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Resumen

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son organismos simbiéticos de plantas superiores que
proporcionan un vinculo entre el suelo y las raices de las plantas. Esta asociacién mejora la
productividad de la planta y la resistencia al estrés por nutrientes. En algunas zonas del pais, como el
estado de Jalisco, existe la practica comdn de aplicar vinazas tequileras a suelos agricolas. Estas
vinazas se caracterizan por tener elevada concentracion de materia organica como DBO y DQO, un
pH acido, altas concentraciones de sélidos suspendidos y disueltos asi como iones de potasio, calcio
y magnesio. Se considera que la aplicacion de vinazas al suelo puede ser benéfica al ser aprovechada
su elevada concentracion de materia organica. Sin embargo, es nulo el conocimiento que se tiene
sobre los efectos que las vinazas tequileras tienen sobre las poblaciones de HMA. El objetivo fue
evaluar si existen HMA en suelos donde se aplican vinazas y los efectos que tienen en las
poblaciones de HMA por la aplicacién de diferentes dosis. Se seleccionaron dos suelos agricolas: con
(SV) y presuntivamente sin (SC) la adicion de vinazas tequileras. Adicionalmente se tomaron muestras
de vinazas tequileras. Los suelos presentaron un pH neutro, una alta conductividad eléctrica (CE), alta
% de materia organica (MO), elevada cantidad de nitrégeno total (NT) pero bajas concentraciones de
N-inorganico. Las vinazas presentaron un pH acido, elevadas concentraciones de MO (como DBO y
DQO), una alta CE y alto contenido de iones (Na*, K*, Ca*2, Mg*?). Se encontrd que si existen
poblaciones de HMA en suelos irrigados con vinazas tequileras. Las especies mas abundantes fueron:
Funneliformis mosseae (32%) y Acaulospora mellea (27%) seguidas por A. scrobiculata (13%), F.
geosporum (10%), Gigaspora margarita (5%), Paraglomus occultum (4%), A. laevis (3%) Acaulospora
delicata (1%), A. foveata (1%), A. morrowiae (1%), A. spinosa (1%), Clareidoglomus etunicatum (1%),
Racocetra gregaria (0.5%) y Septoglomus constrictum (0.5%). Al finalizar el experimento se observo
que las vinazas tequileras afectaron negativamente las poblaciones de HMA en concentraciones de
vinaza superiores a 50%. Esto debido a las altas concentraciones de cationes (Ca*, K*, Mg*2 y Na*)
que se adicionan con cada riego de vinazas produciendo una acumulacién de estos iones en el suelo
y un incremento en la CE de éste. El efecto negativo de las vinazas tequileras también se relacioné
con las altas concentraciones de Pdisp Y N en donde se observé una acumulacion del P y una
inmovilizacién del N en el suelo. El suelo presentd un efecto buffer después del riego con vinazas ya
que se mantuvo un pH cercano a la neutralidad, posiblemente debido a las interacciones de PO4 con
los cationes Na*, K*, Ca*?, Mg*? en la formacién de sales de amortiguamiento. Las especies de HMA
gue fueron mas afectadas bajo las condiciones de experimentacion y todas las concentraciones de
vinazas evaluadas en éste trabajo fueron F. geosporum, A. delicata, G. margarita, A. foveata, A.
spinosa y otras especies de HMA como A. mellea, F. mosseae, A. scrobiculata y P. occultum fueron
aparentemente mas tolerantes a riego con vinaza (desde 25% hasta 100%) durante cuatro meses. Sin

embargo, el riego con vinazas si disminuye su abundancia relativa.
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1 Antecedentes

1.1 Simbiosis

El termino simbiosis fue probablemente usado por primera vez por Frank (1887) como un término
neutral que no implicaba parasitismo, pero si se basaba simplemente en la coexistencia de
organismos diferentes. Al autor De Bary (1879) se le atribuye la introduccién de los términos
parasitismo y simbiosis, utilizados para referirse a la vida comun entre el parasito y el hospedero, asi
como de las asociaciones en la que los organismos se ayudan respectivamente (Capistran, 2003).
Con el tiempo, los términos de simbiosis y parasitismo cambiaron: simbiosis comenzé a utilizarse para
referirse a una asociacion benéfica entre dos organismos distintos, mientras que parésito y

parasitismo se convirtieron casi en sindbnimos con patégeno y patogénesis (Allen et al., 2003).

Asi se creo la definicidn de simbiosis mutualista: es aquella en donde ambos organismos, durante

su asociacion, pueden beneficiarse.

El interés por la simbiosis no ha dejado de expandirse y abarcar una mayor gama de disciplinas. La
importancia de la simbiosis entre diferentes células procariotas y eucariotas es firmemente establecida
y ha incrementado el reconocimiento de que la simbiosis al nivel de organismos mas complejos es la
regla, no la excepcién (Carre6n-Abud et al., 2013). Un ejemplo de ella es la simbiosis entre plantas y
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) 6 micorrizas. La mayoria de las simbiosis micorrizicas ahora
estan claramente reconocidas (Daft y EI-Giahmi, 1974) y se explicardn en mayor detalle en temas

posteriores.

1.2 Las micorrizas

Micorrizas, del griego “myces”, hongo y “rhiza”, raiz, se refiere a la asociacién entre micobiontes y
fitobiontes. Trappe (1994) define a las micorrizas como 6rganos de absorcién dobles que se forman
cuando los hongos simbiontes viven dentro de los 6rganos de absorcién sanos (raices, rizomas o
tallos) de las plantas terrestres, acuaticas o epifitas” en donde la planta le proporciona al hongo
carbohidratos como azulcares y un micro habitat para completar su ciclo de vida. A su vez el hongo
ayuda a la planta a tener una mayor captacién de agua y nutrimentos minerales con muy poca
disponibilidad en el suelo (Camargo-Ricalde et al., 2012). Es por esto que la presencia de micorrizas

en el suelo es habitual; de hecho, estdn muy extendidas en condiciones naturales.
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Los hongos micorrizégenos son considerados organismos inusuales debido a su estilo de vida,
edad y fenotipo. Han existido por mas de 400 millones de afios sin alteraciones morfolégicas por lo

que pueden ser consideradas como fdsiles vivientes (Bonfante y Anca, 2009; Parniske, 2008).

Asi, la micorrizacion es una simbiosis mutualista que se establece entre ciertos hongos del suelo y
las raices de muchas plantas. Los organismos asociados pertenecen al reino Fungi (Basidiomicetos,

Ascomicetos y Zigomicetos). Los hongos micorrizicos arbusculares pertenecen al pequefio orden

Glomales dentro del grupo Glomeromycota (Parniske, 2008).

La asociacién micorrizica envuelve tres medios de interaccioén, el hongo, la planta hospedera y las
condiciones ambientales (Figura 1) (Brundrett et al., 1996).

Planta hospedera

Ambiente
y condiciones
del suelo

Micorriza ﬁ

Hongos

Figura 1. Interacciones que envuelve la asociacién micorrizica (Modificado de Brundrett et al., (1996)).

1.3 Clasificacién de las micorrizas

Se pueden distinguir tres grupos fundamentales segln la estructura de la micorriza formada:
ectomicorrizas o formadoras de manto; ectendomicorrizas, que incluye micorrizas arbutoides y
monotropoides; y las endomicorrizas, caracterizadas por la colonizacién intracelular del hongo, y
que a su vez se subdividen en ericoides, orquidoides y arbusculares (Read, 1999). Las
endomicorrizas arbusculares son las mas abundantes (Smith y Read, 2008); las micorrizas que se
forman con plantas de las familias Ericaceae y Orchideaceae son de importancia limitada para
absorcion de nutrientes por las plantas. Sin embargo cada una de las diferentes micorrizas se

caracteriza por realizar funciones especificas en la asociacién simbidtica con las plantas.
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Ectomicorrizas: Se caracterizan porque desarrollan una espesa capa de micelio sobre la
zona cortical de las raices absorbentes de la planta, las hifas del hongo no penetran en el
interior de las células de la raiz, si no que se ubican sobre y entre éstas (Malloch et al., 1980).
Se pueden observar a simple vista. Este tipo de micorrizacion predomina entre los arboles de
zonas templadas, se producen principalmente sobre especies forestales y lefiosas, siendo
especialmente caracteristico en hayas, robles, eucaliptus y pinos. Los hongos que la forman
pertenecen tanto a Basidiomycota como a Ascomycota (Vacacela Quizhpe, 2012; Wilcox,
1991).

Endomicorrizas: Los hongos que las producen se caracterizan por colonizar
intracelularmente el cortex radical o sea que no hay manto externo que pueda verse a simple
vista. Las hifas se introducen inicialmente entre las células de la raiz, pero luego penetran en
el interior de éstas, formando vesiculas alimenticias y arbusculos. Dentro de de éste grupo, los
mas abundantes son los hongos micorrizicos arbusculares (HMA), los cuales constituyen la
simbiosis méas extendida sobre el planeta. Los hongos que la forman pertenecen a la division
Glomeromycota y se dan en todo tipo de plantas, aunque predominan en gramineas y
leguminosas. Abundan en suelos pobres como los de las praderas y estepas, la alta montafia
y las selvas tropicales (Vacacela Quizhpe, 2012).

Orquidoides o micorrizas de ovillo: Son micorrizas de orquideas, los cuales son
imprescindibles para su desarrollo y vida juvenil. Estos hongos contribuyen en mutualismo a
transferir carbono orgénico y nutrimentos minerales a esta planta. Una vez que la planta
crece, fotosintetiza, y alcanza la fase adulta generalmente se independiza del hongo
(Camargo-Ricalde et al., 2012; Sieverding, 1991).

Ericoides: Los hongos formadores de este tipo de micorriza corresponden al grupo de los
Ascomicetos. Son de tipo mas sencillo y simple que las micorrizas arbusculares en donde la
asociacion se lleva a cabo con raices muy simples y sus hifas penetran en las células para
formar ovillos. Estos hongos son responsables de manera importante de la movilizacion de
nutrimentos, ya que muchas ericaceas crecen en habitats donde la mayoria de los
nutrimentos del suelo se encuentran en forma organica (Ferrera-Cerrato y Alarcén, 2007). Es
un tipo de micorriza que predomina en suelos localizados en altas latitudes y elevadas

altitudes, de clima frio (Camargo-Ricalde et al., 2012).
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« Ectendomicorrizas: Presentan caracteristicas intermedias entre las Ectomicorrizas y las
Endomicorrizas, pues presentan manto externo, como las ectomicorrizas, pero también
penetran en el interior de las células, como las endomicorrizas y no existen vesiculas ni
arbusculos. Este grupo se presenta tanto en Basidiomycota como Ascomycota y son mas
abundantes en angiospermas que en gimnospermas, pero su distribucién es restringida
(Ferrera-Cerrato y Alarcén, 2007; Vacacela Quizhpe, 2012).

e Arbutoides: Presenta un manto externo junto con hifas que penetran a las células para
formar rulos. Se caracteriza por formar manto flngico, hifas externas y, usualmente una red
de Hartig bien desarrollada, la cual es una red densa de hifas intracelulares (Beeckman,
2010). Ademas, se presenta un desarrollo extensivo de hifas intercelularmente. Los hongos

formadores de esta simbiosis pertenecen al grupo Basidiomiceto (Smith y Read, 2008).

e Monotropoides: La forma de penetracion en las células es algo diferente, diferenciada
apenas por la forma de penetracién de las hifas a las células radicales. Este tipo de micorriza
se forma también en plantas sin clorofila, aunque sus estructuras son similares a las formadas
por las ectomicorrizas y micorriza arbutoide ya que forman manto flngico y red de Hartig.
Ademas, forman estructuras altamente especializadas del tipo haustorios llamados clavas
fungicas las cuales penetran las células epidérmicas de forma que se generan diversos
habitos de desarrollo de acuerdo con el crecimiento y floracion de la planta (Ferrera-Cerrato y
Alarcén, 2007).

1.4 Micorriza arbuscular

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son probablemente los organismos simbiéticos con
mas presencia en el subsuelo y pertenecen al grupo monofilético Glomeromycota (Hibbett et al.,
2007). Una gran cantidad de la vegetacién mundial tiene raices asociadas con HMA: el 83% de las
dicotiledbneas, el 79% de las monocotiledéneas y todas las gimnospermas forman asociaciones

micorrizicas regularmente (Wilcox, 1991).

Los HMA estan formados por hifas, las cuales son filamentos tubulares y el micelio es el conjunto
de hifas que forman el cuerpo del hongo. La principal caracteristica morfoloégica de estos hongos son
los arbusculos, estructuras tipicas de la colonizacion que el hongo desarrolla en el interior de las
células de la corteza de la raiz por ramificacion dicotdmica repetida de sus hifas (Sanchez-Viveros et
al., 2004). En cuanto a las estructuras formadas, al tipo de colonizacién y a la cantidad de especies

vegetales y fungicas implicadas, se puede decir que la MA son las de mayor importancia.

gf—r g I % I Il L I 1L L I[ ] J %I\ 1L | | 1| -
I\ [ [l ] I Il i || i I J ]




o N Q@ Antecedentess Q) )~

[—] T [ — —— [ — ———T— [ p— ——
- u»'-‘:'-m I IT%[ I [ ] | E— ] I L II%T' T W‘I—lﬁ

Las plantas presentan una adquisicion directa de minerales a través de las raices, pero es
importante remarcar que éste proceso puede ser modificado por la asociacion de HMA con el sistema
radical (Taiz y Zeiger, 2006b). Los HMA proporcionan un vinculo entre el suelo y las raices de las
plantas (AL-Zalzaleh et al., 2009) permitiendo un intercambio de nutrientes, principalmente fosfato y
absorcién de agua para la planta (SchuB3ler et al., 2001). A su vez, los HMA obtienen carbohidratos de
la planta (Hibbett et al., 2007).

Esta simbiosis mutualista trae como consecuencia la mejora en la productividad de la planta y la
resistencia al estrés, lleva a cabo una transferencia bidireccional de nutrientes y genera una absorcion
de iones del suelo relativamente inmdviles como P, K, Ca, S, Fe, Zn, Cu y Mn, asi como un

incremento de la absorcion y transporte de N (Hernandez, 2000).

1.5 Desarrollo de la simbiosis

De acuerdo con Guerrero et al.,, (1996) y en concordancia con Peterson et al.,, (2004), en el
proceso de la formacion de la simbiosis se pueden distinguir diferentes fases: pre-colonizacién,
penetracion inicial del hongo, colonizacién extra radical y desarrollo del micelio externo y de las
estructuras reproductivas. Aparentemente los modelos de penetracion y colonizacién del hongo son

independientes no solo del hospedero sino también del tejido a colonizar.

Para que se llegue a formar la micorriza arbuscular implica que se lleven a cabo una serie de
pasos a partir de un reconocimiento de la superficie de la raiz por el hongo hasta la formacién de una
protuberancia llamada apresorio, de donde surge la hifa que inicia la infeccion de la raiz.
Posteriormente se lleva a cabo la penetracion de las células epidérmicas, el desarrollo de hifas
intrarradicales y arbusculares, y algunas veces, la formacion de vesiculas (Figura 2) (Peterson et al.,

2004). Esta fase es independiente del crecimiento de la raiz del hospedero.

La colonizacion puede determinarse por ciertos factores edéaficos, de manera que se favorezca el
desarrollo del micelio, y se ha considerado que el inicio de la colonizacién no es un proceso totalmente
dependiente de la presencia de la planta (Smith y Read, 2008). El retraso de la germinacién de las
esporas y la reduccion de la colonizacion estan determinados por la presencia de algunos exudados
de plantas no micotréficas (Schereiner y Koide, 1993), esta fase es denominada asimbidtica en donde
se presentan sefiales bioquimicas (compuestos volatiles) que forman parte de los exudados de las
raices. El CO2 es fundamental para la germinaciéon de las esporas y el crecimiento de la hifa
germinativa (Ramirez Gomez y Rodriguez Villate, 2010) asi como otros exudados radicales como los

flavonoides los cuales favorecen la ramificacion de hifas (Vierheilig y Piche, 2002) y la estrigolactona
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(factor de ramificacion), la cual induce una amplia ramificacion de las hifas ademas de ser una sefial

de fundamental importancia en el desarrollo de la simbiosis (Akiyama et al., 2002).

Posterior a la germinacion, una vez llegando el tubo germinal a la epidermis de la raiz, espera la
sefial de la raiz para que pueda dirigirse hacia ella y a partir de ahi diferenciar y formar el apresorio. A
partir del apresorio se inicia la penetracién en la epidermis e inicia la colonizacién del tejido

parenquimatico de la raiz (Bécard y Fortin, 1988).

Eventualmente se forman hifas inter- e intracelularmente en las células corticales, que se van
ramificando paulatinamente para introducir los carbohidratos procedentes de la planta y dan el
aspecto de diminutos arboles llamados arbUsculos. La formacion de arblisculos supone una profunda
alteracién de la célula vegetal en donde se deforma el plasmalema y el protoplasto para acomodar el
arbusculo, el cual nunca penetra al citoplasma. La vida media de los arbusculos es breve,
aproximadamente de siete dias (Alexander et al., 1989), transcurrido ése tiempo los arbusculos se
degeneran. En algunos casos las hifas se hinchan y forman vesiculas ovoides que contienen lipidos o
substancias de reserva (en el orden Glomerales). Estos hongos se han especializado en introducirse
en las células corticales de la planta y en formar estructuras singulares para poder llevar a cabo su
metabolismo; pero también fuera de la planta, otras hifas se ramifican en el interior del suelo (fase
extra radical), explorando y adquiriendo nutrimentos como fdsforo y nitrégeno principalmente, asi
como algunos micro nutrimentos que son llevados como un tributo a la planta huésped, para su
nutricion mineral (Reyes, 2002). Con esto, la planta aumenta considerablemente su superficie de
absorcién, de 100 a 1000 veces, y por tanto su capacidad de captacion de nutrientes y de agua
(Figura 2) (Burkett y Robson, 1994; Sieverding, 1991).

El establecimiento de la simbiosis micorrizica, como ya se mencioné anteriormente, va a depender
de las interacciones entre los tres componentes mas importantes del sistema: el hongo, las plantas y
las condiciones ambientales (Figura 2). Su presencia puede implicar que ocurran procesos de
reconocimiento entre los simbiontes, de compatibilidad y de especificidad, los cuales condicionan su
expresion y conducen a la integracién morfoldgica y funcional de las asociaciones (Mandal y Nandi,
2012; Smith y Read, 2008).
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Figura 2. Desarrollo de la simbiosis (Modificado de Parniske (2008)).

1.6 Asociacién de HMA con plantas

Los HMA se encuentran en condiciones naturales en la mayoria de los cultivos tropicales y
subtropicales de interés agrondémico (Sieverding, 1991) y estan presente en la mayoria de
Angiospermas; siendo las familias Chenopodiaceae y Cruciferae, las excepciones de mayor
importancia. La asociacion simbidtica micorrizica arbuscular se forma en muchas especies perennes
lefiosas, incluyendo muchas gimnospermas aparte de las pindceas (Harley y Smith, 1983). Los HMA
estan presentes en familias de plantas que tienen miembros de gran importancia econémica como son
las Poaceae, Fabaceae, Solanaceae y Rosaceae. Las plantas asociadas con los mismos se
benefician por el incremento en la toma de nutrientes como, nitrégeno, foésforo, potasio, calcio,
magnesio, azufre, cobre, molibdeno, hierro y manganeso, pues el hongo funciona como una extensién
del sistema radical de la planta, facilitando a través de su red de hifas una mayor absorcion de éstos
en el suelo (Read, 1999) En esta asociacion el componente fungico de la simbiosis se nutre de los
carbohidratos almacenados en las células mesodérmicas en formas sencillas de fructosa, glucosa y

sacarosa Yy de los exudados radicales de las plantas.

El establecimiento de la asociacion simbidtica entre plantas y HMA implica un complejo intercambio
de sefiales (Gadkar et al., 2001). Existen moléculas especificas presentes en exudados radiculares
del hospedero, las cuales de alguna manera indican que ocurre un reconocimiento en las etapas
tempranas de formacién de HMA (Gianinazzi-Pearson y Azcon-Aguilar, 1991). Los flavonoides son
algunas de las moléculas que se ha identificado en las sefiales entre los simbiontes, con respuestas
en la germinacién y crecimiento de hifas (Morandi, 1996). Como ya se menciond brevemente en el

apartado anterior, los flavonoides son compuestos claves en la sefializaciéon de una serie de
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interacciones entre planta-microorganismo. Sin embargo, este no es el Unico compuesto involucrado
en la germinacién de la espora y su ramificacion, existen otros exudados de la raiz como las
estrigolactonas, apocarotenoides derivados del metabolismo secundario de la planta y que junto con
los flavonoides, terpenoides y reguladores de crecimiento estan implicados en el didlogo molecular
entre los HMA y plantas, por lo que los metabolitos secundarios de las plantas tienen un papel muy

importante en la regulacién y desarrollo de la micorrizacion (Akiyama, 2007).

1.7 Importancia de las micorrizas

Su importancia en los ecosistemas naturales y seminaturales es comdnmente aceptada y
materializada por mejorar la productividad de las plantas y la diversidad, asi como una mayor
resistencia de las plantas frente a estreses bi6ticos y abidticos. El estrés ambiental constituye el
principal obstaculo para su superviviencia y reproduccion. Este estrés involucra baja disponibilidad de
agua, patrones de lluvia altamente impredecibles, suelos pobres en nutrimentos (nitrogeno y fésforo)
con alta variacion espacial y temporal (Zak et al., 1995) y suelos con alta salinidad (Al-Karaki, 2000).
Actualmente, las micorrizas se consideran cada vez mas en la agricultura, en los programas de
horticultura y silvicultura, asi como para la recuperacién del medio ambiente, para aumentar el

rendimiento del cultivo y para limitar la aplicaciéon de agroquimicos (Taiz y Zeiger, 2006b).

Desde el punto de vista ecoldgico, la presencia, la utilizacion y/o aplicacion de los HMA permite
reducir el uso de energia, la degradacion del ecosistema y las pérdidas de nutrientes de los suelos
agricolas. Ademas, se mantiene la capacidad productiva del sistema, se preserva la biodiversidad y se
contribuye con una produccion mas estable y sostenida a largo plazo en equilibrio con el entorno
(Hernandez, 2000). Debido a esto, la presencia de los HMA en un suelo de cultivos es importante y

favorece el sistema agricola.

