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Para evaluar diversidad y caracterizar a nivel morfolégico hongos micorricicos
asociados a tomatillo silvestre y tomatillo domesticado, se realizé un muestreo
de suelo por el método de zig- zag a una profundidad de 30 cm procediendo a
la extraccion y agrupacion de esporas considerando forma, color y tamafio para
establecer un cultivo monospdérico (trigo) y asegurar la caracterizacion precisa;
para ello se evaluaron pardmetros como: diametro, forma, nimero de capas,
color, espesor, porcentaje de colonizacion, presencia y /o ausencia de vesicula
y arbusculo. De acuerdo a la agrupacion de esporas se inocularon 12
morfotipos de tomatillo silvestre y 9 de cultivado; de los cuales 10 morfotipos de
silvestre (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S9, S10y S11) y 2 de domesticado (C2 y
C5) establecieron simbiosis. En referencia al porcentaje de colonizacion el
morfotipo S1 presenta mayor porcentaje con un 57.81 % seguido de C2 con un
47.2 %y S9 con 43.08% siendo S11 el de menor porcentaje con un 27.16%. En
lo que respecta a forma, presencia y /o ausencia de vesicula y arbusculo los
morfotipos Silvestre y domesticado son iguales, mientras que en numero de
capas todos los morfotipos presentan una capa a excepcion de S1 que
presenta dos, los diametros oscilan de 107-196 um y el espesor de 7- 12.8 um,
el color mas abundante es orange brown (0-60-100-10). El suelo de tomatillo
silvestre alberga mas morfotipos y presenta mayor potencial de inoculo que

tomatillo cultivado.
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To assess the diversity and to characterize morphologically the mycorrhizal
fungi associated with wild and domesticated husk tomato plants cultivated in
Arteaga, Coahuila, soil sampling was performed by the zigzag method at a
depth of 30 cm; Spores were extracted and characterized considering their
shape, color and size to establish a monosporic culture in wheat plants to
ensure an accurate characterization; for this, diameter, shape, number of layers,
color, thickness, percentage of colonization, presence and / or absence of
vesicles and arbuscules were evaluated. According to the classification of
spores, 12 morphotypes from wild husk tomato and nine from the domesticated
husk tomato were inoculated. Ten out of the 12 wild husk tomato morphotypes
(W1, w2, W3, W4, W5, W6, W7, W9, W10 and W11) and two out of the nine
domesticated husk tomato morphotypes (D2 and D5) established symbiosis in
wheat plants. Morphotype W1 had the highest colonization (57.81%) followed by
D2 (47.2%) and W9 (43.08%); the lowest colonization was observed in
morphotype W11 (27.16%). The wild and domesticated morphotypes were
similar in shape, presence and / or absence of vesicle and arbuscle, whereas in
all the morphotypes there was one spore layer, except for W1 that had two.
Spore diameters ranged from 107 to 196 pm and thickness from 7 to 12.8 pm.
Most frequent spore color was the orange brown (0-60-100-10). The soil in wild
husk tomato contained more morphotypes and had a greater potential inoculum

than the ones from the domesticated husk tomato.
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|. INTRODUCCION
Los hongos micorricicos arbusculares (HMA); Glomeromycota; (Schufiler

et al., 2001) forman simbiosis con la mayoria de las plantas terrestres, en casi
cualquier ecosistema ( Smith y Read, 2008 ); y son de gran importancia debido
a que mediante la simbiosis las plantas pueden obtener nutrientes minerales del
suelo, mejoran la tolerancia a estreses bidticos y abibticos, y hay casos
reportados de que reducen competencia entre plantas mediante la transferencia
de carbono a través de la red extrarradical de hifas (Simard y Durall, 2004).
Dado que la simbiosis es un proceso reciproco planta-hongo, es importante
conocer también el papel de la comunidad de plantas en la estructura y
diversidad de la comunidad de HMA (Burrows y Pfleyer, 2002). La
compatibilidad de las plantas con HMA depende de mecanismos genéticos y
sefales bioquimicas especificas en todas las etapas del desarrollo simbiosis las
cuales permiten el reconocimiento, la colonizacion y el intercambio de nutrientes
(Kogel, 2008). La simbiosis HMA-planta requiere de procesos de
reconocimiento y armonizacion en el espacio y el tiempo bastante complejo, lo

gue lleva al establecimiento de la simbiosis (Requena et al., 2007).

En México, la mayor parte de la investigacion acerca de las asociaciones

de HMA se ha realizado en el campo agricola y estan enfocados a la respuesta



de las plantas a la asociacion simbidtica, dejando de lado el origen y la
identidad de los HMA como parte del estudio (Varela 'y Trejo, 2001). La relacién
real, ya sea fuerte (Hijri et al., 2006) o débil, entre las propiedades del suelo y la
distribucion de especies de HMA en condiciones de campo (Carvalho et al.,
2003) es poco conocida. Al comparar la diversidad HMA entre sitios
perturbados y no perturbados atropogénicamente parece indicar que la
diversidad de HMA y el nimero de propagulos micorricicos disminuye con el
aumento de la perturbacion (Stahl et al., 1988), por lo tanto, algunas especies
de HMA pueden ser mas susceptibles a la alteracion del suelo que otras (Kurle
y Pfleger, 1996). El uso de herramientas moleculares revela la alta diversidad
de hongos que forman micorrizas arbusculares lo que ha permitido una
clasificacion de estas asociaciones, sin embargo, algunos datos moleculares no
revelan toda la informacion por lo que es necesario utilizar estudios integrales
gue involucren genética, anatomia ,morfologia y caracterizacién de simbiosis

(Beck et al., 2007).

Ojetivo General:
Evaluar diversidad, caracterizar a nivel morfolégico y determinar

colinizacion de hongos formadores de micorrizas arbusculares (nativas) que
esten asociados a poblaciones de tomatillo (Physalis ixocarpa Brot) de Arteaga,

Coahuila, México.



Objetivos especificos:
1. Determinar caracteristicas fisicoquimicas de suelo en donde se

desarroll6 tomatillo cultivado (variedad rendidora) y tomatillo silvestre de
Arteaga, Coahuila.

2. Evaluar diversidad de morfotipos de hongos micorricicos arbusculares
(HMA) asociados a tomatillo silvestre y tomatillo cultivado (variedad

rendidora) a partir de esporas aisladas por tamizado humedo.

3. Establecer cultivo monosporico y caracterizar a nivel morfologico los
aislados de HMA que establezcan simbiosis exitosas en plantas de

Triticum aestivum L.

Hipotesis:

1. Los suelos de crecimiento de plantas de tomate tienen diferencias fisicas
y quimicas entre si.

2. La cantidad de morfotipos de micorrizas aisladas y cultivadas en
condiciones controladas (macetas en invernadero) de muestras de
suelos donde predomina tomatillo silvestre y cultivado son diferentes.

3. Los morfotipos de micorrizas aislados y cultivados en condiciones
controladas (macetas en invernadero) de muestras de tomatillo silvestre

tendran mayor capacidad de formar simbiosis exitosas.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Micorrizas
La palabra Micorriza es un término proveniente del griego mykos, hongo

y rhizos, raiz, fue utilizado por primera vez en el afio de 1885 por el botanico
aleman Albert Berhhard Frank para hacer referencia a determinada asociacion
existente entre algunos hongos del suelo y las raices de las plantas. En la
actualidad se estima que el 90% de las plantas que crecen sobre la tierra estan
micorrizadas (Smith & Read, 2008).

La relacion entre hongos formadores de micorrizas vesiculo arbusculares
(MVA) tiene un registro fésil de alrededor de 460 millones de afios, similar al
campo cuando las plantas colonizaron la tierra (Wang y Qiu, 2006). La
coevolucién entre ambos grupos pudo haber sido determinante en la evolucion
de rizomas a raices y en la posterior diversificacion de formas de éstas
(Brundrett, 2002).

Existe una gran cantidad de estudios acerca de la relacién entre HMA y
las raices de las plantas (Boomsma y Vyn, 2008). Aun asi, es dificil encontrar
estudios que se enfoquen a especies arboreas de afinidad tropical y
especificamente en ecosistemas semiaridos.

Las solanaceas tienen una gran diversidad de habito, morfologia y ecologia, se



distribuyen por todos los continentes, la mayor diversidad de especies se hallan
en América del Sur y América Central, pueden ocupar una gran variedad de
ecosistemas desde los desiertos hasta los bosques tropicales. La diversidad de
solanaceas es muy alta, existen pocos estudios acerca de la asociacion de MA
a tomate de arbol en la cual se ha determinado la presencia del género Glomus
y Acaulospora, predominando Acaulospora mellea (Rivillas et al.,1995) en

plantas de tomate de &rbol.

2.2 Estructuras de las micorrizas arbusculares
La descripcion morfolégica de estos hongos es de suma importancia al

momento de investigar las diferentes especies existentes en la naturaleza.

Las estructuras del mico-simbionte que se extienden dentro de la raiz de
la planta hospedadora y en el sustrato circundante, son caracteristicas de cada
tipo de micorriza y sirven para su diferenciacion (Allen, 1991).

Apresorios: apéndices especializados del micelio externo de una hifa o
tubo germinativo, imitando una bomba, ejerce presion sobre el tejido que se va
a colonizar y facilita la penetracion del hongo (Garcia-Garrido et al., 2002).

Arbusculos: los HMA al ponerse en contacto con la raiz forman una
estructura sobre las células epidérmicas vegetales conocida como “apresorio” y
a partir de este cuerpo se producen las hifas que son filamentos tubulares, que
penetran la epidermis radical hasta llegar a la endodermis sin atravesarla, alli
comienza su ramificacion para formar los arbusculos, que tienen un tamafo
comparable al de las mitocondrias y su vida aproximada es de 1 a 3 semanas,

después de lo cual se colapsa y parte de él se reabsorbe hacia el citoplasma



hifal y el resto de componentes permanecen en la célula hospedera, rodeados
por el plasmalema (Escobar, 1998).

Vesiculas: son las estructuras de almacenamiento de los hongos, cuya
formacion de sustancias como lipidos es posterior a la de los arbusculos y tiene
lugar a partir del hinchamiento de una hifa generalmente terminal. Esta
estructura principalmente en las especies del género Glomus puede llegar a
engrosar sus paredes y convertirse en esporas (Escobar, 1998).

Coils: circunvoluciones de hifas intracelulares, implicadas en la absorcion
inicial de compuestos carbonados por parte del hongo (Smith & Smith, 1997).
Células auxiliares: son estructuras globosas y espinosas, las cuales se forman
en hifas gruesas del micelio extrarradical, alrededor de las raices, son
abundantes durante la colonizacién temprana y luego estas disminuyen cuando
la esporulacién aumenta (http://invam.caf.wvu.edu). las células auxiliares son
propias de la familia Gigasporaceae.

Micelio intracelular: conjunto de hifas que crecen dentro de la pared de

las células de la raiz (Castillo, 2009)

Micelio externo o extrarradical: componente importante en la simbiosis,
formado por las hifas principales, gruesos y ramificados dicotbmicamente, asi
como por hifas también ramificadas de 1°, 2° o 3er o mas orden, siendo las
encargadas de la exploracion del suelo, la absorcion del fésforo y otros
nutrientes de lugares donde las raices no pueden acceder por si mismas y de

su transporte hasta la raiz. También se encargan de la produccion de esporas



extrarradicales. Pero cuando el sustrato se agota el citoplasma de las hifas finas
se retrae hacia la hifa principal donde se forman septos. Este fenbmeno puede
ser un indicador de deficiente aireacion y/o agotamiento de nutrientes del suelo,

entre otros (Escobar, 1998).

Esporas: se forman sobre el micelio extraradical y/o intraradical
segun sea el caso y son estructuras de propagacion de los HMA. Formadas
en el término o no de una hifa, con caracteristicas propias que constituyen la
Unica estructura externa que puede permitir el reconocimiento morfolégico mas

aproximado de las especies de la HMA.

2.3 Etapas en el establecimiento de las micorrizas

El establecimiento de la simbiosis micorrizica va a depender de las
interacciones entre los tres componentes mas importantes del sistema: el
hongo, las plantas y su entorno. Su presencia puede implicar que ocurran
procesos de reconocimiento entre los simbiontes, compatibilidad vy
especificidad, los cuales condicionan su expresion y conducen a la integracion
morfolédgica y funcional de las asociaciones (Sanchez, 1999).

