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INTRODUCCION

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) son bioestimulantes naturales que en
asociacion simbiotica ayudan a mejorar la eficiencia nutricional, tolerancia a estrés tanto
biotico como abiotico, mejorando asi la calidad de las plantas (Lucini et al., 2019).
Multiples investigaciones reportan que los HMA son altamente eficientes en el
crecimiento de las plantas, sin embargo, esto puede variar ampliamente provocando en
algunos eventos depresiones de crecimiento micorricico por las cuales las plantas
acumulan menos biomasa que una planta control no micorrizada (Watts et al., 2019). Por
lo tanto, es necesario tener conocimiento del funcionamiento de los HMA asi como la
interaccion planta-hongo para comprender los factores que influyen en su respuesta, por
ejemplo, maiz (Zea mays), el puerro (Allium porrum) y Medicago (Medicago truncatula)
muestran respuestas de crecimiento positiva cuando establecen simbiosis con HMA,
particularmente en condiciones deficientes de nutrientes del suelo (Plenchette et
al.,1983). Sin embargo, existen reportes que especies de trigo (Triticum aestivum) y
cebada (Hordeum vulgare) no responden o incluso hay respuesta negativa a la inoculacion
de HMA (Zhu et al., 2003, Watts et al., 2019).

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 como parte del estudio
(Varela y Trejo, 2001). El uso de herramientas moleculares revela la alta diversidad de
hongos que forman micorrizas, lo que ha permitido una clasificacion de estas asociaciones
(Beck et al., 2007) mismo que permite conocer el verdadero efecto que ejerza cada especie
micorricica.

La respuesta de la interaccion hongo- planta es impresionantemente variable entre
genotipos de la misma especie de planta y entre especies o aislados de HMA (Watts et
al.,2019). Existen reportes que un alto porcentaje de hortalizas establecen simbiosis
(Baum et al.,2015), sin embargo, la mayoria de los estudios realizados estan enfocados a
la respuesta en campo abierto (Avila et al.,2015) pero hacen falta estudios bajo
condiciones de invernadero y sustrato (Nelson y Nelson, 2015; Oseni et al., 2010; Carpio

et al., 2005). Cultivos vegetales como Amaryllidaceae (Cebolla, puerro), Apiaceae



(Zanahoria), Asteraceae (Lechuga), Cucurbitaceae (pepino), Fabaceae (Frijol y guisante)
y Solanaceae (tomate y pimiento) se han reportado con alta dependencia micorricica
(Baum et al.,2015), por lo tanto, la inoculacion de hortalizas con HMA puede ser rentable
y existen productos de inoculacion comercial disponible, no obstante, el efecto que ejerza
bajo condiciones de invernadero se veran influenciadas por la cepa de HMA, la especie
de la planta, asi como las condiciones de crecimiento (Corkidiet al., 2004) y es importante
sefialar que los HMA de origen comercial pueden estar en desventaja por la
competitividad con los microorganismos del suelo, por lo que se recomienda utilizar cepas
nativas (Calderaetal., 2013).

De acuerdo con lo citado anteriormente nos indica la necesidad de identificar y desarrollar
bioinoculantes de HMA nativos en base a las necesidades del hongo como de la planta,
por lo tanto, la presente investigacidn tiene como objetivo identificar a nivel molecular un
aislado de origen nativo e inocularlo en plantas de pepino, melén y tomate bajo

condiciones de invernadero y estudiar el efecto que ejercen a nivel agronémico.



REVISION DE LITERATURA

Micorrizas

La palabra Micorriza es un término proveniente del griego mikos, hongo y rhiza, raiz, fue
utilizado por primera vez en el afio de 1885 por el botanico aleman Albert Berhhard Frank
para hacer referencia a determinada asociaciones existentes 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 estdn micorrizadas (Smith & Read, 2008).

La relacion entre hongos formadores de micorrizas vesiculo arbusculares (MVA) tiene un
registro fosil 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).

La mayoria de los cultivos horticolas tienen la capacidad de establecer simbiosis con
HMA, aumentando la productividad mediante la promocién de crecimiento, mejora la
absorcion y traslocacion de nutrientes minerales, reducen estrés bidtico y abidtico, mejora
el suelo y son efectivos para tolerar sequia, estrés salino y sobre todo aumentar la calidad
quimica de los vegetales (Santander et al.,2019 y Haghighi et al., 2016).

Se ha reportado que plantas de la familia Amaryllidaceae (cebolla y puerro), Apiaceae
(zanahoria), Asteraceae (lechuga), Cucurbitaceae (pepino), Fabaceae (frijol) y Solanaceae
(tomate y pimiento) presentan alta dependencia de la colonizacion micorricica (Martinez
et al.,2009). Inoculaciones realizadas en cebolla de 1 a 7 especies de HMA en varias
combinaciones bajo invernadero en suelo deficiente en fosforo demostraron un aumento
en el peso seco del brote, pero reduccion en la concentracion de potasio y azufre; las
especies de Glomeraceae tuvieron mayor impacto en el crecimiento y absorciéon de
nutrientes mientras que Acaulospopra y Racocetra no tuvieron un impacto significativo,
mencionan que los resultados pueden variar de acuerdo a las condiciones experimentales
(Vani et al., 2018). En pepino se ha estudiado el efecto de la densidad de inoculo de
micorrizas, aplicando M1 (planta sin micorriza), M2 y M3 (inoculaciones con 1000 y
2000 esporas) y agua salina (control, 50, 75 y 100 mM de NaCl); los resultados mostraron

que con la inoculacién de micorrizas con 2000 esporas incrementa el peso de frutas frescas



y secas, y el volumen de la raiz con la inoculacién de 2000 esporas en condiciones sin
estrés. Los pesos frescos y secos aumentaron con la inoculacion de 1000 esporas en todos
los niveles de agua salina (Koyama et al.,2017). Asi mismo en plantas de melon se
evaluaron 4 interacciones de HMA (Glomus intraradices, Glomus mosseae, Glomus
claroideum y Glomus constrictum) més Trichoderma harzianum para observar sus efectos
sobre el crecimiento de las plantas y el control biol6gico del marchitamiento por Fusarium
en vivero y los resultados arrojaron que la colonizacion de HMA disminuyd el peso fresco
de la planta en comparacion de T. harzianum. La inoculacion doble disminuyé el peso
fresco en comparacion con las plantas inoculadas con HMA, a excepcion de G.
intraradices. El nivel de colonizacion de HMA varié y se increment6 con T. harzianum,
excepto en las plantas inoculadas con G. mosseae. Se encontraron efectos negativos del
HMA en las unidades formadoras de colonias de T. harzianum, excepto con G.
intrarradices. EI HMA solo fue menos efectiva que T. harzianum para suprimir el
desarrollo de la enfermedad. La inoculacion combinada dio como resultado un efecto
sinérgico general sobre el control de la enfermedad (Rua et al., 2016). De igual forma,
plantas de tomate de la variedad PKM-1, Gaurav y Monarca se inocularon con Glomus
fasciculatum para evaluar la simbiosis sobre la colonizacién de la raiz y el crecimiento de
la planta. Los tres cultivares de tomate mostraron una respuesta positiva a la inoculacién,
el porcentaje de colonizacion vario de 26.4 a 36.0% en 30 dias y de 40.2 a 47.0% en
plantas de 60 dias. EI mayor porcentaje de colonizacion se presentd en PKM-1 (47.0%) y
minimo 40.2% en el cultivar Monarca. La simbiosis provoc6 un aumento significativo en
la altura de la planta, el brote y las raices frescas y sus pesos secos. El contenido de N, P
y K de la planta aumento significativamente (Lumini et al., 2010).

La descripcion morfologica de estos hongos es de suma importancia al momento de
investigar las diferentes especies existentes en la naturaleza.

Estructuras de las micorrizas arbusculares

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 radicular hasta
llegar a la endodermis sin atravesarla, alli comienza su ramificacion para formar los
arbasculos, que tienen un tamafio 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 formacién de
sustancias como lipidos es posterior a la de los arblsculos 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 cilindricas y espinosas, las cuales se forman en hifas
gruesas, alrededor de las raices, son abundantes durante la colonizacion temprana y luego
estas disminuyen cuando la esporulacion aumenta (http://invam.caf.wvu.edu).

Micelio intracelular: conjunto de hifas que crecen dentro de la pared de las células de la
raiz (Castillo, 2009)

Micelio externo o extramatrico: componente importante en la simbiosis, formado por las
hifas principales, gruesos y ramificados dicotomicamente, asi como por hifas también
ramificadas, siendo las encargadas de la absorcion del fosforo y otros nutrientes de lugares
donde las raices no pueden acceder por si mismas. Pero cuando el sustrato se agota el
citoplasma de las hifas finas se retrae hacia la hifa principal donde se forman septos. Este
fendmeno puede ser un indicador de deficiente aireacion y/o agotamiento de nutrientes

del suelo, entre otros (Escobar, 1998).