1.8 Factores bidticos y abiéticos que afectan a los HMA

Multiples factores pueden afectar a la comunidad de HMA y su diversidad en los ecosistemas
(Horan y Chilvers, 1990). Existen los factores bitticos, por ejemplo las comunidades de plantas y sus
exudados, que son compuestos que permiten el reconocimiento planta-hongo y estimulan la
germinacién de esporas y el crecimiento y ramificacion de las hifas, incluyendo flavonoides (Vierheilig
y Piché, 2002), estrigolactonas (Akiyama et al., 2005) y auxinas. Dichos compuestos son exudados
por las raices de las plantas, y de alguna manera pueden controlar la preferencia planta-hongo, tal

como ya se menciond en secciones previas (Horan y Chilvers, 1990).
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Entre los factores abiéticos, las condiciones del suelo han mostrado ejercer un control en las
comunidades de los HMA (Johnson et al., 1992a). Los cambios permanentes en el ambiente edafico
son un reflejo del dinamismo existente y se observa en parametros como humedad, temperatura y
disponibilidad de nutrientes, debido a condiciones naturales o al efecto de las practicas culturales para
mejorar la productividad de los cultivos. Adicionalmente el suelo puede sufrir procesos de degradacion
y contaminacion con sustancias quimicas téxicas para las plantas y los organismos presentes en él,
entre ellos los HMA (Entry et al., 2002).

Los cambios antropogénicos inducidos por la aplicacion de diferentes enmiendas como
fertilizantes, agroquimicos, pesticidas y agua residual pueden cambiar las condiciones del suelo
causando toxicidad y un desequilibrio de nutrientes en las plantas (Taiz y Zeiger, 2006a). Tal es el
caso de la irrigacion de agua residual al suelo, la cual es una practica comin que busca incrementar el
contenido de materia organica, nutrientes y la poblacion de microorganismos en el suelo. Sin
embargo, en la practica se ha visto que afecta negativamente la colonizaciéon de los HMA y producen
cambios severos en la estructura del suelo, reduciendo la aeracion del suelo e infiltracion del agua,
generando una resistencia en la expansion de las raices de las plantas, incrementando la salinidad del
suelo e induciendo condiciones anaerébicas en el suelo liberando sustancias fitotéxicas como el
amoniaco o diversos acidos como acido acético, acido propiénico, acido butirico, etc. (Goldberg et al.,
1988). Otras enmiendas, como la aplicaciéon de lodos composteados al suelo reduce la abundancia
relativa y el desarrollo de los HMA (Jacquot-Plumey et al., 1996). Contrariamente, la aplicacion de
efluentes de pulpa de papel al suelo mejora la micorrizacion de las plantas e incrementa la cantidad de
esporas de HMA (Thangavelu y Sivalingam, 2010).

Con otras aguas residuales de otro tipo, como son las vinazas (cafia de azlcar, alcohol,
remolacha), se ha reportado que causan efectos severos en el suelo como la promocion de los
mecanismos en el suelo por medio de la acidificaciéon para el intercambio catibnico como K*, Mg*?,
Ca*? y lixiviaciéon de algunos metales (Fe, Zn, Cr, Ni) en condiciones aerobias, lo cual no es benéfico
para el suelo, para las poblaciones de microorganismos y para los mantos acuiferos (Renault et al.,
2009). Ademés, se incrementa potencialmente la microbiota de bacterias y hongos vy
consecuentemente cambia la diversidad del suelo (Santos et al., 2008). También se disminuye la
estabilidad estructural del suelo (25%) y la biomasa total (49%) de bacterias y hongos basidiomicetos
(Tejada et al., 2007); o la reduccién de la longitud del micelio externo vivo y activo de los HMA (Kabir
et al., 1998).
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Aun asi, la aplicacion de vinazas al suelo es muy comln en diferentes paises debido al alto
contenido de materia organica y como método de disposicion final. Todos los tipos de vinaza (cafia de
azucar, remolacha, alcohol, mezcal, tequila) comparten caracteristicas similares como son un pH
acido (3.4-3.5), alto contenido de materia organica (31.5-75 g L1 como DBO y 55.2-123 g L' como
DQO), altas concentraciones de sélidos suspendidos y disueltos (2 y 11 g L respectivamente) y gran
cantidad de cationes como K*, Ca*2 and Mg*? (Tabla 1) (Jiménez et al., 2003; Lopez-Lopez et al.,
2010; Robles-Gonzéles et al., 2012).

La vinaza de cafia de azlcar se ha utilizado como fertilizante para cultivos de cafia debido a su
rigueza en materia organica y nutrientes vegetales como K*, N y P. Moraes et al. (2014) mencionaron
que el impacto ambiental que tienen las vinazas de cafia de azlcar en el suelo no ha sido
determinado adecuadamente. Se ha demostrado que la adicion de vinaza de cafia de azlcar
incrementa el contenido de NO3~ en el suelo el cual puede lixiviarse a los mantos acuiferos. Otros
autores mencionan que los posibles efectos de las vinazas de cafia de azUcar depende de la cantidad
y composicion de la vinaza aplicada, tipo de suelo, tipo de cultivo y ciertas condiciones envueltas en el
proceso (Aparecida-Christofoletti et al., 2013).

Estudios realizados por Laime et al. (2011a) encontraron que la disposicion de cafia de azlcar al
suelo puede generar efectos benéficos en los cultivos y algunas caracteristicas fisicoquimicas como
un incremento de la retencion de humedad, porosidad, K*, CE vy la actividad biolégica. Madejon et al.
(2001) reportaron altas concentraciones de sal en el suelo, después de aplicaciones prolongadas de
vinaza de cafia de azlcar éstas pueden representar un riesgo y reducir el crecimiento de los cultivos.
Ribeiro et al. (2010) detectaron un incremento en la lixiviacion del plomo cuando la vinaza de cafia de

azucar fue aplicada al suelo, particularmente los compuestos organicos solubles.

Parnaudeau et al. (2008) sugirieron que la irrigacién de cultivos de cafia de azlcar con vinazas
indujeron la inmovilizacién del nitrégeno en el inicio de un experimento en incubacién en el laboratorio.
Sin embargo, no mencionaron cémo esto puede afectar la mineralizaciéon del nitrégeno en un
experimento en campo. En general, existe poca informacion sobre como afecta la aplicacién de
vinazas de cafia de azlcar en el proceso de la mineralizacion del nitrégeno o la disponibilidad de
nitrégeno para las plantas, pero los resultados en la literatura indican que algunos procesos del suelo

y de los ciclos biogeoquimicos se pueden afectar, esto se ejemplifica en la Figura 3.
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Tabla 1. Comparacién de caracteristicas fisicoquimicas de diferentes vinazas y regulacion ambiental americana y mexicana para su riego.

Vinazas
. N NOM-001-
Parametro Canade  pomolacha  Mezcal Tequila  USEPA SEMARNA
azlcar 2004 o
T-1996

pH 3.8-4.7% 43-535"b 3.6-382 3.4-450! 6 N.R
Conductividad eléctrica (CE) (mS cm-1) 16¢ 35- 4049 26-4.22 0.00195f N.R N.R
Fosforo disponible (PO43) (mg L) 20-233 2 1209 290 - 17052 100- 700! N.R N.R
Fosforo total (FT) (mg L) 1-190° 160 - 163° N.R. 41° N.R 30

Carbono organico total (COT) (g L) 26-32 2 196 - 592 dh N.R. 16.8m N.R N.R
Nitrégeno total (NT) (mg L1) 9752 1800 - 4750 b 660 2 20-50' N.R 60

Demanda quimica de oxigeno (DQO) (g L?) 59-80.52 555-91.1P 56.2-1232 552-66.3" N.R N.R
Demanda biolégica de oxigeno (DBO) (g L) 315-752 27.5-449"b N.R. 20.6b 45 200
Solidos totales (g L) 63-69 @ 1099 26-952 25-501 N.R N.R
Solidos suspendidos totales (g L) 3-112 3.69 3.1-842 2-8! 45 200
Solidos suspendidos volatiles (g L) 25-9a 259 1.1-6.82 1.9-75! N.R N.R
Solidos volatiles totales (g L) 82 N.R. N.R. N.R. N.R N.R
Cadmio (Cd) (mg L) 0.04-1.36"° <0.1h N.R. 0.01-0.2° 0.01-0.05 0.4
Cobre (Cu) (mg L) N.R. 21-5b N.R. 0.36-40b 0.2-5 6

Cromo (Cr) (mg L) N.R. <0.01h N.R. N.R. 0.1-1 1.5
Mercurio (Hg) (mg L) N.R. <0.001' N.R. N.R. 0.002 0.02
Plomo (Pb) (mg L) 0.02-0.48" <5b N.R. 0.065-0.5¢" 5-10 1.0
Niquel (Ni) (mg L) N.R. <0.1h N.R. <0.02! 0.2-2.0 4

Zinc (zn) (mg L) 152 11h N.R. <1 2-10 20

Hierro (Fe) (mg L) 12.8-203b2  203-226b N.R. 35.2-45"b 5-20 N.R
Fenoles (mg L?) 340 450° 478 - 542 @ 44 -81"b N.R N.R
Potasio (K) (g L) 302 10-10.03 P N.R. 240 - 345" N.R N.R
Densidad (g cm) N.R. 126" N.R. N.R. N.R. N.R

“Limites permisibles para aplicacion al suelo; 2 Robles-Gonzalez et al. (2012); ® Espafia-Gamboa et al. (2011); ¢ Bautista-ZGiiga et al. (1998); ¢ Nifiez-
Zofio et al. (2013); ¢ Conde-Bueno et al. (2009);  Ifiiguez et al. (2005); 9 Jiménez et al. (2003); " Tejada et al. (2009); | Tejada et al. (2007); 1 Santos et
al. (2014); k Vlyssides et al. (2010); ' Lépez-Lopez et al. (2010); ™ Comunicacién personal de Moran-Salazar et al., 2015; " USEPA (2004); ° NOM-001-
SEMARNAT-1996; N. R. no reportado.
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Figura 3. Representacion esquematica de algunos procesos que pueden verse afectados por la

adicion de vinazas al suelo (Comunicacién personal: Sanchez-Lizarraga et al., 2015).

Por otra parte, la aplicacién de vinazas de remolacha ha dado como resultado una reduccién de la
estabilidad estructural del suelo, reduccion de la biomasa microbiana, de la respiracion del suelo y la

actividad de la deshidrogenasa, ureasas y fosfatasas. En adicion a esto, se ha reportado un
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incremento de los cationes monovalentes y contenido de acidos fulvicos, lo cual indica una

mineralizacion de la materia organica (Tejeda et al., 2007).

Martin-Olmedo et al. (1999) observaron que la aplicacién de vinazas de remolacha al suelo durante
tres afios incrementé el potencial de mineralizacion del nitrégeno en donde afirmaron que el nitrégeno
mineral (NO3~ y NH4*) puede mineralizarse lentamente en forma inorganica disponible para las

plantas. Sin embargo, un exceso de NOs~ puede filtrarse a través del suelo y contaminar los acuiferos.

1.9 Vinazas tequileras

En algunas zonas del pais, como es el caso de Jalisco existe la practica coman de agregar vinazas
tequileras a suelos agricolas. El tequila es una bebida representativa de México a nivel internacional
proveniente principalmente de la region de Jalisco (lfiiguez et al., 2005a). Se obtiene a partir de una
planta endémica de la regién del volcan de Tequila, conocida como Agave tequilana Weber var. Azul
(Lamas-Robles, 2004). Los productores de tequila y agave se ubican principalmente en la regién de
denominacién de origen en México, que incluye a 180 municipios, 124 de los cuales pertenecen al
estado de Jalisco y 56 estan distribuidos entre los estados de Michoacan, Guanajuato, Nayarit y
Tamaulipas. Tan sélo en el 2014 se tuvo una produccién de tequila de 242.4 millones de litros y 788

miles de toneladas de consumo de agave (CRT, 2014).

Durante la produccién de tequila se generan dos principales residuos, el bagazo y las vinazas,
ademas de las emisiones provenientes de la oxidacién de combustibles fésiles de las calderas. Las
vinazas tequileras son residuos liquidos generados durante la produccion del tequila, después de la
destilacién del mosto de agave. Por cada litro de tequila producido se generan en promedio 10 litros
de vinazas (LOpez-Lépez et al., 2010). Bajo estas dos bases de célculo se estima que la produccién
de tequila en el 2014 gener6é 324 miles de toneladas de bagazo (40% peso himedo de la pifia de

agave) y 1.8 x 10°L de vinazas (en total al 55% Alc. Vol.).

En la mayoria de las empresas tequileras, el bagazo se convierte en composta y en algunas otras
sus compostas se aprovecha en sus plantaciones de agave; y s6lo una minima cantidad de vinazas se

utiliza en el riego de las pilas de compostas.

Las vinazas tequileras, o efluentes liquidos son resultado de la elaboracién de tequila, y se definen
como el residuo que componen sustancias no volatiles que se generan y permanecen en el fondo del
alambique después de la destilacion del mosto de agave fermentado. Se caracterizan por su
concentracién de materia organica elevada de 35,000 a 60,000 mg/L como DBO; (60,000-100,000
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como DQO) y un pH de 3 a 4, una alta concentracion de solidos suspendidos y disueltos, asi como
iones de potasio, calcio y magnesio (Lépez-Lopez et al., 2010). Al tener una elevada carga organica,
se considera que la aplicacién de vinazas al suelo puede ser benéfica para aprovechar esa materia
organica, sin embargo, estudios a nivel de procesos que ocurren en el suelo y los cambios en la

ecologia microbiana (bacterias, hongos y entre ellos los HMA, etc.) no han sido bien documentados.

Ademas, una gran cantidad de vinazas no recibe tratamiento adecuado o completo para el
cumplimiento de la normatividad vigente (NOM-001-SEMARNAT-1996) antes de ser descargadas en
cuerpos de agua (rios, arroyos, lagos, presas) y alcantarillado municipal o en suelos agricolas (Ifiiguez
et al., 2005a). Sobre todo las vinazas generadas en pequefias y medianas empresas, las cuales no
tienen el recurso financiero para el tratamiento de sus efluentes y terminan descargando
clandestinamente o aplicando las vinazas en suelos. Las vinazas no son residuos peligrosos pero se

catalogan dentro del tipo de aguas residuales complejas (Linerio-Gil y Guzman-Carrillo, 2004).

La aplicacion de las vinazas tequileras en suelos sin tratamiento alguno puede favorecer la
presencia de organismos patégenos para algunos cultivos. Amador (2002) reporté que el uso de
vinazas tequileras en riego de plantas de agave (Agave tequilana Weber var. Azul) facilité la presencia
de microorganismos fitopatégenos como Fusarium oxysporum y Fusarium solani en las plantas. Sin
embargo, son muy pocos los trabajos encontrados en la literatura sobre el efecto de las vinazas

tequileras en suelos, y es nula la informacion sobre su efecto sobre las poblaciones de HMA.

Se desconoce si existen o no poblaciones o especies de HMA que habiten suelos irrigados con
vinazas tequileras. Mientras que el poco conocimiento que se tiene es sobre vinazas alcoholeras o de
la industria vinicola. Y aun cuando las vinazas comparten ciertas caracteristicas como elevada carga
organica, en la forma de acidos organicos y cationes tales como K*, Ca* y Mg*, pH acido y color
(Gianchini y Ferraz, 2009; Laime et al., 2011b), presentan otras diferentes y muy particulares como
son el contenido de sales, la dureza, el fésforo total y el contenido de sodlidos sedimentables y
disueltos; las cuales les confieren propiedades diferentes a cada tipo de vinaza. Estas caracteristicas
de las vinazas dependen de la materia prima (biomasa) que se utiliza para la produccién de etanol o

bebida destilada como es el caso del tequila 0 mezcal.

Pocos estudios han evaluado algun efecto de las vinazas sobre los HMA cuando éstas son
adicionadas al suelo. Tal es el caso de Velasquez-Pomar y Sanchez de Prager (2011) que reportaron
gue la adicion de vinazas alcoholeras al suelo incrementé la actividad biolégica relacionada con el
micelio de hongos micorrizicos y la cantidad de glomalina fue afectada por un gradiente de

concentraciéon de las vinazas en el suelo.
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Todos estos estudios son soélo algunos trabajos con vinazas principalmente de la industria

alcoholera, mezcalera, remolacha y cafia de azlcar. Sin embargo, con vinazas tequileras los efectos
sobre poblaciones microbianas no han sido evaluados, siendo importante tener conocimientos de los
cambios de las poblaciones de HMA, debido a la importancia que tienen en el suelo. Derivado de todo

esto, surge la justificacion del presente trabajo.
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2 Justificacion

Las descargas de vinazas tequileras en suelos (cominmente agricolas) y cuerpos de aguas es una
practica comun de las zonas donde se produce el tequila. Los conocimientos de los efectos que
ocasionan las vinazas sobre los procesos del suelo o los cambios que producen en las poblaciones de
microorganismos, entre ellos los benéficos como los HMA para las plantas, son pocos o nulos. Los
HMA son organismos benéficos comUnmente encontrados en cultivos agricolas y de suma
importancia para el crecimiento y rendimiento de cultivos. Por tal motivo es necesario generar
conocimiento de si existen o no poblaciones de HMA en suelos donde han aplicado vinazas
tequileras; y de los cambios que ocurren en las poblaciones de HMA en el suelo cuando las vinazas
tequileras son aplicadas al suelo, para establecer si las vinazas afectan o no la presencia de estos

organismos benéficos del suelo.
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Capitulo 3

Hipotesis y Objetivos

Acaulospora delicata
(objetivo 10x)
C. Walker y C. M. Pfeiffer y
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3 Hipbtesis y objetivos
3.1 Hipobtesis

La aplicacion de vinazas tequileras en suelos agricolas afecta negativamente las poblaciones de
hongos micorrizicos arbusculares.

3.2 Objetivo general

Determinar si existen hongos micorrizicos arbusculares en un suelo agricola regado con vinazas
tequileras y las variaciones que tienen sus poblaciones por efecto de la adicion de diferentes

concentraciones de vinazas tequileras.

3.3 Objetivos especificos

e  Caracterizar fisicoguimicamente un suelo agricola con y sin la adicion de vinazas tequileras para
determinar si las vinazas ocasionan algin cambio en las caracteristicas de un suelo agricola.

e Evaluar si existen o no HMA y su identificacion taxondmica en un suelo donde se aplican vinazas
tequileras regularmente, para generar informacion de la presencia de HMA en suelos irrigados
con vinazas.

e Evaluar el efecto de la adicibn de diferentes concentraciones de vinazas tequileras sobre las
poblaciones de HMA, para determinar a qué concentracion se tiene mayor o menor efecto sobre
los HMA.
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Capitulo 5.

Metodologia

Acaulospora mellea
(objetivo 40x)
Spain & Schenck
1977
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4 Metodologia

Este trabajo esta dividido en dos etapas para alcanzar los objetivos planteados. La etapa (I)
consiste en la caracterizacion de suelos y vinazas, asi como la evaluacion de la existencia de HMA
en suelos con la adicion de vinazas. Y la etapa (Il) esta integrada por la propagacion de esporas de
HMA vy evaluacion del efecto de diferentes concentraciones de vinazas sobre loas poblaciones de

HMA. Se incluye un diagrama general de las etapas y las principales actividades en la Figura 4.

1. Muestreoy caracterizacion de los suelos
agricolas y de las vinazastequileras. ETAPAI

2. Evaluacion de la existencia de HMA en suelos
con la adicién de vinazas (aislamiento,
cuantificacion e identificaciéon taxonémica).

ETAPA I 3. Propagacién de las esporas de HMA.

4, Evaluacion del efecto de la adicién de
diferentes concentraciones de vinazas tequileras
sobre esporas de HMA.

Figura 4. Diagrama general de las etapas del proyecto y sus principales actividades.
4.1 Etapall
4.1.1 Seleccion del sitio de estudio

Se selecciond un sitio de estudio debido al antecedente de que se irriga con vinazas tequileras
frecuentemente desde hace un periodo de al menos 5 afios, ademas de ser un suelo agricola.
Dentro de este sitio, se seleccionaron dos diferentes suelos agricolas: con y sin la adicion de
vinazas tequileras. El sitio esta localizado en el municipio “El Arenal” (20° 46’ 7’N y 103° 41’ 18”
0), el cual se encuentra al noreste del estado de Jalisco en la Region Valles (Figura 3). El clima del
municipio es semiseco con invierno y primavera secos, la temperatura media anual es de 20 °C. Se
realizaron muestreos aleatorios siguiendo la NMX-AA-132-SCFI-2006 en diferentes parcelas del
sitio de muestreo de los suelos agricolas: parcelas 1, 2, 11 y 12 con la adicion de vinazas (2.4 ha) y

parcelas 5, 6 y 7 sin adicion de vinazas (1.8 ha) (Figura 5). El suelo fue clasificado como Feozem,
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con vegetacibn predominante de cafia (Saccharum officinarum) por ser un cultivo
aproximadamente de 30 afios (INEGI, 2014). El suelo sin vinaza fue denominado “suelo control”
(SC) y el suelo con vinaza “suelo vinaza” (SV).

W

Figura 5. a) Mapa del municipio del Arenal, Jalisco en la Region Valles. b) Area del sitio
muestreado. Los nimeros encerrados en circulo ilustran las parcelas que fueron muestreadas. La

linea indica el perimetro del predio del sitio de muestreo.

Un total de 70 puntos fueron muestreados en los dos suelos: 21 de ellos corresponden al SC y
49 al SV. Los suelos se dividieron en tres campos para manejar muestras independientes y por
triplicado de cada suelo (n = 9). El suelo fue trasladado al laboratorio y se le realiz6 un pre-
acondicionamiento que consistid en homogenizar y tamizar el suelo por malla de 5 mm, con el fin
de remover material que no era de interés como hojas o piedras. Todas las muestras fueron

colectadas en Enero de 2014 antes de la zafra de la cafa de azUcar.

Adicionalmente se tomaron muestras de vinazas de un proceso de destilado tradicional de
tequila de la fabrica “El Cascahuin” en el municipio “El Arenal’, Jalisco. La muestra fue tomada
inmediatamente después de la destilacion y por triplicado (n = 3).
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4.1.2 Caracterizacion de suelos y vinazas

Los suelos fueron caracterizados fisicoquimicamente para parametros de suelo como son: pH,
capacidad de retencion de agua (CRA), capacidad de intercambio catiénico (CIC), conductividad
eléctrica (CE), carbono organico, nitrégeno total, fésforo total y disponible y textura por medio de
las metodologias descritas por Dane y Top (2002) y Sparks (1996) para parametros fisicos y
guimicos respectivamente, los cuales se describen en el siguiente apartado. Simultaneamente se
caracterizaron fisicoquimicamente las vinazas tequileras por parametros como: pH, CE, DBO,
DQO, metales pesados, soélidos sedimentables volatiles (SSV), solidos sedimentables disueltos
(SSD), fésforo total y disponible, nitrégeno total, calcio, potasio, sodio y magnesio (Eaton et al.,
1999), siguiendo las metodologias de la American Public Health Association (APHA) (1992), las
cuales se describen brevemente a continuacion.

