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RESUMEN

Los microorganismos que promueven el crecimiento vegetal y que permiten la
sostenibilidad y rentabilidad de los cultivos, funcionan como complemetarios a
fertilizaciones inorganicas y representan una alternativa a los altos costos de fertilizantes
y al creciente deterioro de los recursos naturales. El aguacate, es de los cultivos que
demanda sostenibilidad para su produccion. En este trabajo se evaluaron los efectos en
la concentracion de nutrimentos y crecimiento por inoculacion de hongos formadores de
micorriza arbuscular (HFMA), Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR),
regadas con solucién nutritiva Steiner (20%) con diferente pH (5.8 y 6.2) aplicados en
plantas de aguacate criollo, raza mexicana (primer ensayo). Y la inoculacion de PGPR,
HFMA y Roca fosforica(RF) aplicados desde semilla (segundo ensayo). Establecidos en
invernadero con sustrato (perlita y espuma agricola), desinfectados y regadas con agua
potable. El disefio experimental empleado (factorial 2x2x2), se evalu6 a los 181 DDT y
103 DDS, primer y segundo ensayo.

En el primer ensayo, la inoculacion de HFMA y PGPR mejor6 la absorcion y aumento la
concentracion (%) de N y P en la parte aérea de la planta. Mostré el mismo efecto en el
diametro y peso seco total de la planta. En el aspecto radical, se obtuvieron longitudes y
volimenes mas altos respecto al testigo, 355% y 150%, respectivamente. La
colonizacion bacteriana fue alta con la presencia de bacterias fluorescentes dentro del
tejido de la raiz.

En el segundo ensayo se incremento la concentracién de N,P,K en tejido vegetativo, por
efecto de la inocualcion de PGPR y la aplicacién de RF desde semilla. Respecto a la
altura la determiné la aplicacion de HFMA y RF. En Longitud y volumen, la mejor
respuesta se obtuvo por inoculacion de PGPR y se obtuvo colonizacién micorrizica
inferior al 10 % que no fue suficiente para estimular el crecimiento en plantulas.

Palabras clave: Nutrientes, arquitectura radical, colonizacién, PGPR, HFMA, persea

americana, raza mexicana.
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ABSTRACT

The microorganisms that promote plant growth and that allow the sustainability and
profitability of the crops, work as complements to inorganic fertilizations and represent an
alternative to the high costs of fertilizers and the increasing deterioration of natural
resources. Avocado is one of the crops that demands sustainability for its production. In
a first trial, the effects on the concentration of nutrients and growth by inoculation of fungi
that form arbuscular mycorrhiza (HFMA), plant growth promoting rhizobacteria (PGPR),
irrigated with Steiner nutrient solution (20%) with different pH (5.8 and 6.2) applied to
creole avocado plants, mexican race; were evaluated. In a second trial, inoculation of
PGPR, HFMA and phosphoric rock (RF) applied from seed were evaluated. Both trials
were established in a greenhouse with substrate (perlite and agricultural foam),
disinfected and irrigated with drinking water. The experimental design used (2x2x2
factorial) was evaluated at 181 DAT and 103 DDS (both trials).

In the first trial, the inoculation of HFMA and PGPR improved uptake and increased the
concentration (%) of N and P in the aerial part of the plant. It showed the same effect on
the diameter and total dry weight of the plant. In the root, higher lengths and volumes
were obtained compared to the control, 355% and 150%, respectively. Bacterial
colonization was high in PGPR treatments, with the presence of fluorescent bacteria
within the cortex tissue.

In the second trial, the concentration of N, P and K in vegetative tissue increased due to
the effect of the inoculation of PGPR and the application of RF. Regarding the height, it
was determined by the application of HFMA and RF. In Length and volume, the best
response was obtained by PGPR inoculation and less than 10 % mycorrhizal colonization
was obtained, which was not enough to stimulate growth of seedlings.

Keywords: Nutrients, radical architecture, colonization, PGPR, HFMA, Persea americana,

Mexican race.
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l. INTRODUCCION

La produccién de aguacate en México ha sido una actividad altamente sobresaliente que
posiciona al pais en primer lugar a nivel mundial y con ello, la alta aplicacion de
fertilizantes, pesticidas, antibidticos y todo tipo de insumos en los cultivos para mantener
productividades altas. Esto a su vez, acarrea consigo problemas de deterioro del
ecosistema, afecta la calidad y salud del suelo y por supuesto la calidad del agua (Zaki
et al., 2020).

Actualmente se opta por sistemas de cultivos sostenibles y eficientes; por ello, las
investigaciones se tornan en el uso de microorganismos que promuevan el crecimiento
y reduzcan el uso de fertilizantes inorganicos. Otro aspecto importante es el
ensalitramiento y desertificacion de los suelos que aumenta desmedidamente; y con ello
la necesidad erradicarlo o cultivar en dichas condiciones mediante cultivos tolerantes. Y
por ello, se buscan alternativas para cultivos que no son tolerantes a esas condiciones
como lo es el aguacate raza mexicana que se emplea como portainjerto para otros

cultivares como el Hass, Mendez y otras variedades comerciales importantes.

Actualmente el mercado exige y demanda frutos de excelente calidad; por lo cual, se
debe contar con portainjertos del mismo nivel de calidad, ya que de ello depende el éxito
o el fracaso de su adaptabilidad durante el trasplante al campo, del establecimiento de
la plantacién y de la produccion final (Barrientos-Priego et al., 2015). Es necesario
generar alternativas que permitan la sostenibilidad y rentabilidad de este tipo cultivos,
mediante incorporacion complementaria de microorganismos con capacidad promotora

de crecimiento u otros beneficios que estos aportan.

Los hongos formadores de micorriza arbuscular (HFMA) y las rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal (RPCV o PGPR por sus siglas en ingés) tienen uso potencial
como biofertilizantes, reducen los dafios por fitopatégenos y complementan la demanda
nutrimental de los cultivos, causando asi una reduccion importante en el uso de
fertilizantes quimicos u otros insumos agricolas. En este estudié se evaluo el efecto que
tienen los HFMA y las PGPR en portainjertos de aguacate provenientes de semilla raza

mexicana.



Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1. Objetivo general

Evaluar el crecimiento y concentracion de nutrimentos primarios en portainjertos de
aguacate debido al riego con soluciones nutritivas de diferente pH, aplicacion de roca
fosférica y a la inoculacién con hongos formadores de micorriza arbuscular (HFMA) y

rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR).
2.2. Objetivos especificos

Determinar el crecimiento y concentracion de nutrimentos primarios en portainjertos de
aguacate regados con solucién nutritiva con pH 5.8 0 6.2 e inoculados con HFMA y
PGPR.

Determinar el crecimiento y concentracion de nutrimentos primarios en plantas de

aguacate inoculadas desde semilla con HFMA y PGPR vy fertilizacion con roca fosférica
2.3. Hipoétesis general

La inoculaciéon con hongos micorrizicos arbusculares en combinacion con bacterias
promotoras del crecimiento vegetal favorecen el crecimiento y absorcion de nutrientes
en plantas de aguacate Persea americana regadas con solucion nutritiva pH 5.8 0 6.2 y

aplicacion de roca fosférica.
2.4. Hipotesis especificas

El crecimiento y la concentracion de nutrimentos primarios aunmentan en portainjertos

de aguacate regados con solucioén nutritiva de pH 6.2 e inoculados con HFMA y PGPR.

El crecimiento y concentracion de nutrimentos primarios en plantas de aguacate aumenta
con la inoculacion con HFMA y PGPR desde semilla y con la fertilizacion con roca

fosférica.



1. REVISION DE LITERATURA
3.1. Rizosfera

La rizosfera es una zona de escasos milimetros en la que una fraccion del suelo entra
en contacto intimo con las raices de las plantas y los microorganismos que encuentran
un sitio idéneo para su desarrollo (llangumaran y Smith, 2017). Dicha area también se
caracteriza por la actividad de diferentes grupos de microorganismos y cambios en las
caracteristicas fisicas y quimicas del suelo influenciadas por las raices (Prasad et al.,
2019). En la rizosfera se llevan a cabo interacciones intensas entre planta, suelo y
microorganismos (Kumar et al., 2015b). Diversos compuestos, nutrientes y metabolitos,
como aminoacidos y azucares, son fuente importante de energia y alimento para el
crecimiento de bacterias y otros microorganismos, influyendo en su actividad (Sharma et
al., 2020).

3.2. Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR)

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal o también conocidas como
rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR, por sus siglas en inglés,
plant growth promoting rhizobacteria; Kloepper et al., 1980), son un grupo importante de
bacterias, que representan entre 2 y 5% del total de bacterias que habitan en la rizosfera
(Jha y Saraf, 2015). Dentro de los géneros mas representativos se encuentran Bacillus,
Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium, Caulobacter, Enterobacter, Erwinia,

Flavobacterium, Micrococcus, Pantoea, Serratia, entre otros (Ahemad y Kibret, 2013).

Las principales caracteristicas de estas bacterias es que son de vida libre, que viven en
el rizoplano y en algunos casos pueden colonizar células internas de las raices; por lo
cual son conocidas con endéfitas (Sharma et al., 2020). En cuanto a sus funciones, estas
bacterias tienen la capacidad de promover y facilitar el crecimiento y desarrollo en las
plantas por medio de mecanismos directos e indirectos (Figura 1; Santoyo et al., 2016;
Orozco et al., 2018).

Dentro de los mecanismos directos se encuentra la aportacion de nutrimentos mediante

la solubilizacion de fosfatos y potasio, fijacion de nitrégeno, produccion de sideréforos



con efecto de quelatacion de hierro, actividad del enzima acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) desaminasa, liberacion de vitaminas y otros compuestos o metabolitos
secundarios (como auxinas, citoquininas, etileno y giberelinas) que promueven el
crecimiento vegetal (Glick 2012; Lugtenberg y Kamilove, 2019). Indirectamente, las
bacterias tienen una actividad de biocontrol, mediante la produccion de compuestos que
funcionan como antibidticos, exopolisacaridos, enzimas hidroliticas o provocan la
resistencia sistémica inducida (ISR, por sus siglas en inglés) de las plantas (Glick 2012;
Kumar et al., 2017a; Singh et al., 2017c; Figura 1).

Solubilizacion de fosfatos Resistencia sistémica inducida
"]
Fijacion de nitrogeno 0| ; ;
J £ g ‘ Produccion de exopolisacaridos
' Solubilizacion de Potasio £
— £ | Produccién de cianuro de
Sintesis de compuestos a hidrégeno(HCN)
promotores de £
crecimiento(AIA, é’ 5 | Enzimas liticas
Citocininas, Giberelerinas, s
etc) s" Produccion de antibioticos
Sintesis de ACC | & Produccion de Sideroforos
desaminasa
= ] Rizobacterias promotoras del crecimiento Bi diacio
uelatacion de Hierro <] DIQHEMEAIACIOn
Q | vegetal (PGPR)

Figura 1. Mecanismos de promocioén del crecimiento empleados por las PGPR (modificado de
Rawat et al., 2020; Ojuederie et al., 2019).

3.2.1. Solubilizacién de fosfatos por PGPR

La disponibilidad del nutrimento P en el suelo es limitada para cubrir las necesidades de
las plantas; no obstante que se encuentra de manera suficiente, pero insoluble como
sales minerales, fosfato de roca, tricalcico, dicélcico, hidroxiapatita o compuestos
organicos (Wang et al.,, 2017). Las PGPR tienen la funcién principal de prevenir el
proceso de adsorcion y de fijacion de fosfatos en condiciones particulares, mediante la
liberaciéon de P solubilizado (Khan y Joergensen, 2009). La solubilizacién se lleva a cabo

mediante acidos organicos, quelacion y/o intercambio iénico (Van Der Heijden et al.,



2008) o por medio de enzimas P-solubilizantes como la fosfatasa, fitasa y liasa C-P,
secretadas por los microorganismos (Singh et al.,, 2020). Los principales acidos
organicos solubilizadores son: el &acido citrico, maldnico, fumérico, tartarico, gluconico,
acético o glicolico (Singh et al., 2020). La capacidad solubilizadora de las bacterias esta
relacionada con la acidificacion del medio, tal es el caso del Bacillus spp. solubilizador
de fosfatos que secreta acido itaconico, lactico, isobutirico, isovalérico y acético que
acidifican el medio y la rizosfera. También se ha documentado que estas bacterias

solubilizan fosfatos por los exopolisacaridos secretados (Delvasto et al., 2008).
3.2.2. Fijacion de nitrégeno por PGPR

El N es uno de los nutrimentos altamente demandado por la planta, mismo que se
encuentra en la atmosfera alrededor del 78% en forma de gas, siendo esta una forma no
asimilable para las especies vegetales. Para aprovechar el N de la atmdsfera es

necesario convertir el N2 a formas asimilables como amonio y nitrato (Singh et al., 2019)

Las PGPR que presentan genes (nifH) permiten realizar el proceso de fijacion de N2
atmosférico, por medio de la enzima nitrogenasa (Montafiez et al., 2012), a otras formas
de nitrégeno asimilable como el amonio (Santi et al.,, 2013) y a nitratos mediante el
proceso de nitratacion (Straub et al., 2013). Este tipo de bacterias es una alternativa
empleada como biofertilizacién para adquirir parte del N que necesitan las plantas en su
desarrollo (Defez et al., 2017).

3.2.3. Solubilizacién de potasio por PGPR

El K es uno de los macroelementos importantes para el desarrollo de las plantas después
del Ny el P (Marschner, 2012). Este elemento se encuentra en baja disponibilidad (1-
2%) para las plantas (Sharma et al., 2016) y mas del 90% se encuentra de manera
estructural en los minerales silicatados y rocas (Bhavya y Geetha, 2021). Las PGPR tiene
la capacidad de solubilizar el K que se encuentra en las rocas debido a la secrecién y
produccion de acidos organicos y la hiddlisis acida (Bahadur et al., 2017). Algunos
géneros reportados para la solubilizacién de K son Bacillus, Pseudomonas, Thiobacillus,

Paenibacillus sp., Burkholderia, Arthrobacter (Keshavarz et al., 2013; Bhavya y Geetha,



2021) también destaca potencialmente Azotobacter, Rhizobium y Flavobacterium
(Meena et al., 2018).

3.2.4. Produccién de reguladores del crecimiento vegetal (fitohormonas) por
PGPR

Los compuestos que promueven el crecimiento vegetal mediante la elongacion o division
celular; también conocidos como fitohormonas, pueden ser producidos por PGPR vy
dentro de los principales se encuentran las auxinas, citoquininas, etileno, giberelinas y
acido abscisico (Glick, 2014). Otros metabolitos secundarios de origen microbiano y que
promueven el crecimiento de las plantas son los brasinoesteroides, jasmonatos y

estrigolactonas, al favorecer la tolerancia al estrés (Abd et al., 2018).

3.2.4.1. Bacterias productoras de auxinas, etileno, ACC desaminasa
y regulacién de estrés

Dentro de las auxinas producidas por las PGPR se encuentran el acido indol-3-acético
(IAA) que favorece el crecimiento vegetal (Ali, 2015; Kumar et al.,, 2015a). El AIA
beneficia al sistema radical, aumentando el tamafio, peso, mayor ramificacion y con ello
el aumento en el area de exploracién, mejora la capacidad de absorciéon y el desarrollo
vegetal (Raheem et al., 2018). Para tener estos efectos las concentraciones de AlA
deben ser bajas, de lo contrario puede causarse retraso en el crecimiento (Malik y
Sindhu, 2011).

El AIA también desempefia otra funcidbn de proteccion ante condiciones extremas
provocadas por factores abidticos (sequia y salinidad), impulsando el sistema de defensa
celular (Postmay Lynch, 2011). Para la sintesis de AIA las PGPR utilizan el precursor de
AlA que es el L-triptéfano secretado en la rizosfera por medio de la ruta del &cido indol-
3-piravico (IPyA) (Spaepen et al., 2007; Kang et al., 2017)

Por otro lado, se encuentra el compuesto etileno que participa en procesos fisiolégicos
como desarrollo radical, senescencia foliar, abscisiébn de frutos, elongacién celular,

maduracion de la fruta y el transporte de auxinas (Sun et al., 2016; Glick, 2015). También



participa en la respuesta de la planta frente a estrés de tipo bidtico y abidtico (Afzal et al.,

2019) como se muestra en la Figura 2.

Altas concentraciones de etileno proveniente de una fuente de estrés afectan
severamente el desarrollo radical y brotes, producido por la enzima 1-aminociclopropano-
1-carboxilato (ACC) oxidasa dentro de los tejidos de las plantas. Esto implica que, en
plantas estresadas la S-adenosil-metionina (SAM) es convertida a ACC por la enzima
ACC sintasa y por ultimo ACC oxidado por la ACC oxidasa obteniendo el etileno
(Ojuederie et al., 2019; Orozco et al., 2020).

En este sentido el AlA reduce los niveles de etileno en las plantas mediante la produccion
de ACC desaminasa mediada por bacterias como una estrategia de sobrevivencia
(Ravanbakhsh et al., 2018). Las bacterias que producen ACC desaminasa separan el
precursor inmediato de etileno, es decir, ACC desaminasa en plantas produce amoniaco,
a-cetobutirato y lo transportan para usarlo como fuente de N y lo reducen a nivel de
etileno en las plantas y con ello mejoran el crecimiento (Gamalero y Glick 2015; Santoyo
et al., 2016). Las bacterias capaces de hidrolizar el ACC presentan un gen de ACC
desaminasa (Sun et al., 2009).
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Figura 2. Modelo de accién de las PGPR en condiciones de estrés (Modificado de Orozco et al.,
2020; Rawat et al., 2020; Ojuederie et al., 2019).
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3.2.4.2. Bacterias productoras de giberelinas

El &cido abscisico (ABA) participa en diferentes procesos fisioldgicos, como la dormancia
de la semilla, abscisién de 6rganos (Shahzad et al., 2017) y en la expresion de genes
relacionados con la respuesta a estrés de tipo biético y abidtico (Sah et al., 2016; Zhou
et al., 2017). En condiciones de estrés por sequia, ABA mejora el sistema radical y con
ello mejora la adquisicién 6ptima de agua y nutrientes aumentando longitud y densidad
de la raiz para profundizar y entrar en contacto con zonas del suelo con mayor contenido
de humedad (Vysotskaya et al., 2009). Algunas especies que comunmente producen
este tipo de compuestos son Azospirillum brasilense, Arthrobacter koereensis, Bacillus

amyloliquefaciens y B. licheniformis (Egamberdieva et al., 2017).
3.2.4.3. Bacterias productoras de acido abscisico (ABA)

El acido abscisico (ABA) participa en diferentes procesos fisiolégicos, como la dormancia
de la semilla, abscision de 6rganos (Shahzad et al., 2017) y en la expresion de genes

relacionados con la respuesta a estrés de tipo biético y abidtico (Sah et al., 2016; Zhou



et al., 2017). En condiciones de estrés por sequia, ABA mejora el sistema radical y con
ello mejora la adquisicion 6ptima de agua y nutrientes aumentando longitud y densidad
de la raiz para profundizar y entrar en contacto con zonas del suelo con mayor contenido
de humedad (Vysotskaya et al., 2009). Algunas especies que comunmente producen
este tipo de compuestos son Azospirillum brasilense, Arthrobacter koereensis, Bacillus

amyloliquefaciens y B. licheniformis (Egamberdieva et al., 2017).

3.2.5. Quelatacién de hierro por PGPR

El Fe es importante en procesos fisiolégicos y se encuentra de manera insoluble y no
disponible (ion férrico Fe®*) para su absorcién por las plantas (Ammari y Mengel 2006) y
en la mayoria de los casos encontrdndose como hidroxidos, 6xidos, carbonatos y
fosfatos de Fe en el suelo (Afzal et al., 2019). Las PGPR favorecen la absorcion de Fe
por las plantas mediante secreciones de sideréforos que son compuestos de bajo peso
molecular y de alta afinidad que se unen al ion Fe3* y lo translocan en la célula de la
bacteria para reducirla a forma soluble de Fe?* (Rawat et al., 2020). Algunas bacterias
reportadas que utilizan los sideroforos para mejora la absorcion de Fe por las plantas
son Pseudomonas (Rathore 2014), también Bacillus megaterium, B. subtilis y Rhizobium
radiobacter que secretan sideréforos en condiciones alcalinas de 80-140 pmol L*
(Ferreira et al., 2019)

3.2.6. Efecto de biocontrol por PGPR

Las PGPR también actian como agentes de biocontrol debido a la capacidad de
restringir y limitar las afectaciones causadas por patégenos, por medio de sintesis de
metabolitos secundarios que actian como antibiéticos, enzimas degradadoras de pared
celular y activacion del sistema de defensa de la planta, también conocido resistencia
sistémica inducida (ISR; Pérez et al., 2014; Molina et al., 2015).

La produccién de compuestos que inhiben o limitan el crecimiento de los patdgenos, lo
realizan mediante la desestabilizacion de la pared celular del patogeno (Liu et al., 2017b).
Dentro de los compuestos reconocidos como antibidticos que realizan esta accion se

encuentran la azomicina, acido 2,4-diacetil-fluoroglucinol, el acido fenazina-1-carboxilico,



la fenazina-1-carboxamida, la piroluteorina, la pirrolnitrina, la omicina A, oligomicina A,
kanosamina, zwittermicina A y xantobaccina (Odoh, 2017; Jayakumara et al., 2020). De
los géneros que los producen se encuentran Burkholderia, Bacillus, Pseudomonas y
Stenotrophomonas (Odoh, 2017; Santoyo et al., 2019).