Esporas: se forman sobre el micelio extramatrico y son érganos de conservacion sexual o
asexual de las MVVA. Formadas en el extremo o no de una hifa, con caracteristicas propias
que constituyen la Unica estructura externa que puede permitir el reconocimiento
morfoldgico de las especies de las Micorrizas Vesicula Arbascular. Las esporas se dividen
en dos grupos: las Clamidosporas que son células especializadas formadas de manera
asexual y que agrupa a los géeneros Glomus y Sclerocystis. Y las azigosporas que son
esporas formadas sexualmente y que agrupa a los tres géneros: Gigaspora Acaulospora y
Entrophospora (Escobar, 1998).

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 las condiciones
ambientales. Su presencia puede implicar que ocurra procesos de reconocimiento entre
los simbiontes, compatibilidad y especificidad, los cuales condicionan su expresién y
conducen a la integracion morfoldgica 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 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 precolonizacién

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 6rganos o unidades infectivas: las esporas y otras
estructuras del hongo u otra raiz ya infectada. Bajo condiciones favorables la infeccién
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, arblsculos y vesiculas. La duraciéon 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

Simultdneamente a la formacién 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 reproduccion

De 1-4 meses después de la tercera etapa, el hongo empieza a reproducirse formando
esporas asexuales en el micelio externo. Las esporas son érganos de reproduccion del
hongo, que puede perdurar latentes por largos tiempos en el suelo, especialmente en
épocas que no hay hospedero a su alcance (Sieverding, 1989).

Taxonomia HMA

Los estudios de taxonomia de micorrizas iniciaron en 1809 con Link quien los reconoce
como hongos hipdgeos 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 Gltimos descubrimientos de la tecnologia moderna,
es asi que, basados en estudios moleculares, morfologicos y ecoldgicos, remueven a la
micorrizas de Zigomicotina a un nuevo phylum: Glomeromycota, con tres nuevos
ordenes: 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 establecié que su
condicidn simbiotica constituia criterios suficientes para agruparlos en un taxon particular,
lo cual dio origen al orden Glomales y a un re-arreglo de familias.

A nivel de géneros, la taxonomia de estos hongos se fundamenta en caracteristicas tales
como formacion y morfologia de las esporas, modo de germinacién 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 taxénomos),
(Schenck y Pérez, 1990).



De otro lado, los caracteres morfoldgicos son a veces dificiles de distinguir, lo cual hace
complicado el manejo de claves, por demés 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).

Clasificacion taxondémica 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 anélisis del
fragmento 18S del DNAr parecen 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 puede presentar una via alternativa viable en la
identificacion de las especies de los hongos formadoras de este tipo de micorriza, asi como
en la identificacion de las moléculas orgénicas que intervienen en la estimulacién e
inhibicion de la germinacién 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 que se refiere a técnicas moleculares y relacionandolas con las
caracteristicas morfolégicas de las esporas, se han realizado cambios significativos en la
taxonomia de los hongos formadores de la asociacion simbi6tico micorriza-arbuscular. El
uso de nuevas técnicas que involucran la secuenciacion del ADN, las determinaciones de
perfiles de &cidos grasos, reacciones inmunoldgicas hacia anticuerpos monoclonales
especificos y junto con la caracterizacion morfologica 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).

Fisiologia de la simbiosis

Asumiendo que el papel principal que desempefia la simbiosis es de tipo nutricional, es
mportante conocer los aspectos fundamentales de los mecanismos de intercambio de
nutrientes entre el hongo y la planta, de gran importancia para ambos simbiontes sobre
todo si se considera la biotrofia estricta del hongo. En lo referente al metabolismo
carbonado, el uso de **CO; permitié 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 glucdgeno



(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
fisioldgica entre las hifas interna (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 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 mas 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 especificidad de los transportadores del hongo respecto de los de la planta
( Cress et al. 1979); iv) la posibilidad de absorber fuentes de nutrientes minerales o
disponibles a la propia planta (Clark y Zeto 2000).

Entre los nutrientes cuya absorcion favorece la formacion de micorrizas, el P es uno de
los mas importantes, por tratarse de una macronutriente, y ademas por que entre un 95y
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 por las plantas
(Jia et al., 2004), llegando en algunas especies hacer responsables del 100% de la
absorcion de P (Smith et al. 2004).

Respecto a los mecanismos implicados en la absorcidn, transporte y transferencia de P por
las hifas del hongo en la planta, se puede sefialar que la absorcion de P como i6n
ortofosfato es un proceso rapido y eficiente. Esto debido a la existencia de transportadores
de H2PO4 de alta afinidad en las hifas del hongo (Maldonado- Mendoza et al., 2001),
aunge operan asociados a un simporte de H* creado por distintas H*- ATPasas (Requena
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et al., 2003). ElI H2PO4 absorbido es rapidamente transformado en polifosfato en el
micelio extrarradical (Ezawa et al., 2004). Los polifosfatos se acumulan
fundamentalmente a nivel de las vacuolas (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 HoPO4 , 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 MA presentan ademas la capacidad de absorber tanto NO3™ como NH4*
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).
Recientemente se ha descrito la existencia de un transportador de alta afinidad por NH4*
expresado en las hifas extrarradicales de Glomus 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
®N- 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 como aminoéacidos (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 hidrolisis de los
polifosfatos en el micelio intrarradical, siendo poco probable la salida desde las hifas del
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hongo a la matriz interfacial, ya que con ello representaria una importante perdida 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 degradacion 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 et al., 2001).

Ecofisiologia de los hongos MA

A pesar de la universalidad de las micorrizas arbusculares hasta el momento no se ha
prestado suficiente atenciéon al papel que juegan sobre la diversidad, estabilidad y
productividad de los ecosistemas terrestres. En cuanto a la autoecologia del hongo, se sabe
gue 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 funcion ecoldgica de la asociacién 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).

Distribucion espacial de los hongos formadores de micorrizas arbusculares

Conocer la distribucion espacial de las especies es necesario para 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
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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 distribucidn 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
abidticos y bioticos que condicionan la estructura espacial de las comunidades de HMA.
Se ha demostrado que factores abioticos como la humedad (Wolfe et al., 2006), la
estructura (Lekberg et al., 2007) y composicion 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), mientra 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
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 HMA 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 ultimos estudios se estdn 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 deteccidn de todas las especies de HMA (PCR a tiempo real, cebadores
mas especificos, etc).

Relacion HFMA — 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 HFMA, las plantas generan respuestas de defensa, éstas son

débiles, localizadas en celulas especificas y no impiden la colonizacién del hongo (Garcia-
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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 la planta (Garcia- Garrido y Ocampo, 2002). Con el reconocimiento del
hongo formador de micorriza arbuscular (HFMA) se activa el sistema de defensa de la
planta mediante sefiales especificas, elicitores, que pueden ser producidos por el
microorganismo (exogenos) o por la planta (enddgenos). 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 HFMA depende de sefiales especificas
bioquimicas y genéticas, en todas las fases de desarrollo de la simbiosis, que permiten el
reconocimiento, la colonizacion y el intercambio de nutrientes (Kogel, 2008). La
simbiosis HFMA-planta requiere de un reconocimiento y una armonizacion de procesos
en el espacio y en el tiempo bastante complejos, que lleven al establecimiento de la
simbiosis (Requena et al., 2007).

Senales de reconocimiento en la fase asimbioética

La primera sefial es dirigida por la planta al hongo por medio de exudados de la raiz, que
se producen especialmente en plantas sometidas a estrés por Pi y que no estan previamente
micorrizadas (Paszkowski, 2006).

En la fase asimbiotica 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 germinacion de esporas y el crecimiento de la hifa germinativa
(Bécard y Piché, 1989). Estudios fisiolégicos han mostrado que, aunque la espora tiene
capacidad de almacenar carbohidratos en forma de lipidos y azlcares, el CO2 es una de
las fuentes de carbono necesario para el crecimiento de la hifa (Bago et al., 2000). Sin
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 ramificacién 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 aunque los exudados de las raices estimulan el crecimiento de hifas, no pueden
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mantener en forma indefinida su crecimiento, ni inducen la formacidon 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 colonizacién 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 sefiales 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 s6lo modifica la expresion de genes del hongo, sino que es
capaz de inducir modificacién 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 de maiz deficientes en produccién
de flavonoides, son colonizadas por HFMA, 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
ramificacidn 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 nimero 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 induccion
de una fuerte actividad mitocondrial y el incremento en respiracion, antes de iniciar una
fuerte ramificacién de hifas (Akiyama y Hayashi, 2006). Las strigolactonas también
parecen actuar como atrayentes quimicos, con efectos quimiotroficos a distancias cercanas

a 910um (Akiyama y Hayashi, 2006). Aparentemente, el estimulo producido por la
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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 MA, el &cido jasmonico 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.