4.1.3 Andlisis fisicoquimicos de suelos y vinazas

opH

El pH fue medido en una mezcla del suelo con agua en una relacién 1:2 (p/v), la cual se agité
en un tiempo de 3 a 5 minutos para después sumergir el electrodo del potenciémetro (Oakton
pH/conductivity 300 meter, Singapore) durante un minuto en la muestra hasta que la lectura se
estabilizé (NOM-021-SEMARNAT-2000); para las vinazas el pH se midi6 directamente de la

muestra.

e Humedad

La humedad se determind por el método gravimétrico, utilizando 10 g de suelo y colocandolos
en una charola de aluminio previamente pesada, se secaron en una estufa a 120 °C durante 3
horas (NMX-FF-109-SCFI-2007; NOM-021-SEMARNAT-2000). Posteriormente fueron pesados y

se calculé la humedad por diferencia de peso mediante la siguiente férmula:

material himedo — material seco

* Humedad = material himedo > 100
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e Cenizas

Las cenizas se determinaron mediante el siguiente procedimiento: después de ser calculada la
humedad, la muestra de suelo se coloc6 en una cépsula de porcelana previamente seca y tarada,
la capsula se colocd en una mufla a 550 °C durante 3 horas. Posteriormente las cenizas

remanentes se pesaron y se calculé el porcentaje de ceniza mediante la siguiente formula:

peso crisol con cenizas — peso crisol

U Cenizas =
g muestro

e Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica (CE) se determind en una mezcla de suelo y agua desionizada en
una relacion 1:5 (p/v), ésta fue filtrada al vacio y al extracto obtenido se le determiné la CE al
introducir el electrodo del conductimetro (Oakton pH/conductivity 300 meter, Singapore) registrando
la lectura una vez que el registro se estabiliz6 (NOM-021-SEMARNAT-2000). En el caso de las
vinazas la lectura fue directamente sobre la muestra liquida.

e Carbono organico total

El carbono orgénico total (COT), los sdlidos volatiles (Svol) y la materia organica (MO) fueron
determinados por el método de calcinacion a 550-600 °C, en el cual el suelo (5 g) en base seca o
la vinaza (10 mL) se coloc6 en una capsula de porcelana y posteriormente se calciné durante 3
horas. El porcentaje de carbono organico y soélidos volatiles fueron determinados mediante las
siguientes formulas: (APHA, 1992):

gramos de la muestra — gromos de ceniza
Uh Solidos volatiles = x 100
gramos de la muestra

Uiy solidos volitiles
Uy Carbon Orgianico Total = T = 100

Uh Materia Organica = 1000 — % Ceniza

El COT de la vinaza se calculé6 mediante la técnica de HACH ® COT HR Test N'tube, la cual
involucra la oxidacién del carbono de la muestra a CO2 mediante la digestion con persulfato de

amonio. El CO2 se mezcla en una solucion indicadora de pH donde ésta es convertida a &cido
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carbénico. El color resultante es directamente proporcional a la concentracién de carbono presente

en la muestra, el cual se mide su absorbancia a 430 nm de absorbancia.

e Textura

La textura del suelo se define como la proporcion relativa de grupos dimensionales de
particulas, proporcionando una idea general de las propiedades fisicas del suelo y fue determinada
mediante el método de Bouyoucos. Se pesaron 100 g de suelo, a la muestra se le adicioné agua
destilada hasta cubrir la superficie, posterior a esto se adicionaron 5 mL de hexametafosfato de
sodio mezclandolo en un agitador mecanico para homogenizar la muestra. La muestra ya
mezclada se colocd en una probeta de 1 L en donde el hidrémetro fue introducido. La primera
medicion se realizd a los 40 segundos, para medir particulas de didmetro mayor a 0.05 mm.
Después de 2 horas se realizé otra medicion con el hidrometro para medir particulas de didametro
mayor de 0.002 mm (NOM-021-SEMARNAT-2000). La textura fue clasificada de acuerdo al
triangulo textural.

e Capacidad de intercambio catiénico

La determinacion de la capacidad de intercambio catiénico (CIC) en el suelo consistié en pesar
2 g de suelo a los cuales se le agregaron 25 mL de Cl:Ba. Se centrifug6é para separar la parte
sélida de la parte acuosa. Se elimind el sobrenadante y al sedimento se le afiadieron 25 mL de
solucién de sulfato de magnesio (MgSOa) 0.1 N y se centrifugd nuevamente. Una vez centrifugado
se tomaron 10 mL del sobrenadante y se realiz6 una dilucion a 100 mL con H20 destilada.
Finalmente se adiciond una solucién tampén (solucién de cloruro aménico 1 N con cinco partes de
solucién de hidroxido de amonio 1 N) y 6 gotas de negro de ericromo T (0.2%) y se valora el Mg+2
hasta la aparicion de un color azul, con la soluciéon acomplejante (EDTA 0.05 N) (Uehara y Gillman,
1981).

e Nitrogeno inorganico

Para determinar el nitrégeno inorganico (NOs,, NO2z', NH4*) en el suelo se prepard un extracto
con 5 g de suelo con 20 mL de K2SO4 0.5 M en una relacién 1:4 (p/v). La mezcla fue agitada en un
agitador orbital (Orbital shaker, Modelo: TS-100, Nacional) durante 5 minutos para disgregar el
material y después se centrifugé a 4000 rpm durante 15 min, al sobrenadante se le determin6 NOs',
NO2 y NHg4*. Para medir el nitrégeno inorganico en la vinaza se tomd la muestra liquida para
realizar el analisis de nitritos, nitratos y amonio por espectrofotometria. El N-inorganico de la etapa
(I) fue determinado colorimétricamente en un analizador automatico (San Plus System SKALAR

automatic analyzer) (Mulvaney, 1996).
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e Nitritos

Para las vinazas y suelo de la etapa (l), la concentracién de nitritos (NO2") se midié mediante el
método colorimétrico de FeSO4 de las pruebas de HANNA® método HI 93708-01. De la vinaza o el
extracto de suelo se tomaron 10 mL y se les adicioné el reactivo HI 93708 [Sulfanilamida y N-(1-
naftil) etilendiamina]. Esta reaccion produce un color café verdoso del cual fue leida su absorbanica
en un espectrofotometro HANNA® (HI 83200, RUMANIA) a 575 nm.

e Nitratos

La concentracién de nitratos tanto para las vinazas como para el suelo de la etapa (I) se midi6
mediante el método espectrofotométrico HANNA® adaptado del método de reduccién de cadmio.
Los nitratos se reducen a nitritos en presencia del cadmio. Los nitritos producidos de este modo
reaccionan con el reactivo acido fenildisulfénico (0.02 N) hasta producir un compuesto naranja. La
cantidad de color desarrollado es proporcional a la concentracién de nitrato presente en la muestra
acuosa. Del extracto de la muestra se tomaron 6 mL y se adicioné el reactivo HI 93728-0° (Acido
fenil disulfénico 0.02 N) se agitd y se dejoé reposar por 5 min. La reaccion entre el nitrato y el
reactivo causa un color &mbar en la muestra del cual se midi6é su absorbancia a 410 nm en un
espectrofotometro HANNA® (HI 83200, RUMANIA) para determinar la concentraciéon de NOs-.

¢ Nitrégeno amoniacal

El amoniaco reacciona con el reactivo de Nessler en solucion béasica hasta formar un
compuesto amarillo. La absorbancia de este producto coloreado es proporcional a la concentracion
de nitr6geno amoniacal presente en la muestra acuosa. La reaccion entre los 10 mL, tanto de
suelos como vinazas, y los reactivos HI 93715A-0 (reactivo de dispersion alcohol polivinilico) y Hl
93715B-0 (reactivo de Nessler) causan una coloracion amarilla en la muestra, de la cual se ley6 su
absorbancia a 420 nm en el espectrofotometro HANNA® (HI 83200, RUMANIA).

¢ Metales pesados

Los metales como cadmio, arsénico, mercurio, cromo, cobre, plomo, hierro, niquel y zinc fueron
analizados de acuerdo a la NOM-117-SSA1-1994 la cual sefiala que las muestras deben
someterse a una digestion en un sistema de reflujo y agregar poco a poco la cantidad necesaria de
acido nitrico concentrado y calentar durante 30 minutos o hasta que no se observen cambios en la
digestion. Una vez realizada la digestién se dej6 enfriar y se agregé una mezcla de &cido nitrico y
acido sulfarrico concentrados (1:1 v/v), posteriormente se calentd y se agregé mas acido nitrico gota

a gota sobre las paredes del recipiente, hasta que el color obscuro de la solucién desaparecié. Las
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muestras se dejaron enfriar y se leyeron por espectrometria de emisién atémica acoplado a
induccion de plasma (ICP-AES por sus siglas en inglés Inductively Coupled Plasma-Atomic
Emission Spectrometry). Las muestras se enviaron a la unidad de servicios analiticos y

metrolégicos (USAM) de CIATEJ para su determinacion con la técnica antes descrita.

e Nitrogeno total

La determinacion de nitrégeno total por digestion involucré dos pasos: a) digestion de la
muestra de suelo (1 g) y vinaza (5 mL) para convertir el N a NH4* y b) la determinacion de NHs* en
la digestion realizada del N. La digestion de la muestra se desarrollé por calentamiento de la
muestra con acido sulfdrico concentrado y K2SO4 que promovid la oxidacion de la materia organica
y la conversion del nitrdgeno organico a amonio. Después de la digestion, el amonio es
determinado por la titulaciéon del amonio liberado por destilaciéon de la digestion con un alcali
(NaOH-Na2S040.05 N). Las muestras para el andlisis de nitrdgeno total se enviaron a la unidad de
servicios analiticos y metrologicos (USAM) del CIATEJ para su determinacion con la técnica antes

descrita.

e Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencion de agua (CRA) se determiné mediante la técnica descrita por Dane y
Top (2002) en la cual se pesaron 20 g de suelo seco en un cono de papel filtro registrando ambos
pesos, posteriormente el cono con el suelo se colocd en embudos y se le adicioné 100 mL de H20
hasta saturacion, dejandolos tapados durante 24 horas. Pasado el tiempo se pesoé el cono con el
suelo humedo, también se utiliz6 un blanco de papel sin suelo. Los pesos se utilizaron en la

siguiente férmula para determinar la CRA:

100 — g5 Humedad]

% CRA = (peso final — (peso papel = 1.23) — (g musstra + ( 100
100

’ {g muestra + % Hwnedad:]

e Fdsforo disponible

La concentracién de fésforo disponible se cuantificé mediante el método de &cido ascorbico-
molibdato de amonio. Se pes6 2.5 g de suelo y se le agregaron 47.5 mL de solucién extractora
NaHCOs3 0.5 M (1:20 p/v). La muestra se agit6 en un agitador orbital (Orbital shaker, Modelo: TS-
100, Nacional) durante 30 minutos. Una vez agitadas se filtraron en embudos con papel filtro (11
pm). Se tomaron 10 mL de la muestra filtrada, se le adiciond 1.6 mL del reactivo combinado
(H2SO04 5 N, Tartrato de Sb y K* 0.005 M, Molibdato de NH4* 0.03 M y acido ascorbico 0.1 M). Se
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ley6 la absorbancia de la muestra a 880 nm después de 10 minutos y antes de 30 minutos (Olsen
et al., 1954). La concentracion de fésforo disponible fue calculada mediante la ecuacion de la recta
de una curva estandar con KH2PO4 a diferentes concentraciones de fésforo (0, 2, 4, 8, 12, 16, 20

pug P mL1).

e Fosforo total

El fosforo total se cuantifico mediante el método por digestion con agua regia (HCI concentrado
y HNOs 0.5 N). En el cual a 500 mg de suelo se le agregé 10 mL de agua regia y se llevé a una
digestion hasta sequedad. Al digestado se le agrego 10 mL de HCI 0.5 N, se calenté en bafio maria
a 80 °C por 30 minutos, se dejo enfriar y se filtrd. El filtrado se aford a 25 mL con H20 destilada. De
esta solucién se tomaron 10 mL y se le agregaron 1.6 mL del reactivo combinado, se dejé
desarrollar el color y finalmente se leyé su absorbancia a 880 nm. La concentracion de fosforo
disponible fue calculada mediante la ecuacion de la recta de una curva estandar con KH2PO4 a

diferentes concentraciones de fosforo (0, 2, 4, 6, 8, 10 ug P mL™1).
e Demanda Quimica de Oxigeno

La demanda quimica de oxigeno (DQO) fue determinada en la muestra de vinazas mediante el
método de digestién de reactor de las pruebas de HACH © donde la muestra de vinaza (1 mL) se
calienta dos horas con dicromato de potasio (0.004 M) para su digestion. Los compuestos
organicos oxidables reaccionan, reduciendo el ion de dicromato (Cr2072) a un ion crémico verde
(Cr*3) del cual se lee la absorbancia a 620 nm en un espectrofotometro HACH®. El reactivo DQO
contiene iones de plata y de mercurio en donde la plata actia como catalizador y el mercurio se

utiliza para formar complejos de las interferencias de cloruros.

e Demanda Bioldgica de Oxigeno

La demanda biolégica de oxigeno (DBO) se calculé mediante el método de dilucion 8043 de las
pruebas de HACH @, La DBO se realizé incubando una muestra de vinazas (100 mL) en un periodo
estandar de cinco dias y se determind el cambio en el contenido de oxigeno disuelto mediante un
respirometro DBO Trak Il de HACH ©. El método se basa en medir la cantidad de oxigeno que
requieren los microorganismos para efectuar la oxidacion de la materia organica presente en aguas
naturales y residuales, y se determina por la diferencia entre el oxigeno disuelto inicial y el oxigeno

disuelto al cabo de cinco dias de incubacién a 20 °C.
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4.1.4 Aislamiento, cuantificacion e identificacion de esporas de HMA

Para el aislamiento de esporas de HMA se utiliz6 una muestra compuesta de 100 g de cada
suelo agricola (con (SV) y sin (SC) la adicién de vinazas tequileras) y se realizé por triplicado con
una n = 9. El método utilizado fue el de tamizado hiumedo, decantacién y centrifugacion en agua y
sacarosa al 50% (p/v) (Brundrett et al., 1996). El método consisti6 en homogenizar 100 g de suelo
en 1 L de agua, dejando reposar la mezcla por 10-15 segundos y realizando el tamizado en cuatro
tamices: 600, 150, 75 y 45 pm de apertura de malla. El material retenido en todos los tamices fue
transferido a tubos tipo Falcon de 50 mL con agua destilada y centrifugados a 1800 rpm durante 5
min. Una vez centrifugados, el liquido fue decantado y el sobrenadante re-suspendido en una
solucién de sacarosa al 50% (p/v), homogenizados y centrifugados nuevamente (2000 rpm, 5 min.)
El sobrenadante fue eliminado y el sedimento fue re-suspendido en una solucién de sacarosa al
50% (p/v), homogenizado y centrifugado nuevamente (1800 rpm, 1 min). El sobrenadante fue
pasado por un tamiz de malla muy fina (45 um) y se enjuagé con abundante agua destilada
(Brundrett et al., 1996). El material obtenido fue colocado en cajas Petri y analizado bajo un
estereomicroscopio (NIKON SMZ745T, Beijing, China) en donde se realiz6 la separacion y
cuantificacion de esporas. Las esporas fueron montadas en preparaciones fijas de alcohol
polivinilico-lactoglicerol (PVLG) y reactivo de Melzer mezclado con PVLG (1:1, v/v) (Figura 6)
(Brundrett et al., 1996).

4.1.5 Identificacion taxondémica de los HMA

La identificacion taxondémica de las especies se realiz6 con base en la morfologia de las
esporas (didmetro, color y agrupamiento) y de sus estratos de pared (color, presencia de
ornamentaciones, numero Yy tipo de estratos, reaccion con Melzer y grosor). Las esporas aisladas
se observaron con un microscopio 6ptico con contraste de interferencia de Nomarski (AxioLab Al
Carl Zeiss, Jena, Germany) y se compararon con las descripciones del International vesicular
arbuscular culture collection (INVAM) (http://invam.caf.wvu.edu) y descripciones especializadas
publicadas en diversas revistas (Figura 6). Las especies se fotografiaron con una camara digital
(Axio Cam ERc 5s, Jena, Germany) y se digitalizaron mediante el software AxionVision® SE64,

Release 4.9. La nomenclatura de las especies fue siguiendo la clasificacion del grupo propuesta

por SchuBiler et al. (2001) e incluyendo la nomenclatura propuesta por Schul3ler y Walker (2010).
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Figura 6. Esquema del aislamiento, cuantificacion e identificacién de esporas de HMA.

4.1.6 Iindice de diversidad, nimero de esporas y riqueza de especies

Se determiné el nimero de esporas (abundancia), rigueza (nUmero de especies) e indices de
diversidad Shannon-Wiener (H’) para cada suelo. El indice de Shannon-Wiener (H’) se calcul6 para
indicar que tan uniformes estaban representadas las especies (en abundancia) y el indice de
Shannon-Wiener ponderado (Hp) se calcul6 para probar la hipétesis nula de que las vinazas

tequileras tenian un efecto negativo (reduccion) en la poblaciéon de HMA.
"= —%pilnpi

Donde:

H’ = indice de Shanoon-Wiener
pi = proporcion relativa (4rea) de cada comunidad

In pi = logaritmo natural de pi
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El H expresa la uniformidad de los valores de importancia a través de todas las especies de la
muestra. Mide el grado promedio de incertidumbre en predecir a que especie pertenecera un
individuo escogido al azar de una coleccién (Baev y Penev, 1995; Maguran, 1988; Peet, 1974).
Asume que los individuos son seleccionados al azar y que todas las especies estan representadas
en la muestra. Adquiere valores de cero, cuando hay una sola especie, y el logaritmo de S (nimero
total de especies), cuando todas las especies estan representadas por el mismo nimero de
individuos (Maguran, 1988). Para cada muestra se calcul6 el indice de diversidad ponderado (Hp)

en funcién de la frecuencia de cada especie:

Hp = (NlogN) — (Efilog fi)
P= N

Donde:

Hp = indice de Shannon-Wiener ponderado

N = NUmero total de individuos

fi = frecuencia (nimero de individuos) registrada para cada especie
log N = logaritmo natural de N

log fi = logaritmo natural de fi

4.2 Etapall

Para poder evaluar el efecto de la adicion de diferentes concentraciones de vinazas tequileras
sobre las poblaciones de HMA, se requirio tener un in6culo de HMA con especies conocidas y en
la cantidad conocida. Por tal motivo se realiz6 primero una propagacion de las esporas

encontradas en los suelos de estudio, el cual se describe a continuacion.

4.2.1 Propagacion de esporas de HMA

El suelo muestreado y denominado como control (SC) fue utilizado para la propagacion de
esporas de HMA, para evitar tener alguna interferencia por el riego de las vinazas que no pudiera
ser evaluado y que causara algin sesgo. Se utilizé6 una mezcla de semillas de sorgo (Sorghum
vulgare) y alfalfa (Medicago sativa) para plantarlas por cada unidad (n = 9) conteniendo arena de
rio, SC y arena de rio en una relacion 1:1:2 (Figura 7) para promover una mayor diversidad de
asociacion de las esporas con las plantas. Esto con el fin de eliminar posibles sesgos que pudiera

haber en la preferencia de los HMA con la planta (Brundrett et al., 1996).
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Figura 7. Relacion de contenido de arena y suelo en el cultivo de propagacion.

La arena fue previamente esterilizada con periodos de 24 horas de reposo y ciclos de
esterilidad (3 veces). Se llevo a cabo un riego de una a dos veces por semana con agua destilada
para promover periodos de sequedad lo cual esta reportado por promover la esporulacién de los
HMA (Jarstfer y Sylvia, 1992). El cultivo de propagacion tuvo una duracién de cinco meses (Figura
8). Después de esto, se realizd el aislamiento, cuantificacién de la abundancia total de esporas.
Finalmente, la identificacion de las especies de HMA se realiz6 con el método descrito
anteriormente, para cuantificar la densidad por especie. Todo el material seco de cada unidad fue
tamizado (600 um) y almacenado en frascos de vidrio a temperatura ambiente. De la unidad
experimental del sistema de propagacién con mayor abundancia de esporas se tomdé el inGculo
para la experimentacion siguiente. El inéculo (5 g) con una densidad de 271 esporas de HMA 10 g

1 fue tomado del material tamizado seco y fue colocado en pequefias bolsas de papel.

Figura 8. Cultivo de propagacion de HMA de SC con sorgo y alfalfa (5 meses).

4.2.1 Evaluacion del efecto de la adicion de diferentes concentraciones de
vinazas tequileras sobre las poblaciones de esporas de HMA

Para estudiar las variaciones de poblaciones de HMA de los suelos por la aplicacién de vinazas,
se establecié un experimento en macetas de polietileno con un volumen de suelo de 1.5 Kg (n =
75). Del total de las unidades experimentales, a treinta macetas se les colocé suelo estéril con el
fin de tener un suelo libre de microorganismos y que funcionara como suelo biético (SB). Cinco
gramos del cultivo de propagacioén (271 esporas de HMA) fueron adicionadas a todas las unidades

experimentales como indculo inicial ademas de otras especies de HMA no esporuladas en éste
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cultivo de propagacién ya que éstas venian con la planta utilizada en la experimentacion. Una
planta adulta de Chlorophytum comosum (C. P. Thunberg (H.A. Jacques)) fue trasplantada a cada
maceta. La planta de C. comosum fue obtenida de un vivero de la ciudad y se seleccionaron
plantas aproximadamente del mismo tamafio (aprox. 35 cm de altura). Se seleccion6 a C.
comosum debido a su alta tolerancia a estres abiético como alta tolerancia a sequias, tolerancia a
suelos arcillosos, francos, levemente alcalinos y/o acidos y por la asociacion reportada del género
Chlorophytum con los HMA como Funneliformis mosseae, Rhizophagus intraradices y R.
fasciculatum (Dave y Tarafdar, 2011) (Tabla 2). Ademas por ser micorrizable y por su accesibilidad

en viveros.

Tabla 2. Respuesta a factores biéticos y abiéticos de Chlorophytum comosum.