La produccion de enzimas liticas por PGPR permite la perforacion y/o degradacion de la
pared celular del hongo, su inhibicién o eliminacion (Villarreal et al., 2018). Algunas
enzimas como las quitinasas, celulasas, proteasas y -1,3-glucanasas, que modifican
pared (Mota et al., 2017). Los lipopéptidos de bajo peso molecular anfifilicas brindan
proteccion a la planta durante su crecimiento e inducen a resistencia sistémica (Hashem
et al., 2019).

La capacidad de biocontrol de las PGPR al utilizar el Fe se da por dos mecanismos:
directamente por la formacion de complejos de Fe3*-sideréforos a nivel de membrana
celular o al reducirlo extracelularmente a complejos de Fe?* (Hider y Kong, 2010). Con la
minima disponibilidad del elemento Fe en la rizosfera regulada mediante el proceso de
quelatacion, se restringe el desarrollo y colonizacién de microorganismos, muchos de
ellos fitopatdégenos y dependientes de Fe para completar sus ciclos de vida (Kannojia et
al., 2019).

3.2.7. Biorremediacion

En el proceso de biorremediacién y por medio de diferentes mecanismos, las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal participan en la desintoxicacion o alivio de estrés
causados por contaminantes xenobibticos, metales pesados (algunos metaloides),
residuos de pesticidas y otros compuestos toxicos que se encuentran en el suelo
(Rajkumar et al., 2012; Rawat et al.,, 2020). Entre los mecanismos de respuesta a
contaminantes dirigidos por las PGPR se encuentra la biosorcion, bioacumulacion,
precipitacion (Sharma y Archana, 2016), supresion por barreras de permeabilidad,
guelatacion o retencion extracelular e intracelular por alguna proteina/quelante,
desintoxicacion o transformacion enzimatica, reacciones de 6xido-reduccion, eficiencia
en el transporte del metal, tolerancia pasiva y disminucién en la sensibilidad a los iones
metalicos mediante enzimas. Estos mecanismos generan alivio, tolerancia y resistencia

para la planta (Wheaton et al., 2015).
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Este tipo de microorganismos mejoran la productividad y rendimientos agricolas debido
a la resistencia a este tipo de compuestos toxicos (Etesami, 2018). Tal es el caso de
Acinetobacter junii y Bacillus flexus tolerantes al As debido al gen arsC que codifica la

proteina metalorreguladora que permite la desintoxicacion del As (Marwa et al., 2019)
3.3. Hongos formadores de micorriza arbuscular (HFMA)

Los hongos formadores de micorriza arbuscular (HFMA) forman parte importante del
microbioma del suelo. Estos hongos establecen relaciones simbioticas con la mayoria de
las plantas terrestres (Tedersoo et al., 2018); de esta asociacidén simbibtica se presenta
un crecimiento intra e intercelular en la corteza de la raiz, formando dos tipos de
estructuras, arbusculos y vesiculas (Quilambo, 2003). La formacion de estructuras
conocidas como hifas extrarradicales que exploran el area de la rizosfera permite
multiples interacciones en el suelo e influye a otros microorganismos por medio de
sustancias llamados exudados fungicos (Gahan y Schmalenberger, 2015; Wang et al.,
2016). Previo a la colonizacion de la raiz, se presenta el reconocimiento entre las dos
partes, por medio de sefalizacibn de moléculas difusibles liberadas por ambos
simbiontes (Kapulnik et al., 2011). La produccion de estrigolactonas que estimulan a los
HFMA a colonizar las raices de las plantas y formar las respectivas estructuras en ellas,
dependen de las limitantes de P inorganico en el suelo (Wang et al., 2021). EI P se
encuentra en cantidades suficientes en el suelo, pero, aproximadamente un 90% se
encuentra en estado no labil y en precipitacion con otros minerales. Solo un pequefio
porcentaje del P se encuentra disponible para la absorcién por las plantas (Gyaneshwar
et al., 2002; Plante, 2007). Por ello, Tiwari et al., (2022) mencionan que mas del 90% de

plantas terrestres pueden vivir simbiéticamente con HFMA.
3.3.1. Mecanismos de mejoramiento en el crecimiento de las plantas

Los HMFA estan clasificados dentro de los biotrofos obligados y favorecen a la planta en
muchos aspectos (Karasawa et al., 2012), como el aumento del area de exploracion
radical, sobre todo en aquellos lugares poco accesibles y con ello permite la transferencia
de agua y algunos nutrientes hacia la planta (Barea et al., 2017). Los beneficios que

obtiene la planta de las asociaciones micorrizicas presentan un costo de carbono
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(Sawers et al., 2018), lo que corresponde al suministro de carbohidratos y lipidos para el
crecimiento del hongo (Keymer y Gutjahr, 2018; Lanfranco et al., 2018).

En el aspecto nutrimental los hongos micorrizicos colaboran en la absorcién de
macroelementos como el Cay Mg (Séle et al., 2015), N en su forma amoniacal (NH4*) y
nitratos (NO3”), K, P y algunos microelementos como Cu y Zn (Cavagnaro, 2008;
Lehmann, et al., 2014).

Las micorrizas tienen la particularidad de absorber fosfatos en suelos deficientes de P
disponible (Etesami et al., 2021) y las hifas extrarradicales tiene la capacidad de
extenderse mucho més alla de la rizosfera y traslocar el P en su forma de polifosfatos
(Sato et al., 2019). Las hifas también pueden descomponer moléculas organicas mas
grandes en el suelo y absorberlas (Bunn et al., 2019). La transferencia de P dentro de
las células de la raiz esta a cargo de los arbusculos de vida util efimera. Estas estructuras
fungicas son formadas durante la colonizacién y determinadas por los genes IPR (familia
de genes H* symporter); los cuales se encuentran tanto in planta como en el micelio
extrarradical del hongo (Kobae et al., 2016; Sawers et al., 2017; Gutjahr y Parniske,
2017).

3.3.2. Mecanismo de tolerancia al estrés bidtico y abidtico

Las asociaciones micorrizicas permiten el alivio o tolerancia al estrés (Figura 3) de tipo
abiotico (Chang et al., 2018) y biotico por medio de la induccion de resistencia sistémica
adquirida (SAR), resistencia sistémica inducida (ISR), &cido jasménico acido (JA) o
etileno (ET) (Jacott, et al., 2017; Solanki et al., 2021). En ambientes salinos las plantas
micorrizadas mantienen la eficiencia fotosintética y conductancia estoméatica (Haque y
Matsubara, 2018; Zhu et al., 2018), la acumulacion de prolina y otros azlcares que se
desempefian como osmoprotectores (Yamato et al., 2008; Solanki et al., 2021). También
la reduccion de iones Na* y CI', los cuales tienden a homeostasis ionica (Li et al., 2020)

y con ello reducen el dafio oxidativo y permiten continuar con el desarrollo vegetativo.

Algunas especies de hongos micorrizicos colonizan eficientemente especies vegetales
que son hiper acumuladoras y tolerantes de metales pesados (Gaur y Adholeya, 2004),

por lo tanto, los efectos benéficos de las micorrizas son el desarrollo y crecimiento en
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condiciones estresantes por altas concentraciones de elementos potencialmente téxicos
(Miransari, 2017).

En las plantas, las hifas tienen la capacidad de inmovilizar los metales pesados interno
o0 externo, fijarlo en la pared celular, almacenarlo en la vacuola o simplemente quelatarlo

con otros compuestos en el citoplasma (Ouziad et al., 2005; Punamiya et al., 2010).

La tolerancia al estrés hidrico en ambientes limitados por agua produce el cierre
estomatico y por ende la reduccion del COz, lo que afecta el proceso fotosintético y
disminucién del carbono (Osakabe et al., 2014). Las micorrizas intervienen en el aumento
de superficie de contacto y exploracion de espacios pequefios del suelo, para la
absorcién de agua mediante sus hifas y mejoramiento del flujo apoplastico del agua
(Diagne et al., 2020)

Los HFMA promueven control directo e indirecto de enfermedades, a través del
mejoramiento en el crecimiento y vigor vegetativo por medio de la nutricion (Bencherif et
al., 2019); la regulacién de metabolitos de crecimiento como, acido indol acético (AlA),
acido abscisico (ABA), citoquininas (CT), acido giberélico(GB) entre otros (Song et al.,
2020) y la competencia con otros microorganismos patogénicos (Wang et al., 2018). Los
HFMA tienen la capacidad de producir compuestos antifiungicos (polifenoles; Bencherif
et al., 2019), antibacterianos (polimixinas) y entre otras toxinas que combaten patégenos
(Wang et al., 2018; Kaur y Suseela, 2020).
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PLANTA HMA
Regulacién de genes Transporte de nutrientes (P, N, K, Ca, Mg,
responsables del manejo Cuy Zn)

del estrés y el crecimiento
de las plantas.

Osmoprotectores (simulacién de
osmolitos como azucar, glicina,
betaina, b-alanina betaina,
colina-O-sulfato, prolina betaina,
hidroxiprolina betaina y
pipecolato betaina)

Mejora la tasa fotosintética
a través del transporte de
€02y la actividad de
RuBisCo

Dilucién de Na +y Cl-
mediante el aumento de agua
y biomasa vegetal

Eliminacién de metales pesados
{Cd, Pb, Ar, Cu, Co, Niy Al),
Produccion de glomalinay
quelatacion

Los exudados de raices
alterados inducidos por AMF
apoyan a los microbios
beneficiosos y suprimen los
fitopatdgenos en la rizosfera

Activan diferentes tipos de respuesta de defensa
de las plantas y promotores del crecimiento:
ISR,SAR, JA, ET, AlA,ABA, CT, GB, etc.

Azucares y lipidos ‘

Homeostasis de iones auxinas,
COV, produccion de ACC-
desaminasa

Absorcidn de agua (aumenta la capacidad de retencién de agua del suelo
mediante la estabilizacion de la agregacion del suelo)

Figura 3. Aportaciones de la relacion simbiética de HFMA-planta en condiciones de estrés bidtico
y abiético (modificado de Solanki et al., 2021, Dowarah et al., 2021; Few, 2018)

3.3.3. Mecanismos en el mejoramiento de la salud del suelo

Los HFMA brindan un servicio ecosistémico mediante restauracion de los suelos
degradados, principalmente por la agregacion de las particulas del suelo (Leifheit et al.,
2014), con ello mejoran la calidad y salud del suelo en condiciones desfavorables,
resultando un mejoramiento en la fertilidad fisica del suelo (Smith y Read, 2008). La
agregacion del suelo permite el crecimiento de raices, estructuraciéon de espacios
porosos, aireacion del suelo y la resistencia a la erosion (Lehman et al., 2019).

Para el mejoramiento de la estructura del suelo se han descrito algunos mecanismos de
agregacion de particulas (Figura 4). El mecanismo biofisico permite la distribucion y
ramificacion de las hifas extrarradicales y hay un entrelazamiento, alineacion de
particulas por la presion fisica y cambios en el potencial hidrico local causados por el
micelio (Lehmann et al., 2017). El mecanismo biologico se les atribuye basicamente a

las interacciones que desempeian los hongos micorrizicos con diferentes poblaciones y
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redes alimentarias en el suelo (Rillig y Mummey 2006; Lehmann et al., 2017). Mientras
que el bioquimico se les atribuye a los productos fungicos como los polisacaridos,
glicoproteinas e hidrofobinas producidas por hifas vivas o en descomposicion (Lehmann
et al.,, 2017). También participan las proteinas del suelo relacionadas con la glomalina
(GRSP) su funcionalidad es actuar como un cementante de las particulas, otra
particularidad es la insolubilidad que presenta con el agua lo que ofrece estabilidad y

proteccion superficial de los agregados del suelo (He et al., 2020).

Las plantas colonizadas por micorrizas liberan acidos organicos y glicoproteinas, estos
permiten la sorcion, quelacion e inmovilizacion de los metales pesados en el suelo (Gaur
y Adholeya, 2004; Herath et al., 2021).

=
murln'd
cO a i
NG des

D,
o
S

Figura 4. Mecanismos de agregacion del suelo (Modificado de Lehmann et al., 2017: Rillig y
Mummey, 2006).



3.4. Aguacate (Persea americana): generalidades, taxonomia y fenologia

El aguacate es un arbol frutal de hojas perennes, domesticado, autoctono de
Mesoamérica (Boza et al., 2018), que puede alcanzar alturas superiores a 20 metros e
incluso de copas densas (Litz et al., 2007). Este arbol pertenece a la Familia Lauraceae,
Género Persea, Subgénero Persea, Especie Persea americana Mill. (Barrientos y Lopez,
2000). En México existen 26 especies del género Persea Mill (Campos et al., 2008), de
los cuales Chiapas es el estado que tiene mayor diversidad de especies y subgénero

Persea, seguido Oaxaca y Veracruz (Martinez et al., 2016).

Tres principales razas botanicas; P. americana var. Drymifolia (mexicana), P. americana
var. Guatemalensis (guatemalteca) y P. americana var. Americana (antillana) se conocen
(Guzman et al., 2017; Chen et al., 2009). Estas razas difieren por sus caracteristicas

morfologicas vy fisioldgicas (Barrientos et al., 2010).
3.4.1. Obtencion de portainjertos de aguacate

El aguacate es una especie de polinizacion cruzada y altamente heterocigética y su
reproduccion por semillas presenta una descendencia altamente variable en cuanto a las
caracteristicas morfolégicas genotipicas, no son uniformes y tardan demasiado tiempo
en llegar a produccion (oliveira et al., 2008a; Castro et al., 2009; Tripathi y Karunakaran,
2019). Aungue comercialmente aun se utilizan portainjertos procedentes de semilla, la
propagacion clonal vegetativa esta obteniendo popularidad para reducir esos problemas
y tener uniformidad en el desarrollo y rendimiento del arbol (De villiers y Ernst, 2015;
Tripathi y Karunakaran, 2019). Este método de obtencion de plantulas es exitoso siempre
gue se tenga un sistema radical bien desarrollado, saludable, uniforme y que tengan

caracteristicas sobresalientes del arbol (De Villiers y Ernst, 2007).
3.4.2. Portainjertos y cultivares de aguacate

En México, la mayoria de los cultivares de plantaciones comerciales han utilizado plantas
injertadas (Zafar y Sidhu 2018); es decir, conformadas por dos partes (copa y raiz),
siendo el tronco y copa el cultivar injertado y del portainjerto la raiz y la parte basal del

tronco (Barrientos-Priego et al., 2015). Las plantas injertadas deben presentar
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compatibilidad y ser simbioticamente funcionales, tanto la parte area o vastago que se
desempefia fotosintéticamente y el portainjerto que suministra el agua y los nutrientes
por medio de las raices (Lazare et al., 2020); ademas de facilitar el intercambio de

hormonas, proteinas y otras macromoléculas (Wang et al., 2017).

Las variedades hibridas, o cultivares, son desarrolladas a partir de diferentes razas
(Bergh, 1992), tal es el caso de Hass, Fuerte y Bancon derivados de la cruza entre
mexicana y guatemalteca (Newett et al., 2002). La raza mexicana se emplea actualmente
como un portainjerto para la variedad Hass, destacada y aceptada en el mercado
internacional por su sabor, dureza de céscara entre otras particularidades del fruto
(SAGARPA, 2007; Ferrer et al., 2017). La raza mexicana se caracteriza por ser tolerante

al frio y poco tolerante a la salinidad (Barrientos y Lopez, 2000).

La importancia de un buen portainjerto no solamente radica en fungir como soporte, sino
también como fuente de absorcion nutrimental, tolerancia y resistencia a factores biéticos
y abidticos, eficiencia en rendimiento, tamafio del &rbol, entre otras caracteristicas
deseables a futuro en el cultivar (Barrientos-Priego et al., 2015). En México, la mayoria
de sus portainjertos que provienen de semillas criollas, ya que tienen genes resistentes
a diversas condiciones edafoclimaticas, fitosanitarias (Sanchez, 1999) y presentan vigor
y rusticidad en las plantas (Alberti et al., 2018).

Por ello, la seleccion de portainjertos debe obedecer a determinadas caracteristicas
deseables y adaptables a cada regién, en cuanto a clima, suelo y que a su vez exprese
su potencial productivo en términos de rendimiento (Téliz et al., 2007; Barrientos-Priego
et al., 2015; Barrientos- Priego, 2017).

3.4.3. Requerimientos climaticos y edafolégicos del aguacate

El aguacate se desarrolla en tres principales climas: semicdlido subhimedo
((AC(W2)(W)), templado subhumedo (C(W2)((w)), semicalido subhimedo
((A)C(w1)(w)). La altitud mas comun es entre 1,200 y 1600 m. Las condiciones propicias
tienen lluvias en verano. Para el clima templado subhimedo (C(w2)(w)), se ubica en una
altitud de 1,900 a 2,300 m. (Anguiano et al., 2007; Vargas et al., 2007; Guzman et al.,

2017). Las temperaturas estan en funcién de las variaciones altitudinales y los ciclos
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florales y reproductivos del arbol (Anguiano et al., 2007). Las razas de aguacate tienen
ciertas caracteristicas genéticas que les permite desarrollarse en diversas altitudes, tal
es el caso de la raza mexicana, que presenta mayor resistencia al frio con altitud de
hasta 2000 metros, en clima de semitropical a templado. La raza guatemalteca se
desarrolla entre 1000 a 2000 m de altitud y clima subtropical. Por ultimo, la raza antillana
presenta menor resistencia al frio y se ubica con altitud menor de 1000 m (Barrientos y
Lépez, 2000).

Los requerimientos edaficos representan un gran reto para este tipo de arbol debido a
las exigencias por parte del sistema radical. Sus raices que absorben nutrimentos se
encuentran distribuidas en los primeros 16 cm de profundidad. Por lo que esta capa
superficial debe presentar buen porcentaje de porosidad (Selladurai et al., 2020). Tal
como lo mencionan Salazar y Cortés (1986), el desarrollo radical vigoroso, uniforme,
ramificado, abundante en raices finas, eficiente en absorcion de micronutrimentos, es
favorecido por la buena aireacion del suelo. De ahi que los suelos en los que se produce
aguacate son jovenes geoldgicamente, con buena estructura, alta capacidad de drenaje
y ligeros (Tapia et al., 2007). Las clases texturales que favorecen el crecimiento del
aguacate van desde arenosas hasta las areno-arcillosas, con al menos 0.8 a 1 m de
profundidad (Selladurai et al., 2020; Garrido, 2013; Dane, 2016). Los suelos francos con
buena capacidad de intercambio i6nico, suficiente porosidad y retencion de humedad,

suelen ser los que favorecen el desarrollo radical del aguacate.

Por otro lado, estos suelos deben tener suficiente materia organica y pH de acido a neutro
(5.5. a 6.5). La tolerancia a la salinidad depende de la variedad o raza, tal es el caso de
la raza antillana que es tolerante a la salinidad, mientras que la mexicana y guatemalteca
presentan baja tolerancia (Barrientos y Lépez, 2000; Nataren et al., 2020). En suelos con
pH superiores a 7 se presentan deficiencias nutrimentales, principalmente de

micronutrientes (Bernal et al., 2008).
3.4.4. Requerimientos nutrimentales

Los requerimientos nutrimentales o las dosis de fertilizacion estan en funcion de la edad

foliar, el tipo de portainjerto, el estado fenoldgico y fisioldgico de la planta (Salazar-Garcia
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et al., 2015), el cultivar y la disponibilidad de nutrientes en el suelo (Selladurai et al.,
2020).

La demanda nutrimental en huertos establecidos se relaciona con el potencial productivo,
rendimiento, calidad del fruto y es dependiente de la oferta del suelo (Tagliavini et al.,
2000; Selladurai et al., 2020). Tal y como lo mencionan Garciana y Ferrat (2001), para
producir 1000 kg de fruta la demanda oscilé de 150 y 300 g N, 50 y 110 g P20s y 300—
500 g K20, 7-10 g Ca, 15-30 g Mg; 20-359g S, 0,2-0,59 Zny B, 0,2 g Cu, 0.5-1.0 g Fe.
Sanchez (2001), menciona que las dosis de NPK en kg ha' es de 200-200-100 para
Estado de México y Tapia et al, (2007) especifican que es de 200-200-300 para
Michoacan. Sin embargo, con la tecnificacion en sistemas de riego, los analisis de suelo
y foliar, es posible disefiar programas de fertirrigacion mas precisos, con metas de

rendimiento y que consideren el contenido nutrimental del suelo.

El aguacate, al igual que otras plantas, requieren de un balance en todos los nutrimentos,
para su éptimo crecimiento y desarrollo (Lovatt, 2013); por lo que es importante conocer
el efecto de cada nutriente al realizar una aplicacion excesiva o deficiente; ademas de
tener muy claras las funciones especificas de cada uno de ellos (Novoa et al., 2018). El

Cuadro 1 muestra algunas de estas consideraciones.
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Cuadro 1. Los nutrimentos en el funcionamiento del metabolismo vy fisiologia de plantas de
aguacate (modificado de Sanchez y Ramirez, 1999; Maldonado, 2002; Salazar, 2002; Taiz y
Zeiger, 2010; Marschner, 2012; Alcantar et al., 2016).

