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RESUMEN

E} cultivo de Agave tequi!ana,_es uno de los mas importante para el estado de Jalisco,
debido al aumento de la demanda nacional e internacional del “tequila”, sin embargo,
este cultivo ha sido afectado por pérdidas causadas por diversos factores como el
inapropiado uso de agroquimicos, danos causados por plagas y enfermedades, y por el
bajo precio de las “pifas” durante 1996-1998. Para satisfacer |la demanda del “tequila”
se requiere incrementar la superficie cultivada, y llevar a cabo un manejo sustentable
del cultivo, reduciendo la aplicacidn de fertilizantes y plaguicidas. Una alternativa para
este propdsito es el manejo de la rizosfera, como es el caso de la simbiosis de hongos
micorricicos. Este tipo de simbiosis beneficia a |a planta aumentando la eficiencia en la
absorcion de agua y minerales, aumenta el crecimiento, y la eficiencia fotosintética, en
algunos casos también suprimen enfermedades radicales. Este estudio fue realizado
de marzo de 1999 a noviembre de 2000, y el objetivce principal fue generar
conocimiento basico en la respuestas fotosintética y anatémica foliar estacional en
plantas jovenes de A. fequilana inoculadas con hongos micorricicos: Glomus
fascicufatum (Gf) y G. intraradices (Gi), durante dos afios y medio. En la primera parte
del trabajo se realizé una medicidn basal de asimilaciéon de CO; en las plantas después
que fueron transplantadas para determinar el comportamiento de las plantas después
de cierto tiempo que se les deja a las plantas sin ser transplantadas, se encontré que
las plantas que no son transplantadas de inmediato (plantas que tenian diez dias_)
tienen menor eficiencia en la asimilacion de CO,. En las siguientes evéluacidﬁes de
asimilacion de COQ. se encontré un efecto positivo hacia las plantas con micorriZé
comparado con las no micorrizadas, resaltando un incremento de asimilacion en las
plantas con Gi con166 mmol m? d' de asimilacion neta promedio durante el
experimento a diferencia de las plantas con G f que fue de 96 mmol m?d" y el Testigo
(T) de 94 mmol m? d”. El crecimiento de las hojas también fue mayor en las plantas
con Gi, asi como |la anatomia de la hoja, aunque el porcentaje de colonizacion total en
Gf en agosto de 1999 fue mayor (59%) que en Gi (16%). En el segundo afio (2000) el
porcentaje de colonizacion fue similar en ambas especies (71%), presentando en este

afo estructuras de arblUsculos. En relacidon a la anatomia foliar, se observaron
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diferencias entre tratamientos en el segundo afio, la principal diferencia fue el grosor

de clorenquima, el cual fue mayor en las hojas de las plantas inoculadas con los
hongos Gfy Gi que en el testigo.
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SUMMARY

Agave (Agave fequilana) Weber var. azul is one of the most economical important crop
in Jalisco state due that it had experimented an increase in the land area dedicated to
its cultivation as result of its high demand for the production of the drink named
“tequila”. Actually the crop management system is highly dependent of high rates and
inappropriated use of fertilizers and pesticides. In addition, the severe injury caused by
the presence of insect and diseases pests also had lead to an increase in the use of
plaguicides, which in turn had caused severe unbalance on soil biological cycles, that
support the sustainable management of soils. Actually, agave growers claim for a
sustainable management systems based on low use of fertilizers and pesticides. An
alternative technology is the management of the rhizophere, in particular the
mycorrhizal symbiosis. The mycorrhizal symbiosis can improve the uptake of soil water
and mineral, may increase plant growth and photosynthesis, and would reduce the
injury caused by root diseases. This study was conducted from 1899 to 2000 and the
main objective was generate basic knowledge on seasonal CO, uptake, growth and leaf
anatomical characteristics responses on young A. tequilana plants previously inoculated
with Glomus fasciculatum (Gf) and Glomus intraradices (Gi). A leaf basal CO, uptake
measurement after plants were transplanted registered highest uptake rates than those
immediately transplanted. Following evaluations of CO, uptake were realized plants
inoculated with Gi showed higher CO. uptake rate (166 mmol m d') than those
. inoculated with Gf (96 mmol m? d”) and the control (94 mmol m? d™). Also leaf length
resulied higher on those plants inoculated with Gi as well as chlorenquima thickness
was found, nevertheless in august of 1999 root colonization was higher with Gf (59%)
than Gi (16%). On the second year (2000), root colonization percentage was similar for
both fungi species (71%), and they showed arbuscules. Also plant leaf showed an

increased chlorenquima thickness on those plants inoculated with both Gf and Gi fungi
than the control.




INTRODUCCION

El cultivo del agave “azul” (Agave tequilana Weber), es importante para la
region de Los Altos, Centro y Sur este de Jalisco, particularmente en la dltima
decada, debido a la gran demanda nacional e internacional que ha alcanzado el
“tequila’, sin embargo, este aumento se vié afectado por las pérdidas de cultivos
por los dafios causados por plagas y enfermedades, y por el bajo precio de las
‘pinas” durante 1996-1998, por lo que para satisfacer la demanda se requiere
incrementar la superficie de cultivo (Consejo Regulador del Tequila, 1999). Para
lograr el desarrollo de una agricultura sustentable, es necesario generar nuevas
tecnologias que contribuyan a estabilizar los rendimientos (Vandermeer, 1995),
entre los cuales destacan aquellas que reducen el uso de fertilizantes, manejo de
productos gue generen materia organica, y reducir las practicas agricolas. Una
alternativa importante es el manejo de la rizosfera, como es el caso de la
simbiosis de hongos micorricicos (Hoffman y Carroll, 1995). Este tipo de simbiosis
generalmente es considerada como una relacion mutualista, con una
trarisferencia bidireccional de nutrimentos. El hongo depende de |os fotosintatos
proporcionados por el hospedero, y el micelio externo del hongo incrementa la
capacidad de la planta para obtener los recursos del suelo (i.e. agua, minerales;
Lambers et al., 1998; Smith y Read, 1997). Estas condiciones benefician la
fotosintesis aumentando la actividad fotosintética la cual es importante para el
funcionamiento de la simbiosis. micorricica. En algunos casos suprimen las
enfermedades radicales (Smith y Read, 1997), y permite reducir la aplicacion de
agroquimicos sin afectar el rendimiento (Smith y Smith, 1996, Lambers st al.,
1998). Esta simbiosis también, mejora la tolerancia a la sequia, facilita fa toma
radical de minerales que presentan baja movilidad como el fésforo, reduce el
periodo de estancia en el vivero o invernadero antes del transplante, facilita el
" establecimiento de arboles jovenes durante la reforestacion de suelos degradados
y el proceso de colonizacion en procesos de sucesion temprana (Salisbury y
Ross, 1992; Lambers et al., 1998).




Sin embargo, las practicas agricolas tradicionales, como son la labranza, y
aplicacion de agroquimicos, afectan el establecimiento de esta simbiosis, por o
que las especies cultivadas, por lo general presentan bajos grados de simbiosis,
lo cual las ha hecho mas dependientes a la aplicacion de agua y fertilizantes.
Proponemos la hipotesis que la recuperacion del establecimiento de la simbiosis
micorricica en estas especies, ayudard a reducir la aplicacibn de energia
antropogénica, beneficiando el funcionamiento y la eficiencia en la toma de
recursos del aire y del suelo por A. fequifana.




REVISION DE LITERATURA

Clasificacion y descripcion botanica del agave tequilero (Agave tequilana).

