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Isolation and propagation of pure cultures of arbuscular mycorrhizal fungi from
avocado orchards by the minirhizotron technique

Abstract. The aim of this study was to isolate arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) from soils of
avocado orchards with different agricultural management and to propagate them through the
minirhizotron technique. Soil was extracted directly from the study areas, using a completely
randomized design and quantifying AMF species richness. Three of the most abundant species,
Rhizophagus aff. intraradices, Glomus sp. 1 and Sclerocystis rubiformis were propagated by the
minirhizotron technique, assessing mycorrhizal colonization after 20 and 40 days. This system
proved to be most effective for propagation and mycorrhization of Sclerocystis rubiformis
(18.5%) and Rhizhophagus aff. intraradices and Glomus sp. 1 (7.7%). Minirhizotrons with a
consortium of Glomus spp. and Rhizophagus. aff. intraradices and a monospecific culture of
Sclerocystis rubiformis were then transplanted to trap pots, for a period of four months. In the
minirhizotron culture, the consortium was highly infective from the early stages, reaching 95% of
mycorrhizal colonization in comparison with the pure culture of Sclerocystis rubiformis who
showed percentages of 58% at the end of the experiment. Therefore the minirhizotron system
used proved to be effective in the spread of mono- or multi-specific spore cultures in vivo.
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Resumen. Se aislaron hongos micorrizicos arbusculares (HMAs) de suelos de huertas de
aguacate con diferente manejo agricola y se propagaron mediante la técnica de minirizotrén. Se
cuantifico la riqueza de especies de HMAs. Las especies mas abundantes fueron: Rhizhophagus
aff. intraradices, Sclerocystis rubiformis y Glomus sp. 1 que se propagaron por la técnica
minirizotron, evaluando la colonizacién micorrizica a los 20 y 40 difas. Este sistema, resulté ser
més efectivo para la propagacién y micorrizacion de Sclerocystis rubiformis (18.5%) Glomus sp.
1 y Rhizhophagus. aff. intraradices (7.7%). Los cultivos minirizotrén con un consorcio de
Glomus spp. y Rhizophagus. aff. intraradices y en cultivo monoespecifico de Sclerocystis
rubiformis, se trasplantaron a macetas trampa durante cuatro meses. Mediante el cultivo
minirizotron, el consorcio fue altamente infectivo desde las primeras etapas, alcanzando el 95%
de colonizacién micorrizica, en comparacion con el cultivo puro de Sclerocystis rubiformis que
mostr6 porcentajes hasta de 58% al final del experimento. El sistema de minirizotron resulté ser
efectivo para la propagacion de cultivos multiespecificos o monospéricos, in vivo.
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Introduccion

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMAs) interactuan
simbioticamente con el 80 % de las familias de plantas
terrestres con las cuales son capaces de formar Micorrizas
Arbusculares (MA), encontrandose en casi todos los
ecosistemas terrestres (Smith y Read, 2008). Estos hongos,
han sido utilizados en la agricultura, como bioinoculantes ya
que favorecen la absorcion de nutrimentos esenciales como el
fosforo, el nitrégeno y agua, ademas brindan proteccion a la
planta contra organismos patdgenos. Para obtener éxito en la
simbiosis entre el hongo y la planta es indispensable hacer
una seleccion de la especie micorrizica a inocular, ya que
diversas especies  presentan  diferente infectividad
dependiendo del hospedero con el que se asocie, por lo que
es importante conocer los HMAs de agroecosistemas
especificos para reintroducirlos en dichos habitats y
promover el crecimiento vegetal (Cameron, 2010).

