameérica y progresivamente se ha convertido en el cereal de mayor
importancia para la humanidad. Desde épocas prehispanicas el maiz se ha ido adaptado a
una gran variedad de condiciones, tanto climaticas como edaficas, principalmente por su
extraordinaria plasticidad genética. Es a partir del siglo XX que esta plasticidad genética ha
sido estudiada ampliamente, desde un enfoque cientifico. En la actualidad el maiz sigue
aportando productos para la alimentacion humana, animal y materias primas para la
industria (Guerrero, 2013).

En México, ninguna otra planta de interés agricola tiene tanta importancia como el maiz.
Se siembra en todos los estados, climas y altitudes, tiene también importantes valores

culturales, simbdlicos y espirituales (Polanco y Flores, 2008).

Desde una perspectiva socioecondémica, 3.1 millones de agricultores, desde los grandes
productores hasta los de subsistencia, cultivan maiz y 12.5 millones de personas estan

vinculadas a su produccion.

Frijol
En el grupo de las leguminosas comestibles, el frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es

una de las mas relevantes debido a su distribucion a nivel mundial, ademas de ser un
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componente nutricional indispensable en la dieta debido a su alto contenido proteico (20-
25%). El frijol ha sido un elemento tradicionalmente importante, no solo en México, sino en
toda América latina, y en general en una gran cantidad de paises en vias de desarrollo
(Garcia Mendoza, 2009).

Esta leguminosa se origin0 y domesticO en América latina y tiene dos origenes
geograficos y genéticamente diferenciables, Mesoamérica y los Andes, pero que derivan de
un ancestro comun. En México y América del sur, el frijol comin se domestic6 de manera
independiente hace aproximadamente 8,000 afios (Bitocchi et al., 2013). Particularmente en
México, es la leguminosa de mayor consumo y representa el 36 % de la ingesta diaria de

proteinas de la poblacién (Flores, 2015).

Tradicionalmente la milpa tiene tres cultivos centrales, el maiz, el frijol y la calabaza,
aunque también suele presentar otras especies vegetales comestibles, tales como el chile
y diversos quelites; En este tipo de cultivo el maiz sirve de apoyo y guia a la enredadera de
frijol, y este ultimo establece simbiosis en el suelo con bacterias fijadoras de nitrogeno, lo

cual favorece la nutricion nitrogenada de la comunidad de plantas (Alvarez et al., 2016).

Hongos micorrizicos arbusculares

La simbiosis micorrizica arbuscular es una asociacién entre un grupo de hongos que
habitan en el suelo y las raices de las plantas. En esta interaccion, el hongo micorrizico
recibe compuestos carbonados de la planta en forma de carbohidratos y lipidos, mientras
gue la asociacion favorece a la planta mejorando su capacidad para adquirir nutrientes y
agua a través del hongo, y al mismo tiempo, mejora su capacidad de tolerar diferentes tipos
de estrés (Smith y Read, 2008). Como resultado de una mejor nutricién, la asociacién
simbidtica puede inducir un aumento en el crecimiento, aunque esto depende de la especie

vegetal (Jung et al., 2012).
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Los hongos micorrizico arbusculares (HMA) son uno de los componentes del suelo que
se puede ver afectado por la agricultura tecnificada de monocultivos e insumos sintéticos,
particularmente cuando se utilizan niveles altos de fertilizacién, ya que la asociacion
simbidtica que estos organismos establecen con las plantas se ve inhibida, en particular por
la fertilizacion elevada en fésforo (Smith y Read, 2008). Una inhibicion similar ocurre con las
bacterias simbioticas fijadoras de nitrdgeno y los fertilizantes nitrogenados. La abundancia
y diversidad de estos microorganismos puede tener efectos positivos en un cultivo porque
permite establecer interacciones microbianas mas diversas y abundantes con las plantas.
Estos microorganismos promueven principalmente una mejor nutricion fosfatada y
nitrogenada, respectivamente. Ademas de las ventajas nutricionales, existe bastante
evidencia que demuestra que la simbiosis micorrizica arbuscular induce una disminucién de
la susceptibilidad de la planta colonizada contra enfermedades y plagas (Weng et al., 2022),
aungue los mecanismos bioquimicos y moleculares que regulan dicha respuesta no estan
totalmente elucidados. Se ha asociado este aumento de defensa inducida por micorrizaciéon
a la sintesis de jasmonatos (Pozo y Azcon-Aguilar, 2007). Es posible que esta induccion de
defensa por micorrizacion sea del tipo de la resistencia sistémica inducida, tal como sucede

con la defensa inducida por bacterias benéficas (Cameron et al., 2013).

Debido a que los sistemas agricolas actuales utilizan niveles de fertilizacion que
usualmente inhiben el establecimiento de la simbiosis micorrizica arbuscular, algunas
especies no pueden beneficiarse de la resistencia inducida por la micorrizacion bajo esas
condiciones de cultivo. En contraste, los sistemas que utilizan estrategias mas
agroecologicas, en lugar de fertilizacion quimica y labranza, permiten el establecimiento de
esta simbiosis y, por lo tanto, favorecen la induccion de defensa contra plagas y

enfermedades en el simbionte vegetal.

La caracteristica de la simbiosis micorrizica arbuscular de inducir resistencia a

patégenos es dependiente de la especie o variedad de planta (Mora-Romero et al., 2015;
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Rotoni et al., 2024), por lo que no se puede asumir que todos los genotipos sean capaces
de manifestar este mecanismo de defensa. La defensa inducida por micorrizaciéon es una

caracteristica que debe evaluarse por genotipo.

Ya que la colonizacién micorrizica arbuscular ha demostrado aumentar la nutricion
fosfatada en diversas especies vegetales (Smith y Read, 2008), y esta reportado que la
diversidad de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) es favorecida en sistemas
agroecologicos como la milpa (Dai et al., 2014) en este trabajo se plante6 investigar si
indculos micorrizicos provenientes de suelos de parcelas con manejo agroecolégico
promueven el crecimiento en plantas de maiz y frijol con respecto a inéculos provenientes
de suelos con manejo convencional. Por otro lado, existe evidencia abundante de que el
establecimiento de la colonizacion micorrizica induce en las plantas colonizadas defensa
contra patégenos (Weng et al., 2022), sin embargo, la mayoria de estos trabajos se han
llevado a cabo con una sola especie de hongo micorrizico y no con inéculos complejos,
como en el presente trabajo. Por lo tanto, otra pregunta a responder fue si indculos
provenientes del sistema agroecolégico inducen la defensa por micorrizacibn en mayor
medida con respecto a los indculos provenientes del sistema convencional. Esto basado en
evidencias que indican que suelos con manejo orgénico contenian mas biomasa de
bacterias y hongos, tanto saprotréficos como micorrizicos arbusculares (Martinez Garcia et
al.,, 2021; Sunnemann et al., 2021), lo cual favoreceria la colonizaciébn micorrizica y
posiblemente la defensa contra patégenos, comparado con el sistema de agricultura tipo

convencional.

En este trabajo se estudiaron tres genotipos de maiz y tres especies de frijol.
Particularmente en el caso de frijol, se ha reportado que el grado de domesticacion de los
tres frijoles es distinto (Locqueville et al., 2022), lo cual podria estar definiendo su repuesta

a la interaccion con los diferentes indculos probados. Por lo anterior, se investigd si el
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crecimiento, el contenido de P y N, y la defensa inducida por micorrizacion varian en funcion
del genotipo de maiz o la especie de frijol analizada.

Por otro lado, hay evidencia que indica que la diversidad de especies sembradas en un
sitio favorece el control de plagas y enfermedades (Letourneau et al., 2011), sin embargo,
se desconoce si la induccion de defensa por micorrizacion es afectada por el co-cultivo de
las especies vegetales, por lo tanto, en este trabajo se investigo si el co-cultivo de una planta
de maiz con una de frijol tiene impacto en la defensa inducida por micorrizacion con respecto

al monocultivo.

Nodulacién en leguminosas

Las leguminosas (como el frijol) tienen la capacidad de mantener una relacién simbiética
con bacterias presentes en el suelo, estas bacterias pueden fijar el nitrégeno atmosférico
(N.), un elemento esencial para la nutricion y el crecimiento vegetal en los cultivos (Simon
et al., 2014), a cambio de la obtencién de carbono y aminoéacidos (Fred et al., 1932). Las
bacterias del género Rhizobium poseen la capacidad de transformar el N, en una forma
utilizable por las plantas (Guzman y Montero, 2021).

Para que se lleve a cabo la infeccién por rizobias en las raices de las plantas v,
posteriormente se produzca la fijacion de nitrégeno atmosférico en los nédulos, las bacterias
deben atravesar la epidermis y la zona de la corteza de la raiz. La infeccion puede ocurrir
de diversas formas, pero la mas comun es mediante la formacion de hilos de infeccion que
se ubican en los pelos radicales nuevos que se encuentran en proceso de formacion y
crecimiento (Figura 1), cuando el hilo de infeccidn crece atraviesa las células hasta llegar al
cortex interno de la raiz y posteriormente se forma el nédulo. Los ndédulos pueden ser de

crecimiento determinado (como en el caso de frijol; presentan una apariencia esférica) o
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indeterminado (poseen células meristematicas que se encuentran en constante division y le

permiten al nédulo seguir creciendo) (Oldroyd et al., 2011; Gage, 2004).

4]

-

Figura 1. Formacion del hilo de infeccién producido por bacterias del
género Rhizobium en los pelos radicales de leguminosas (imagen
recuperada de Oldroyd et al., 2011).

m.}

Ya ha sido reportado que se puede llevar a cabo una interaccion tripartita entre rizobias,
HMAS vy plantas hospedera; Lara-Capistran y colaboradores (2019) realizaron un
experimento en campo en el cual evaluaron la inoculacién con cepas de HMAs, Rhizobium
etli (de forma individual y en asociacién) y el empleo de fertilizacion inorganica reducida en
frijol (Phaseolus vulgaris L.), reportando que la co-inoculaciéon + la fertilizacion reducida
mejora significativamente la calidad del grano en contraste con los demas tratamientos
(HMAs, Rhizobium, HMAs + Rhizobium, fertilizado, HMAs + fertilizacion reducida,
Rhizobium + fertilizacion reducida, HMAs + Rhizobium + Fertilizacién reducida).

Fitopatdgenos en la agricultura
Existen una multitud de enfermedades provocadas por diferentes factores que pueden
atacar a los cultivos agricolas. Estas enfermedades son causadas por agentes patogénicos,

gue pueden ser de indole nutricional, ambiental y/o biologico. Las enfermedades causadas
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por organismos patdogenos pueden ser provocadas por bacterias, virus, micoplasmas,
nematodos, protozoarios, hongos, entre otros (Agrios, 2005). Hay evidencia de que los
sistemas agricolas suelen tener dificultades debido a la presencia de fitopatégenos que
impactan de forma negativa a una gran cantidad de cultivos de interés agricola (Back et al.,
2002; Leiva-mora et al., 2020; Navarro et al., 2021), debido a lo anterior, en el presente
estudio se seleccionaron dos hongos fitopatégenos (S. sclerotiorum y E. tarcicum; para frijol
y maiz, respectivamente) como modelos de estudio para evaluar el posible efecto de los

HMAs sobre la induccion de defensa por micorrizacion.

Sclerotinia sclerotiorum

Las consecuencias en el rendimiento provocadas por enfermedades ocasionadas por
Sclerotinia en cultivos agricolas vulnerables pueden ser variables, sin embargo, estas
pueden alcanzar hasta el 100 por ciento de la produccion (Purdy, 1979). S. sclerotiorum en
un hongo necrétrofo que ataca una gran diversidad de especies de cultivo de interés
econdémico, destacan el frijol, tomate, cacahuate, soya, girasoles, zanahoria y papa, entre
otras (Saharan y Naresh, 2008). Los primeros signos de la enfermedad se presentan como
manchas irregulares, suaves y acuosas, que en climas humedos se expanden rapidamente,
estas manchas se cubren por la aparicién del micelio blanco del hongo (Figura 2) (Saharan
y Naresh, 2008).
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Figura 2. Infeccién de moho blanco en las
vainas de frijol. (Imagen recuperada de
Saharan y Naresh, 2008).