El agave tequilero o agave azul forma parte de la familia Agavaceae
(Gentry, 1982; Valenzuela, 1994) que es endémica de América y se distribuye en
el sur de Canada, México, Centroamérica, norte de Sudameérica e islas del Caribe
(Valenzuela, 1994). Esta familia ha tenido muchos cambios en su clasificacién,
algunos autores la unen sus géneros con miembros de las familias Liliaceae y
Amaralidaceae. La familia Agavaceae tiene dos subfamilias Yuccoideae (yucas) y
Agavoideae (agaves), los agaves pertenecen a la tribu Agaveae, al subgénero
Agave y la especie del agave tequilero tequilana

Superorden: Liliannae

Orden: Aspargales

Familia: Agavaceae

Subfamilia: Agavoideae

Tribu: Agaveae

Género: Agave

Subgénero: Agave

Especie: fequilana

Es una planta surculosa que se extiende radialmente, de 2.2 a 2.8 m de
altura (cuando tiene inflorescencia). Su tallo es grueso y corto, de 30 a 50 cm de
altura al madurar. Las hojas son lanceoladas, acuminadas y de fibras firmes
rigidamente estiradas, concavas de 90 a 120 cm, de color glauco de azulado a
verde grisaceo. El margen de las hojas es de recto a ondulado o repando; los
dientes son de tamafo regular, espaciados de color café claro a obscuro, sus
apices son delgados, curvos o flexos con base piramidal. La espina generalmente
es corta de uno a dos centimetros de largo, su base es ancha café obscura. La
inflorescencia es una panicula densamente ramosa a lo largo de 20 a 25 umbelas

de flores verdes y estambres rosados. Las flores son de 68 a 75 mm de largo con




bracteolas sobre los pedicelos. Ovario cilindrico con cuello corto, casi terminado
en punta sobre la base de 32 a 38 mm de largo. Tubo floral de 10 mm de ancho.
Tépalos desiguales lineares erectos pero rapidamente flojos en la antesis de 25 a
28 mm. Los filamentos miden de 45 a 50 mm de largo doblados hacia adentro
junto al pistilo, insertos cerca de la base del tubo de cinco a siete milimetros; las
anteras son de 25 mm de largo. El fruto es una cépsula ovada a ligeramente
cuspidada (Gentry, 1982).

El Cultivo del Agave.

Desde hace un milenio, los indigenas mexicanos aprendieron a extraer la
savia de las largas y carnosas hojas del agave (Agave salmiana, y a fermentarla
para despues producir una bebida ligeramente alcohdlica llamada pulque.
Durante el imperio azteca, se utilizaba Unicamente como bebida ritual de los
sacerdotes, para mitigar el sufrimiento de los que iban a ser sacrificados a los
dioses, como privilegio de los ancianos, y como recompensa para los guerreros
que habian demostrado su valentia (Luna, 1991; Pfeiff, 1995; Valenzuela, 1997).

A diferencia de los indigenas, los invasores espéﬁoles eran grandes
bebedores y ansiaban algo mas fuerte que el pulque. Habian traido consigo el
conocimiento del proceso de destilacion (que adquirieron de los moros) y
descubrieron que varias especies del género Agave (entre- ellas la de Agave
tequifana) producian un licor fuerte y transparente denominado mezcal, y fue
hasta 1893, cuando una bebida de mezcal producido en el puéblo de Tequila, Jal
gand un premio en la Feria Mundial de Chicago con el nombre de “brandy de
mezcal’ tom6 fama la bebida y en 1910 una bebida similar pero nombrada “vino
tequila” merecié un trofeo en San Antonio, Texas, y el nombre de “tequila” se
permanecié para nombrar a la bebida. Desde entonces fue cuando Agave
tequilana comenzd a cultivarse a gran escala. Ahora el 90% del “tequila” se
exporta a Alemania, Australia, Brasil, Canada, Estados Unidos, Francia,
Inglaterra, Japén, Puerto Rico y Sudafrica, (Luna, 1991; Pfeiff, 1995).
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Metabolismo de Agave tequilana.

Agave ftequilana presenta metabolismo acido de las crasulaceas (MAC),
este tipo de metabolismo se encontrd por primera vez en plantas de la familia
Crassulacea por lo que a las plantas que lo tienen se les denomina plantas CAM
(por sus siglas en inglés). Este tipo de metabolismo se caracteriza por la apertura
nocturna de estomas para la toma de CO, y el cierre diurno de estos para evitar
pérdida de humedad. El agave, al igual que otras plantas MAC almacenan el CO,
fijado (por la enzima fosfoenol piruvato carboxilasa-PEPcasa) en la obscuridad en
vacuolas en forma de acidos organicos, por lo que tienden a un aumento en la
acidez durante la noche, se ha encontrado que las temperaturas nocturnas
calidas reducen la actividad de la enzima (Pimienta et al., 2000), por lo que
disminuye la produccion y acumulacion de azucares en tejidos de reserva
- {Pimienta et al.,1999). Este tipo de metabolismo es un mecanismo de adaptacién
de las plantas de zonas aridas para facilitar la fotosintesis y ahorra agua (Nobel y
Hartsock, 1976; Kluge, 1979; Nobel, 1994).

Productividad del Agave tequilana.

Se ha encontrado que la productividad del agave avanza conforme a la
- edad de la planta, siendo mas acelerado en las dos primeros anos, y en el Ultimo
afio (de siete a ocho) disminuye el peso seco en las hojas y las raices para
concentrarse el crecimiento en el tallo, y se estima que plantas de un afio
producen 2.49 kg m? de peso seco de hojas formadas, plantas de tres afios
producen 2.24 kg m?, y plantas de seis afios producen 2.11 kg m? (Nobel y
Valenzuela, 1986). Esta productividad es similar a otras especies de agave
(Nobel, 1885).

Las micorrizas.
La asociacion micorricica es aquella que se realiza entre algunos hongos
benéficos del suelo vy las raices de la mayoria de las plantas. El término micorriza

se refiere a la asociacion entre un hongo benéfico y las raices de plantas




superiores el que se involucra el intercambio de nutrientes del suelo. Esta
asociacion es considerada como simbiosis mutualistica, ya es altamente
interdependiente, en la que la planta hospedera recibe nutrimentos minerales via
micelio fungal {micotrofismo), y el hongo heterotréfico obtiene compuestos de
carbono de la fotosintesis (Harley y Smith, 1983).

Entre los beneficios que las plantas reciben con esta simbiosis estan:
reduccion del periodo de estancia en el vivero o invernadero antes del
transplante, mejoramiento de la capacidad fotosintética, aumento de la tolerancia
al estres hidrico al aumentar la absorcion de agua en suelos secos y absorcién de
nutrimentos minerales en suelos donde la difusidn de iones disminuye por el
contenido bajo de humedad; y el fosforo se encuentra insoluble como fosfato de
calcio (Cui y Nobel, 1892; Smith y Smith, 1996).

Esto ha hecho posible que estas especies presenten productividad
biolégica y agrondmica similar a la que se reporta para especies frutales que se
desarrollan en ambientes més favorables, con tecnologia moderna y requieren de

alta aplicacién de energia antropogénica (Barbera et al., 1992).