Especie Respuesta a factores Respuesta a factores Referencia
bidticos abiodticos
Chlorophytum Lesiones de tipo necrotico i
comosum (C. P. sobre nervadura principal y Tolerancia a  suelos
Thunberg) H.A. tejidos adyacentes de forma @arcillosos, francos, acidos o
Jacques romboidal y coloracién pardo levemente alcalinos.
rojizas, con extremos de hoja Edward (1999)

aguzados y aspecto himedo. La raiz es susceptible a Chase (1997)

Esta sintomatologia la provoca Pudricion —en suelos mal
el patégeno Colleotrichum drenados o un exceso de
dematium (Pers. Ex Fr.). Irrgacion.

Alta tolerancia a sequia

aunque una sequia severa Arnold (2009)
puede provocar quemadura

de las hojas.

Poca tolerancia a las sales
del suelo. Exceso de sales
provoca necrosis foliar y en
areas donde se lleva a cabo

la irrigacion. .
9 Braria et al.

Susceptible a pérdida foliar (2014)

debido al exceso de
fluoruros en el agua de
irrigacion por lo que se
retarda su crecimiento

Todas las unidades experimentales fueron regadas con diferentes concentraciones de vinazas
(con un volumen de 300 mL): 0% (irrigacién con agua destilada), 25%, 50%, 75% y 100% para
iniciar el experimento y riegos semanales durante cuatro meses. Simultdneamente, el pH de cada

unidad experimental fue medido directamente, antes y después de la aplicacion de las diferentes
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concentraciones de vinazas, con un potenciometro portétil (4-in-1 Soil Survey Instrument, ZD-07
(pH, °F/°C, moisture, sunlight), Gain Express, Hong Kong).

Cada mes, 100 g de suelo fueron tomados después del dia de irrigacion, para determinar
abundancia total de esporas, riqueza de especies e identificacion taxonémica de las esporas de
HMA por los métodos descritos anteriormente. El porcentaje de colonizacion en la raiz de la planta
fue determinado al final del experimento. Ademas, se determinaron parametros del suelo como pH,
CE, fésforo disponible (Pdisp) medido como POy, y N-inorganico (NOs, Noz2, NH4*) por los métodos
descritos anteriormente. Adicionalmente se estim0 la cantidad de cationes (Ca*?, Mg*?, K* y Na*)
adicionada con cada riego y mensualmente con los datos que se obtuvieron mediante el analisis de

cationes en las muestras del SC y las vinazas por cromatografia de iones.

Al iniciar el experimento, simultineamente se realizé la propagacion de esporas de la planta C.
comosum (n = 3) (Figura 9), trasplantando las planta en macetas con arena estéril (2 Kg) y se regé
con agua durante los 4 meses de experimentacion y se mantuvo en las mismas condiciones que la
experimentacion con vinazas. Esto se realizo para conocer si la planta venia con esporas de HMA
e identificar las especies de HMA que posiblemente se estaban adicionado a la experimentacién
por el trasplante de la planta C. comosum.

Figura 9. Cultivo de propagacion de Chlorophytum comosum.

4.2.2 Colonizacion de raices de Chlorophytum comosum

La colonizacion de las raices de las plantas se realizé tomando las raices de las plantas al final
del experimento. Las raices fueron lavadas con agua corriente hasta eliminar los residuos del
suelo. Una vez limpias éstas fueron almacenadas en solucién de formaldehido, alcohol, acético
(FAA 100 mL formaldehido, 500 mL alcohol, 50 mL &acido acético, 350 mL H20). Para realizar el
clareo y tincion de raices se siguié la metodologia descrita por Koffi et al. (2013) en donde se
colocaban las raices en KOH al 10% durante 24 horas a temperatura ambiente, posterior a esto

siguiendo las raices en KOH al 10% se colocaron durante 30 minutos a 60 °C en bafio maria,
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después del tiempo transcurrido se lavaron con agua corriente 3 veces, se agregé H202 al 5%
durante 30 minutos a 70 °C en bafio maria, fueron lavadas con agua corriente nuevamente, y se
agreg6é HCI 0.1 N durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se removié el HCI (sin lavar con
agua corriente) y se le agreg6 azul de tripano al 0.05% durante 30 minutos a 70 °C a bafio maria.
Finalmente las raices se lavaron con agua destilada y lactoglicerol al 30%. Una vez tefiidas las

raices fueron colocadas en preparaciones con PVLG para ser vistas en el microscopio éptico.

4.2.3 Determinacion de cationes en el suelo

Para determinar los cationes (Ca*2, Mg*2, K* y Na*) se prepar6 un extracto con 0.5 g de suelo
con 30 mL de H20 destilada en una relacion 1:60 (p/v). La mezcla fue agitada en un agitador orbital
(Orbital shaker, Modelo: TS-100, Nacional) durante 15 minutos a 180 rpm para disgregar el
material y después se centrifugd a 4000 rpm durante 8 minutos. El sobrenadante se filtré en un
filtro con membranas de nylon de 0.45 um de didmetro de poro previamente lavadas con agua
destilada filtrada evitando asi la presencia de particulas suspendidas. Los extractos filtrados se
colocaron en tubos de inyeccibn de polipropileno, quedando listos para su andlisis por
cromatografia de iones. La determinacion de cationes presentes en los extractos de suelo y
muestras de vinaza se realizd en un equipo de cromatografia de iones con supresion electronica
para cationes (Advanced Compact IC 861, Metrohm) con detector de conductividad y
automuestreador (Advanced Sample Processor 838, Metrohm). El analisis de cationes requirié de
una columna Metrosep C2_150 (Metrohm) y como fase mévil una solucién de Acido tartérico y
acido dipicolinico (4:1:0.8 mM) a un flujo de 0.9 ml mint, presién de 14.1 MPa, temperatura de 35
°C y andlisis de muestra de 20 minutos. Los cationes analizados fueron Li*, Na*, NHs*, K*, Ca*?,
Mg*2. La identificacion de estos cationes en los extractos de suelo y en las muestras de vinaza se
llevé a cabo mediante la coincidencia con los tiempos de retencion de estandares individuales

puros (de alta pureza al 99.999%), sin superar un intervalo de variacion del +/- 5% (min).

Para conocer la concentracion de cada uno de los cationes se correlacion6 el area bajo la curva
de cada pico con curvas estandar de cada cation en las siguientes concentraciones 25, 12.5, 6.25,
3.125, 1.5625, 0.78125, 0.390625 pug mL1. Los resultados de la curva de calibraciéon mediante el
empleo de un andlisis de regresién lineal ponderado demostraron la existencia de relaciones
lineales significativas entre la concentracion (ug mL?) y el incremento en la conductividad (uS cm-?
* 5) de cada analito (r >0.992 con p< 0.00001 en todos los casos), permitiendo estimar con
confiabilidad las concentraciones de cationes. A partir de los parametros de la regresion lineal se
estimaron los limites de deteccidon (LD) y de cuantificacion (LC) del equipo para cada analito
oscilando los primeros entre 0.34, 0.47, 0.24 y 0.22 ppm para Na*, K, Ca*2 y Mg®
respectivamente, mientras que los segundos lo hicieron entre 0.68, 0.94, 0.48 y 0.45 ppm (Na*, K*,

Ca* y Mg*™ respectivamente). Todos los extractos de suelo y muestras de vinaza fueron
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inyectados por duplicado. Los cromatogramas fueron analizados en el software Metrodata IC Net

2.3 (Metrohm, Herisau, Switzerland).

4.3 Anédlisis estadistico

Los datos de abundancia, riqueza e indice de Shannon-Wiener ponderado fueron sometidos a
un analisis de varianza de una via (ANOVA) para determinar diferencias de las abundancias y
diversidad entre los dos tipos de sueloslos cuales fueron transformados logaritmicamente log (x+1)
antes de ser analizados en el ANOVA. Los datos de los parametros de suelo para las diferentes
concentraciones de vinazas fueron sometidos a un analisis de varianza de dos vias para probar
diferencias significativas en el tiempo, en las diferentes concentraciones y en los dos suelos (SC y
SB). Los datos de pH semanal y cationes fueron sometidos a un analisis de varianza de dos vias
(ANOVA) basado en la diferencia minima significativa (DMS) usando el procedimiento del Modelo
Lineal General (PROC GLM, SAS Institute, 1989).También se realiz6 un analisis de componentes
principales (ACP) con los datos de pH, CE, densidad de esporas, fosforo disponible, cationes,

nitritos, nitratos y amonio. Se utilizé Statgraphic Centurion XVL.I.
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5 Resultados y Discusion

5.1 Etapal
5.1.1 Caracterizacién de suelos

Los suelos SC y SV presentaron una clasificacion textural franco arenosa, clasificado como suelo
Feozem por la Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), el cual se
caracteriza por ser rico en materia organica y en nutrientes (FAO, 2014). Ambos suelos tuvieron un
pH neutro (6.5 £ 0.2 para SC y 7.0 £ 0.3 para SV) por lo que la irrigaciéon con vinazas no acidificé el
suelo, indicando una capacidad amortiguadora en éste (Mechri et al., 2008). El contenido de
materia organica fue muy alto en ambos suelos (9.37 £ 0.15% para SC y 7.44 + 1.41% para SV), el
valor de la CE en SC fue clasificado como fuertemente salino (83.8 £ 31.2 mS cm-1) y para SV fue
moderadamente salino (80.4 + 35.4 mS cm) con una alta CIC alta en ambos suelos (27.3 £ 5.9
Cmol kgt para SC y 25.5 + 6.8 Cmol kg para SV), seguramente por el porcentaje de arcilla
presente en ambos suelos. El contenido de nitrégeno inorganico fue bajo (NO2" para SC fue de
0.01 £ 0.0 mg Kg'y para SV 0.03 + 0.01 mg Kg?; NOs para SC 0.45 + 0.07 mg Kg? y para SV 0.7
1+ 0.03 mg Kg?; NHs4* para SC 0.04 + 0.03 mg Kg* y SV 0.05 + 0.04 mg Kg?), sin embargo el
contenido de N total fue alto (971 + 147 para SC y 1259 + 284 para SV). Esto sugiere que el N
mineralizado no se encontraba disponible o estaba inmovilizado en el suelo. El contenido de P total
fue bajo (1.7 £ 0.08 mg Kg1 para SC y 3.1 + 1.7 mg Kg? para SV) (USDA, 2014) y la cantidad de
metales pesados también fue baja no excediendo los limites establecidos por las normas

nacionales e internacionales para suelos (Tabla 3).

Ha sido reportado que suelos cultivados con cafia de azlcar presentan un pH fuertemente acido
(4.71), un contenido de materia organica alto (2.6%), bajo contenido de nitr6geno total (1.84 g Kg?)
y una concentracion demasiado alta de fésforo total (1552.75 mg Kg?) (Zhang et al., 2014). En este
trabajo, ambos suelos, tanto SC como SV, tuvieron valores similares en los pardmetros
fisicoquimicos evaluados sin diferencia estadistica significativa. Esto pudo indicar que la aplicacién
de vinazas no hace una diferencia aparente en sus caracteristicas, sin embargo es importante
considerar el efecto de arrastre de compuestos por la pendiente que presena el terreno donde se

muestreo el suelo, por lo que podria considerarse como un suelo que no es 100% control.

5.1.1 Caracterizacién de vinazas

Ninguna norma actual como la USEPA (2004a) o la NOM-001-SEMARNAT-1996 (1996)
establecen los limites maximos permitidos para DBO, DQO, CE o nitratos para descarga de aguas

residuales en suelos agricolas, las cuales pueden ser lixiviadas y afectar los mantos acuiferos. En
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Brasil, la irrigacion de vinazas al suelo es permitida por la regulacion P4.231, la cual establece los

criterios y procedimientos para almacenaje, transportacion e irrigacion de vinazas de cafia de
azucar a los suelos (CETESB, 2006).

Tabla 3. Caracterizacion de suelo control (SC) y suelo irrigado con vinazas (SV) y su comparacion

con la regulaciones mexicana y americana.

Parametros sc sv SEMNAORITAN{S\%ZOOO Us&gig’“
(México)

Clasificacion textural Franco arenoso  Franco arenoso N.R. N.R.
Tipo de suelo Feozem Feozem N.R. N.R.
pH 6.5+0.2°A 7.0+0.3° Neutro Neutro
Conductividad eléctrica (CE) (mS cm?) 83.8 £31.2~ 80.4 + 35.47 Fuertemente salino  Moderadamente salino
Capacidad de retencién de agua (CRA) (%) 10 £ 4.2 1791538 N.R. N.R.
Humedad (%) 9.4+13° 12.4+2.08 N.R. N.R.
Capacidad de intercambio catiénico (CIC) (Cmol kg1) 27.3+5.94 25.5+6.8° Alto N.R.
Ceniza (%) 92.6 + 1.47 92.3 +3.17 N.R. N.R.
Arena (%) 70.0 £ 3.0 68.7 £+ 1.8~ N.R. N.R.
Arcilla (%) 16.9 + 4.1~ 16.7 + 1.54 N.R. N.R.
Limo (%) 13.1+3.34 14.7 £ 2.4 N.R. N.R.
Fésforo disponible (PO4?%) (mg kgt) 0.1+0.03* 0.1+0.02% Bajo Muy bajo
Fésforo total (FT) (mg kg?) 1.7 £0.08* 31177 Bajo Muy bajo
Carbono organico Total (COT) (g C kg™?) 54.3+1.3° 43.2 £1.97 N.R. N.R.
Materia organica (MO) (%) 9.37 +0.15% 7.44 £ 1.41° Alto N.R.
Nitritos (NO2") (mg kg?) 0.01 +0.0" 0.03 + 0.01° Muy bajo N.R.
Nitratos (NOz’) (mg kgt) 0.45 + 0.07A 0.7+0.38 Muy bajo N.R.
Amonio (NH4*) (mg kgt) 0.04 £ 0.03» 0.05 + 0.04A Muy bajo N.R.
Nitrégeno Total (NT) (mg kgt) 971 + 1474 1259 + 2844 Alto N.R.
Plomo (Pb) (mg kg?) 12.0+0.24 12.1+3.2~ Normal N.R.
Cadmio (Cd) (mg kgt) <0.2 £ 07 <0.2 £ 07 Normal N.R.
Niquel (Ni) (mg kgt) 3.2+0.5% 2.9+0.2° Normal N.R.
Hierro (Fe) (g kgt) 18.4 £5.3~ 14.4 £ 7A Apropiado N.R.
Manganeso (Mn) (mg kg™?) 369 + 1154 309 £ 2.7A Apropiado N.R.
Zinc (Zn) (mg kgt) 34.8 £ 2.64 34.0+£5.3* Apropiado N.R.
Cobre (Cu) (mg kg?) 10.1 +10.6# 10.6 £ 2.54 Apropiado N.R.

Diferente letra indica diferencias significativas entre columnas (P < 0.05) (n = 3). N.R. significa no reportado.

Sin embargo, sélo regula el contenido de K20 (185 Kg de K20 ha-! afio'!) pero no regula otros

parametros como DBO, DQO, nitrégeno y fésforo, estos Ultimos puede causar otros efectos en el

suelo y mantos acuiferos cuando se acumulan o lixivian.
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Las vinazas tequileras fueron caracterizadas con un pH muy acido y con una alta cantidad de
materia organica (DBO, DQO), alto contenido de POa43, baja CE y alto contenido de soélidos
sedimentables y suspendidos (Tabla 4). El contenido de metales pesados en las vinazas (As, Cd,
Cu, Cr, Hg, Pb, Ni y Zn) estuvo por debajo de los limites de las normas antes citadas (USEPA,
2004b).

Las caracteristicas de las vinazas dependen principalmente de la materia prima que se use,
pero todas comparten ciertas propiedades, como un pH acido (de 3.9 a 5.1), una DQO alta (50,000
a 95,000 mg L) y un alto contenido de DBO (18,900 a 78,300 mg L1). La vinaza de mezcal y la
vinaza tequilera tienen un contenido alto de soélidos totales (79,000 y 37,000 mg L%
respectivamente) y el contenido de sélidos volatiles totales en la vinaza de remolacha y cafa de

azucar también es alto (79,000 y 82,222 mg L! respectivamente).

Ademas, el contenido de nitrégeno total de las vinazas alcanza desde 974 a 4,750 mg L1, este
contenido es normalmente mas alto en vinazas de cafia de azlcar, remolacha y mezcal que en las
vinazas tequileras. La mineralizacion de N orgéanico depende de varios factores, tal como la
composicién y la relacidn carbono: nitrégeno (C/N). Los suelos en donde se aplica una alta relacion
C/N (>19) se pueden caracterizar por una rapida inmovilizaciéon del N y suelos con una baja
proporcién C/N (£ 14) por una inmovilizacion lenta del N (Bengtsson et al., 2003). El contenido de N
en las vinazas es bajo, de modo que la relacion C/N es alta. La aplicacion de vinazas al suelo
puede estimular la actividad microbiana, ya que los microorganismos utilizan la materia organica
aplicada como sustrato de carbono y el nitrégeno lo incorporan a su tejido y material celular

(Bengtsson et al., 2003) lo que induce la inmovilizacién del nitrégeno.

El contenido de fésforo total en las vinazas de cafia de azlcar y de remolacha (1-190 y 160-163
mg L respectivamente) es alto sélo en vinazas de cafia de azlcar comparado con las vinazas de
tequila (41 mg L?). La mineralizacion organica del fésforo puede saturar el suelo con fésforo
inorganico, el cual puede filtrarse a los mantos acuiferos y un exceso de éste puede reducir la
densidad de esporas de HMA en el suelo (Xu et al., 2014). Ademas, el contenido de K* ha sido
reportado como alto (> 10,000 mg L) en vinazas de cafia de azlcar, remolacha y mezcal,
mientras que en vinazas de tequila el contenido de K* es mucho mayor, oscilando en el intervalo de
240,000-345,000 mg L (Espafia-Gamboa et al., 2011). Qiu et al. (2014) reportaron que una tasa
de aplicacion de K* alta (186.7 Kg K* hal) en maiz con fertilizante de K* redujo el crecimiento del
grano y en consecuencia los rendimientos de la planta fueron reducidos por lo que puede

relacionarse con los bajos rendimientos que presenté C. comosum en éste experimento.
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El potasio es un microelemento que puede influir en el patrén de colonizacion de HMA, ya que
un alto contenido de K* inhibe la colonizacion de HMA vy bajos contenidos de K* propician una alta
colonizacion de HMA en las plantas (Smith y Read, 2008).

Tabla 4. Caracterizacion fisicoquimica de las vinazas tequileras y su comparacion con la regulacion

mexicana y americana.

Limites permisibles para
aplicacion al suelo

NOM-001-
Parametros Vinazas tequileras SEMARNAT- USEPA
2004
1996

pH 35+0.1 N.R. 9
CE (mS cm™) 3.3+0.1 N.R. N.R.
Fdésforo disponible (PO43) (mg L1) 224+1 N.R. N.R.
PT (mg L?) 264+1 N.R. N.R.
COT (gL?) 16.8+1 N.R. N.R.
MO (%) 46+0.6 N.R. N.R.
Nitritos (NO2") (mg L 1) 22+0.2 N.R. N.R.
Nitratos (NOz’) (mg L) 580 + 88 N.R. N.R.
Amonio (NH4*) (mg L%) 1.4+1.0 N.R. N.R.
NT (g LY 42+0.1 N.R. N.R.
Demanda quimica de oxigeno total (DQO) (g L) 57.8+1.9 N.R. N.R.
Demanda quimica de oxigeno soluble (DQO) (g L) 53.7+3.6 N.R. N.R.
Demanda biolégica de oxigeno total (DBO) (g L) 25.4+1.7 N.R. 45
Demanda quimica de oxigeno soluble (DBO) (g L) 12.7+1.6 N.R. N.R.
Sélidos totales (mg L) 40.8 3.0 N.R. N.R.
Sélidos suspendidos totales (mg L) 11.2+2.0 N.R. 45
Sélidos suspendidos volatiles (mg L) 125+3.0 N.R. N.R.
Soélidos volatiles totales (mg L) 37.3+3.0 N.R. N.R.
Sdlidos disueltos totales (mg L?) 29.6+3.0 N.R. N.R.
Sdlidos sedimentables (mL L) 120+5.0 N.R. N.R.
Sodio (Na*) (mg L) 0.03-0.5 +0.03-0.14 N.R. N.R.
Potasio (K*) (mg L) 3.7-3.9+0.11-0.15 N.R. N.R.
Calcio (Ca*?) (mg L) 1.83-2.93 £ 0.02-0.2 N.R. N.R.
Magnesio (Mg*?) (mg L?) 2.13-3.32 £ 0.06-0.35 N.R. N.R.
Arsenico (As) (mg L) <1.0+0.0 0.4 0.005
Cadmio (Cd) (mg L1) <0.2+0.0 0.1 0.001
Cobre (Cu) (mg L) <1.0+£0.0 6 1.5
Cromo (Cr) (mg L) <1.0+£0.0 1 0.1
Mercurio (Hg) (mg L) <1.0+0.0 0.01 0.002
Plomo (Pb) (mg L) <1.0+0.0 10 0.632
Niquel (Ni) (mg L) <1.0+0.0 4 0.0015
Zinc (Zn) (mg L) 2.3+0.0 20 5
Hierro (Fe) (mg L) 24 +0.9 N.R. N.R.

N.R. significa no reportado.

Por otro lado, uno de los principales problemas de las vinazas es el color café obscuro que las
caracteriza y la presencia de altas cantidades de compuestos fendlicos (34-542 mg L) en vinazas
de cafia de azucar, remolacha, mezcal y tequila, como el &cido tanico, el &cido humico, los hidratos
de carbono y furfurales a partir de la hidrélisis acida (Pant y Adholeya, 2007). Los compuestos
fendlicos pueden tener un efecto fitotoxico en el tejido de las plantas durante la germinacion y el

desarrollo de las plantulas (Casa et al., 2003). Los compuestos fenolicos también son metabolitos
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secundarios de las plantas que se liberan al suelo como lixiviados, exudados o son generados por
la descomposicion de los residuos vegetales (Siqueira et al., 1991a). Algunos actdan como
moléculas sefial 0 mediando rutas de transduccion en el sistema simbionte (Lynn y Chang, 1990).
Existe mucha evidencia en donde se muestra que estos compuestos son capaces de influir en el
crecimiento de la planta y la colonizaciéon de raices por HMA (Siqueira et al., 1991b). En gran
medida, las concentraciones de estos compuestos son influidas por la vegetacion nativa, el tipo de
suelo y la historia del cultivo (Pederson et al.,, 1991). Sin embargo, Johnson et al. (1992b)
reportaron que en rotaciones en barbecho, asi como en algunos sistemas perennes o
monocultivos, se puede reducir la colonizacion de los HMA por lo que se verian afectados los
cultivos de las siguientes estaciones o pueden causar un efecto negativo en el crecimiento de la

planta.