S. sclerotiorum tiene la capacidad de generar estructuras de resistencia conocidas como
esclerocios, estas le permiten al hongo sobrevivir en el suelo largos periodos de tiempo ya
gue pueden mantenerse viables durante algunos afnos, incluso en condiciones desfavorables.
Posteriormente, cuando las condiciones ambientales se vuelven favorables (suelos himedos
y temperaturas que oscilan entre 10 y 20°C), las estructuras de resistencia germinan e
infectan la planta, en etapas iniciales del desarrollo de lesion, es posible que las plantas no
muestren signos evidentes de enfermedad. No obstante, conforme el hongo progresa a los
tallos principales, puede ocurrir el marchitamiento. Al agotar los nutrientes del huésped el
micelio produce esclerocios y esto reanuda el ciclo de la enfermedad (Figura 3) (Zanatta et
al., 2019; Fernando et al., 2004; Reich y Chatterton, 2023; Bolton et al., 2006).
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Figura 3. Ciclo de vida de Sclerotinia sclerotiorum. CICLO ASEXUAL: El hongo
sobrevive en forma de esclerocios sobre los restos del cultivo agricola o en el suelo
(1), bajo las condiciones ambientales correctas los esclerocios germinan
micelogénicamente e infectan el tejido vegetal (2), al agotar los nutrientes de la planta
el micelio empieza a formar esclerocios y se reinicia el ciclo (7). CICLO SEXUAL: Los
esclerocios germinan carpogénicamente y producen apotecios (3), los apotecios
producen y liberan ascosporas que el viento transporta hacia la planta (4), las
ascosporas germinan produciendo micelio e infectan los pétalos de las flores en
senescencia (5), el patdgeno se propaga en la planta huésped y se desarrollan los
sintomas de la enfermedad (6), finalmente, al agotar los nutrientes disponibles, el
micelio empieza a formar esclerocios y se reanuda el ciclo (7) (Modificado de Reich
y Chatterton, 2023).

Exserohilum turcicum
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La enfermedad conocida como tizén foliar en maiz es ocasionada por el agente
patdogeno Exserohilum tdarcicum, de acuerdo con lo reportado por Félix-Gastélum y
colaboradores en el 2018, es un hongo altamente dependiente a la humedad (290 %) razon
por la cual provoca afectaciones mayores en zonas de climas humedos. La enfermedad
afecta la fotosintesis y causa una disminucion significativa en el rendimiento de grano, que
puede variar entre 28% y 91% (Reddy et al., 2013).

Los primeros sintomas de la enfermedad se manifiestan en las hojas, en cualquier fase
del desarrollo de la planta, aunque suelen aparecer generalmente después de la floracién,
observandose lesiones ovaladas y alargadas de coloracion verde grisacea o marron de

diversos tamarios (Figura 4) (Félix-Gastélum et al., 2018; Reddy et al., 2013).

Figura 4. Lesiones necréticas del
tizon foliar del maiz inoculado
artificialmente con E. tdrcicum en
invernadero (Imagen recuperada de
Félix-Gastélum et al., 2018).
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JUSTIFICACION

La milpa es un sistema de produccién de policultivo, en donde se crecen
simultdneamente plantas de maiz en combinacion con otras especies vegetales como frijol,
calabaza, chile, tomate, entre otras. La diversidad vegetal de la milpa influye a su vez en la
diversidad de microorganismos del suelo, tales como los hongos micorrizicos arbusculares
(Zhang et al., 2020; Morales et al., 2022; Maitra, 2019), de tal manera que podria predecirse
gue el aumento en la diversidad vegetal de la milpa conduciria a una mayor productividad
derivado de la mejora nutricional por la accién de estos microorganismos benéficos en las
plantas, ademas de un aumento en la defensa contra enfermedades y plagas. Suelos de
sistemas agricolas en donde el manejo involucra incorporaciéon de insumos agroquimicos,
labranza y monocultivo, por su parte, presentan disminucion de la diversidad de
microorganismos por lo que las elevadas producciones en estos sistemas estan sostenidas
en el uso de insumos externos, mas que en la actividad de los componentes internos como
los microorganismos del suelo. La composicion de las comunidades microbianas en los
suelos de diferentes sistemas de cultivo es de esperar que no sean iguales y que tengan
distintas influencias en las plantas cultivadas. En el presente trabajo se compararan plantas
de tres diferentes morfotipos de maices y tres especies de frijoles mas comunmente
utilizados en el municipio de Ocotepec, Veracruz, adicionados con indculos microbianos
(principalmente de hongos micorrizicos arbusculares o HMAS) aislados de suelos de
parcelas que han tenido un manejo de tipo convencional (monocultivos y uso de fertilizantes
industriales) y se compararan con plantas de los mismos maices Yy frijoles adicionados con
in6culos microbianos conteniendo HMAs aislados de suelos de parcelas que han tenido
manejo en el que se han incorporado estrategias agroecolégicas durante ocho afios
(suspension del arado, aplicacion de fertilizantes de origen organico; fermentado bokashi, y
la diversificacion de cultivos; triada mesoamericana mas la adicion de leguminosas y
verduras de hoja verde, empleo de diferentes morfotipos de maiz). La aplicacién de los
inodculos seré tanto en plantas individuales como en bicultivos de cada uno de los maices
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utilizados con el frijol Gordo, el cual es el mas comun en la zona de estudio. Este trabajo
permitira generar informacion respecto al efecto de los in6culos de hongos micorrizicos
arbusculares aislados de suelos con dos sistemas de manejo en plantas de maiz y frijol

criollas en cuanto a crecimiento, contenido de nutrientes y defensa contra patégenos.

HIPOTESIS

1. Plantas de maiz y frijol con inéculos de HMAs (M) presentan mayor crecimiento,
contenido de P y N, nodulacién, y mayor defensa contra patdgenos con respecto a
plantas con in6éculo NM (sin esporas de HMAS).

2. Plantas de maiz y frijol con inéculos de parcelas TA (tratamiento agroecoldgico)
presentan mayor % colonizacidbn micorrizica, crecimiento, contenido de P y N,
nodulacién y mayor defensa contra patdgenos con respecto a plantas con in6culos TC
(tratamiento convencional).

3. Frijoles y maices crecidos en monocultivo presentan mayor porcentaje de micorrizacion,
crecimiento, contenido de P y N y nodulacion, pero menor defensa con respecto a los
crecidos en bicultivo.

4. Las tres especies de frijol y los tres morfotipos de maiz presentan diferente respuesta
de crecimiento, % de micorrizacion, contenido de P y N (para maiz y frijol), nodulacion

y defensa (para frijol).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de in6culos de HMAs provenientes de suelos con manejo TAy TC
sobre el porcentaje de micorrizacion, crecimiento, contenido de P y N, la nodulacion y la
defensa contra un patégeno foliar en tres morfotipos de maiz; Blanco, Negro y Amarillo, tres

especies de frijol; Gordo, Enredador y Ayocote y bicultivo de frijol Gordo con los tres maices.

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto del inéculo de HMAs en el crecimiento, contenido de P y N,
nodulacion y la defensa de los maices vy frijoles estudiados con respecto al control NM.

2. Determinar el efecto del in6culo de HMAs provenientes de parcelas TA en el porcentaje
de colonizacion micorrizica, crecimiento, contenido de P y N, nodulacion y la defensa de
los maices y frijoles estudiados con respecto a inéculos de TC.

3. Determinar el efecto del monocultivo de frijoles y maices sobre el crecimiento, el
porcentaje de micorrizacion, el contenido de P y N, la nodulacién y la defensa con
respecto a los crecidos en bicultivo.

4. Determinar el efecto de la especie (frijol) o morfotipo (maiz) en el crecimiento, porcentaje
de micorrizacion, contenido de P y N, nodulacion y la defensa contra un patégeno foliar.
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MATERIALES Y METODOS

Montaje de los experimentos en invernadero

Las plantas fueron crecidas en condiciones de casa-sombra. Plantas de frijol y maiz se
cultivaron en mono (una planta por maceta) y bicultivo (una planta de maiz y una de frijol
por maceta) y fueron sembradas en sustratos inertes adicionados con dos tipos de inéculos
micorrizicos: 1) in6culo de esporas aisladas de suelos de parcelas del municipio de
Ocotepec, Veracruz con manejo agronémico de tipo agroecolégico (TA; parcelas en las que
no se realiz6 labranza y la fertilizacion fue de origen totalmente organico con fermentado
bokashi a base de rastrojo, estiércol de oveja, ceniza, pulque, tierra y azlcar), y 2) indculo
de esporas proveniente de suelos de parcelas con manejo agrondémico incorporando
estrategias de tipo convencional (TC; parcelas en las que se realizd labranza previa a
siembra, aplicacion de estiércol de oveja, uso de fertilizantes de origen inorganico)
(Martinez-Camacho et al., 2022). Para el andlisis de monocultivo con respecto a bicultivo en
maiz, plantas de maiz de cada morfotipo en monocultivo fueron comparadas con plantas de
maiz de cada morfotipo en bicultivo con frijol Gordo. Por otro lado, frijol en monocultivo de
frijol Gordo fue contrastado con la condicién en bicultivo con los tres morfotipos de maiz
(frijol enredador vy frijol ayocote no fueron estudiados en bicultivo por limitaciones en la
cantidad de semilla). A manera de control se incluyeron plantas inoculadas con el ultimo
lavado de las esporas micorrizicas (NM) conteniendo la microbiota acomparfante del in6culo
micorrizico, el numero de réplicas por tratamiento fue de seis. El disefio fue un factorial

completamente al azar.

Experimento de frijol en monocultivo

Los factores y sus niveles fueron A) origen del in6culo (TA y TC), B) micorrizacion
[plantas micorrizadas (M) y plantas no micorrizadas (NM)] y C) especie [Gordo (FG,

Enredador (FE) y Ayocote (FA)]. Se analizaron como variables dependientes 1) produccion
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de biomasa (peso seco total de la planta en g), 2) porcentaje de micorrizacion, 3) contenido
de fosforo foliar (mg/kg), 4) contenido de nitrégeno foliar (%), 5) nodulacion (nimero de

nédulos/g de raiz) y 6) defensa contra un patégeno foliar (area de lesién en cm?).

Experimento de frijol Gordo (FG) en bicultivo

Los factores y sus niveles fueron A) origen del indculo (TA'y TC), B) micorrizacion (M y
NM) y C) mono-bicultivo [FG, FG-maiz Blanco (MB), FG-maiz Negro (MN) y FG-maiz
Amarillo (MA)]. Se analizaron como variables dependientes 1) produccion de biomasa (peso
seco total de la planta en @), 2) porcentaje de micorrizacién, 3) contenido de fosforo foliar
(mg/kg), 4) contenido de nitrogeno foliar (%), 5) nodulacién (nimero de nédulos/g de raiz) y

6) defensa contra un patégeno foliar (area de lesion en cm?).

Experimento de maices en monocultivo

Los factores y sus niveles fueron A) origen del in6culo (TA'y TC), B) micorrizacion (M y
NM) y C) morfotipo (MB, MN y MA). Se analizaron como variables dependientes: 1)
produccion de biomasa (peso seco total de la planta en g), 2) porcentaje de micorrizacion,

3) contenido de fasforo foliar (mg/kg) y 4) contenido de nitrégeno foliar (%).

Experimento de maices en bicultivo con frijol Gordo (FG)

Los factores y sus niveles fueron A) origen del indculo (TA'y TC), B) micorrizacion (M y
NM) y C) mono-bicultivo (MB, MB-FG, MN, MN-FG, MA y MA-FG. Se analizaron como
variables dependientes: 1) produccién de biomasa (peso seco total de la planta en g), 2)
porcentaje de micorrizacion, 3) contenido de fésforo foliar (mg/kg) y 4) contenido de

nitrogeno foliar (%).