Se han descrito cinco tipos de micorizas:
¢ Ectomicorriza, la cual se caracteriza por la prsencia de la red de Harting en la
corteza y cominmente se encuentran en arboles lefiosos.
» Ericales, estas comparten caracteristicas de ectomicorrizas y- arbusculares. Se
clasifican en tres tipos: ericoidal, arbotoide y monotropoide.
e Ectoendomicorrizas, estas también forman red de Harting y su colonizacion
intracelular es similar a la arbutoide. Se forman solo con algunas géneros de la
familia Pinaceae.
o Micorrizas de orquidea, en este tipd de micorriza el hongo provee de carbono a
la planta hospedera.
e Micorriza arbuscular, esta presenta estructuras intracelulares que se forman en
las células corticales de [a raiz como arbusculos y vesiculas, por lo cual recibe

ese hombre.




De estos tipos la micorriza, la arbuscular es la mas comun, se forma en las
raices de la mayoria de las plantas y son simbiontes obligados, pertenecen a la
subdivision Zigomicotina, a la clase Zygomicetes y al orden Glomales, en el que
se encuentran dos familias:

- Glomaceae con los géneros Sclerocystis, Glomus, Acaulospora, Enfrophospora

- Gigasporaceae con los géneros Gigaspora y Scutelfospora (Schenck y Pérez,
1990).

Clasificacion de los hongos micorricicos vesiculo arbascular (MVA).
En 1990 Morton y Benny realizan una clasificacién del orden Glomales en
la que la familia Endogonaceae no esta incluida. Esta clasificacion esté basada

en la descripcion de algunos tipos de esporas, si se generan terminal, intercalada
o lateralmente de una o mas hifas.

Orden: Glomales
»Suborden: Glomineae
Familia: Glomaceae
Géneros: Glomus
Sclerocystis
Familia: Acaulosporaceae
Géneros: Acaulospora
Entrbphos,oora
- Suborden: Gigasporineae
Familia: Gigasporaceae
Géneros: Gigaspora

Scutellospora




Mecanismos de colonizacion,

Los hongos micorricicos vesiculo arbusculares (MVA) son biotrofos
obligados (los cuales derivan nutrientes de la planta hospedera). La adaptacion
celular depende de procesos de reconocimiento modulados y coordinados
molecularmente por ambos simbiontes. E! intercambio de sefiales vy
reconocimiento entre la planta hospedera y el hongo inicia antes del contacto
fisico, ya que los metabolitos exudados por las raices hospederas, incrementan la
germinacién de las esporas y el crecimiento fungico, a diferencia de las plantas
no hospederas (Gianinazzi-Pearson, 1996). E!l proceso de infeccion de la raices
hospederas esta caracterizado por distintos estadios que involucran cambios
morfogenéticos en el hongo como son: germinacion de la espora, diferenciacion
de hifas, formacién del apresorio, penetracion radical, crecimiento intercelular y
formacioén del arbusculo (Giovannetti, et al., 1994).

La germinacién de !a espora y la diferenciacidén de las hifas puede ocurrir
en ausencia de raices, esta fase es crucial en el ciclo de vida ya gue de este
depende la sobrevivencia, habilidad, rapidez y eficiencia de infectar al hospedero.
El apresorio es considerado el punto de reconocimiento del hongo y el potencial
hospedero, puede formarse hasta en 36 h después de la interaccion con la raiz
hospedera (Giovannetti y Citernesi; 1993).

La colonizacion de hongos MVA influye comunmente en la nutriciéon de la
planta, especialmente en la nutricién de fosforo, el cual tiende a ser relacionado
- con el crecimiento y el desarrollo, aungue esta respuesta no es muy favorable en
niveles altos de fosforo (Gianinazzi y Schiepp, 1994).

En el crecimiento de la hifa es rapido y hacia adentro del parénquima
cortical, donde el micelio inter o intracelular prolifera a lo largo de la raiz, debido a
que las céiulas de ia epidermis e hipodermis que tienen contacto con las primeras
estructuras de infeccion nho muestran modificaciones citoldgicas significativas o
respuestas de defensa (Brundrett et al., 1985).

El desarrollo fungico culmina con la diferenciacion de haustorios

intracelulares llamados arbusculos (caracteristicos de ésta simbiosis), los cuales
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se pueden formar durante los primeros 4 dias, que después le sigue la formacién
de vesiculas. Los arbusculos tienen un papel clave en el intercambio reciproco de
nutriente entre la planta hospedera y el hongo MVA (Smith y Smith, 1890). Sin
embargo, son estructuras efimeras y un arbusculo individual alcanza su desarrollo
completo en algunos dias, después comienza su senescencia (Alexander et al.,
1988).

El desarrollo de los sistemas de agricultura en afos recientes, se ha
caracterizado por la adicion de cantidades excesivas de fertilizantes, fungicidas
herbicidas, etc., empleados para incrementar la produccion, disminuye los efectos
de la colonizacién micorricica - y la actividad de microorganismos del suelo,
afectando la fertilidad del suelo, ya que se afeda el ciclo de minerales
(Bethlenfalvay y Lidermann, 1992). Las micorrizas son importantes en la captura
de minerales el ciclo de nutrientes. El manejo y aplicacidon de micorrizas, permite
conservar los recursos naturales del suelo para hacer uso racional de estos
conservando asi [a fertilidad y la estructura del suelo por periodos prolongados,
disminuye la contaminacion y desgaste del suelo por erosion, alcanzando una alta

produccion protegiendo la estructura y diversidad de las comunidades de plantas
naturales.

Caracteristicas fisioldgicas de la planta hospedera en funcién a la simbiosis
micorricica.

En cuanto a la simbiosis micorricica arbuscular, la integracién de ambos
simbiontes toma lugar a diferentes niveles; 1) estructural, definido por la
formacion del arbuUsculo, un proceso en el cual el hongo modifica ciertas células
para formar una estructura hospedero-hongo en el plasmalema; 2) fisioloégica y
bioquimicé", donde la integracion es principalmente expresada por cambios en el
intercambio de nutrientes propios de la raiz cuando son colonizadas por el hongo
(Azcon-Aguilar y Bago, 1994). Como anteriormente se menciond, la simbiosis
micorricicatiene efectos estructurales y fisiocldgicos. Estos cambios pueden verse

en caracteristicas de los tejidos y en los procesos bioquimicos involucrados en el
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intercambio de nuirientes, asi como el intercambio metabdlico y las
modificaciones enzimaticas, los cuales son indicativos de un alto grado de
integracion fisiolégica. Por lo que las propiedades fisiolégicas de la planta
hospedera son determinantes para una adecuada formacion y funcionamiento de
la micorriza. No obstante, la simbiosis micorricica esta controlada por una serie
de mecanismos en la planta y esta modulada por las condiciones ambientales.

Una de las principales caracteristicas fisiolégicas de la planta micorrizada
es la alta actividad fotosintética, en el contexto de la relacidon fuente-demanda , ya
que la formacién y funcionamiento de la micorriza esta regulada por el nivel de
carbohidratos en la raiz, y el incremento en la actividad fotosintética se atribuye a
la adquisicidon de fdsforo del suelo, que Unicamente es inducida por el hongo
(Brown y Bethlenfalvay, 1988); en algunos casos la planta hospedera puede
restringir la formacién micorricica cuando el costo de la simbiosis es més alto que
el beneficio, cuando esto sucede no sélo el fésforo sino la luz intervienen en la
disminucion de |a fotosintesis, ya que se ha encontrado que la baja intensidad de
irradianza reduce la proporcion de la longitud de raices micorrizadas, asimismo
reduce la colonizacién micorricica (Tester et al., 1986). Ofra caracteristica
fisiologica es el crecimiento vegetativo, aunque la micorriza no lo promueve
- continuamente, la disminucion temporal del crecimiento, es importante desde el
punto de vista ecolégico, ya que los recursos del suelo estan sujetos a cambios
temporales, dependiendo de la humedad del suelo y temperatura (Azcén-Aguilar y
Bago, 1994).
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MATERIALES Y METODOS

Sitio de colecta y establecimiento del experimento.