Sefales de reconocimiento en la Fase Simbiotica

La activacion de expresion de genes Endo en el hospedero, producida por HFMA, 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, acompafiada de factores Myc,
activa una serie de cambios celulares que Ilevan a formar un aparato de prepenetracion
(APP), especie de canal por donde la hifa fingica posteriormente va a ingresar a la célula
(Genre et al., 2005). EIl 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, acompafiada de un
manojo de microtdbulos 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 sefial 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 formacién
del arbusculo. En este punto la reorganizacion celular es mas drastica para permitir la
ramificacion de la hifa que genera el arbdsculo y para la formacion de la membrana peri-
arbuscular, lugar de intercambio de nutrientes entre la planta y el hongo. Se observa
fragmentacion de la vacuola, migracion del nucleo, reorganizacién del citoesqueleto,
modificacion de plastidios y activacion de genes relacionados con el transporte de Pi
(Reinhardt, 2007). Una vez que el arbusculo finaliza su ciclo, la célula recupera su
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estructura original (Genre et al., 2005). Los cambios morfoldgicos estan acompafiados de
cambios biogquimicos, expresion de genes que permiten la reorganizacion celular, la
formacion de membranas, el intercambio de nutrientes (Breuninger and Requena, 2004) y
la produccion de proteinas (Mathesius, 2009).

Para que los cambios a nivel de célula ocurran se requiere de la activacion de genes
mediante una cascada de sefiales; 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_HFMA (Oldroyd and Downie, 2006). En
Medicago trunculata se han encontrado tres (3) genes (Catoira et al., 2000) y en L.
japonicum, siete (7) 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 sefializacion Sym, con la participacion de receptores
de quinasas especificos para rizobios (NFR1 y NFR5) asociados a la percepcion de los
factores Nod (en HFMA deben existir receptores similares para factores Myc, pero ain
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 participacién de segundos mensajeros
(productos de fosfolipasas C y D — PLC y PLD), los cuales, ademéas 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 nicleo y la participacion de un nucleoporin (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 concentracion y para mantener un nivel
adecuado del elemento almacenado. Lo anterior genera la activacién de proteina quinasa,
dependiente de Ca y calmodulin (CCaMK), localizada en el nucleo, para regular la
nodulacion por medio de la activacion de la expresion de genes nodulin. Genes de

simbiosis temprana DMI3, codifican para la CCaMK, importante en la simbiosis, ya que
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regula la morfogénesis del nodulo y es requerida para la simbiosis con HFMA,
posiblemente para activar la respuesta de la planta (Oldroyd and Downie, 2006). En la
asociacion con HFMA se activan genes que permiten la reorganizacion de la células del
hospedero para la formacion del APP y metabolismo (Reinhardt, 2007).

Respuestas de la planta (Respuestas de defensa)

La existencia de plantas no hospederas es una de las evidencias de que los HFMA 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 HFMA. 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 HFMA
(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 penetracion 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 acumulacién 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 induccién 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 8-1,3 glucanasas (Pozo et al., 1996,
1998).

La respuesta mas fuerte se presenta en las etapas posteriores, la cual esté localizada en las
células que contienen arbusculos, posiblemente como un mecanismo de control de la
dispersion de hifas y formacion de arbusculos (Garcia-Garrido and Ocampo 2002). Se
encuentra una acumulacién 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
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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 HFMA 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 hidrogeno o en reacciones cruzadas de proteinas-
polisacéridos en la interfase arblsculo-membrana plasmatica. Se consideraque la
expresion de enzimas quitinasas y - 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 B- 1,3-glucanasa, pero no de quitinasas, esta
inversamente relacionada con la concentracion de Pi (Lambais and Mehdy, 1998).

La actividad enzimética y los patrones de acumulacion de enzimas pueden formar parte
de las respuestas de defensa de la planta. La induccidn especifica de genes de la familia
quitinasa clase 111 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
arbasculo (Franken et al., 2000).

Atenuacion de los mecanismos de defensa

Para que la asociacion planta-HFMA 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 y Ocampo (2002), se encuentran: la degradacion de
elicitores exdgenos y/o prevencion de elicitores enddgenos; alteracion de la via de sefiales
de transduccién, 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

HFMA, (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
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sido identificado y por tanto la participacion de quitinasas en la degradacion del elicitor
es objeto de controversia (Salzer and Boller, 2000). La prevencién de la formacion de
elicitores enddgenos no parece ser el mecanismo de atenuacion, debido a que los HFMA
producen cantidades muy bajas de enzimas capaces de degradar la pared celular del
hospedero, las cuales son utilizadas para la penetracién de la hifa (Garcia-Garrido et al.,
2000).

Alteracion de la via de sefiales de transduccion. Mediante el blogueo de alguno de los
componentes, como el AS o ROS, implicados como segundos mensajeros en la simbiosis
con HFMA. La produccion 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 hidrégeno por catalasas puede,
potencialmente, ser un mecanismo para evadir la activacion de genes de respuesta de
defensa de las plantas; esta actividad esta regulada por la capacidad de colonizacién del
HFMA 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). Aungue no se conoce claramente
el papel del AS en la simbiosis, los incrementos en la concentracion no impiden la
formacion de apresorio, pero producen una reduccion transitoria de la micorrizacion de
raices, sugiriendo que la regulacién 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., 2000b).

Flujos de nutrientes y hormonas.Los niveles de fosfatos y carbohidratos en la planta estan,
respectivamente, negativa y positivamente relacionados con la colonizacion de HFMA
(Jasper et al., 1979). Aunque 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 sefializacion que detecte los niveles de Pi, de forma tal que
en plantas con altos niveles de fosfato se presente una sobreregulacién de los genes
asociados con la defensa de la planta (Lambais, 2000). Por otra parte, las células con
arbasculos son los mayores vertederos de sucrosa, debido a las necesidades metabdlicas

de estas celulas y a los requerimientos del hongo. En estas células se presenta correlacion
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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 actdan como factores que suprimen la actividad
quitinasa (Shinshi et al., 1987) y los niveles elevados de citoquininas en raices
micorrizadas pueden suprimir la induccién 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 colonizacién de las 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 HFMA también presentan diferentes patrones de
crecimiento intrarradical, encontrdndose que Glomus coloniza abundantemente las raices
y ubica su micelio extrarradical muy cerca de la raiz, mientras que Gigaspora o
Scutelospora presentan pequefios parches de colonizacion en las raices y su micelio
extraradical se expande ampliamente en la rizosfera (Parniske, 2004, 2008).

La reprogramacion de la planta para lograr la compatibilidad con el HFMA, que sigue
después de las sefiales de reconocimiento, probablemente explica la supresion de las
defensas de las plantas, indicando que es la comunicacion 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, ain se
desconoce si HFMA generan sefiales que facilitan el debilitamiento de las respuestas de
defensa de la planta.

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 bioticos y abidticos, reducir competencia entre plantas mediante
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la transferencia de 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 HFMA
(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 HFMA pueden
jugar un papel importante (Smith et al., 2000), y podria incluso significar que una amplia
diversidad de HFMA, puede estar relacionada con un incremento en la eficiencia de
extraccion de nutrientes y por lo tanto en los beneficios al hospedero (Kernaghan, 2005)
y explicaria la presencia de diversos HFMA 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 es conocida 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 fitopatdgenos e interaccién
sinérgica con otros microorganismos benéficos del suelo (Boby, et al; 2008). Las plantas
micorrizadas crecen mejor que las no micorrizadas en suelos infértiles, por producir un
incremento en la nutricion 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 interactdan con una
amplia diversidad de microorganismos del suelo en las raices, en la rizosfera y en la masa
del suelo. La interaccion puede inhibir o estimular, aunque estos hongos no pueden fijar
bioldgicamente el nitrdgeno atmosférico, incrementan la fijacién de este compuesto
porque interactGan positivamente con los fijadores de nitrégenos (Barea et al., 1992).
Combinacién de inoculacion de hongos micorrizicos con microorganismos

solubilizadores de fosfatos produce una mayor absorcion de nitrogeno y fosforo e
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incrementa la produccion de las plantas en suelos deficientes con nutrientes (Singh y
Kapoor, 1999).