Nutrimento

Forma
Absorcion

Funciones

Nitr6geno

(N)

Fosforo

(P)

Potasio

(K)

Calcio
(Ca)

Magnesio
(Mg)

Azufre

(S)

Zinc
(Zn)

NHa*
NOs

H2PO4
H2PO42

K+

Cazt

Mg?*

S04?

Zn2+

Formacion de todos los tejidos vegetales. Sintesis de
aminoacidos (proteinas), nucleétidos (ADN, ARN) y
reguladores del crecimiento vegetal. Constituyente de
la clorofilas y formacién de células nuevas.

Sintesis de ATP, nucleétidos (ADN, RNA),
fosfolipidos, coenzimas y componente de los
azucares fosfatados. Participa en la produccion y
transferencia de energia.

Activador fisioldgico, calidad de fruto resistencia a
enfermedades. Actua como regulador del movimiento
de agua y nutrimentos, osmorregulador en la
elongacion celular, transporte de azulcares.

Crecimiento, resistencia a enfermedades y vida de
anaquel. Considerado como segundo mensajero en
sefializacion. Componente de la lamela media de
paredes celulares y da rigidez a los tejidos y
estabilizacion de la pared celular. Actia como
cofactor con algunas enzimas involucradas en la
hidrolisis de ATP y fosfolipidos.

Activador enzimatico, constituyente de la clorofila,
respiracion. Participa en la sintesis de azucares y la
agregacion ribosomal. Es esencial para la sintesis de
proteinas.

Sintesis de dos aminoécidos, cisteina y metionina
para la sintesis de proteinas. Es constituyente de la
coenzima A, glutation, biotina, adenosina-5-
fosfosulfato y 3- fosfoadenosina.

Activador enzimatico. Calidad del fruto. Su funcién
metabdlica esta basada en su fuerte tendencia a
formar complejos tetrahedrales con N-, O- vy
particularmente con ligandos azufrados, mediante los
cuales juega un papel funcional (catalitico) y
estructural en reacciones enzimaticas.
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Forma

Nutrimento Iy Funciones
Absorcion
Constituyente del fitocromo, proteinas ferrosas en la
Hierro Fe2+ fotosintesis, fijacion de N2, respiracion, transferencia
(Fe) de energia y participante en diversas reacciones.
Participa en uniones enzimaticas, las cuales catalizan
reacciones redox. Es un elemento de transicion activo
Cobre cut en procesos redox con funciones en fotosintesis,
(Cu) respiracion, metabolismo del C y N, y proteccién
contra estrés oxidativo.
Crecimiento y reproduccion. Participante en la
actividad deshidrogenasa, decarboxilasas, oxidasa y
Manganeso . i E ¢ S | i
(Mn) Mn peroxidasa. Es un cofactor enzmjatlco en el complejo
ATP-Mn (transferencia de energia).
9 Crecimiento, reproduccion, floracion y desarrollo del
H2BO3 . : .
Boro HaBO3 fruto. Evidencia de ser importante en el transporte de
(B) carbohidratos.
Fotdlisis del agua. Participante en la apertura y cierre
Cloro ) e
Cl estomatico.
(Ch)
. Cofactor enzimético en la reduccion de nitrato a
Molibdeno . : P )
(Mo) MoO4 amoniaco para la sintesis de proteinas.
Silicio . . .
(Si) Si (OH)4 Estructura celular y resistencia a enfermedades.

3.5. Inoculantes microbianos en aguacate

Los inoculantes microbianos cada vez se toman con mayor frecuencia como opcion para

mejorar el desarrollo de portainjertos de aguacate, con o sin injertos, previo al trasplante

en campo como se describen brevemente a continuacién. En Uruapan Michoacén,

México; Carreon et al, (2014), realizaron una evaluacion de 12 inoculantes de hongos

micorrizicos en plantas de aguacate en etapa vivero, en plantas de 60 dias de edad e

injertados, en el

gue se aplicaron Gigaspora gigantea, Acaulospora delicata,

Rhizophagus fasciculatus(externo), Consorcio de Veracruz MTZ1-UV; Rhizophagus

fasciculatus, R. irregularis 28-A, comunidad nativa de AMF; R. irregularis (MUCL), R.

fasciculatus + Azospirillum; Sclerocystis aff. rubiformis, Acaulospora laevis, Scutellospora
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pellucida y testigo. La evaluacion la realizaron 5 meses después de la inoculacién.
Variables de desarrollo como nimero de hojas, didmetro de tallo, peso seco de raiz y del
tallo fueron evaluadas al final del experimento. Resultados favorables para algunas
variables y ciertas cepas eficientes de HMA se presentaron; sin embargo, mencionaron
gue el tiempo de experimentacion debe ser mayor a 5 meses para que los resultados de

la inoculacidon sean mas evidentes.

Soriano et al, (2021) manifiestaron que los bioestimulantes radicales benefician el
crecimiento de plantas de aguacate injertadas con la variedad Hass en un vivero
comercial Tingambato, Michoacan. Bioestimulantes comerciales como Nutrisorbe L
(&cidos carboxilicos, 11%), Mycoroote (Pisolithus tinctrius,1 x 106 UFCg-1, Rhizophagus
intraradices, 1 x 10% UFC g-1; Azospirillum brasilense, 1 x 108 UFC g-1, &cidos
carboxilicos, 19,7%), BiofiteRTU (Trichoderma harzianum,1,35 x 10° UFC g-1,
Penicillium bilaiae + Penicillium spp. + Paecilomyces lilacinus, 1,25 x 10’ UFC g-1,
Bacillus subtilis, 1,25 x 108 UFC g, Azospirillum brasilense, 1,25 x 10° UFC g-1, &cidos
carboxilicos, 34%) y Glumixe (Glomus spp. 1 x 102 UFC g-1) se aplicaron. De lo anterior
se concluy6 que variables como el numero de hojas, altura de la planta, longitud de la
raiz principal, unidades SPAD, peso seco de la raiz y porcentaje de micorrizacién fueron
mejoradas por los bioestimulantes. Ademas, reconocieron que se obtienen mejores
resultados de crecimiento y desarrollo radical cuando se combinan microorganismos y

acidos organicos (Nutrisorbe L+ BiofiteRTU).

Gonzalez et al. (2017) indicaron que aumenta el crecimiento de plantas de aguacate con
diferentes niveles de P e inoculacién hongos micorrizicos arbusculares. Los inoculantes
micorrizicos (Rizofermic-UV, Pacispora scintillans) se aplicaron junto con fertilizante
fosfatado(H2PO4). A los 401 dias después de inocularse evaluaron altura de la planta,
didmetro de tallo, numero de hojas, area foliar, tasa de crecimiento, peso fresco y seco
y porcentaje de colonizacion micorrizica. El uso de micorrizas y baja dosis de fésforo
presenta mejor respuesta en las variables de crecimiento de la planta y colonizacion

micorrizica.
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Sotomayor et al. (2018) realizaron en Ecuador, una aplicacion de Trichoderma harzianum
(0.18 g planta! a una concentraciéon de 4.43 x 108 UFC g de producto) y Glomus
iranicum var. tenuihypharum (5 g planta!) en plantas de aguacate criollo. Los parametros
evaluados fueron peso seco de la raiz y de la parte aérea, concentracion de Cay N foliar
y didmetro del tallo. De ello se obtiene que la micorriza incrementa el desarrollo
vegetativo y radical, mientras que Trichoderma incidié en la acumulacion foliar de N y
Ca.

3.6. Sustrato en la produccion fruticola de viveros

El sustrato es el medio constituido de material de origen sintético o natural que funge
como soporte para las plantas, este puede o no aportar nutrientes dependiendo sus
caracteristicas y origen (Castafares, 2020). En el caso de produccién de plantas
fruticolas se tiene una etapa de crecimiento en viveros previo al establecimiento en el
terreno definitivo. Por ello, el uso de un sustrato adecuado, lugar de crecimiento o

propagacion son aspectos fundamentales en etapa de vivero (Loggiodice et al., 2009).
3.6.1. Perlita

Es un alumino-silicato de origen volcanico expandida a una alta temperatura que va de
1,000 a 2,000 °C (Kaufhold et al., 2014). Este tipo de sustrato es empleado comunmente
para cultivos sin suelo, debido a su principal caracteristica que es inerte y su baja
capacidad de intercambio catiénico (0-1 mg L™") no interfiere en el aporte de nutrientes
(Samartzidis et al., 2005). Ademas, la perlita presenta buena aireacion y baja capacidad

de retencion de agua (Castafares, 2020).
3.6.2. Espuma fendlica

La espuma fendlica, también conocida como espuma de polifenol o espuma agricola, es
un material de resina sintética inorganica, es inerte, es considerada un medio fisico que
no aporta nutrientes, homogénea, muy ligera y mantienen una buena proporcién de aire
y agua. Alun en riegos pesados, la tasa de drenaje de la espuma fendlica permite el
desarrollo radical, por su densidad aparente de 15-25 g L' (Nemati et al., 2021). Este

tipo de sustrato favorece el drenaje y a la vez proporciona suficiente cantidad de agua
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por la relacién agua-aire. Las plantas se benefician de estas caracteristicas al no limitar
las condiciones aerobias para favorecer el enraizamiento. Este tipo de material se
emplea normalmente en arreglos florales, y mas recientemente, se busca su
potencialidad de uso como sustrato para diversos cultivos. Desde el 2010, la
investigacion con esta espuma ha estado en curso; tal y como lo mencionaron Park et
al, (2010, 2011). El uso de espuma fendlica en cultivos hidropdnicos con alto valor

comercial como frutas y verduras representa una alternativa sumamente eficiente.

Yoon et al, (2021) evaluo reguladores del crecimiento vegetal y sustratos para detectar
el efecto del enraizamiento, crecimiento y desarrollo de esquejes de sauce (Salix
koriyanagi). Sustratos como la perlita, espuma fendlica y madera aglomerada fueron
utilizados. Aplicaciones de 3 concentraciones diferentes de reguladores de crecimiento
(acido indol-3-butirico (IBA) y acido a-naftalenoacético (NAA) en esquejes de sauce,
fueron realizadas. La mejor respuesta de enraizamiento se presenta en la dosis mas baja
de reguladores y en el sustrato con espuma fendlica, por lo que se catalogé como uno

de los mejores sustratos para la propagacion de esta planta.

Wang et al, (2021), en la propagacion de esquejes de Pyracantha angustifolia C.K.
Schneid. (Rosaceae); utilizaron diferentes sustratos de enraizamiento: sustrato BVB,
lana de roca, Terra Plug y espuma fendlica; junto con tres diferentes auxinas: acido indol-
3-butirico (IBA), acido a-naftalenoacético (NAA) y &acido indol-3-acético (IAA) en
concentraciones de 0, 8 y 16 g Lty el ultimo factor el tiempo (30 s, 15 y 30 min) de
inmersién de los esquejes. De los resultados obtenidos se concluye que el mejor sustrato
es la espuma fendlica con 8 g L' de IBA con 15 min de inmersién obteniendo mejor

desarrollo radical, mayor porcentaje de enraizamiento y numero de raices.
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V. MATERIALES Y METODOS

4.1. Inoculacion de hongos formadores de micorriza arbuscular y
bacterias promotoras del crecimiento vegetal en plantas de aguacate

regadas con solucion nutritiva de diferente pH.
4.1.1. Establecimiento del experimento

El experimento fue desarrollado de enero a septiembre de 2022 en invernadero del
Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo; en las coordenadas 19° 27' 38.975" N,
W 98° 54' 14.84" O y 2240 msnm. El disefio experimental empleado fue factorial 23,
teniendo como factores (HFMA, PGPR y pH de la solucién nutritiva) con dos niveles cada
uno y con ocho repeticiones para cada tratamiento, cada planta representd una unidad
experimental. Los niveles considerados fueron: HFMA (10 g de in6culo, sin indculo),
PGPR (10 mL de suspension bacteriana conformada por 4 cepas, sin bacterias) y de la
solucion nutritiva (pH 6.2, pH 5.8). Los tratamientos quedaron distribuidos como se

muestra en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Conformacion de tratamientos en plantas de aguacate.

TRATAMIENTOS
T1l= HFMA+ PGPR+ pH 6.2
T2= HFMA+ PGPR+pH 5.8
T3= HFMA+ pH 6.2
T4= HFMA+ pH 5.8
T5= PGPR + pH 6.2
T6= PGPR+ pH 5.8
T7= pH 6.2
T8= Testigo (pH 5.8)

HFMA: Hongo formador de micorriza arbuscular, PGPR: bacterias promotoras del crecimiento vegetal, pH:
potencial hidronio.

4.1.2. Material vegetal

Las plantas de aguacate utilizadas tenian altura de 40 a 45 cm, variedad criolla raza
mexicana, adquiridas en el Mercado de Cuemanco, Ciudad de México. Al momento de

establecer los tratamientos, las plantas fueron extraidas de su bolsa de plastico,
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desinfectadas con hipoclorito de sodio al 3% durante un min y posteriormente se

trasplantaron en macetas con sustrato como se muestra en la Figura 5.

Segun el tratamiento correspondiente, al sustrato se adiciond el in6culo de HFMA,

posteriormente se aplico los 10 mL del inéculo bacteriano (Figura 7) y por ultimo se aplicé

la solucién nutritiva.

Figura 5. Extraccion y desinfeccion de plantas.
4.1.3. Sustrato

El sustrato empleado fue una mezcla de Perlita (Marca Multiperl Mex) y espuma agricola
molida (PEATFOAMe, agroFOAM), esta es obtenida de los recortes de bloques que se
utilizan como sustratos en hidroponia. La proporcién fue determinada mediante una
prueba de porosidad y drenaje por el método propuesto por De Boodt y Verdonck, (1972).
Se opté por la proporcién en volumen 3:1 (perlita-espuma) con 53.4 % de retencion de
agua, 33.7 % de aire y 87.1 % de porosidad total. La mezcla se realizé6 en himedo y

vaciado en bolsas de polietileno de 8 litros (marca comercial Gya Mex).

El proceso de desinfeccion fue realizado con un producto comercial Oxidate 2.0 (Bio Safe
Systems®, Estados Unidos) con una dosis de 6 mL L. A cada maceta se le agregaron
2 L del desinfectante dejandolo en reposo durante 24 h'y por ultimo fue drenado mediante
perforaciéon basal (Figura 6).
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Figura 6. Mezcla de sustrato y llenado de maceta.

4.1.4. Preparacion del inéculo bacteriano

Las cepas utilizadas de Pseudomonas tolaasii (A46 y P61), Bacillus pumilus modificada
(R44-DsRed) y Achromobacter xylosoxidans (C56) pertenecen a la coleccion de cepas
bacterianas del Area de Microbiologia, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados.
Las caracteristicas y descripcion morfoldgica de estas cepas se muestran en el Cuadro
3.

La reactivacion de las cepas A46, P61, C56 se realiz6 en medio agar nutritivo (BD
BIOXON, México) e incubaron a 28 °C durante 72 h. Para la cepa R44-DsRed se le
agrego al mismo medio, isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) y ampicilina (1 puL
mL1); las condiciones y tiempo de incubacién fueron los mismos. Esta bacteria esta
transformada con el pldsmido DsRed que le confiere produccion de una proteina
fluorescente roja (Red Fluorescent Protein) y resistencia a ampicilina para su seleccion
en medios de cultivo. Esta cepa requiere IPTG para activar el plasmido en cultivo in vitro.

Las cepas bacterianas se sembraron en caldo nutritivo a 28 °C, a 180 rpm durante 72 h,
en agitadora Orbital (Thermo scientific®, MAXQ, Espafia) para su crecimiento. A la cepa
R44-DsRed se le agrego al caldo nutritivo ampicilina e IPTG. Los cultivos obtenidos se
centrifugaron a 3000 rpm durante 12 min para separar el concentrado microbiano de los
nutrientes residuales del caldo nutritivo. Posteriormente, fue resuspendido en agua
destilada estéril y por ultimo se midié la concentracion de células bacterianas en los

inéculos, la cual fue de 10°UFC mL™! de acuerdo con la escala de McFarland (McFarland,
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1970). Se aplicaron 10 mL de esta suspension con 4 cepas bacterianas a cada unidad

experimental (Figura 7).

Cuadro 3. Caracteristicas de las cepas bacterianas

Promociéon del .
. . g Caracteristicas
Especie Procedencia crecimiento -
morfoldgicas
vegetal
Produccion de Forma: circular
Rizosfera de papa auxinas, Elevacion: convexa
var. Albha PaPa  oolubilizacién de Borde: ondulado
Pseudomonas Valie P de fosfatos, efecto Superficie: brillante liso
tolaasii (A46) Toluca.Estado de de biocontrol Textura: viscosa
méxico’ (Mendoza et al.,, Color:blanco opaco
2018).
Produccion de Forma: circular
. auxinas, Elevacion: convexa
Rizosfera de papa o ;
solubilizacion de Borde: entero
var. Alpha o
Pseudomonas valle de fosfatos, efecto Superficie: suave
tolaasii (P61) Toluca.Estado de de biocontrol brillante liso
méxico’ (Mendoza et al.,, Textura: viscosa
2018) Color: blanco amarillento
Produccion de Forma:_ ,C|r_cular
. ) Elevacion: convexa
. Rizosfera de papa auxinas y _
Bacillus . o Borde: entero
: var. rosita solubilizacion de L
pumilus Superficie: suave
e Valle de fosfatos. . )
modificada brillante liso
Toluca,Estado de (datos no o
(DsRed) " ) Textura: viscosa
méxico publicados) .
Color: blanco opaco
Produccibn  de Forma: puntiforme
auxinas, Elevacion: papilar
promueve Borde: entero
Achromobacter Aislado de composta crecimiento Superficie:  opaco Yy
xylosoxidans en Texcoco, Estado radical en cafa rugoso
(C56) de México de azlcar. Textura: Membranosa
(datos no Color: blanco lechoso
publicados)
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4.1.5. In6culo de HFMA

La especie Rhizophagus intraradices que se tiene en propagacion con plantas trampa
Vaporub (Plectranthus coleoides Benth. c.v. mintleaf) y pasto (Cynodon dactylon) en el
invernadero del Area de Microbiologia de Suelos. Se le evalu6 colonizacion mediante el
método de clareo y tincion con azul de tripano (Phillips y Hayman, 1970) en caliente y el

porcentaje de colonizacion total con el método de Biermann y Linderman (1981).

El in6culo se obtuvo de las macetas en propagacion con mayor porcentaje de
colonizacion (85%), para ello se extrajeron las raices con suelo rizosférico; estas se
cortaron de un 1 a 2 cm aproximadamente, se mezcl6 hasta obtener 400 g
aproximadamente, del cual se aplico 10 g por unidad experimental (Figura 7).

4.1.6. Solucién nutritiva

Las plantas se regaron con la solucion nutritiva de Steiner (1984) (Cuadro 3), con 40 %
de su concentracidén y composicion, ajustada a pH 6.2 y 5.8. Para el ajuste de los niveles
de pH se utilizé HCl y NaOH 1N.

Cuadro 4. Solucion Steiner (Baca-Castillo et al., 2016).

((Cj:SEnzl)s NOs H:POs SO~ K* Ca® Mg* Fe B Mn Zn Cu Mo

ppm 168 31 112 273 180 48 3 05 0.5 0.05 0.025 0.002

Durante 2 meses de monitoreo el experimento se mantuvo con riegos cada 2 dias con
agua potable y solucion nutritiva al 40% (2 veces por semana), con un gasto de 150 mL
por unidad experimental. A partir del mes 3 se redujo la concentracién al 20% (1 vez por

semana) respetando los mismos niveles de pH y el resto del riego con agua potable.
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Figura 7. Inoculacion de HFMA y PGPR.

4.1.7. Evaluacion de tratamientos

La evaluacion se inici6 apartir de los 181 dids después del trasplante (DDT); las plantas
fueron extraidas de la maceta, se separd una cuarta parte del sistema radical (raices y
rizosfera) de cada unidad experimental y se form6 una muestra compuesta por cada

tratamiento. Los siguientes parametros fueron valorados:
4.1.7.1. Diametro de tallo

Durante el desarrollo del cultivo se determiné el didmetro de tallo en los 12 cm. Sobre
suerficie del sustrato, cada siete dias en cada unidad experimental con un vernier digital
(Steren MR)

4.1.7.2. Peso seco de la parte aéreay de laraiz

Para esta variable se separ6 la parte radical de la vegetativa. La parte aérea (tallos y
hojas) fueron pesados en fresco y guardado en bolsas de papel. Las raices fueron
lavadas perfectamente con agua de la llave, se pesaron y guardaron en bolsa de papel.
Posteriormente, los materiales vegetales se secaron en la estufa de aire forzado a 72 °C

durante 96 h y por ultimo pesados en balanza analitica (Sartorius SX-100).
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4.1.7.3. Concentracion de nutrimental

Se analizo la concentracion de nutrimentos primarios (N, P, K) en parte vegetativa, para
ello, la parte aérea se secO a 60 °C en estufa de aire forzado durante 24 horas, por
segunda vez. El material vegetal seco se moli6é para obtener 3 muestras compuestas por
tratamiento. Posteriormente, el andlisis quimico de tejido se realiz6 con las metodologias

reportadas (Alcantar y Sandoval 1999).
4.1.7.4. Crecimiento y arquitectura radical

Para la determinacién de parametros radicales, las raices fueron lavadas perfectamente
con agua de la llave para eliminar los restos de sustrato, especialmente espuma de
polifenol. Posteriormente fueron cortadas, evitando alterar la arquitectura radical. Las
muestras de raices de cada planta fueron colocadas en charolitas de plastico. En algunos
tratamientos fueron distribuidas en al menos 4 charolas, debido a la gran cantidad de

raices por unidad experimental (Figura 8).