El experimento se llevd a cabo en las instalaciones del Departamento de
Ecologia del Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias de la
Universidad de Guadalajara. Para este estudio se colectd suelo y pléantutas de
aproximadamente tres afios de una plantacion cultivada del predio "La Higuerita”
el cual se localiza a 10 Km-del municipio de Amatitan Jalisco (de 20° 42’ 30" a 20°
55 15" latitud norte y de 103° 37 40" a 103° 49" 30" longitud oeste a 1310
msnm). Las plantas fueron inoculadas con dos cepas de hongos micorricicos
vesiculo arbuscular (MVA) al momento de ser transplantadas en cubetas de 20 L,
colocando 100 g del indculo (aproximadamente 500 esporas) por planta. Se
tuvieron tres tratamientos; dos indculos de cepas de hongos MVA de la coleccién
del CINVESTAV-IPN, Unidad Ilrapuato de las especies de Glomus fasciculatum
(Gf) y Glomus intraradices (Gi), y un testigo sin inocular (T). Cada tratamiento
consto de seis repeticiones bajo un disefio completamente al azar, La inoculacion
se llevd a cabo vertiendo suelo del sitio de colecta (previamente desinfectado)
hasta la mitad de la cubeta. Después se esparcid el inoculo, v se colocd una
planta por cubeta, después de haber sido inoculadas se les agregd mas suelo, al
final se les aplicé 1.5 L de agua. Durante los primeros tres meses (febrero a mayo
de 1999) se les aplicd a cada planta 2 L de agua cada mes.

Los datos climaticos (temperaturas maximas y minimas promedio mensuales y
precipitaciéon pluvial) se obtuvieron de septiembre de 1999 a noviembre de 2000,
de tres estaciones climatoldégicas cercanas al érea donde se instalo el
experimento, y se llevd acabo una interpolaciéon de datos por medio del programa
SIG-IDRISI (Eastman, 1993). Para complementar estas variables cada mes se
registrd en el sitio de instalacién del experimento el flujo fotosintético de fotones
(FFF; a longitudes de onda de 400 a 700 nm} las mediciones se realizaron cada
2 h. después de salir y antes de ocultarse el sol con un sensor cuantico Li-Cor Li-

190s (Li-Cor, Lincoln, EN). Cada mes el contenidoe de humedad en suelo fue




determinado en 10 muestras colectadas de la zona de la rizosfera a 15 cm de
profundidad en las plantas dei experimento, los datos son expresados como
porcentaje de contenido de agua [(masa fresca-masa seca)/masa seca X 100]
(Torres, 1984).

Evaluacion del desarrollo de la colonizacién por hongos micorricicos
vesiculo arbuscular (MVA).

Para evaluar el desarrollo del proceso de colonizacidn por hongos MVA se
colectaron raices durante el verano que es cuando aparecen las raices de "lluvia’,
las cuales son colonizadas por hongos MVA (Arceta et al., 1999). Estas se fijaron’
en una solucién de formaldehido:acido aceético:alcohal (FAA) en un proporcién
10:5:85 (v:viv) (Jensen, 1962) para observaciones anatomicas y del proceso de
colonizacion de las raices por hongos MVA., Para observar el proceso de
colonizacién por hongos MVA las raices se aclararon en una solucion de KOH.
(10%), y se ablandaron en un autoclave 10 minutos a 10 libras, después se
decantd el KOH. Las raices se lavaron con agua y se les afnadid HCI (3%), para
después teriirlas con azul de tripano (0.05%) en lactoglicerol (Phyllips y Hayman,
1970). E! porcentaje- de colonizacién micorricica se evalué en 10 segmentos de
raiz de un 1 cm de longitud cada uno. Los segmentos tefiidos fueron montados en
portaobjetos con tres repeticiones y se examinaron en un microscopio sindptico
marca Zeiss a 10 y 40X. Se cuantificd el porcentaje de colonizacidn considerando
campos positivos aquellos que presentaran alguna estructura micorricica (hifa,

vesicula o arbusculo) empleando el método descrito por McGonigle et al. (1990).

Evaluacion del crecimiento vegetativo.
la tasa de crecimiento se evalud midiendo seis hojas de cada planta desde la
base hasta el apice de la hoja con la ayuda de un flexdmetro, también para este

caso se contaron el numero de hojas desprendidas u hojas nuevas por planta.
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Estudio anatémico.

El estudio anatomico se llevé a cabo cortando segmentos de |la parte media de
las hojas, las cuales fueron fijadas en FAA (10:5:85, viviv) y se les hicieron cortes
transversales con una navaja de rasurar, se tifieron con azul de toluidina (0.5%)

se les midid el grosor de parénguima y clorénquima examinandolos en un
microscopio sinoptico marca Zeiss a 10 y 40X

Medicion estacional de la fotosintesis.

La fotosintesis medida como asimilacion neta de CO, (An) se llevé acabo a
partir del 4 de marzo de 1999, 22 dias después de la inoculacion, y continué una |
vez que inicid la colonizacién por hongos MVA, registrando la medicién de An
cada dos meses de septiembre de 1999 a noviembre de 2000. La An se registré
cada 2h durante 24h en cada fecha de medicion. Para llevar a cabo esta medicién
se empled un sistema portatil para medir fotosintesis Li-Cor Li-6200 (Li-Cor,
Lincoln, NE), cuya camara de medicion de 250 cm’ fue modificada, para poder
registrar el intercambio de gases en una superficie laminar suculenta, como es el
caso de las hojas de A. tequilana. Esta modificacién requirio el reemplazd de la
cubierta semicilindrica, dejando la parte de la camara en forma de prisma con

“base rectangular, la que fue cubierta con una mica de plastico, dejando en un
extremo una pequefia abertura rectangular de 6 cm? (2 cm x 3 cm) cuyos bordes
se cubrieron con hule-espuma (Pimienta-Barrios et al., 2000). Esta apertura se

colocé en la superficie adaxial de la hoja presionando para evitar fugas.

Analisis estadistico.
Los datos se analizaron estadisticamente por una ANOVA y cuando hubo
diferenciag significativas los promedios fueron separados por [a prueba de DMS.

Los datos fueron presentados como promedio + EE.
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RESULTADOS

En la figura 1 se presentan las fechas en que ocurren las principales
fenofases en A. tequilana, también se presenta la variacién estacional de los
datos climéticos de la zona como son las temperaturas promedios extremas
maximas y minimas y precipitécién pluvial, en esta figura se observa que A.
tequilana produce hojas todo el afio, tomando esta variable como evidencia de
crecimiento vegetativo; sin embargo la formacion de hojas es mayor en invierno,
gue es cuando se incrementa el nimero de hojas desprendidas; ademas que su
crecimiento se intensifica en este periodo (Fig. 1a). La formacién de raices
nuevas conocidas como raices de lluvia ocurre en el verano, lo cual coincide con
el periodo de lluvias (junio a octubre), y la colonizacion de estas raices por
hongos micorricicos comienza a mitad de julio hasta finales de octubre (Figs. 1ay
b).