En el proceso de la formacion de la simbiosis se pueden distinguir
diferentes fases: precolonizacion, penetracion inicial del hongo, colonizacion de
la raiz, colonizacién extraradical y desarrollo del micelio externo y de las
estructuras reproductivas. Aparentemente los modelos de penetracion y

colonizacion del hongo son independientes no solo del hospedero si no también



del tejido a colonizar (Sanchez, 1999).

Primera etapa o de precolonizacion

Las raices de las plantas susceptibles son infectadas con M.V.A,,
siempre y cuando esté presente una estructura infectiva del hongo, que luego
entra en contacto con los pelos absorbentes de las raices. Se consideran
organos o unidades infectivas: las esporas y otras estructuras del hongo u otra
raiz ya infectada. Bajo condiciones favorables la infeccion pude ocurrir en un
tiempo de 2 a 3 dias (Sieverding, 1989).

Segunda etapa o de colonizacion y distribucion

Una vez el hongo ha infectado la raiz, se distribuye en ella, creciendo
intercelular e intracelularmente infectando toda la corteza de la raiz. Entrando a
conformar el micelio interno, arbusculos y vesiculas. La duracion del proceso de
infestacion depende del ambiente, de la especie vegetal y por su puesto del
hongo, tardando desde 10 dias hasta varias semanas (Sieverding, 1989).
Tercera etapa o de estabilizacion o efectividad

Simultaneamente a la formacién de estructuras internas, el hongo forma
el micelio externo, érgano a través del cual el hongo absorbe los nutrientes y los
transporta a la raiz de la planta, en este momento es cuando la simbiosis
empieza a funcionar en forma benéfica para la planta (Sieverding, 1989).

Simultdneamente a la formacion de estructuras internas, el hongo forma
el micelio externo, 6rgano a través del cual el hongo absorbe los nutrientes y los
transporta a la raiz de la planta, en este momento es cuando la simbiosis

empieza a funcionar en forma benéfica para la planta (Sieverding, 1989).



Cuarta etapa o de reproduccién

De 1-4 meses después de la tercera etapa, el hongo empieza a
reproducirse formando esporas asexuales en el micelio externo. Las esporas
son Organos de reproduccion del hongo, que pueden perdurar latentes por
largos Periodos de tiempo en el suelo, especialmente en épocas en que no hay

hospedero a su alcance (Sieverding, 1989).
2.4 Taxonomia HMA

Los estudios de taxonomia de micorrizas iniciaron en 1809 con Link
quien los reconoce como hongos hipdégeos o epigeos del orden Endogonales,
género Zigomicotina por ser productores de zigosporas, clamidosporas no
sexuales o esporangios. La taxonomia de micorrizas ha ido variando acorde los
ultimos descubrimientos de la tecnologia moderna, es asi que, basados en
estudios moleculares, morfolégicos y ecoldgicos, remueven a la micorrizas de
Zigomicotina a un nuevo phylum: Glomeromycota, con tres nuevos oOrdenes:
Archaeosporales, Paraglomerales y Diversisporales (Paillacho, 2010).

Segun Morton y Benny (1990), durante muchos afios los hongos
formadores de micorrizas arbusculares se ubicaron en el orden Endogonales
junto al género no micorrizico Endogone. Sin embargo, la luz de las
consideraciones filogenéticas, se estableci6 que su condicion simbidtica
constituia criterios suficientes para agruparlos en un taxén particular, lo cual dio

origen al orden Glomales y a un re-arreglo de familias.
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A nivel de géneros, la taxonomia de estos hongos se fundamenta en
caracteristicas tales como formacién y morfologia de las esporas, modo de
germinacion y morfologia del esporocarpo. Otros caracteres, como apariencia
de las esporas (color, contenido, grosor de la pared, ornamentacion y tipo de
conexion entre las hifas), murografias (diagramas que ilustran la estructura de
la pared de la espora y anatomia de la infeccion del hongo), se usan para la
taxonomia a niveles de especies (no rutinaria entre los taxbnomos), (Schenck y
Pérez, 1990).

De otro lado, los caracteres morfolégicos son a veces dificiles de
distinguir, lo cual hace complicado el manejo de claves, por demas complejas.
La morfologia de algunas esporas M.A es muy similar, por lo que en ocasiones

puede ser muy dificil distinguir una especie de otra (Azcon y Guerrero, 1996).

2.5 Clasificacion taxonémica de los HMA (Morton & Redecker, 2001)

Estudios posteriores en taxonomia de las especies de hongos
micorricicos arbusculares realizados por Morton y Redecker (2001) basados
principalmente en el andlisis del fragmento 18S del DNAr parecian mostrar la
existencia de dos clados ancestrales de hongos micorrizicos arbusculares
filogenéticamente distintos, que clasificaron como dos nuevas familias,
Archaeosporaceae y Paraglomaceae.

Actualmente la biologia molecular implica una alternativa en la
identificacion de las especies de los hongos formadoras de este tipo de

micorriza, asi como en la identificacion de las moléculas organicas que
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intervienen en la estimulacion e inhibicibn de la germinaciéon de esporas y
establecimientos de los hongos micorrizicos arbusculares en la planta
hospedante (Bago et al., 2000). Recientemente, con base en los avances en lo
gue se refiere a técnicas moleculares y relacionandolas con las caracteristicas
morfologicas de las esporas, se han realizado cambios significativos en la
taxonomia de los hongos formadores de la asociacion simbidtico micorriza-
arbuscular. El uso de nuevas técnicas que involucran la secuenciacion del ADN,
las determinaciones de perfiles de acidos grasos, reacciones inmunolégicas
hacia anticuerpos monoclonales especificos y junto con la caracterizaciéon
morfolégica de las esporas y habitos de colonizacion de los HMA han permitido
tener avances sustanciales en la taxonomia de estos hongos (Morton y

Redecker, 2001).

2.6 Clasificacion de los hongos formadores de micorriza arbuscular

(SchuBdler and Walker ,2010)

Phylum: Glomeromycota

Clase: Glomeromycetes

Ordenes (4) Familias (11) Geéneros (25)
Glomus, Funneliformis,
Glomerales Glomeraceae Rhizophagus, Sclerocystis,

Septoglomus

Claroideoglomeraceae Claroideoglomus



http://schuessler.userweb.mwn.de/amphylo/Schuessler&Walker2010_Glomeromycota.pdf
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Diversisporales | Gigasporaceae Cetraspora,Dentiscutata,Gigaspora,
Intraornatospora,
Paradentiscutata,Racocetra,
Scutellospora

Acaulosporaceae Acaulospora
Pacisporaceae Pacispora
Diversisporaceae Corymbiglomus, Diversispora,
Otospora,Redeckera, Tricispora
Sacculosporaceae Sacculospora
Paraglomerales | Paraglomeraceae Paraglomus
Archaeosporales | Archaeosporaceae Archaeosporaceae
Ambisporaceae Ambispora
Archaeosporaceae Archaeospora

2.7 Fisiologia de la simbiosis
Asumiendo que el papel principal que desemperfia la simbiosis es de tipo

nutricional, es importante conocer los aspectos fundamentales de los
mecanismos de intercambio de nutrientes entre el hongo y la planta, sobre todo

si se considera la biotrofia estricta del hongo. En lo referente al metabolismo
carbonado, el uso de Y4coy permiti6 comprobar que la planta proporcionaba C
organico procedente de la fotosintesis al hongo (Ho y Trappe 1973). El hongo
es capaz de absorber glucosa (Pfeffer et al. 1999), que es rapidamente
transformada a trehalosa y glucégeno (Sachar — Hill et al. 1995), con menor
capacidad osmdtica, y también a lipidos de reserva (triacilglicéridos) (Bécard et

al.1991).

No obstante lo anterior, se ha puesto de manifiesto la existencia de una
dualidad fisiol6gica entre las hifas internas (intrarradicales) y externas del hongo
MA, presentando las primeras una significativa capacidad de metabolizar

glucosa (y un poco menos fructosa) e incapaces de utilizar otros compuestos
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carbonados. Por su parte, las hifas del micelio externo son incapaces de
metabolizar glucosa y fructosa, pero por gluconeogénesis son capaces de
metabolizar compuestos lipidicos, formados en el micelio intrarradical, y desde

alli trasnportados al micelio extrarradical (Bago et al. 2002).

La importancia de las micorrizas en la nutricion mineral de las plantas es, sin
duda, uno de los aspectos més estudiados de la simbiosis por su repercusion en el
desarrollo vegetal. La mejora nutricional que ocasiona a la planta el establecimiento
de la simbiosis se podria deber a varias causas, como son: i) el aumento del
volumen de suelo explorado, al actuar las hifas del hongo como un sistema radical
complementario altamente efectivo; esto se verifica sobre todo en nutrientes que
difunden con dificultad en la solucion del suelo (Barea 2000); ii) una mayor
competitividad de las hifas del hongo con respecto a otros microorganismos del
suelo que la presentada por las propias raices ( Linderman 1992); iii) una mayor
afinidad de los transportadores del hongo respecto de los de la planta ( Cress et al.
1979); iv) la posibilidad de absorber fuentes de nutrientes minerales no
disponibles a la propia planta (Clark y Zeto 2000), entre otras como la actividad
de absorcién a potenciales hidricos menores.

Entre los nutrientes cuya absorcion favorece la formacion de micorrizas,
esta el P el cual es uno de los mas importantes, por tratarse de una
macronutriente, y ademas por que entre un 95 y un 99 % del fosforo presente
en el suelo se encuentra de forma no disponible para la planta (Bieleski, 1973).
En general, la micorriza permite una mayor absorcion de P que una raiz simple
(Jia et al., 2004), llegando en algunas especies a ser responsables del 100% de

la absorcion de P (Smith et al. 2004).
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Respecto a los mecanismos implicados en la absorcion, transporte y
transferencia de P por las hifas del hongo en la planta, se puede sefalar que la

absorcién de P como i6n ortofosfato es un proceso réapido y eficiente. Esto
debido a la existencia de transportadores de H2PO4 de alta afinidad en las
hifas del hongo (Maldonado- Mendoza et al., 2001), aunque operan asociados a

un simporte de H™ creado por distintas H*- ATPasas (Requena et al., 2003). El

H2PO4 absorbido es rapidamente transformado en polifosfato en el micelio

extrarradical (Ezawa et al., 2004). Los polifosfatos se acumulan
fundamentalmente a nivel de vesiculas intracitopladsmicas (Rasmussen et al,
2000), y en ellas son transportados hasta el micelio intrarradical mediante
corrientes citoplasmaticas (Olsson et al., 2002). Ya en el micelio intrarradical, el

polifosfato es hidrolizado por diversas fosfatasas alcalinas (Aono et al., 2004).
El paso del H2PO4' liberado hacia la matriz interfacial todavia no se ha descrito,

aunque probablemente ocurre de forma pasiva, a favor de un gradiente de

concentracion. Si se ha descrito la existencia de varios transportadores de

H2PO4  , que se expresan especificamente en células colonizadas por

arbusculos (Harrison et al., 2002), y que son responsables de la entrada de P
en la célula hospedera.

Las hifas de los HMA presentan ademas la capacidad de absorber tanto
NO3™ como NHa" del suelo (Hawkins y George 2001), y se ha estudiado la

posibilidad de que pueden también absorber cantidades importantes de N

organico (Hawkins et al., 2000). Se ha descrito la existencia de un transportador

de alta afinidad por NHa" expresado en las hifas extrarradicales de Glomus
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intrarradices (LOpez- Pedroza et al, 2006). Es probable que exista un sistema
GS/GOGAT para la similacion de N inorganico por parte de hifas de micorrizas
arbusculares ademas de una actividad nitrato reductasa (Bago et al, 2001).