Por ultimo, estas fueron escaneados mediante el software de escaner con el equipo
Winrhizo® Pro version 2016. Los parametros obtenidos fueron: volumen, longitud,

distribuciones de las longitudes, area superficial y nimero de ramificaciones de las

raices.

Figura 8. Estructura radical, acomodo y distribuciéon de raices para el escaneo y analisis de

parametros con el software Winrhizo.
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4.1.7.5. Colonizacién micorrizica

El porcentaje de colonizacion micorrizica se evalué con el método de clareo y tincion con
azul de tripano (Phillips y Hayman, 1970) en frio, para ello se tomaron raices y se
colocaron en una solucion KOH al 10 % durante 7 dias, lo que implic6 6 cambios de
solucion KOH, hasta la obtencion de raices claras. Posteriormente, a la muestra se le
agrego azul tripano y se dejo en reposo por 24 h a temperatura ambiente. Se tomaron
secciones de 3 cm aproximadamente para su montaje en portaobjetos, se cubrieron con

cubreobjetos y por Ultimo se observaron en microscopio éptico (Iroscope OM-100) y a

60X. El proceso de clareo y tincion se muestra en la Figura 9.

Figura 9. Proceso de clareo y tincién con azul tripano para determinacién de colonizacion.
4.1.7.6. Tamafo de poblaciones bacterianas

La cuenta de microorganismos viables se realiz6 mediante conteo por diluciones
seriadas de sustrato rizosférico. De la dilucién 10-*a la 10-¢ fueron sembradas en cajas
Petri con medios de cultivo. Mediante rastrilleo se distribuy6 la alicuota de 100 pL en
cuatro medios diferentes, tres repeticiones de cada uno y con sus respectivas diluciones.
Para bacterias totales se us6 agar nutritivo (diluciones 10-°y 10-9), para R44-DsRed se
us6 agar nutritivo con ampicilina (diluciones 102y 10-3), para fijadoras de N atmosférico
se usé medio de cultivo con fuente combinada de Carbono (C), (Rennie et al., 1981;
diluciones 102y 10-3), agar papa dextrosa (PDA; diluciones 102y 10-3). El conteo de
colonias crecidas se realizaron 48 h después de su siembra (Figura 10) y se calcul6 el
numero de unidades formadoras de colonias (UFC) por cada g de sustrato rizosférico

SEeCoO.
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Figura 10. Cajas de Petri para método de cuenta viable en cuatro medios de cultivo diferentes

(PDA, Agar nutritivo+antibiético, fuente combinada de C y agar nutritivo).
4.1.7.7. Colonizacién de raices por bacteria fluorescente inoculada

La colonizacion de la cepa R44-DsRed se determiné por microscopia de epifluorescencia
utilizando el filtro Texas Red (Olympus BX-51). Para ello, las raices finas se cortaron
longitudinalmente y se colocaron en portaobjetos (segmentos de 1 cm aprox; Figura 11).
Estos segmentos de raiz se observaron a 40X. Los parametros de la proteina
fluorescente son 25.9 kDa, el maximo de excitacion es de 558 nm y el maximo de emision
es de 583 nm. Al final, las micrografias fueron obtenidas con camara digital (QMax 2.9

Mpx) y procesadas con el programa informatico Q-Capture (MR).
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Figura 11. Cortes longitudinales de raices de plantas de aguacate para determinar colonizacion

por la bacteria fluorescente R44-DsRed.
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4.1.8. Analisis estadistico

Para el analisis de datos de las variables obtenidas se utilizé el lenguaje de programacion
Ry el ambiente R version 4.2.1 para Windows. Para el analisis de varianza se considero
gue los experimentos factoriales (efectos principales y simples) presentaron tratamientos
distribuidos completamente al azar. La prueba de comparacién de medias de Tukey (P<
0.05) se realiz6 solo a las variables que cumplieron con las pruebas de distribucion
normal (Shapiro-Wilk), independencia de datos y de homogeneidad de varianzas (la
prueba de Bartlett). Para la variable tamafio de poblaciones de bacterias totales se
realizo la transformacién a logaritmo natural para uniformizar la distribucion de datos. Los
datos de las variables que no cumplieron con los supuestos se analizaron como variables

no paramétricas mediante la prueba de Kruskal-Wallis.
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4.2. Crecimiento y concentracion de nutrimentos en plantas de aguacate
inoculadas desde semilla con HFMA y PGPR vy fertilizadas con roca

fosforica.
4.2.1. Establecimiento del experimento

El experimento fue establecido a cielo abierto en el Municipio de Texcoco, Estado de
México; en los meses de abril a Julio, con temperaturas maxima de 35 °C y minimo de
11 °C. En las coordenadas geograficas latitud: 19° 30.829’ N, longitud: 98° 52.729’ O,
altitud: 2251 m.

Las semillas de aguacate utilizadas fueron de la variedad criolla raza mexicana, estas
fueron obtenidas directamente del arbol en produccion del Estado de Oaxaca, San Juan
Bautista Atepec. Las semillas se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% durante 10
min, posteriormente se dejaron secar a la sombra. Las semillas se colocaron en bolsas
de plastico con sustrato y posteriormente se aplicaron los tratamientos correspondientes
(Figura 12).

Los in6culos con HFMA y con PGPR fueron depositados directamente sobre las semillas

y por ultimo la roca fosférica (RF) fue aplicada a un lado de las mismas (Figura 13).

El sustrato se mezcld y desinfect6 de la misma manera que se describe en el punto 4.1.3.
de este documento, la proporcién perlita: espuma empleada fue 2:1 (v/v) con 55.2 % de
retencion de agua, 37.3 % de aire y 92.5 % de porosidad total. La mezcla se realizé en

hamedo y vaciado en bolsas de polietileno de 2 L (marca comercial Gya Mex).
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Figura 12. Seleccidn, desinfeccién y siembra de semillas de aguacate criollo.

El disefio experimental empleado fue un disefio factorial 23, teniendo como factores
(HFMA, PGPR y RF) con dos niveles cada uno y diez repeticiones para cada tratamiento,
obteniendo un total de ocho tratamientos y 80 unidades experimentales, cada semilla
una unidad experimental. Los niveles considerados fueron: HFMA (10 g de inoculante,
sin in6culo), PGPR (10 mL de suspension bacteriana inicial, sin inocular) y por ultimo RF
(10 ppm P20s, sin roca fosférica) por cada unidad experimental y deacuerdo al volumen
del contenedor. Los tratamientos quedaron distribuidos como se muestra en el Cuadro
5.

Cuadro 5. conformacién de tratamientos aplicados a las semillas.
TRATAMIENTOS
T1= HFMA+ PGPR+ RF
T2= HFMA+ PGPR
T3= HFMA+ RF

T4= HFMA

T5= PGPR +RF
T6= PGPR

T7= RF

T8= Testigo

HFMA: Hongo formador de micorriza arbuscular, PGPR: bacterias promotoras del crecimiento

vegetal, RF: roca fosférica.
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Hasta el periodo de evaluacion, las plantas se regaron con agua potable cada 48 h, con

un gasto aproximado de 50 mL por unidad experimental.

Figura 13. Aplicacion del inéculo de HFMA, PGPR y RF en las semillas de aguacate.
4.2.2. Preparacion del inéculo bacteriano

El proceso de reactivacion, cultivo y suspension bacteriana fue similar al punto 4.1.4. de
este documento. Una variante fue para el conteo de la carga bacteriana, ya que, en esta
ocasion, las células bacterianas se contabilizaron con una camara de Neubauer. La
concentracion de células bacterianas fue de 4.44x10 1y 7.7x10 *° UFC mL™* para P61y
A46 respectivamente. Al momento de la siembra se aplicaron 10 mL de la suspension
bacteriana conteniendo estas 2 cepas. En la inoculacion complementaria (75 dias
después del trasplante) se aplicaron las cepas C56 y R44-DsRed. Estas cepas fueron
cultivadas en caldo nutritivo durante 72 h, resuspendidas con agua estéril y aplicadas a
una concentracion de 4.12 x101°y 2.44 x10* UFC mL™.

4.2.3. In6bculo de HFMA

El inéculo fue propagado, extraido de las raices y area rizosférica de la planta trampa
Vaporub (Plectranthus coleoides Benth. c.v. mintleaf), con condiciones de aplicaciéon

similares a las mencionadas en el punto 4.1.5. de este documento (Figura 12).
4.2.4. Roca fosforica

La roca fosforica empleada (10 ppm P20s) fue de la marca comercial Grow Depote
(México), con la siguiente composicion en ppm: Carbono (C) 4.63, Nitrégeno (N) 3.55,
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Fosforo (P20s) 25.073, Calcio (CaO) 45.16, Silicio (SiO2) 10.005, Aluminio (Al203) 3.283,
Hierro (FeO) 0.961, Sodio (Na20) 0.507, Magnesio (MgO) 0.043, Potasio (K20) 0.061,
Azufre (SO3) 0.08, Manganeso (MnQO) 0.036, Zinc (Zn) 53.

4.2.5. Evaluacion de tratamientos

La evaluacion se inicio apartir de los 35 dids después de la siembra (DDS) para el caso
del porcentaje de germinacién y las variables de desarrollo, estas lecturas fueron
realizadas cada 7 dias y las otras fueron evaluadas al terminé del experimento (103 DDS
y 68 dias después de su emergencia), momento en el cual las plantas fueron extraidas

de las macetas.
4.25.1. Porcentaje de germinacién

El porcentaje de germinacion se evalué a los 35 DDS, relacionando la cantidad de

semillas germinadas con respecto al total que fueron sembradas (Figura 14).

Figura 14. Evaluacién de germinacion de semillas de aguacate.
4.2.5.2. Altura, diametro de tallo y namero de hojas

Dentro de las variables de desarrollo se evalué semanalmente la altura con un flexémetro
(Trupere), el diametro del tallo se midié en cada unidad experimental a 5 cm sobre la
superficie del sustrato, con un vernier digital (Steren MR) y se contaron las hojas de cada

planta (Figura 15).
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Figura 15. Evaluacioén de variables de desarrollo (altura y diametro) en plantulas germinadas de

aguacate.
4.2.5.3. Peso seco de la parte aéreay de laraiz

Para esta determinacion se realizaron pasos muy similares a los indicados en el punto

4.1.7.2. de este documento.
4.25.4. Concentracién de nutrimental

La determinacion de esta variable se realiz6 como esta indicado en el punto 4.1.7.3. de

este documento.
4.25.5. Crecimiento y arquitectura radical

Para la determinacién de estas variables se realizé el mismo procedimiento descrito en
el punto 4.1.7.4. de este documento con el equpio WinRhizo. Imagenes de este

experimento se presentan en la Figura 16.
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Figura 16. Arreglo y distribucion de raices para escaneo en Winrhizo.
4.2.5.6. Colonizacién micorrizica

El porcentaje de colonizacién micorrizica se evalu6 con el método de clareo y tincion con

azul de tripano indicado a detalle en el punto 4.1.7.5. de este documento.
4.25.7. Tamafio de las poblaciones bacterianas

Se realiz6 mediante el método de cuenta viable, con diluciones decimales y siembra en

los medios de cultivo descritos en el punto 4.1.7.7. de este documento (Figura 17).

Figura 17. UFC en cuatro medios de cultivos diferentes (agar +antibiético, Rennie, Agar nutritivo,
PDA).

40



4.2.5.8. Colonizacion de raices por bacteria fluorescente inoculada

La colonizacion de los tejidos radicales se evalu6 mediante el proceso descrito en el

punto 4.1.7.8. de este documento.
4.2.6. Analisis estadistico

Para el analisis de datos de las variables obtenidas se utilizé el lenguaje de programacion
Ry el ambiente R version 4.2.1 para Windows.de lenguaje libre y abierto. Para el analisis
de varianza se considero que los experimentos factoriales (efectos principales y simples)
presentaron tratamientos distribuidos completamente al azar. La prueba de comparacion
de medias de Tukey (P< 0.05) se realiz6 solo a las variables que cumplieron con las
pruebas de distribucibn normal (Shapiro-Wilk), independencia de datos y de
homogeneidad de varianzas (la prueba de Bartlett). Los datos de las variables que no
cumplieron con los supuestos se analizaron como variables no paramétricas mediante la

prueba de Kruskal-Wallis.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. Inoculacion de hongos formadores de micorriza arbuscular y
bacterias promotoras del crecimiento vegetal en plantas de aguacate

regadas con solucion nutritiva de diferente pH.
5.1.1. Diadmetro de tallo

En el Cuadro 6 se muestran las medias del diametro de tallo para los distintos
tratamientos, donde, se indica que existieron diferencias estadisticamente significativas
para esta importante caracteristica de los portainjertos. Los factores inoculacion con
HFMA y con PGPR tiene una respuesta favorable en aumento del diametro de tallo
respecto al testigo. Asi mismo, la solucién nutritiva pH 5.8 fue mejor que 6.2. De esto, se
destaca que el tratamiento con plantulas inoculadas con PGPR, HFMA y con solucion
nutritiva pH de 6.2 fueron las que tuvieron mayor diametro de tallo. Curiosamente, el
tratamiento con la utilizacion de solucién nutritiva a pH 6.2, pero sin inoculacién de

microorganismos, presento el didmetro de tallo mas bajo (Figura 18).

Lo que implica que la inoculacion de PGPR y HFMA, favorece el incremento en diametro
de tallo. Esto coincide con Angulo-Castro et al. (2018), obtuvieron que las cepas
bacterianas (P61 y R44) mostraron mayor efecto en diametro de tallo con respecto al
testigo sin fertilizar en ambos cultivares de chile; asi mismo, la inoculacién de HMA mas
efectivos en diametro de tallo correspondieron a los consorcios H1 y H3. También,
Cabanzo et al. (2020) obtuvieron diametros de tallo (entre 13 y 5% mas) en plantulas de

chile serrano con la inoculacién de P. tolaasii.

Por otro lado, Sotomayor et al. (2022) indicaron diametros de 7.5 mm y de 7.51 mm en

plantulas de aguacate de cultivar criollo para los consorcios 1y 2 respectivamente.
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Cuadro 6. Efectos principales y simples por PGPR, HFMA, pH de la solucion nutritiva y su
interaccion en el diametro del tallo de plantas de aguacate criollo a los 181 DDT.

TRATAMIENTOS

DIAMETRO DE TALLO

(mm)
HFMA + PGPR+ pH 6.2 8.08 +£0.90 a
HFMA + PGPR+ pH 5.8 7.68 £1.00 ab
HFMA + pH 6.2 6.66 + 0.52 bc
HFMA+ pH 5.8 6.45+094c
PGPR +pH 6.2 6.36 + 0.62 c
PGPR + pH 5.8 7.66 £ 0.69 ab
pH 6.2 490+0.50d
Testigo (pH 5.8) 5.81+0.71 cd
DHS 1.19
Efectos principales
HFMA
SIN 6.19+£1.17Db
109 7.22+1.07 a
PGPR
SIN 596+0.946 b
10 mL 745+1.02a
pH
5.8 6.90+1.14 a
6.2 6.51+£1.29b
SIGNIFICANCIA¥
HFMA el
PGPR Frk
pH -
HFMA x PGPR NS
HFMA x pH el
PGPR x pH NS
HFEMA x PGPR x pH NS

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal. Promedios + desviacion estdndar(sd) con letras distintas en la columna, indican diferencias
estadisticas (Tukey, a = 0.05). DHS = Diferencia Honestamente Significativa de Tukey. ¥No significativo y
significativo a p < 0.05, 0.01 y 0.001 fueron identificadas como NS, *, **, *** respectivamente.
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DIAMETRO DE TALLO

-

ab

-
e
|

DIAMETRO (mm)
a

HFMA HFMA+PGPR  HFMA+PGPR+pH 6.2 HFMA+pH 6.2 PGPR PGPR+pH 6.2 pH6.2 Testigo

TRATAMIENTOS

Figura 18. Diametro del tallo de plantas de aguacate criollo inoculadas con PGPR, HFMA y
distinto pH de la solucién nutritiva utilizada para regar. Las barras indican error estandar (SE).

Letras diferentes sobre las columnas indican diferencias significativas [Tukey (DHS), a=0.05].
5.1.2. Peso seco de la parte aéreay de la raiz

En peso seco de la parte aérea (variable no paramétrica), las medias de los tratamientos
mostraron diferencias relevantes estadisticamente, basadas en la prueba de Kruskal-
Walllis (Cuadro 7). El factor mas determinante para la variable de crecimiento de la parte
aérea fue el pH de la solucién nutritiva. En este parametro se muestran reducciones por
el incremento de pH respecto al tratamiento testigo. En el caso del tratamiento pH 6.2 sin
inoculacién de microorganismos, este generd una reduccion del peso seco del 73.74%
respecto al testigo (3.84 g con pH 6.2 y 14.62 g con pH 5.8). Otros tratamientos que
fueron inoculados con bacterias, hongos formadores de micorrizas y con aumento de pH
a 6.2, presentan reducciones menores del 50% respecto al testigo. Es decir, la
inoculacién con microorganismos benéficos aminoro los efectos del aumento del pH en

la solucién nutritiva.

Estos pesos son menores a los que obtuvieron Sotomayor et al. (2022), con la aplicacion
del consorcio bacteriano de 19.93 g, representando un incremento del 12% con respecto
a su testigo. Por otro lado, Viera et al. (2017c), indicaron un incremento de biomasa seca

del 10% con la inoculacion de HFMA (Glomus spp) respecto a su tratamiento testigo.
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Lépez-Moctezuma, et al. (2005), reportaron peso seco vegetativo de 12.9 g., 12.9 g, 24
g. en plantulas de papayo (115 DDS), con inoculacion de Bacillus pumillus, HMA (Glomus
spp) y la combinacién de ambos respectivamente. En este sentido también Rubin et al.
(2017), indicaron que las PGPR tienen mejor respuesta en la mejora de los brotes

vegetativos que en la biomasa de raices en condiciones limitadas de agua.

El peso seco de raiz mostré efectos principales por HFMA, PGPR y efectos simples,
aunque unicamente por la interaccion HFMA*pH (Cuadro 7). La inoculacion con PGPR
se obtuvieron pesos de 6.41 £3.7ga11.79 + 4.5 gy con HFMA pesos de 7.23 +4.40 a
11.14 £ 4.7 g, lo que implica que provocaron aumentos de casi el doble en el crecimiento
de las raices de las plantas de aguacate. El factor pH de la solucion nutritiva mantuvo
valores similares de peso seco de la raiz. Los tratamientos inoculados con PGPR, HFMA
y su combinacién presentaron mayor biomasa radical en los dos niveles de pH. Como es
el caso del tratamiento HFMA+ PGPR con pH 5.8 que obtuvo un incremento de 127 %
respecto al testigo, el tratamiento PGPR y HFMA con pH 6.2, mantuvo un buen
crecimiento radical. Lo anterior implica que la respuesta por inoculaciones de
microorganismos benéficos se obtuvieron aumentos de 3 a 127% respecto al testigo. Por
lo contrario, el tratamiento irrigado con solucién nutritiva con pH 6.2 y sin ningan tipo de
inoculacién presenté una disminucion de 56% en biomasa seca radical respecto al

testigo.

Esto coincide con lo que reportan Mutumba et al. (2018), el mayor contenido de materia
seca de raiz se obtuvo con la inoculacién de una mezcla de cepas (Bacillus spp. y
Pseudomonas spp.) en dos genotipos de trigo bajo dos regimenes de riego. Por otro
lado, Sotomayor et al. (2022) obtuvieron pesos secos de raiz de 5.19 g, 5.44 g para los
consorcios 1y 2 respectivamente. Lemus-soriano et al. (2021) mostraron que la mezcla
Nutrisorbe L + Biofite RTU presento el mayor peso seco con 24.5 g, seguido por los

tratamientos de Glumixe y Nutrisobe L + Mycoroot en plantas de aguacate.

En peso seco total (variable no paramétrica), presento diferencias entre las medias de
los tratamientos inoculados con PGPR y HFMA en los dos niveles de pH y respecto al

testigo (Cuadro 7). EI mayor peso de biomasa seca total se present6 con la inoculacién
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de PGPR a pH 5.8 con un incremento de 44%; mientras que tratamiento pH 6.2 y sin
inoculacién presentd una reduccién de 64.1 % en el peso respecto al testigo, siendo este
el mas bajo en todos los tratamientos.