Factores que afectan la colonizacion de micorrizas en campo

Entre los maultiples factores bioticos y abidticos que afectan la composicion 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 afio mas 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 produccién 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,
alteracion de niveles de hormonas que producen cambios en conductancia estomatal
(Driige y Schonbeck, 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 acuaticas y de zonas inundadas (Dhillion y
Ampornpan, 1992) con excepcion de aquellas pertenecientes a las familias Cyperaceae y
Juncaceae.

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 formacién 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.
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Perez y Fuentes (2009), encontraron que en el proceso de modelacion logistica de la
densidad poblacional de HMA en funcion de pardmetros fisicos-quimicos; los factores
que mejor explican el fendmeno de la esporulacién de hongos formadores de micorrizas
asociados en rizdsfera de pasto colosoana fueron el pH y el Potasio. Estudios realizados
por Pérez y Peroza, (2010), para establecer relacion entre el proceso de esporulaciéon y
colonizacion de HMA asociados al pasto angletén en funcion a factores fisico-quimico y
de salinidad de los suelos de fincas ganaderas del municipio de Tolu-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 funcién 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 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 Ca y Mg intercambiable.
Mientras que los modelos matematicos construidos para densidad poblacional de esporas
de HMA en funcién de salinidad, indican que la salinidad interfiere directamente con el
numero de espora de esporas de HMA en los suelos en presencia de parametros como pH,
S04, 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 estd 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).

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 morfoldgicos de esporas. Las poblaciones en diferentes ecosistemas, sobre la
base de conteo de esporas, varian entre 5 y 25 especies diferentes. Este nUmero depende

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

La composicion 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).

Aunque los estudios poblacionales de hongos micorrizales de MA estan basados en
caracteres morfologicos de los cuerpos fructificantes, esporas, micelios vegetativos o
estructuras simbioticas, la aproximacién 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 indicacion relativa de la abundancia
y la composicion 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 morfologicas.

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

de produccion de esporas por otros. Esto puede deberse al antagonismo entre las especies.
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Meétodos 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 morfologicos 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 identificacion 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 identificacion tan primaria pone los limites
en cuanto al estudio taxonémico de los HMA (Opik, 2004).

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).
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Abstract: Research into the symbiotic relationship between plants and arbuscular mycorrhizal
fungi

(AMF) is key for sustainable agricultural intensification. The objective of the present study is to
evaluate native AMF at the monosporic level in greenhouse-grown, economically important
crops. Agricultural soil samples from three locations (Saltillo, Zaragoza, and Parras) were
obtained by combining portions resulting from a zigzag sampling pattern. From these samples,
15 morphotypes were extracted according to a modified Gerdemann’s technique and
monosporically inoculated on melon, cucumber, tomato, and onion, 30 days after their sowing.
Under a completely random experimental design, 16 treatments with three repetitions were
defined. Plant height, root length, stem diameter, total fresh weight, fresh root weight, dry root
weight, bulb weight, fresh leaf weight, total dry weight, flower number, leaf number, fruit
number, spore number, and percentage of colonization were all evaluated. The results were
subjected to the analysis of variance (ANOVA) and the Tukey comparison test (p < 0.05), which
showed that the monosporic inoculation favors significantly the AMF and the host, while the
T6 (Saltillo spore + Steiner modified with 20% of the normal phosphorus concentration) showed
a greater response uniformity on onion and melon,

which indicates its great potential as an inoculum.
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1. Introduction

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) form mutualistic symbioses with 85% of terrestrial plants [1—
3]. The AMF obtains sources of photosynthetic carbon from the host, which favors the absorption
of nitrogen and phosphorus [4], increases productivity, promotes growth, reduces abiotic and
biotic stresses, improves the soil quality for drought tolerance and saline stress, and above all,
increases the chemical quality of horticulturally cultivated vegetables [5,6].

Plants from the Amaryllidaceae (onion and leek), Apiaceae (carrot), Asteraceae (lettuce),
Cucurbitaceae (cucumber), Fabaceae (bean), and Solanaceae (tomato and bell pepper) families
possess a high dependence on mycorrhizal colonization [5]. Inoculations of greenhouse onion
plants grown in phosphorus deficient soil with 1-7 species of AMF in various combinations
demonstrated increases in dry shoot weight, but a reduction in the concentrations of potassium
and sulfur; Glomeraceae species had a greater impact on growth and nutrient absorption while
Acaulospopra and Racocetra spp. did not have a significant impact [4]. The effects of mycorrhiza
inoculation density (no inoculum,

Agronomy2019, 9, 130; doi:10.3390/agronomy9030130 www.mdpi.com/journal/agronomy
1000 spore, and 2000 spore inocula) on cucumber plants subjected to saline stress (control, 50,
75, and 100 mM NaCl) has been studied. Inoculation with 2000 spores resulted in increases in
dry and fresh fruit weight and root volume, in the absence of salt stress. In cucumber, dry and
fresh weights increased with the inoculation of 1000 spores at all levels of salt stress [7].
Similarly, the interactions between four AMF (Glomus intraradices, Glomus mosseae, Glomus
claroideum, and Glomus constrictum) and Trichoderma harzianum were evaluated in melon
plants. The AMF reduced fresh plant weight compared to T. harzianum, while dual inoculation
resulted in a decrease of fresh weight compared to AMF-inoculated plants, except for G.
intraradices [8]. PKM-1, Gaurav, and Monarch tomato cultivars inoculated with Glomus
fasciculatum were assessed. Root colonization of the AMF varied between 26.4% to 36.0% in 30-
day-old plants and 40.2% to 47.0% in 60-day-old plants. Significant increases in plant height, and
both shoot and root fresh and dry weights, as well as plant N, P, and K content were recorded

[9].

The actual effects of commercial inoculations are not always positive [10,11], because the
conventional agricultural systems coupled with the irrational use of pesticides reduces the
positive effect of AMF [12,13]. Few studies objectively adjust their inoculum to the environment
in order to avoid failure of the inoculation process. The objective of the present study is to
evaluate the response to monosporic inoculation of native endomycorrhizae in melon,
cucumber, onion, and tomato plants subjected to low doses of phosphorus fertilization under
greenhouse conditions.

2. Materials and Methods

The experiment took place throughout 2015 and 2016 in a medium technology greenhouse
belonging to the Antonio Narro Autonomous Agrarian University, located in Saltillo, Coahuila,
Mexico (23° 37” N, 100° 38” W, at an altitude of 1581 m.a.s.l).

2.1. Sampling and Soil Analysis
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Agricultural soils abandoned for 10 years in Parras, Saltillo, and Zaragoza, Coahuila, inhabited
only by wild sunflowers of the family Asteraceae, were sampled in June 2015. Using a zigzag
method, four 1-kg samples per point, with four points per location, were taken at a depth of 0—
30 cm. Texture was determined by the Bouyoucus method [14], pH by a potentiometric
technique (1:2), phosphorus by Olsen’s technique [15], organic material (OM) by Walkey and
Black’s method [16], and electrical conductivity (EC) by electrometric methods (1:2).

2.2. AMF Spore Extraction by Modified Gerdemann’s Method

Twenty soil samples were analyzed (five from Saltillo, seven from Zaragoza, and eight from
Parras). The 200 g, unsifted soil samples were deposited in a container with 5 L of tap water,
mixing until the lumps were gone, and leaving to stand for 2 h to separate the soil from the
water. The soil was

washed three times by pouring the contents through 40, 60, 200, 325, and 400 um sieves.
Subsequently, the residue from each sieve was collected in 50-mL Falcon tubes by rinsing the
sieve with 20 mL of distilled water from a wash bottle. Each tube had 25 mL of 1.8 M sucrose
solution added and the tubes were centrifuged at 3700 rpm for 4 min. The supernatant was
poured through a 400-um sieve and the residue washed until the sucrose was eliminated. The
rinsed residue was deposited in 6-cm diameter, glass Petri dishes and visualized under a
stereoscopic microscope (Olympus SZ51, Olympus America Inc, Center Valley, PA, USA.

2.3. Morphological Grouping and Washing of Spores

Using a stereoscopic microscope (Olympus SZ51), spores were grouped according to color,
shape, size, and number of layers, according to the International Culture Collection of (Vesicular)
Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM) [17]. The morphotypes were washed with 1 mL of 1%
sodium dodecyl sulfate (SDS) solution by inverting for 1 min before passing to an Eppendorf tube
containing 1 mL of distilled water. Each sample was washed four times. The spores were stored
at 4 - Cfor 3 days.