Por otra parte, plantas micorrizadas en sistemas bicompartimentados,

suplementadas con 15N- Gly como Unica fuente de N en el compartimiento de

desarrollo exclusivo de hifas extrarradicales del hongo MA, alcanzaron hasta los

150 nmol de °N por gramo de raiz, lo que demostraria la capacidad del micelio

extrarradical de hongos MA de transportar el N en forma de aminoacidos
(Hawkins y George, 2000). Existen ademas evidencias de que el ciclo de la
urea estaria implicado en la formacion de arginina en las hifas extrarradicales,
la cual asociada a polifosfatos en las vacuolas seria el medio de transporte de N
desde la zona extrarradical hacia las hifas intrarradicales, habiéndose
encontrado altas concentraciones de arginina especialmente en el sistema
vacuolar ( Govindarajulu et al., 2005). Se debe considerar separadamente las
partes sintetica (en el micelio extrarradical) y degradativa liberandose la arginina
junto con los iones fosfato por hidrélisis de los polifosfatos en el micelio
intrarradical, siendo poco probable la salida desde las hifas del hongo a la
matriz interfacial, ya que con ello representaria una importante pérdida de C
para el hongo, se ha demostrado la ausencia de un flujo carbonado desde el

hongo a la planta (Fitter et al., 1998). La probable via de degradacién de la

arginina seria a la ornitina, urea y, finalmente a NH4", hipétesis que esta

reforzada por el hecho de que se ha encontrado ornitina en cantidades

importantes en las estructuras del hongo y actividad ureasa en las hifas (Bago
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et al., 2001).

2.8 Ecofisiologia de los hongos MA.
A pesar de la universalidad de las micorrizas arbusculares hasta el

momento no se ha prestado suficiente atencion al papel que juegan sobre la
diversidad, estabilidad y productividad de los ecosistemas terrestres. En cuanto
a la autoecologia de los hongos, se sabe que sus niveles poblacionales son
altamente variables y dependientes de una serie de condiciones ecoldgicas,
como son los niveles nutricionales y de pH de suelo, la temperatura, la
humedad etc., y por diferentes practicas agronémicas ( fertilizacion, practicas
fitosanitarias, labranza del suelo, etc...) cuando se trata de agroecosistemas
(Gavito y Miller, 1998). Resulta por tanto dificil llegar a conclusiones respecto de
los efectos que los distintos factores, asi como sus interacciones, presentan
sobre las poblaciones de hongos MA (Brundrett, 1991). Por otra parte existe
una marcada estacionalidad tanto en la actividad de la simbiosis, como en la

presencia de propagulos infectivos por parte del hongo (Kabir et al., 1997).

Otra importante funcién ecoldgica de la asociacidbn micorricica es la
estabilizacion de la estructura del suelo, dado que las hifas del hongo pueden
formar una red mediante la cual enlazan las particulas del suelo (Borie et al.,

2000).

2.9 Distribucién espacial de los hongos formadores de micorrizas
arbusculares

Conocer la distribucién espacial de las especies es necesario para
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entender el funcionamiento de los ecosistemas. Se puede estudiar a gran
escala, distinguiendo entre diferentes biomas (taiga, tundra, tropical,
mediterraneo, etc) o disminuyendo el punto de enfoque hasta hablar de habitat
o de nicho. A gran escala sabemos que las diferentes condiciones climaticas y
edaficas dan lugar a dominancia de diferentes tipos de HM en cada bioma

(Read, 1991).

Opik y colaboradores (2006) observaron que las comunidades de HMA
difieren entre ecosistemas y que la diversidad de taxones disminuye del bosque
tropical al pastizal, al bosque templado y a los ecosistemas degradados. Estos
datos a gran escala sirven para conocer su distribucion a nivel global; sin
embargo, si el objetivo es estudiar como afecta la distribucion a las
interacciones entre las comunidades de HMA y plantas es necesario reducir la
escala de estudio.

En los Ultimos afios han aumentado las investigaciones que buscan
definir los factores abiéticos y biéticos que condicionan la estructura espacial de
las comunidades de HMA. Se ha demostrado que factores abibticos como la
humedad (Wolfe et al., 2006), la estructura (Lekberg et al., 2007) y composicién
quimica del suelo (Fitzsimons et al., 2008) se correlacionan con la distribucion
espacial de las comunidades de HMA. Sorprendentemente, los ultimos estudios
parecen indicar que es el nivel de N y no el de P el que mas influye en la
distribucion de las HMA (Fitzsimons et al., 2008), mientras que cabria pensar
que al ser el P la principal contribucion a la planta por parte de las micorrizas,

fuese este el que mas afectase. Se ha demostrado que existe una correlacion
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negativa entre el N en el suelo y la presencia de HMA (Santos et al., 2006),
mientras que existe una falta de respuesta de las MA a la disponibilidad de P
(Fitzsimons et al., 2008).

Por otro lado Mummey y Rillig (2008) detectaron diferencias significativas
en la diversidad y abundancia de HMA entre parches de suelo situados a
distancias menores de 1 metro. Estas diferencias pueden condicionar la
estructura de la vegetacion ya que los HMA facilitan el establecimiento y
supervivencia de las plantulas (Van der Heijden, 2004).

Conocer en profundidad la composicion y distribucion de las
comunidades de HM es el primer paso para entender su ecologia. Con los
altimos estudios se estan desvelando patrones de interaccion complejos entre
las comunidades de HMA y de plantas, por lo que es necesario realizar mas
muestreos en zonas estratégicas y desarrollar metodologias mas sensibles para
la deteccion de todas las especies de HMA (PCR a tiempo real, cebadores mas
especificos, etc).

2.10 Relacién HMA - hospedero

Las plantas presentan respuestas de defensa frente a la posible invasion
de microorganismos que impiden o dificultan la entrada de éstos en sus células;
sin embargo, aunque en la asociacion con HMA, las plantas generan
respuestas de defensa, éstas son débiles, localizadas en células especificas y
no impiden la colonizacion del hongo (Garcia-Garrido y Ocampo, 2002). Lo
anterior puede estar asociado a mecanismos de regulacién de las respuestas

de las plantas o debido a la baja capacidad del hongo de inducir respuestas de
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la planta (Garcia- Garrido y Ocampo, 2002). Con el reconocimiento del HMA se
activa el sistema de defensa de la planta mediante sefales especificas,
elicitores, que pueden ser producidos por el microorganismo (ex6genos) o por
la planta (endégenos). Una vez percibido el elicitor ocurre una serie de cambios
bioquimicos que permiten una rapida respuesta de la célula del hospedero y
llevan a la activacion de genes relacionados con la respuesta de defensa de la
planta (Somssich and Hahlbrock, 1998).

La compatibilidad de las plantas con los HMA depende de sefiales especificas
bioquimicas y genéticas, en todas las fases de desarrollo de la simbiosis, que
permiten el reconocimiento, la colonizaciébn y el intercambio de nutrientes
(Kogel, 2008). La simbiosis HMA-planta requiere de un reconocimiento y una

armonizaciéon de procesos en el espacio y en el tiempo bastante complejos, que

lleven al establecimiento de la simbiosis (Requena et al., 2007).

2.11 Sefiales de reconocimiento en la fase asimbiética
La primera sefal es dirigida por la planta al hongo por medio de

exudados de la raiz, que se producen especialmente en plantas sometidas a

estrés por Piy que no estan previamente micorrizadas (Paszkowski, 2006).

En la fase asimbidtica se presentan sefiales bioquimicas relacionadas con
compuestos volatiles que forman parte de los exudados de las raices. Uno de
ellos es el CO2, que es fundamental para la germinaciéon de esporas y el
crecimiento de la hifa germinativa (Bécard y Piché, 1989). Estudios fisiol6gicos
han mostrado que, aunque la espora tiene capacidad de almacenar
carbohidratos en forma de lipidos y azucares, el CO:z es una de las fuentes de

carbono necesario para el crecimiento de la hifa (Bago et al., 2000). Sin
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embargo, éste no es el Unico compuesto involucrado en esta fase. Los
exudados de las raices contienen diferentes tipos de compuestos y hormonas
que favorecen la germinacion de esporas, el crecimiento y ramificacion de la
hifa germinativa y la localizacion de las raices del hospedero (Requena et al.,
2007). Antes de que la hifa agote sus reservas debe ser capaz de localizar las
raices e iniciar la formacion del apresorio (Bécard y Piché, 1989), ya que
aungue los exudados de las raices estimulan el crecimiento de hifas, no pueden
mantener en forma indefinida su crecimiento, ni inducen la formacién del
apresorio. Por lo anterior se plantea la existencia de sefiales tigmotroficas o
metabolitos secundarios producidos por la planta, requeridos para el
establecimiento de la simbiosis (Requena et al., 2007).

Aunque la colonizacion de las raices es controlada por la planta
(Bonfante et al., 2000), el hongo debe ajustar su programa celular, lo cual se ha
evidenciado con la identificacion del gen GmGn1, posiblemente relacionado con
sefales de reconocimiento, el cual es sub-regulado bajo simbiosis (Requena et
al., 2002). Este gen tiene similaridad con GTPasas, que controlan apoptosis,
sugiriendo que puede detener el crecimiento del hongo cuando no se encuentra
un hospedero compatible o puede detectar la ausencia de sefiales de la planta,
induciendo septacion de la hifa germinativa (Requena et al., 2002). La
comunicacion plantahongo no sélo modifica la expresion de genes del hongo,
sino que es capaz de inducir modificacion transcripcional de proteinas del
hongo (Requena et al., 2007).

Otros compuestos de los exudados de las raices, los flavonoides,

favorecen ramificacion de hifas (Vierheilig y Piché, 2002); sin embargo, raices
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de maiz deficientes en produccion de flavonoides, son colonizadas por HMA,
mostrando que los flavonoides no son esenciales para este proceso (Siqueira et
al., 1991). Uno de los compuestos de los exudados de las raices, denominado
“factor de ramificacion”, que induce una amplia ramificacién de hifas, fue
identificado en Lotus japonicus como una strigolactona, la cual ha demostrado
ser una sefial de fundamental importancia en el desarrollo de la simbiosis
(Akiyama et al., 2005).

Las strigolactonas han sido aisladas de raices de un gran numero de
plantas, a pesar de los bajos niveles en que se encuentran y de la inestabilidad
del compuesto, encontrandose mayor concentracion en plantas capaces de
establecer simbiosis y en concentraciones bajas de Pi (Akiyama and Hayashi,
2006). La primera respuesta de HFMA es la induccién de una fuerte actividad
mitocondrial y el incremento en respiracion, antes de iniciar una fuerte
ramificacion de hifas (Akiyama y Hayashi, 2006). Las strigolactonas también
parecen actuar como atrayentes quimicos, con efectos quimiotréficos a
distancias cercanas a 910um (Akiyama y Hayashi, 2006). Aparentemente, el
estimulo producido por la strigolactona en el hongo es necesario para que el
hongo produzca los factores Myc y active la expresion de genes ENDO11
(Akiyama y Hayashi, 2006).

Hause y colaboradores (2007) presentan un resumen acerca del efecto
de las hormonas en la micorrizacion de raices, encontrandose que citoquininas
y auxinas tienen un efecto positivo en el crecimiento del hongo, las giberelinas

presentan respuestas tanto positivas como negativas en el hongo formador de
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MA, el acido jasmoénico muestra respuestas positivas cuando se encuentra en
bajas concentraciones y negativas cuando las concentraciones son altas, el
etileno presenta respuestas negativas y el acido salicilico (AS) no afecta la

micorrizacion.

2.12 Seiiales de reconocimiento en la Fase Simbidtica
La activacion de expresion de genes Endo en el hospedero, producida por

HMA, permite a la planta localizar las células en las cuales las hifas del hongo
hacen contacto para la formacion del apresorio (Kosuta et al., 2003). Esta sefial,
acompafada de factores Myc, activa una serie de cambios celulares que llevan
a formar un aparato de prepenetracion (APP), especie de canal por donde la
hifa fungica posteriormente va a ingresar a la célula (Genre et al., 2005). El
proceso inicia con la localizacion del nucleo inmediatamente debajo del
apresorio y su posterior movimiento a través de la célula, sefialando la zona en
la cual se debe formar el APP dentro de una columna de citoplasma,
acompafada de un manojo de microtubulos y microfilamentos que se localizan
paralelos a la columna y asociado con una region densa de cisterna del reticulo
endoplasmatico. Una vez penetra en la célula, la hifa sigue el camino definido
por el citoesqueleto y las estructuras del reticulo endoplasmatico al interior de la
columna. Paralelamente, se produce la expresion de genes Endo en las células
epidermales (Genre et al., 2005). Esta sefal es repetida en las células de la
epidermis marcando el camino de colonizacion de las hifas. Una vez que el
hongo alcanza las células corticales se producen sefiales especificas para la

formacion del arblsculo. En este punto la reorganizacién celular es mas
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drastica para permitir la ramificacion de la hifa que genera el arblisculo y para la
formacién de la membrana peri-arbuscular, lugar de intercambio de nutrientes
entre la planta y el hongo. Se observa fragmentacion de la vacuola, migracion
del ndcleo, reorganizacion del citoesqueleto, modificacion de plastidios vy
activacion de genes relacionados con el transporte de Pi (Reinhardt, 2007). Una
vez que el arbusculo finaliza su ciclo, la célula recupera su estructura original
(Genre et al., 2005). Los cambios morfoldgicos estan acompafiados de cambios
bioguimicos, expresion de genes que permiten la reorganizacion celular, la
formacion de membranas, el intercambio de nutrientes (Breuninger and
Requena, 2004) y la produccién de proteinas (Mathesius, 2009).