En este sentido, Gallart et al. (2022) indicaron que la inoculacién con PGPR no afecto
significativamente a la masa seca total de las plantas fertilizadas con N inorgénico. Asi
mismo, Angulo-Castro et al. (2018) determinaron que en los 2 cultivares de C. annuum
se observo un mayor efecto positivo en el peso seco total por la inoculacion con HMA en
comparacién con la inoculacién con bacterias promotoras del crecimiento vegetal. El-
Mageed et al. (2022) determinaron que el efecto de inoculacién de sus aislados
bacterianos tuvo un efecto positivo notable en los parametros de crecimiento de las

plantas con estrés y sin estrés.
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Cuadro 7. Efectos principales y simples de PGPR, HFMA, pH de la soluciéon nutritiva y su
interaccion, en el peso seco de la parte aérea, de la raiz y total en plantas de aguacate a los 181
DDT.

PESO SECO
TRATAMIENTOS DE LA PARTE PESLOASREA%Q DE F;'éST(XLS'(ENCPC)’
AEREA (NP)
9)

HFMA+ PGPR+pH 6.2 14.88+10.81a 13.99+2.50ab 28.87 £13.22 a
HFMA+ PGPR+ pH5.8 14.48+10.12ab 14.67+4.25a 29.16 £11.70 a

HFMA+ pH 6.2 10.97 +5.71ab 9.24+4.34 bc 18.97 + 7.44 ab
HFMA+ pH 5.8 8.21+3.87ab 6.68 = 2.29 cd 1490+555Db
PGPR + pH 6.2 949+299ab 8.00%2.18cd 18.73 +7.06 ab
PGPR+ pH 5.8 17.87£2.63 a 11.50+£4.78 abc 29.38 +6.59 a
pH 6.2 436+2.19b 295+1.42d 7.315+3.477b
Testigo (pH 5.8) 13.93+750ab 6.46+3.58cd 20.39 £10.47 ab
Chi cuadrada (x?) 25.145 - 32.298

p-value 0.00071512 ---meee-- 3.576e-05

DHS = e 532 e

Efectos principales

HFMA

SIN e 7.23+440b -

10g e 11.14+47a -

PGPR

SIN e 6.41+3.7b -

10omL e 11.79+45a -

pH

58 e 9.80+506a -

6.2 e 854+48 a @ -
SIGNIFICANCIA¥

HFMA e ek s

PGPR e wE e

pH e NS e

HFMA x PGPR e NS e
HFMAXpH e oo e
PGPRxpH = e NS e
HFMA X PGPR xpH = --------- NS e

(NP)=Variable no-paramétrica. HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal. Promedios + desviacion estandar con letras distintas en la columna,
indican diferencias estadisticas (Tukey, a=0.05). ). DHS = Diferencia Honestamente Significativa de Tukey.
¥No significativo y significativo a p < 0.05, 0.01 y 0.001 fueron identificadas como NS, *, ** **x
respectivamente.
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5.1.3. Concentracion nutrimental

Para el porcentaje de N en parte vegetativa se determiné que existen diferencias
significativas entre tratamientos (Cuadro 8). Siendo el tratamiento HFMA+PGPR+ pH 6.2
gue presentd mayor concentracion de N (21.7%), HFMA+PGPR (9.6 %), PGPR (8.8%),
HFMA (5.6 %) respecto al testigo. Mientras que el tratamiento pH 6.2, mostré una
reduccion del 12.9% en porcentaje de concentracién de N, respecto al testigo (Figura
19). Dentro de los efectos principales se tiene que estas diferencias los determinan los
factores HFMA y PGPR.

En este aspecto, Gallart et al. (2022) indicaron que la inoculacion de PGPR mejoro
significativamente la eficiencia de absorcién de N en las plantulas de aguacate cuando
se aplicé conjuntamente con una combinacién de fertilizantes de N inorganicos y
organicos. Karlidag et al. (2007) mencionaron que los tratamientos bacterianos
aumentaron el contenido de elementos nutrientes de las plantas (PNE) de las hojas de
manzana en comparaciéon con los testigos. En especifico, las inoculaciones OSU-142

aumentaron el contenido de N y las inoculaciones de M3 aumentaron el contenido de P.

Por otro lado, estos porcentajes son menores a los reportados por Sotomayor et al.
(2022), en su ensayo de aplicacion de consorcio 1 (2.34% N) en el consorcio 2 (2.27 %

N) y testigo (2.48% N) donde no encontraron diferencias significativas entre consorcios.

Este nutrimento es de suma importancia por la cantidad requerida para el desempefio
correcto del metabolismo de la planta. En el &mbito practico esta relacionado con el
crecimiento y el color verde en las hojas. Sin embargo, su principal funcién es a nivel
estructural, siendo constituyente de aminoacidos, enzimas, proteinas, coenzimas,

vitaminas, &cidos nucleicos entre otros (Alcantar et al., 2016).

En cuanto al porcentaje de P en parte vegetativa se determiné que existen diferencias
significativas entre tratamientos (Cuadro 8). Todos los tratamientos que fueron
inoculados con HMA o PGPR presentaron un incremento respecto al testigo. El
tratamiento HFMA+PGPR presentd mayor porcentaje de P (53 %), seguido los otros
tratamientos, HFMA + PGPR + pH (46 %), HFMA+ pH (43 %), PGPR + pH (33%), PGPR
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y HMA (23%) respecto al testigo. Mientras que el tratamiento pH presentd una reduccion

del 3% respecto al testigo.

Estos porcentajes son mayores a los reportados por Sotomayor et al. (2022), en su
ensayo de aplicacion de consorcio 1 (0.12% P) en el consorcio 2 (0.11 % P) y testigo
(0.1% P), no encontraron diferencias significativas entre tratamientos.

Por el contrario, Pereira et al. (2020) mencionaron que los bioinoculantes promovieron
significativamente la biomasa de brotes y la eficiencia del uso de P y N por parte de las
plantas de maiz. Viera et al., (2017b) determinaron que el efecto de microorganismos
como micorrizas nativas favorece el incremento de la biomasa y absorcion de P en

plantas de aguacate.

Por otra parte, Mutumba et al. (2018), indicaron que la inoculacién con cepas de Bacillus
sp y Pseudomonas sp aplicadas por separado aumento los niveles de NPK en Fontagro
8, pero solo en plantas sometidas a sequia. Esto tiene congruencia a lo obtenido en este
experimento, cuando se aumento el pH 5.8 a 6.2 se encontré mayor porcentaje de fosforo
en la parte aérea de la planta con la inoculacion de PGPR y HFMA. Lo que implica que
la inoculacion de PGPR y HFMA promueven el crecimiento y le confiere tolerancia de

estrés tipo abiotico a las plantas de aguacate.

Las plantas durante su fase vegetativa absorben el maximo P, y el P absorbido se
almacena en frutos y semillas en desarrollo (Kumari et al., 2022). El fésforo es uno de
los nutrimentos importantes no por su cantidad requerida, sino por sus funciones que
desempefia en el metabolismo de la planta, como componente de acidos nucleicos y de
moléculas ricas en energia (Jiménez et al., 2015). En el ambito practico se le atribuye su
importancia para el crecimiento y formacion de raices, ademas de su importancia en

etapa de floracion y fuctificacion (Salazar, 2002)

En el porcentaje de K en parte vegetativa no existen diferencias significativas
estadisticamente (Cuadro 8) entre tratamientos. Todos los tratamientos se comportan de
manera similar al testigo, lo que indica que la inoculacion de HFMA, PGPR y el nivel de

pH no presentaron efecto en lo que respecta a la concentracion de K en tejido vegetal.
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Estos valores son mayores y concuerda a los que obtuvieron Sotomayor et al. (2022), en
su ensayo de aplicacion de consorcio 1 (1.66 % K) en el consorcio 2 (1.51 % K) y testigo
(1.74%K), el que tampoco encontraron diferencias significativas estadisticamente entre

sus tratamientos.

La demanda de K en una etapa vegetativa es muy baja a comparacion a los
requerimientos en otras etapas como desarrollo o fructificacion. También se le atribuye
a su importancia por conferir resistencia a estrés de tipo biotico y abidtico, funge como
osmoregulador en la apertura estomatica y uso eficiente del agua ante condiciones de
déficit hidrico.

El cultivo de aguacate es un cultivo altamente sensible a los gradientes diferenciales de
pH y salinidad y, esto a su vez repercute en la eficiencia de absorcién nutrimental via
raiz, asi como la sobrevivencia de la planta en ambientes con condiciones limitantes.
Estudios han reportado que el rango de pH del suelo adecuado para las plantas de
aguacate es de 5.5- 6.5 (Bernal y Diaz, 2006). Sin embargo, Barbe (1995), indicé que
huertos sanos y productivos se encuentran a pH 5.5-6.0, por lo que este rango de pH

puede ser deseable en el manejo de estos suelos (Barber, 1995).

En este experimento, la Inoculacion de PGPR y HFMA tiene efecto positivo en la
absorcion de nutrimentos principalmente en Nitrogeno y fosforo en los dos niveles de pH,
y especificamente a pH 6.2. Esto coincide con lo que Kumari et al. (2022), mencionaron
gue la PGPR mejoran significativamente el crecimiento de cereales y otros cultivos

horticolas.

De acuerdo con Tapia, (2012) y su clasificacion de concentracion de nutrimentos en las
hojas del aguacate, se tiene que el N se encuentra en el rango 6ptimo (1.3%-1.9%), P

en el rango alto (>0.12%) y K en el rango alto (>1.5%).
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Cuadro 8.Efectos principales y simples por PGPR, HFMA, pH de la solucién nutritiva y su
interaccion en la concentracion nutrimental (N, P, K) de plantas de aguacate criollo a los 181

DDT.

TRATAMIENTOS N P K
%

Testigo (pH 5.8) 1.24+0.032¢c 0.13+ 0.005bc 1.80%0.100a
HFMA + pH 5.8 1.31+0.015bc 0.16+0.015ab 1.87 % 0.055a
HFMA +PGPR + pH 5.8 1.36 £+ 0.030 b 0.20+ 0.025a 1.73+0.111 a
HFMA + PGPR+pH 6.2 151+0.043a 0.19+0.005a 1.85+0.070 a
HFMA + pH 6.2 1.30+0.005bc 0.18+0.011a 1.68 +0.032 a
PGPR + pH 5.8 1.35+0.066b 0.16+0.005ab 1.83+0.065a
PGPR +pH 6.2 1.30+0.020 bc 0.17+0.005ab  1.77 £0.047 a
pH 6.2 1.08+0.020d 0.12+0.020c 1.75+0.032 a
DHS 0.096 0.039 0.197
Efectos principales
HFMA
SIN 1.24+0.11b 0.150+0.022b  1.790 £0.063 a
109 1.37+0.088a 0.188+0.019a 1.7850.104 a
PGPR
SIN 1.23+0.099b 0.154+0.027b  1.777 £0.088a
10 mL 1.38+0.089a 0.185+0.019a 1.797£0.08 a
pH
5.8 1.31+0.060a 0.168 +0.027 1.807 £0.09 a
6.2 1.29+0.16a 0.170 + 0.029 1.767 £ 0.07 a
SIGNIFICANCIA¥
HFMA ok ok NS
PGPR b b NS
pH 6.2 NS NS NS
HFMA x PGPR NS NS NS
HFMA x pH ok NS NS
PGPR x pH ol NS *
HFMA x PGPR x pH NS NS *

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal. Promedios + desviacion estandar(sd) con letras distintas en cada columna, indican diferencias
estadisticas (Tukey, a = 0.05). ). DHS = Diferencia Honestamente Significativa de Tukey. ¥*No significativo
y significativo a p < 0.05, 0.01 y 0.001 fueron identificadas como NS, *, **, *** respectivamente.
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Figura 19. Porcentaje de nitr6geno, fésforo y potasio en parte aérea de plantas de aguacate
criollo inoculadas con PGPR, HFMA vy distinto pH de la solucién nutritiva utilizada para regar.
barras * desviacidon estandar con letras distintas en cada nutriente, indican diferencias
estadisticas (Tukey (DHS), a=0.05) ].

5.1.4. Crecimiento y arquitectura radical

Los resultados obtenidos mediante el sistema de analisis de imagenes de raices
Winrhizoe, indican diferencias entre tratamientos (Cuadro 9) para las variables, longitud

de raices, volumen radical, nimero de puntas y ramificaciones.

En el Cuadro 9 se muestran los efectos principales por la inoculacion de HFMA, PGPR
y pH sobre la longitud radical. De ello se evidencio que el tratamiento que presenté mayor
longitud fue HFMA+PGPR con pH 6.2 (355%), posteriormente aquellos que también
tuvieron respuesta favorable fueron los tratamientos inoculados con PGPR (291%),
HFMA+PGPR (206%), PGPR+pH 6.2 (205%) respecto al testigo. En el tratamiento
HFMA + pH (91%), HFMA (49%), sin la adicion de PGPR se reduce la longitud radical
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drasticamente. Mismo comportamiento para el tratamiento con aumento de pH y sin
inoculacién; el cual presenté una reduccién de 50% en longitud respecto al testigo,

siendo este el valor mas bajo.

Al igual que Lemus-Soriano et al. (2021), reportaron longitud de raiz de 63.23 cm
promedio como su mejor respuesta inoculados con Nutrisorb® L + Biofit® RTU en
plantulas de aguacate. Mientras que Yuan et al. (2022), mostraron que una de sus cepas
de PGPR (YDSY8) tuvo impacto en biomasa radical, ya que promovio la longitud de las
raices. Por el contrario, Cabanzo-Atilano et al. (2020), reportaron una disminucion en
longitud radical en chile serrano con la inoculacion de P61, este efecto lo atribuye al
estrés de adaptacion en el trasplante. Asi mismo, Glick (2014), indicé que PGPR puede

aumentar la longitud de las raices.

En este caso el aumento de pH fue determinante en el desarrollo de longitud de raices,
y la inoculacion de PGPR Y HFMA favorecieron una mejor respuesta y tolerancia a esta
condicion. En este sentido, Cohen et al. (2015), sefialan que la inoculacion PGPR en
plantas que crecen en condiciones extremas podria ayudar a la planta a enfrentar o
tolerar parte de este estrés al aumentar la longitud de la raiz, lo que permite un mejor
acceso al agua o nutrimentos. ElI-Mageed et al. (2022), sefalaron que las PGPR se
consideran una de estas estrategias para la mitigacion de los efectos perjudiciales del

estrés por sequia en las plantas
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Cuadro 9. Efectos principales y simples por PGPR, HFMA, pH de la solucion nutritiva y su interaccion, en el crecimiento y
arquitectura radical de plantas de aguacate a los 181 DDT.

LONGITUD DE VOLUMEN
TRATAMIENTOS RAICES RADICAL PUNTAS RAMIFICACIONES
cm cm3 num num
Testigo (pH 5.8) 749.83 £ 275.0 cd 208.93+8.6d 2189 £1436.2 bc 2310.33+824.75b
HFMA + pH 5.8 1119.05+586.5cd 308.7 +17.2c 3411.0 £ 1916.1 abc  4367.33 + 2886.2 ab
HFMA + PGPR + pH 5.8 2297.84 + 1277 abc 516.86 +55.4 a 6474 + 4305.1 abc 5973.33 £3251.3 ab
HFMA + PGPR + pH 6.2 3408.74+ 95.4 a 519.9+9.12 a 9285.33+1916.49a 9195.66 +1613.22 a
HFMA + pH 6.2 1431.44 £ 747.9 bcd 363.6 £ 44.69 bc 3044.33 £ 1367.2 abc 4327 + 2474.8 ab
PGPR + pH 5.8 2934.96 + 414 ab 513.3+456 a 7758.3 £ 2546.45ab 9590 + 1175.8 a
PGPR + pH 6.2 2282 + 669.6 abc 417.7+5.59b 6581.6 £ 1820.2 abc 7496 + 2891.9 ab
pH 6.2 363.43+151.5d 958+6.6e 554.33+197.8¢c 1672 £549.7 b
DHS 1805.399 87.65 6293.157 6189.848

Efectos principales

HFMA

SIN 1582.74 + 1165.16 30895+ 173.59b 4270.8+3447.6 a 5267.08 + 3783.02 a
a

10g 2064.27 +£1150.40a 427.29+102.26a 5553.6+3470.3 a 5965.83 + 3049.25 a

PGPR

SIN 915943 +597.23 b 24429+108.65b 2299.6+1646.76Db 3169.167 2092.0 b

10 mL 2731.06 £808.51a 491.95+54.50a 7524.8 + 2687.57 a 8063.750 + 2536.06 a |

pH

5.8 1775.42+111791a 386.97 +142.3 a 4958.08 + 3331.79 a 5560.2 + 3399.3 a

6.2 187158 + 1246.0a 349.28 +164.8b 4866.41 + 3704.28 a 5672.6 + 3508.9 a

SIGNIFICANCIA*

HFEMA NS *kk NS NS

F) G F) R *%k% **%k% *%k%k *%k*%

pH 6.2 NS *k NS NS

HFMA x PGPR NS *kx NS NS

HFMA x pH * *kk NS NS
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LONGITUD DE VOLUMEN

TRATAMIENTOS RAICES RADICAL PUNTAS RAMIFICACIONES
5 num num
cm cm
PGPR x pH NS NS NS NS
HFMA x PGPR x pH NS NS NS NS

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal. Promedios + desviacién estandar
con letras distintas en cada la columna, indican diferencias estadisticas (Tukey, a = 0.05). ). DHS = Diferencia Honestamente Significativa de Tukey.
¥No significativo y significativo a p < 0.05, 0.01 y 0.001 fueron identificadas como NS, *, **, *** respectivamente.
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DISTRIBUCION DE LONGITUD RADICAL
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Figura 20. Proporcion y uniformidad de las longitudes de raices de las plantas de aguacate criollo

inoculadas con PGPR, HFMA y distinto pH de la solucion nutritiva utilizada para regar.

La mayor uniformidad de longitud de raices de 0 - 2.5 cm se encuentra en los
tratamientos inoculados con HFMA y PGPR aun con aumento de pH. Lo anterior indica
qgue en el testigo y en el tratamiento con pH 6.2 sin inoculacién de microorganismos
benéficos, la arquitectura radical se centra en una raiz principal larga. Por lo contrario,
en los tratamientos inoculados se promueve el desarrollo de un sistema radical mas
fibroso y con uniformidad en las longitudes de las raices (Figura 20). El mayor porcentaje
de raices finas que comprende las longitudes de 0 a 0.5 cm, fue mayor en el tratamiento
inoculado con HFMA y PGPR, el porcentaje mas bajo lo mostré el tratamiento con
aumento de pH a 6.2. Se conoce que la inoculacion de microorganismos que promueven
el crecimiento vegetal, por medio de compuestos como las auxinas, favorece el
incremento de longitud radical (Gonzélez y Fuentes, 2017). Las distribuciones de
longitudes lo determinaron la inoculacion PGPR y HFMA, como lo menciona Widnyana
y Javandira (2016) que las PGPR del género Bacillus spp. y Pseudomonas spp.
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participan en la biosintesis de fitohormonas como AIA, auxina que promueve la division

celular y el alargamiento de las raices (Widnyana y Javandira, 2016).

Cuadro 10. Area proyectada y superficial (variable no paramétrica) de la raiz de plantas de
aguacate a los 181 DDT, segun el efecto por la aplicacién de los tratamientos.

TRATAMIENTOS Area proyectada (CmZ)Area superficial
Testigo (pH 5.8) 203.66 + 20.36 C 922.57 + 63.96 C
HFMA + pH 5.8 373.42 £190.44 bc 1173.15 £ 598.29 bc
HFMA+PGPR + pH 5.8 873.44 = 465.01 abc 2744.00 = 146.08 abc
HFMA + PGPR + pH 6.2 1478.45 £+ 417.37 a 4644.69 + 1311.21 a
HFMA+ pH 6.2 739.49 £ 375.87 abc 2323.17 +1180.84 abc
PGPR + pH 5.8 1173.49+81.05b 3686.62 + 254.63 ab
PGPR + pH 6.2 885.42 + 331.57 abc 2781.63 + 1041.67 abc
pH 6.2 276.48 £64.99 c 868.58 £ 204.18 c
Chi cuadrada (x?) 17.28 17.28

p-value 0.01568 0.01568

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal, RF= roca fosférica. Promedios + desviacion estandar con letras distintas en columnas, indican
diferencias estadisticas (Tukey, a = 0.05).

En el area proyectada radical (variable no paramétrica, Cuadro 10), se obtuvo una
mediana mayor para el tratamiento HFMA+PGPR+pH 6.2. Enseguida, destacaron los

tratamientos PGPR, HFMA+pH 6.2 superando la mediana del testigo. Los demas

tratamientos presentaron un comportamiento similar al testigo.

En este aspecto, Singh et al. (2021), determinaron que tras la inoculacién y colonizacion
adecuada de bioinoculantes en la rizosfera en plantas de maiz, se estim6 un mayor nivel
de AIA y mayor efecto en la arquitectura de la raiz; lo que implic6 aumento significativo
(p< 0.05) en la superficie radical (449.73 cm?), superficie proyectada (143.15 cm?), estos
valores fueron tan altos como 2.5 a 3. 5 veces sobre las plantas de control no tratadas

condiciones de estrés salino.
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Para el area superficial de la raiz se tiene que, el valor mas alto de la mediana lo obtuvo
el tratamiento HFMA+PGPR+pH 6.2; posteriormente, los tratamientos inoculados con
PGPR, HFMA+pH 6.2 y HFMA+PGPR; todos ellos presentaron una mediana superior a

la del testigo. Los otros tratamientos se comportaron muy similar al testigo (Cuadro 10).