La propagacion de cultivos puros de HMA, presenta
muchas dificultades debido a la imposibilidad de cultivar
hongos que forman esta simbiosis (Glomeromycota) en
condiciones axénicas, pues hay que tomar en cuenta aspectos
como la capacidad del hongo para completar su ciclo de vida
con suficiente produccion de esporas y de estructuras
intraradicales, caracteristicas del género o especies
considerados (Declerck et al., 2005). Por esta razon , la
seleccion de inoculos de HMAs se hace indispensable para el
aislamiento de nuevas cepas que permitan generar el inbculo
adecuado, de acuerdo a la region y al tipo de planta que se
desea producir para obtener mayores beneficios sin perturbar
el medio ambiente (Hernandez y Salas, 2009). Es por eso que
se hace necesario extraer del suelo de interés dichos hongos,
para propagarlos y después utilizarlos como bioinoculantes
en los agroecosistemas con plantas micotroficas afines y

compatibles con la micoflora del suelo. Las técnicas de

propagacion de HMAs in vivo que se utilizan comiinmente,
como son el cultivo trampa en maceta, el cultivo con
diferentes sustratos, o el cultivo hidroponico, reducen
significativamente la eficiencia del cultivo de hongos de una
sola especie o de un conjunto reducido de especies (Ortega-
Larrocea et al., 2008), ademas de que presentan el riesgo de
contaminarse con otras especies (Declerck et al., 2005). La
técnica de cultivo por minirizotron, ha recibido especial
interés para caracterizar varios procesos biologicos tales
como la producciéon de raices finas, longevidad de raices,
incrementos en la colonizacién, reducir el parasitismo e
incrementar las probabilidades de obtencion de cultivos
puros. El sistema reduce el area de crecimiento de raices,
incrementa la concentracion de CO, de la atmoésfera del
sustrato y con ello promueve la ramificacion de hifas
germinativas incrementando la posibilidad de colonizacion.
Posteriormente el sistema se trasplanta a macetas con el
mismo sustrato en donde se incrementa el nivel del mismo y
se promueve un mayor desarrollo vegetal, estimulando la
esporulacion (Ortega-Larrocea et al., 2008).

El objetivo de este trabajo fue obtener cepas puras de
HMA a partir de esporas aisladas directamente del suelo en
huertas de aguacate con diferente manejo agricola, su
propagacion por la técnica de minirizotrén y medicion de su
capacidad infectiva (colonizacion micorrizica) para la
obtencion de indculos que posteriormente, puedan utilizarse

como fertilizantes biologicos.

Materiales y métodos

Area de muestreo

Se seleccionaron dos agroecosistemas correspondientes a
huertas de aguacate, con diferente manejo agricola (con dos
repeticiones cada una: 1) huertas con manejo convencional,

en donde se adicionan agroquimicos y 2) huertas con manejo



organico, sin adicion de agroquimicos, pero con adicion de
compostas, herbicidas y fungicidas de origen organico. Se
colectaron muestras de suclo de dos huertas de aguacate
localizadas a las afueras de la zona urbana de la ciudad de
Uruapan, unas en el predio denominado Huitzichio y las otras
en el Puerto, en las cuales se lleva a cabo un manejo
convencional y organico en huertos contiguos o pareados. La
superficie de Huitzichio est4 ubicada en las coordenadas 19°
27'09.48"N, 102 00'52.35" O, aproximadamente a 1.81 km
al noreste de la ciudad de Uruapan y a una altitud de 1836
msnm; las coordenadas de El Puerto son 19° 22' 07.51" N,
102°01'27.88" O, auna altura de 1631 msnm, a 3.81 km hacia
el sureste de lamisma ciudad.

La edad de las huertas Huitzichio es de 30 afios
aproximadamente, el tipo de suelo predominante es Andosol,
la vegetacion original era bosque de pino y posteriormente se
realizd el cambio de uso de suelo para el cultivo de maiz.
Actualmente esta superficie se destina mayormente al cultivo
de aguacate, aunque existen pequefias areas de hortalizas para
el cultivo de chile, café y jitomate para autoconsumo. Desde
su origen, una huerta se ha manejado de manera convencional
con agroquimicos, la huerta contigua se ha trabajado por mas
de 10 afios con manejo organico.