Para que los cambios a nivel de célula ocurran se requiere de la
activacion de genes mediante una cascada de sefales; este proceso es similar
al que ocurre en la simbiosis leguminosas-rizobio, por lo que se le ha llamado
via comun Sym (Catoira et al., 2000). Esta similaridad se observa a nivel
molecular, citolégico y genético (Parniske, 2000). Se ha encontrado que los
factores Nod requeridos en la simbiosis leguminosa-rizobios también son
requeridos en la asociacion planta—HMA (Oldroyd and Downie, 2006). En
Medicago trunculata se han encontrado tres (al menos) genes (Catoira et al.,
2000) y en L. japonicum, siete (al menos) genes, involucrados en esta via Sym
y presentes en las dos simbiosis (Kistner et al., 2005). Oldroyd y Downie (2006),
con base en la revision de este proceso, proponen un modelo para la via de
sefalizacion Sym, con la participacion de receptores de quinasas especificos

para rizobios (NFR1 y NFR5) asociados a la percepcién de los factores Nod (en
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HMA deben existir receptores similares para factores Myc, pero aun no se han
identificado) y receptores DMI2/SYMRK que participan en las dos simbiosis.
Una vez que se produce el reconocimiento de factores Nod (y posiblemente
Myc) se genera una cascada de fosforilacion en la membrana plasmatica,
posiblemente ligada a los cambios que sufre el calcio a nivel nuclear, con la
participacion de segundos mensajeros (productos de fosfolipasas Cy D — PLCy
PLD), los cuales, ademas de regular la fosforilacion, activan los canales de
cationes DMI1/Pollux y Castor.

Para la percepcion de los factores Nod en la membrana plasmatica se
requiere la induccion de oscilaciones de Ca en el ndcleo y la participacion de
una nucleoporina (NUP133) que permite la entrada del segundo mensajero al
ndcleo, para activar los canales de Ca en el interior y en el exterior de la
membrana nuclear. Las bombas de Ca requieren ATP para su movilizacion en
contra del gradiente de concentracién y para mantener un nivel adecuado del
elemento almacenado. Lo anterior genera la activacion de proteina quinasa,
dependiente de Ca y calmodulina (CCaMK), localizada en el nucleo, para
regular la nodulacién por medio de la activaciéon de la expresion de genes
nodulin. Genes de simbiosis temprana DMI3, codifican para la CCaMK,
importante en la simbiosis, ya que regula la morfogénesis del nddulo y es
requerida para la simbiosis con HMA, posiblemente para activar la respuesta de
la planta (Oldroyd and Downie, 2006). En la asociacion con HMA se activan
genes que permiten la reorganizacién de la células del hospedero para la

formacion del APP y metabolismo (Reinhardt, 2007).
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2.13 Respuestas de defensa de la planta

La existencia de plantas no hospederas es una de las evidencias de que
los HMA pueden generar respuestas de defensa en las plantas y el uso de
mutantes Myc- ha permitido observar la acumulacion de calosa, produccién de
proteina PR1 y fenoles, como respuesta a los HMA. En estados tempranos, una
vez se percibe el elicitor del hongo, se presentan sefiales de transduccion y
activacion de genes de defensa (Garcia-Garrido and Ocampo, 2002). Glomus
intraradices produce un elicitor capaz de generar sintesis de fitoalexinas en
soya y Medicago truncatula inmediatamente después del primer contacto con el
HMA (Bonanomi et al., 2001). En M. truncatula se han reportado respuestas
hipersensibles en células de ingreso de la hifa (Salzer et al., 1999) y necrosis y
muerte celular en puntos de infeccion de Gigaspora margarita (Douds et al.,
1998). En etapas de formacién de apresorio y penetracién de hifas se observan
otro tipo de respuestas de defensa, como son el incremento de la actividad de
catalasas y peroxidasas en tabaco (Blilou et al., 2000a), cebolla y frijol (Spanu
and Bonfante-Fasolo, 1988), las cuales pueden estar acompafiadas de
acumulacion de AS y expresion de genes que codifican para proteinas de
transferencia de lipidos (LPT) y fenilalanina amonio lipasa (PAL), como ocurre
en tabaco y arroz, mostrando que la induccion de estos genes (Pal y Ltp) esta
relacionada con respuestas de defensa de la planta (Blilou et al., 2000b).
Plantas de tomate micorrizadas muestran alteraciones en patrones de
isoenzimas y cambios bioquimicos de enzimas relacionadas con mecanismos

de defensa, quitinasa, quitosanasas y B-1,3 glucanasas (Pozo et al., 1996,
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1998).

La respuesta mas fuerte se presenta en las etapas posteriores, la cual
esta localizada en las células que contienen arbusculos, posiblemente como un
mecanismo de control de la dispersion de hifas y formacion de arbdsculos
(Garcia-Garrido and Ocampo 2002). Se encuentra una acumulacion de mRNA
de genes asociados con respuestas de defensa, dentro de los cuales es
importante resaltar: las enzimas relacionadas con metabolismo de
fenilpropanoides (flavonoides e isoflavonoides) (Harrison and Dixon, 1994);
especies reactivas al oxigeno (ROS) (Blee and Anderson, 2000) e hidrolasas de
plantas (Salzer et al., 2000). Los incrementos en flavonoides e isoflavonoides
dependen de los genotipos de los simbiontes (Harrison and Dixon, 1994), y en
la asociacion con rizobios estimulan la simbiosis, por lo que se considera que

con HMA puede ocurrir un proceso similar (Harrison, 1999).

Un aspecto importante es la presencia de transcriptores de catalasas y
peroxidasas en células con arbusculos (Blee and Anderson, 2000), las cuales
pueden estar asociadas al catabolismo del peroxido de hidrégeno o en
reacciones cruzadas de proteinas-polisacaridos en la interfase arbusculo-
membrana plasméatica. Se consideraque la expresion de enzimas quitinasas y
3- 1,3-glucanasa durante la simbiosis, puede estar asociada con el control del
crecimiento intrarradical del hongo (Salzer et al., 2000), observandose que la
acumulacion de R- 1,3-glucanasa, pero no de quitinasas, esta inversamente

relacionada con la concentracion de Pi (Lambais and Mehdy, 1998).
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La actividad enzimética y los patrones de acumulacién de enzimas
pueden formar parte de las respuestas de defensa de la planta. La induccién
especifica de genes de la familia quitinasa clase Il en M. truncatula juega un
papel en la supresion de respuestas de defensa de la planta en los estados
tardios de la simbiosis (Salzer et al., 2000). Finalmente, en fases tardias de la
simbiosis se encuentran genes relacionados con senescencia y estrés como
glutathione-S-transferase  (Prpl), que pueden estar relacionados con

degradacion del arbusculo (Franken et al., 2000).

2.14 Atenuacion de los mecanismos de defensa
Para que la asociacion planta-HMA pueda establecerse se requiere una

reduccion de la respuesta de defensa de la planta. Dentro de los posibles
mecanismos, considerados en la revision realizada por Garcia-Garrido vy
Ocampo (2002), se encuentran: la degradacién de elicitores exdgenos y/o
prevencion de elicitores enddgenos; alteracion de la via de sefiales de
transduccion, y flujos de nutrientes y de hormonas.

Degradacion de las moléculas elicitoras. Algunas hidrolasas se
expresan durante la simbiosis y pueden actuar rompiendo las moléculas de los
elicitores del HMA, (Salzer et al., 2000). Estas hidrolasas deben ser producidas
por la planta y estar reguladas por los niveles de Pi, ya que la primera sefial de
reconocimiento hongo-planta se produce en condiciones de deficiencia de Pi
(Akiyama et al., 2005). Este factor no ha sido identificado y por tanto la
participacion de quitinasas en la degradacion del elicitor es objeto de

controversia (Salzer and Boller, 2000). La prevencion de la formacion de
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elicitores enddgenos no parece ser el mecanismo de atenuacién, debido a que
los HMA producen cantidades muy bajas de enzimas capaces de degradar la
pared celular del hospedero, las cuales son utilizadas para la penetracion de la
hifa (Garcia-Garrido et al., 2000).

Alteracion de la via de sefiales de transduccion. Mediante el bloqueo de
alguno de los componentes, como el AS o ROS, implicados como segundos
mensajeros en la simbiosis con HMA. La produccién de compuestos oxidativos
en la colonizacion se refleja en alteraciones en los patrones de enzimas
antioxidantes como catalasa y peroxidasa (Lambais, 2000). La degradacion de
peréxido de hidrogeno por catalasas puede, potencialmente, ser un mecanismo
para evadir la activacion de genes de respuesta de defensa de las plantas; esta
actividad estd regulada por la capacidad de colonizacién del HMA y por las
concentraciones de Pi (Lambais, 2000). En el tabaco se ha observado que los
incrementos transitorios en las actividades de catalasas y peroxidasas se
correlacionan con incrementos temporales de AS (Blilou et al., 2000a). Aunque
no se conoce claramente el papel del AS en la simbiosis, los incrementos en la
concentracion no impiden la formaciéon de apresorio, pero producen una
reduccion transitoria de la micorrizacion de raices, sugiriendo que la regulacion
de respuestas de defensas de la planta puede darse a través de la via del AS
(Blilou et al., 2000b). Plantas de tabaco incapaces de acumular AS (NahG)
presentaron mayor micorrizacion que plantas silvestres, y mutantes Nod- y Myc-
de arveja, mostraron acumulacion de AS a través del tiempo (Blilou et al.,

2000D).
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Flujos de nutrientes y hormonas.Los niveles de fosfatos y carbohidratos en la
planta estan, respectivamente, negativa y positivamente relacionados con la
colonizacion de HMA (Jasper et al., 1979). Aungue el mecanismo preciso y las
bases moleculares relacionadas con la posible inhibicion de colonizacion en
altos niveles de Pi se desconocen, es posible que exista un mecanismo de
sefalizacion que detecte los niveles de Pi, de forma tal que en plantas con altos
niveles de fosfato se presente una sobreregulacion de los genes asociados con
la defensa de la planta (Lambais, 2000). Por otra parte, las células con
arbusculos son los mayores vertederos de sucrosa, debido a las necesidades
metabdlicas de estas células y a los requerimientos del hongo. En estas células
se presenta correlacion positiva de los incrementos en flujos de sucrosa,
glucosa y fructosa con aumentos en la activacion de genes de defensa (Blee
and Anderson, 2000) y con resistencia sistémica (Herbers et al., 1996).

Los niveles de hormonas varian diferencialmente en la simbiosis,
observandose reduccion en los niveles de etileno (Vierheilig et al., 1994) e
incremento en los de citoquininas (Ginzberg et al.,, 1998). Las citoquininas
actuan como factores que suprimen la actividad quitinasa (Shinshi et al., 1987)
y los niveles elevados de citoquininas en raices micorrizadas pueden suprimir la
induccion de algunos genes que codifican proteinas PR, especificamente de
quitinasa y glucanasa. Sin embargo, el papel de las hormonas en la regulacion
de las respuestas de defensa, en simbiosis, no es muy claro (Shaul et al.,
2000).