41



Proyecto Mano Vuelta AN M
-...."":,’- CONAHCYT  Biodiversidad en la milpa y su suelo: ““@ cCoL ANO
R bases de la seguridad alimentaria de "'VUE“H
mujeres, adolescentes y nifios rurales

Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza factorial (ANDEVA) considerando un valor de p < 0.05,
se utilizé la prueba de Tukey con un a < 0.05 en el andlisis de significancia entre
tratamientos, ademas, se verificO que los residuales de los modelos mostraran una
distribucion normal mediante graficas QQplot. Para los casos en los que los residuales del
modelo no presentaron normalidad, la variable original fue transformada empleando
logaritmo natural o raiz cuadrada, cuando las variables eran porcentuales (colonizacion y
contenido de nitrégeno) los datos fueron transformados utilizando arcoseno de la raiz
cuadrada. Posterior a las transformaciones se ajustaron los modelos y se verificd que los
residuales cumplieran con una distribucion normal (Apéndice A: frijol en monocultivo,
apéndice B: frijol en bicultivo con maices, apéndice C; maiz en monocultivo, y apéndice D;

maices en bicultivo con FG). Solo fueron probadas las interacciones de segundo orden.

Obtencién del in6éculo micorrizico

El inéculo de esporas de hongos micorrizicos arbusculares (HMAS) fue extraido de
muestras de suelo de 12 parcelas en la comunidad de Ocotepec, Veracruz. Seis de estas
parcelas recibieron el siguiente manejo (el cual se le ha denominado en este trabajo de tipo
convencional (TC): se realiz6 labranza previa a la siembra, se aplico estiércol de oveja y
fueron empleados fertilizantes inorganicos (aprox. 4 kg Ny 1.56 kg P por parcela; aplicados
6 semanas posteriores a la siembra, en la base de las plantas). Por otro lado, las otras seis
parcelas fueron denominadas de tipo agroecologico (TA) y recibieron el siguiente manejo:
previo a la obtencion de los suelos para el experimento de esta tesis, las parcelas pasaron
por un experimento de diversificacion de cultivos que incluia la adicion de leguminosas y
verduras de hoja verde a la triada mesoamericana (maiz, frijol y calabaza), y la mezcla de
diversos morfotipos de maiz, (Martinez-Camacho et al., 2021), ademas, no se realizo
labranza y la fertilizacién fue totalmente inorganica con aplicacién de fermentado bokashi
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elaborado a base de rastrojo de estiércol de oveja, ceniza, pulque, tierra y azucar sin refinar.
Para la obtencion de los inéculos se aplico el muestreo de cinco de oros, en cada parcela
se tomaron cinco submuestras de 2 kg y posteriormente se mezclaron para obtener la

muestra general por parcela.

Para el aislamiento de esporas fue empleado el método de tamizado humedo (Brundrett
et al., 1996). Para cada muestra de suelo se tomaron por triplicado sub-muestras de 5 g de
suelo y se colocaron en un volumen de agua en una relacion 1:3 (g/mL) al menos por 30
min. Posteriormente, se filtraron a través de tres mallas sucesivas de diferente tamafio de
poro: 1 mm, 250 um y 53 pm bajo el chorro leve de agua corriente. Para cada muestra
fueron recolectados los filtrados detenidos en la malla 53 um, y se colocaron en un tubo de
polipropileno de 50 mL. Se aforaron a un volumen uniforme todos los tubos con agua
destilada y se sometieron a centrifugacién a 2000 rpm durante 5 min. Se descarté el
sobrenadante y la pastilla fue resuspendida con 25 mL de una solucién de sacarosa al 50%
(azlcar comun, 1:1 g/ml). Se centrifugd de nuevo a 2000 rpm por 1 min. En un tubo limpio

se recuperd Unicamente el sobrenadante sin suelo.

Conteo y obtencidon de esporas

Cada muestra (sobrenadante de sacarosa) fue sometida a un lavado a través de una
tela de nylon de 53 um de poro con abundante agua destilada y posteriormente visualizada
bajo el estereoscopio (sobre una caja Petri cuadriculada) con el objetivo 4X. Las esporas
gue presentaron integridad fisica fueron cuantificadas y los resultados expresados en
numero de esporas por kg de suelo.

Con estos conteos fue calculada la cantidad de suelo a tamizar para obtener 10,000
esporas por parcela. Posteriormente se mezclaron los suelos de las seis parcelas con
tratamiento convencional o agroecolégico para obtener 60,000 esporas para cada tipo de

manejo. Esta muestra compuesta por las seis parcelas fue tamizada de nuevo y se
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resguardaron las esporas detenidas en la malla 53 pm a 4°C para su posterior uso como

in6culo para los tratamientos con HMAs. Se aplicaron 1000 esporas por maceta.

Preparacion del inoculo y el control sin esporas

El agua filtrada del ultimo lavado de las esporas fue recuperada vy filtrada nuevamente
a través de un papel filtro de poro grueso para eliminar cualquier espora que
inadvertidamente se encontrara en el agua filtrada. Este filtrado se aplicé en los tratamientos
sin HMAs en el bioensayo como control negativo (NM).
El indculo fue resuspendido en 8 L de agua destilada, posteriormente se homogeniz6 y se
tomaron de 4-5 alicuotas de 1 ml para cuantificacion y corroboracién del nimero de esporas
totales separando las esporas por gradiente de sacarosa. El volumen del indculo se ajusto
para tomar 1000 esporas en 200 ml para los tratamientos con esporas (M). El mismo

volumen fue empleado para el control en los tratamientos sin esporas (NM).

Preparaciéon de semillas

Semillas de maiz

Las semillas fueron sumergidas en solucion diluida de Tween 20 (5 gotas en 100 ml de
H2O destilada estéril), posteriormente se sonicaron durante 5 minutos (con agua destilada
en sonicador), la solucion Tween 20 fue decantada y se agrego cloro comercial al 0.75%
hasta cubrir la totalidad de las semillas. Se colocaron en termobafio a 52°C por 20 minutos.
Una vez transcurrido el tiempo, el cloro fue decantado en campana de flujo laminar y se
realizaron tres lavados con agua destilada estéril. Las semillas fueron escurridas sobre
papel secante. Con ayuda de unas pinzas, las semillas fueron ubicadas en charolas
desinfectadas sobre una base de papel secante humedecido con agua destilada, tapadas y
mantenidas en oscuridad a temperatura ambiente para su germinacion. Todas las

soluciones y el material utilizado fueron previamente esterilizados.
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Semillas de frijol

Las semillas se colocaron en una soluciéon de etanol al 50% durante un minuto,
posteriormente el etanol fue retirado por decantacion y se realiz6 lavado con hipoclorito de
sodio comercial al 0.3% durante 10 minutos con agitacion suave. En campana de flujo
laminar las semillas se sometieron a lavados con abundante agua destilada estéril (cinco
lavados con duracién de un minuto c/u o hasta eliminar el aroma a cloro), en seguida se
escurrieron sobre papel. Utilizando unas pinzas se ubicaron en charolas desinfectadas
(sobre una base de papel secante humedecido con agua destilada) finalmente se cubrieron
con otra capa de papel secante humedo, estas fueron tapadas en oscuridad a temperatura
ambiente para su germinacion. Todas las soluciones y el material utilizados fueron

previamente esterilizados.

Preparacion de los tratamientos

El experimento se llevd a cabo en una casa sombra ubicada en el CIIDIR-IPN Unidad
Sinaloa en Guasave, Sinaloa, con las condiciones climaticas y de fotoperiodo natural del 25
de noviembre del 2022 al 3 de febrero del 2023). Las macetas se llenaron con sustrato
estéril (una mezcla 1:3 v/v de arena de rio y vermiculita). La arena se sometié a lavados
previamente y la mezcla del sustrato se esterilizd en autoclave a 120° C por una hora (dos

veces) para la eliminacién de microorganismos.

Llenado de macetas, inoculacién y siembra

Se utilizaron macetas de plastico de 3 L (16 cm de alto por 20 cm de diametro superior).
Previo al llenado, las macetas fueron etiquetadas. El llenado o preparacion de las macetas
fue realizado de la siguiente manera: se colocaron 1.5 L del sustrato estéril (arena-vermiculita
1:3 v/v). Encima se agregd una capa de arena estéril (1-2 cm de espesor), sobre esta capa
se agrego la suspension de esporas (o el control del dltimo lavado de las esporas). A

continuacion, se adicioné 0.5 L de sustrato, se colocaron las semillas pregerminadas de
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acuerdo con cada tratamiento. Para finalizar, las semillas se cubrieron con una ultima capa
de 0.5 L de sustrato. Se verificé que todas las macetas tuvieran orificios en su base para

permitir el drenado del agua de riego.

Fertilizacion

Las fertilizaciones se iniciaron una semana después de la siembra. Se utiliz6 agua de
pozo en los riegos y en la preparacién de la solucién nutritiva, el agua presentd un pH de 8.0
y una conductividad eléctrica (CE) de 0.75. En el Cuadro 1 se presentan la composicion de

la solucién Long Ashton empleada.

Cuadro 1. Composicion de la solucion nutritiva Long Ashton
empleada para la fertilizacion de las plantas del experimento.

Componente Stock (g/L) Solucién final (mL/L)
KNO3 80.8 5.0
MgSO4 7H20 73.6 4.0
Ca(NOgz)2 4H20 188.8 3.0
NaH>PO4 H20 36.8 0.6 (5 ppm de P)

Elementos trazas - -

solucién de citratos - -
Antes de preparar la solucion final, el agua de pozo a utilizar se ajusto previamente a pH

de 5.4, el pH final de la solucién nutritiva que se aplico fue de 5.3-5.5 con una CE 2.0.

Ensayos de defensa

Para los ensayos de induccion de defensa por micorrizacion, fueron utilizados como

fitopatdgenos S. sclerotiorum para frijol y E. turcicum para maiz. Estos patdgenos fueron
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seleccionados debido que estd documentado que son capaces de infectar frijol (Purdy, 1979)

y maiz (Félix-Gastelum et al., 2018), respectivamente.

Frijol vs Sclerotinia sclerotiorum

Foliolos de hoja de plantas de frijol (primer foliolo de la segunda hoja més joven) de diez
semanas fueron desprendido de la planta y colocados en camara hiumeda (constituida por
una caja de Petri con papel toalla humedecido con agua destilada estéril, sobre la cual se
colocaron dos portaobjetos dispuestos en cruz para evitar que el tejido vegetal tocara el papel
hamedo). Se utilizé un foliolo por planta. En el centro del foliolo desprendido dentro de la
camara humeda se coloc6 un disco de agar conteniendo micelio en activo crecimiento del
hongo necrotrofo S. sclerotiorum extraido de un cultivo previo en medio PDA. EI micelio
fungico utilizado se obtuvo de esclerocios previamente colectados y germinados. La camara
hameda fue sellada con parafilm e incubada a 19°C. El diametro del halo necrético
ocasionado por S. sclerotiorum al infectar el tejido vegetal se registré a las 24, 42,69y 74 h
posteriores a la infeccion (Figura 5) fue registrado fotograficamente para su posterior
procesamiento en el programa ImageJ. Estos ensayos de hoja desprendida se utilizaron para
comparar la induccion de defensa por micorrizacion en frijol por su asociacion con HMAs

entre las diferentes especies de frijoles estudiadas en el presente trabajo.
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Figura 5. Infeccion por S. sclerotiorum en foliolos de FG (frijol Gordo)
con tratamiento M (micorrizado) y NM (no micorrizado).

Maiz vs Exserohilum turcicum

Para el caso de la infeccién por E. turcicum en maiz, se evalu6 el area de lesién
ocasionada por el patdgeno a los 3, 4 y 5 dias post inoculacion. El ensayo se realizé en
placas Petri de 100 mm de didmetro por 15 mm de alto. Las placas contenian medio agua-
agar y Bencilaminopurina (BAP) a 50 pg/ml, esto para retardar la senescencia de la hoja de
maiz (Aregbesola et al., 2019). Se retir6 de las placas una porcion del agar de
aproximadamente 8 x 4 cm de manera tal que resultara un espacio sin agar en el medio de
la placa. Fragmentos de hojas de maiz de 6 cm de largo (segunda hoja mas joven) se
colocaron con la parte abaxial hacia arriba para que los extremos del fragmento se lograran
ubicar en contacto con el agar. Sobre los extremos de los fragmentos de las hojas se
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colocaron recuadros de agua-agar (BAP) de aproximadamente 1.5 x 2 cm para que los
extremos del fragmento de la hoja no sufrieran deshidratacién. Posteriormente, se aplicaron
10 pl de una suspension de conidios de E. turcicum a una concentraciéon de 1.0 X 106
conidios/ml en el centro del fragmento de hoja de maiz. En el caso de los tratamientos control
se aplicaron 10 ul de agua destilada estéril. Las placas fueron incubadas a temperatura
ambiente (24° C). Los fragmentos de hojas fueron fotografiados para determinar el area de
lesion en un procesador de imagenes (ImageJ).