Tsegaye et al., 2017 mencionan que las fitohormonas aumentan la longitud del pelo de
la raiz y el area superficial de las raices y, por lo tanto, mayor capacidad en absorcion de

agua y nutrientes para las plantas.

Ali et al. (2022) obtuvieron que, la aplicacion de PGPR (NMTD17) inoculado en plantas
de arroz y estrés salino aumentaron significativamente el area superficial y las puntas de
las raices, seguidas por las plantas inoculadas con GBSW22 y FZB42 de 2-3 veces en

comparacién con las plantas control.

VOLUMEN RADICAL

700
|

600
1

T 2
L

500
1

VOLUMEN (cm3)
300
|
}' o

200
|

HFMA HFMA+PGPR HFMA+PGPR+pH 6.2 HFMA+pH 6.2 PGPR PGPR+pH 6.2 pHE.2 Testigo

TRATAMIENTOS

Figura 21. Volumen radical de las plantas de aguacate criollo inoculadas con PGPR, HFMA y
distinto pH de la solucién nutritiva utilizada para regar. Barras = desviacion estandar con letras

distintas, indican diferencias estadisticas (Tukey (DHS), a=0.05).

En volumen radical se obtuvieron respuestas similares a la longitud de raices. La
inoculacién de PGPR y la combinacion de PGPR con HFMA favorecieron el crecimiento
del volumen radical (Cuadro 9 y Figura 21). Lo anterior representa un aumento de
volumen radical de 140 a 150%, comparado con el testigo. El volumen radical en plantas
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de aguacate inoculadas con PGPR y pH 6.2 representd un aumento de 99%, mientras
que la HFMA y mismo pH implicé un aumento de 70%. A diferencia del tratamiento sin
inoculacién e irrigado con solucion nutritiva pH 6.2, el cual presentd una disminucién de

55% en volumen radical respecto al testigo.

Similar a lo que Angulo-Castro et al. (2018) indicaron, que el volumen radical obtuvo
mayor respuesta por inoculacion de las bacterias que por la de los HMA. También Pérez
et al. (2015) obtuvieron incrementos en el volumen radical de hasta 64% en plantulas de
mora (Rubus glaucus L.) en la inoculacién de Pseudomonas migulae respecto a su
tratamiento control. El volumen radical es importante ya que de ello dependen otros
procesos como la absorcion, transporte de agua y nutrimentos (Kheyri et al., 2022).

En el nimero de puntas de raices se presentaron diferencias entre los tratamientos como
se muestran en el Cuadro 9. La inoculacién con HFMA y con PGPR, en todos los
tratamientos, superaron a los tratamientos sin inoculacién. Los tratamientos inoculados
Unicamente con HFMA en combinacién con los niveles de pH, tuvieron un aumento del
39 al 55%; mientras que el tratamiento pH 6.2 dio una reduccion del 75% respecto al
testigo (Cuadro 9). En este sentido Yuan et al. (2022), mostraron que PGPR estimuld el
crecimiento de A. thaliana y alter6 drasticamente la morfologia de la raiz; algunas cepas
aumentaron considerablemente el nUmero de puntas de las raices y raices laterales

(ramificaciones).

En referencia al nimero de ramificaciones que se derivan de la raiz principal y
secundarias, la inoculacibn PGPR y su combinacion con HFMA mejor6 esta variable
(Cuadro 9). El tratamiento inoculado con PGPR presentdé mayor numero de
ramificaciones y, posteriormente, los otros tratamientos en combinaciéon con HFMA vy
aumento de pH. La adicibn de HFMA tiene efecto notorio en la formacién de
ramificaciones respecto al testigo y al tratamiento pH (6.2). siendo este ultimo tratamiento
el gue mostr6 menor ramificaciones respecto a los demas tratamientos incluyendo al

testigo. Lo anterior puede verse de manera grafica en la fotografia de la Figura 22.

Vacheron et al., (2013) mencionaron que las PGPR inducen cambios significativos en la

arquitectura del sistema radical a través de la produccion de fitohormonas (IAA), que
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mejoran la ramificacion lateral de la raiz y la formacion de pelos radiculares. Asi mismo,
Singh et al. (2021) determinaron un aumento significativo (p< 0,05) en numero de puntas
(4889,29), el numero de ramificaciones (7951,57), con aumentos de 2,5 a 3,5 veces
sobre las plantas de control no tratadas; tras la aplicacion de inoculantes en plantas de

maiz y en condiciones de estrés salino.

HFMA+PGPR+ . Testigo
pH 6.2

Figura 22. Imagen que muestra el sistema radical de algunas plantas de aguacate criollo
representativas de los tratamientos con inoculacion de PGPR, HFMA vy distinto pH de la solucion

nutritiva utilizada en riego.
5.1.5. Colonizacién micorrizica

En el porcentaje de colonizacion micorrizica se determind que existen diferencias entre
tratamientos, como se muestra en el Cuadro 11. El tratamiento que presenté mayor
porcentaje de colonizacion (62.6%) fue el inoculado con PGPR + HFMA, mientras que
los otros tratamientos HFMA, HFMA+pH 6.2, HFMA+PGPR+pH 6.2 mostraron
porcentajes de 39.3, 30 y 42%, respectivamente. Los tratamientos que presentaron
porcentajes inferiores al 3%, incluyendo al testigo, fueron aquellos que no se inocularon.
Esta colonizacion baja puede atribuirse a contaminacion entre tratamientos debido al
manejo de las plantulas y al sustrato de germinacion inicial que fue parcialmente
desinfectado y retirado previo al trasplante, pero que pudo contener algunos propagulos
micorrizicos no eliminados. La colonizacién consistié6 basicamente en la presencia de
hifas extra e intra radicales y la presencia de vesiculas dentro de las raices, como se

muestra en la Figura 23.
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En este caso el aumento de pH de 5.8 a 6.2 tiene efecto en disminucion del porcentaje
de colonizacion, esto coincide con Hashem et al. (2016), probaron que estrés salino

redujo la colonizacién de HMA en plantas de Acacia gerrardii.

En plantas de aguacate, Montafiez et al. (2010) obtuvieron un porcentaje de colonizacion
de HMA en diferentes suelos de (63%), (55%) y (45%). Mientras que Lemus-soriano et
al. (2021) indicaron porcentajes de colonizacidon micorrizica de 73% ,58% y 57% con

inoculantes comerciales.

Por otro lado, Angulo-Castro et al. (2018) mostraron una colonizacién del 32,8% en chile

jalapefio con la misma especie de in6culo empleado en este experimento.

Kapoor et al. (2008) mencionan que la inoculacién micorrizica estimula el enraizamiento
y el crecimiento; por lo tanto, la supervivencia del trasplante de esquejes y plantulas a
los medios nutritivos. De acuerdo con lo anterior, las plantulas de aguacate presentaron
buena respuesta a la inoculacion de esta especie de HFMA en estas condiciones

evaluadas.
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Cuadro 11. Efectos principales y simples por PGPR, HFMA, pH de la solucion nutritiva y su
interaccion en la colonizacién micorrizica de plantas de aguacate criollo a los 181 DDT

TRATAMIENTOS

COLONIZACION MICORRIZICA

%
Testigo (pH 5.8) 266+1.15¢c
HFMA + pH 5.8 39.33+£3.0b
HFMA+ PGPR+ pH 5.8 62.67+5.0a
HFMA+ PGPR+pH 6.2 42.00£9.16 b
HFMA+ pH 6.2 30.00+£8.71b
PGPR 3.33+x1.15¢c
PGPR+ pH 6.2 266+1.15¢c
pH 6.2 0.66+1.15¢c
DHS 14.13417
Efectos principales
HFMA
SIN 3.0+£20a
10g 43.5+138Db
PGPR
SIN 18.16 + 18.03a
10 mL 28.33 + 26.59b
pH
5.8 27.0+ 26.63 a
6.2 195+186Db
SIGNIFICANCIA*
HFMA ko
PGPR e
pH 6.2 o
HFMA x PGPR *x
HFMA x pH 6.2 o
PGPR x pH 6.2 NS
HFMA x PGPR x pH 6.2 NS

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal. Promedios + desviacién estandar con letras distintas en cada la columna, indican diferencias
estadisticas (Tukey, a = 0.05). DHS = Diferencia Honestamente Significativa de Tukey. ¥No significativo y
significativo a p < 0.05, 0.01 y 0.001 fueron identificadas como NS, *, **, *** respectivamente.
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Figura 23. Micrografias de raices, a) no colonizada a 10x, b) colonizada con vesiculas a 10x y
c) colonizada y con vesiculas a 40x; de plantas de aguacate criollo representativas de los
tratamientos con inoculacion de PGPR, HFMA y distinto pH de la solucién nutritiva utilizada para

regar.
5.1.6. Tamafo de las poblaciones bacterianas

En bacterias totales, todos los tratamientos, excepto HFMA+ PGPR +pH 6.2, presentaron
poblaciones menores al testigo; lo que significa que hay una reduccién en el nUmero de
bacterias por efecto de la inoculacién con HFMA o PGPR, asi como por regar con una
solucion nutritiva con pH de 6.2 (Cuadro 12 y Figura 24). En este caso, en el tratamiento
sin inoculacion, pero cambiando el pH de la solucién nutritiva de 5.8 a 6.2, la reduccion

en la poblacién de bacterias totales fue la mas drastica (Cuadro 12).

En este caso, los cambios en el gradiente de pH, determind la permanencia o
sobrevivencia de bacterias en la rizosfera, asi como los riegos también implicaron
lavados de células bacterianas. En este sentido Zarraonaindia et al. (2015), mencionan
gue factores abidticos interfieren en las interacciones microbioma-planta en la rizosfera
como el PH, temperatura, salinidad entre otros. Por otro lado, Garcia et al. (2017)
evaluaron colonizacion de diaz6trofos después de su inoculacion y evaluacion de
Azospirillum en maiz, por el método de numero més probable; no encontraron diferencias
significativas entre las cepas, tanto en plantas control como estresadas. Sin embargo,
el déficit hidrico provoco reduccion de numero de diazétrofos por g de peso fresco de la

raiz en aproximadamente 3 érdenes de magnitud, para ambas cepas. Por otro lado,
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Liffourrena y Lucchesi (2018) afirman que las bacterias compiten con la microbiota
autoctona, adaptada y su depredacion de la microfauna del suelo, sobre todo cuando se
inoculan en forma desprotegida lo que conlleva a la rapida disminucion de las bacterias

introducidas

En lo que respecta a bacterias fijadoras de N atmosférico se presentaron diferencias
entre los tratamientos (Cuadro 12). El tratamiento HFMA+PGPR super6 a los
tratamientos sin inoculacién, los cuales tuvieron los valores mas bajos. También los
tratamientos HFMA+ pH 6.2, HFMA+PGPR+ pH 6.2 superaron al testigo (Cuadro 12).
Los tratamientos PGPR, PGPR+pH 6.2, HFMA se comportaron similares al testigo, pero
nuevamente, al aumentar el pH de la solucion nutritiva de 5.8 a 6.2, la poblacion de

bacterias fijadoras de N atmosférico se reduce al maximo (Figura 25).

La permanencia de PGPR en los dos niveles de pH y el tipo de sustrato fueron factores
gue influyeron en su supervivencia. Como lo expresaron Rousk et al. (2010), diferentes
estudios han demostrado que las proporciones bacteriano-fungicas y las composiciones
de la comunidad varian a través de un gradiente de pH. En este sentido, EI-Mageed et
al. (2022) indicaron que las cepas aisladas también tienen la capacidad de vivir,
proliferar, mantener la vida y realizar sus actividades bajo algunas condiciones
ambientales adversas, tales como; temperatura, aumento del pH y estrés salino. Asi
mismo, Adedeji et al. (2020) mencionaron que las PGPR pueden conferir una influencia
positiva en la planta después de la entrada, mostrando asi grandes habilidades
competitivas sobre las comunidades rizosféricas residentes. Mientras que Nyoki y
Ndakidemi (2018) indicaron que PGPR colonizan los tejidos internos de las plantas y
mejoran su efecto promotor del crecimiento al proporcionar un entorno de O limitante
requerido para la activacién de N.2-fijacion y transferencia mas eficiente del N fijado a la

planta hospedante.
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Cuadro 12. Supervivencia de las PGPR por efecto de los tratamientos (efectos del HFMA,
PGPR, pH de la solucién nutritiva y su interaccion) aplicados en plantas de aguacate a los 181
DDT.

BACTERIAS FIJADORAS BACTERIAS

TRATAMIENTOS DE N ATMOSFERICO TOTALES
(UFC g* sustrato seco)

Testigo (pH 5.8) 1.8 e+03 £ 0.3e+03 d 12.64 e+05 £ 0.23 a
HFMA + pH 5.8 2.1e+03 +4.163e+03 C 8.72 e+05 £ 0.34 de
HFMA +PGPR+ pH 5.8 61.8 e+03 + 3.1e+03 a 10.66 e+05 + 0.56 bc
HFMA + PGPR +pH 6.2 41.5e+03+6.1e+03 b 11.74e+05+0.25 ab
HFMA + pH 6.2 48.8 e+03 £ 9.9 e+03 ab 9.83e+05+ 0.51 cd
PGPR + pH 5.8 23.4e+03+3.2e+03 C 9.46 e+05 £ 0.3 4 cde
PGPR + pH 6.2 126.3 e+03 +3.9e+03 c 10.23 e+05 + 0.797cd
pH 6.2 2.2e+03 +£0.7 e+03d 8.3e+05+ 0.87e
DHS 1.3 e+03 1.53 e+05
Efectos principales
HFMA
SIN 13471.67 +12149.07 b 10.16 e+05+1.74 a
10g 43358.33 £ 16294.42 a 10.24 e+05+1.21 a
PGPR
SIN 18546.67 + 20510.87 b 9.87e+05+1.82Db
10 mL 38283.33 £ 16344.58 a 10.52 e+05 +0.97 a
pH
5.8 27102.5 +22871.43 a 10.37 e+05 + 1.58 a
6.2 29727.5+193249 a 10.02 e+05+1.39 a
SIGNIFICANCIA¥
HFMA ikl NS
PGPR *k% *%
pH NS NS
HFMA x PGPR NS ok
HFMA x pH NS ok
PGPR X pH *k% *k%
HFMA x PGPR x pH okl kel

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal. Promedios + desviacion estandar con letras distintas en la columna, indican diferencias
estadisticas(Tukey, a = 0.05). DHS = Diferencia Honestamente Significativa de Tukey. *No significativo y
significativo a p < 0.05, 0.01 y 0.001 fueron identificadas como NS, *, **, *** respectivamente.
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POBLACION DE BACTERIAS TOTALES
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Figura 24. Tamafio de la poblacion de bacterias totales en la rizésfera de plantas de aguacate
criollo con inoculacién de PGPR, HFMA y distinto pH de la solucién nutritiva utilizada para regar.
Barras + desviacion estandar con letras distintas, indican diferencias estadisticas (Tukey (DHS),
a=0.05).
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Figura 25. Tamafio de la poblacion de bacterias fijadoras de N atmosférico en la rizosfera de
plantas de aguacate criollo con inoculacion de PGPR, HFMA y distinto pH de la solucion nutritiva
utilizada para regar. Barras + desviacion estandar con letras distintas, indican diferencias
estadisticas (Tukey (DHS), a=0.05).
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En bacterias fluorescentes inoculadas (variable no paramétrica) se tiene que el
tratamiento HFMA+ PGPR +pH 6.2 present6 mayor tamafio de la poblacion, seguido del
tratamiento HFMA+PGPR. El resto de los tratamientos se comportaron de manera similar
y en el testigo no se presentaron bacterias fluorescentes (Cuadro 13). Lo anterior indica
gue la inoculacion con HFMA favorecio el establecimiento en la rizosfera del aguacate
de las bacterias fluorescentes inoculadas y que tienen actividad promotora del

crecimiento vegetal.

A 181 dias después de su inoculacion se evalud y se mostro la colonizacion de la bacteria
fluorescente en la zona de la epidermis y cortex de la raiz. En este sentido, Fukami et al,
(2017), indicaron que la colonizacion después de 1 h de inoculacion con ambas cepas,
las células marcadas con (EGFP)-I y (EYFP) mostraron que eran capaces de colonizar
la superficie de las hojas y lo mismo se observd después de 1 dia de inoculacién. Sin
embargo, después de 2 dias de inoculacion no detectaron las cepas en las superficies
de las hojas de maiz.

Cuadro 13. Tamafio de la poblacion de bacterias fluorescentes inoculadas por efecto de los
tratamientos aplicados en plantas de aguacate (prueba no paramétrica) a los 181 DDT.

TRATAMIENTOS BACTERIAS FLUORESCENTES
INOCULADAS
(UFC g* sustrato seco)

Testigo (pH 5.8) 24e+01+4.2e+01 e

HFMA+ pH 5.8 2.e+04 £ 6.5 e+03 bc

HFMA+PGPR+ pH 5.8 29e+t03+52e+03b
HFMA+ PGPR +pH 6.2 6.1e+04 +7.2 e+03 a

HFMA+ pH 6.2 2.8e+04+£5.0e+03 b
PGPR+ pH 5.8 7.1e+03 + 1.4 e+03 de
PGPR + pH 6.2 1.3e+04 +2.2 e+03 cd
pH 6.2 2.0 e+02 + 5.6 e+02 de
Chi cuadrada (x?) 21.882

p-value 0.0026

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal, RF= roca fosférica. Promedios * desviacién estdndar con letras distintas en columnas, indican
diferencias estadisticas (Tukey, a = 0.05).
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El tamafo de la poblacion de hongos en la rizosfera no fue posible determinar para
ninguno de los tratamientos, ya que no hubo crecimiento de hongos y sélo crecieron
algunas bacterias.

5.1.7. Colonizacion de raices por bacteria fluorescente inoculada

De acuerdo con las observaciones con microscopio Optico de epifluorescencia, los
tratamientos que no presentaron colonizacion de los tejidos vegetales por las bacterias
fluorescentes inoculadas, las cuales también tienen actividad promotora del crecimiento
vegetal, fueron solo inoculacion de HFMA con solucidn nutritiva en ambos pH y sin
inoculacién con la solucion nutritiva pH 5.8 (testigo) y 6.2 (Figura 26). Los tratamientos
con inoculacion de PGPR presentaron colonizacion de los tejidos radicales del aguacate
por las bacterias fluorescentes. Esta colonizacion se vio favorecida por la inoculacion con

HFMA en ambos pH de la solucion nutritiva (Figura 26).
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HFMA + pH 5.8 PGPR+ pH 6.2

HFMA + PGPR + pH 5.8 PGPR + pH 5.8
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HFMA+PGPR+pH 6.2 pH 6.2

HFMA+ pH 6.2 Testigo (pH 5.8)

Figura 26. Micrografias de fluorescencia con secciones de mayor brillo que indican la

presencia de bacterias fluorecentes inoculadas colonizando los tejidos radicales de plantas de
aguacate criollo con inoculacion de PGPR, HFMA y distinto pH de la solucién nutritiva utilizada

para regar.
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5.2. Crecimiento y concentracion de nutrimentos en plantas de aguacate
inoculadas desde semilla con HFMA, PGPR vy fertilizadas con roca

fosférica.
5.2.1. Porcentaje de germinacion

El porcentaje de germinacion de semillas fue similar en todos los tratamientos y superior
al 70% a los 35 dias después de la siembra (DDS); mientras que se alcanz6é 100% de
germinacion hasta los 45 DDS. La propagacion de las plantas de aguacate se realiza
mediante el injerto de vastagos clonales altamente productivos sobre portainjertos
rusticos y bien adaptados a las condiciones edafocliméticas de la region. La mayoria de
los paises usan semillas, a pesar de su variabilidad genética, para producir portainjertos;
debido a la rapida germinacion y los vigorosos sistemas de raices que desarrollan (Ben-
Ya’acov y Michelson, 1995). La etapa de germinacion es fundamental ya que de aqui se
inicia el proceso de obtencién de plantulas de calidad, por otro lado, Adedeji et al. (2020),
mencionan que, durante la germinacion de la planta, las sefales y los exudados
producidos podrian participar determinantemente en el reclutamiento de
microorganismos. Esto a su vez conlleva a que la planta permita el reclutamiento e

ingreso de Rizobacterias que promueven el crecimiento (PGPR).
5.2.2. Altura, diametro de tallo y numero de hojas

En el Cuadro 14 se muestran las medias de altura de plantulas a los 103 DDS. El
tratamiento que tiene HFMA+ PGPR+ RF presentdé mayor altura respecto al testigo;
mientras que los tratamientos restantes presentaron valores similares (Figura 27). De
acuerdo a los efectos principales generados por las interacciones, el factor que tiene
mayor efecto en los tratamientos fue la inoculacion de HFMA y la interaccién entre HFMA
X PGPR x RF (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Efectos principales y simples por PGPR, HFMA, RF y su interaccién en la altura de
plantas de aguacate criollo a los 103 DDS.