La edad de las huertas El Puerto es de 26 afios
aproximadamente, el tipo de suelo es Cambisol y su

vegetacion original también fue bosque de pino, realizandose

el cambio de uso de suelo para el cultivo de aguacate. A partir
del afio 2000 una huerta se maneja con productos organicos.
En la zona aledafia de uso convencional se adicionan
agroquimicos.

En ambas huertas con manejo organico y
convencional se utilizan plantas de aguacate var. 'Hass'. En
cada uno de los agroecosistemas se realizaron los analisis
fisicoquimicos de los suelos, determinandose: a) el potencial
de hidrogeno con la metodologia MNX AA-008-SCFI-
2011; b) capacidad de intercambio cationico, por la técnica
de acetato de amonio; c) cantidad de materia organica por la
técnica de Walkley y Black (1934); d) nitrégeno total por la
técnica MNX-AA-026-SCFI-2001; y e) fosforo total por la
técnica MNX-AA-029-SCFI-2001 (Tabla 1).

Toma de muestras

De cada una de las cuatro huertas de aguacate, se colectaron
10 Kg de suelo de lazona de uso organico y 10 Kg de la de uso
convencional, las muestras se tomaron de la rizosfera de los
arboles a una profundidad de entre 10-30 cm, realizando el
muestreo al azar cubriendo toda el area correspondiente a
cada zona. El material colectado se transportdo en bolsas
debidamente ctiquetadas. Una vez en el laboratorio las
muestras se secaron a temperatura ambiente y se almacenaron

a4 °C para su posterior procesamiento y revision.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos en los agroecosistemas muestreados

Parametros Rancho Huitzichio Rancho el Puerto
Huerta organica Huerta Huerta Huerta
convencional organica convencional
pH 7.0 6.6 6.9
Capacidad de 39 37.80 39.40 33.60
intercambio
catioénico
Materia organica % 12.10 7.45 11.94 9.80
Nitrogeno total % 0.83 0.55 0.60 0.64
Fosforo disponible ppm 21.86 13.89 19.0 18.68
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Aislamiento, seleccion e identificacion de esporas

A partir de las muestras obtenidas en el suelo directo de las
huertas de aguacate se procedid a separar las esporas por el
método de tamizado humedo y decantacién (Sieverding,
1991), seguido por centrifugacion en gradiente de sacarosa al
60% (Walker y Vestberg, 1994). Se utilizaron tamices con
apertura de malla de 1 mm, 400 um y 40 um para aislar
esporas de diversos tamafios. Las esporas fueron aisladas bajo
un microscopio estereoscopico, y se separaron en grupos, en
base a caracteristicas morfologicas tales como: tamaiio, color,
hifa de sostén y ornamentacion principalmente. Se fijaron en
alcohol polivinilico, acido lactico y glicerol (PVLG), y
mezclas de PVLG con el reactivo de Melzer (Brundrett ef al.,
1996) para obtener preparaciones permanentes de los
especies.

Para la clasificacion taxondmica, se tomaron en
cuenta las caracteristicas morfologicas de las esporas, tales
como color, tamafio, tipo y nimero de paredes de esporas, y la
morfologia de hifa de sostén en el punto de union de la hifa,
que fue observada al microscopio (Axiostar Zeiss) con
aumentos de 100X y 400X.

La identificaciéon de especies se llevé a cabo
utilizando las claves de Schenck y Pérez (1990) e INVAM
(International Culture  Collection of Arbuscular and
Vesicular—Arbuscular Endomycorrhizal Fungi:
www.invam.caf.wvu.edu) y las descripciones originales de
Glomeromycota en la pagina web AMF PHYLOGENY

(http://schuessler.userweb.mwn.de/amphylo/).

Abundancia de especies
Se realizé el conteo de esporas al microscopio estereoscopico,
usando una placa con cuadricula de 4 x 4 mm, para las

muestras extraidas de cada uno de los sitios de muestreo.