En este experimento se observo inconsistencia en los resultados de infeccion (Figura 6),

por lo que fue imposible utilizar estos resultados para el analisis de defensa en maiz.

MB con indculo TC

NM -

72 h post infeccion

Figura 6. Ensayo en hoja desprendida, MB (maiz Blanco) con inéculo TC (tratamiento
convencional) a las 72 horas post infeccion con el fitopatbgeno E. turcicum. Las
fotografias del panel superior corresponden a las seis réplicas del tratamiento NM, y las
del panel inferior a las de M. Como se observa no hubo consistencia en el desarrollo de
la infeccion en los tejidos probados.

Crecimiento

A lo largo del experimento se registré la longitud de la parte aérea y el nUmero de

hojas/trifolios de cada planta de forma semanal. Al final del cultivo se registré el volumen

49



Proyecto Mano Vuelta AN
:.'::.':'.i CONAHCYT  Biodiversidad en la milpa y su suelo: d@eCOL ﬂﬂﬂﬂﬁ
wee oo bases de la seguridad alimentaria de oestis W9 MUELTA
mujeres, adolescentes y nifos rurales

radical, la biomasa fresca de raices, asi como de hojas y tallos de las plantas analizadas.
Los pesos secos se obtuvieron después de colocar tejido fresco (raices y parte aérea (hojas

y tallos) en un horno a 65°C de tres a cuatro dias, hasta obtener peso constante).

Medicion de Fésforo y Nitrogeno foliar

Posterior al secado y registro de peso del tejido foliar de cada una de las muestras, se
realiz6 un analisis de las mismas utilizando un analizador de carbono y nitrdgeno de la marca
LECO.

Cuantificacion de la nodulaciéon

Para obtener los datos de nodulacién (reportado como nimero de nddulos/g de raiz), el
tejido radical fue visualizado utilizando un microscopio estereoscopico y una caja de petri
cuadriculada para facilitar la ubicacion de los campos visualizados y los conteos (Figura 7).

Figura 7. a) Nodulos de las plantas de frijol criollo ubicadas en las milpas de Ocotepec,
Veracruz al momento de la obtencion de los suelos para la extraccion de los indculos.
b) Conteo de nddulos en microscopio estereoscépico de las plantas crecidas en
invernadero para el experimento.
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Cuantificacion del porcentaje de colonizacion por HMAs

Las plantas fueron cosechadas separando las raices de la parte aérea. El sustrato
pegado a la raiz fue eliminado con cuidado para preservar el tejido, el cual fue
posteriormente lavado con agua corriente para eliminar lo mas posible los restos del
sustrato. Una tercera parte de la raiz fue colocada en etanol al 50 % para la determinacion
del porcentaje de colonizacién. Otra tercera parte fue utilizada para determinar el peso seco
y la dltima porcion fue congelada en nitrégeno liquido. Las raices en etanol 50% fueron
incubadas por un minimo de 24 horas, posteriormente se decant6 el etanol, y se lavaron
tres veces con agua destilada estéril. Posteriormente se les adicioné KOH al 10 % y fueron
tratadas en autoclave por 5 minutos a 120°C. Posteriormente se decantd el KOH y se
realizaron dos lavados con agua destilada. Para la tincion del tejido se adicion6 azul de
tripano (0.05% p/v) hasta cubrir la raiz y se coloc6 en autoclave por 5 minutos a 120°C para
la fijacién del colorante. Una vez decantado el colorante se agrego lactoglicerol hasta cubrir
laraiz y se dejo en reposo durante tres dias (Phillips y Hayman, 1970). Al finalizar se observo
en microscopio y posteriormente en estereoscopio para identificar estructuras micorrizicas

arbusculares tales como hifas, vesiculas y/o arbusculos (Figura 8).

51



Proyecto Mano Vuelta AN M
....."-'.-,s CONAHCYT Biodiversidad en la milpa y su suelo: ““@ CCOL “}“ﬂ
R bases de la seguridad alimentaria de onsciosin Wil M UELTA
mujeres, adolescentes y nifios rurales

Figura 8. Raiz de FG (frijol Gordo) colonizada por HMAs donde: a) hifa, b) vesicula y c)
arbusculos. Aumento 400X.

Método de interseccion de campos en placas

La determinacion del porcentaje de colonizacion se basé en el método de interseccion
a la linea (Giovannetti y Mosse, 1980). Se utilizé una caja de Petri en la cual se traz6 una
cuadricula (de 1 cm? en la que se colocaron las raices previamente tefiidas, y se
visualizaron en un estereoscopio. Para determinar el de porcentaje de micorrizacién se
consideraron al menos 150 intersecciones (raices que cruzaban alguna de las lineas de la
cuadricula) y se cuantificaron las intersecciones con raices conteniendo alguna estructura
fungica (hifas, vesiculas, arbusculos, esporas) de acuerdo con lo siguiente: la evaluacién
inici6 sobre las lineas verticales de arriba hacia abajo y posteriormente sobre las
horizontales de izquierda a derecha hasta cubrir todas las intersecciones de la caja

(registrando el nimero de intersecciones colonizadas y no colonizadas por HMAS).
Para el célculo del porcentaje de colonizacion total por HMA se utilizo la siguiente férmula:
Porcentaje de colonizacién por HMAs = (C/T) x 100
C=nuamero de intersecciones con raices presentando cualquier estructura fungica (hifas,
vesiculas y/o arbusculos).

T= NUmero total de intersecciones observadas
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RESULTADOS

Frijol en monocultivo

Para la variable dependiente produccion de biomasa el ANDEVA mostro diferencia

significativa para los factores Ol y Especie (tabla 2).

Cuadro 2. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente produccién
de biomasa; frijol en monocultivo, considerando los factores Ol (Origen del
Inéculo), MIC (micorrizacidn) y especie. Solo se probaron las interacciones
de segundo orden. Se presentan en rojo los factores o interacciones con
diferencia significativa (p < 0.05).

Sumade Gr_ados de Cuadrgdo = =
cuadrados libertad medio
ol 0,2539 1 0,2539 4,988 | 0,0293
MIC 0,0439 1 0,0439 0,863  0,3566
ESPECIE 9,3947 2 4,6973 92,288 @ 0,0001
OoI*MIC 0,0091 1 0,0091 0,179  0,6739
OI*ESPECIE 0,0375 2 0,0187 0,368  0,6936
MIC*ESPECIE 0,0486 2 0,0243 0,477  0,6230
Error 3,0030 59 0,0509

Las plantas inoculadas con esporas de hongos micorrizicos obtenidas de parcelas bajo
manejo tipo convencional (TC) produjeron mas biomasa con respecto a las inoculadas con
esporas de hongos micorrizicos obtenidas de parcelas bajo manejo agroecoldgico (TA)
(Figura 9A). Por otra parte, el FG (frijol gordo) fue el que produjo mas biomasa seguido de
FA (frijol ayocote) y FE (frijol enredador), respectivamente (Figura 9B).

En cuanto al porcentaje de colonizacién micorrizica el ANDEVA mostro que no existe

diferencia significativa en los factores ni interacciones entre ellos (tabla 3).
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Cuadro 3. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente porcentaje
de colonizacion por HMAs; frijol en monocultivo, considerando los factores
Ol (Origen del Inéculo) y especie. Solo se probaron las interacciones de
segundo orden. Se presentan en rojo los factores o interacciones con
diferencia significativa (p < 0.05).

Suma de Grados de Cuadrado

cuadrados libertad medio F P
ol 161,99 1 161,99 2,3476 0,1363
ESPECIE 244 2 122 1,768 0,1886
OI*ESPECIE 38,35 2 19,17 0,2779 0,7594
Error 2001,06 29 69

Manoy,
mVUELTH

Los andlisis foliares arrojaron que el contenido de fésforo (P) no varié entre los

tratamientos probados, solo se obtuvieron resultados en FG y FA ya que la cantidad de

biomasa obtenida de FE no fue suficiente para llevar a cabo la medicion (tabla 4).

Cuadro 4. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente contenido
de P; frijol en monocultivo, considerando los factores Ol (Origen del
In6culo), MIC (micorrizacion) y especie. Solo se probaron las
interacciones de segundo orden. Se presentan en rojo los factores o
interacciones con diferencia significativa (p < 0.05).

Suma de Grados de Cuadrado

cuadrados libertad medio F P

Ol 0,011 1 0,011 0,27  0,6086

MIC 0,001 1 0,001 0,01 0,9037

Especie 0,003 1 0,003 0,07  0,7909

OI*MIC 0,011 1 0,011 0,28  0,5993

OI*ESPECIE 0,044 1 0,044 1,20 0,3019

MIC*ESPECIE 0,034 1 0,034 0,84 0,3651
Error 1,377 34 0,040

Los andlisis foliares arrojaron que el contenido de nitrégeno (N) no vario entre los

tratamientos probados, solo se obtuvieron resultados en FG y FA ya que la cantidad de

biomasa obtenida de FE no fue suficiente para llevar a cabo la medicion (tabla 5).
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Cuadro 5. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente
contenido de N; frijol en monocultivo, considerando los factores Ol
(Origen del In6culo), MIC (micorrizacion) y especie. Solo se probaron
las interacciones de segundo orden. Se presentan en rojo los factores
o interacciones con diferencia significativa (p < 0.05).

Sumade Grados de Cuadrado

cuadrados libertad medio F P

Ol 0,121 1 0,121 1,41 0,2418

MIC 0,026 1 0,026 0,30 0,5847

ESPECIE 0,310 1 0,310 3,61 0,0649

OI*MIC 0,000 1 0,000 0,00 0,9934

OI*ESPECIE 0,079 1 0,079 0,92 10,3431

MIC*ESPECIE 0,014 1 0,014 0,17 0,6861
Error 3,262 38 0,086

InsTITuTO DE ECoLogia AC.

Manoy,
mVUELTH

Para la variable dependiente nodulacién se observaron diferencias significativas en el

factor Ol (Tabla 6); siendo las plantas inoculadas con TA las que produjeron mayor cantidad

de nddulos respecto a TC (Figura 9C).

Cuadro 6. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente
nodulacién; frijol en monocultivo, considerando los factores Ol (Origen del
Inéculo), MIC (micorrizaciéon) y especie. Solo se probaron las
interacciones de segundo orden. Se presentan en rojo los factores o
interacciones con diferencia significativa (p < 0.05).

Sumade Grados de Cuadrado

cuadrados libertad medio F P

Ol 4,6892 1 4,6892 10,639 0,0018

MIC 0,0027 1 0,0027 0,006 0,9382

ESPECIE 0,7361 2 0,3680 0,835 0,4389

OI*MIC 1,1284 1 1,1284 2,560 0,1149

OI*ESPECIE 1,6765 2 0,8382 1,902 0,1583

MIC*ESPECIE 0,5140 2 0,2570 0,583 0,5614
Error 26,0054 59 0,4408
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En el andlisis de defensa contra el patdgeno foliar se encontraron diferencias
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significativas en los factores OIl, MIC y especie y una interaccion de segundo orden entre

los factores Ol-especie (tabla 7).

Cuadro 7. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente defensa
contra patogeno foliar; frijol en monocultivo, considerando los factores Ol
(Origen del Inbculo), MIC (micorrizacién) y especie. Solo se probaron las
interacciones de segundo orden. Se presentan en rojo los factores o
interacciones con diferencia significativa (p < 0.05).