Existe poca informacion sobre los efectos negativos que los compuestos fendlicos pueden tener
en los HMA, sin embargo se ha observado que los fendlicos alelopaticos pueden afectar la
diversidad de los HMA vy su efectividad en los ecosistemas (Fries et al., 1997). Dependiendo de la
concentracién, los flavonoides pueden incrementar o disminuir la germinacion de las esporas y el
crecimiento de las hifas (Becard et al., 1992; Tsai y Phillips, 1991), los isoflavonoides,
formononetina y biochanina A, y en menor medida la crisina flavona estimulan la colonizacion de
las raices y crecimiento vegetal (Siqueira et al., 1991b). La formacion de formononetina se ha visto
que mejora la colonizacién por HMA y reduce los efectos de arrastre cuando se han aplicado
herbicidas en maiz y sorgo (Siqueira et al., 1991c) y el acido ferulico, un aleloquimico encontrado
en raices de espéarragos (Asparagus officinalis), disminuye la colonizacion por HMA (Wacker et al.,
1990).

En general, los valores obtenidos en los diferentes pardmetros para las vinazas tequileras
fueron similares a lo reportado por otros autores en la literatura para vinazas de tequila (Espafa-
Gamboa et al., 2011; Ifiguez et al., 2005b). Sin embargo, en la literatura se pueden encontrar

pequefias variaciones.

5.1.2 Aislamiento, cuantificacion e identificacion de HMA

Actualmente, la irrigacién de vinazas al suelo es una practica comun; sin embargo, no existen
reportes acerca del efecto que tiene en los suelos y en las poblaciones de HMA. En la etapa (1), se
determind que si existen HMA en suelos irrigados con vinazas tequileras, 16 especies de HMA
fueron encontradas en conjunto en los suelos SC y SV, 12 especies en SC y 14 en SV, las cuales

fueron identificadas de acuerdo con sus caracteristicas taxonémicas.
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Los HMA fueron identificados como: Acaulospora delicata, A. foveata, A laevis, A. mellea, A.
morrowiae, A. scrobiculata, A. spinosa, Acaulospora sp, Clareidoglomus etunicatum, Funneliformis
constrictum, F. geosporum, F. mosseae, Gigaspora margarita, Paraglomus occultum, Racocetra

gregaria, Scutellospora reticulata (Figura 10).

El contenido de esporas de HMA encontrado en SC (248 + 37 esporas100 g en suelo seco) y
SV (209 + 12 esporas 100 g1 de suelo) no fue diferente significativo (P = 0.1528) (Figura 11). Estos
valores fueron bajos en comparacién con los reportados por Datta y Kulkarni (2012) (135-395
esporas 100 g en suelo seco) en un suelo cultivado con cafia de azlcar. En este trabajo, la baja
abundancia de esporas de HMA en ambos suelos puede ser debido a la CE (83.8 £ 31.2 mS cm™)
que presenta el suelo. Esto es soportado por otros estudios que reportan una baja densidad de
esporas de HMA no adaptados en suelos salinos (marisma) (Carvalho et al., 2004). Sin embargo,
en otros trabajos los HMA han sido sometidos a estrés salino inducido con CE muy altas (741-1387
mS cm?) y se observa una gran habilidad de los HMA de vivir en ésas condiciones en donde los
HMA absorben grandes cantidades de P, K* y Zn ademé&s, ayudan a producir un alto contenido de
raices, y a mayor estrés mas C es asignado por la planta a los HMA a través de las raices
(Mardukhi et al., 2011).

a)

Figura 10. HMA aislados e identificados en suelo SC y SV. a) Acaulospora delicata; b) A. foveata;
c) A. laevis; d) A. mellea; e) A. morrowiae; f) A. scrobiculata; g) Acaulospora sp.; h) A. spinosa; i)
Claroideoglomus etunicatum; j) Funneliformis geosporum; k) F. mosseae; I) G. margarita; m)
Paraglomus occultum; n) Racocetra gregaria; 0) Scuttelospora reticulata y p) Funneliformis

constrictum.
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El SC y SV tienen casi la misma riqgueza de especies (S) de HMA (Figura 11), sin encontrar

diferencia significativa en este parametro (P = 0.8797).
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Figura 11. Abundancia (barras) y riqueza de especies (linea) de esporas de HMA. Letras iguales

significa que no hay diferencias significativas entre los dos suelos (Tukey P < 0.05) (n = 9).

En el suelo SC el hongo HMA de Acaulospora mellea (27%), F. mosseae (25%) presentaron
una abundancia relativa (AR) significativamente mayor (P < 0.05) a la de las demas especies de
HMA encontrados en éste suelo las cuales son y A. scrobiculata (18%), Paraglomus occultum
(14%), Funneliformis geosporum (7%) y Gigaspora margarita (4%). Mientras tanto, en el suelo SV
las especies que presentaron una AR significativamente mayor (P < 0.05) fueron F. mosseae
(32%) y A. mellea (27%) a las demas especies encontradas en SV las cuales son A. scrobiculata
(13%), F. geosporum (10%), P. occultum (4%) y G. margarita (5%) (Figura 12).

En ambos suelos F. geosporum (SC 7%, y SV 10%), P. occultum (SC 14% y SV 4%) y G.
margarita (SC 4% y SV 5%) presentaron una AR menor significativa que los otros HMA (P < 0.05)
(Figura 12). Las especies de HMA que presentaron diferencias significativas entre suelos en su AR
fueron las especies de A. scrobiculara y P. occultum en donde la AR de ambas especies fue mayor
estadisticamente significativa en SC (P < 0.05). Aun cuando no hubo diferencias y esto sugiere que
aparentemente las vinazas no tienen un efecto sobre las poblaciones de HMA, si se observé un
menor numero de esporas en el suelo vinaza sin embargo, la diferencia no fue estadisticamente

significativa.
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Figura 12. Abundancia relativa (% total de esporas) de los HMA presentes en los suelos SC y SV.
Letras minUsculas diferentes indican diferencia significativa entre especies y letras mayusculas
entre suelos (P < 0.05) (n = 9).

Por otra parte, algunos HMA se encontraron en SV pero no en SC, como C. etunicatum, F.
constrictum y Racocetra gregaria con baja cantidad de individuos por especie. Contrario a esto, A.
morrowiae, Acaulospora sp. y S. reticulata fueron encontradas en SC pero no en SV (Tabla 5).
Estas diferencias en la presencia de las especies pueden ser debidas a la variacion de las
condiciones en el suelo cuando se agregan o no vinazas tequileras, ya que parametros como el pH
del suelo determinan la distribuciéon o cantidad de HMA ademas de regular su ciclo de vida. Por
ejemplo, G. margarita se encuentra en suelos con pH < 5.5 y A. scrobiculata, A. spinosa y C.

etunicatum sélo se encuentran en suelos tropicales con pH 3.8-8.0 (Schenck y Siqueira, 1987).

Por otra parte, ha sido reportado que el género Funneliformis es comin en suelos neutros y
ligeramente salinos (Mukerji et al., 2002), mientras que Morton (1986) y Abbot y Robson (1991)
encontraron una mejor asociacién del género Acaulospora en suelos &cidos. Contrariamente, el
género predominante en este trabajo fue Acaulospora a pesar de que el suelo fue neutro. Esto
podria sugerir que aun cuando las vinazas son fuertemente acidas después de su aplicacion al
suelo, éste tiene un efecto amortiguador y tiende a neutralizar los cambios que producen las
vinazas y por ende el pH. Las especies soportan intervalos de pH que van desde acidos a neutros,

como es el caso del género Acaulospora, lo cual soporta esta posibilidad.
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Tabla 5. Namero de esporas por especie de HMA en SCy SV.

Especies de HMA

Nimero de esporas (100 g en suelo seco)

SC SV
Acaulospora delicata 16+4 8x1
Acaulospora foveata 61 3x1
Acaulospora laevis N. D. 21+2
Acaulospora mellea 165 + 10 117 +7
Acaulospora morrowiae 2+1 1+1
Acaulospora scrobiculata 112+6 61+5
Acaulospora spinosa 51 3x1
Acaulospora sp. 2+1 N. D.
Clareidoglomus etunicatum N. D. 3x1
Funneliformis constrictum N. D. 2+1
Funneliformis geosporum 373 51+5
Funneliformis mosseae 160 £ 11 173+ 14
Gigaspora margarita 172 11+1
Paraglomus occultum 765 22+3
Racocetra gregaria N. D. 1+1
Scuttelospora reticulata 31 N.D.

N.D. No detectada

5.1.3 Diversidad de HMA

El indice de diversidad de Shannon-Wiener para SC fue de 1.98 + 0.28 y SV 1.88 + 0.40, este
parametro no fue significativamente diferente con SV (F=0.35, P=0.56). Sin embargo, son
necesarios mMAas experimentos con variantes espacio-temporales para demostrar que la
biodiversidad de los HMA no es afectada por las vinazas tequileras. Es necesario resaltar que la
poblacién de los HMA es altamente influenciada por distintos factores ambientales (pH, salinidad,
condiciones himedas o secas, etc.) y practicas agricolas, las cuales pueden ser promovidas o

suprimidas por la irrigacién de vinazas.

Por tal motivo, en la etapa Il de este trabajo se evaluaron los cambios en las poblaciones de
HMA controlando diferentes factores para poder determinar el efecto de las vinazas tequileras
sobre los HMA con mayor certeza, al conocer las especies iniciales en la experimentacion y las
condiciones de riego, asi como un monitoreo del pH antes y después del riego para corroborar la

hipotesis de que el suelo tiene un efecto amortiguador después del riego de las vinazas.
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5.2 Etapall

5.2.1

Identificacion de HMA del cultivo de propagacion

En el cultivo de propagacion de SC previo al experimento, se encontré que la abundancia de

esporas en el suelo propagado fue de 260 esporas 10 g? (n = 9), de donde se selecciond la

réplica con mayor abundancia de esporas (542 esporas 10 g1) sobre las otras réplicas (317 y 311

10 g1) en un suelo de los tres muestreados para utilizarla como inéculo inicial. Estadisticamente

los tres suelos propagados no presentaron diferencias significativas en la abundancia de esporas

(P > 0.05). En el cultivo de propagacion del cual se tomo el inéculo, se encontraron nueve especies

identificadas como: Acaulospora delicata, A. foveata, A. mellea, A. scrobiculata, A. spinosa,

Funneliformis geosporum, F. mosseae, Gigaspora margarita y Paraglomus occultum (Figura 13).

Figura 13. Identificacion de las especies HMA propagadas. a) Funneliformis mosseae, b)

Acaulospora mellea, ¢) Paraglomus occultum, d) A. spinosa, €) A. foveata, f) A. scrobiculata, g) F.

geosporum, h) A. delicata y i) Gigaspora margarita.
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Funneliformis mosseae (52%) y A. mellea (34%) presentaron una AR mayor estadisticamente

significativa que la de las deméas especies de HMA encontradas en el cultivo de propagacion.

Paraglomus occultum (4%), A. spinosa (2%), A. scrobiculata (2%), F. geosporum (2%), A. delicata

(2%), A. foveata (1%) y G. margarita (1%), no presentaron diferencia significativa entre ellas

(Figura 14).
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Figura 14. Abundancia relativa de especies de HMA encontradas en suelo propagado. Letras

las en negrita diferentes indican diferencia significativa entre especies (P < 0.05) (n = 9).
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mayuscu

Es importante mencionar que de las doce especies de HMA que estaban presentes en SC, se

lo nueve, esto debido a que el cultivo de propagacién se realizé con plantulas

lograron propagar s6

de Sorghum vulgare y Medicago sativa las cuales son muy especificas y presentan una gran

Imente con las especies de HMA de Funneliformis mosseae, Acaulospora

asociacién principa

mellea, Gigaspora margarita y Paraglomus occultum (Schenck y Siqueira, 1987).

Siguiendo con la comparacion entre SC y suelo propagado (SP) se observé que las especies

con mayor AR en SC fueron las mismas que en el SP (Tabla 6).
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Tabla 6. Comparacién de la AR (%) entre especies de HMA encontradas en SC y SP.

i SC (%) inicial SP (%) alos 5 meses
Especies (100 g en suelo seco) (10 g en suelo seco)
Acaulospora delicata 2+ ]ha 2+ 17
Acaulospora foveata 1+0ra 1+0r
Acaulospora mellea 27 £ 1070 34 + QAP
Acaulospora morrowiae 1+0ra N. D.
Acaulospora scrobiculata 18 + 44c¢ 2+]Ba
Acaulospora spinosa 1+0ra 2+ ]ra
Acaulospora sp. 1+0r N. D.
Funneliformis geosporum 7 + 572 2+1Ba
Funneliformis mosseae 25 + 7Ab 52 + 8B
Gigaspora margarita 4 £ 3ha 1+0r
Paraglomus occultum 14 + 7A¢ 4 + 282
Scuttelospora reticulata 14+ 1A N. D.

Letras mayusculas diferentes indican diferencia significativa entre suelos y letras minasculas entre
especies (P < 0.05) (n =9).

5.2.2 Evaluacién del efecto de la adicion de diferentes concentraciones de
vinazas tequileras sobre las poblaciones de HMA

5.2.2.1 Cambios de las especies de HMA después de lairrigacion con vinazas

Existen pocos reportes en donde se evalle el efecto de parametros fisicos, quimicos y
biolégicos con relacién a la calidad del ecosistema suelo debido a la complejidad del analisis. Sin
embargo, se ha determinado que los parametros fisicos y quimicos del suelo como pH, contenido
de fosforo, temperatura, textura y contenido de materia organica, asi como ciertas condiciones
climaticas como humedad y sequia determinan la presencia y establecimiento de los HMA en el
suelo (Sanchez 1999). Siendo el pH vy el fésforo disponible los pardmetros que mejor explican el
fendmeno de esporulacion de los HMA. Debido a esto se realizd la evaluacion del efecto de la

adicion de distintas concentraciones de vinazas tequileras sobre la produccion de esporas de HMA.

En el cultivo de propagacion de las plantas de C. comosum, el cual se llevé a la par del
experimento para conocer si la planta trampa traia esporas de HMA, se lograron propagar cinco
especies de HMA. Las especies se identificaron como: Funneliformis geosporum, Glomus sp. 1,
Glomus sp. 2 y dos nuevas especies, las cuales fueron identificadas como Rhizophagus

intraradices y R. fasciculatum (Figura 15).
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Figura 15. Identificacion de especies de HMA propagados en arena con Chlorophytum comosum
presentes en la planta inicialmente. a) Funneliformis geosporum, b) Glomus sp. 1, ¢) Rhizophagus
intraradices, d) Glomus sp. 2 y e) R. fasciculatum.

Estas Ultimas dos especies son las que mayormente se asocian a C. comosum (Braria et al.,
2014; Dave y Tarafdar, 2011). Entonces en el cultivo de la planta, Rhizophagus intraradices (44%)
y R. fasciculatum (28%) fueron las que presentaron una mayor AR estadisticamente significativa
sobre las demés especies, seguidas por F. geosporum (15%), Glomus sp. 1 (7%) y Glomus sp. 2
(6%) en donde éstas dos uUltimas presentaron una AR menor significativa sobre las otras tres
especies (P < 0.05) (Figura 16).
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Figura 16. AR de especies de HMA encontradas en el cultivo de propagacion con la plantula

Chlorophytum comosum. Letras mayusculas en negrita diferentes indican diferencia significativa

entre especies (P < 0.05) (n = 3).

La abundancia del nUmero de esporas que se tuvo en el dia inicial (DO) fue de 259 + 25y 265 +

33 de esporas 10 gt en SC y SB respectivamente. La abundancia de esporas en los DO en las

diferentes concentraciones de vinaza se mantuvo, en donde no se observd diferencia significativa

entre ellas tanto en SC como en SB (Figura 17).

En la concentracion de 0% en los tiempos de DO al cuarto mes (M4), la abundancia de esporas

fue significativamente mayor a las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% desde el primer

mes (M1) al M4 en cada concentracién en ambos suelos. Tanto en SC como en SB a partir de la

concentracion de 25%, en el M1 la abundancia de esporas disminuyd significativamente en el

tiempo en cada una de las concentraciones (Figura 17).

A mayor concentracion de vinaza (100%) y a mayor tiempo de aplicacién M4, la abundancia de

esporas fue significativamente menor que la del DO (Figura 17).
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Concentracién de vinazas

Figura 17. Valores de la abundancia de esporas en diferentes unidades experimentales con
diferentes concentraciones de riego con vinazas durante 4 meses. Letras mayusculas diferentes
indican diferencia significativa entre concentraciones, letras minlsculas diferentes entre tiempo en
una misma concentracion y * entre suelos (P < 0.05) (n = 9).

En las tablas 7 y 8 se presenta la AR de las especies encontradas en los 4 meses a las distintas
concentraciones. En el DO del experimento, se encontraron once especies en SC y SB, las nueve
que se encontraron en el cultivo de propagacion (Acaulospora delicata, A. foveata, A. mellea, A.
scrobiculata, A. spinosa, Funneliformis geosporum, F. mosseae, Gigaspora margarita y
Paraglomus occultum) y dos del cultivo de propagacion con C. comosum (como Rhizophagus
intraradices y R. fasciculatum) en donde las especies de A. mellea, R. intraradices y R.
fasciculatum presentaron una AR significativamente mayor que las demas especies. Las especies
P. occultum, F. geosporm, A. delicata, G. margarita, A. foveata y A. spinosa presentaron una AR

significativamente menor a las demas.

Las AR de cada especie en las diferentes concentraciones del DO no mostraron diferencia
significativa (P > 0.05) en ambos suelos. A partir del M1 y de la concentracién de 25% se observa
una disminucién estadisticamente significativa en la AR de cada especie. En SC y SB se observa

el mismo comportamiento (Tabla 7 y 8).

Al realizar la comparacion de las especies que se encontraron en ambos suelos en el DO con
las que se encontraron en el M4, se observé que en el M4 ya no se encontraban presentes
especies como: F. geosporum, A. delicata, G. margarita, A. foveata, A. spinosa, las cuales si se
encontraban en el DO en todas las concentraciones. Scutellospora reticulata, A. morrowiae y

Acaulospora sp. se encontraron en el SC de origen, es decir antes de dar inicio el experimento,
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pero en una baja abundancia de esporas (1 espora por individuo). Estas especies ya no se

encontraron en el DO.

Es importante mencionar que las especies de HMA que estuvieron en ambos suelos y en todas
las concentraciones a lo largo del experimento fueron: A. mellea, F. mosseae, A. scrobiculata, P.
occultum, R. intraradices y R. fasciculatum en donde a partir del M1 en la concentracion de 25% se
observé una disminucion significativa en la AR de cada una de las especies mencionadas. Las
especies que presentaron una AR significativamente mayor en M4 en la concentracién de 100%

fueron A. mellea seguida de A. scrobiculata, F. mosseae, R. intraradices y R. fasciculatum.

género Acaulospora se presenta en suelos acidos y/o ligeramente neutros, como A.
scrobiculata la cual es una especie altamente asociada a cafia de azlUcar (Saccharum officinarum)
en México por lo que se encontrd6 en mayor AR desde un inicio, ademas de estar presente en
suelos con pH de 3.8-8.0 (Schenck y Siqueira, 1987). Paraglomus occultum es uno de los hongos
HMA invasores mas agresivos en suelos acidos (Morton, 1986) ademés de ser una especie que se
encuentra en casi todos los tipos de suelos y se asocia con una gran cantidad de plantas

superiores (Sanchez-Viveros et al., 2004).
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Tabla 7. Abundancia relativa (AR) de las especies de HMA encontradas en SC en el experimento al inicio (DO) y del M1 al M4 de riego con

vinazas.
Especies (AR %)
T [%] SC SPP
Am Fm As Po | Fg | Ad | G&m | Af | Aspi Ri Rf
0 36 +11%2 61+ 12Ba 21 + 15Ca 9 + 5Pba 12 + 5Pa 6 + 3Pa 5+ 2ba 5+2ba 2+ 1Fa | 31 +12Aa 33+ ]12A2
25 32 + 8Aa 58 +198a 24 +12Ca 5+ 3+ 2Da 11 + 6P2 5+ 2ba 4 + 3ba 4 +2ba 1 +QFa 21 + 8¢a 31 +£ 1042
DO 50 31 +14A2 51 +22Ba 23 + 14Ca 7 + 4Pba 9 + 3Fa 4 + 2ba 4 + ]Dba 3+1ba 3+ 1Da 27 £ 6Ca 28 + 13Ca
75 28 £ 16”2 49 + 15Ba 18 + 7¢Ca 8 + 6Pa 14 + 4Ca 3+ ]k 4 + 2Fa 3+28a 1+(Q0Fa | 26+ 114 30 + 9Aa
100 33+ 12”2 53 + 24Ba 16 + 9ca 10 + 4Ca 13 + 8ca 3 + 2Dba 3 + 2ba 3+Dba 1 +(QPa| 25+ 1742 3] + 14Aa
0 31 £ 9Aa 58 +20Ba 25+ 13Ca 7 + 3Pa 11 + 6P2 4 + ]ba 2+ ]Fa 3+ ]Fa N.D. 28 + 16¢a 30 + 7A2
25 27 + 7hab 48 + 138Ba 20 + 742 6 * 4Ca 9 + 4Ca 3+ 1ba 3+ 1ba 3+ 2ba N.D. 18 + 9Ab 28 + 6Aa
M1 50 25+ 11Ab 44 +178Ba 23+ 12Aa 4 + 3Ca 10 + 6Pa 3+ 2¢Ca 1+0°¢b 1+0°¢p N.D. 16 + 6Pb 22 + 9Ab
75 29 +£10% 33+ 118 14 + 5¢b 5 + 2ba 5+ 3bb 1+ QFP 1+ QOFP 1+ QFP N.D. 11 + 6Cc 26 + 1140
100 27 + 8Ab 54 + 2382 15 + 6¢b 8 + 4ba 5+ 3¢ 1+ QFP 1+ QFp 1+ QFP N.D. 18 + 4¢b 15 + 6C¢c
0 34 + 8ha 54 + 1282 24 + 8Ca 10 + 6Pa 15 + 5ba 2+ ]1Fa 1+ OFa 1+ 0Fa N.D. 24 +14Ca 28 + 14Ca
25 24 + 67 47 + 128Bab 18 + 3¢b 4 + Db 7 + 4Fb 3+ 2ba 1+ (QPba 1 + QPa N.D. 19 + 7¢b 18 + 9¢b
M2 50 20 + 67 38+ 11Bb 27 + 14Ba 3+ 20 13 + 9ba 1+0°¢b 1+ Qca 1+ Qca N.D. 22 + 12Aa 19 + 440
75 23 + 5Ab 28 + 8Ab 11 +68b 3+ 16 7 + 5Bb 1+0°% 050+0° 1+0°% N.D. 9 + 3B¢c 23 + 7Ab
100 21 +4Ab 48+ 16Bab 18 + 7Ab 6 + 4Cb 6 + 3¢ 1+0P (050+0P2a 1+0P2 N.D. 10 + 4Cc 15 + 3Ab
0 28 + 8Aa 50 + 2582 19 + 6Ca 8 + 4Pa 14 + 5¢Ca N.D. N.D. N.D. N.D. 23 + 6Aa 29 + 5Aa
25 24 + 12Aab 41 + 15Bab 15 + 8Ca 4 + Db 8 + 4Pbb N.D. N.D. N.D. N.D. 14 + 8¢b 19 + 8¢b
M3 50 20 + 1440 36 + 98b 18 + 7Ca 1+ 0Pk O + 5Eb N.D. N.D. N.D. N.D. 17 + 9¢b 15 + 4Cb
75 18 + 5Ap 21 + 5Ab 17 + 4ha 3+ 2Bb 5+ 3B N.D. N.D. N.D. N.D. 6 + 28¢c 20 + 6Ab
100 20 + 4Ab 18 + 8Ap 12 + 9Bb 5+ 18b 8 + 48b N.D. N.D. N.D. N.D. 8 + 5Bb 11 + 78B¢
0 34 + 1472 52 +27Ba 28 + ]15Ca 11 + 4ba 18 + 7Pa N.D. N.D. N.D. N.D. 29 +12Ca 32+ 14Aa
25 18 + 6AP 42 + 198a 12 + 7¢b 5+ 2bb 11 + 7Ca N.D. N.D. N.D. N.D. 13 + 4¢b 17 + 67°
M4 50 23 £ 94b 38 +118b 11 + 6 3+ 200 7 + 5Cb N.D. N.D. N.D. N.D. 11 + 6¢b 16 + 4Cb
75 20 + 4Ab 18 + 6B¢ 8 + 3¢ 5+ 2¢Cb 2 +1Pb N.D. N.D. N.D. N.D. 8 + 3Cc 15 + 8Bb
100 21 + 7Ab 12 + 3B¢ 13 + 5B 2 +1¢p 0.30 + Occ N.D. N.D. N.D. N.D. 8 + 4Bc 7 + 2B