Cultivo en minirizotron (Fase 1)

Para realizar la inoculacion se seleccionaron aquellos

morfotipos aislados que presentaron mayor abundancia de
esporas, con la finalidad de propagar la mayor cantidad de
réplicas posibles de un mismo indculo. Para la Fase 1, en cada
caja de Petri se inocularon de 8 a 10 esporas
morfologicamente iguales, utilizando como planta trampa
Brachiaria decumbens, y como sustrato se utilizo suelo estéril
con vermiculita en proporcion 3:1. Las cajas se sellaron y
cubrieron con papel aluminio. El sistema se mantuvo por un
periodo de tres meses regando una vez por semana con
jeringas de 10 ml, en camara de luz con un fotoperiodo de 12
horas luz/obscuridad. Después de este tiempo se extrajeron
algunas raices de cada una de las cajas y se analizo la
colonizacion, aquellas cajas que resultaron positivas se

llevaron ala Fase 2 de propagacion en maceta trampa.

Cultivo en macetas trampa (Fase 2)

Para el montaje del sistema, que corresponde a la Fase 2, se
utilizaron tubos de 30 cm de largo por 2.5 cm de diametro con
capacidad aproximada de 100 g, los cuales se lavaron y
desinfectaron con cloro al 10%; se utilizo el mismo tipo de
sustrato empleado para la etapa de minirizotréon y como planta
trampa se utilizaron plantas con abundante sistema radical
perennes como fue el pasto Brachiaria decumbens y una
planta de ciclo de corto que fue el jitomate (Solanum
lycopersicum) en el mismo contenedor. Después de tres
meses, se dejo de regar y una vez seca la parte aérea la planta
fue cortada para dejar secar el suelo y promover la

esporulacion.

Determinacion del porcentaje de colonizacién micorrizica
Durante el tiempo de propagacion en la Fase 1, en sistema
minirizotrén se hicieron extracciones a los dos meses (tiempo
1) y a los cuatro meses (tiempo 2), de raices de las plantas
asociadas con los diferentes inoculos para evaluar la
colonizacién micorrizica, lo cual se llevd a cabo mediante su

tincién con azul de tripano (Phillips y Hayman, 1970) y



observacion al microscopio electronico de las estructuras
caracteristicas de esta asociacion (hifas, arblsculos y
vesiculas). Se determind el porcentaje de colonizacion
mediante la técnica de McGonigle et al., (1990). Los
resultados fueron reportados como valores promedios por
tipo de indculo.

En el cultivo en maceta trampa Fase 2, se realizaron
determinaciones periddicas (cada 15 dias), por un periodo de

60 dias, para cuantificar la colonizacion micorrizica.

Analisis estadistico

Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza y
cuando fue apropiado, se realiz6 la prueba de Tukey, ambas a
un nivel de significancia menor al 5%, por medio del

programa FAUANL VERSION 2.5 (Olivares-Saenz, 1994).

Resguardo delos HMA propagados

Para probar la identidad de los HMA propagados al final del
experimento se realizaron montajes de esporas provenientes
del cultivo puro para su identificacion y comparacion con los
ejemplares provenientes de suelo directo a partir de los cuales
se inici6 el cultivo. En el caso de este experimento se encontrd
una pureza del 80 al 90% en los dos cultivos obtenidos. Una
vez corroborada su identidad se procedi6 al reguardo del
material obtenido y sustrato de propagacion de manera que al
final se etiquetaron y almacenaron preparaciones fijas de cada
una de las especies identificadas al principio del experimento
provenientes de suelo directo y de esporas provenientes de los
cultivos puros de las tres especies propagadas, contando con
un total de 30 laminillas que se sellaron y almacenaron en
cajas para portaobjetos. Los sustratos de propagacion con los
propagulos infectivos se colocaron en bolsas de plastico, se
sellaron y etiquetaron de acuerdo a los criterios establecidos
por el INVAM y se almacenaron a 4 °C en el Laboratorio de
Genética y Microbiologia de la Universidad Michoacana,

Morelia, Michoacan México, y seran resguardadas en el

Centro de Recursos Genéticos Microbianos, CENARGEM,
Jalisco, México, para posteriormente realizar pruecbas de
infectividad y efectividad, asi como para futuras
propagaciones y bajo un estricto control de calidad, poder ser

utilizadas como bionoculantes.