2.4. Plant Material Sowing and Inoculation

Peat moss for germination and sandy loam soil were sterilized for 30 min at 15 (lb in-2) of
pressure, three times. Red onion, cucumber var. Centauro, melon var. Magno F1, and tomato
var. Hib MX7047 (Syngenta, Guanajuato, Mexico) seeds were germinated in 200-cell, Styrofoam
trays and kept in the germination chamber for 15 days. The seedlings were moved to the
greenhouse for transplanting into black, 3-L nursery pots filled with sandy loam soil that had
been irrigated to capacity the day before. Inoculation was performed 30 days after sowing (d.a.s)
by placing a single spore on the lateral root of each plant.

2.5. Crop Management

The plants were fertilized by drip irrigation with a Steiner solution modified to contain only 20%
of the normal phosphorus concentration. Each pot received 900 mL of nutrient solution daily,
divided amongst three irrigations (8:00 AM, 2:00 PM, and 8:00 PM). The average pH was 7.8 with
an EC of 2.8 ds/m. The average temperature and relative humidity at 8 AM was 16.5 ° C and 77%;
at 2 PM, 36.3 *C and 30%; and at 8 PM, 20.2 ° C and 56%. Pruning was performed, as well as



30

chemical control of white fly and potato psyllid with imidacloprid. Powdery mildew and early
blight were controlled with chlorothalonil and copper hydroxide.

At 66 days after transplant (d.a.t.), plant height (PH) and root length (RL) of each plant was
measured with a tape measure, and stem diameter (SD) with digital Vernier calipers. Total fresh
weight (TFW), root fresh weight (RFW), and leaf fresh weight (LFW) were measured with an
analytical balance (Mettler AJ100 and Ohaus EP114C). Flower number (FLN), leaf number (LN),
and fruit number (FRN) were also counted. The cucumber, melon, and tomato were in flowering,
but the onion was in the vegetative phase start of bulb formation.

2.6. Determination of Root Colonization Percentage and Spore Number

The roots of the triple-repetition 16 treatments and the controls were washed under running
water and then cut into 1-cm-long fragments, as per the root staining technique [18]. The root
fragments were vertically aligned on slides (three slides per plant with 100 observations) with a
drop of acidified glycerol added. The slides were observed under an Olympus CX21 Olympus
America Inc, Center Valley, PA, USA. compound microscope. The percentage of colonization was
estimated according to the McGonigle method [19]. The spores in 100 g of soil per pot and per
crop were counted

with an Olympus SZ51 stereoscopic microscope according to a modified Gerdemann’s technique
[20].

2.7. Statistical Analysis

The experiment consisted of 16 treatments with three repetitions: 15 treatments with 1
AMF spore from each location plus fertilization with Steiner solution containing 20% of the
normal P concentration, and a control (no AMF) with the same fertilization scheme. The
experimental design was completely random for each species studied. Analysis of variance
(ANOVA) and Tukey’s comparison of means test (p < 0.05) was performed with the Statistical
Analysis Systems (SAS) software suite (2013).

3. Results
3.1. Soil Analysis

Table 1 presents the physicochemical characteristics of the studied soil. The pH of soil from
Parras is moderately alkaline and alkaline in Zaragoza and Saltillo. Parras soil has high electrical
conductivity (EC). Saltillo soil has low OM content, while Zaragoza soil has high OM, and Parras
soil has moderately high OM. Zaragoza and Saltillo soil have moderately low total phosphorus
(P), while Parras soil has medium levels of P.

Table 1. Analysis of soil from three locations in Coahuila.

Location Texture pH EC (ds/m) OM (%) P (ppm)
Parras Loamy 7.89 3.04 2.79 18.4

Zaragoza Loamy 8.07 0.93 3.40 9.83
Saltillo Sandy Loam 8.11 1.55 0.73 9.92

3.2. Spore Morphology
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Table 2 shows that of the three locations studied, 15 treatments were obtained whose spores
present a globose to sub-globose shape and a spore coat made up of one to three layers, with a
wall thickness of 5.3—19.9 um. Seven colors were identified, mostly the 0-10-60-0 orange—brown
defined by the INVAM [17]. The spore equatorial diameter (ED) ranges from 93.1 to 217.8 um
and the meridian diameter (MD) from 96.5 to 208.05 um. The number of strata (NS) varies from
1 to 3 and the thickness of the spore wall (TSW) from 3.09 to 13.90 um.

Table 2. Characteristics of native AMF associated with wild sunflower from Coahuila, 2015.

Treatments Color (INVAM 2015) ED (um) MD (um) NS TSW (um)
1 Saltillo 0-10-60-0 Yellow—Brown 162.64 167.24 3 5.30
2 Saltillo 0-10-60-0 Yellow—Brown 143.10 146.55 3 11.38
3 Saltillo 0-10-40-0 Orange 125.86 129.89 2 6.92
4 Saltillo 0-10-40-0 Orange 149.43 142.53 3 8.75
5 Saltillo 0-10-60-0 Yellow—Brown 93.10 96.55 3 7.67
6 Saltillo 20-80-80-0 Orange—-Brown 177.01 177.59 3 12.08
7 Zaragoza 20-80-80-0 Orange—Brown 133.33 135.06 3 13.84
8 Zaragoza 0-10-60-0 Yellow—Brown 110.92 122.41 1 3.09
9 Zaragoza 0-5-20-0 Cream with a pale pink tint 111.50 137.36 3 10.04
10 Zaragoza 0-10-40-0 Orange 132.76 137.36 2 12.08
11 Zaragoza 20-80-80-0 Orange—Brown 217.82 208.05 2 12.92
12 Parras 0-5-40-0 Hyaline/white 108.62 109.77 3 6.90
13 Parras 0-10-60-0 Yellow—Brown 125.86 137.93 2 13.90
14 Parras 0-20-80-0 Salmon 177.01 182.76 2 7.30
15 Parras 0-10-60-0 Yellow—Brown 106.34 111.56 3 8.12

3.3. Number of AMF Spores

Table 3 illustrates the capacity of the 15 inoculated treatments to produce spores under
conditions totally different to their natural habitat. The T1 Saltillo (p < 0.05) in tomato presented
the highest significant density of spores. The T5 Saltillo in onion, T9 Zaragoza in cucumber, T11
Zaragoza in melon, and T1 Saltillo in tomato also presented significant densities of spores. The

letter in the table is the result of the Tukey comparison test.



Table 3. Average density of spores (Tukey’s p < 0.05) in four horticultural species.

Treatment Onion Cucumber Melon Tomato
C 0.00f 0.00h 0.00g 0.00 f
1 Saltillo 18.00 bdec 9.66g 10.66 ef 30.33a
2 Saltillo 17.00 bdec 14.66 fbecd 10.33 ef 25.33 bdac
3 Saltillo 14.66 de 18.00 ba 8.00f 23.66 dec
4 Saltillo 15.33 bdec 14.33 fbecd 13.66 edc 23.66 dec
5 Saltillo 27.00 a 11.66 fge 14.33 bdc 18.33 e
6 Saltillo 13.33 e 14.33 fbecd 15.33 bac 26.33 bdac
7 Zaragoza 21.66 bac 15.66 becd 8.00f 29.00 bac
8 Zaragoza 21.66 bac 13.33 fged 11.00 edf 26.33 bdac
9 Zaragoza 19.00 bdec 21.66a 15.00 bac 24.66 bdc
10 Zaragoza 21.00 bdac 16.33 bed 15.66 bac 26.66 bdac
11 Zaragoza 17.33 bdec 17.33 bc 18.00 a 23.00 de
12 Parras 18.00 bdec 11.00 fg 17.33 ba 26.33 bdac
13 Parras 22.00 ba 13.00 fged 14.33 bdc 29.33 ba
14 Parras 17.33 bdec 12.66 fged 16.33 bac 27.00 bdac
15 Parras 15.00 dec 11.66 fge 14.66 bac 27.00 bdac
P %k %k %k %k %k %k %k %k
%C.V 12.93 10.21 9.49 7.54

C = control; ¥*** = p< 0.001 ANVA; C. V = coefficient of variation.

3.4. Mycorrhizal Colonization
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Table 4 demonstrates that the 15 monosporically-inoculated treatments did have the capacity
to develop symbioses, even with low phosphorus fertilization. According to the statistical
analyses, the T6 Saltillo established the greatest percentage of colonization in all four host

species, though colonization in melon and cucumber was the highest among them.

Table 4. Average mycorrhizal colonization (Tukey, p < 0.05) in four horticultural species.