[%]: Concentracién de vinazas; SPP: Suelo ropagado con planta C. comosum; T: Tiempo; DO: Dia 0; M1: Primer mes, M2: Segundo mes; M3: Tercer mes; M4:
Cuarto mes; Am: Acaulospora mellea; Fm: Funneliformis mosseae; As: Acaulospora scrobiculata; Po: Paraglomus occultum; Fg: Funneliformis geosporum; Ad:
Acaulospora delicata; Gm: Gigaspora margarita; Af: Acaulospora foveata; Aspi: Acaulospora spinosa; Sr: Scutellospora reticulata; Amo: Acaulospora morrowiae;
Asp.: Acaulospora sp.; Ri: Rhisophagus intraradices; Rf: Rhisophagus fasciculatum. Letras mayusculas diferentes indican diferencia significativa entre especies
en una misma concentracién en los diferentes tiempos, letras minasculas entre diferentes concentraciones de un tiempo y una misma especie (P < 0.05) (n = 9).
Especies >1% son especies con 1 espora por individuo. N.D. significa no detectado.
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Tabla 8. Abundancia relativa de las especies de HMA encontradas en suelo biético (SB) en el experimento al inicio (D0) y del M1 al M4 de riego

con vinazas.

Especies AR (%)
T  [%] SB SPP
Am Fm As Po | Fg | Ad Gm Af Aspi Ri Rf

0 28 + 8ha 51 +23Ba 21 +12ha 7+ 2Ca 17 + 8ba 7+2C 3+2F2 3+]1Fa 1 +QFa | 27 +12A2 29+ 1248
25 23+ 112 48+ 15Ba 22+ 11ha g+ 3Ca 18 + 6P2 5+2Ca 3+1Ca 3+]1Ca 3+2Ca | 28+ 13R 28+ 144
DO 50 26+14% 50+24Ba 19+6C2 G202 15+4Ca 4+3Da 2+1Fa 1 +(Q0F2 2+ 1Fa | 25+ 158 24+ 5Aa
75 24 + 6ha 46 + 138Ba 23 + 4ha 6 + 1Ca 11 + 6¢a 6+1Ca 2+1ba 3 +2Da 1 +(QPa 26 + 8A2 26 + 1942
100 29 + 4ha 43 + 148Ba 20 + 5¢a 6 + 4ba 9 + 4ba 5+2ba 2+ 1Fa 2+ 1Fa 1 +QFa | 27+ 18R 28 + 1448
0 29+ 1142 49+ 16Ba 22+ 11Ca g+ 3ba 16 + 9ca 8+2ba 1+(QFa 3+ 2Fa N.D. 26 + 14A2 25+ ]15Aa
25 22+ 9% 46+ 13Ba 19+3C@ @G+2Pa  11+5C¢ 4+1P0 1+Q0F2 2+1F2  N.D. 25+16A2 22+ 18ha
M1 50 23 +13A 43 +19Ba 21 + 14fa 3+ 1Cb 8 + 4Dbb 2+1¢ 1+Ca 1 +(Qca N.D. 21 + 9ha 21 + 9ha
75 19 + 7Ab 41 + 248b 18 + 2Aa 2+ 10p 6 + 3Eb 1+0Pb 1+0QPa 1 +(QPa N.D. 24 +11A2 23+ 10A
100 15 + 440 39 + 268b 15 + 6Ca 3+ 1bp 12 + 4¢b 5+3Pb 1+QFa 1 +QFa N.D. 22 + 15A 21 + 9ha
0 24 + 6ha 50 + 2782 21 +15KCa 7 +5Dba 14 + 2Fa 8 + 2ba N.D. N.D. N.D. 27 £+ 12Aa 27 + 14Aa
25 19 + 8Ab 44 + 328a 18 + 6Aa 4 + 3Cb 4 + 2¢b 3+ 2Cb N.D. N.D. N.D. 23+ 132 20+ 15A
M2 50 17 + 7A0 39 +128b 19 + 4Aa 4+ 1¢b 6 + 2Cb 3+ 1¢b N.D. N.D. N.D. 18 + 1440 16 + 6AP
75 16 + 8Ap 38 + 168 14 + 6Ab 4+ 2Cb 3+ 1¢b 1+ Q¢ N.D. N.D. N.D. 21 £ 11Aa 15 + 4Ab
100 17 £5A° 25 + 5Ab 13 +48Bb 3+ 1Cb 5+ 2¢€b 2+ 16 N.D. N.D. N.D. 18 + 5Ab 19 + 6Ab

0 27 £ 8/ 48 + 1682 22 +8ra g +5Ca N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 25+ 13% 28+ 157

25 15+ 920 41 + 1282 14 + 5% 4+ 2Cb N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 20 + 8Av 17 + 2Ap

M3 50 17 £ 5/ 35+ 238a 14 +7A0 3+ 2Cb N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 19 + 4 12 + 9Ap
75 14 £ 54 30 + 18°Bb 16+ 6°> 2+ 1Cb N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 20 + 13/ 13 + 740

100 18+ 67 26 + 168° 11+4A0 24+ ]Cb N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 19 + 5/ 16 + 440

0 25+ 12#Aa 52 +10Ba 23 £ 6ra N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 23 t 4ra 26 + 6Aa

25 14 + 67 38 + 2180 14 + 740 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 20 + 117 17 + 8Ap

M4 50 15 + 470 29 + 178¢ 11 + 5% N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 15+ 107 14 + 4#p
75 16 + 770 22 + 168¢ 13 + 3% N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 17 £ 5/ 13 + 67P

100 12+ 97 23 £ 188¢ 10 + 670 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 12 +4# 15 + 8#p

[%]: Concentracion de vinazas; SPP: Suelo ropagado con planta C. comosum; T: Tiempo; DO: Dia 0; M1: Primer mes, M2: Segundo mes; M3:
Tercer mes; M4: Cuarto mes; Am: Acaulospora mellea; Fm: Funneliformis mosseae; As: Acaulospora scrobiculata; Po: Paraglomus occultum; Fg:
Funneliformis geosporum; Ad: Acaulospora delicata; Gm: Gigaspora margarita; Af: Acaulospora foveata; Aspi: Acaulospora spinosa; Sr: Scuttelospora
reticulata; Amo: Acaulospora morrowiae; Asp.: Acaulospora sp.; Ri: Rhisophagus intraradices; Rf: Rhisophagus fasciculatum. Letras mayusculas
diferentes indican diferencia significativa entre especies en una misma concentracion en los diferentes tiempos, letras mindsculas entre diferentes
concentraciones en un tiempo y una misma especie (P < 0.05) (n = 9). Especies >1% son especies con 1 espora por individuo. N.D. significa no
detectado.
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5.2.2.2 Cambios en los parametros del suelo

Al adicionar vinazas a diferentes concentraciones al suelo experimental, se observé una
disminucién significativa del pH a partir de la concentracion de 50% desde el M1 tanto en SC como
en SB.

Esta disminucién no fue diferente significativa entre las concentraciones de 50%, 75% y 100% y
los tiempos M1, M2, M3 y M4 en ambos suelos a excepcion del pH en M4 en la concentraciéon de
100% el cual fue significativamente menor que los de las otras cocentraciones en los distintos
tiempos. Esto indicé que a mayor concentracién de vinaza y a mayor tiempo de riego el suelo va

acidificandose ligeramente cada vez mas (Figura 18).
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Figura 18. Valores de pH en diferentes unidades experimentales con diferentes concentraciones
de riego con vinazas durante cuatro meses. Letras mayusculas diferentes indican diferencia
significativa entre concentraciones, letras minusculas diferentes indican diferencia significativa
entre tiempo en una misma concentracién (P < 0.05) (n = 9).

Sin embargo, es importante mencionar que los valores de pH se convierten en ligeramente
acidos, es decir, el cambio no es drastico entre 0% y 100% de vinazas, esto sugiere que el suelo
presentd un efecto amortiguador. Esto lo sustentan los resultados de las mediciones de pH
semanal, antes y después del riego con vinazas, en donde se observé una acidificacién del suelo
(hasta 3.50) inmediatamente después del riego con vinazas, sin embargo, una semana después el
pH del suelo se recuperaba y presentaba un pH ligeramente acido entre 5.00 y 5.11 (Tabla 9 y 10).
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Tabla 9. Valores de pH semanales antes y después del riego con vinazas en SC durante el

experimento.

Concentraciones de vinaza

Semana DMS
0% 25% 50% 75% 100%
0 5.11 £ 0.07BC2 5.00 + 0.00BAa 5.05 + 0.05%2 5.00 + 0.008Aa 5.00 + 0.0082 0.16
1 5.11 + 0.07BCa 5.11 £ 0.07A2 5.05 + 0.054b 5.00 + 0.008Aa 5.05 + 0.0582 0.23
2 5.38 + 0.07BAa 5.33 + 0.08Aba 5.00 + 0.00Ab¢ 5.27 + 0.08Abac 4,94 +(0.13B¢ 0.34
3 5.00 + 0.00¢2 5.00 + 0.00BAa 5,11 £ 0.07A2 5.00 + 0.008Aa 5.00 + 0.0082 0.13
4 5.00 + 0.00¢2 5.05 + 0.058BAa 5.00 £ 0.14Aa 4.94 +(0.13BAa 5.16 + 0.088B2 0.39
5 5.33 + 0.08BACa 4.66 + 0.168b 4.88 + 0.11Aba 5.00 + 0.00Baba 5.05 + 0.05Bba 0.40
6 5.11 + 0.07BCa 5.00 + 0.008BAa 4.88 £ 0.1172 5.00 + 0.008BAa 5.00 + 0.0082 0.24
7 5.11 + 0.07BCa 5.00 + 0.008BAa 4.88 £ 0.1172 5.00 + 0.008BAa 5.00 + 0.0082 0.24
AR 8 5.11 £ 0.07BCa 5.11 £ 0.07A2 4.77 +£0.1472 4.88 +0.11BA= 5.00 + 0.0082 0.38
9 5.16 + 0.08BACa 5.00 + 0.00Baba 5.00 + 0.00Ab 4.77 +0.148b 5.05 + 0.05Bbpa 0.32
10 5.27 + 0.08BACa 5.38 £ 0.1172 5.16 + 0.08A2 5.22 + 0.08BAa 5.05 + 0.0582 0.35
11 5.16 + 0.08BACa 5.16 + 0.08A2 5.11 + 0.07Aba 5.00 + 0.008BAa 5.11 + 0.0782 0.28
12 5.38 £ 0.07Baa 5.27 £ 0.08A2 5.16 + 0.08%2 5.11 + 0.078Aa 5.11 + 0.0782 0.31
13 5.33 + 0.08BACa 5.27 £ 0.08A2 5.16 + 0.08Aba" 5.11 + 0.078Aa 5.16 + 0.08BAa 0.33
14 5.44 + 0.058Aa 5.27 + 0.08Aba 5.05 + 0.05%a 5.11 + 0.078Ab 5.11 + 0.078b 0.28
15 5.27 + 0.08BACa 5.27 + 0.08%2 5.05 + 0.05%a 5.16 + 0.08BAa 5.00 + 0.008a 0.28
16 5.22 + 0.08BACa 5.27 £ 0.08A2 5.22 +0.124b 5.00 + 0.258Aa 5.44 + 0.05A2 0.55
17 5.50 + 0.0072 5.16 + 0.08AP 5.11 + 0.07A%" 5.16 + 0.088Bab 5.16 + 0.08BAa 0.29
DMS 0.35 0.39 0.44 0.47 0.31
0 3.88 + 0.07Cha 3.83 + 0.08DCke 4,22 +0.148BcCba 3.50 + 0.006¢ 3.72 +0.08P¢c .36
1 4.88 +0.117a 4.22 + 0.14BADCDb 3.66 + 0.08¢bc 3.88 + 0.21EPGCFbc 3 61 + 0.07PC 0.55
2 4.00 + 0.00BCba 3.94 + 0.05PCha 3.94 +0.158CPba 3 72 + 0,08EPGFba 3 61 + 0.070CP 0.36
3 3.94 + 0.05¢2 4.00 + 0.008BDPCa 3.77 + 0.088BCDb 3.50 + 0.006¢ 3.50 + 0.00P¢ 0.18
4 3.94 + 0.05¢2 4.00 + 0.00BbCa 3.83 + 0.08BCDa 3.55 + 0.056FP 3.50 + 0.00P 0.20
5 4.00 + 0.00BC2 3.77 +0.08Pp2 3.61 + 0.07Pbbc* 3.61 + 0.07EGFbe 3.50 + 0.00P¢ 0.24
6 4.00 + 0.00Bca 3,.72 £ 0.08Pb 3.66 + 0.08¢Pb 3.66 + 0.08EPGFb 3.50 + 0.00P 0.26
7 4.00 + 0.00Bca 3.72 +0.08P° 3.66 + 0.08¢Pb 3.66 + 0.08EPGFb 3.50 + 0.00PP 0.26
DR 8 4.00 + 0.00BC2 3.83 +0.08Pca 3.77 + 0.08BCDba 3.55 + 0.056Fbc 3.50 + 0.00P° 0.24
9 4.00 + 0.00BC2 3.83 + 0.08PCha 3.77 +0.088BCDb 3.50 + 0.00%¢c 3.50 + 0.00P° 0.21
10 4.66 + 0.16"2 4.66 + 0.16%a 4.33 + 0.168¢Pa 4.38 + 0.20BDACa" 4.00 + 0.200bca 0.73
11 4.77 + 0.14%2 4.44 +0.17BACha 444 + (0.17BACba 4.55 + (0.17BACha 3.94 + 0.21Dcb 0.72
12 4,55 + (0.17BAa 4.44 + 0.17BACa 4.33 + 0.168¢2 4.11 + 0.18EBDGCFa 4 22 + (0.20BCa 0.73
13 4,77 £0.144a 4.66 + 0.1672 4.44 + (0.17BAaa 4.33 + 0.22EBDACa 4 05 + 0.19PCa 0.73
14 4,66 +0.16%a 4.66 + 0.1672 4.44 +0.17BAa 4,27 + 0.23EBDACFa 4 22 + (0,208Ca 0.77
15 4.44 + 0.17BACa 4.61 + 0.20BAa 4.16 + 0.16BCba 4.66 + 0.168A" 4.22 + 0.208Ca 0.74
16 4.88 +0.18%2 4.83 +0.16%a 5.11 £ 0.16%2 4.88 +0.18% 5.33 £ 0.08%2 0.64
17 4.55 + (0.17BAp 4.44 + 0.17BACD 3.94 + 0.15BCPb 4,05 + 0.19EBDGCFb 4 77 + (0.14BAa 0.68
DMS 0.59 0.66 0.67 0.73 0.64

AR: Antes del riego; DR: Después del riego; DMS: Diferencia minima significativa. Letras mayusculas diferentes indican
diferencia significativa en el mismo tiempo entre diferentes concentraciones, letras mindsculas entre el tiempo en una misma
concentracién y * entre SC y SB en diferentes tiempos (P < 0.0001) (n = 9).

3 - —
C i[¥ i i I 1§ I I II

i —
[ L
1L b | o il IC




~ ! Q Resultados y discusion
ﬁl—“ﬁ , Il

— - e ——
I%TI 1L m‘l—u_l

1C ) X G I
I_%\ I L I I Il I I L 1L
I [ I Il IC Il IC L] Il ||

Tabla 10. Valores de pH semanales antes y después del riego con vinazas en SB durante el

experimento.

Concentraciones de vinaza

Semana 0% 25% 50% 75% 100% DMS
0 5.00 + 0.00%2 5.00 + 0.00” 5.00 + 0.00¢ 5.00 + 0.00%2 5.00 + 0.0082 0.00
1 5.00 + 0.0070 5.25 + 0.1183 5.00 + 0.00¢P 5.00 + 0.007° 5.00 + 0.008ba 0.20
2 5.25 + 0.11A0a¢ 5.50 + 0.00BAa 5.41 + 0.08Bab" 5.16 + 0.10Ak¢ 5.00 + 0.008¢a 0.32
3 5.08 + 0.08%2 5.08 + 0.08BAa 4.91 + 0.20%2 5.00 + 0.00%2 5.16 + 0.1082 0.47
4 5.16 £ 0.1072 5.16 + 0.10BAa 5.28 + 0.11BAca 5.08 + 0.08"2 5.33 + 0.108a 0.42
5 5.33 £ 0.10" 4.83 +0.168%2 5.00 + 0.27¢b2 5.00 + 0.007a 5.00 + 0.008ba 0.36
6 5.00 + 0.00/2 5.00 + 0.008ba 5.00 + 0.00¢ 5.00 + 0.0072 5.00 + 0.0082 0.00
7 5.00 + 0.00/2 5.00 + 0.008ba 5.00 + 0.00¢ 5.00 + 0.0072 5.00 + 0.0082 0.00
AR 8 5.16 + 0.10%2 4.83+0.1652 5.00 + 0.00¢A 5.00 + 0.00%2 5.00 + 0.0082 0.36
9 5.41 + 0.08%2 4.83 +0.1652 5.00 + 0.00¢b2 4.83 £ 0.16"° 5.00 + 0.008ba 0.46
10 5.25 +0.1142 5.16 + 0.10BAa 5.00 + 0.00¢ 5.00 + 0.00%2 5.25+0.1183 0.35
11 5.41 + 0.08%2 5.08 + 0.08Ba 5.00 + 0.00¢P 5.16 + 0.107a 5.00 + 0.008ba 0.29
12 5.33 £ 0.10% 5.16 + 0.108Aa 5.16 + 0.10BACa 5.08 + 0.08%2 5.08 + 0.08B2 0.40
13 5.33 + 0.10APa¢ 5.16 + 0.1082b 5.50 + 0.00%" 5.16 + 0.1072 5.00 + 0.008b2 0.33
14 5.33 £ 0.10% 5.16 + 0.108Aa 5.08 + 0.085¢2 5.16 + 0.1072 5.16 + 0.1082 0.42
15 5.33+0.10% 5.16 + 0.108Aa 5.08 + 0.085¢a 5.08 + 0.08%a 5.16 + 0.10%2 0.40
16 5.33 +£ 0.1072 5.25 + 0.118aba 5.41 + 0.08Baba 4.91 +0.20% 5.58 + 0.15”2 0.57
17 5.33 +0.10° 5.25 + 0.11BAa 5.41 + 0.0883" 5.16 + 0.10%2 5.16 + 0.1082 0.42
DMS 0.45 0.53 0.37 0.45 0.37
0 3.66 + 0.10% 3.75 +0.11bcba 4.00 £ 0.00BAC2 3.50 + 0.00P° 3.58 + 0.08EPP 0.32
1 4.83 +0.1654 4.33 £0.21BADCha 3 58 + (0.08%AC2  3.83 + 0.10BDCke 3.50 + 0.00F¢ 0.55
2 4.33 +0.218bca 3.91 + 0.23bcba 4.16 + 0.16¢¢ 3.75 + 0.11Pcha 3.50 + 0.00%° 0.69
3 4.00 + 0.00Pca 3.91 + 0.088PCa 3.75 £ 0.11BACha 3.50 + 0.00PF 3.50 + 0.00%° 0.25
4 3.91 + 0.08Pcka 4.00 + 0.008PC2 3.83 + 0.108Cha 3.66 +0.10Pbc 3.50 + 0.00F¢ 0.31
5 3.83 £ 0.10P2 3.91 +0.08Pp 3.91 + 0.088Cha 3.50 + 0.00P° 3.50 + 0.00%° 0.29
6 4.00 + 0.00Pca 3.58 +0.08Pp 3.75 + 0.11BACa 3.50 + 0.00PP 3.50 + 0.00%° 0.25
7 4.00 + 0.00Pca 3.58 + 0.08P2 3.75 + 0.118Cha 3.50 + 0.00P° 3.50 + 0.00%° 0.25
DR 8 4.00 £ 0.00P¢a 3.83 £ 0.08P¢a 3.83 £ 0.108¢a 3.50 + 0.00P° 3.50 + 0.00%° 0.27
9 4.00 + 0.00Pca 4.00 £ 0.10P¢2 3.58 + 0.08¢P 3.50 + 0.00P° 3.50 + 0.00%° 0.15
10 4.66 + 0.21BAca 4.83 £+ 0.00% 4.25 + 0.25BACha 3.66 + 0.10P®" 4.16 + 0.00BEDCba 0.77
11 4.66 + 0.21BAca 4.66 + 0.168Aca 4.33 +£0.21BACa 441 +0.27BACa 4.50 + 0.168Aca 0.94
12 4.66 + 0.21BAca 4.66 + 0.21BACa 4,50 + 0.2283a 4,00 + 0.22BDCha 3.83 + 0.228bch 0.83
13 4.83 +0.16842 4.66 + 0.21%a 4.66 + 0.217a 3.75+0.11P¢b 4.25 +0.108PCha 0.81
14 4.66 + 0.21BAca 4.50 + 0.21%a 4.33 + 0.21BACa 4.50 + 0.22BAa 4.00 + 0.25BEDCa 0.90
15 4.66 + 0.21BAca 4.50 + 0.22BAa 4.08 + 0.20BAc@ 4,08 + 0.208¢Pa" 4.66 + 0.22BAa 0.87
16 5.33 £ 0.16"2 5.16 + 0.10"2 4.66 + 0.217a 4.91 + 0.20%a 5.08 + 0.2142 0.82
17 4.66 + 0.21BAca 4.66 + 0.21BACa 4.33+£0.21BAC@ 441 +0.27BACa 4.50 + 0.228AcCa 0.94
DMS 0.77 0.82 0.83 0.74 0.73 0.00
AR: Antes del riego; DR: Después del riego; DMS: Diferencia minima significativa. Letras mayusculas diferentes
indican diferencia significativa en el mismo tiempo entre diferentes concentraciones, letras minisculas entre el tiempo
en una misma concentracion y * entre SC y SB en diferentes tiempos (P < 0.0001) (n =9).
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Estadisticamente, se observé que de todas las variables, la concentracion y el tiempo, asi como
su interaccién tuvieron un efecto significativo sobre la disminucion del pH (Tabla 11). No se
encontrd diferencia significativa (P > 0.05) entre los valores de pH de antes y después de cada

riego con vinaza tanto en SC como en SB.