Suma de

cuadrados
Ol 1,4984
MIC 1,5600
ESPECIE 5,6031
OoI*MIC 0,0579
OI*ESPECIE 6,1944
MIC*ESPECIE 0,2928
Error 13,5077

1

N N P N -

59

Grados de Cuadrado
libertad

medio
1,4984
1,5600
2,8016
0,0579
3,0972
0,1464
0,2289

F

6,5448
6,8141
12,2369
0,2531
13,5283
0,6396

P

0,0131
0,0114
0,0001
0,6168
0,0001
0,5312

En el ensayo de defensa contra S. sclerotiorum las plantas inoculadas con TA se

defendieron mejor que las inoculadas con TC (menor area de lesion en el ensayo de hoja

desprendida) (Figura 9D). En cuanto al factor MIC,

las plantas micorrizadas (M) se

defendieron mejor respecto a plantas control no micorrizadas (NM) (Figura 9E). Con

respecto al factor especie, FG resulté ser mas susceptible al patégeno seguido de FAy FE

(Figura 9F), mientras que en la interaccion doble Ol-especie, el FA inoculado con TA se

defiende mejor que al ser inoculado con TC, FG no presentd induccién de defensa, FE

mostré defensa ante el patégeno independientemente de estar inoculado con TA o TC

(Figura 9G).
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Figura 9. FRIJOL EN MONOCULTIVO. A) Produccion de biomasa seca total (g) en plantas de
frijol inoculadas con HMAs provenientes de parcelas con tratamiento agroecoldgico (TA) y
tratamiento convencional (TC). B) Produccién de biomasa seca en tres especies de frijol [FG
(frijol Gordo), FE (frijol Enredador) y FA (frijol Ayocote)]. C) Numero de nédulos/g de raiz en
plantas de frijol inoculadas con TA y TC. D) Area de lesién en foliolos de plantas de frijol con
HMAs provenientes de parcelas con inéculos TA'y TC 69h post inoculacion con S. sclerotiorum.
E) Area de lesion en foliolos de frijol inoculados con M (HMAs) y NM (sin HMAS). F) Area de
lesion en foliolos de tres especies de frijol. G) Area de lesién en foliolos de tres especies de
frijol inoculados con TAy TC. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos [Tukey (a < 0.05)], barras que comparten letra son similares
entre ellas. Las barras de error corresponden al error estandar. Solo se consideraron las
interacciones dobles.

Frijol Gordo (FG) en bicultivo

Para la variable dependiente produccién de biomasa se encontraron diferencias

significativas en los factores MIC y mono-bicultivo (tabla 8).

Cuadro 8. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente produccién de biomasa,;
FG en bicultivo, considerando los factores Ol (Origen del Inéculo), MIC (micorrizacion)
y mono-bicultivo. Solo se probaron las interacciones de segundo orden. Se presentan
en rojo los factores o interacciones con diferencia significativa (p < 0.05).

Suma de Gr_ados de Cuadr_ado = 0
cuadrados libertad medio
ol 0,0062 1 0,0062 0,063 0,8027
MIC 1,2087 1 1,2087 12,233 0,0008
MONO-BICULTIVO 1,7721 3 0,5907 5,978 0,0010
OI*MIC 0,0007 1 0,0007 0,007 0,9342
OI*MONO-BICULTIVO 0,3785 3 0,1262 1,277 0,2884
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MIC*MONO-BICULTIVO 0,1413 3 0,0471 0,477 0,6995
Error 7,5093 76 0,0988

Los resultados de produccién de biomasa seca total indicaron que las plantas
micorrizadas (M) crecieron menos respecto al control no micorrizado (NM) (Figura 10A). Por
otro lado, la asociacion de frijol gordo con maiz amarillo (FG-MA) mostré6 menor crecimiento
gue FG en monocultivo (Figura 10B).

De acuerdo con los resultados del ANDEVA no se encontraron diferencias significativas
en el porcentaje de colonizacién micorrizica en los tratamientos combinados de Ol y
mono-bicultivo (tabla 9).

Cuadro 9. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente porcentaje de
colonizacion por HMAs; FG en bicultivo, considerando los factores Ol (Origen del
In6culo) y mono-bicultivo. Solo se probaron las interacciones de segundo orden. Se
presentan en rojo los factores o interacciones con diferencia significativa (p < 0.05).

Sumade Grgdos Cuadrado =
cuadrados . medio P
libertad
Ol 12,41 1 12,41 0,2548 0,6169
MONO-BICULTIVO 106,92 3 35,64 0,7318 0,5401
OI*MONO-BICULTIVO 300,11 3 100,04 2,0539 0,1242
Error 1704,70 35 48,71

En cuanto al contenido de P foliar no hubo variaciones entre factores ni tampoco
interacciones entre ellos (tabla 10).

Cuadro 10. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente contenido de P; FG en
bicultivo, considerando los factores Ol (Origen del Inéculo), MIC (micorrizaciéon) y mono-
bicultivo. Solo se probaron las interacciones de segundo orden. Se presentan en rojo los
factores o interacciones con diferencia significativa (p < 0.05).

Suma de Grados de Cuadrado =
cuadrados libertad medio P
Ol 0,017 1 0,017 0,38 0,5376
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MIC 0,043 1 0,043 0,96 0,3294

MONO-BICULTIVO 0,029 3 0,010 0,22 0,8805

OI*MIC 0,046 1 0,046 1,04 0,3120

OI*MONO-BICULTIVO 0,028 3 0,009 0,21 0,8899

MIC*MONO-BICULTIVO 0,075 3 0,025 0,56 0,6400
Error 3,094 70 0,044

En la variable contenido de nitrégeno foliar el estadistico arrojo diferencia significativa
en la interaccion de segundo orden entre los factores MIC*mono-bicultivo (tabla 11); las
plantas del bicultivo FG-MB inoculadas con esporas de HMAs (M) tuvieron menor cantidad
de N respecto al control NM (Figura 10C).

Cuadro 11. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente contenido de N;
FG en bicultivo, considerando los factores Ol (Origen del Inéculo), MIC
(micorrizacion) y mono-bicultivo. Solo se probaron las interacciones de segundo
orden. Se presentan en rojo los factores o interacciones con diferencia significativa

(p =0.05).
Suma de Gr_ados de Cuadrado = p

cuadrados libertad medio
Ol 0,000 1 0,000 0,0 0,9244
MIC 0,003 1 0,003 0,1 0,7784
MONO-BICULTIVO 0,217 3 0,072 1,7 0,1672
OI*MIC 0,006 1 0,006 0,1 0,7018
OI*MONO/BICULTIVO 0,115 3 0,038 0,9 0,4365
MIC*MONO/BICULTIVO 0,371 3 0,124 3,0 0,0378

Error 3,003 72 0,042

Por otro lado, en nodulacién se encontraron diferencias significativas en el factor
micorrizacion (tabla 12); plantas micorrizadas produjeron menor cantidad de nédulos (M)

respecto al control NM (Figura 10D).
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Cuadro 12. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente nodulacion; FG en
bicultivo, considerando los factores Ol (Origen del In6culo), MIC (micorrizacién) y
mono-bicultivo. Solo se probaron las interacciones de segundo orden. Se presentan
en rojo los factores o interacciones con diferencia significativa (p < 0.05).

Sumade

cuadrados
Ol 0,3714
MIC 2,1672
MONO-BICULTIVO 0,4012
OI*MIC 0,4289
OI*MONO-BICULTIVO 0,8185
MIC*MONO-BICULTIVO 1,1776
Error 26,4498

Grados
de
libertad

1

w Wk W

71

Cuadrado

medio

0,3714
2,1672
0,1337
0,4289
0,2728
0,3925
0,3725

F

0,997
5,817
0,359
1,151
0,732
1,054

P

0,3214
0,0185
0,7828
0,2869
0,5361
0,3743

Manoy,
mVUELTH

En cuanto al analisis de defensa contra el patdgeno foliar se encontraron diferencias

significativas en los factores Ol, MIC y mono-bicultivo y una interaccion de segundo orden

entre los factores Ol*mono-bicultivo (tabla 13).

Cuadro 13. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente defensa contra patégeno
Inéculo), MIC
(micorrizacion) y mono-bicultivo. Solo se probaron las interacciones de segundo orden. Se

foliar; FG en bicultivo, considerando los factores Ol

presentan en rojo los factores o interacciones con diferencia significativa (p < 0.05).

Suma de
cuadrados

Ol 2,04258
MIC 1,10325
MONO-BICULTIVO 5,29932
OI*MIC 0,51013
OI*MONO-BICULTIVO 2,25439
MIC*MONO-BICULTIVO 0,26974
Error 15,22941

Grados
de
libertad

1

w W kW

68

(Origen del

Cuadrado

medio

2,04258
1,10325
1,76644
0,51013
0,75146
0,08991
0,22396

=

9,1202
4,9261
7,8872
2,2777
3,3553
0,4015

P

0,0036
0,0298
0,0001
0,1359
0,0238
0,7524

Las plantas de FG en bicultivo con maices inoculadas con TA presentaron mayor

defensa respecto a TC (Figura 10E) y las plantas micorrizadas (M) presentaron mayor area

de lesién en contraste con las utilizadas como control (NM) (Figura 10F). En cuanto a la

condicién de mono/bicultivo, la asociacion de FG-MA aumenté la capacidad de defensa del
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frijol ante el patdogeno ya que el area de lesion fue menor (Figura 10G). Finalmente, los
bicultivos de FG-MB y FG-MA con el in6culo TA aumentaron la capacidad de defensa de

FG ante el patégeno (Figura 10H).
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Figura 10. FG EN BICULTIVO. A) Produccion de biomasa seca en plantas de frijol Gordo
(FG) micorrizadas (M) y no micorrizadas (NM). B) Produccién de biomasa seca en plantas
de FG en mono y bicultivo con tres morfotipos de maiz [FG-MB (maiz Blanco), FG-MN
(maiz Negro) y FG-MA (maiz Amarillo)]. C) Contenido de N foliar en FG y bicultivos (FG-
MB, FG-MN y FG-MA) inoculados con esporas de HMAs (M) y control no micorrizado (NM).
D) Numero de nédulos/g de raiz en FG inoculado con esporas de HMAs (M) y control no
micorrizado (NM). E) Area de lesion en foliolos de frijol Gordo (FG) inoculado con TA
(tratamiento agroecoldgico) y TC (tratamiento convencional) 69 h post infeccion con
fitopatdgeno (S. sclerotiorum). F) Area de lesion en foliolos de plantas de FG micorrizadas
(M) y foliolos de plantas control no micorrizadas (NM). G) Area de lesion de FG en mono y
bicultivo con tres morfotipos de maiz. H) Area de lesién de FG en mono y bicultivo con tres
morfotipos de maiz inoculados con TA y TC. Letras diferentes sobre las barras indican
diferencias estadisticas significativas entre tratamientos [Tukey (a < 0.05)], barras que
comparten letra son similares entre ellas. Las barras de error corresponden al error
estandar. Solo se consideraron las interacciones dobles.

Maices en monocultivo

En los andlisis de la variable dependiente produccién de biomasa el ANDEVA
arrojo diferencia significativa en el factor micorrizacion (MIC) (Tabla 14); las plantas de
maiz del control no micorrizadas (NM) crecieron mas que las micorrizadas (M) (Figura
11A).

Cuadro 14. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente produccion de
biomasa; maices en monocultivo, considerando los factores Ol (Origen del
Inéculo), MIC (micorrizacion) y morfotipo. Solo se probaron las interacciones
de segundo orden. Se presentan en rojo los factores o interacciones con
diferencia significativa (p < 0.05).

Suma de Grados de Cuadrado

cuadrados libertad medio F P
ol 0,812 1 0,812 0,3494 0,5567
MIC 12,914 1 12,914 5,5573 @ 0,0217
GENOTIPO 1,421 2 0,711 0,3058 0,7377
OoI*MIC 1,779 1 1,779 0,7656 0,3851
OI*GENOTIPO 0,203 2 0,101 0,0437 0,9573
MIC*GENOTIPO 5,201 2 2,600 1,1190 0,3333
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Error 139,425 60 2,324

En cuanto al porcentaje de colonizacion micorrizica se encontraron diferencias
significativas en la interaccion de segundo orden entre los factores Ol*morfotipo (tabla
15); el MB tuvo menor porcentaje de colonizacion respecto a MN (ambos con inéculo TA)
(Figura 11B).

Cuadro 15. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente porcentaje de
colonizacién por HMAs; maices en monocultivo, considerando los factores Ol
(Origen del Inéculo) y morfotipo. Solo se probaron las interacciones de segundo
orden. Se presentan en rojo los factores o interacciones con diferencia
significativa (p < 0.05).