La precipitacion pluvial registrada durante el afio 2000 fue de 1009 mm, sin
embargo el mayor porcentaje de precipitacion (86%) se registré de julio a octubre,
y el périodo de sequia se prolongd de noviembre de 1999 a abril de 2000 (Fig.
1b). Las temperaturas promedio maxima y minima descendieron a partir de
noviembre, aunque esta disminucién fue mas notable para las temperaturas
minimas, ya que el descenso fue de 10°C desde noviembre de 1999 a enero de
2000 que en promedio llegé hasta los 5°C, siendo diciembre muy frio con una
temperatura de 3°C. Después del invierno ambos tipos de temperatura aumentan
graduaimente, en este aumento es cuando se registra el periodo mas caluroso
(abril-mayo) alcanzando una temperatura de 34 °C. Una vez que inicia el periodo

de lluvia a finales de mayo ambas temperaturas se estabilizan (Fig. 1b).
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Figura 1. Fenofases y tiempo de colonizacion de raices por micorrizas en Agave
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tequilana (a); temperatura promedio mensual minima (A) y maxima (0}, precipitacién

pluvial (barras) (b); flujo fotosintético de fotones promedio mensual (c); contenido
de humedad (d) en la localidad de Las Agujas municipio de Zapopan, Jalisco.
Promedios + ee {n=30).
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El promedio de luz registrado durante el experimento fue de 1187 umol m? s
' observandose un descenso muy marcado a partir abril hasta junio (Figs. 1ay c),
mientras que el contenido de humedad se incrementa a partir de este Ultimo mes
que es cuando comienza el periodo de lluvias e inicia la formacién de nuevas
raices posibles de colonizar (Figs. 1a y d), el contenido de humedad en promedio
durante este tiempo fue de 13%, registrandose el mayor contenido en julio y
agosto con 14% (Fig. 1d).

Agave tequilana es un planta que se ha sometido a un grado aito de manejo,
desde |la preparacion del suelo (arado del subsuelo, arado, rastra, y encalado del
suelo) gue muchas veces ocasiona erosion, presentando pérdidas de humedad
en los primeros anos, provocando un desequiiibrio de las condiciones quimico-
biolagicas, lo cual conlleva a una pérdida de fertilidad v atraso en la adaptacion
de la planta al suelo. Entre otras actividades de manejo, el “barbeo” (corte de las
hojas basales) y “tostoneo” (corte total del rizoma) de [a semilla (plantula joven de
agave) aungue tiene algunas ventajas como la eliminacién u observacién de
avance de la enfermedad conocida como “clave” (Fusarium sp.), somete a un
estrés a la planta, ya que después de esta actividad se deja cicatrizar la herida
mucho tiempo (“achicalado’) (Valenzuela, 1997). En la Figura 2 se observa como

el tiempo que tarda el "achicalado” afecta la fotosintesis una vez que la planta es

.sembrada; las plantas que se "achicalaron” por 10 dias tuvieron una asimilacion

neta diaria de 256 mmol m? d” (Fig. 2a), y las plantas con cinco dias presentaron
una asimilacién neta diaria de 374 mmol m? d* (Fig. 2b); por lo que las plantas
con menor tiempo de “achicalamiento” tuvieron una ganancia de carbono de 32%
mas que las de 10 dias. En esta Figura también se observa que las plantas de 5

dias registraron la asimilacién neta instantanea de CO, desde las 19h,

~alcanzandd hasta 8umol m? s, mientras que las plantas de 10 dias se

mantuvieron cerca de cero y la asimilacién se registré hasta las primeras horas
del siguiente dia (Figs. 2ay b).
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Figura 2. Asimilaciéon neta instantanea de CO, durante

24 h en plantas jévenes de Agave tequifana a los 5 dias
de “achicalar” (a), y los 10 dias de “achicalar” (b). La barra
con lineas diagonales indica el periodo nocturno.
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La asimilacion neta de CO, (An) para A. tequilana ocurre durante la noche
(Figs. 3-5), los patrones estacionales mostraron diferencias en los meses de
evaluacion. En la mayoria de los meses fue notable la An positiva al final de la
tarde continuando durante la noche y terminando durante las primeras horas del
dia, con excepcion de noviembre de 1999 y marzo de 2000 en las plantas
inoculadas con Gf (Fig. 3b y d), en noviembre para las plantas con Gi (Fig. 4b) y
el testigo (Fig. 5b). La mayor tasa de asimilacion de CO, durante el periodo del
experimento se registré en septiembre de 1999 (Figs. 3a-5a), pero a partir de
noviembre de 1999 a marzo de 2000 la An se mantuvo cercana a cero, vy fue a
partir de mayo de 2000 cuando en las plantas inoculadas con hongos micorricicos
incrementaron la fotosintesis (Figs. 3e-5e) hasta noviembre de 2000, en estos
meses las plantas estuvieron asimilando CO. hasta las primeras horas de la
mafiana, y la asimilacién negativa fue muy baja.

La diferencia entre los tratamiento se observé de julic a noviembre de
2000, fecha en la que las plantas inoculadas con Gi (Figs. 4f-4h) mostraron una
An superior a la registrada en Gf (Figs. 3f-3h) y el testigo (Figs. 5f-5h), sin
embargo las plantas micorrizadas presentaron mayor asimilacidon que las no
micorrizadas.
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Fig. 3. Asimilacion neta diaria de CO, durante 24 h en plantas
jovenes de Agave tequifana inoculadas con el hongo micorricico
Glomus fasciculatum, en 15-16 de septiembre de 1999 (a), 12-13 de
noviembre de 1989 (b), 14-15 de enero de 2000 (c), 17-18 de marzo
de 2000 (d), 30-31 de mayo de 2000 (e), 19-20 de julio de 2000 (f),
1-2 de septiembre de 2000 (g), y 29-30 de noviembre de 2000.

Los datos son promedios & EE (n=6).




Asimilacion neta de CO, (umol m?s™)

10 I Mt S B B ANNNNNNNNNNNNNNN S
i S R Bt B B

II&I\\\I\\\' N I\\\{I

il\l\i\l\‘\lvl\ I\ti i

T NNNNNNNNNNANNNNNNN
10 12 14 16 18 20 22 00 02 04 06 08 10

Tiempo (h}

Fig. 4. Asimilacidén neta diaria de CO, durante 24 h en plantas
jévenes de Agave fequifana inoculadas con el hongo micorricico
Glomus intraradices, en 15-16 de septiembre de 1999 (a), 12-13 de
noviembre de 1929 (b), 14-15 de enero de 2000 (c), 17-18 de marzo
de 2000 (d), 30-31 de mayo de 2000 (e), 19-20 de julio de 2000 (f),
1-2 de septiembre de 2000 (g), y 29-30 de noviembre de 2000.
Los datos son promedios + EE (n=6),
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Fig. 5. Asimilacién neta diaria de CO; durante 24 h en plantas jovenes
de Agave tequilana sin inocular hongos micerricicos en 15-16 de
septiembre de 1998 (a), 12-13 de noviembre de 1999 (b), 14-15 de
enero de 2000 (c}, 17-18 de marzo de 2000 (d), 30-31 de mayo

de 2000 (e), 19-20 de julio de 2000 (f), 1-2 de septiembre de 2000 {g),
y 29-30 de noviembre de 2000. Los datos son promedios £ EE (n=6).
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En la tabla 1 se presentan los valores de la asimilacidén neta diaria de CO,
(And) y la tasa méaxima de asimilacion CO, (Tma) de septiembre de 1999 a
noviembre de 2000 en las plantas de A. fequilana inoculadas con las especies de
hongos micorricicos Gf y Gi en relacion con el testigo. En esta tabla se observa
que los valores de And fueron mas altos en las plantas inoculadas con hongos
micorricicos que en el testigo, sin embargo en noviembre de 1999 la asimilacién
neta diaria fue negativa para las plantas inoculadas con la especie Gfy para el
testigo, pero en enero de 2000 se incrementaron los valores de And aunque en
este caso el testigo fue superior a los tratamientos, en este mes la especie de
hongo que mas estimuld la fotosintesis fue Gi.