Tabla 11. Efecto del suelo, concentracion, tiempo y sus interacciones en la disminucion del pH
semanalmente. Andlisis de varianza de una via usando PROC GLM (SAS, 1989) para evaluar las

diferencias entre tratamientos y prueba de Tukey (HSD) (Tipo ).

. ; . Valor de P para pH semanal
Tratamientos e interacciones

(Tipo I)
Suelo 0.8642
Concentracién de vinaza <.0001
Tiempo <.0001
Suelo x concentracion 0.1552
Suelo x tiempo 0.9280
Concentracion x tiempo <.0001
Suelo x concentracion x tiempo 0.1399

La materia organica, por su contribucién a la capacidad de intercambio catiénico, sobre todo en
suelos arenosos, es el componente que mas contribuye a la capacidad amortiguadora de los
suelos (Aitken y Moody, 1991). El incremento de la carga negativa cuando el pH aumenta, favorece
el incremento de la CE, esto debido a la ionizacién de grupos fendlicos y carboxilicos presentes en

la materia orgénica, y otros componentes de carga variable como hierro (Fe) y aluminio (Al).

Sin embargo, también los iones fosfatos (H2PO4) son capaces de unirse a las particulas del
suelo que contienen aluminio y hierro, ya que los iones de aluminio y hierro positivamente
cargados tienen grupos hidroxilo (OH?) que pueden ser intercambiados con el fosfato. Como
consecuencia de ello, el fosfato se puede unir fuertemente a éstos componentes y su movilidad y
disponibilidad puede limitar el crecimiento vegetal (Koltai y Kapulnik, 2010). En el suelo del Arenal
Jalisco, se encontré una alta concentracion de hierro (18.4 + 5.3 g Kg!) (Tabla 3), lo cual puede

soportar esta teoria.

Otra explicaciéon para el amortiguamiento del pH del suelo podria ser la presencia de sulfato
(SO42) y de Ca*? que puede formar yeso (CaSOs). El yeso solo es ligeramente soluble, pero puede
liberar suficiente sulfato como para mantener el crecimiento vegetal. La mayoria de los suelos no
acidos contienen cantidades importantes de calcio; por ello, la movilidad del sulfato en estos suelos
es baja, de manera que no es muy susceptible de ser eliminado por lixiviacién (Quiroz y Rojas,
2009). Esta reaccion libera protones (H*) y reduce el pH del suelo por lo que la presencia de iones

de Ca*2no alcalinizara el suelo.
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Ademas, la descomposicion microbiana de material organico también produce amoniaco y
sulfuro de hidrégeno que pueden ser oxidados en el suelo a las formas acidas fuertes, tal como
acido nitrico (HNOg) y &cido sulfdrico (H2SO4). Los protones también desplazan a los iones K*,
Mg*2, Ca*?2 y Mn*2, en el suelo por intercambio catiénico. La lixiviacién por exceso de agua puede
eliminar estos iones de las capas superiores del suelo, lo que deja suelos ain mas acidos. Por el
contrario, la erosién de la roca en regiones aridas libera los cationes antes mencionados al suelo,
pero debido a las escasas lluvias, estos iones no son eliminados de las capas superiores del suelo

por lo que el suelo continta siendo neutro o ligeramente alcalino (Quiroz y Rojas, 2009).

Por otro lado, se observé un aumento de los valores de la CE presente en los suelo al adicionar
vinazas a distintas concentraciones y a mayor tiempo de riego (Figura 19). En la Figura 19 se
observa un aumento significativo a partir de la concentracién de 50% tanto en SC como en SB, al
igual que en el pH. También se observdé que no hubo diferencias significativas en la CE entre las
concentraciones de 50%, 75% y 100% (P > 0.05).

SC SB

500 7 Dialnicial 500

450 1 g:reigmu(:d?er:es 450 1

400 4| E=Tercer mes 400 A

350 1 B Cuarto mes 350 4

300 - 300 A Ba Ba Ba
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Ba Ba Ba
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150 4 Aa Aa 150 A Aa
100 A 100 A
50 A 50 A
0 0

B|

BCb BCb

0% 25% 50% 75% 100% 0% 25% 50% 75%

Concentracion de vinazas

Figura 19. Valores de CE en diferentes unidades experimentales con diferentes concentraciones
de riego con vinazas durante cuatro meses. Letras mayusculas diferentes indican diferencia
significativa entre concentraciones, letras minusculas diferentes entre tiempo en una misma

concentracién y * entre suelos (P < 0.05) (n = 9).

Se ha reportado en diferentes tipos de vinazas (remolacha y cafia de azlcar) que presentan
altas concentraciones de K* (4,698 a 46,950 mg L1 minima, maxima respectivamente), Ca*? (879-
10,133 mg L minima, maxima respectivamente), Mg?* (1,272 a 6,080 mg L minima, maxima
respectivamente) y Na* (90.7 a 1,671 mg L* minima, maxima respectivamente), los cuales al ser
adicionados al suelo pueden aumentar el contenido de estos iones en el suelo. Ademas, éstos

pueden ser lixiviados contaminando los mantos acuiferos (Paez Ortegén et al., 2016). En este
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trabajo se encontrd que las vinazas tequileras presentaron concentraciones bajas de K* (3.7-3.9
0.11-0.15 mg L), Mg?* (2.13-3.32 + 0.06-0.35 mg L), Ca?* (1.83-2.93 + 0.02-0.2 mg L?Y) y Na*
(0.03-0.5 £+ 0.03-0.14 mg L1) (Tabla 4) en comparaciéon con lo los datos que presentaron Paez
Ortegdn et al. (2016). El aporte de cationes por parte de las vinazas incrementan los problemas de
salinidad, y esto se refleja en los altos valores de la CE, tal como ha sido reportado por otros
autores como Quiroz y Rojas (2009). Un valor superior a 0.4 mS cm! indica un nivel critico de
salinidad suficiente para provocar una reduccion del 50% en el desarrollo de las plantas (Garcia,

2007) y por consecuencia poca colonizacion de HMA.

Algunos autores han reportado que al aplicar vinazas de remolacha al suelo, se incrementé la
densidad aparente y por consiguiente el intercambio de Na* y lixiviacion de algunos iones metalicos
como zinc y cobre (Madrid y Diaz-Barrientos, 1998; Tejeda et al., 2007). Por otro lado, Madejon et
al. (2001) indicaron que las vinazas de remolacha tienen gran potencial en la agricultura debido a
su alta carga orgénica, y contenido de N y K*, sin embargo, éste potencial se reduce a causa de un
alto contenido de Na* (21 g L), el cual es responsable de incrementar la erosion del suelo y una
disminucién de la biomasa microbiana y de la productividad de la planta. El principal efecto
negativo de las vinazas en el suelo es la acumulacion de sales y cationes (K*, Na*, Ca*?, Mg*?) lo

gque puede incrementar la salinidad y sodicidad del suelo (Tejeda et al., 2009).

Por otro lado, se ha observado que C. comosum puede reducir el potencial 6xido-reduccién por
lo que se puede decir que C. comosum no sélo brinda beneficios econémicos como una planta
ornamental, sino que también puede usarse como una especie de planta utlizada para la
fitoremediacion (Wang et al.,, 2011). Esto explicaria por que C. Comosum sobrevivio en las
concentraciones de vinazas de 0%, 25% y 50% sin problema, aun a pesar de la cantidad de

cationes que se agregaron con las vinazas, los cuales se discutirdn posteriormente.

No ha sido bien estudiado lo que pasa con las esporas de HMA a nivel celular cuando son
enfrentadas a estreses abibdticos como lo son grandes cantidades de sales en el suelo. Sin
embargo, al ser una célula eucarionte se puede suponer lo que pasa dentro de ellas mediante el
mecanismo llamado bomba sodio y potasio lo que podria producirse a nivel de las células hifales y

limitar o detener por completo el crecimiento de los HMA.

La bomba de sodio y potasio es un mecanismo activo de transporte de iones de sodio, en
donde el sodio va hacia fuera de la célula y el potasio hacia dentro de la misma. Por 6smosis, el
sodio entra y sale de la célula en una cantidad muy pequefia el cual se encuentra por lo general en
una mayor cantidad fuera de la célula (142 mEq L) que dentro de ella (10 mEq L) saliendo de la

célula mediante el transporte activo (Zak et al., 1995).
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La bomba sodio-potasio funciona de manera asimétrica, en donde la corriente sédica de salida
es mayor (tres iones de sodio) que la corriente potasica de entrada (dos iones de potasio). El
objetivo de la bomba sodio y potasio es eliminar sodio de la célula e introducir potasio en el
citoplasma, éste intercambio permite mantener, a través de la membrana, las diferentes
concentraciones entre ambos cationes. Con la bomba de sodio y potasio se controla el volumen de

agua de todas las células.

A una mayor cantidad de sodio y potasio éste mecanismo deja de funcionar correctamente
provocando una hinchazén de la célula hasta provocar su lisis (Guyton y Hall, 2006). Al ser
observadas las esporas de HMA en el estereomicroscopio se observé que muchas esporas se
encontraban rotas y en el microscopio 6ptico se observaron de igual forma rotas y el contenido
citoplasmatico se encontraba fuera de la espora. Probablemente la cantidad de cationes presentes
en las vinazas provoca la turgencia de las esporas impidiendo la continuidad de su ciclo de vida y
de colonizacién a la planta siendo también una evidencia indirecta de plasmodlisis en la célula
vegetal. De todos los cationes estimados, el Ca*? presenta las mayores concentraciones al final del
experimento tanto en SC como en SB, seguido por el K*, Mg*2 y Na*. Esto sugiere que la planta

pudo tener una alta exposiciéon de iones de Ca*2, tal como se muestra en las tablas 12 y 13.

En los datos del sodio no se observan diferencias significativas (P > 0.0001) entre una misma
concentracion en diferentes tiempos ni entre concentraciones en un mismo tiempo en ambos
suelos. Por otro lado, en los valores de potasio, calcio y magnesio tanto en SC como SB se
observa que desde el DO en la concentraciones de 25%, 50% 75% y 100% hasta el M4 en todas
las concentraciones de vinazas, los valores de los cationes antes mencionados son
significativamente mayores que las de 0% en todos los tiempos. Por lo que se observa que a una
mayor concentracion y a mayor tiempo de riego con vinazas tequileras existe una mayor

acumulacion de cationes en el suelo (Tabla 12 y 13).
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Tabla 12. Estimacion de cationes (Na*, K*, Ca*2, Mg*?) en SC.
. Estimacién de cationes (g kg™)
Tiempo [ ] Na* K* Ca?* Mg?*
0 98.06 + 8.55%a 184.20 + 22.36%2 206.79 + 70.3942 104.20 + 22.36°>
25 103.45 + 8.5442 184.42 + 24.31¢2 270.28 £ 55.45 120.85 + 4.76Cb

DO 50 109.52 + 8.55%2 190.79 * 24.31¢2 329.45 + 5.39¢ 156.79 + 20.54P2
75 109.85 + 8.55%2 191.01 + 24.28C2 635.82 £ 5.39F2 184.20 + 22.36A2
100  214.73 +8.55% 331.15 + 77.92B2 636.04 + 5.33F 393.55 + 18.01P=

0 98.06 + 8.554a 184.20 + 22.367° 206.79 £ 70.3942 104.20 + 22.367
25 106.39 + 8.5672 213.71 + 24.318¢b 247.43 £ 5.39¢ 133.52 + 4.76¢P
M1 50 117.16 + 8.55%2 265.63 + 24.318Cba 381.75 + 5.39P 235.93 + 17.958Baa
75 118.82 + 8.55%2 278.86 + 24.28CBba 554.03 £ 70.39%2  243.56 + 18.01PC?
100  222.59 + 8.55%2 408.13 + 77.92BAa 689.96 + 5.33P2 404.60 + 20.54P¢a

0 98.06 + 8.5542 184.20 + 22.367° 206.79 £ 70.3942 104.20 + 22.367°

25 111.04 + 9.15%a 257.87 + 24.31BACb 283.37 + 5.398a 166.85 + 4.765

M2 50 123.14 + 8.55%a 309.80 + 24.31BAb 308.86 + 5.39¢ 261.07 £ 17.958a
75 124.80 + 8.55%a 343.01 + 24.288 629.19 £ 70.39%2  280.08 + 18.01B%2

100  228.57 + 8.55% 530.59 + 77.92BAa 729.33 £ 5.33¢ 374.31 + 20.54¢

0 98.06 + 8.5542 184.20 + 22.36A¢ 206.79 £ 70.3942 104.20 + 22.364¢

25 112.71 £ 9.3742 300.64 + 24.318Acb 296.29 + 5.398aba 178.84 + 4.76BA¢

M3 50 125.29 + 8.55%2 352.56 + 24.31BAb 335.11 + 5.398a 204.42 + 17.95°
75 126.94 + 8.55%2 446.64 + 24.28%° 626.47 + 70.39%%2  285.06 + 18.01Baba

100  230.72 + 8.55% 689.08 + 77.9243 792.93 £5.3382 464.52 + 20.5482

0 98.06 + 8.5542 184.20 + 22.3674 206.79 £ 70.3942 104.20 + 22.36A¢
25 114.14 + 9.56A2 337.05 £ 24.314¢ 307.32 £ 5.39Aba 189.06 * 4.76%¢

M4 50 127.12 + 8.554a 388.97 + 24.3140 457.45 £ 5.3942 206.14 + 17.9540
75 128.78 + 8.55%a 511.82 + 24.284° 797.02 + 70.394a 376.16 £ 18.014°
100 227.76 + 14.47~ 650.99 + 41.044a 832.94 + 5.33Aa 457.88 £ 20.54A2

[ 1: Concentracién de vinazas; DMS: Diferencia minima significativa; DO: Dia 0; M1: Primer mes, M2: Segundo mes; M3:
Tercer mes; M4: Cuarto mes. Letras mayusculas diferentes indican diferencia significativa entre una misma concentraciéon en
diferentes tiempos, letras minlUsculas entre concentraciones en un mismo tiempo (P < 0.0001) (n = 9).
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Tabla 13. Estimacidon de cationes (Na*, K*, Ca*2, Mg*?) en SB.

Tiempo

[]

Estimacién de cationes (g kg™)

Na*

K+

Ca?*

Mg?*

DO

0
25
50
75

100

112.27 + 7.36%2
117.81 + 7.16%2
123.73 + 7.36%2
124.06 + 7.36%2
228.94 £ 7.36"2

145.63 + 77.92A2
150.72 + 27.16%2
157.09 + 27.16%2
157.42 £27.16P2
365.03 +£ 117.82Aa

213.63 £ 0.817
278.72 £ 0.81F
325.09 £ 0.81F=
525.42 £ 0.81F
625.42 + 90.87F2

145.63 + 27.168°
193.36 + 7.365°
287.63 + 27.167°
377.48 + 29.07¢ba
429.24 + 3.74Fa

M1

0
25
50
75

100

112.27 + 7.36%2
120.80 + 7.16%2
131.37 £ 7.36%
133.03 + 7.36%2
236.80 + 7.36”2

145.63 + 77.927°
180.01 + 27.168¢r
231.93 + 27.168Cha
245.27 + 27.16PCha
442.01 + 117.8242

213.63 + 0.814a
236.70 + 0.81Pb
371.02 £ 0.81Pa
579.34 + 081P2
676.18 + 90.874°

145.63 + 27.16A%°
184.41 + 8.198¢
251.51 + 3.74Pa
334.03 £ 7.36P2
479.25 + 3.74P2

M2

0
25
50
75

100

112.27 £ 7.36%°
126.78 + 7.1642
137.35 + 7.36402
139.01 + 7.36402
242.78 £ 7.36M2

145.63 + 77.92A°
224.18 + 27.16BACh
276.10 £ 27.168%
309.42 + 27.168Ck
564.47 +£ 117.82Aa

213.63 £ 0.814a
272.65 £ 0.81°a
398.13 £ 0.81°a
518.71 £ 0.81°a
651.35 + 90.8742

145.63 + 27.167°
177.37 £ 7.36"°
296.65 + 3.74ca
395.47 + 3.74ca
415.76 + 3.74¢8

M3

0
25
50
75

100

112.27 £ 7.36%°
128.93 + 7.164ba
139.50 + 7.364ba
141.16 + 7.364b2
244.93 £ 7.36"2

145.63 £ 77.92A¢
266.94 + 27.168A®
318.86 + 27.16BAD
413.05 + 27.168%
722.96 £ 117.8242

213.63 £ 0.8142
285.57 £ 0.8152
324.38 £ 0.815a
648.62 + 0.8152
782.31 £ 90.8742

145.63 £ 27.167°
179.35 + 7.36%°
220.99 £ 3.74Ba
374.74 + 3.74Ba
481.22 + 29.0782

M4

0
25
50
75

100

112.27 £ 7.36%°
130.76 + 7.16402
141.33 + 7.36402
142.99 + 7.36402
263.22 + 0.00%a

145.63 £ 77.92A¢
303.35 + 27.167°
355.27 + 27.167°
478.23 £ 27.16A2
566.89 + 117.8242

213.63 £ 0.814°

396.59 + 0.814b2
446.73 + 0.814ba
746.73 + 0.817a
822.32 £ 90.874ba

145.63 + 27.167d
189.58 + 7.36d
341.72 £ 3.744¢
411.85 + 3.74%
426.94 £ .0.0043

[ ]: Concentracion de vinazas; DMS: Diferencia minima significativa; DO: Dia 0; M1: Primer mes, M2: Segundo mes; M3: Tercer
mes; M4: Cuarto mes. Letras mayusculas diferentes indican diferencia significativa entre una misma concentracion en diferentes

tiempos, letras mindsculas entre concentraciones en un mismo tiempo (P < 0.0001) (n = 9).

Estadisticamente, se observa que de todas las variables, la concentracién de vinazas y el

tiempo de riego son las variables que afectan el aumento de los cationes Na*, K*, Ca*2, Mg*2. Al

interactuar ambas variables se observa también un efecto en el aumento de cationes en el suelo (P
< 0.05) (Tabla 14).

Tabla 14. Efecto del suelo, concentracién, tiempo y sus interacciones en el aumento de Na*, K*,

Ca*2, Mg*2 cada mes durante los 4 meses de la experimentacion. Andlisis de varianza de una via

usando PROC GLM (SAS, 1989) para evaluar las diferencias entre tratamientos y Prueba de Tukey

(HSD) (Tipo I).

Tratamientos e interacciones

P value para cationes

(Tipo I)
Suelo 0.2406
Concentracién de vinaza <.0001
Tiempo <.0001
Suelo + concentracion 0.0250
Suelo + tiempo 0.9987
Concentracién + tiempo 0.0100
Suelo + concentracién + tiempo 1.0000
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El Ca?* es acumulado por las plantas, especialmente en las hojas donde se deposita
irreversiblemente (Aberoumand, 2009). Este es un elemento esencial para el crecimiento de
meristemas y particularmente para el crecimiento y funcionamiento apropiado de los apices
radicales. La fraccion principal de Ca?* se encuentra presente en las paredes celulares o en
vacuolas y organelos como sales de acidos organicos (Dave y Tarafdar, 2011). El Ca?* tiene la
funcion de impedir dafios a la membrana celular, evitando el escape de sustancias intracelulares y
cumpliendo un papel estructural al mantener la integridad de la membrana. Por otro lado, el calcio
parece actuar como modulador de las hormonas vegetales, regulando la germinacion, el
crecimiento y la senescencia de la planta. Ademas de tener un papel importante en la regulacion
metabdlica de la misma, por lo que un aumento en la concentracién del calcio a nivel
citoplasmatico da lugar a la formacion de tubérculos y callosidades en las raices de ciertas plantas
(Schereiner y Koide, 1993).