Treatment Onion Cucumber Melon Tomato
C 0.00 f 0.00g 0.00g 0.00g
1 Saltillo 14.00 ed 28.57 dfce 54.77 ba 28.00 edf
2 Saltillo 22.33 bdc 30.82 dce 53.07 bc 32.00 ebdfc
3 Saltillo 22.33 bdc 54.38 ba 52.66 bc 37.33 bac
4 Saltillo 24.33 bac 47.61b 48.29 bc 24.00 f
5 Saltillo 22.00 bedc 35.50 ¢ 38.69 fe 33.00 ebdac
6 Saltillo 33.00 a 58.36 a 60.33a 41.00 a
7 Zaragoza 24.00 bc 32.89dc 52.70 bc 24.00f
8 Zaragoza 13.33e 34.67 c 32.10f 38.33 bac
9 Zaragoza 21.00 bedc 22.73 fe 41.08 de 30.00 edfc
10 Zaragoza 25.66 bac 22.11f 47.26 dc 36.00 bdac
11 Zaragoza 17.33 edc 36.37 ¢ 51.33 bc 33.33 ebdac
12 Parras 18.66 bedc 24.58 fe 48.86 dc 34.00 bdac
13 Parras 26.66 ba 30.17 dfce 51.57 bc 25.33 ef
14 Parras 18.33 bedc 25.11 dfe 33.84f 39.00 ba
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15 Parras 18.66 bedc 29.37 dfce 47.76 dc 33.33 ebdac
P % %k k * % %k * % %k % %k k
% C.V 14.34 8.43 4,98 9.24

C = control; ¥*** = p< 0.001 ANOVA,; C.V = coefficient of variation.

The greatest difference in colonization percentages in onion was of 20% between the T6 Saltillo
and T8 Zaragoza. In cucumber, the greatest difference was 36.25% between T6 Saltillo and T10
Zaragoza. In melon, it was 28.33% between the T6 Saltillo and T8 Zaragoza; while in tomato, the
greatest difference was 17% between the T6 Saltillo and both the T4 Saltillo and T7 Zaragoza.
The letter in the table is the result of the Tukey comparison test.

3.5. Agronomic Characteristics of Cucumber

Table 5 shows the results of Tukey’s comparison test for the evaluated plant parameters in
cucumber. A 23.67% increase in PH can be seen in T1 Saltillo over the control. T5 Saltillo had a
30.85% increase in SD, a 85.81% increase in TFW, and a 282.55% increase in RFW. T9 Zaragoza
had an 23.21% increase in leaf number (LN) and a TDW increase of 286.89%. The FLN in T6 Saltillo
increased 12.81% and RL in T13 Parras increased 5.4 times. The latter response is of great
economic and environmental importance as it implies better absorption and utilization of
nutrients and water as well as better plant anchoring. The letter in the table is the result of the
Tukey comparison test.

Table 5. Average effects (Tukey, p < 0.05) of AMF on the agronomic parameters of greenhouse-grown cucumber.

T PH (cm) SD (mm) LN FLN TFW (g) TDW (g) RFW (g) RDW (g) RL (cm)
C 103.50 bcde 7.26e 28.0 abcde 18.50 ab 150.04 fg 42.34b 43.00 gef 23.98 ab 13.66g
1 Saltillo 128.00 a 8.833 abc 31.0 abc 15.0 bed 199.81 cdef 58.77b 44.00 gef 27.96a 28.00 def
2 Saltillo 111.50 ab 9.23 ab 30.50 abcd 15.00 bed 268.2 bcde 64.12 b 63.33b 27.80a 24.33 efg
3 Saltillo 81.00 fg 7.40e 26.00 cde 10.66 efg 178.81 def 34.17b 59.00 cb 24.32 ab 31.75d
4 Saltillo 87.50 def 8.10 cde 28.0 abcde 11.66 defg ~ 198.69 cdef 57.22b 57.00 cbd 29.29a 40.66 ¢
5 Saltillo 108.0 bc 9.50a 27.33 bede 17.50 abc 278.79 a 70.40 b 121.50a 28.35a 15.75fg
6 Saltillo 105.5 bed 8.35 abcd 30.0 abcd 20.87 a 258.10 ab 54.13 b 46.50 gefd 26.05a 29.50 cde
7 Zaragoza 92.50 cdef 7.40 e 27.50 bede 13.50 def 182.26 def 55.70 b 56.50 cbd 16.27 ¢ 20.00 defg
8 Zaragoza 77.33fg 8.26 bcde 31.0 abc 9.33g 158.12 efg 60.47 b 60.50 b 26.84a 23.00 defg
9 Zaragoza 102.50 bede 8.65 abcd 34.50a 9.50¢g 243.72 abc 121.47 a 47.50 cefd 25.41a 47.50b
10 Zaragoza 66.66 g 7.55 de 24.0 de 13.66 cdef =~ 175.19 defg 41.72b 48.00 cefd 25.82a 18.00 efg
11 Zaragoza 110.5 abc 7.60 de 33.50 ab 20.00a 231.51 abcd 52.13b 38.00 gf 24.72 ab 23.00 defg
12 Parras 93.66 bcdef 8.0 cde 27.0 bede 10.0 fg 198.34 cdef 49.50 b 63.50 b 25.67 a 17.50 efg
13 Parras 106.0 bcd 8.20 bcde 29.33 abcd 11.66 defg 172.32 efg 59.05 b 51.66 cebd 17.27 be 7433 a
14 Parras 85.50 feg 7.76 cde 25.50 cde 14.00 cde 120.33g 37.13b 34.50g 24.59 ab 13.75¢g
15 Parras 76.33 fg 8.15 bcde 21.500 e 11.50 defg 151.92 efg 34.78 b 39.66 gef 24.86 ab 16.83 fg
P * %k * ok k * %k k * ok k * %k ok * k% * k% * k% * %k
cv 6.46 4.65 7.64 9.14 9.72 29.90 7.36 10.083 13.60

C = control; *** = p< 0.001 ANVA; C.V = coefficient of variation.

3.6. Agronomic Characteristics of Melon

The results of monosporic inoculation of melon with native AMF are summarized in Table 6. At

66 d.a.t., inoculation with a single spore results in significant differences in all the evaluated
agronomic parameters. Of the 15 treatments, excelling T6 of Saltillo with six out of nine
evaluated parameters: PH (101.6%), LN (80.6%), FLN (180.6%), TFW (157.61%), RFW (155%), and
RL (164.86%), The T11 and T13 Parras resulted in an increase of biomass production statistically
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the same as T6 over the control. Those AMF are potentially significant candidates for melon
seedling inoculation under greenhouse conditions.

Table 6. Average effects (Tukey, p < 0.05) of AMF on the agronomic parameters of greenhouse-grown melon.

The letter in the table is the result of the Tukey comparison test.

T PH (cm) LN FLN FRN TFW (g) TDW (g) RFW (g) RDW (g) RL (cm)
C 83.33g 10.33 ¢ 7.00 ef 0.33ab 70.00 f 22.34h 18.50 f 8.73 e 11.33f
1 Saltillo 153.00 ab 12.00 bc 13.00 b 0.00 b 147.50 b 78.46 ab 21.50 ef 9.30e 24.80 bc
2 Saltillo 116.33 defg 12.00 bc 13.00 b 1.00ab  105.50 cde 42.95 bef 44.33 ab 19.97 ab 13.50 def
3 Saltillo 118.66 bcdef 11.66 bc 8.66 cdef 0.66 ab 116.00 cd 39.72 defg 24.00 def 10.99 de 16.50 def
4 Saltillo 142.00 abcde 13.66 b 9.33 cdef 0.33ab  107.50 cde 64.75 bc 32.66 cd 15.13 bed 14.66 def
5 Saltillo 124.66 bcdef  11.33 bc 14.00 b 1.00ab  121.00 bed 50.63 cd 29.33 cde 12.97 de 12.05 ef
6 Saltillo 168.00 a 18.66 a 19.66 a 2.00a 180.33 a 79.23 ab 49.00 a 18.64 bc 34.45a
7 Zaragoza 100.00 fg 12.33bc  11.50 bed 1.33ab  122.00 bcd 48.67 de 37.50 bc 13.66 cde 19.83 cd
8 Zaragoza 133.00 bcdef  12.66 bc 6.50 f 0.66 ab 130.00 bc 35.28 efgh 30.00 cde 12.66 de 15.25 def
9 Zaragoza 151.00 abc 12.66 bc 7.50 ef 0.00 b 146.50 b 67.53 b 24.50 def 12.21 de 24.33 bc
10 Zaragoza 131.33 bcdef  12.00bc  11.33bcd  0.66 ab 84.00 ef 30.21 fgh 23.50 def 11.76 de 15.75 def
11 Zaragoza 118.00 cdef 12.00 bc 18.00 a 1.00 ab 197.33 a 83.53a 37.33 bc 12.92 de 15.75 def
12 Parras 150.50 abcd 13.00 bc 8.00 def 0.66 ab 96.66 ef 27.37 gh 20.50 ef 8.8le 18.60 cdef
13 Parras 115.66 efg 12.00 bc  9.00 cdef 1.00 ab 201.33a 90.99 a 43.66 ab 24.15a 25.80 bc
14 Parras 127.33 bedef 18.00 a 11.66 bc 0.66 ab 115.00 cd 34.35 efgh 28.66 cdef 13.12 de 19.00 cde
15 Parras 132.33 bcdef  12.33bc  11.00 bcde 0.66ab  111.50 cde 33.48 fgh 33.66 bcd 14.94 bed 28.75 ba
P % %k % * kK % %k % * % %k %k * kK * kK * %k k * %k k
% CV 8.759 8.176 10.54 73.53 7.80 9.467 11.303 12.364 12.84

C = control; *** = p< 0.001 ANOVA,; C.V = coefficient of variation.