Resultados

Riqueza de especies

En la huerta Huitzichio la riqueza de HMA fue mayor en las
zonas con manejo organico en donde se encontraron nueve
especies mientras que en la de uso convencional inicamente
se aislaron cinco. En la huerta El Puerto el tipo de manejo no
parece influir sobre la riqueza encontrada ya que el nimero de
morfotipos o especies es semejante (de seis a siete), pero
menor al valor encontrado en la zona de la huerta Huitzichio
con manejo organico (Tabla 2).

Las especies que se comparten en los sitios
analizados corresponden a los géneros Glomus, Sclerocystis y
Funneliformis, antes incluidas en el género Glomus, S.
rubiformis, F. geosporus y Glomus sp.3 se presentaron en las
cuatro zonas analizadas, seguidas por Glomus sp.1 presente

en tres sitios.

Abundancia de especies

Las especies mas abundantes correspondieron a las especies a
Rhizophagus. aff. intraradices, Glomus sp.3 y Pacispora sp.
con 650, 500y 250 esporas g suelo respectivamente. Le
siguen en abundancia S. rubiformis y F. geosporus con 80y 65
esporas g suelo, que aun cuando presentan menor niimero de
individuos, son especies que estan presentes en las cuatro
huertas muestreadas. (Tabla 3). No todas las especies
encontradas en los sitios (Tabla 2) fueron susceptibles de

medir su abundancia, ya que se encontraron solo individuos

€58casos.
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Tabla 2. Riqueza de especies encontradas en los cuatro sitios de muestreo

Especies Rancho Huitzichio Rancho el Puerto
organica convencional organica convencional

Sclerocystis rubiformis X X X X
Funnelliformis geosporum X X X X
Glomus sp. 1 X X X
Glomus sp. 2 X
Glomus sp. 3 X X X X
Rhizophagus aff. intraradices X
Acaulospora delicata X
Acaulospora mellea X
Ambispora leptoticha X
Pacispora sp. X X
Gigaspora decipiens
Racocetra gregaria X
Morfotipo 1(naranja lisa) X
Morfotipo2 X
(café oscura rugosa)
Morfotipo3 X X
(amarillo cremosa)
Total de especies/sitio 9 5 6 7
Especies tinicas 4 2 2 2

Tabla 3. Abundancia de esporas de HMA de los sitios
muestreados

Especies No. de esporas /g suelo
Sclerocystis rubiformis 80a
Funneliformis geosporum 65a
Glomus sp.1 50a
Glomus sp. 3 500b
Rhizophagus aff. intraradices 650b
Acaulospora delicata 50a
Acaulospora mellea 50a
Pacispora sp. 250b
Morfotipo 1 (naranja lisa) 50a
Morfotipo 2 (café oscura rugosa) 50a
Morfotipo 3 (amarillo cremosa) 50a

Letras diferentes indican diferencias significativas (P <  0.05,

Tukey).

Propagacion en cultivos mono especificos de los HMA
mediante sistema de minirizotrén

Después de tres meses se encontrd que de las 11 especies
colocadas en sistema de minirizotron (Fase 1) unicamente se
tuvo éxito en la colonizacion de la raiz de la planta hospedera
y propagacion de tres de ellas, que fueron R. aff. intraradices,

S. rubiformisy Glomus sp.1, 1o que corresponde al 27.2% del

total de especies seleccionadas (Tabla 4).

Sin embargo, al analizar el éxito en la propagacion
considerando la cantidad de réplicas por especie el porcentaje
fue de 18.75 % para S. rubiformis, 10% para Glomus sp.1'y
7.7 % para R. aff. intraradices, lo que se asemeja a los valores
reportados para otros métodos. Esto puede deberse que este
trabajo probo la propagacion de todas las especies de HMAs
con una sola especie de planta (Brachiaria decumbens) en

esta primer etapa con sistema de minirizotron.