Suma de Grados de Cuadrado

cuadrados libertad medio F P
Ol 10,43 1 10,43 0,1899 0,6664
MORFOTIPO 308,97 2 154,48 2,8137  0,0770
OI*MORFOTIPO 591,41 2 295,71 5,3859 = 0,0105
Error 1537,31 28 54,90

Para el contenido de P foliar se encontraron diferencias significativas en el factor
micorrizacion (tabla 16); Los maices inoculados con esporas de HMAs (M) presentaron

menor captacion de P que los control no micorrizados (NM) (Figura 11C).

Cuadro 16. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente contenido de
P; maices en monocultivo, considerando los factores Ol (Origen del Inéculo),
MIC (micorrizacion) y morfotipo. Solo se probaron las interacciones de
segundo orden. Se presentan en rojo los factores o interacciones con
diferencia significativa (p < 0.05).

Suma de Grados de  Cuadrado
cuadrados libertad medio
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Ol 0,017 1 0,017 0,36 0,5521

MIC 0,619 1 0,619 12,67 0,0007

GENOTIPO 0,073 2 0,036 0,74 0,4803

OoI*MIC 0,160 1 0,160 3,28 0,0753

OI*GENOTIPO 0,050 2 0,025 0,51 0,6007

MIC*GENOTIPO 0,109 2 0,055 1,12 0,3340
Error 2,931 60 0,049

Para el contenido de N foliar se encontraron diferencias significativas en el factor
micorrizacion (tabla 17); Los maices inoculados con esporas de HMAs (M) presentaron

menor captacion de P que los control no micorrizados (NM) (Figura 11D).

Cuadro 17. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente contenido de N;
maices en monocultivo, considerando los factores Ol (Origen del In6culo), MIC
(micorrizacion) y morfotipo. Solo se probaron las interacciones de segundo orden. Se
presentan en rojo los factores o interacciones con diferencia significativa (p < 0.05).

Suma de Gr_ados de Cuadrgdo = p
cuadrados libertad medio
Ol 1,665 1 1,665 3,06 0,0853
MIC 3,747 1 3,747 6,89 0,0110
MONO/BICULTIVO 1,003 2 0,502 0,92 10,4031
OoI*MIC 1,856 1 1,856 3,41 0,0696
OI*MONO/BICULTIVO 0,378 2 0,189 0,35 0,7077
MIC*MONO/BICULTIVO 2,402 2 1,201 2,21 0,1188
Error 32,076 59 0,544
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Figura 11. MAIiZ EN MONOCULTIVO. A) Produccién de biomasa seca total en plantas de
maiz micorrizadas (M) y no micorrizadas (NM). B) Porcentaje de colonizacién micorrizica en
MB (maiz Blanco), MN (maiz Negro) y MA (maiz Amarillo) con inéculos TA y TC. C)
Contenido de P foliar en plantas de maiz M y NM. D) Contenido de N foliar en plantas de
maiz M y NM. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos [Tukey (a < 0.05)], barras que comparten letra son similares
entre ellas. Las barras de error corresponden al error estdndar. Solo se consideraron las
interacciones dobles.

Maices en bicultivo con frijol Gordo (FG)

Para los maices en bicultivo el andlisis de la variable dependiente producciéon de
biomasa seca arrojé diferencia significativa en los factores MIC (micorrizacion) y mono-
bicultivo (tabla 18).
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Cuadro 18. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente produccion de
biomasa; maices en bicultivo con FG, considerando los factores Ol (Origen del
Inéculo), MIC (micorrizaciébn) y mono-bicultivo. Solo se probaron las
interacciones de segundo orden. Se presentan en rojo los factores o
interacciones con diferencia significativa (p < 0.05).

Suma de Grados de Cuadrado = p
cuadrados libertad medio
Ol 2,819 1 2,819 1,461 0,2292
MIC 21,897 1 21,897 11,347 0,0010
MONO-
BICULTIVO 90,090 5 18,018 9,337 0,0001
OI*MIC 1,562 1 1,562 0,810 0,3701
OI*MONO-
BICULTIVO 8,149 5 1,630 0,845 0,5208
MIC*MONO-
BIGULTIVO 23,922 5 4,784 2,479 0,0356
Error 229,634 119 1,930

Plantas de maiz crecidas en bicultivo con FG e inoculadas con esporas de HMAs (M)
crecieron menos que las no micorrizadas (NM) (Figura 12A). El bicultivo de los tres
morfotipos de maiz con FG disminuy0 su crecimiento, pero solo para el MN la diferencia fue

significativa (Figura 12B).

En cuanto al porcentaje de colonizacion micorrizica se encontraron diferencias
significativas en el factor mono-bicultivo y en la interaccién de los factores Ol*mono-bicultivo
(tabla 19).
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Cuadro 19. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente porcentaje de
colonizacién por HMAS; maices en bicultivo con FG, considerando los factores Ol
(Origen del Inéculo) y mono-bicultivo. Solo se probaron las interacciones de segundo
orden. Se presentan en rojo los factores o interacciones con diferencia significativa
(p =0.05).

Sumade Grados de Cuadrado

cuadrados libertad medio F P
Ol 101,46 1 101,46 1,8562 0,1783
MONO-
BICULTIVO 675,37 5 135,07 2,4711 0,0426
OI*MONO-
BICULTIVO 911,14 5 182,23 3,3337 0,0103
Error 3170,39 58 54,66

Manoy,
mVUELTH

El porcentaje de colonizacion micorrizica de MA disminuyd al cultivarse en asociacion

con FG, en cambio, MB y MN no se vieron afectados por la asociacion con la planta de frijol

(bicultivo) (Figura 12C). ElI MB tuvo menor porcentaje de colonizacion por HMAs respecto a
MN (ambos inoculados con TA) (Figura 12D).

En la variable dependiente contenido de P foliar encontramos diferencias significativas

en los factores Ol y MIC, ademas de una interaccion entre Ol*mono-bicultivo (tabla 20).

Cuadro 20. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente contenido de P;
maices en bicultivo con FG, considerando los factores Ol (Origen del Inéculo), MIC
(micorrizacion) y mono-bicultivo. Solo se probaron las interacciones de segundo
orden. Se presentan en rojo los factores o interacciones con diferencia significativa

(p =0.05).
Suma de Grados de Cuadrado = p
cuadrados libertad medio
ol 0,362 1 0,362 5,6 0,0197
MIC 1,162 1 1,162 18,0  0,0001
Bll\C/lL(J)LN'IFI)\-/O 0,697 5 0,139 2,2 0,0637
OI*MIC 0,065 1 0,065 1,0 0,3169
* -
;Et"&'\:\% 0,838 5 0.168 26 0,0291
* -
'\é:(éu'\ﬂ%':'/% 0.140 5 0,028 04 08251
Error 7,701 119 0,065
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Los maices inoculados con TA tuvieron mayor contenido de P respecto a los

inoculados con TC (Figura 12E). Plantas de maiz micorrizadas (M) lograron una menor

captaciéon en contraste con las no micorrizadas (NM) (Figura 12F). EI MA en bicultivo con

FG e inoculado con TA tuvo mayor contenido de P respecto al inoculado con TC (Figura

12G).

Finalmente, para la variable de respuesta contenido de N foliar encontramos

diferencias significativas en los factores Ol y MIC, ademas de una interaccion entre

Ol*mono-bicultivo (tabla 21).

Cuadro 21. ANDEVA multifactorial para la variable dependiente contenido de N;
maices en bicultivo con FG, considerando los factores Ol (Origen del In6culo), MIC
(micorrizacion) y mono-bicultivo. Solo se probaron las interacciones de segundo
orden. Se presentan en rojo los factores o interacciones con diferencia significativa

(p =0.05).
Suma de
cuadrados
Ol 15,24
MIC 5,65
MONO/BI 4,19
OI*MIC 1,04
OI*MONO/BICULTIVO 8,22
MIC*MONO/BICULTIVO 2,80
Error 55,66

Grados de
libertad

1

g o= o1

116

Cuadrado
medio

15,24
5,65
0,84
1,04
1,64
0,56
0,48

F

31,77
11,78
1,75
2,16
3,42
1,17

P

0,0001
0,0008
0,1292
0,1444
0,0064
0,3299

Los maices inoculados con TA tuvieron mayor contenido de N respecto a los inoculados

con TC (Figura 12H). Plantas de maiz micorrizadas (M) lograron una menor captacién en

contraste con las no micorrizadas (NM) (Figura 121). EI MA en bicultivo con FG e inoculado

con TA tuvo mayor contenido de P respecto al inoculado con TC (Figura 12J).
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Figura 12. MAICES EN BICULTIVO CON FG. A) Biomasa seca total (g) en plantas de maiz
micorrizadas y no micorrizadas (NM). B) Produccién de biomasa seca en tres morfotipos de
maiz [MB (maiz Blanco), MN (maiz Negro) y MA (maiz Amarillo)] en mono y bicultivo con
frijol Gordo (FG). C) Porcentaje de colonizacion por HMAs en MB, MN y MA en mono y
bicultivo con FG. D) Porcentaje de colonizacion por HMAs en MB, MN y MA en mono y
bicultivo con FG con inéculos provenientes de TA (tratamiento agroecolégico) y TC
(tratamiento convencional). E) Contenido de P foliar en maices inoculados con TAy TC. F)
Contenido de P foliar en maices M y NM. G) Contenido de P foliar en tres morfotipos de maiz
(MB, MN y MA) en mono Y bicultivo con FG inoculados con TAy TC. H) Contenido de N foliar
en maices con inéculos TAy TC. I) Contenido de N foliar en maices micorrizados (M) y no
micorrizados (NM). J) Contenido de N foliar en MB, MN y MA en mono Y bicultivo con FG,
inoculados con TA 'y TC. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos [Tukey (a < 0.05)], barras que comparten letra son similares
entre ellas. Las barras de error corresponden al error estandar. Solo se consideraron las
interacciones dobles.
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DISCUSION

Efecto de lamicorrizacion sobre el crecimiento, nodulacion, nutricién y defensa de
maices y frijoles (H1)

Se ha documentado extensamente que la asociacion micorrizica arbuscular induce el
crecimiento en diversas especies vegetales (para revision Smith y Read, 2008). Es por esto
gue se hipotetiz6 que la micorrizacion induciria un aumento en la biomasa de maices y frijoles
crecidos en macetas en condiciones de invernadero e inoculados con HMAs obtenidos de
parcelas agricolas de Ocotepec, Veracruz. Sin embargo, los resultados del ANDEVA no
apoyan esta hipétesis, ya que para maiz, la acumulacién de biomasa fue menor en las
plantas micorrizadas, y en el caso del frijol, el crecimiento no se vi6 afectado, excepto en la
condicion de bicultivo, en donde el efecto fue negativo.

En el caso de maiz, aunque existen trabajos en los que se reporta una respuesta positiva
en el crecimiento por micorrizacion (Chen et al., 2023; Battani et al., 2017). también se ha
reportado que la respuesta es negativa o neutra. Por ejemplo, Londofio et al. (2023),
estudiaron la respuesta de crecimiento de un maiz criollo y cuatro hibridos, encontrando que
la respuesta dependi6 del genotipo y de la etapa de crecimiento de las plantas, siendo neutra
en una etapa avanzada de desarrollo, y positiva, negativa o neutra en una etapa mas
temprana. Para las tres especies de frijol estudiadas en la presente tesis, la micorrizaciéon
no mostré efecto en el crecimiento, consistente con lo que ha sido observado anteriormente
para dos variedades de frijol comun (Regional 87 y Azufrado Higuera) (Mora-Romero et al.,
2015), aunque en dicho trabajo también se reporté induccion de crecimiento por
micorrizacion en una de las variedades analizadas (A-55), de manera similar a otros reportes
(Tajini et al., 2012; Recchia et al., 2018). Todo esto apoya la idea de que el genotipo es uno
de los factores determinantes en la respuesta de crecimiento por micorrizacion. Esto indica
gue los morfotipos de maices criollos estudiados en la presente tesis son afectados en su
crecimiento bajo las condiciones del experimento y en la etapa de desarrollo analizada.