3.7. Agronomic Characteristics of Tomato

The effects of monosporic inoculation of tomato plants with native AMF are presented in
Table 7. Once again, the T5 Saltillo significantly improves PH (79.2%) and TFW (200%) when
compared to the control. TDW and RDW were improved with T14 Parras inoculation by 2.6 and

5 times, respectively. T10 Zaragoza increased RFW by four times, while T15 Parras significantly
increased RL by 104% over the control treatment. The LN parameter had no significant difference
among treatments. The T2, T5,

T6 Saltillo, and T7 Zaragoza had significant increases in FLN, when compared to the control.

Table 7. Average effects (Tukey, p < 0.05) of AMF on the agronomic parameters of greenhouse-grown tomato.

The letter in the table is the result of the Tukey comparison test.

T PH (cm) SD (mm) FLN TFW (g) TDW (g) RFW (g) RDW (g) RL (cm)
C 57.00 h 7.00 abc 2.50c 74.50 h 16.00 ij 11.00 fg 1.66e 20.25 efg
1 Saltillo 59.00 gh 5.65 cd 4.00 be 97.50 gh 11.00 j 9.0g 2.66 de 16.33 fg
2 Saltillo 79.00 abcde 6.80 abc 8.00 a 131.0 defg 56.00 cdef 12.33fg 2.66 de 25.00 cde
3 Saltillo 86.00 abc 7.40 ab 3.66 bc 168.0 bcde 68.00 abc 29.00 bc 5.66 ab 29.50 cd
4 Saltillo 77.00 bcde 7.33ab 4.33b 158.33 bede 49.333 defg 27.66 bed 3.33 cde 27.50 cde
5 Saltillo 91.00 a 7.50 ab 7.50a 223.50a 77.50 ab 23.00 bcde 5.00 abc 28.00 cd
6 Saltillo 89.50 ab 8.15a 8.00a 204.33 ab 62.00 bcde 29.50 b 3.66 bcde 27.50 cde
7 Zaragoza 85.00 abcd 7.30 abc 7.50 a 160.0 bcde 66.33 abcd 22.33 bede 4.33 abcd 31.00 bc
8 Zaragoza 63.33 fgh 6.03 bed 3.33bc 169.00 bcde 31.66 hi 25.00 bed 1.66h 38.25 ba
9 Zaragoza 67.33 efgh 6.40 bcd 4.00 bc 128.00 efg 42.00 fgh 24.00 bed 3.33 cde 22.50 defg
10 Zaragoza 87.66 abc 8.40a 3.50 bc 187.00 abc 51.33 cdefg 44.00 a 3.33 cde 27.00 cde
11 Zaragoza 75.00 cdef 6.85 abc 4.00 bc 142.67 cdefg 51.66 cdefg 14.00 efg 3.00 cde 23.50 def
12 Parras 73.00 def 6.050 bcd 3.50 bc 177.0 abced 47.50 efgh 19.00 def 3.50 bcde 22.25 defg
13 Parras 58.66 gh 4.93d 3.50 bc 111.00 fgh 37.50 gh 12.00 fg 2.33 de 15.33 g
14 Parras 71.33 efg 4.93 abc 4.00 bc 135.00 defg 80.00 a 20.50 bedef 6.00 a 29.66 cd
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15 Parras 67.33efgh 4.93 bed 4.00 bc 148.33 cdef 50.66 defg 19.66 cdef 3.00 cde 4133 a
P * %k * kK * kK % %k % % %k % * kK EE T %k k
%CV 5.746 7.9771 12.6891 10.287 11.2045 15.04 20.97 9.1790

C = control; ¥*** = p< 0.001 ANOVA,; C.V = coefficient of variation.

3.8. Agronomic Characteristics of Onion

Table 8 summarizes the effects of AMF inoculation on greenhouse-grown onion plants. The T6
Saltillo significantly improved PH (89.03%), SD (four times), LN (100%) TFW and TDW (six times)
RFW (three times) RL (132.12%), and LFW (ten times) compared to the control. The parameter
did not have significant differences between treatments.

Table 8. Average effects (Tukey, p < 0.05) of AMF on the agronomic parameters of greenhouse-grown onion.
The letter in the table is the result of the Tukey comparison test.

T PH (cm) SD (mm) LN TFW (g) TDW (g) RFW (g) RL (cm) LFW (g)
C 19.15 efd 1.30h 3.00b 2.66 e 1.29d 1.23 ecd 11.61 gef 1.04e
1 Saltillo 21.53 ecd 3.33 fbedc 4.66 ba 7.06 cbd 2.90 cb 1.51 becd 14.00 cefd 5.54 cb
2 Saltillo 17.86 ef 2.90 fgedc 3.66 b 4.29 ed 1.35d 032e 12.50 gefd 2.81 cebd
3 Saltillo 30.65 ba 4.79 ba 4.66 ba 7.91cb 3.90b 0.68 ecd 16.35 cebd 4.96 cbd
4 Saltillo 11.90f 2.15 fgeh 3.33b 3.16e 1.59d 0.453 ed 7.80g 2.01 ced
5 Saltillo 22.80 becd 3.65 bdc 333b 2.46e 0.94d 0.83 ecd 11.93 gef l14e
6 Saltillo 36.20 a 542a 6.0a 16.09 a 7.88a 3.65a 26.95a 10.90 a
7 Zaragoza 22.95 becd 3.40 bedc 3.33b 349e 1.37d 0.683 ecd 21.0b 3.72 cebd
8 Zaragoza 26.66 bcd 4.10 bac 3.33b 5.10 ced 2.11cd 0.98 ecd 15.75 ced 3.90 cebd
9 Zaragoza 23.56 becd 4.45 ba 4.0b 7.48 cb 3.71b 1.82 bed 12.60 gefd 5.56 cb
10 Zaragoza 17.75 ef 4.65 ba 40b 5.23 ced 2.18 cd 1.92 b 17.00 cbd 1.65 ed
11 Zaragoza 11.40f 1.93 fgh 3.0b 3.08e 0.94d 0.55 ecd 10.25 gf 1.94 ced
12 Parras 27.87 bc 5.52a 3.0b 2.53e 0.90d 2.89 ba 9.75 gf 1.21ed
13 Parras 18.25 ef 2.60 fgedh 33b 2.82¢e 1.05d 0.44 ed 13.10 efd 0.90e
14 Parras 27.36 bed 4.76 ba 4.66 ba 8.54b 4.10b 1.08 ecd 18.20 cb 6.56 b
15 Parras 22.55 ecd 1.63h 4.00 b 7.38cb 3.86b 1.80 bcd 13.04 efd 6.56 cebd
p * %k *kk *kk *kk *k K *k K *kk *kk
%CV 12.08 13.60 16.47 17.40 16.84 36.67 11.03 34.93

C = control; ¥*** = p< 0.001 ANOVA,; C.V = coefficient of variation.

4. Discussion
4.1. Effects of Host Species on AMF Colonization

AMF comprises more than one spore morphotype [21] and influences the growth and nutrient
absorption of a certain plant species [22]. The physicochemical characteristics of soil that
influence AMF diversity [23] are the pH, EC, OM, soil nutrients, and the host species [24,25].
There is evidence that each terrestrial plant species in symbiosis hosts more than one type of
AMF [26]. However, the specificity of symbiosis can be at the species, family or ecological level
[27,28]. Too little is known about the local and global distribution of AMF to understand their
biogeography [29,30]. The results of this study demonstrate that the origin and physicochemical
composition of the soil influences the diversity of AMF spores. Six treatments were collected
from the Saltillo location, followed by five from Zaragoza and four from Parras. High genetic
variation between species, and even between spores, has been shown at the molecular level,
resulting in an increase in AMF diversity [27].