TRATAMIENTOS

ALTURA (CM)

Testigo 10.34£2.59 b
HFMA 13.83 £2.97 ab
HFMA+PGPR 12.72 +2.77 ab
HFMA+PGPR+RF 15.64 £2.77 a
HFMA+RF 12.32 +4.12 ab
PGPR 13.61 £4.39 ab
PGPR+RF 11.56 + 2.09 ab
RF 13.21 £ 3.36 ab
DHS 4.49

Efectos principales

HFMA

SIN 12.18 +3.37Db
10g 13.62+35a
PGPR

SIN 1242 + 3.45a
10 mL 13.38+3.36 a
RF

SIN 12.44 + 3.57 a
10 ppm 13.38 + 3.23 a
SIGNIFICANCIA¥

HFMA *

PGPR NS

RF NS

HFMA x PGPR NS

HFMA x RF NS

PGPR x RF NS

HFMA x PGPR x RF

*%

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal. Promedios * desviacion estandar con letras distintas en la columna, indican diferencias
estadisticas (Tukey, a = 0.05). DHS = Diferencia Honestamente Significativa de Tukey. ¥No significativo y
significativo a p < 0.05, 0.01 y 0.001 fueron identificadas como NS, *, **, *** respectivamente.

72



ALTURA

HFMA HFMA+ RF HFMA+PGPR HFMA+PGPR+RF PGPR PGPR+RF Testigo

15

10

ALTURA (Cm)

o
TRATAMIENTOS

Figura 27. Altura de plantas de aguacate criollo a los 103 DDS con inoculacion de PGPR, HFMA
y fertilizacién con roca fosférica. Las barras indican diferencia minima significativa. Barras *

desviacion estandar con letras distintas, indican diferencias estadisticas (Tukey, a=0.05).

El nimero de hojas (variable no paramétrica) mostré diferencias entre tratamientos de
acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis (Cuadro 15). Siendo el tratamiento
HFMA+PGPR+RF que presentd6 mayor numero de hojas y posteriormente los
tratamientos HFMA+PGPR, HFMA, PGPR y RF respecto al testigo.

El diametro de tallo (variable no paramétrica) también mostré diferencias entre
tratamientos de acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis (Cuadro 15) con un valor p<0.05
de 0.00114. El valor de las medias mostré que el tratamiento con mayor diametro de
tallo fue HFMA+PGPR+RF. Los tratamientos PGPR, HFMA, RF y HFMA+PGPR

mostraron diametros de tallo muy similares entre ellos y mayores al testigo.

Para estas dos variables no se encontraron efectos contundentes por la aplicacion del
tratamiento, debido a que las plantulas aun dependian de las reservas de la semilla 'y ello

implicoé quelas diferencias entre las medias fueran diferente.
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Cuadro 15. Numero de hojas y diametro de tallo (variables no paramétricas) de plantas de
aguacate criollo a los 103 DDS, por efecto de la aplicacién de los tratamientos.

TRATAMIENTOS Hojas Diametro de tallo
(Num) (cm)
Testigo 6.7+1.25¢ 3.13+£0.32c
HFMA 8.3+1.49 bc 3.79+0.38 bc
HFMA+PGPR 8.9+2.23 ab 3.59 + 0.59 bc
HFMA+PGPR+RF 104+157a 459+095c
HFMA+RF 7.5+1.35bc 3.74 £ 0.31 bc
PGPR 8.2 +1.47 bc 3.88+0.53 ab
PGPR+RF 7.3+1.41bc 3.59 +0.26 bc
RF 7.9+0.87 bc 3.73+0.45bc
Chi cuadrada (x?) 25.485 23.997
p-value 0.0006223 0.001141

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal, RF= roca fosférica. Promedios + desviacion estandar con letras distintas en columnas, indican
diferencias estadisticas (Tukey, a=0.05).

5.2.3. Peso seco de la parte aérea y de laraiz

En el peso seco de la parte aérea (variable no paramétrica) no se presentaron diferencias
entre tratamientos de acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis (Cuadro 16). Las
varianzas entre repeticiones del mismo tratamiento fueron muy grandes por lo que no se
pudo demostrar estadisticamente diferencias entre tratamientos a pesar de que las
plantas en algunos tratamientos pesaron 60% mas que el testigo. Ademas, se determiné
gue los datos de esta variable no se ajustaron a una distribucion normal y se analizaron
por una prueba no paramétrica. Lo anterior puede observarse en la Figura 28. En torno
a las caracteristicas de la semilla de aguacate, se sabe que representan un porcentaje
grande de la fruta (13 a 17%). Durante varias semanas pueden aportar los nutrientes y
factores que requieren las plantulas de aguacate para su crecimiento inicial. Las semillas
son altamente energéticas y ricas en varios componentes funcionales como
polisacéridos, proteinas, lipidos, minerales y vitaminas. Ademas, las semillas de
aguacate contienen metabolitos bioactivos como fenoles, flavonoides y taninos.
También, se le adjudican numerosos usos tradicionales como aplicaciones
dermatolégicas. Son una buena fuente natural de ingredientes biolégicamente activos
para los sectores alimentario, farmacéutico y cosmético porgue no contienen compuestos

nocivos o peligrosos. Ademas, por su alto potencial antioxidante, previenen la oxidacion
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de los alimentos, un proceso de degradacion de proteinas, vitaminas, carbohidratos y
lipidos con especies reactivas de nitrégeno y oxigeno que modifica las propiedades
nutricionales y sensoriales de los productos alimenticios (Bangar et al., 2022). Con base
en lo anterior, se supone que las plantas de aguacate en su etapa inicial obtuvieron sus
nutrientes, y otros compuestos importantes, de las reservas de la semilla; de modo que
los microorganismos inoculados no suministraron efecto evidente en el crecimiento de la
planta y otras variables relacionadas. Ademas, El aguacate es extremadamente sensible
a la salinidad, particularmente la raza mexicana. El factor principal en la sensibilidad a la
salinidad es la toxicidad del cloro. Pero el sodio se suma al problema. Los portainjertos
resistentes no translocan sodio al follaje. Por lo tanto, se puede eliminar la quema de
hojas, pero permanece un efecto negativo sobre la productividad. El aguacate también
es sensible a las condiciones alcalinas y sensible a la clorosis inducida por la cal. Ambos
factores inducen un aspecto clorético al arbol, por falta de absorcion del hierro. Los
portainjertos resistentes tienen la capacidad de absorber hierro en condiciones en las
gue los portainjertos sensibles no pueden (Ben-Ya'acov y Michelson, 1995). En este
trabajo, el pH inicial del sustrato fue de 6; sin embargo, el agua de riego y la espuma
utilizada como parte del sustrato, provocan acumulacion de sales y probablemente
aumento de pH. Esto pudo acrecentarse en los tratamientos con RF. Por lo anterior, los

efectos de los tratamientos no se reflejaron en el crecimiento de las plantas.
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Cuadro 16. peso seco de la parte aérea (variable no paramétrica) de plantas de aguacate criollo
a los 103 DDS, segun el efecto por la aplicacién de los tratamientos.

TRATAMIENTOS PESO SECO DE LA PARTE
AEREA
@)
Testigo 0.88+0.26 a
HFMA 1.34+054a
HFMA+PGPR 1.08+0.32a
HFMA+PGPR+RF 1.71£0.85a
HFMA+RF 1.08 +0.68 a
PGPR 1.32+041a
PGPR+RF 1.01+£0.21a
RF 1.40+0.26a
Chi cuadrada (y?) 11.874
p-value 0.1048

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal, RF= roca fosférica. Promedios + desviacion estandar con letras distintas en columnas, indican
diferencias estadisticas (Tukey, a = 0.05).
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HFMA HFMA+ PGPR HFMA+PGPR+RF  HFMA+RF PGPR PGPR+RF RF Testigo

TRATAMIENTOS

Figura 28. Medianas del peso seco de la parte aérea (variable no paramétrica) de plantas de
aguacate criollo a los 103 DDS con inoculacion de PGPR, HFMA y fertilizacién con roca fosforica
(RF).

En el peso seco de laraiz y la biomasa seca total, no se presentaron diferencias (p<0.05)
entre los tratamientos, como se muestra en el Cuadro 17. El tiempo de evaluacién fue
muy temprano y no se pudieron observar las respuestas por efecto de inoculacion de
PGPR, HFMA' Y RF desde la semilla.
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Cuadro 17. Efectos principales y simples por PGPR, HFMA, RF y su interaccion, en el peso seco
de raiz y biomasa seca total de plantas de aguacate criollo a los 103 DDS.

TRATAMIENTOS PESO SECO DE PESO SECO TOTAL

LA RAIZ
(9)

Testigo 7.50+1.45a 8.38x152a
HFMA 8.98 £ 0.67 a 10.32+1.10 a
HFMA+PGPR 9.02+1.84a 10.11+2.0 a
HFMA+PGPR+RF 9.37 £t2.45a 11.08+£3.2a
HFMA+RF 7.92+1.37a 9.01+1.87a
PGPR 85 154 a 9.84+193a
PGPR+RF 8.84+1.96a 9.85+2.00 a
RF 9.77+0.99 a 11.17+1.17 a
DHS 2.75 3.324917
Efectos principales
HFMA
SIN 8.65+1.66 a 98+18a
10g 8.82+21.71a 10.13+2.20 a
PGPR
SIN 854+t142a 9.72+1.76 a
10 mL 8.93+1.8%a 10.22+2.2a
RF
SIN 85+15a 9.66+1.76 a
10 ppm 8.9+182a 10.28 + 2.27 a
SIGNIFICANCIA¥
HFMA NS NS
PGPR NS NS
RF NS NS
HFMA x PGPR NS NS
HFMA x RF NS NS
PGPR x RF NS NS
HFMA x PGPR x RF NS *

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal. Promedios * desviacion estandar con letras distintas en la columna, indican diferencias
estadisticas (Tukey, a = 0.05). DHS = Diferencia Honestamente Significativa de Tukey. ¥No significativo y
significativo a p < 0.05, 0.01 y 0.001 fueron identificadas como NS, *, **, *** respectivamente.

5.2.4. Concentracion nutrimental

En el porcentaje de nitr6geno en parte vegetativa, se determin0 que existe diferencias
significativas entre tratamientos (Cuadro 18). Todos los tratamientos presentaron un

incremento de N en tejido, excepto el tratamiento testigo que no tiene inoculaciones de
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HFMA, PGPR y RF. El tratamiento PGPR+RF presentdé mayor porcentaje de nitrégeno
(31%), seqguido los tratamientos HFMA+PGPR (18%), HFMA+ RF (14.2 %), RF (11.6%),
PGPR (10. 3 %), HFMA + PGPR + RF (6.4%) y por ultimo el tratamiento testigo (Figura
29).

Estos valores son diferentes a los de Sotomayor et al., (2019b), en su trabajo de plantulas
de aguacate con Trichoderma, micorriza y aplicacion fosforada; no encontré diferencias
estadisticas significativas entre sus tratamientos y su tratamiento testigo, excepto el
tratamiento con Trichoderma, el Unico que presenté diferencia significativa. Los valores
gue obtuvieron son superiores a 1.68 % de N, mayores a los determinados en este

ensayo.

En el porcentaje de P en parte vegetativa, se determiné que existen diferencias

significativas entre tratamientos (Cuadro 18).

Todos los tratamientos presentaron un incremento de P en tejido vegetal, excepto el
tratamiento testigo que no tiene inoculaciones de HFMA, PGPR y RF, siendo el
tratamiento PGPR+RF que presentd mayor porcentaje de P (50%). Los otros
tratamientos presentaron un aumento del 30% respecto al testigo, siendo este ultimo el

mas bajo (Figura 29).

Sotomayor et al.,, (2019b) indicaron que no encontraron diferencias estadisticas
significativas entre sus tratamientos; Trichoderma, micorriza y su tratamiento testigo,

pero si para el tratamiento con aplicacién de P en plantulas de aguacate.

El P es un macronutrimento importante para el desarrollo de los cultivos y la funcién
fisiolégica y su absorcion se ha incrementado después de la inoculacion con PGPR
(Bechtaoui et al., 2020).

Para el porcentaje de K en parte vegetativa se presentaron diferencias estadisticamente
significativas (Cuadro 18). El tratamiento PGPR+RF presentd mayor porcentaje de
concentracion de K (77%), seguido los tratamientos PGPR (38%), HFMA+PGPR vy el
tratamiento HFMA + PGPR + RF alrededor de 31%, HFMA (19%) respecto al testigo. El

tratamiento RF presentd un porcentaje de 3% menor al tratamiento testigo (Figura 29).

78



Para este nutrimento se muestra el efecto que tienen los microorganismos en el
desarrollo de plantulas. Mientras que Sotomayor et al., (2019b), en su trabajo de
plantulas de aguacate con Trichoderma, micorriza y aplicacioén fosforada; no encontraron
diferencias significativas para este nutrimento, se comportaron similares con su

tratamiento testigo.

Cabe mencionar que esta etapa de plantula depende estrictamente de las reservas de

las semillas y por ende depende de la calidad y tamafio de esta.
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Cuadro 18. . Efectos principales y simples por PGPR, HFMA, RF y su interaccién, en la
concentracion nutrimental de Nitrogeno, fosforo, Potasio de parte aérea de plantas de aguacate
criollo a los 103 DDS.

TRATAMIENTOS NITROGENO FOSFORO (P) POTASIO (K)

(N)

0.ttt a e

Testigo 0.77+0.05e 0.10+ 0.010¢c 1.00+£0.09c
HFMA 0.81 £ 0.00 de 0.12+0.002 b 1.19 £ 0.04 bc
HFMA+PGPR 0.91+0.02b 0.13 £ 0.005 ab 1.30+0.05b
HFMA + PGPR + RF 0.82 + 0.005 cde 0.13+0.005b 1.31+0.01b
HFMA+ RF 0.88 £ 0.02 bc 0.13 £ 0.005 ab 1.32+0.02b
PGPR 0.85+ 0.005 bcd 0.13+0.005b 1.38+£0.13 b
PGPR+RF 1.01+£0.01a 0.15+0.005 a 1.77+0.16 a
RF 0.86 + 0.005 bcd 0.13+0.010b 0.97+0.07c
DHS 0.06320 0.0193 0.2563
Efectos principales
HFMA
SIN 0.87 £0.09 a 0.12+0.021 a 1.28 £ 0.356 a
10g 0.85+0.04 a 0.13+0.007 a 1.28 £ 0.060 a
PGPR
SIN 0.83+0.05a 0.12+0.015b 1.12+0.158 b
10 mL 0.90+0.07b 0.13+0.009 a 1.44+0.225a
RF
SIN 0.83+0.06b 0.12+0.016 b 1.22+0.16 b
10 ppm 0.89+0.07 a 0.13+0.011a 1.34+£0.30a
SIGNIFICANCIA*
HFMA NS NS NS
PGPR *k% **k% *k%
RF *k%k *k% *%*
HFMA X PGPR *k% *k%k *k%
HFMA x RF ikl *x NS
PGPR x RF * * NS
HFMA PGPR x RF ~ *** NS *x

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal. Promedios + desviacion estandar con letras distintas en la columna, indican diferencias
estadisticas (Tukey, a = 0.05). DHS = Diferencia Honestamente Significativa de Tukey. ¥No significativo y
significativo a p < 0.05, 0.01 y 0.001 fueron identificadas como NS, *, **, *** respectivamente.
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Figura 29. Concentracién de nutrimentos en parte aérea de plantas de aguacate criollo a los 103
DDS con inoculacion de PGPR, HFMA y RF. Las barras indican diferencia minima significativa.

Columnas con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0.05).
5.2.5. Crecimiento y arquitectura radical

En el Cuadro 19 se muestran los efectos principales por la inoculacion de HFMA, PGPR
y RF sobre la longitud radical de plantas de aguacate, asi como las diferencias (p< 0.05)
entre tratamientos. De ello se demostrd que el tratamiento que presenté mayor longitud
de raices fue HFMA+ PGPR+ RF (396%), que supero al testigo y al tratamiento sélo con
RF. Posteriormente aquellos que también tuvieron respuesta favorable fueron los
tratamientos inoculados con HFMA+PGPR (297%), PGPR+RF (292%), HFMA + RF
(292%), HFMA (260%), PGPR (221%), RF (88%) respecto al testigo. Los factores
significantes en esta variable fueron HFMA y PGPR (Cuadro 19).

En cuanto al volumen radical si se presentaron diferencias entre tratamientos (Cuadro

19). El mayor volumen radical se obtuvo con la inoculacién de PGPR (103%), los demas
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tratamientos mostraron un aumento en el volumen radical respecto al testigo, para HFMA
+RF (47.7%), RF (47.2%), HFMA (32%), HFMA + PGPR (30.28%), PGPR + RF (27.7%),
HFMA + PGPR +RF (26.5%). Siendo el testigo el que presentod el volumen radical mas
bajo. Los factores que fueron significativos para esta variable fueron PGPR y las
interacciones HFMA x PGPR, PGPR x RF y HFMA x PGPR x RF.
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Cuadro 19. Efectos principales y simples por PGPR, HFMA, RF y su interaccion, longitud de raices, volumen radical y &rea radical

proyectada de plantas de aguacate criollo a los 103 DDS.

TRATAMIENTOS LONGITUD DE RAICES
(cm)

VOLUMEN RADICAL
(cm?)

AREA RADICAL
PROYECTADA
(cm?)

Testigo 139.2+£4294c
HFMA 502.44 £ 246.74 ab

85.35+15.14 c
113.40 + 29.66 bc

630.27 + 202.56 a
807.83 £ 82.54 a

HFMA+PGPR 554.16 £ 93.93 ab 111.21 +4.65 bc 810.63 £ 186.83 a
HFMA+ PGPR +RF 691.63 £ 22.42 a 108.69 + 3.27 bc 863.60 £ 85.33 a
HFMA+RF 366.27 £ 58.15 abc 127.14 +14.46 b 760.28 + 16.22 a
PGPR 448.12 + 205.17 abc 173.62 +7.47 a 628.51 £ 110.86 a
PGPR +RF 546.80 £ 59.02 ab 109.04 + 7.48 bc 864.34 £51.42 a
RF 263.04 £ 23.87 bc 125.78 £2.94 b 778.79 £142.41 a
DHS 348.49 38.33 112.70
Efectos principales

HFMA

SIN 349.29 £ 189.98 b 123.44 + 34.70 a 230.92 £ 50.26 a
10 g 528.62 £ 167.87 a 115.11+16.11a 258.01 £+ 32.48 a
PGPR

SIN 317.74£77.70 b 112.91+23.42b 236.91+ 42.07 a
10 mL 560.18 + 134.82 a 125.64 + 29.39 a 252.03 £ 45.68 a
RF

SIN 410.98 + 221.48a 120.89 + 36.87 a 228.96 £ 51.42a
10 ppm 466.93 £ 176.22a 117.66 +11.68 a 259.98 + 28.50a
SIGNIFICANCIA¥

HFMA i NS NS

PGPR e * NS

RF NS NS NS

HFMA x PGPR NS ol NS

HFMA x RF NS NS NS

PGPR x RF NS il NS
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TRATAMIENTOS LONGITUD DE RAICES VOLUMEN RADICAL AREA RADICAL

(cm) (cm?3) PROYECTADA
(cm?)
HFMA x PGPR x RF NS *x NS

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal. Promedios + desviacién estandar
con letras distintas en la columna, indican diferencias estadisticas (Tukey, a = 0.05). DHS = Diferencia Honestamente Significativa de Tukey. ¥No
significativo y significativo a p < 0.05, 0.01 y 0.001 fueron identificadas como NS, *, **, *** respectivamente.
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Cuadro 20. Efectos principales y simples por PGPR, HFMA, RF y su interaccién, en area radical superficial, puntas y ramificaciones
de plantas de aguacate criollo a los 103 DDS.