Por otro lado, ya que el costo de C para que una planta mantenga al hongo en simbiosis
puede llegar a ser hasta del 20% del carbono fijado (Jakobsen and Rosendahl, 1990), la
cantidad de C que la planta tiene que destinar para mantener la simbiosis puede afectar
negativamente su propio crecimiento comparado con las plantas no colonizadas. También,
Son y Smith (1988) sefialan que una respuesta de crecimiento negativa a la micorrizacién
puede ser causada por una condicion de baja irradiacion, por su influencia en la fotosintesis
y la fijacién de C. El experimento de la presente tesis se llevé a cabo en una casa-sobra

74



- Proyecto Mano Vuelta AN M
.:.",..'-'.-33 CONAHCYT Biodiversidad en la milpa y su suelo: “@ CCOL {}“ﬂﬁ
wese® s bases de la seguridad alimentaria de onsciosin Wil M UELTA
mujeres, adolescentes y nifios rurales

(estructura totalmente cubierta con malla antiafidos y una malla sombra adicional sobre la
parte superior de la estructura), en donde el nivel de irradiacién en los meses del experimento
fue aproximadamente del 10 al 20% menor de la irradiacién al exterior (sin malla sombra).
Por lo tanto, es posible que la respuesta de crecimiento negativa en las plantas micorrizadas
se deba en parte al genotipo de la planta, y por otro a la relativa baja irradiacion a la que las
plantas fueron expuestas durante el experimento. Todo esto sugiere que existe un balance
delicado entre el crecimiento de una planta micorrizica y el costo energético que implica para
la planta mantener al hongo heterotréfico (Son y Smith, 1988).

En el presente trabajo se observo que la micorrizacion tuvo efecto en el nimero de
nodulos en bicultivo, en donde el nUmero fue menor. Esto es contrario a lo que se esperaba
ya que se ha reportado que la micorrizacion aumenta la nodulacion (Varma, 1979; Tajini et
al., 2011). Sin embargo, Ballesteros-Almanza et al. (2010) reportaron que cinco genotipos de
frijol mostraron disminucion en el numero de nddulos cuando las plantas fueron inoculadas
con Rhizobium y el HMA G. intrarradices con respecto a cuando solo fueron inoculados con
Rhizobium. También, Bethlenfalvay et al. (1982) reportaron en frijol comdn un efecto negativo
en la fijacion de nitrégeno por Rhizobium debido a la micorrizacion arbuscular. Esto sugiere
que frijol es susceptible de ser afectado negativamente en la nodulacion por la colonizacién
micorrizica, al menos en experimentos en macetas bajo condiciones controlados como en
esta tesis. La regulacién entre ambas simbiosis es compleja.

También se hipotetizO que la micorrizacion causaria una mayor acumulacion de
nutrientes como P y N (Battani et al., 2017; Smith y Read, 2008; Kaeppler et al., 2000). en
concordancia con la hipétesis de que la micorrizacién causaria aumento en biomasa vegetal
(discutida arriba). Sin embargo, en el presente trabajo no solo no se observé aumento en el
contenido de nutrientes, si no una disminucion tanto en P y N, la cual fue consistente con la
disminucién en biomasa, por lo que la hipétesis se rechaza. Esta disminucion en el
crecimiento y en el contenido de nutrientes fue principalmente observado en maiz, crecido
tanto en monocultivo como en bicultivo. En concordancia con esto resultados, Wang et al.
(2018) reportaron que la disminucién de biomasa causada por la micorrizacion fue
acompafada de una disminucion en el contenido de N en el hibrido de maiz Denghai3719
(DH3719). La acumulacion de biomasa esta directamente relacionada a la asimilacion de C
por la planta, a la demanda de C por cada uno de los simbiontes y la transferencia de
nutrientes de los simbiontes a la planta. Sin embargo, la cantidad de C, N y P que se
intercambia entre la planta y los simbiontes microbianos depende varios factores como las
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condiciones ambientales (Johnson, 2010), la especie de planta y microorganismos
involucrados (Smith, 2004) y de las interacciones entre ellos.

La micorrizacion induce una respuesta de defensa contra diversos patdgenos como
hongos, bacterias, oomicetos, insectos herviboros y nematodos (para revision ver Weng et
al., 2022; Fiorilli et al., 2024), por lo que se hipotetizé que la micorrizacion en frijol induciria
una mayor defensa contra un patégeno foliar como Sclerotinia sclerotiorum. Este patégeno
es un hongo cosmopolita capaz de infectar a mas de 400 especies vegetales (Bolton et al.,
2006). La enfermedad que causa este patdégeno en frijol se le denomina moho blanco, y se
caracteriza por presentar lesiones acuosas necroticas y la proliferacion de micelio
algodonoso en hojas, pétalos, tallos y vainas. No existe informacion que sugiera la presencia
de este hongo en las zonas de Veracruz donde se colectaron las especies estudiadas en
este trabajo, sin embargo, ensayos preliminares del grupo de trabajo demostraron que Frijol
Gordo, Frijol Enredador y Frijol Ayocote son susceptibles a este patégeno. Con base en esto,
se utilizé S. sclerotiorum como un patégeno modelo para estudiar la respuesta de defensa
del frijol Gordo, Enredador y Ayocote en los tratamientos ya descritos.

En concordancia con esta hip6tesis, la micorrizacién en frijol caus6 induccién de defensa
contra S. sclerotiorum cuando fue crecido en monocultivo. La respuesta de defensa inducida
por micorrizacion o MIR es un fenédmeno ya documentado, no solo en frijol (Mora-Romero et
al., 2015), sino en numerosas especies vegetales contra diversos tipos de patdgenos (Weng
et al., 2022; Fiorilli et al., 2024), por lo que la respuesta de MIR en frijol en monocultivo fue
la esperada.

En contraste, la micorrizacién causo una disminucién en la defensa de frijol cuando fue
crecido en bicultivo con maiz. Los indculos micorrizicos utilizados en este trabajo, ademas
de contener esporas de HMAs estaban compuestos de la microbiota acompafante, es decir,
de microorganismos acarreados en el indculo, ya que no se utilizaron antibiéticos durante el
procedimiento de aislamiento. Por lo tanto, se asume que al menos algunos de estos
microorganismos pudieron haberse establecido en rizosfera del frijol y madz cultivados en
este trabajo. Una evidencia de esto es que las plantas de frijol presentaron nodulos,
derivados de rizobios que debieron haber estado contenidos en la microbiota acompanante.
Por lo tanto, una posible explicacion a la disminucion de la defensa en frijol en bicultivo es
gue exudados de las plantas de maiz pudieron haber afectado la respuesta de defensa del
frijol a través de la modificacion de la microbiota establecida con respecto a la microbiota del
frijol en monocultivo. Por otro lado, la influencia de la microbiota en la respuesta inmune de
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las plantas con las que se asocia también ya ha sido reportado, (Yu et al., 219; Yuan et al.,
2018; Stringlis et al., 2018a, 2018 b).

En resumen, el efecto de la micorrizacion en las plantas de frijol y maiz fue negativo en
la mayoria de los tratamientos y parametros evaluados, por lo que las hipotesis relacionadas
con este factor fueron rechazadas o parcialmente aceptadas.

Efecto del in6culo agroecoldgico sobre la micorrizacién, crecimiento, nutricion,
nodulacién y defensa de plantas de maiz y frijol (H2)

Existe evidencia de que al implementar estrategias de cultivo de tipo agroecolégicas se
aumenta lariqueza y diversidad de especies microbianas de los suelos agricolas en contraste
con el empleo de estrategias convencionales (Lupatini et al.,, 2017). Una de las
caracteristicas del sistema agroecolégico es la diversidad de especies vegetales, lo cual
influye positivamente en la diversidad de microrganismos del suelo (Morales et al., 2022;
Saleem et al., 2019; Maitra, 2019), incluyendo hongos micorrizicos arbusculares (Zhang et
al.,, 2020). Tal aumento en la diversidad de especies microbianas incluye bacterias
promotoras de crecimiento vegetal, por lo que en esta tesis se hipotetiz6 que plantas crecidas
con indculos TA aumentarian su crecimiento y su nutricion.

Los resultados del presente trabajo indicaron que, en frijol, el origen del in6culo TA tuvo
efecto negativo en la acumulacion de biomasa, pero no en el contenido de nutrientes en
donde no se observo diferencia con TC; mientras que en maiz, la biomasa no se vio afectada
por TA, pero tanto P como N aumentaron su contenido. Ya ha sido documentado que la
microbiota de los sistema agroecologicos es mas diversa que en los convencionales
(Sunnemann et al., 2021), esto podria sugerir que el mayor contenido en latoma de Py N en
las plantas de maiz inoculadas con TA es por el potencial aumento en la diversidad de
microorganismos en este indculo, ya sea de hongos micorrizicos arbusculares o de especies
microbianas presentes en la microbiota acompafante. La solubilizacion de P y la capacidad
de hacerlo mas disponible para la planta puede ser llevada a cabo por bacterias de los
géneros Bacillus y Pseudomonas (Restrepo et al.,, 2015), géneros que podrian estar
representados diferencialmente en los in6culos TA con respecto a los TC. También en maiz
se observé en una interaccion doble, en donde el contenido de P y N en maiz Amarillo en
bicultivo con frijol Gordo fue menor en TC que en TA. Una posible explicacion es que los
in6culos TA tengan mayor abundancia de bacterias promotoras de crecimiento o especies
microbianas mas eficientes para la transferencia de nutrientes al maiz con respecto al in6culo
TC (Sunnemann et al., 2021). Esto podria esperarse también para las especies de HMASs,
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porque cada especie de HMA puede tener efectos distintos en la eficiencia en la transferencia
de nutrientes a la planta (Smith, 2004). La elucidacién de la composicion microbiana de los
in6culos TA y TC permitira corroborar estas hipotesis.

El origen del inodculo no tuvo efecto en el porcentaje de micorrizacion en los tratamientos,
con la excepcion de maiz en monocultivo, encontrandose una interaccién doble entre los
factores origen del in6culo y morfotipo, en donde TA afectdé de manera diferencial a maiz
Blanco (menor porcentaje de micorrizacion) y al maiz Negro (mayor porcentaje de
micorrizacion). Esta repuesta diferencial entre morfotipos de maiz ya ha sido reportada. En
un trabajo realizado en Los Tuxtlas, Veracruz, se reportoé que el maiz Negro fue el mejor de
los morfotipos probados para captar P (Sangabriel-Conde et al., 2015). Los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren que este maiz criollo puede colonizarse de manera mas
eficiente con los indculos provenientes de parcelas agroecoldgicas TA, lo que podria explicar
la mayor toma de P en el trabajo de Sangabriel-Conde et al. (2015). Aunque, en el presente
trabajo el factor morfotipo no fue significativo para el contenido de P, si sugiere que maiz
Negro podria tener una tendencia a micorrizarse mas y tomar mas P que los otros morfotipos
estudiados.

Por otro lado, la nodulacién en frijol aumenté con el inéculo TA, lo cual apoya la idea de
gue este inodulo pudiera haber contenido mas bacterias diazotréficas tanto de vida libre
como endosimbiéticas. Estos resultados son concordantes con los reportados recientemente
por Jalloh et al. (2024), en donde analizaron los microbiomas de un sistema de bicultivo
(maiz-leguminosa) con uno de monocultivo, encontrando mayor numero de especies
microbianas benéficas en los suelos con bicultivo incluyendo bacterias relacionadas con la
fijacion de nitrégeno. Hay evidencia que indica que la microbiota del suelo puede influir en la
respuesta inmune de las plantas en su interaccion no solo con otros microorganismos de la
rizosfera sino también con aquellos que inducen defensa contra patégenos (Vannini et al.,
2021). Ya que se espera que los in6culos TA sean mas diversos que los TC (Suinnemann et
al., 2021, Jalloh et al., 2024) se hipotetizdé que los inéculos TA inducirian defensa en las
plantas de frijol.