Colonizacién micorrizica

Las tres especies que resultaron positivas en la Fase 1
(minirizotron) de propagacion al analizar colonizacion en
raices se trasladaron para su propagacion bajo condiciones de
invernadero en maceta trampa utilizando como plantas
hospederas S. licopersicum y B. decumbens. Debido al bajo
¢éxito en la propagacion en cuanto a nimero de contenedores
por especie propagada exitosamente en minirizotron (tres
cajas de S. rubiformis, una de Glomus sp.1 y una de R. aff.

intraradices) se decidi6 que en la propagacion en maceta se



Tabla4. Numero deréplicas y eficiencia de colonizacion después de dos a tres meses en sistema de minirizotron

Fitobionte Micobionte Repeticiones Porcentaje de éxito en
la propagacion en fase 2
Sclerocystis rubiformis 16 18.75
Funneliformis geosporum 13
Glomus sp.1 10 10
Glomus sp.3 10
L Rhizophagus aff. intraradices 13 7.7
Brachiaria decumbens Acaulospora delicata 1
Acaulospora mellea 1
Pacispora sp. 5
Morfotipo 1 (naranja lisa) 1
Morfotipo 2 (café oscura rugosa) 1
Morfotipo 3 (amarillo cremosa) 1

Tabla 5. Porcentajes de colonizacion obtenidos a 20 y 40 dias
de las especies propagadas en minirizotron

Especies Porcentajes de colonizacion (%)
20 dias 40 dias
Inéculo puro 12 a 58.4b
Consorcio 75.3b 95b

Inoculo puro corresponde a la especie Sclerocytstis rubiformis
Consorcio corresponde a las especies Rhizophagus aff.intrarradices
y Glomus sp. 1. Letras diferentes indican diferencias significativas
(P=0.05, Tukey).

unieran Glomus sp.1 y R. aff. intraradices formando un
consorcio y dejando como cultivo monoespecifico a S.
rubiformis. Cumplidos dos meses de mantenimiento en este
sistema se procedid a analizar porcentajes de colonizacion en
base a observacion de las estructuras tipicas, abundancia de
esporas y corroboracion de la identidad de las esporas en los
dos cultivos obtenidos.

Los resultados mostraron que el consorcio de
Glomus sp. y R. aff. intraradices tuvo mayor éxito en la
colonizacion logrando infectar a la planta con porcentajes de
colonizacion del 75.3% a los 20 dias y alcanzando el 95% al
final del experimento a los 40 dias, en comparacion con el

cultivo puro de S. rubiformis que mostrd porcentajes

Tabla 6. Porcentajes de colonizacion obtenidos durante un
curso temporal de las tiempos especies propagadas en
macetas trampa

Porcentajes de colonizacion (%)

Especies
15 dias 30 dias 45 dias 00 dias
Inéculo puro 0a 18a 37a 45a
Consorcio 52 b 67b 94 b 99b

Inéculo puro corresponde a la especie Sclerocytstis rubiformis
Consorcio corresponde a las especies Rhizophagus aff-intrarradices
y Glomus sp. 1. Letras diferentes indican diferencias significativas
(P< 0.05, Tukey).

inferiores al 12% a los 20 dias y a los 40 dias donde los
porcentajes obtenidos fueron del 58.4% (P = 0.05 Tukey)
(Tabla5).

En la Fase 2, que correspondié a los cultivos en
macetas trampa, el consorcio de Glomus sp. y R. aff.
intraradices, se comportd igual que en el cultivo de
minirizotrén, ya que mostré mayores porcentajes en la
colonizaciébn micorrizica, en comparacion con el cultivo

puro de S. rubiformis que mostro porcentajes inferiores, y con

porcentajes bajos durante todo el curso temporal (Tabla 6).
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Discusion

Ladiversidad de especies de HMA encontradas en el presente
trabajo coincide con los valores reportados para suelos que
presentan perturbacion (Gonzalez, 2005) y debido a que las
cuatro zonas analizadas han sufrido cambios en el uso de
suelo de bosque a huertas, se ha reducido la diversidad
fangica (Gonzalezetal., 2012).