La respuesta de la planta se refleja en el tipo de colonizacion de las
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células de la corteza radical, encontrandose dos tipos de estructuras: hifas tipo
“Paris” e hifas tipo “Arum” (Genre et al., 2008). Por su parte, los HMA también
presentan diferentes patrones de crecimiento intrarradical, encontrandose que
Glomus coloniza abundantemente las raices y ubica su micelio extrarradical
muy cerca de la raiz, mientras que Gigaspora 0 Scutelospora presentan
pequefios parches de colonizacion en las raices y su micelio extraradical se
expande ampliamente en la rizésfera (Parniske, 2004, 2008).

La reprogramacion de la planta para lograr la compatibilidad con el
HFMA, que sigue después de las sefales de reconocimiento, probablemente
explica la supresion de las defensas de las plantas, indicando que es la
comunicacién planta — hongo lo que prima en este tipo de interaccion (Oldroyd
et al., 2009).

El control de la simbiosis esta regulado por la planta, practicamente en
todas las fases de desarrollo. Es la planta la que genera la primera sefial de
reconocimiento y permite la entrada de HFMA a sus células, generando
respuestas de defensa a niveles suficientemente bajos para no impedir el
ingreso del hongo. Sin embargo, aun se desconoce si HFMA generan sefiales

que facilitan el debilitamiento de las respuestas de defensa de la planta.

2.15 Ventajas de las micorrizas en los agroecosistemas
En los ecosistemas y agroecosistemas, los HMA, son de gran

importancia debido a que mediante la simbiosis las plantas pueden obtener
nutrientes minerales del suelo, mejorar su tolerancia a estreses bidticos y

abidticos, reducir competencia entre plantas mediante la transferencia de
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carbono a través de la red de hifas extraradical (Simard y Durall, 2004) y
modular la diversidad y productividad de plantas (Van Der Heijden et al., 1998).
Dado que la simbiosis es un proceso reciproco planta-hongo, es importante
conocer también el papel de la comunidad de plantas en la estructura y
diversidad de la comunidad de HMA (Burrows y Pfleger, 2002). Los beneficios
de la simbiosis en el hospedero se observan en supervivencia, productividad
(cantidad y calidad) (Goverde et al., 2000), morfologia de planta y capacidad
reproductiva (Xiaohong y Koide, 1994). Diferencias en crecimiento micelial y
estrategias de toma de fosforo observadas entre especies de HMA pueden
jugar un papel importante (Smith et al., 2000), y podria incluso significar que
una amplia diversidad de HMA, puede estar relacionada con un incremento en
la eficiencia de extraccidbn de nutrientes y por lo tanto en los beneficios al
hospedero (Kernaghan, 2005) y explicaria la presencia de diversos HMA en
suelos y en raices (Lodge, 2000).

La fisiologia de la planta micorrizada cambia completamente cuando se
asocia al hongo. Mediante el micelio externo, el contacto entre las raices y el
medio se incrementa considerablemente. La inoculacion con hongos
formadores de micorrizas son conocidos por incrementar el crecimiento de
muchas especies de plantas. Es atribuido un incremento en la toma de
nutrientes, especialmente los de difusién limitada tales como: P, Zn, Cu, etc,;
produccion de sustancias promotoras de crecimientos, tolerancia a estrés
hidricos; salinidad, estrés por trasplante; resistencia a plantas por fitopatbgenos

e interaccion sinérgica con otros microorganismos benéficos del suelo (Boby, et
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al; 2008). Las plantas micorrizadas crecen mejor que las no micorrizadas en
suelos infértiles, por producir un incremento en la nutricibn mineral a través de
las hifas, quienes ayudan a explorar un mayor volumen de suelo que los pelos
radiculares de las mismas plantas (Rajan et al., 2000). El incremento en la
nutricion mineral aumenta los contenidos de clorofilas y como consecuencia una
alta tasa fotosintética (Feng et al., 2002). Los HMA interactian con una amplia
diversidad de microorganismos del suelo en las raices, en la rizosfera y en la
masa del suelo. La interaccién puede inhibir o estimular, aunque estos hongos
no pueden fijar biologicamente el nitrégeno atmosférico, incrementan la fijacion
de este compuesto porque interactlan positivamente con los fijadores de
nitrogenos (Barea et al., 1992). Combinacién de inoculacién de hongos
micorrizicos con microorganismos solubilizadores de fosfatos produce una
mayor absorcion de nitrogeno y fosforo e incrementa la produccion de las

plantas en suelos deficientes con nutrientes (Singh y Kapoor, 1999).

2.16 Factores que afectan la colonizacion de micorrizas en campo
Entre los multiples factores bidticos y abidticos que afectan la

composicién de las comunidades de HMA, la estructura de la comunidad de
plantas es determinante debido a su preferencia por HMA (Kernaghan, 2005).
La estructura y funcion de comunidades de micorrizas también puede variar con
la edad de la planta, especialmente en especies perennes 0 semiperennes, y se
ha encontrado, empleando métodos moleculares de evaluacion, que los HMA
dominantes en plantulas recién germinadas de especies forestales tropicales

eran reemplazadas por otros tipos de HMA al realizar evaluaciones un afilo mas
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tarde, mas aun, plantas de diferentes edades en un mismo sitio, presentaban

diferentes comunidades de HMA asociadas a ellas (Husband et al., 2002).

En condiciones de campo, plantas micorrizadas sometidas a estrés
hidrico muestran mejores respuestas a irrigacion post estrés en produccion y
biomasa, que plantas no micorrizadas. Los mecanismos asociados al
incremento en tolerancia al estrés hidrico de plantas micorrizadas estan
relacionados con el incremento en toma de agua por las hifas, alteracién de
niveles de hormonas que producen cambios en conductancia estomatal (Driige
y Schénbeck, 1992) Sanchez (1999), mejoramiento nutricional del hospedero
(Johnson y Hummel, 1985) y mejoramiento de la recuperacion de la planta
después del estrés manteniendo un continuo raiz-suelo (Sweatt y Davies,
1984). Los efectos del exceso de agua de los suelos sobre HMA, no se han sido
evaluados ampliamente, aunque se ha encontrado asociacion micorricica en
plantas acuéticas y de zonas inundadas (Dhillion y Ampornpan, 1992) con
excepcion de aquellas pertenecientes a las familias Cyperaceae y Juncaceae.
El efecto de la compactaciéon del suelo se refleja en caracteristicas del suelo
como la estructura, porosidad, potencial hidrico, susceptibilidad a la erosion y
crecimiento de la planta, especialmente del sistema radicular (Horn y Lebert,
1994) con cambios en longitud de raiz, peso seco, toma de Pi y capacidad de
formacion de micorriza con Gigaspora margarita, que se refleja en el

crecimiento de Cajanus cajan (Yano et al., 1998). Otro factor fisico que afecta el
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funcionamiento de las micorrizas arbusculares, es la intensidad del pastoreo
producidos por animales herbivoros.

El efecto de la compactacion del suelo se refleja en caracteristicas del
suelo como la estructura, porosidad, potencial hidrico, susceptibilidad a la
erosion y crecimiento de la planta, especialmente del sistema radicular (Horn y
Lebert, 1994) con cambios en longitud de raiz, peso seco, toma de Pi y
capacidad de formacion de micorriza con Gigaspora margarita, que se refleja en
el crecimiento de Cajanus cajan (Yano et al., 1998). Otro factor fisico que afecta
el funcionamiento de las micorrizas arbusculares, es la intensidad del pastoreo

producidos por animales herbivoros.

Perez y Fuentes (2009), encontraron que en el proceso de modelacién
logistica de la densidad poblacional de HMA en funcion de parametros fisicos-
quimicos; los factores que mejor explican el fenébmeno de la esporulacion de
hongos formadores de micorrizas asociados en rizésfera de pasto colosoana
fueron el pH y el Potasio. Estudios realizados por Pérez y Peroza, (2010), para
establecer relacion entre el proceso de esporulacion y colonizacién de HMA
asociados al pasto angleton en funcién a factores fisico-quimico y de salinidad
de los suelos de fincas ganaderas del municipio de Tola-Colombia,
determinaron varios modelos matematicos para predecir dichos procesos. Los
resultados obtenidos a través de modelos matematicos construidos para
densidad poblacional de esporas de HMA en funcion de parametros fisicos-
quimicos, indican que la abundancia de esporas de HMA en los suelos esta

directamente relacionada a la concentracion de los elementos intercambiables
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de magnesio (Mg), sodio (Na) y de los valores de densidad aparente (Da) e
inversamente relacionada a los valores de Cobre (Cu) y Manganeso (Mn). La
colonizacion de HMA esta directamente relacionada a los valores de los
elementos intercambiables de potasio (K) y sodio (Na), de zinc (Zn) y del
porcentaje de hidrogeno en los suelos e inversa a los valores de los elementos
de Cay Mg intercambiable.

Mientras que los modelos mateméticos construidos para densidad
poblacional de esporas de HMA en funcién de salinidad, indican que la salinidad
interfiere directamente con el nimero de espora de esporas de HMA en los
suelos en presencia de pardmetros como pH, SO4, magnesio (Mg), sodio (Na),
porcentaje de sodio intercambiable (PSI) y el porcentaje de sodio en partes por
mil (S/00) e inversamente relacionada a la conductividad eléctrica (CEE) y la
colonizacion de estos HMA en raices esta directamente relacionada a los
valores de los elementos intercambiables de potasio (K) y sodio (Na), de zinc
(Zn) y del porcentaje de hidrogeno en los suelos e inversa a los valores de los

elementos de Ca y Mg intercambiable (Pérez y Peroza, 2010).

2.17 Poblaciones de HMA en ecosistemas naturales
Existe muy poca informacion de los HMA en ecosistemas naturales, sin

embargo han surgido evidencias de que la diversidad es mayor que la que se
ha inferido a partir de estudios morfologicos de esporas. Las poblaciones en
diferentes ecosistemas, sobre la base de conteo de esporas, varian entre 5y 25
especies diferentes. Este numero depende de las especies hospederas

involucradas. EI numero de esporas no siempre esta bien correlacionado con el
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grado de formacion micorrizal (Brundrett, 1991) y su orcentaje de germinacion
varia en diferentes tiempos del afio (Gemma et al., 1989).

La composicidon de una especie de HMA puede ser explicada
como una respuesta a los cambios en la comunidad de plantas, ya que la
naturaleza obligada de los simbiontes de HMA une el crecimiento y la
reproduccion tanto de la planta hospedera como del hongo a las condiciones
del suelo (Hendrix et al., 1995). En estudios de campo se ha mostrado que la
secuencia de cosechas modifica la comunidad de HMA y la composicién de
especies. La predominancia de una sola especie de HMA para cada cosecha se
desarrollo en secuencias continuas de maiz y soya (Johnson et al., 1991),
favoreciendo las especies benéficas para la cosecha y reduciendo la poblacion
de especies de HMA menos benéficas (Johnson et al., 1992 a).

Cuando los ecosistemas son perturbados, por ejemplo por monocultivos
o por utilizacién de pesticidas la dinamica de la comunidad es perturbada y se
puede desarrollar un sesgo hacia pocos e incluso un hongo dominante
(Johnson et al., 1992 a).

Aungue los estudios poblacionales de hongos micorrizales de MA estan
basados en caracteres morfoldégicos de los cuerpos fructificantes, esporas,
micelios vegetativos o0 estructuras simbidticas, la aproximacion es todavia
limitada dado que los factores que influencian la esporulacion de una especie
individual son poco entendidos y no pueden ser extrapolados hasta la extension
de colonizacion vegetativa de diferentes especies de plantas. Las poblaciones

de esporas proveen solo una indicacién relativa de la abundancia y la
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composicién de especies de poblaciones fungales de MA sin embargo los
estudios moleculares de la diversidad de los hongos (Van Tuinen et al., 1994)
en ecosistemas naturales pueden ofrecer un mejor medio de identificacion para
informacion sobre poblaciones, especialmente cuando es dificil acumular un
numero suficiente de caracteristicas morfoldgicas.

La ocurrencia de muchas especies de HMA en suelos o dentro de raices
sugiere, que la competencia interespecifica es posible. La variacién en la
produccion de esporas entre endofitos coexistentes ha sido observada (Gemma
et al., 1989) y una abundante produccibn de esporas por un HMA era
usualmente correlacionada con niveles mas bajos de produccién de esporas por

otros. Esto puede deberse al antagonismo entre las especies.