La Tma instantdnea no mostré diferencias significativas entre los
tratamientos durante el experimento, pero de noviembre de 1999 a marzo de 2000
fue menor que en el resto del afio (4umol m? s™), después aumenté a partir de
julio de 2000 cuando comenzd el periodo de liuvias y aparecen las raices
colonizables por los hongos micorricicos, alcanzando en promedio 6 pmo! m? s™.
Para el invierno de 1999 (noviembre a marzo) la AND fue de 78 mmol m* d* y
para el verano de 2000 {julic-septiembre) fue de 136 mmol m? d” (Tabla 1). Parte
de este incremento se puede deber a que la planta requiere mas energia
metabdlica para el transporte de minerales. Durante todo el experimento las
plantas de A..tequilana tuvieron mejor respuesta fotosintética a la inoculacién con
la especie de Gi ya que se en estas plantas se registraron valores de Tma
mayores con un 28% mas que en las inoculadas con Gf. Ei promedio anual de la
And en las plantas con Gi fue de 166 mmol m? d”, en las plantas con Gf fue 96
mmol m? d" y las testigo 94 mmol m? d”, por lo que en plantas con Gi fueron un
43% mas eficiente en la fotosintesis que Gf, y al testigo superd casi 50%. La And
positiva en Gi varié de 28 mmol m? d a.320 mmol m? d” dependiendo de la
época del afo siendo mucho menor en el periodo de marzo a mayo época en que
la planta sufrid un estrés por sequia (Figs. 1b y d; Tabla1).




Tabla 1. Variacion estacional en la Asimilacién neta diaria (And) y la Tasa

maxima de asimilacién (Tma) durante 24h en Agave tequilana.

FECHA TRATAMIENTO ASIMILACION TASA MAXIMA
NETA DIARIA DE ASIMILACION
(mmol m? d*) (pmol m?s™)
15-16 septiembre '99  G. fasciculatum 257.27ab 11.15ab
G. intraradices 320.78a 14.43a
Testigo 222.50b 8.84b
12-13 noviembre ‘89  G. fasciculatum -34.69¢ 1.23b
G. intraradices 28.00a 7.43a
Testigo -119.88b 0.71c
14-15 enero ‘00 G. fasciculatum 128.60¢c 4,20b
G. intraradices 213.08b 5.50b
Testigo 236.04a 7.20a
17-18 marzo ‘00 G. fasciculatum -92.45¢c 0.77b
G. intraradices 226.64a 6.88a
Testigo 50.90b 4,581a
30-31 mayo ‘00 G. fasciculatum 150.35a 6.77a
G. intraradices 79.53b ‘ - 6.35a
Testigo 65.54b 5.39a
19-20 julio ‘00 G. fasciculatum 122.29b 3.73b
G. intraradices 187.03a 3.93b
Testigo 126.36b 7.95a
1-2 septiembre ‘00 G. fascicufatum 84.28b 3.09b
G. intraradices " 116.72a 7.56a
Testigo 96.48ab 3.86ab
29-30 noviembre ‘00  G. fasciculatum 150.40a 4.56a
G. intraradices 156.28a 4.52a
Testigo ' 77.91b 4.33a

Medias dentro de cada columna seguidas por diferente letra son diferencias significativas a
P<0.05 segiin DMS.
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La colonizacion de raices de A. fequilana por hongos micorricicos mostrd

diferencias significativas entre tratamientos, en las evaluaciones realizadas en

julio y agosto de 1999, El tratamiento con mayor porcentaje de colonizacién fue Gf

presentando un alto porcentaje en sus estructuras tanto de hifas como de

. vesicuias comparado con Gi (Tabla 2). El porcentaje de colonizacién total durante

el verano de 1999 se incrementd significativamente en un 49% de julio a agesto

en Gfy 28% para Gi. Las estructuras micorricicas de vesiculas e hifas también se

incrementaron en un 29 % para las dos especies de una fecha a otra, sin

embargo para ambos tratamientos micorrizados el porcentaje de arbudsculos fue

cero (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de colonizacién de raices finas por vesiculas, hifas, y

arblisculos de hongos MVA en plantas de Agave tequilana durante el

periodo julio-agosto de 1999.

‘Colonizacién (%)

Tratamiento Vesiculas Hifas Arbusculos Total

julio agosto julio

agosto julio agosto julio agosto

G. fasciculatum 44a 65a 20a 29a 0 0 40a 78a
G. intraradices 5b 7b 8b 11b 0 0 13b 18b
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0

Medias dentro de cada columna seguidas por diferente
P<0.05 segin DMS,

letra son diferentes significativamente a




En el verano de 2000, el porcentaje de colonizacion micorricica fue similar
entre los tratamientos micorrizados tanto en el porcéntaje total como en el de
presencia de estructuras (Tabla 3). En este periodo las estructuras que mas se
observaron fueron hifas para las dos especies en estudio las cuales aumentaron
en un 12% de julio a agosto, y se registro también la presencia de arbusculos
representando un 10% de la colonizacién total.

Tabla 3. Porcentaje de colonizacién de raices finas por vesiculas, hifas, y
arbasculos de hongos MVA en plantas de Agave fequifana durante el

periodo julio-agosto de 2000.

Colonizacion (%)
Tratamiento Vesiculas Hifas Arbasculos Total

julio agosto julio agosto julio agosto julio agosto

G. fasciculatum 9a 12a 59a 67a 4da 7Ta B1a 65a
G. intraradices 7a 10a 57a B64a bHg 5a 59a 63a
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0

Medias dentro de cada columna seguidas por diferente letra son diferentes significativamente a
P<0,05 segin DMS.

Para este verano la evaluacidén del porcentaje de colonizacidén micorricica
de prolongd hasta principios de otofio en octubre de 2000, y en esta se observd

que para septiembre el porcentaje de estructuras continué aumentando con
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respecto a agosto (Tabla 4), este incremento fue del 30% para vesiculas e hifas,
pero.en arbusculos el aumento sblo fue notable para las plantas con Gi, en las
que se observd un 52% mas con relacion a agosto, y es a partir de octubre

cuando la colonizacidn se reduce hasta un 23%.

Tabla 4. Porcentaje de colonizacién de raices finas por vesiculas, hifas, y
arbusculos de hongos MVA en plantas de Agave tequilana durante el

periodo septiembre-octubre de 2000.

Colonizacién (%)
Tratamiento Vesiculas Hifas Arbusculos Total

sept. oct. sept. oct. sept. oct. sept. oct.

G. fasciculatum 21a 192 83a 80a 8b 4b 90a 70a
G. intraradices 11b i0b  84a 81a 12a Ba 93a 72a
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0

Medias dentro de cada columna seguidas por diferente letra son diferentes significativamente a
P<0.05 seglin DMS.
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Con respecto a los factores que estuvieron relacionados con la colonizacién
y fotosintesis, en este trabajo encontramos que la temperatura del aire es uno de
los factores que mas influye en la An {Fig. 6). La asimilacion de CO; esta muy
relacionada con la temperatura del aire ya que las tasas mas altas fueron
registradas entre los 10 y 20 °C y las temperaturas superiores a 25 °C tienden a
disminuir la An. Estos valores revelan que existe una alta correlacion entre la
temperatura y la asimilacion de CQO; con una r=05a p< 0.5,
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En cuanto al crecimiento, morfologia y anatomia de las hojas de A. tequifana,
en el largo y numero de hojas desprendidas no hubo diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos durante el periodo de julio-agostc de 1999
que fue el periodo de mayor crecimiento, sin embargo en las plantas micorrizadas
se registré un mayor crecimiento con respecto al testigo. El ancho y grosor de las
hojas tampoco mostraron diferencias estadisticas. Para ambas variables los datos
registrados fueron superiores en el testigo que en las plantas con hongos MVA,;
aungue en las plantas inoculadas con Gi fueron ligeramente mas altos que en Gf
y el testigo. Estadisticamente los valores del grosor de clorénquima fueron
similares en las plantas inoculadas con los hongos Gfy Gi, pero fueron superiores
al testigo (Tabla 5).