Aun cuando un ntimero de estudios han reportado
que la colonizacidn de algunos HMAs, asi como el desarrollo
del micelio fingico, pueden ser estimulados con diferentes
sustratos organicos (Gryndler et al., 2005, 2006), en los
resultados de nuestro estudio en cuanto a la riqueza total de
especies de HMAs entre huertas, no se observaron diferencias
ya que ésta fue semejante en ambas huertas (14 especies para
la huerta Huitzichio y 13 para la huerta El Puerto) y no se
presentaron diferencias significativas entre los promedios de
especies entre los huertos de los predios Huitzichio y El
Puerto. Lariqueza encontrada en las cuatro zonas es baja si se
considera que trabajos previos sefalan que la variedad de
especies presentes en suelos en buenas condiciones o en
ecosistemas naturales poco perturbados varia de 15 a 20 en
promedio (Barcenas et al., 2007; Gonzalez et al., 2005). Las
practicas de manejo del cultivo afectan la presencia de los
HMAs, debido a la destruccion de las hifas, no obstante los
efectos de la alteracion del suelo sobre el establecimiento del
hongo en las raices de las plantas parece depender mas de la
especificidad de la asociacion planta-hongo (Sanders ef al.
1998). Esto pudo influir en nuestro estudio al encontrar pocas
diferencias de diversidad de HMAs entre las huertas, ya que
es comun en todas las huertas de Michoacan, el cultivo de
plantas de aguacate var 'Hass', por lo que puede haberse
desarrollado una especificidad de ambos simbiontes.

Los resultados obtenidos en este trabajo, ademas

corroboran lo mencionado por otros trabajos (Jansa ef al.,

2003; Oehl et al., 2004), referente a que el género Glomus es
el mas abundante y con mayor nimero de especies en los
ecosistemas (Varela y Trejo 2001) ya que en el presente
estudio se aislaron tres especies pertenecientes a la familia
Glomeraceae: Rhizophagus aff. intraradices, Funneliformis
geosporus 'y Sclerocystis rubiformis, especies anteriormente
pertenecientes al género Glomus. Ademas los tres morfotipos
no identificados presentan caracteristicas morfologicas que
los hacen afines a este mismo grupo taxonémico. Esto
también concuerda con los estudios realizados por Toljalder
et al. (2008), en un estudio de comunidades microbianas
asociadas a larizosfera del maiz, con prolongados periodos de
fertilizacion, donde encontraron ocho secuencias de genes
pertenecientes al género Glomus agrupadas en dos familias,
pero tampoco encontraron diferencias de diversidad entre los
sitios con manejo organico y el convencional.

Es necesario hacer notar que las huertas de aguacate,
presentan una edad considerable, por lo que ya se consideran
como un monocultivo y por tanto, al omitirse la rotacion de
cultivos, puede inducirse la reduccion de la diversidad de
HMAs, permitiendo la sobre dominancia de la familia
Glomeraceae (Sasvarietal., 2011).

Rhizophagus aff. intraradices y Sclerocystis
rubiformis son especies que han sido reportadas asociadas a
plantas de aguacate con mayor abundancia que otras especies,
junto con Acaulospora laevis, y consideradas como especies
dominantes (Gonzalez, 2005; Gémez, 2009; Vega, 2010).
Esto puede indicar que estas especies son aptas para
sobreviviry formar esporas bajo diversas condiciones cuando
se asocian a este cultivo. Por lo tanto, estas especies pueden
considerarse como generalistas para ecosistemas de cultivos
de aguacate (Castillo ef al., 2006, 2010). Esto es un punto
importante a considerar si se pretende elaborar inoculantes
con especies nativas para ser utilizadas en huertas de

aguacate.