2.18 Métodos de estudio de diversidad de HMA
Los métodos convencionles para estudiar las comunidades y poblaciones

de naturales de HMA estan basados en la identificacion de esporas asexuales
provenientes de suelo. La taxonomia de HMA esta ampliamente basada en
caracteres morfolégicos de las esporas, con algunas excepciones (Opik, 2004).
Los estados de caracter morfologicos cambian el curso de desarrollo de las
esporas lo que comunmente complica la identificacibn de especimenes en
campo. Mas aun la presencia de esporas en el suelo no siempre coincide con la
colonizacion fungal de raices pero la morfologia de las estructuras fungales
intrarradiculares permite la identificacion, en el mejor de los casos, hasta nivel
de familia. Esta identificacién tan primaria pone los limites en cuanto al estudio

taxondémico de los HMA (Opik, 2004).
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Un factor importante que afecta los estudios de los hongos micorricicos
arbusculares incluyendo la taxonomia, es su naturaleza biotrofica obligada;
hasta ahora no han sido cultivados en ausencia de un hospedero. Aunque hace
falta el cultivo axénico, es posible que crezcan en un cultivo esteril con raices
de plantas o con los llamados pelos radiculares transformados con

agrobacterium rhizogenes (Becard y Fortin, 1988).



lIl. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos en el
Departamento de Horticultura de la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro, en Saltillo, Coahuila, México (25 ° 23 'de latitud norte y 101 ° 02' de

longitud oeste).

3.1 Muestreo de suelos y andlisis fisicoquimico
Dos muestreos de suelo y raices se realizaron en una hectarea en cada uno de

los campos tanto de TS y TC, en diciembre de 2012 en Arteaga, Coahuila,
México (25° 20" 56.35" N, 100° 40" 45.84" Oy 25° 23' 23,63" N, 100° 37" 33,97"
O para TS y TC, respectivamente), utilizando el método de zig-zag. Un total de
20 muestras de 1 kg de cada campo fueron colectados a una profundidad de O-
30 cm (ICA, 1992), se mezclaron para formar una muestra compuesta para el
analisis de suelo y caracterizacion de HMA. El andlisis de suelo incluyo:
determinacién del contenido de materia organica utilizando el método Walkley
and Black (Bornemisza, 1979), N por el método de Kjeldhal (Bremner, 1960), P
(Olsen, 1954), K (espectrofotometria de absorcién atémica), pH (relacién suelo:

agua, 2:4) y textura (Bouyoucos, 1936).
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3.2 Extraccion, conteo y morfologia de las esporas de hongos
micorricicos arbusculares

La extraccion de esporas se realiz6 a partir de una muestra de suelo (100
g) utilizando el método de tamizado humedo (tamices No. 50 um,400 pum, y 325
pum y decantacion (Gerderman y Nicolson, 1963), seguido por centrifugacion en
un gradiente de sacarosa 2 M a 3500 rpm durante 5 min. Las esporas sujetas a
centrifugacion fueron las retenidas por el tamiz de 325 ym. Una vez que se
recuperd la muestra de esporas limpias se contaron usando un microscopio
estereoscopico y agrupado por su morfologia (forma, color y tamafio). La forma
de esporas y el color se determin6é de acuerdo a la descripcién proporcionada
por INVAM (2014). El tamafio de las esporas se midié en un microscopio (Axio
Scope Al, Carl Zeiss, Microscopy GmbH, Gottingen, Germany) con camara
integrada (AxioCam Icc 1) a 10 X en un portaobjetos con 100 esporas de rasgos
comparables, afladiendo 3 gotas de solucién Hoyer-yodo; los datos fueron

procesados con el software Axion Vision Release 4.8.2.

3.3 Establecimiento del cultivo monosporico
Los morfotipos anteriormente agrupados se propagaron durante 8 meses

(dos ciclos de cultivo) en plantas de trigo (Triticum aestivum L.) mediante
cultivos de una sola espora para su analisis preciso dado que generalmente las
esporas obtenidas directamente del campo estan dafiadas y son dificiles de
caracterizar con precision (Guadarrama et al., 2014). En el cuarto mes, a las

plantas se le cortd la base del tallo para inducir la produccion de esporas
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(Carredn Abud-et al 2013, Hernandez-Cuevas y Garcia-Sanchez, 2008), en el
mismo tiempo se colocé una semilla de trigo por maceta con el fin de dar al
HMA mas tiempo para esporular. Para asegurarse de que solo el morfotipo
aislado fuera propagado, el suelo (arena) se esteriliz0 tres veces en un
autoclave a 15 psi / 30 minutos previo al cultivo. El suelo estéril se colocé en
macetas de 1L y los morfotipos se inocularon con 10 repeticiones (i. e. 10
cultivos monospoéricos morfotipo-trigo). La inoculacién se realizé colocando una
espora en la raiz lateral de trigo con un microscopio estereoscépico y una
micropipeta. Las macetas se cubrieron con bolsas de celofan transparente para
evitar la contaminaciéon y se colocaron en el invernadero con las mas altas
condiciones higiénicas. El cultivo monosporico se fertiliz6 con una solucién
nutritiva (Steiner, 1973) con el fosforo en 20% y el pH se mantuvo en 7-7,5.
Después de seis meses, el riego se suspendié hasta el octavo mes y las plantas

fueron cortadas desde la base del tallo como se mencioné anteriormente.

3.4 Caracterizacion morfolégica de HMA que establecieron colonizacion

con plantas de trigo (Triticum aestivum L.)

La extraccion y el recuento de esporas, asi como mediciones de diametro
ecuatorial y meridional y la determinacion del color se llevaron a cabo como se
indic6 anteriormente; Ademas, se midié el espesor y niumero de capas de la
pared de las esporas en portaobjetos con 100 esporas fraccionadas por

morfotipo afiadiendo 3 gotas de solucion Hoyer — yodo.

La limpieza y tefido de las raices se llevé a cabo de acuerdo con Walker



42

(2005), y la determinacion de la colonizacién segun McGonigle et al. (1990).

3.5 El analisis estadistico
El diametro ecuatorial, meridional, la colonizacién y el espesor de la pared de

la espora se analizaron con ANOVA y comparacion de medias de acuerdo con
el procedimiento de Tukey (a=0.05) utilizando SAS (Statistical Analysis System

v. 9.00).



IV. RESULTADOS

En en Cuadro 1 se muestras las propiedades fisicoquimicas del suelo
sobre el que se desarrollo tomatillo silvestre (TS) y tomatillo cultivado (TC). Los
sitios experimentales tuvieron un suelo alcalino y rico en materia organica; sin
embargo, el suelo sobre el que se recogidé TS, que se cultiva bajo condiciones
edaficas naturales, mostrO una menor concentracion de nutrientes, en
comparacion con el suelo de TC.

Cuadro 1. Analisis fisico-quimico del suelo de los sitios experimentales en las
gue se desarrollaron (TS) y (TC).

Materia Organica  Nitrogeno %  Fosforo ppm  Potasio ppm  pH Textura
%
TC 45 0.22 40.3 450 8.6
Classificacion ER MR M R AF Arcilla
TS 3.7 0.16 18.7 210 8.5
Classificacion R M MP MR AF  Migajon Arcillo
Arenoso

E.R =extremadamente rico, R=rico M.R= medianamente rico, M= mediano, M.P= medianamente pobre, A.F= alcalinidad fuerte,
TC=tomatillo cultivado, TS= tomatillo silvestre.

La diversidad morfologica de AMF

La diversidad morfolégica de HMA recuperadas de muestras de suelo
asociado con TC brindé nueve morfotipos (Cuadro 2), todos ellos con esporas

de forma globosa-subglobosa y diferentes tonalidades de rojo; el diametro
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ecuatorial - meridional de las esporas variaron desde 110 hasta 201 micras y
116 a 190 micras, respectivamente. Los morfotipos D7 y D4 tuvieron el mayor
diametro, seguido por C5, C9 y C2. El diametro mas pequefio fue el de las
esporas de D6. A pesar de que el andlisis estadistico no indicé diferencias en
el didmetro de esporas entre C7 y C4 y C5 entre, C9 y C2, existia una
diferencia en el color de estas.

Cuadro 2. La diversidad morfolégica de los hongos micorricicos asociadas al
tomate de cascara casero (Physalis ixocarpa cv. Rendidora).

Morfotipos  Color Forma Diametro ecuatorial Diametro meridional
pm pm
C1 0-20-60-0 Globosa-Subglobosa 123cd 126ed
Cc2 0-50-60-0 Globosa-Subglobosa 146b 154cb
C3 0-50-60-0 Globosa-Subglobosa 140cb 144cd
C4 0-20-60-0 Globosa-Subglobosa 184a 188a
C5 0-20-60-0 Globosa-Subglobosa 158b 166b
C6 0-20-60-0 Globosal-Subglobosa 100e 117e
C7 0-50-60-0 Globosa-Subglobosa 202a 190a
C8 20-80-100-0 Globosa-Subglobosa 117ed 121e
C9 20-80-100-0 Globosa-Subglobosa 153b 151cb

C= cultivado 0-20-60-0= red- brown, 0-50-60-0=reddish-orange, 20-80-100-0= red- Brown (INVAM,2014), promedios con la misma letra

indica diferencia no significativa (Tukey’s 0.05).

Diversidad morfolégica de los hongos micorricicos asociados al tomatillo

silvestre (Physalis ixocarpa).

El nimero total de esporas de hongos micorricicos arbusculares
asociados a las plantas de tomatillo silvestre en 100 g de suelofue de 2034. En
TS, resultaron 12 morfotipo (Cuadro 3) con esporas globosas- subglobosas y
diferentes tonalidades de color de rojo y naranja; el didmetro ecuatorial-
meridional de las esporas variaron desde 120 hasta 249 micras y 104 a 237
micras, respectivamente. El andlisis estadistico arrojo diferencias en el diametro
entre morfotipos de esporas, ademas también se observaron diferencias en el

color de las esporas como entre S1 y S4 por ejemplo (Cuadro 3).



Cuadro 3. Diversidad morfolégica de hongos micorricicos arbusculares
asociados a tomatillo silvestre (TS).
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Morfotipos Color Forma Diametro Diametro
ecuatorial meridional
S1 20-80-100-0 Globosa-Subglobosa 150f 149f
S2 0-10-90-5 Globosa-Subglobosa 123i 1359
S3 0-60-100-10 Globosa-Subglobosa 187b 164ed
S4 0-60-100-10 Globosa-Subglobosa 152f 174cb
S5 0-10-60-0 Globosa-Subglobosa 120i 118i
S6 0-10-90-5 Globosa-Subglobosa 164e 163e
S7 0-60-100-10 Globosa-Subglobosa 95j 104j
S8 20-80-100-0 Global-Subglobal 132h 127h
S9 0-50-60-0 Global-Subglobal 249a 238a
S10 0-20-60-0 Global-Subglobal 180c 176b
S11 0-60-100-10 Global-Subglobal 174d 169cd
S12 0-60-100-10 Global-Subglobal 1399 1399

20-80-100-0=red-brown, 0-10-90-5=orange, 0-60-100-10=orange brown, 0-10-60-0=pale orange-yellow, 0-50-60-0=reddish-orange, 0-20-

60-0=red brown,

promedios con la misma letra indica diferencia no significativa (Tukey’s 0.05).

Morfotipos C7 y S 9 obtenida de plantaciones cultivadas y silvestres de

tomatillo, respectivamente, exhibieron tamafio de las esporas comparable y

color, que sugiere que puede ser, de hecho, el mismo morfotipo.

Caracterizaciéon de aislados de micorrizas que establecieron simbiosis en

plantas de trigo (Triticum aestivum L.)

Diez de los 12 y dos de los 9 morfotipos colectados en TS y TC,

respectivamente, fueron capaces de establecer simbiosis con las plantas de

trigo (Tabla 4) en cultivo en maceta.
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Cuadro 4. Caracterizacion morfolégica de aislados de HMA.