Este fendmeno de formacion de tubérculos se observé en la planta C. comosum después de 4
meses de riego con vinazas. Es importante destacar que en las concentraciones mas elevadas de
vinazas (75% y 100%) el numero de tubérculos fue significativamente mayor que en las
concentraciones de 0%, 25% y 50% en cada suelo, observandose un incremento directamente
proporcional con el aumento en la concentracién de vinazas (Figura 20). Esto sugiere que la planta
presenté mayor cantidad de tubérculos en las concentraciones mas elevadas debidas a una alta

exposicion de iones de Ca*, tal como se muestra en la tabla 12 y 13.

sc SR
6 - 6 1
Aa
5 1 5 4 Aa
8 A
é 4 - a 4 A Aa
5 Aa
a Aa
2 31 3 -
3 ha Aa Aa
o 24 Aa 2 1
Q
£
2 14 1 4
0 0
0% 25% 50% 75% 100% 0% 25% 50% 75% 100%
Concentracion de vinazas
Figura 20. Nimero de tubérculos de C. comosum a los cuatro meses de riego semanal con
vinazas. Letras mayusculas diferentes indican diferencia significativa entre suelos, letras
mindsculas diferentes entre concentraciones (P < 0.05) (n = 9).
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Por el contrario, si existiera una deficiencia de calcio se provoca una atrofia del sistema radical,
las hojas se muestran cloréticas, enrolladas y rizadas. Chlorophytum comosum es una planta que
presenta poca tolerancia a las sales del suelo provocando una necrosis foliar (Arnold, 2009), sin
embargo, si presenta tolerancia a suelos arcillosos, francos, arenosos, acidos y levemente
alcalinos (Edward, 1999). Debido a esto, se logré ver bastante tolerancia de C. comosum a la
adicion constante de vinazas; el fendmeno de necrosis foliar si se observé en las plantas de C.

comosum con el riego de vinazas, pero partir del M2 (Figura 21)

7

o

\\ | A
~=50% 75% | ‘100%

Figura 21. Chlorophytum comosum a diferentes concentraciones de vinazas (5 meses).

El peso seco de la parte aérea de C. comosum no presento diferencias significativas entre SC y
SB en las distintas concentraciones. Tanto en SC y SB el peso seco de la parte aérea no present6
diferencias significativas en las concentraciones de 0% y 25%, sin embargo el peso seco de la
parte aérea en las concentraciones de 50%, 75% y 100% fue significativamente menor comparado
con el peso seco de las plantas en las concentraciones de 0 y 25%. En el caso del peso seco de la
raiz en ambos suelos no se observaron diferencias significativas tanto entre suelos como en

concentraciones de un mismo suelo (Figura 22).

De forma general la biomasa (medida como peso seco) de la planta disminuyé con un aumento
de la concentracion en el riego de las vinazas y con el aumento de los riegos, es decir con mayor

tiempo de riego (efecto de acumulacioén).

Se ha demostrado que los HMA pueden conferir cierta tolerancia a las plantas frente a
condiciones de estrés y por esta razon se cree que estos hongos pueden aliviar algunos efectos
negativos de la salinidad (Mergulhao et al., 2001). Contrariamente, McMillen et al (1998) reportaron
que en suelos donde hay incrementos de cloruro de sodio (NaCl) se inhibe la distribucién de la
colonizacion después de su inicio, debido a que la concentracion alta de esta sal inhibe el
crecimiento de la hifa e influye en el suministro de carbohidratos desde la planta hacia el hongo
(Fries et al., 1997).
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Figura 22. Peso seco de raiz y parte aérea de Chlorophytum comosum a los 4 meses de riego
semanal con vinaza. Letras mayusculas diferentes indican diferencia significativa entre suelos,

letras mindsculas diferentes entre concentraciones (P < 0.05) (n = 9).

Por otro lado, los valores de fosforo disponible en los suelos SC y SB presentaron un
incremento a partir del dia 45 en las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%. Se observé una
diferencia significativamente mayor en la cantidad de fésforo desde el dia inicial hasta el cuarto
mes en las concentraciones de 75% y 100% contra las de 0%, 25% y 50%. El comportamiento fue
similar en SC y SB. Sin embargo en la concentracion de 50% en los dias 15, 45, 60y 75, y en la
concentracién de 100% en el dia 105 del SB, se presentd mayor cantidad de fésforo con

diferencias significativas comparado con el SC (Figura 23).

Este aumento se le puede atribuir al hecho de que a partir del dia 60 las plantas en la
concentraciones de 75% y 100% en ambos suelos comenzaron a morir por lo que el requerimiento
de fosforo de la planta fue menor, sin embargo en los Ultimos dias, después del dia 105, ocurri6
una ligera disminuciéon del fésforo, y se observé que en las unidades experimentales donde se
pensaba que habia muerto la planta comenz6 a retofiar (Figura 24) lo cual sugirié una adaptacion
de la planta.

La cantidad y forma del fdsforo en el suelo y los factores que afectan su disponibilidad son
importantes en la determinacién de la forma en que las micorrizas influyen en el consumo de las
plantas (Bolan, 1991; Nye y Tinker, 1977; Tinker, 1975). El fésforo es requerido en grandes
cantidades por las plantas, el cual se absorbe del suelo en las formas de PO4 (H2PO4) que se
encuentras en muy bajas concentraciones (poca disponibilidad). El fésforo es facilmente disponible

en pH de 6.5 aproximadamente. A bajos pH, la disminucién de fosfatos de Fe y Al controlan la
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concentracion, mientras que a altos valores de pH se disminuye la solubilidad de los fosfatos de
Ca*?por lo que los cambios de pH en la rizosfera alteran la disponibilidad de diferentes fuentes de
fésforo (Grinsted et al., 1982).
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Figura 23. Valores de fésforo disponible en diferentes unidades experimentales con diferentes
concentraciones de riego con vinazas durante cuatro meses. Letras mayusculas diferentes indican
diferencia significativa entre concentraciones, letras mindsculas diferentes entre tiempo y * entre
suelos (P < 0.05) (n =9).
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Figura 24. Planta de Chlorophytum comosum donde habia muerte de las hojas.

Segun la CIMAP (Central Institute of Medicinal and Aromatic Plants), el requerimiento de
nutrientes para el crecimiento de la planta Cholorophytum borivilianum, particularmente nitrégeno,
fésforo y potasio es muy bajo (25-75 kg ha! de N, 60-65 kg ha de P20s y 2-30 kg ha! de K20)
(Khanam et al., 2013) por lo que, con los resultados presentados en éste trabajo, se observa que la
planta no esta utilizando la gran cantidad de nutrientes presentes en el suelo.

El principal beneficio que aporta la simbiosis de los HMA es mejorar la absorcion del fosfato. La
extensa red de hifas de los HMA influye en las propiedades fisicoquimicas del suelo y directa o
indirectamente contribuye a la liberacion del fosfato de complejos inorganicos con baja solubilidad
(Finlay, 2008). Los efectos benéficos de los HMA son méas aparentes en condiciones donde los

nutrientes presentan disponibilidad limitada.

A pesar de que no se conocen los mecanismos reguladores subyacentes, la cantidad de
colonizacion de raices, tipicamente se ve disminuida cuando los nutrientes se encuentran en
abundancia (Parniske, 2008). Tal es el caso de los resultados obtenidos en la experimentacién, en
donde al aplicar vinazas que contienen nutrientes tales como fésforo inorganico, nitrégeno
inorgénico y iones (Na*, K*, Ca*?) con irrigaciones frecuentes, estos elementos aumentaron su
contenido en el suelo y la colonizacidn de las raices por HMA se vi6 afectada, e incluso la parte
aérea de la planta murié al M2 en las concentraciones de 75% y 100 % quedando viva solamente

la raiz.

El nitrogeno es el mayor nutriente que limita con frecuencia la productividad primaria en los
ecosistemas terrestres (Veresoglou et al., 2012), como el crecimiento de las plantas (Chapin Il et
al., 2004) y la comunidad de organismos (Demoling et al., 2007) en ecosistemas con alta
disponibilidad del carbono. Los microorganismos tienen una gran ventaja para tener acceso a los

micronutrientes ya que tienen facil acceso a micro poros del suelo, sin embargo la vida de los
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microorganismos vida es mas corta (Bardgett et al., 2005) por lo que la ecologia microbiana del
suelo se ha mantenido en el “lado oscuro” de la ecologia de los ecosistemas debido a la capacidad
limitada para estudiar los procesos en escala micro (Tiedje et al., 1999; Wall et al., 2005)

Sin embargo, es bien conocido que diferentes tipos de micorrizas tienen diferentes capacidades
para acceder a los nutrientes del suelo en forma organica e inorganica (Lambers et al., 2008; Smith
y Read, 2008). Las ectomicorrizas y las micorrizas ericoides se caracterizan por crecer en suelos
organicos, en donde movilizan el nitrégeno en el suelo y probablemente el fésforo también de
formas orgéanicas, alterando la fuente de nitrégeno para la planta (Read y Perez-Moreno, 2003).
Por el contrario, los HMA se caracterizan por crecer en suelos minerales, en donde las fuentes de
nitrégeno y fésforo inorganico son frecuentes. Los HMA pueden reducir los niveles de NH4* en el
suelo (Johansen et al., 1992) y asi limitar el potencial de la nitrificacion o mediar el consumo de
NOs  (Govindarajulu et al., 2005) y asi frenar potencialmente la desnitrificacion y la lixiviacion del
nitrégeno. Es importante mencionar que es bien conocido que la disponibilidad de los compuestos
de nitrégeno es regulada por algunos factores abioticos, como el pH (Marschner, 1995) en donde
pH menores a 5.5 son perjudiciales para la nitrificacién (De Boer y Kowalchuk, 2001) y esto puede

reducir la disponibilidad del NOz".

Es bien sabido que los HMA mejoran los agregados del suelo en la micorrizésfera (Rillig y
Mummey, 2006; Tisdall y Oades, 1982), afectando la aeracion del suelo lo que incidir en la
nitrificaciéon y desnitrificacion, los dos procesos del ciclo del nitrdgeno que son afectados por la
concentracién de oxigeno en el suelo. Tienen la habilidad de modificar la comunidad microbiana en
la rizosfera (Marschner, 1995) y la hidrésfera (Toljander et al., 2007), especificamente ciertos
microorganismos como las bacterias del género Azospirillum y algunas especies del género

Pseudomonas (Vazquez et al., 2000) los cuales pueden relacionase al ciclo del nitrégeno.

Los HMA asimilan el nitrégeno en la forma de NHs4* y tienen la habilidad de movilizar el
nitrégeno de fuentes organicas (Hodge et al., 2010) la cual ocurre incluso cuando los HMA fallan
en la estimulacion de crecimiento y la colonizacion de raices de las plantas (Fitter et al., 2011). Se
ha encontrado que las esporas de la familia Glomeraceae facilitan la adquisicion de nitrégeno,
mientras que las de la familia Gigasporaceae tiene poca habilidad para aportar nitrégeno a la
planta (Reynolds et al., 2005; Veresoglou et al., 2012). Ademas, el requerimiento de nitrégeno de
los HMA es alto (Hodge et al., 2010). En éste trabajo, algunas de las especies mas encontradas
pertenecen a la familia Glomeraceae como lo son Funneliformis mosseae, y Glomus fasciculatum
por lo que se justifica la disminucion de nitrdgeno en el suelo ya que seguramente éstas lo estan

adquiriendo para proporcionarselo a la planta.
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5.2.2.3 Andlisis de componentes principales (ACP)

El analisis de componentes principales (ACP) explicé con los primeros dos componentes (CP1y
CP2) el 45.3% de la variabilidad de los datos (Figura 26 a y b).

El componente 1 (CP1) separ6 a los tratamientos por concentracion de vinaza y el componente

2 (CP2) por tiempo de riego (Figura 26 a).

El CP1 separ6 a las variables de esporas de HMA, NHs*, y pH en su lado positivo,
correlacionados con los tratamientos de menor concentracién de vinaza (0% y 25%) y menor
tiempo de riego de vinaza (DO, M1 y M2). Esos tratamientos tuvieron el mayor contenido de
esporas de HMA, la mayor concentracion de amonio y el mayor valor de pH, tal como se observa
en las figuras 17, 18 y 25. El mismo componente (CP1) en el lado negativo separ6 a la
conductividad eléctrica (EC), y los cationes de K*, Na*, Mg*?, y fosforo disponible (Pdisp), que se
correlacionaron con los tratamientos de mayor concentracién de vinaza (75% y 100%) y mayor
tiempo de riego (M3 y M4) (Figura 26 a y b). Estos tratamientos fueron los que tuvieron mayor CE,

y contenido de estos cationes principalmente K*, y seguidos de Ca*2, Mg*2, y Na*.

El CP2 en su lado positivo agrupd a NO2z" y NOs™ que se correlacionaron con los tratamientos de
la mayor concentracion de vinaza (100%) al tiempo cero (MO0), los cuales tuvieron las mayores
concentraciones de NO2" y NOz", mientras que el lado negativo el CP2 agrup6 al catién Ca*? que se
correlacioné con los tratamientos de 50%, 75% y 100% de vinaza (M2, M3 y M4); estos

tratamientos tuvieron la mayor concentracién de Ca*? (Figura 26 a y b).

El andlisis de componente principales permitié agrupar las variables que tuvieron mayor efecto
sobre la disminucion de esporas de HMA por el riego de las vinazas tequileras, indicando que a
mayor riego de vinazas y en mayor concentraciéon (a partir de 50%), la concentracion de cationes
K*, Na*, Mg*?, Ca*? y fasforo disponible (Pdisp), aumento en el suelo y esto repercute con un efecto
negativo en el nimero de las esporas de HMA, lo cual no es deseable en suelos agricolas y con
cultivos micorrizables. Asi el riego de vinazas en concentraciones de méas del 50% por riegos

frecuentes (aplicacion semanal) afectdé negativamente la presencia de esporas de HMA en el suelo.
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Figura 26. Andlisis de componentes principales (ACP) para a) scores y b) loadings

Es importante finalizar con los anadlisis del efecto que tiene el suelo, la concentracion de
vinazas, el tiempo y sus interacciones en las variables analizadas en este trabajo. Referente al pH
estadisticamente se observa que de todos los tratamientos e interacciones los que mayor efecto
tienen en su disminucion son la concentracion de vinaza (P < .0001) y suelo x concentraciéon y
concentracién x tiempo (P < 0.05). En el caso de la CE los que tienen mayor efecto en su aumento
son la concentracion de vinaza y tiempo de riego (P < .0001) y suelo x tiempo, suelo x
concentracién y concentracion x tiempo (P < 0.05). Para NO2 todos los tratamientos e
interacciones tienen efecto, el suelo, la concentracion de vinaza, el tiempo de riego, concentracion
x tiempo y suelo x concentracion x tiempo (P < .0001) ademas de suelo x tiempo (P < 0.05). Para

NOs los tratamientos e interacciones que mas efecto tienen son la concentracion de vinaza, tiempo
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de riego, concentracién x tiempo (P < .0001) y suelo x concentracion x tiempo (P < 0.05). NH4* se
ve afectado por concentracién de vinaza, tiempo de riego, concentracion x tiempo (P < .0001) al
igual que NOsy suelo, suelo x concentracion, suelo x tiempo y suelo x concentracion x tiempo (P
< 0.05). En el caso de Pdisp éste se ve afectado por la concentracion de vinaza, tiempo de riego,
concentracion x tiempo (P < .0001) y suelo x tiempo y suelo x concentracién x tiempo (P < 0.05).
La disminucién de la abundancia de esporas se ve afectada por la concentracion de vinazas y el
tiempo (P < 0.05). Finalmente en el caso de K*, Ca*?, Na* y Mg*2 comparten ciertos tratamientos e
interacciones las cuales tienen que ver con su aumento tal como la concentracion de vinaza,
tiempo y concentracion x tiempo y otras distintas para Na* el suelo y para Mg*? suelo x
concentracion (P < .0001). Con un P < 0.05 las interacciones que afectan al aumento de K* es el

suelo y para Ca*? el suelo x concentraciéon y concentracion x tiempo (Tabla 15).

Tabla 15. Efecto del suelo, concentracion, tiempo y sus interacciones en las variables analizadas.
Andlisis de varianza de una via usando PROC GLM (SAS, 1989) para evaluar las diferencias entre

tratamientos y prueba de Tukey (HSD) (Tipo I).

P value para todas las variables (Tipo 1)

Tratamientos e interacciones

pH CE NO2 NOs NH4* Pdisp AE K* Ca*? Na* Mg*?
Suelo 0.9873 0.5919 <.0001 0.7870 0.0001 0.1014 0.7413 0.0403 0.2406 <.0001 0.1120
Concentracion de vinaza <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.0242 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Tiempo 0.1998 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.0018 <.0001 <.0001 0.0043 <.0001
Suelo x concentracién 0.0496 0.0144 0.8837 0.2078 0.0001 0.9663 0.3155 0.6607 0.0250 0.9990 <.0001
Suelo x tiempo 0.5280 0.0200 0.0001 0.8258 0.0345 0.0882 0.6870 0.9876 0.9987 0.9980 0.9999
Concentracion x tiempo 0.0047 0.0036 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.9989 <.0001 0.0100 0.9967 <.0001
Suelo x concentracion x tiempo  0.2831 0.8404 <.0001 0.0058 0.0005 0.0415 0.9998 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
AE: Abundancia de esporas.
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Capitulo 6
Conclusiones

Funneliformis geosporum
(objetivo 10x)
Christopher Walker
1986
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6 Conclusiones

Si existen poblaciones de HMA en suelos irrigados con vinazas tequileras, en donde las
especies mas abundantes son: Funneliformis mosseae (32%) y Acaulospora mellea (27%)
seguidas por A. scrobiculata (13%), F. geosporum (10%), Gigaspora margarita (5%),
Paraglomus occultum (4%), A. laevis (3%) Acaulospora delicata (1%), A. foveata (1%), A.
morrowiae (1%), A. spinosa (1%), Clareidoglomus etunicatum (1%), Racocetra gregaria

(0.5%) y Septoglomus constrictum (0.5%).

Las vinazas tequileras tienen un efecto negativo en las poblaciones de HMA en
concentraciones de vinaza superiores al 50%, ocasionando que no se lleve a cabo la
colonizacion de la planta. Debido a las altas concentraciones de cationes de Ca*, K*, Mg*?
y Na*, que se adicionan con cada riego de vinazas produciendo una acumulacion de estos
iones en el suelo y un incremento en la conductividad eléctrica de éste. El efecto negativo
de las vinazas tequileras también se relaciona con las altas concentraciones de Pdisp Y N
provocando una acumulacién de P y una inmovilizaciéon de N en el suelo los cuales no son
asimilados por la planta Chlorophytum comosum en éste estudio.

Un efecto buffer se produce en el suelo después del riego con vinazas ya que mantiene un
pH cercano a la neutralidad, posiblemente debido a las interacciones de POa4 con los

cationes Na*, K*, Ca*2, Mg*2 en la formacién de sales de amortiguamiento.

Las especies de HMA que fueron mas afectadas bajo las condiciones de experimentacion y
todas las concentraciones de vinazas evaluadas en éste trabajo fueron Funneliformis
geosporum, Acaulospora delicata, Gigaspora margarita, Acaulospora foveata, Acaulospora
spinosa. Otras especies de HMA como Acaulospora mellea, Funneliformis mosseae,
Acaulospora scrobiculata, Paraglomus occultum fueron aparentemente mas tolerantes a
riego con vinaza (desde 25% hasta 100%) durante cuatro meses. Sin embargo, el riego

con vinazas si disminuye su abundancia relativa.
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Capitulo 8

Recomendaciones

50 um

Acaulospora morrowiae
(objetivo 10x)
Joyce L. Spain y N. C.
Schenck
1986
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7 Recomendaciones

1. Es necesario tener regulaciones normativas nacionales e internacionales mas estrictas
para la descarga de aguas residuales a suelos agricolas que establezcan maximos limites

permisibles de parametros como: DBO, DQO, Pdisp, sales (Na*, K*, Ca*? Mg*?).

2. Realizar otro experimento con muestreos espacio-temporales en el mismo sitio de estudio
para evaluar las poblaciones de HMA considerando todas las variables climatoldgicas, de

manejo de sitio y del ciclo de vida de las especies.

3. Realizar muestreos en otros sitios donde se riege frecuentemente vinazas tequileras para
comparar la diversidad de especies de HMA vy correlacionarlos con la variabilidad de los

suelos y las vinazas.

4. Confirmar la identificacién de los HMA mediante técnicas de biologia molecular.
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9 ANEXOS

9.1 Imagenes de especies de HMA a lo largo del experimento (D0-M4)

Figura 27. Identificacion de las especies de HMA encontradas en el DO. a) A. mellea, b) A.
mosseae, c) A. scrobiculata, d) P. occultum, e) F. geosporum, f) A. delicata, g) G. margarita, h) A.
foveata, i) A. spinosa, j) R. intraradices y k) R. fasciculatum.
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Figura 28. Identificacion de las especies de HMA encontradas en el M1. a) A. mellea, b) A.
mosseae, c) A. scrobiculata, d) P. occultum, e) F. geosporum, f) A. delicata, g) G. margarita, h) A.

foveata, i) R. intraradices y j) R. fasciculatum.
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Figura 29. Identificacion de las especies de HMA encontradas en el M2. a) A. mellea, b) A.
mosseae, c) A. scrobiculata, d) P. occultum, e) F. geosporum, f) A. delicata, g) G. margarita, h) A.

foveata, i) R. intraradices y j) R. fasciculatum.
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Figura 30. Identificacion de las especies de HMA encontradas en el M3. a) A. mellea, b) A.
mosseae, c) A. scrobiculata, d) P. occultum, e) F. geosporum, f) R. intraradices y g) R.

fasciculatum.

Figura 31. Identificacion de las especies de HMA encontradas en el M4. a) A. mellea, b) A.

mosseae, ¢) A. scrobiculata, d) P. occultum, e) F. geosporum.
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9.2 Especies de HMA encontradas en éste trabajo

Tabla 16. Especies de HMA encontradas en éste experimento, autores de sus nombres y afio en

asignacion de nombre.

Especie Autor Afo
Acaulospora delicata C. Walker, C. M. Pfeiffer & Bloss 1986
Acaulospora foveata Trappe & Janos 1982
Acaulospora laevis Gerd. % Trappe 1974
Acaulospora mellea Spain & N. C. Schenck 1984
Acaulospora morrowiae Spain & N. C. Schenck 1984
Acaulospora scrobiculata Trappe 1977
Acaulospora spinosa C. Walker & Trappe 1981
Acaulospora sp. - -
Clareidoglomus etunicatum Becker & Gerdemann -
Funneliformis constrictum (Trappe) C. Walker & A. Schul3ler 2010
Funneliformis geosporum (T. H. Nicolson & Gerd.) C. Walker & A. Schuf3ler 2010
Funneliformis mosseae (T. H. Nicolson & Gerd.) C. Walker & A. Schuliler 2010
Gigaspora margarita W.N. Becker & I. R. Hall 1976
Paraglomus occultum (C. Walker) J. B. Morton & D. Redecker 2001
Racocetra gregaria (N. C. Schenck & t. H. Nicolson) Oehl, F. A, Souza & Sieverd. 2009
Scutellospora reticulata Koske, D. D. Mill. & C. Walker) C. Walker & F. E. Senders 1986
Rhisophagus intraradices (N. C. Schenck & G. S. Sm.) C. Walker & A. Schul3ler 2010
Rhisophagus fasciculatum (Thaxt.) C.Walker & A. SchuB3ler 2010
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