Tabla 5. Crecimiento, morfologia y anatomia en la hojas de Agave tequilana,
durante el periodo de julio-agosto de 1999,

Tratamiento Nimero Largo  Ancho Grosor  Gros. Clorénquima
(cm) {cm) (mm) (mm)
- G. fasciculatum 16a 46k 4.93a 21a 1.7a
G. intraradices 13a 52a 4.54a 2.6a 1.6a
Testigo 12a . 54a 4.89a 2.3a 0.9b

Medias dentro de cada columna seguidas por diferente letra son diferentes significativamente a
P<0.05 segin DMS.

s
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Para en el segundo ano de evaluacion durante el periodo de julio-agosto de
2000 si se registraron diferencias en las variables morfoldgicas (largo de hojas) y
anatémicas (grosor de clorénquima) (Tabla 6); aungue no hubo diferencias en el
nuamero de hojas, éste se duplicéd con respecto al afio anterior. El largo de las
hojas fue superior en las plantas inoculadas con el hongo Gi, que en las plantas
con Gf y el testigo. EI ancho en las plantas inoculadas con Gf y Gi
estadisticamente fue similar, pero ambos fratamientos fueron superiores al
testigo, y en el grosor de las hojas no hubo diferencias estadisticamente. En
contraste con el primer afio de evaluacion, el grosor de clorénquima fue superior
en las plantas con Gi en un 20%, con respecto al testigo, pero fue

estadisticamente similar con el tratamiento de Gf (Tablas 5 y 6).

Tabla 6. Crecimiento, morfologia y anatomia en la hojas de Agave tequilana,

durante el periodo de julio-agosto de 2000.

Tratamiento Namero Largo Ancho Grosor ~ Gros. Clorénquima
(cm) (cm) (mm) (mm) |

G. fasciculatum 28a 43ab 4.1a 2.7a 0.5ab

G. i}rtraiadices 26a 46a 42a 2.7a 0.8a

Testigo 25a 38b 3.4b 2.0a 0.3b

Medias dentro de cada columna seguidas por diferente letra son diferentes significativamente a
P<0.05 segin DMS.
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DISCUSION

Al igual que en ofras plantas que presentan metabolismo acido de las
crasulaceas (plantas MAC) como Stenocereus queretaroensis y Opuntia ficus-
indica, Agave tequilana forma raices finas llamadas "raices de lluvia” (Arceta et
al., 1999, Gibson y Nobel, 1986; Pimienta-Barrios y Nobel, 1998). Las “raices de
lluvia® son las que son colonizadas por hongos micorricicos (Nobel, 1994;
Pimienta-Barrios y Nobel, 1998), por lo que la colonizacién por hongos MVA en A.
tequilana solo se lleva acabo en el verano.

Las temperaturas ambientales que se registraron en el sitio de estudio
pueden ser consideradas como favorables para A. tequilana (Pimienta-Barrios et
al., 2001), con excepcién a las temperaturas bajas (< 5 °C) que prevalecieron
durante el otofio y el invierno, lo cual causé dafio en el tejido fotosintético, y por
consiguiente en la asimilacion de CO; Este cambio de temperaturas fue brusco
por lo que no fue posible que las plantas experimentales se aclimataran
répidamente. Estas temperaturas también se han registrado como no favorables
para el establecimiento de los hongos MVA (Bethlenfalvay et al., 1984; Raju et al,,
1990). El promedio de luz que se registré durante el experimento fue similar a las
registradas por Arceta, et al. (1999), pero ligeramente alta comparado con otros
‘estudios en A. fequilana (Pimienta-Barrios et al., 1999), en Stenocereus
queretaroensis y Opuntia ficus-indica (Pimienta-Barrios et al., 2000), sin embargo
los valores promedios mensuales son considerados como favorables para la
fotosintesisj (Pimienta-Barrios et al., 1999, 2000) y para el establecimiento de la
colonizacion de hongos MVA (Miller, 1887).

Las gondiciones de humedad del suelo obtenidas en este trabajo son
similares a las encontradas por Bethlenfalvay et al. (1984), lo cual incrementa la
disponibilidad de los recursos del suelo y al mismo tiempo aumenta la superficie
explorada por las raices micorrizadas, y por consiguiente la absorcion de

minerales (principalmente fosforo) para el desarrollo y crecimiento de las plantas
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(Cui y Nobel, 1992; Gianinazzi y Schlepp, 1994; Smith y Smith, 1996; Smith y
Read, 1997; Aguilera, 1998).

La mayor tasa fotosintética que se registrd en los hijuelos poco después de
ser transplantados ocurrié durante las primeras horas del dia (3 y 7 hrs), tiempo
en que las temperaturas son mas favorables para la fotosintesis (12-16 °C);
Pimienta-Barrios et. al., 1999, 2001). Estos resultados se obtuvieron adn cuando
las plantulas se colocaron en la sombra un tiempo menor gue el recomendado
para el manejo de plantulas {dos a tres semanas; Valenzuela, 1997).

Con reépecto a las mediciones de la asimilacion de CO; por tratamientos se

observa que la inoculacidn con hongos micorricicos favorecié la And de A.

tequilana. En la mayoria de las fechas se detectdé que el hongo micorricico Gi

incremento la toma de carbono en comparacién con Gf y con el testigo. Este tipo
de respuesta se ha registrado Agave deserti (Bethlenfalvay et al., 1984; Brown y
Bethlenfalvay, 1988), Zea mays, Festuca rubra y Poa pratensis (Enkhtuya et al,,
2000), Musa sapientum (Plenchette, 2000) y Sorghum bicolor (Raju et al., 1990),
especies que como A. tequilana también son monocotiledoneas; y en citricos
(Nemec et al., 1981)