Las especies Glomus sp.1 y R. aff. intraradices
propagadas en consorcio resultaron altamente infectivas con
porcentajes de colonizacion cercanos al 100% y S. rubiformis
también mostrd ser infectiva con valores de colonizacion
cercanos al 60% aunque requirié de un mayor tiempo para el
establecimiento de la colonizacion. Esto pudo deberse a que
R. aff. intraradices se considera una especie altamente
infectivay adaptada a suelos agricolas (Barrer, 2009), ademas
algunos hongos pueden colonizar de manera mas efectiva y
beneficiar en mayor grado a un hospedero ademas de
adaptarse mejor a las condiciones edaficas (Castillo et al.,
2008). Otras investigaciones mencionan que cultivos mixtos
de Claroideglomus claroideum y R. aff. intraradices,
promueven una mayor absorcion de fosforo por la planta que
cuando se propaga cada especie por separado (Jansa et al.,
2008) como fue el caso de S. rubiformis, que a pesar de ser una
especie abundante y comun en todos los lugares donde se
siembra el aguacate, pudo verse afectada por carecer de la
microbiota asociada, que act@ia sinérgicamente para el
desarrollo de la asociacion (Franco ef al., 2008), ademas de
otros factores como el tipo de suelo y el manejo agricola. Por
lo que se sugiere realizar no solamente pruebas de
infectividad sino ademas pruebas de efectividad, tanto de
manera aislada como en consorcio utilizando como planta
hospedera el aguacate y otras plantas hospederas, antes de
sugerirlo como indculo (Carreén-Abud, datos no publicados).

Es importante mencionar que a partir de analisis
moleculares (Gémez, 2009), se ha demostrado que especies
como Funneliformis geosporus se han encontrado asociadas
alas células corticales de laraiz de las plantas de aguacate. Sin
embargo, esta especie no logré propagarse en el presente
experimento, por lo que se recomienda para lograr el cultivo
de esta especie y de una mayor diversidad de HMAs utilizar
otro tipo de plantas hospederas bajo el sistema de
minirizotrén, ya que en el presente trabajo se reportd su

presencia en los cuatro sitios de muestreo y por lo tanto

también podria ser una especie con potencial para ser
utilizado como inoculante en el cultivo de aguacate.

La propagacion en contenedores de mayor tamafio
que las cajas bajo el sistema de minirizotron y la utilizacion de
hospederos con sistemas de raiz mas desarrollados permite la
obtencion de una mayor cantidad de in6culo. Por lo tanto el
sistema de minirizotron utilizado resultd ser efectivo para la
propagacion de cultivos monoespecificos in vivo, ya que los
porcentajes de éxito en la propagacion fueron mayores y
ademas se controlaron agentes de contaminacion externos, lo
cual suele ser dificil de lograr dado que los HMAs son un
grupo de microorganismos del suelo, que no pueden
cultivarse en medios sintéticos en ausencia de la planta

hospedera.

Conclusiones

El método de minirizotrén, puede ser una herramienta util
para propagar HMAs en condiciones axénicas in vivo y
resguardar colecciones de germoplasma. Una vez obtenidos
los cultivos puros por medio de esta técnica, deben de llevar
un seguimiento de evaluacion de control de calidad, con
diferentes sistemas almacenamiento, viabilidad de esporas y
tiempo de vida de anaquel, ademas de realizar periodicamente
pruebas de infectividad y efectividad con diferentes plantas
hospederas. De esta manera, se pueden establecer como
colecciones tipo, para conservar las propiedades esenciales de
los HMAs y para poder ser explotados como bioinoculantes, o
con la finalidad de conservacion de ecosistemas, o para elevar
la productividad de agroecosistemas, ademas ser una fuente
de recurso genético potencial para la investigacion basica de

este importante grupo de hongos del suelo.
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