TRATAMIENTOS AREA RADICAL SUPERFICIAL PUNTAS RAMIFICACIONES
(CM?) (NUM) (NUM)
Testigo 630.27 = 202.56 a 97.33+7.63Db 492.00 + 54.83 a
HFMA 807.83 +82.54 a 1131.66 + 948.89 ab 2187.66 £ 1746.84 a
HFMA+PGPR 810.63 + 186.83 a 1382.33 £ 324.92 ab 1800.00 £1076.86 a
HFMA+ PGPR +RF 863.60 + 85.33 a 1659.33 + 347.030 a 2790.66 £752.83 a
HFMA+RF 760.28 £16.22 a 734.66 = 233.38 ab 1416.33 £ 619.09 a
PGPR 628.51 + 110.86 a 1138.00 + 622.73 ab 1971.00+£911.0a
PGPR +RF 864.34 £51.42 a 1390.33 + 446.09 ab 2440.33 £ 822.07 a
RF 778.79+142.41 a 684.33 £ 104.99 ab 1368.00 + 166.14 a
DHS 354.08 1332.94 2586.49
Efectos principales
HFMA
SIN 725.48 + 1579 a 827.5+610.23 a 1567.33+£926.19 a
1049 810.5 + 102.06 a 1227.0+83.81 a 2048.66 + 1104.40 a
PGPR
SIN 744.29 £132.19 a 662 + 569.49 b 1366 + 1011.53 b
10 mL 791.77 £ 1435 a 1392.5+429.99 a 2250.5 + 868.17 a
RF
SIN 719.3+161.56 a 937.33+721.90 a 1612.66 + 1189.83 a
10 ppm 816.75+89.55 a 1117.16 £+ 511.37 a 2003.83 £851.90 a

SIGNIFICANCIA*

HFMA NS NS NS
PGPR NS o *

RF NS NS NS
HFMA x PGPR NS NS NS
HFMA x RF NS NS NS
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TRATAMIENTOS AREA RADICAL SUPERFICIAL PUNTAS RAMIFICACIONES

(CM?) (NUM) (NUM)
PGPR x RF NS NS NS
HFMA x PGPR x RF NS NS NS

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal. Promedios + desviacién estandar
con letras distintas en la columna, indican diferencias estadisticas (Tukey, a = 0.05). DHS = Diferencia Honestamente Significativa de Tukey. ¥No
significativo y significativo a p < 0.05, 0.01 y 0.001 fueron identificadas como NS, *, **, *** respectivame.
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En el area radical proyectada, los tratamientos no mostraron diferencias significativas
(p<0.05) como se muestra en el Cuadro 19. Lo mismo sucedio para el area superficial
radical (Cuadro 20). Sin embargo, para puntas de raices, el tratamiento HFMA + PGPR
+ RF superé al testigo (Cuadro 20). En ramificaciones de raices, no se presentaron
diferencias entre tratamientos, pero para el factor inoculacibn con PGPR hubo
significancia estadistica (Cuadro 20).

En el porcentaje de distribucion de longitudes de raices se obtuvo que la proporcion de
raices de longitud mayor (raices mayores de 4.51cm) se presentd en el testigo, con un
porcentaje de 40%; seguido del tratamiento RF (30%), HFMA+ RF (36%) lo que implico
una disminucion en las otras longitudes. Efecto contrario para el tratamiento HFMA+
PGPR+ RF que presentd mayor porcentaje en la longitud menor (0- 0.05) y una
distribucién més uniforme en las demas longitudes mayores respecto al testigo. Los otros
tratamientos como PGPR, BPCH+ RF, tienen una tendencia a distribucion uniforme y
equilibrada entre las diferentes longitudes, sin embargo, aln presentaron un porcentaje

poco mayor para la longitud mayor (>4.51) como se muestra en la Figura 30.
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Figura 30. Distribucion de las longitudes de raices de plantas de aguacate criollo a los 103 DDS

con inoculacion de PGPR, HFMA y fertilizaciéon con roca fosférica (RF).
5.2.6. Colonizacion micorrizica

El porcentaje de colonizacion (variable no paramétrica) presenté diferencias entre
tratamientos (p< 0.05), de acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis (Cuadro 21). Las
medias para colonizacién micorrizica mostraron que el tratamiento HFMA+ PGPR fue el
mayor, mientras que los tratamientos como HFMA, HFMA+PGPR +RF y HFMA+RF

tuvieron un comportamiento similar (Cuadro 21).

Estos valores se encuentran dentro del rango de colonizacion que reporta Viera et al.
(2017) a los 120 dias de su aplicacién, donde, obtuvieron valores de colonizacién de
14.08 %, 12.38 %, 6.30%, 6.24 % en semillas.

Estos bajos porcentajes se le atribuye a la variabilidad genética de la semilla y, de
acuerdo con Mustafa et al., (2010) el proceso de colonizacién se manifiesta a partir del
dia 3 y se vigoriza al dia 21, esto explicaria parte de la baja colonizaciéon ya que las
semillas inician su germinacién en el dia 30 y estan en funcién de la temperatura y

viabilidad de la semilla. Otro aspecto importante es el tamafio de la semilla, lo que implica
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una reserva de nutrientes (Bafiuelos et al., 2017); con esta premisa, a mayor tamafio
mayor reserva de nutrimentos y con ello la asociacion se limita debido a que el

hospedante no emitiria los dialogos moleculares para realizar la simbiosis.

Los HFMA potencian en las plantas hospedantes la adquisicion de nutrientes del suelo,
aumentan la resistencia de las plantas frente a los estreses bioticos y abioticos y
contribuyen a mantener el ciclo de nutrientes y la materia organica en el suelo. A su vez,
las micorrizas reciben energia para el crecimiento y la reproduccion de la planta huésped.
Estos beneficios aumentan la salud de las plantas y la productividad de los &rboles de
cultivo anual y frutal, como los citricos y la vid. Las mejoras en el crecimiento de las
plantas micorrizicas con respecto a las plantas no inoculadas se ha definido como
respuesta al crecimiento micorrizico. Aunque la ubicuidad de la simbiosis AMF, la MGR
varia en gran medida en relacion con la especie, el cultivar y las caracteristicas del
hongo. La industria de los viveros también aprovecha las ventajas de la biotecnologia de
HFMA mejorando las tasas de supervivencia de las plantulas micropropagadas, su
calidad y el rendimiento una vez trasplantadas en el campo (Caruso et al., 2021). En este
caso, se presentd mayor colonizaciébn micorrizica en los tratamientos inoculados con
HFMA pero insuficiente para el crecimiento. Los efectos de los hongos benéficos solo se
presentaron en forma de mayor desarrollo de raices secundarias (raiz mas fibrosa,

Cuadros 19 y 20) y no en peso seco de parte aérea ni de raiz (Cuadros 16y 17).
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Cuadro 21. porcentaje de colonizacién micorrizica de plantas de aguacate criollo a los 103 DDS,
por efecto de la aplicacién de los tratamientos.

COLONIZACION INDICE DE
TRATAMIENTOS MICORRIZICA TOTAL EFICIENCIA DE
(%) MICORRIZACION
Testigo 0.0+x0.0c 0
HFMA 53+1.15b 33.75
HFMA+PGPR 86+1.15a 23.02
HFMA+PGPR+RF 6.6 £ 1.15 ab 51.26
HFMA+RF 6.0+2.0ab 19.15
PGPR 0.0+0.0c 0
PGPR+RF 0.0+0.0c 0
RF 0.0+0.0c 0
Chi cuadrada (3?) 0.785
p-value 0.00017

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal, RF= roca fosférica. Promedios + desviacion estandar con letras distintas en columnas, indican
diferencias estadisticas (Tukey, a = 0.05).

Figura 31. Micrografias de colonizacién micorrizica, hifas intrarradical a 40x y 10x, en las raices
de plantas de aguacate criollo a los 103 DDS con inoculacién de PGPR, HFMA vy fertilizacion con

roca fosforica (RF).
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5.2.7. Tamafo de las poblaciones de microorganismos

La poblacién de bacterias totales (variable no parametrica) mostré diferencias entre
tratamientos (p< 0.05) con la prueba de Kruskal-Wallis (Cuadro 23). Las medias
mostraron que el testigo presenté mayor cantidad de bacterias, seguido del tratamiento
HFMA+ PGPR +RF. Los demas tratamientos mostraron crecimientos similares, siendo
el tratamiento HFMA+ RF el que presento la poblacion mas baja tal y como se muestran

en la Figura 33.

La poblaciéon de bacterias fijadoras de N atmosférico (variable no parametrica) mostré
diferencias entre tratamientos (p< 0.05) con la prueba de Kruskal-Wallis (Cuadro 23). Las
medias mostraron que el tratamiento HFMA+ PGPR presenté mayor UFCmL™* seguido
el tratamiento, testigo, HFMA, RF, HFMA+ RF, PGPR y por ultimo HFMA+ PGPR + RF
Y HFMA+ PGPR +RF, siendo este ultimo el de menor nimero de bacterias fijadoras de

N atmosférico (Cuadro 23).

En referencia a la poblacion de hongos totales (variable no paramétrica) el andlisis
evidencié diferencias entre tratamientos (p< 0.05) con la prueba de Kruskal-Wallis
(Cuadro 23). Las medias mostraron que el tratamiento PGPR presenté mayor poblacion
de hongos; posteriormente PGPR + RF y el testigo. Los tratamientos HFMA+ PGPR +RF,
HFMA+ PGPR tuvieron poblaciones similares y por ultimo RF, HFMA+ RF y HFMA fueron

los més bajos en poblaciones de hongos (Cuadro 23).
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Cuadro 22. Tamarfo de poblaciones microbianas en rizésfera por efecto de los tratamientos (HFMA, PGPR, RF y su interaccion)
aplicados en plantas de aguacate criollo a los 103 DDS
TRATAMIENTOS BACTERIAS TOTALES HONGOS BACTERIAS FIJADORAS DE N
ATMOSFERICO

(UFC gt suelo seco)

Testigo 1.0e+05+ 2.4 e+03 a 7.7e+03 £ 6.4 e+02 ab 2.7e+04 £5.0e+03 b
HFMA 1.6e+04+ 7.3e+03b 1.3e+03 +7.3 e+01d 2.7e+04 +15e+03b
HFMA+PGPR 59e+03+3.9e+03b 51e+03+1.0e+03cC 41e+04 £ 4.1e+t03 a
HFMA+PGPR+RF 9.3e+04+1.7e+03 a 5.4 e+03 £ 6.2 e+02 bc 1.4e+04 +9.4 e+02 d
HFMA+RF 15e+01+0.2e+01b 1.0e+03 +2.1e+02d 2.0 e+04 + 2.3 e+03 bcd
PGPR 1.8e+04+5.6e+03 b 8.0e+03+6.8e+02 a 1.5e+04 +1.5e+03 cd
PGPR+RF 1.4e+04+1.7e+03 b 7.0 e+03 + 2.0 e+03 abc 1.5e+03 +3.1 e+02 cd
RF 1.4e+04 +3.7e+03 b 1.8e+03 +1.8e+03d 2.2e+04 £ 1.4 e+03 bc
Chi cuadrada (x?) 19.947 20.066 20.361
p-value 0.005686 0.005429 0.004841

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, RF= roca fosférica. Promedios *
desviacién estandar con letras distintas en columnas, indican diferencias estadisticas (Tukey, a = 0.05).
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Figura 32. Tamafio de la poblacién de bacterias totales en las raices de plantas de aguacate

criollo a los 103 DDS con inoculacion de PGPR, HFMA y fertilizacién con roca fosférica (RF).

En la evaluacion de sobrevivencia de bacterias fluorescentes inoculadas indic6 que
existen diferencias estadisticas entre tratamientos (Cuadro 24). Los tratamientos que
presentaron mayor poblacién de bacterias fluorescentes fueron PGPR, HFMA, HFMA +
PGPR y HMA + PGPR + RF en comparaciéon con el testigo. Los demas tratamientos
presentaron valores similares (Cuadro 24). Los factores que fueron significantes para el
tamafio de la poblacién de bacterias fluorescentes inoculadas en la rizésfera de aguacate
criollo fueron HFMA, RF y la interaccién entre HFMA + PGPR + RF (Cuadro 24).
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Cuadro 23. Sobrevivencia de bacterias fluorescentes por efecto de PGPR, HFMA, RF y su

interaccion, en plantas de aguacate criollo a los 103 DDS.

TRATAMIENTOS

BACTERIAS FLUORESCENTES
INOCULADAS
(UFC G SUELO SECO)

Testigo 2.6e+04 + 2.7 e+03 ab
HFMA 3.4e+04 + 1.6 e+t03 a
HFMA+PGPR 3.0e+04 + 2.5 e+03 a
HFMA+PGPR+RF 3.0e+04 £+ 9.4 e+03 a
HFMA+RF 2.3e+04 + 3.6 e+03 ab
PGPR 3.2e+04 + 5.3 e+03 a
PGPR+RF 1.5e+04+29e+03 b
RF 2.1e+04 + 4.7 e+03 ab
DHS 1.3 e+04

Efectos principales

HFMA

SIN 24152.86 + 7543.6 b
109 29994.40 + 6017.3 a
PGPR

SIN 26663.55 + 5759.9 a
10 mL 27483.71 + 8842.1 a
RF()

SIN 31182.80 + 4313.93 a
10 ppm 22964.47 + 7501.80 b
SIGNIFICANCIA¥

HFMA o

PGPR NS

RF *k%k

HFMA x PGPR NS

HFMA x RF NS

PGPR x RF NS

HFMA x PGPR x RF

**

HFMA= hongos formadores de micorriza arbuscular, PGPR= rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal. Promedios + desviacion estandar con letras distintas en la columna, indican diferencias
estadisticas (Tukey, a = 0.05). DHS = Diferencia Honestamente Significativa de Tukey. ¥No significativo y
significativo a p < 0.05, 0.01 y 0.001 fueron identificadas como NS, *, **, *** respectivamente.

5.2.8. Colonizacién de las raices por la bacteria fluorescente inoculada

La evaluacion de la cepa bacteriana R44-DsRed, en raices de plantas de aguacate
mediante microscopia de fluorescencia, mostrd colonizacién radical positiva en todos los
tratamientos. En algunos de estos colonizé en mayor proporcion que en otros, tal y como

se muestra en la Figura 34. La colonizacion en tratamientos que no fueron inoculados
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con esta bacteria fluorescente se debi6 a la aleatorizacion de unidades experimentales
al momento de establecer el experimento. La distribucidén de los tratamientos en el area
experimental facilité que, a través del riego, las bacterias se transportaran de una unidad

a otra; por lo que se presento6 colonizacion en plantas no inoculadas de inicio.

HFMA+PGPR+RF PGPR+RF
HFMA+PGPR PGPR
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HFMA+RF RF

HFMA Testigo

Figura 33. Imagenes de microscopio 6ptico de epifluorescencia que indican colonizacién por
bacterias fluorescentes en tejidos de las raices de plantas de aguacate criollo a los 103 DDS

con inoculacion de PGPR, HFMA y fertilizacién con roca fosférica (RF).
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VL. CONCLUSIONES

Este estudio confirma el papel de los HFMA, PGPR, los efectos del pH y la roca
fosforica en el crecimiento y absorcion de nutrimentos en plantas de aguacate,
aunque con un comportamiento diferencial tanto en los efectos principales como

en los simples.

Con la inoculacion de HFMA y PGPR en portainjertos de aguacate criollo regadas
con solucién nutritiva de diferente pH 6.2 aumento el diametro de tallo, peso seco

total y la concentracion de N y P en tejido vegetativo (tallos y hojas).

La inoculacion de PGPR fue determinante en el crecimiento y arquitectura radical

en plantas de aguacate, regadas con solucién nutritiva de diferente pH.

El porcentaje de colonizacion fue suficiente para mejorar pardmetros de

crecimiento y concentracion nutrimental en portainjertos de aguacate.

La inoculacion de PGPR desde semilla mejoro la longitud y volumen radical de las

plantas.

La inoculacion desde semilla con HFMA no provocd aumento en el crecimiento de

las plantas de aguacate

Por otra parte, los efectos por la inoculacion de PGPR, HFMA, suministro de roca
fosforica, e interaccion de estos factores de estudio que se manejaron desde
semilla se limitaron a favorecer la altura, nimero de hojas, diametro del tallo y la

concentracion de nitrégeno, fésforo y potasio en plantas de aguacate.
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APENDICE

ANEXO 1

Figura Al. Micrografias de colonizacién micorrizica presencia de vesiculas e Hifas intrarradicales a 10x y 40x

en plantas de aguacate raza mexicana.
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Figura A2. Imagenes de crecimiento y desarrollo radical en plantas de aguacate inoculadas con HFMA y PGPR, regadas con
solucién nutritiva con diferente pH (5.8 y 6.2). De izquierda a derecha (HFMA+ PGPR+ pH 6.2, HFMA+ PGPR+ pH 5.8, HFMA+
pH 6.2, HFMA+ pH 5.8, PGPR + pH 6.2, PGPR+ pH 5.8, pH 6.2, Testigo (pH 5.8).
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Figura A3. Imagenes de crecimiento y desarrollo radical en plantas de aguacate inoculadas con HFMA, PGPR, RF
desde semilla. HFMA+PGPR+RF, HFMA+PGPR, HFMA+RF, HFMA, PGPR+RF, PGPR, RF, Testigo.

120



	PORTADA
	HOJA DE FIRMAS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	AGRADECIMIENTOS
	CONTENIDO
	LISTA DE CUADROS
	LISTA DE FIGURAS
	I. INTRODUCCIÓN
	II. OBJETIVOS E HIPÓTESIS
	2.1. Objetivo general
	2.2. Objetivos específicos
	2.3.  Hipótesis general
	2.4. Hipótesis específicas

	III. REVISIÓN DE LITERATURA
	3.1. Rizosfera
	3.2.  Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR)
	3.2.1. Solubilización de fosfatos por PGPR
	3.2.2. Fijación de nitrógeno por PGPR
	3.2.3. Solubilización de potasio por PGPR
	3.2.4. Producción de reguladores del crecimiento vegetal (fitohormonas) por PGPR
	3.2.4.1. Bacterias productoras de auxinas, etileno, ACC desaminasa y regulación de estrés
	3.2.4.2. Bacterias productoras de giberelinas
	3.2.4.3. Bacterias productoras de ácido abscísico (ABA)

	3.2.5. Quelatación de hierro por PGPR
	3.2.6. Efecto de biocontrol por PGPR
	3.2.7. Biorremediación

	3.3. Hongos formadores de micorriza arbuscular (HFMA)
	3.3.1. Mecanismos de mejoramiento en el crecimiento de las plantas
	3.3.2. Mecanismo de tolerancia al estrés biótico y abiótico
	3.3.3. Mecanismos en el mejoramiento de la salud del suelo

	3.4. Aguacate (Persea americana): generalidades, taxonomía y fenología
	3.4.1. Obtención de portainjertos de aguacate
	3.4.2.  Portainjertos y cultivares de aguacate
	3.4.3.  Requerimientos climáticos y edafológicos del aguacate
	3.4.4. Requerimientos nutrimentales

	3.5. Inoculantes microbianos en aguacate
	3.6. Sustrato en la producción frutícola de viveros
	3.6.1. Perlita
	3.6.2.  Espuma fenólica


	IV.  MATERIALES Y MÉTODOS
	4.1.  Inoculación de hongos formadores de micorriza arbuscular y bacterias promotoras del crecimiento vegetal en plantas de aguacate regadas con solución nutritiva de diferente pH.
	4.1.1. Establecimiento del experimento
	4.1.2. Material vegetal
	4.1.3. Sustrato
	4.1.4. Preparación del inóculo bacteriano
	4.1.5. Inóculo de HFMA
	4.1.6. Solución nutritiva
	4.1.7. Evaluación de tratamientos
	4.1.7.1. Diámetro de tallo
	4.1.7.2. Peso seco de la parte aérea y de la raíz
	4.1.7.3.  Concentración de nutrimental
	4.1.7.4. Crecimiento y arquitectura radical
	4.1.7.5. Colonización micorrízica
	4.1.7.6. Tamaño de poblaciones bacterianas
	4.1.7.7.  Colonización de raíces por bacteria fluorescente inoculada

	4.1.8. Análisis estadístico

	4.2. Crecimiento y concentración de nutrimentos en plantas de aguacate inoculadas desde semilla con HFMA y PGPR y fertilizadas con roca fosfórica.
	4.2.1. Establecimiento del experimento
	4.2.2. Preparación del inóculo bacteriano
	4.2.3. Inóculo de HFMA
	4.2.4. Roca fosfórica
	4.2.5. Evaluación de tratamientos
	4.2.5.1.  Porcentaje de germinación
	4.2.5.2. Altura, diámetro de tallo y número de hojas
	4.2.5.3. Peso seco de la parte aérea y de la raíz
	4.2.5.4. Concentración de nutrimental
	4.2.5.5. Crecimiento y arquitectura radical
	4.2.5.6. Colonización micorrízica
	4.2.5.7. Tamaño de las poblaciones bacterianas
	4.2.5.8. Colonización de raíces por bacteria fluorescente inoculada

	4.2.6. Análisis estadístico


	V. RESULTADOS Y DISCUSIONES
	5.1. Inoculación de hongos formadores de micorriza arbuscular y bacterias promotoras del crecimiento vegetal en plantas de aguacate regadas con solución nutritiva de diferente pH.
	5.1.1. Diámetro de tallo
	5.1.2. Peso seco de la parte aérea y de la raíz
	5.1.3. Concentración nutrimental
	5.1.4.  Crecimiento y arquitectura radical
	5.1.5.  Colonización micorrízica
	5.1.6.  Tamaño de las poblaciones bacterianas
	5.1.7.  Colonización de raíces por bacteria fluorescente inoculada

	5.2. Crecimiento y concentración de nutrimentos en plantas de aguacate inoculadas desde semilla con HFMA, PGPR y fertilizadas con roca fosfórica.
	5.2.1. Porcentaje de germinación
	5.2.2. Altura, diámetro de tallo y número de hojas
	5.2.3. Peso seco de la parte aérea y de la raíz
	5.2.4. Concentración nutrimental
	5.2.5. Crecimiento y arquitectura radical
	5.2.6. Colonización micorrizica
	5.2.7.  Tamaño de las poblaciones de microorganismos
	5.2.8.  Colonización de las raíces por la bacteria fluorescente inoculada


	VI. CONCLUSIONES
	VII. LITERATUR CITADA
	APENDICE