M DE pm DM pm Forma EPE Color NC VIA Coloniza
pum cion %
TS1 140bdc 136edc Globosa- 9.2bc  0-60-100- 2 Yes 57.8a
Subglobosa 10

TS2 123dc 129ed Globosa- 10.7ba  0-60-100- 1 Yes 41.0bac

Subglobosa 10
TS3 163ba 164bac Globosa- 8.8bc  0-60-100- 1 Yes 33.9bc
Subglobosa 10
TS4 150bac 1962 Globosa- 12.6a 0-60-100- 1 Yes 32.7bc
Subglobosa 10
TS5 123dc 131ed Globosa- 10.8ba  0-10-60-0 1 Yes 34.5bc
Subglobosa
TS6 167ba 170ba Globosa- 9.4bac  0-10-90-5 1 Yes 41.5bac
Subglobosa
TS7 108d 112e Globosa- 7.0c  0-0-40-0 1 Yes 31.7bc
Subglobosa
TS9 183a 172ba Globosa- 9.5bac  0-50-60-0 1 Yes 46.0bac
Subglobosa
TS10 170ba 173ba Globosa- 12.8a  0-20-60-0 1 Yes 42 .8bac
Subglobosa
TS11 152bac 156hdc Globosa- 9.4bac  0-10-90-5 1 Yes 27.16¢c
Subglobosa
C2  145bdac 155bdc Globosa- 8.0bc  0-50-60-0 1 Yes 47.2ba
Subglobosa
C5 158bac 166bac Globosa- 9.0bc  0-20-60-0 1 Yes 43.0bac
Subglobosa

M= morfotipos, Sl=silvestre uno, S2=silvestre dos, S3=silvestre tres, S4=silvestre cuatro, S5=silvestre cinco, S6=silvestre seis,
S7=silvestre siete, S9=silvestre nueve, S10=silvestre diez, S1l1=silvestre once, C2=cultivado dos, C5=cultivado cinco, D.E= diametro
ecuatorial, D.M= didmetro meridional, EPE=espesor pared esporal, NC= numero de capas, V= vesicula, A= arblsculo, 0-50-60-
O=reddish-orange, 0-20-60-0=red-brown, 0-10-90-5=orange, 0-60-100-10=orange- Brown, 0-10-60-O=pale orange-yellow, 0-040-O=pale
yellow (INVAM,2014), promedios con la misma letra indica diferencia no significativa (Tukey’s 0.05).

De acuerdo con la caracterizacion morfologica de los HMA que
establecieron simbiosis con las plantas de trigo, todos los morfotipos eran
diferentes. Las esporas de S9 tuvieron el mayor diametro ecuatorial mientras
gue S4 el mayor diametro meridional, el color de esporas mas frecuente era de

color naranja-marron (0-60-100-10), y la tasa de colonizacién mas alto fue en
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S1 mientras S11 el mas bajo. Once de los 12 morfotipos exhibieron una capa
de esporas excepto por S1 con dos capas Yy todos ellos presentaron vesiculas,

arbusculo y forma globosa-subglobosa.



V. DISCUSION
En el presente estudio, hemos detectado que TS exhibié6 una mayor

diversidad de HMA en comparacion TC en la region del espectro muestral, esto
probablemente debido a que la agricultura intensiva en el tomatillo cultivado
puede crear condiciones ambientales adversas debido a los regimenes de
labranza, riqueza mineral del suelo y la eliminacion de la diversidad de plantas
hospederas anuales, lo que lleva hacia una adaptabilidad inferior a competir por
recursos limitados. En contraste, los HMA adaptados a los ecosistemas
naturales y el suministro de nutrientes limitados, tienen una mayor capacidad
para la colonizacién rapida. Esto significa una complementariedad funcional
mas baja de las comunidades de HMA en los sistemas agricolas que en los
ecosistemas naturales (Verbruggen y Toby Kiers, 2010). La mayor diversidad
en HMA detectado en TS fue probablemente asociado con la fertilidad del suelo
mas bajo en el que se desarroll6 presentando un menor contenido de materia
organica, nitrogeno (N), fosforo (P) y potasio (K). Las practicas agricolas tales
como la eliminacién de los bosques, el fuego, la fertilizacion y la labranza
(Jansa et al., 2003) e indirectamente el microclima y la topografia afectan a la
comunidad de plantas y por lo tanto las comunidades de HMA (Kernaghan,

2005).
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Entre los factores abidticos, las condiciones del suelo han demostrado
ejercer un control sobre las comunidades HMA (Johnson et al., 1992). Una
fertilizacion alta N en suelos ricos en P disminuye la abundancia y diversidad de
la comunidad de la AMF (Egerton-Warburton et al., 2007). Los modelos
matematicos desarrollados para la densidad de poblacién de esporas de HMA
en respuesta a la salinidad han demostrado que interfiere directamente con el
namero de esporas de HMA mientras que la colonizacion de la raiz esta
directamente relacionada con la concentracion de K intercambiable del suelo y
de sodio (Pérez y Peroza, 2010).

Nuestros resultados coinciden con estas declaraciones como el suelo
sobre el gque se desarrollo TS contenia una menor concentracion K en
comparacién con el suelo sobre el que se cultivo TC, lo que pudo derivar en la
deteccion de una mayor diversidad y abundancia de esporas de HMA. La
materia organica del suelo y pH son parametros que afectan a la composicion
de la flora de HMA; en Colombia por ejemplo, una mayor abundancia y
diversidad de la HMA se asocié a suelos segin su pH (Serralde y Ramirez,
2004).

En el presente estudio, hemos detectado que los morfotipos de HMA
asociados con TS establecieron simbiosis mas exitosamente en comparacion
con TC al ser expuestas en un suelo y un hospedero al que no esta habituados;
en este sentido, Kernaghan et al. (2005) indicaron que la comunidad vegetal es
determinante debido a su preferencia por un determinado HMA. Otros autores

indican que los compuestos que permiten el reconocimiento de la planta-hongo
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y estimulan la germinacion de esporas, el crecimiento y la ramificacion de las
hifas, incluyendo flavonoides (Vierheilig y Piché, 2002) y strigolactona (Akiyama
et al.,, 2005), se extruyen por la raiz (Akiyama et al., 2005), que, en cierta
medida, puede controlar la preferencia planta-hongo (Horan y Chilvers, 1990) y
puede ser un factor clave en los morfotipos que fueron capaces de establecer

una simbiosis con las plantas de trigo.



VI. CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisico- quimicas del suelo donde se desarrollo
tomatillo silvestre presenta mayor contenido de nutrientes que el suelo de
tomatillo cultivado.

Se detectaron un total de 21 morfotipos de HMA en tomate de céscara,
sin embargo, se encontré un mayor niumero de morfotipos en el suelo asociado
con el tipo de tomate de cascara silvestre en comparacion con el tipo cultivado.
Los morfotipos aislados del suelo donde se desarroll6 tomatillo silvestre
mostraron una mayor capacidad para el establecimiento de nuevas simbiosis,
incluso siendo transferidos a un habitat diferente (en condiciones de cultivo en

maceta, con trigo como hospedero).
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Abstract

To assess the diversity and to characterize morphologically the mycorrhizal fungi
associated with wild and domesticated husk tomato plants cultivated in Arteaga,
Coahuila, soil sampling was performed by the zigzag method at a depth of 30 cm;
Spores were extracted and characterized considering their shape, color and size to
establish a monosporic culture in wheat plants to ensure an accurate characterization; for
this, diameter, shape, number of layers, color, thickness, percentage of colonization,

presence and / or absence of vesicles and arbuscules were evaluated. According to the
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classification of spores, 12 morphotypes from wild husk tomato and nine from the
domesticated husk tomato were inoculated. Ten out of the 12 wild husk tomato
morphotypes (W1, W2, W3, W4, W5, W6, W7, W9, W10 and W11) and two out of the
nine domesticated husk tomato morphotypes (D2 and D5) established symbiosis in
wheat plants. Morphotype W1 had the highest colonization (57.81%) followed by D2
(47.2%) and W9 (43.08%); the lowest colonization was observed in morphotype W11
(27.16%). The wild and domesticated morphotypes were similar in shape, presence of
vesicle and arbuscle, whereas in all the morphotypes there was one spore layer, except
for W1 that had two. Spore diameters ranged from 107 to 196 um and thickness from 7
to 12.8 um. Most frequent spore color was the orange brown (0-60-100-10). The soil in
wild husk tomato contained more morphotypes and had a greater potential inoculum

than the ones from the domesticated husk tomato.

Introduction

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF):
Glomeromycota (Schufiler et al., 2001)
form symbiotic associations with most
of terrestrial plants in almost any
ecosystem (Smith and Read, 2008).
Mycorrhizal associations are of outmost
importance as they provide the plants
with mineral nutrients, improve the

tolerance to biotic and abiotic stress, and

decrease plant competition due to the
transference of carbon through the
extraradical hyphe net (Simard and
Durali, 2004). As symbiosis is a plant-
fungi reciprocal process, it is essential to
determine the role of the community of
plants in the structure and diversity of
the AMF community (Burrows and

Pfleyer, 2002). The compatibility of



plants with AMF depends on specific
genetic and biochemical signals at all
the stages of the symbiosis development
that allow the recognition, colonization
and nutrient exchange (Kogel, 2008).
The AMF-plant symbiosis requires
recognition and harmonization
processes in space and time quite
complex, leading to the establishing of
the symbiosis (Harrison, 2005; Requena
et al., 2007). In México, most of the
research about AMF associations has
been performed in agricultural field and
are focused to the response of plants to
the symbiotic association, neglecting the
origin and identity of the AMF as a part
of the study (Varela and Trejo, 2001).
The actual relationship, either strong
(Hijri et al., 2006) or weak (Carvalho et
al., 2003), between soil properties and
the distribution of AMF species under
field conditions is little  known.

Comparing AMF diversity among
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disturbed and undisturbed sites seems to
indicate that the diversity of AMF and
with the number of mycorrhizal
propagules diminish with increasing
disturbance (Stahl et al., 1988), hence
some AMF species may be more
susceptible to soil disturbance than
others. Diversity of AMF has been
related to plant diversity as stated by
Anderson et al. (1984) but other authors
have found no such relationship (Kurle
and Pfleger, 1996). The wuse of
molecular tools can reveal the high
diversity of fungi that can form
mycorrhizal associations, allowing the
classification of such associations;
however, some molecular data do not
reveal all the information required, so
that it is necessary to concurrently use
the morphology of the fungi based in the
study of structural traits (Beck et al.,
2007). The objective of the present

study was to assess the diversity and to
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characterize the morphology of native
mycorrhizal fungi associated with wild
husk tomato populations located in
Arteaga, Coahuila, Meéxico, and to
compare them with those associated

with a domesticated husk tomato type.

Results

Physicochemical soil analysis

Physicochemical properties of the soil
on which the wild (WHT) and
domesticated (DHT) husk tomato types
were cultivated are shown in Table 1.
The experimental sites had an alkaline
and rich in organic matter soil; however,
the soil on which the WHT was
collected, grown under natural edafic
conditions, showed a lower

concentration of nutrients, compared to

the soil for the DHT.

Morphological diversity of AMF

56

Morphological diversity of AMF
associated with DHT resulted in nine
morphotypes (Table 2), all of them with
spores of global-sub global shape and
different hues of red color; equatorial
and meridional diameter of the spores
ranged from 110 to 201 pum and 116 to
190 um, respectively. Morphotypes D7
and D4 had the highest diameter,
followed by D5, D9 and D2. The
smallest diameter was for the spores of
D6. Even though statistical analysis
indicated no differences in spore
diameter between D7 and D4 and
among D5, D9 and D2, there existed a
difference in the color of the spores

(Table 2).

In WHT, morphological diversity
resulted in 12 morphotypes (Table 3)
with global-sub global spores and
different hues of red and orange color;

equatorial and meridional diameter of



the spores ranged from 120 to 249 um
and 104 to 237 pum, respectively. As for
DHT, the statistical analysis indicated
no differences in spore diameter
between some morphotypes, as between
W4 and W1 and between D2 and WS5;
similar to the DHT morphotypes, there
existed a difference in the color of the
spores (Table 3). Morphotypes D7 and
W9 collected from domesticated and
wild  husk  tomato

plantations,

respectively, exhibited comparable
spore size and color, suggesting that
they may be in fact the same

morphotype.

Characterization of mycorrhizal isolates
that set symbiosis with wheat plants

Ten out of the 12 and two out of the 9
morphotypes collected in WHT and
DHT, respectively, were able to
establish symbiosis with wheat plants

(Table 4). According to the
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morphological characterization of the
AMF that established symbiosis with
wheat plants, all the morphotypes were
different. Spores of W9 had the highest
equatorial diameter whereas W4 the
highest meridional diameter, the most
frequent spore color was orange-brown
(0-60-100-10), and the  highest
colonization rate was in W1 while W11
the lowest. Eleven out of the 12
morphotypes exhibited a spore layer
except for W1 with two layers and all of
them showed vesicles, arbuscle and

global-subglobal form.