Para el caso de las plantas con hongos micorricicos varios investigadores

‘han encontrado que durante las primeras etapas de colonizacién, el hongo se

comporta como parasito y no como simbionte (Allen, 1996; Smith y Smith, 1996;
Gianinazzi y Schlepp, 1994), sobre todo en etapas de sucesién vegetativa (Titus
y Del Moral, 1998). Asimismo, cuando la temperatura y la intensidad de luz sonh
bajas el efecto de los hongos MVA sobre el crecimiento de |a planta hospedera es
negativo, ya que la fotosintesis se reduce y el consumo de carbono por el hongo
puede ser excesivo comparado con la toma de fésforo por la planta debido a que
en estas c?ondiciones la formacidn de arbusculos se ve afectada mas que la
colonizacion total (So y Smith, 1988; Miller, 1987), ya que la simbiosis micorricica
induce altas velocidades de respiracién en la interfase suelo-raiz lo que
representa un alto cqsto de carbono para la planta (Peng et al., 1993; Graham et
al., 1996).
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A pesar de que en invierno la fotosintesis fue muy baja, una vez que las
raices de ias plantas fueron colonizadas por hongos micorricicos en el verano se
incrementd la And. Este aumento en la actividad fotosintética se puede deber a
que la planta requiere mas energia metabdlica (respiracién y transporte de
minerales), para otras biosintesis, asi como el desarrollo de nuevas hojas o brotes
(Larcher, 1995, Salisbury y Ross, 1992). Parte de la respuesta en el incremento
de la asimilacion de CO; en las plantas de A. tequilana se atribuye a que esta
depende fisiolégicamente del hongo micorricico. LLa dependencia micorricica esta
definida como el incremento de biomasa en peso seco de las plantas micorrizadas
comparada con la biomasa de las plantas no-micorrizadas (Lambers, 1998).
Aunque en este trabajo el incremento se evalud en términos fotosintéticos, ya que
es a partir de este proceso del cual derivan los principales componentes de la
biomasa principalmente carbohidratos (Salisbury y Ross, 1992; Larcher, 1995).
Ademas las micorrizas comunmente aumentan la actividad fotosintética. No
obstante el efecto de las micorrizas en las fotosintesis ha sido poco estudiada en
condiciones de campo (Mathur y Vyas, 1995). Se ha reportado que los hongos
micorricicos incrementan el crecimiento, debido a que la micorriza produce
cambios en la produccion y reparticion de la fotosintesis (Syverisen y Graham,
1990).

La And varié de 28 mmol m* d" a 320 mmol m? d™, lo cual difiere de los
datos obtenidos por Pimienta-Barrios et al. (1999) en A. ftequilana, en plantas
maduras en condicones de campo. Este autor reporta que la And mas baja fue de
141 mmol m? d" y la mas alta de 921 mmol m? d"; con respecto a estos
resultados cabe mencionar que en el experimento que realizamos no se aplicaron
fertilizantes ni riego y no se realizaron podas, en contraste con el trabajo
realizado ;an las plantas maduras las cuales fueron sometidas a un manejo
intensivo. De esta manera, las condiciones en que se llevd a cabo este trabajo fue
para que los hongos micorricicos expresaran su capacidad de toma de recursos

del suelo con un manejo minimo.
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En el primer periodo de evaluacion Gf fue la especie en la que se registrd
mayor porcentaje de colonizacién de las raices en comparaciéon con Gi, sin
embargo esta ultima fue la que presenté mayor actividad fotosintética. En ambos
tratamientos micorrizados no se encontraron arbusculos, probablemente se deba
a que estas estructuras son de ciclo muy corto (de 4 a 5 dias), por lo que
probabiemente los muestreos no coincidieron con la presencia de esta estructura
micorricica. Los arbusculos, en comparacién con hifas y vesiculas, son
consideradas como estructuras efimeras, y se relaciona como un tipo de control
de la planta sobre la morfogénesis del hongo dentro de sus raices (Alexander et
al., 1888), ademas que la proporcién arbusculo-vesiculas puede estar relacionada
con los cambios de estacion (Titus y Leps; 2000).

Con relacidn a los factores que estuvieron relacionados con la colonizacién
y fotosintesis, la temperatura fue uno de ellos, ya que las mejores tasas de
asimilacion de CO, ocurrieron entre los 10 a 20°C, temperaturas han sido
reportadas como optimas (20 y 25°C) y en las que se ha encontrado mejor
respuesta de colonizacion (Bethlenfalvay et al., 1984; Raju et al., 1990). Esta
relacién puede deberse a que el hongo le proporciona a la planta minerales, por
lo que ésta requiere de producir mas fotosintatos para mantener al hongo lo que
se conoce como compatibilidad fuhcional, (Zhu et al., 2000).

Por otro lado, la morfologia y anatomia de las hojas de A. tequilana,
muestran que las plantas micorrizadas se benefician en el aumento en el grosor
de clorénquima con respecto a las no micorrizadas. La morfologia y el nimero de
hojas desprendidas no mosird diferencias significativas entre los tratamientos
durante el periodo de mayor crecimiento (julio-agosto de 1999), estos resultados
pueden df_eberSe a que la simbiosis micorricica en las primeras etapas
principalmente se realiza el establecimiento y reconocimiento del hongo y la
planta (Allen, 1996; Smith y Smith, 1996). Los resultados obtenidos para la
segunda evaluacion de la anatomia y morfologia revelan que la mayoria de las
plantas que crecen en condiciones de aridez desarrollan adaptaciones anatomico-

fisioldégicas aumentando el tejido de paréenquima en empalizada y reduciendo el
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parénquima esponjoso para disminuir la cantidad de superficie interna expuesta al
aire y a la evaporacién (Esau, 19786) para condiciones de estrés hidrico, ademas
que las plantas micorrizadas estimulan el incremento de las variables fisiologicas
y anatémicas en comparacion de las que no lo estan, lo cual indica que la
simbiosis micorricica prepara a la planta para soportar este estras (Bildusas et al.,
1986; Davies et al., 1993) tanto en condiciones de campo como de invernadero,
asimismo que se ha encontrado que las hojas de las plantas hospederas
modifican sus tejidos engrosandolos para tener una mayor superficie de
receptividad de iuz (Imhof, 1999}; por lo que se puede deducir en este trabajo que
el aumento en grosor de clorénquima ayudé a soportar la sequia del primer afio
de establecimiento del experimento y permitidé que la tasa fotosintética fuera
mayor en el tratamiento micorrizado. En ambos periodos las diferencias
morfolégicas y anatomicas entre los tratamientos no fueron marcadas, pero las
plantas inoculadas con Glomus intraradices estadisticamente presentaron las
tasas mas altas de An y mayores valores de las caracteristicas anatomicas y
morfolégicas que el proporcionan mejores condiciones para soportar condiciones
de estrés, estos resultados fueron similares a los que se encontraron en plantas
de fresa por Guerrero (1999), pero difieren de los encontrados por Amal de Silva

et al. (1996) con la misma especie de hongo micorricico también en fresa. -




CONCLUSIONES

La temperatura del aire, la intensidad de luz, y el contenido de agua en el
suelo son los factores que mas influyen en la fotosintesis y en la colonizacién de
hongos micorricicos, ya que bajo condiciones moderadas de luz y temperaturas
se obtienen mejores resuitados en la actividad fotosintética y mayor porcentaje de
colonizacion en Agave tequifana.

El manejo de las plantas de Agave fequilana influye en la actividad
fotosintética por lo que para disminuir problemas por estrés es necesario
mantener a las plantas fuera de cualquier factor que pueda aumentar el estrés
hidrico, y disminuir el periodo de cicatrizacion, asimismo reducir las practicas

agricolas ya gue estas afectan la colonizacion de hongos micorricicos.

La asimilacién de CO, en las plantas de agave estuve relacionadas con el
porcentaje de colonizacidn y con las temperaturas moderadas, y aungue las
condiciones ambientales fueron iguales Agave fequilana solo respondid a la
especie de hongo G. intraradices, esta especificidad es propia de cada especie de
planta y hongo (compatibilidad funcional). Durante el primer periodo de
crecimiento de Agave fequilana (en el primer afo de experimento) la asimilacion
de CO; y el porcentaje dé colonizacion de hongos MVA fue baja probablemente
debido a que en ias primeras etapas de colonizacion el hongo y la planta se

estan reconociendo y actla como para’sito.

La anatomia de Agave tequilana se vio favorecida por la colonizacién, ya
gue el tejido fotosintético aumento en los tratamientos con micorrizas que en el
testigo, este aumento lo hace la planta para tener mayor superficie de
receptividad y asimilar mas CO,. Estos resultados son comparables con previos

estudios.
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