Los resultados del ANOVA indicaron que tanto las plantas en plantas de frijol crecidas
en monocultivo y en bicultivo con maiz, e inoculadas con TA, aumentaron su defensa
(presentaron menor area de lesion en hojas por S. sclerotiorum) respecto a las TC, por lo
gue la hipdtesis se acepta. Esta induccion de defensa en frijol puede ser el resultado de la
interaccion del frijol tanto con los HMAS, como con bacterias de la microbiota acompafante

78



- Proyecto Mano Vuelta AN M
.:.",..'-'.-33 CONAHCYT Biodiversidad en la milpa y su suelo: “@ CCOL {}“ﬂﬁ
wese® s bases de la seguridad alimentaria de onsciosin Wil M UELTA
mujeres, adolescentes y nifios rurales

de los in6culos. Aunque el factor origen del inéculo no tuvo efecto en el porcentaje de
micorrizacion ni en el contenido de nutrientes, los HMAs pueden haber contribuido a la
induccion de defensa en frijol, tal como ha sido reportado (Mora-Romero et al., 2015a; 2015b)
en variedades de frijol comun. No se puede descartar la posibilidad de que componentes de
la microbiota acompafante hayan contribuido a la defensa observada, ya es muy posible que
los in6culos TA contengan bacterias promotoras de crecimiento capaces de disparar
resistencia sistémica adquirida (Jalloh et al., 2024).

Efecto del factor monocultivo y bicultivo sobre el % de micorrizacidon, contenido
de nutrientes, crecimiento, nutricion y defensa de plantas de maiz y frijol (H3).

La milpa es un sistema de policultivo, por lo que estudiar la respuesta de plantas en
condiciones de monocultivo y contrastarlo con el cultivo con multiples especies (bicultivo o
policultivo) contribuira a entender las ventajas de uno u otro sistema. Una de las ventajas del
policultivo en la milpa es que los productos de las diferentes especies vegetales pueden
complementar las necesidades nutricionales de las familias que utilizan este sistema agricola
como medio de subsistencia, no solo en términos de carbohidratos y proteinas, sino también
de micronutrientes y vitaminas (Falkowski et al., 2021; Novotny et al., 2021), de tal manera,
gue una milpa con varios cultivos resulta mas beneficiosa en términos alimenticios, mas
sustentable y ambientalmente responsable, que un monocultivo.

Una planta crecida en monocultivo o0 acompafiada por otras especies vegetales puede
afectar su interaccion con la microbiota del suelo. Por otro lado, las plantas en bicultivo
tendrian que competir por espacio y nutrientes con respecto a las crecidas en monocultivo,
pudiendo afectar su crecimiento y nutricion. Por todo esto, se hipotetizé que plantas crecidas
en monocultivo tendrian mayor crecimiento, porcentaje de micorrizacion, nodulacion y toma
de nutrientes que las plantas en bicultivo.

Los resultados mostraron que, en frijol, no hubo diferencias significativas en crecimiento,
porcentaje de micorrizacion, nodulacion y contenido de nutrientes entre las plantas crecidas
en monocultivo con respecto al bicultivo. Lo mismo se observo en maiz en monocultivo, sin
embargo, en bicultivo, el crecimiento fue afectado negativamente para los tres morfotipos de
maiz, aunque solo fue significativo para el caso del maiz Negro con Frijol Gordo. También
se observo que el porcentaje de colonizacion micorrizica fue siempre menor en los maices
en bicultivo, aunque solo fue significativa para el caso de maiz Amarillo con frijol Gordo. Estos
resultados apoyan la hipétesis planteada. Posiblemente la competencia por espacio y
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nutrientes entre las dos especies explique estos resultados. Por lo tanto, estos resultados
apoyan parcialmente la hipétesis.

En este analisis se observo también una interaccion doble entre los maices crecidos en
mono Y bicultivo con el origen del in6culo, observandose que en maiz Blanco presento
menores niveles de micorrizacion en TA tanto en mono como en bicultivo, en contraste con
maiz Negro en donde se encontraron los mayores niveles de micorrizaciébn en monocutivo
en TA. Estos resultados sugieren que el maiz es mas afectado por el bicultivo (posiblemente
por los exudados de la planta de frijol y por la naturaleza de los inéculos de HMAS) en su
crecimiento y en su porcentaje de micorrizacion con respecto al frijol en bicultivo. También,
hay evidencia que indica que la respuesta de crecimiento en especies en monocultivo y
bicultivo depende del genotipo; por ejemplo, el bicultivo de tomate con puerro estimuld en
crecimiento de la parte aérea de la planta de tomate con respecto a tomate en monocultivo,
mientras que tomate con a la albahaca lo disminuyé (Hage-Ahmed et al., 2013), tal como
en esta tesis se reporta para el frijol en bicultivo con maiz.

Por otro lado, crecer junto a otra planta en un sistema de bicultivo implica una situacion
de estrés por competencia de recursos. El estrés tanto abiético como bibtico pueden llevar
a encender mecanismos de defensa en las plantas mediante la estrategia de compartir la
misma ruta de sefializacién de acido jasmoénico (Wang et al., 2020); basados en esto se
hipotetiz6 que las plantas de frijol crecidas en monocultivo se defenderian menos que las
correspondientes en bicultivo.

Los resultados indicaron una interaccion doble entre el tipo de indculo y la condicién de
mono Y bicultivo en frijol, en donde, por un lado, plantas de frijol Gordo en bicultivo con maiz
Amarillo presentaron mayor defensa (menor area de lesiéon tanto en TA como en TC) que
plantas de frijol en monocultivo, lo cual apoya la hipotesis. Esto mismo se observo con
respecto al area de lesion del frijol Gordo en bicultivo con maiz Blanco, pero solo con el
inoculo TA, ya que no se observo diferencia en el &rea de lesion de esta combinacion con
inoculo TC, con respecto al monocultivo. En este caso, la hipbtesis se aceptd parcialmente.

La microbiota del suelo, ya sean HMA o bacterias promotoras de crecimiento, tiene una
influencia directa en la induccion de mecanismos de defensa en las plantas. En general,
esta proteccion es del tipo de la resistencia sistémica inducida (ISR) para bacterias
promotoras de crecimiento, o resistencia inducida por micorrizacion (MIR) para la
colonizacion micorrizica. Este mecanismo de resistencia estd regulado por algunas
hormonas vegetales como el acido jasménico o su derivado metilado (MeJA), etileno, y
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otros intermediarios de la ruta de las oxilipinas (Hashem et al., 2019). Como los exudados
de raices impactan directamente sobre las especies vegetales en bicultivo y también sobre
las comunidades microbianas (Upadhyay et al., 2022; Li et al 2019), es de esperase que la
induccion de defensa por micorrizacion y por bacterias del suelo también impacten la
induccion de defensa de las plantas.

Efecto del factor Especie (frijol) o Morfotipo (maiz) sobre el crecimiento, nutricion,
% micorrizacion, nodulacion y defensa de plantas de maiz y frijol H4.

Uno de los factores que determinan la respuesta de las plantas a la interaccion con
microorganismos benéficos como HMAS, bacterias promotoras de crecimiento y con otras
especies vegetales es su genotipo (Londofio et al, 2023; Wang et al., 2023; Vannini et al
2021). Por lo tanto, se hipotetiz6 que la respuesta del factor Especie (frijol) o Morfotipo
(maiz) causaria una respuesta diferencial en crecimiento, nutrientes, porcentaje de
micorrizacion, nodulacion y defensa entre los genotipos estudiados.

Para el caso de frijol, se observo un efecto diferencial en el crecimiento de las tres especies,
siendo el frijol Gordo el que acumulé més biomasa, el frijol Enredador el que acumulé menos
y frijol Ayocote en un nivel intermedio. Por lo tanto, la hipbtesis se acepta. Este patron de
las especies de frijol estudiadas es consistente con lo que se observa en su crecimiento en
el lugar donde se utilizan para cultivo y donde se colectaron (Ocotepec, Veracruz). Sin
embargo, en frijol monocultivo, ni el porcentaje de micorrizacién, contenido de nutrientes,
y/o la nodulacion fueron diferenciales en las tres especies. Por lo tanto, las hipotesis
relacionadas a estos parametros se rechazan.

En cuanto a defensa, se observé que las tres especies de frijol mostraron diferencias,
siendo el frijol Gordo el que se defendid6 menos (teniendo mayor area de lesién), seguida
del frijol Ayocote y finalmente frijol Enredador el cual presenté la mayor defensa (menor
area de lesion).

Esta patron inverso entre crecimiento y defensa en las tres especies de frijol fue también
observado por Vannini et al. (2021) en un experimento con trigo y con la combinacion de
bacterias promotoras de crecimiento (Azospirillum brasilense y Paraburkolderia graminis)
y el hongo micorrizico Funneliformes mosseae, en donde se encontré que tanto la
colonizacion solo con F. mosseae y la combinacion F. mosseae-P. graminis mostraron una
mayor induccién de defensa ante el patdgeno Xanthomonas translucens, y a la vez menor
crecimiento, principalmente de la parte aérea de la planta. La energia disponible para crecer
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y para desplegar mecanismos de defensa no es ilimitada, cobmo se responde ante esta
disyuntiva parece depender de cada especie vegetal. Por lo tanto, la hipétesis se acepta.

En este trabajo, el frijol Gordo fue la Unica especie que pudo probarse en bicultivo con los
tres morfotipos de maiz, mientras que los tres morfotipos de maiz fueron probados
solamente con frijol Gordo. Aunque no se obtuvieron resultados de la respuesta de
crecimiento de frijol Enredador y Ayocote en bicultivo, si se monitored la respuesta del
crecimiento de frijol Gordo en bicultivo con cada uno de los morfotipos de maiz. Lo que se
observo fue que frijol Gordo en bicultivo con maiz Blanco y Negro no afectd su crecimiento,
a diferencia del frijol Gordo en bicultivo con maiz Amarillo, en donde su crecimiento se vi6
disminuido. Aunque este experimento podria sugerir un efecto alelopatico del maiz amarillo
sobre el frijol Gordo (Jabran, 2017; Niculaes et al., 2018), es posible que esta se haya
observado en el sistema de macetas por competencia, ya que normalmente en campo no
se observa inhibicion del crecimiento del frijol Gordo con el maiz Amarillo.

Con respecto a maiz, los tres morfotipos en bicultivo con frijol Gordo no mostraron
diferencia en respuesta a los parametros estudiados, con la excepcion de porcentaje de
micorrizacion, en donde se observé una interaccion doble, el maiz Blanco tuvo menos % de
colonizacion que maiz Negro (ambos en TA). Esto apoya la hipétesis de que los diferentes
morfotipos muestran respuestas distintas en el porcentaje de micorrizacion.
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CONCLUSIONES

los inéculos aislados de parcelas agroecolégicas (TA) afectaron principalmente a frijol
aumentando la nodulacion en monocultivo y la defensa tanto en mono como en bicultivo, pero
sin afectar negativamente la micorrizacion.

El bicultivo tuvo un efecto negativo en el crecimiento y micorrizacién en maiz, mientras
que en frijol afecto la defensa pero dependiendo de la especie de frijol y del tipo de in6culo
(TAo TC).

Las tres especies de frijol mostraron efectos diferenciales en el crecimiento y la defensa,
observandose una relacion inversa entre estos dos parametros. Mientras que los morfotipos
de maices mostraron diferencias en micorrizacion y en crecimiento.

Estos resultados sugieren que el manejo agroecolégico favorece comunidades
microbianas que promueven induccién de mecanismos de defensa contra patégenos y la
nutricion de las plantas, y que los beneficios son dependientes del genotipo de cada especie
involucrada.
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APENDICE
Apéndice A. Gréficas QQ-plot de los datos del experimento de frijol en monocultivo: a)
variable dependiente peso seco, b) micorrizacion, c) contenido de fosforo, d)

contenido de nitrégeno, e) nodulacién y f) defensa contra un patégeno foliar.
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Apéndice B. Graficas QQ-plot de los datos del experimento de frijol en bicultivo con
maices: a) variable dependiente peso seco, b) micorrizacién, c) contenido de
fésforo, d) contenido de nitrégeno, e) nodulacion y f) defensa contra un patdégeno

foliar.
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Apéndice C. Gréaficas QQ-plot de los datos del experimento de maices en monocultivo

a) variable dependiente peso seco, b) micorrizacion, c¢) contenido de fosforo, d)

contenido de nitrégeno, e) nodulacién y f) defensa contra un patégeno foliar.
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Apéndice D. Gréficas QQ-plot de los datos del experimento de maices en bicultivo con
FG a) variable dependiente peso seco, b) micorrizacion, ¢) contenido de fésforo, d)

contenido de nitrégeno, e) nodulacién y f) defensa contra un patégeno foliar.
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