Discussion

In the present study, we detected that
WHT exhibited a higher AMF diversity
than the DHT, probably because the
intensive agriculture in the domesticated
type may create unstable and

unpredictable environmental conditions

due to highly disturbing tillage regimes,



higher  fluctuations  in  nutrient
availability, and the elimination at large
scale of annual host plants, leading
towards a lower AMF adaptability to
compete for limited resources. In
contrast, the AMF adapted to natural
ecosystems and limited nutrient supply,
have a higher capacity for rapid
colonization. This means a lower
functional complementarity of AMF
assemblages in agricultural systems than
in natural ecosystems (Verbruggen and
Toby Kiers, 2010).

The higher diversity in AMF detected in
WHT was probably associated with the
lower soil fertility on which it was
grown as it presented a lower content of
organic matter, nitrogen (N),
phosphorus (P) and potassium (K).
Agricultural practices such as forest
removal, fire, fertilization and tillage

(Jansa et al., 2003) and indirectly the

microclimate and topography affect the
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community of plants and therefore the
AMF communities (Kernaghan, 2005).
Among the abiotic factors, soil
conditions have shown to exert a control
on AMF communities (Johnson et al.,
1992).

A high N fertilization in P-rich soils
decreases the abundance and diversity
of AMF community (Egerton-
Warburton et al., 2007). Mathematical
models developed for population density
of AMF spores in response to salinity
have shown that it interferes directly
with the number of AMF spores
whereas root colonization is directly
related with the concentration of soil
exchangeable K and sodium (Pérez and
Peroza, 2010). Our results are in
agreement with these statements as the
soil on which the WHT was grown

contained a lower K concentration

compared to the soil on
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which the DHT was grown, resulting in
a higher diversity and abundance of

AMF spores.

Soil organic matter and pH are
parameters that affect AMF
composition; in Colombia, a higher
abundance and diversity of AMF has
been associated with acidic soils

(Serralde and Ramirez, 2004).

In the present study, we detected that the
morphotypes of AMF associated with
WHT established a higher symbiosis
compared with the DHT; (Kernaghan et
al. 2005) indicated that the plant
community is determinant due to its
preference for a given AMF. Other
authors indicate that the compounds that
allow plant-fungus recognition and
stimulate spore germination, growth and
branching of hyphae, including

flavonoids (Vierheilig and Piché, 2002)

and strigolactona (Akiyama et al.,
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2005), are extruded by the root
(Akiyama et al., 2005), which, at some
extent, may control the preference plant-
fungus (Horan and Chilvers, 1990) and
may be a key factor in the morphotypes
that were able to establish a symbiosis
with wheat plants. Among abiotic
factors, soil conditions have shown to
play a role in the communities of AMF

(Johnson et al., 1992).

Materials and methods

The study was conducted in the
Laboratory of Tissue Culture in the
Departament  of  Horticultura  at
Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro, in Saltillo, Coahuila,
Meéxico (25° 23' N Latitude y 101° 02'

west longitude).

Soil sampling and physicochemical

analysis



Two soil and root samplings were
performed in a 1 ha fields of each, the
WHT and DHT, on December 2012 in
Arteaga, Coahuila, México (25°20°
56.35" N latitude 100°40° 45.84" W
longitude and 25°23" 23.63” N latitude
100°37° 33.97" West longitude for
WHT and DHT, respectively) using the
zig-zag method. A total of 20 1-kg soil
samples from each field were drawn at
0-30 cm depth (ICA, 1992), and
thoroughly mixed to form a composite
sample for soil analysis and AMF
characterization. Soil analysis included
organic matter using the Walkley and
Black method (Bornemisza, 1979), N
with Kjeldhal’s procedure (Bremner,
1960), P (Olsen, 1954), K (atomic
absorption spectrometry), pH (soil:water

2:4) and texture (Bouyoucos, 1936).

Extraction, counting, and morphology of

arbuscular mycorrhizal fungi spores
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Spore extraction from a 100 g soil
sample was conducted using the sieving
and decanting method (Gerderman and
Nicolson ,1963) followed by
centrifugation in a 2 M sucrose gradient
at 3500 rpm for 5 min. Once the clean
spores sample was retrieved they were
counted using a stereoscopic microscope
and separated by their morphology
(shape, color and size). Spore shape and
color was determined according to the
description provided by INVAM (2014).
Spore size was measured in an optical
microscope (Axio Scope Al, Carl Zeiss,
Microscopy GmbH, Gottingen,
Germany) with integrated camera
(AxioCam Icc 1) at 10 X in a slide with
100 spores of comparable traits plus 3
drops of Hoyer-iodine solution added,;

data were processed with the software

Axion Visién Release 4.8.2.

Establishment of monosporic cultura



The morphotypes previously grouped
were propagated for 8 months (two
growing cycles) on wheat plants
(Triticum aestivum L.) as usually the
spores obtained directly from the field
are damaged and are difficult to be
accurately characterized (Guadarrama et
al., 2014). In the fourth month, plants
were you cut at the base of the stem to
induce spores production (Carreon-
Abud et al 2013, Hernandez-Cuevas and
Garcia-Sanchez, 2008) and one seed of
wheat was placed per pot in order to

give more time to the AMF to sporulate.

To make sure that only the spore of the
morphotype  isolated was  being
propagated, the soil was sterilized three
times in an autoclave at 15 PSI / 30
minutes. Sterile soil was placed in
styrofoam 1 L pots and the morphotypes

were inoculated with 10 replications.

Inoculation was performed by placing
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one spore in the lateral root of wheat
using a stereoscopic microscope and a
micropipette. Pots were covered with
transparent plastic sheet to prevent
contamination and were placed in the
greenhouse  with  highest  aseptic
conditions. The monosporic culture was
fertilized with a nutrient solution
(Steiner, 1973) with phosphorus at 20%
and maintaining the pH at 7-7.5. After
six months, watering was suspended
until the eighth month and the plants
were cut off from the stem base as

mentioned above.

Morphological characterization of AMF
morphotypes that established

colonization with wheat plants

Spore extraction and counting, as well
as equatorial and meridional diameter
measurements, and color determination
were conducted as indicated previously;

in addition, the thickness and number of



layers of the spore wall were also
measured in slides with 100 spores per
morphotype fractionated by adding 3
drops of Hoyer — lodine solution.
Cleaning and dying of roots was
conducted according to Walker (2005),
and colonization arbuscule and vesicle
presence according to McGonigle et al.

(1990).

Statistical analysis

Equatorial and meridional diameter,
colonization, and thickness of the spore
wall were analyzed with ANOVA and
mean comparison according to Tukey’s
procedure using SAS  (Statistical

Analysis System v. 9.00).

Conclusion

A total of 21 AMF morphotypes were
detected in husk tomato, however, a
higher number of morphotypes were

found in the soil associated to the wild
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husk tomato type compared to the
domesticated type. The morphotypes
isolated from the soil with the wild husk
tomato exhibited a higher capacity for
symbiosis establishment even if they
were transferred to a different habitat.
Morphotype W1 showed the highest
colonization ability, therefore, it could
be an isolate with potential agronomic

application.
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Table 1. Physicochemical soil analysis of the experimental sites on which the
wild (WHT) and domesticated (DHT) husk tomato types were grown.

Type Organic matter %  Nitrogen %  Phosphorus ppm  Potassium ppm  pH Texture
DHT 45 0.22 40.3 450 8.6

Classification ER MR M R SA Clay
WHT 3.7 0.16 18.7 210 8.5

Classification R M MP MR SA Sandy Clay Loam

ER =extremely rich, R= rich, M.R= moderately rich, M= moderate, MP= moderately poor, SA= strongly alkaline.

Table 2. Morphological diversity of mycorrhizal fungi associated to the
domesticated husk tomato (Physalis ixocarpa cv. Rendidora).

Morphotypes  Color Spore shape Equatorial diameter Meridional diameter
pm um
D1 0-20-60-0 Global-Subglobal 123cd 126ed
D2 0-50-60-0 Global-Subglobal 146b 154ch
D3 0-50-60-0 Global-Subglobal 140ch 144cd
D4 0-20-60-0 Global-Subglobal 184a 188a
D5 0-20-60-0 Global-Subglobal 158b 166b
D6 0-20-60-0 Global-Subglobal 100e 117e
D7 0-50-60-0 Global-Subglobal 202a 190a
D8 20-80-100-0 Global-Subglobal 117ed 121e
D9 20-80-100-0 Global-Subglobal 153b 151ch

0-20-60-0= red- brown, 0-50-60-0=reddish-orange, 20-80-100-0= red- brown, means followed by the same letter indicates non-significant difference
(Tukey’s 0.05).
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Table 3. Morphological diversity of mycorrhizal fungi associated to the wild husk
tomato (Physalis ixocarpa). The total number of spores of arbuscular
mycorrhizal fungi associated to wild husk tomato plants in 100 g of soil was
2034.

Morphotypes Color Spore shape Equatorial diameter Meridional diameter
pm pm
W1 20-80-100-0 Global-Subglobal 150f 149f
W2 0-10-90-5 Global-Subglobal 123i 135¢g
W3 0-60-100-10 Global-Subglobal 187b 164ed
W4 0-60-100-10 Global-Subglobal 152f 174ch
W5 0-10-60-0 Global-Subglobal 120i 118i
W6 0-10-90-5 Global-Subglobal 164e 163e
W7 0-60-100-10 Global-Subglobal 95j 104j
w8 20-80-100-0 Global-Subglobal 132h 127h
W9 0-50-60-0 Global-Subglobal 249a 238a
w10 0-20-60-0 Global-Subglobal 180c 176b
wi1 0-60-100-10 Global-Subglobal 174d 169cd
w12 0-60-100-10 Global-Subglobal 1399 139¢g

20-80-100-0=red-brown, 0-10-90-5=orange, 0-60-100-10=orange brown, 0-10-60-O=pale orange-yellow, 0-50-60-O=reddish-orange, 0-20-60-O=red
brown, means followed by the same letter indicates non-significant difference (Tukey’s 0.05)



71

Table 4. Morphological characterization of arbuscular mycorrhizal fungi isolates.

Morph Equatorial Meridion  Spore shape Spore Color Numb  Vesicl %
otypes diameter al wall erof  es/Ar  Colonizat
pm diameter thicknes layers  buscu ion
pm S les
w1 140bdc 136edc Global- 9.2bc  0-60-100- 2 Yes 57.82
Subglobal 10
W2 123dc 129ed Global- 10.7ba  0-60-100- 1 Yes 41.0bac
Subglobal 10
W3 163ba 164bac Global- 8.8bc  0-60-100- 1 Yes 33.9bc
Subglobal 10
w4 150bac 1962 Global- 12.6a  0-60-100- 1 Yes 32.7bc
Subglobal 10
W5 123dc 131ed Global- 10.8ba  0-10-60-0 1 Yes 34.5bc
Subglobal
W6 167ba 170ba Global- 9.4bac  0-10-90-5 1 Yes 41.5bac
Subglobal
W7 108d 112e Global- 7.0c  0-0-40-0 1 Yes 31.7bc
Subglobal
W9 183a 172ba Global- 9.5bac  0-50-60-0 1 Yes 46.0bac
Subglobal
W10 170ba 173ba Global- 12.8a  0-20-60-0 1 Yes 42.8bac
Subglobal
W11 152bac 156bdc Global- 9.4bac  0-10-90-5 1 Yes 27.16¢
Subglobal
D2 145hdac 155hdc Global- 8.0bc  0-50-60-0 1 Yes 47.2ba
Subglobal
D5 158bac 166bac Global- 9.0bc  0-20-60-0 1 Yes 43.0bac
Subglobal

0-50-60-0=reddish-orange, 0-20-60-O=red-brown, 0-10-90-5=orange, 0-60-100-10=orange- Brown, 0-10-60-O=pale orange-yellow, 0-040-O=pale
yellow, means followed by the same letter indicates non-significant difference (Tukey’s 0.05).
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