36

That being said, the morphological separation and monosporic inoculation carried out permits a
deeper understanding of the true effects a single spore can have (a single species) on cucumber,
melon, tomato, and onion plants. Nevertheless, the efficiency or inefficiency of the resulting
symbiosis is regulated by the fertility of the soil at the time of inoculation, the level of disturbance
at the site and probably, the co-adaptation with the partner species [28].

Based on the results obtained, T1 Saltillo in tomato has the necessary genetic conditions for
greater sporulation and adaptation to greenhouse conditions compared to the other treatments
and hosts. Studies show that the success of symbiosis and the development of spores is
influenced by the environment, i.e., the ability to adapt to a new environment and period of
inoculation [23]. Accordingly, the four host species are amenable to AMF spores. Previously, it
was believed that the medium and host species had no effect on AMF [29]. However, the results
obtained in this study demonstrate that the host species and environment play an important
role in the successful establishment and sporulation of AMF. Chitin is known to stimulate the
development and sporulation of AMF [30]. In this case, it may be that the tomato plant’s
chitinase defense mechanism presents a more localized or refined response to AMF colonization
than the onion, cucumber, or melon plants [31].

In prior studies performed with greenhouse-grown wheat, 12 out to 21 native AMF
morphotypes resulted in successful symbiosis following monosporic inoculation under
conditions dissimilar to their natural habitat [25]. It can be said that the 15 evaluated AMF
treatments possess the capacity to adapt to media completely different to their natural habitat
with differing levels of affinity.

4.2. Effects of AMF Colonization on Host Species

The results are in line with the knowledge that AMF in mutualistic symbiosis stimulates the
growth, photosynthesis, and absorption of nutrients in a wide range of host species. It should be
emphasized that plants of the family Cucurbitaceae belong to those species in which the
establishment of symbiosis is successful [32]. The T5 Saltillo increased cucumber plant vigor, as
well as TFW and RFW, leading to a greater capacity for nutrient absorption as seen previously
with spore inoculation under saline conditions [33]. In terms of FLN, PH, LN, and TDW
parameters, the T8 Zaragoza, T10 Zaragoza, and T15 Parras were worse than the control, so they
represent inocula without potential. Another study where three combinations of AMF, VT
(Claroideoglomus sp., Funneliformis sp., Diversispora sp.,

Glomus sp., and Rhizophagus sp.), BF (Glomus intraradices, G. microageregatum BEG, and G.
Claroideum BEG 210), and Fm (Funneliformis mosseae) were used to inoculate cucumber
(Cucumis sativus L. cv.

Zhongnong No. 106) plants found successful symbioses at 46 days after inoculation. The PH, SD,
TDW, and RL increased significantly compared to the non-inoculated control [7]. A different
study inoculated Cucumis sativus cv. Super N3 with Glomus mosseae under hydroponic
conditions and found that inoculation with 1000 or 2000 spores resulted in increased shoot and
root fresh weight, compared to their control. The 1000 spore inoculum was also able to increase
antioxidant activity and phenol content [34].
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AMF improve the absorption and translocation of mineral nutrients thanks to their ability to
reach beyond the rhizosphere, which is reflected in the growth and development of the melon
plants and other Cucurbitaceae [35]. Nevertheless, the TFW parameter did not show significant
differences between treatments. A separate experiment involving melon inoculated with Glomus
intraradices, Glomus mosseae, Glomus claroideum, and Glomus constrictum, and challenged
with Fusarium found a reduction in plant fresh weight and a failure to suppress the infection [8].
Regardless, the inoculation treatments in this experiment positively favored the melon plants.

A study of three tomato cultivars (PKM-1, Gaurav, and Monarch) inoculated with Glomus
fasciculatum demonstrated improvements in plant height, fresh shoots, root length, and root
dry weight compared to the non-inoculated control [9]. The Monarch cultivar benefited the
most. After 30 days of cultivation, the dry shoot and root weights of inoculated Monarch plants
were more than four times greater than the control. The Gaurav cultivar had the greatest
biomass and dry weight production. In the present study, there was a significant, positive
response (Tukey’s, p < 0.05) in the PH, TFW, TDW, RFW, RDW, and RL of inoculated tomato
plants.

Of the 15 inoculation treatments, four had outstanding effects on the previously mentioned
parameters. These were the T5 Saltillo, T10 Zaragoza, T14 Parras and T15 Parras. A systematic
guantitative analysis demonstrated that inoculation with AMF increases plant biomass by up to
34.9%, compared to non-inoculated plants. The same analysis found that inoculating with a
single species yields an average improvement of 41.2% in plant growth, compared to inoculation
with multiple species [30].

The genus Allium has been found to depend more on AMF than other plants due to their
scarce radicular branching and lack of root hairs. There is also evidence that onion genetics
influence the response to mycorrhizal symbiosis [36]. Based on the previous information, T6
Saltillo represents a promising inoculation candidate for the greenhouse production of onion.

5. Conclusions

The native endomycorrhizas associated with Helianthus annus L. wild and accustomed to
different soil physicochemical conditions were able to establish symbiosis with a single spore in
the four horticultural crops. The growth and development of cucumber plants was favored by
treatment with the T1 Saltillo, T5 Saltillo, T6 Saltillo, T9 Zaragoza, and T13 Parras AMF. The melon
and onion plants benefited the most with the T6 Saltillo. The T5 Saltillo, T10 Zaragoza, T14 Parras,
and T15 Parras treatments favored the tomato plants. Overall, the single spore treatments of
AMF from Saltillo elicited the best responses in the greenhouse-grown crops.
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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objeto identificar y evaluar tres aislados de HMA en hortalizas
de importancia econdémica bajo invernadero. Las esporas se extrajeron a través de tamizado
humedo y decantacién de la rizosfera de pepino (asilado a), meldn (aislado b) y tomate (aislado c).
Se trabaj6 con seis tratamientos, 27 repeticiones bajo un disefio completamente al azar. Los
aislados se identificaron a nivel molecular a partir de una sola espora en la Mycothéque de
I'Université catholique de Louvain (MUCL). Se inocularon +35 esporas por planta y se fertilizaron
con solucion Steiner modificada en fésforo al 50%. Se evalu6 didmetro de tallo (DT), longitud de
tallo (LT), peso fresco total (PFT), longitud de raiz (LR), firmeza (FZA), rendimiento (RTO),
colonizacion y numero de esporas. Los resultados de identificacidn molecular mostraron que la
secuencia de las tres clonas del aislado a, b y ¢ muestran alta similitud con un 100%, 99.49% vy
98.94% respectivamente, con secuencia de Rizophagus irregularis. Los resultados agrondmicos a
través del analisis de varianza (ANOVA) factorial y prueba de comparacién de medias Tukey (<
0.05) demostraron que la inoculacion de R. irregularis favorece significativamente al cultivo de
tomate incrementando hasta en un 258.35% el RTO en comparacion del factor 6 (tomate sin R.
irregularis) por lo que representa alto potencial de indculo bajo condiciones de invernadero en
comparacion de los demas tratamientos.

Palabras clave: R. irregularis, pepino, tomate, melén.

ABSTRACT

The objective of the present investigation is to identify and evaluate three AMF isolates in

vegetables of economic importance under greenhouse conditions. The spores were extracted
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through humid sieving and decanting of the rhizosphere of cucumber (isolated), melon (isolated b)
and tomato (isolated c). We worked with six treatments, 27 repetitions under a completely random
design. The isolates were identified at the molecular level from a single spore in the Mycotheque
de I'Université catholique de Louvain (MUCL). They were inoculated £ 35 spores per plant and
fertilized with Steiner solution modified in 50% phosphorus. Stem diameter (DT), stem length (LT),
total fresh weight (PFT), root length (LR), firmness (FZA), yield (RTO), colonization and number of
spores were evaluated. The results of molecular identification showed that the sequence of the
three clones of isolates a, b and ¢ show high similarity with 100%, 99.49% and 98.94% respectively,
with sequence of Rizophagus irregularis. The agronomic results through the analysis of variance
(ANOVA) and factorial comparison test Tukey (< 0.05) showed that the inoculation of R. irregularis
significantly favors the tomato crop increasing up to 258.35% the RTO compared to the factor 6
(tomato without R. irregularis) so it represents high inoculum potential under greenhouse conditions

compared to the other treatments.

Keywords: R. irregularis, pepino, tomate, melon.

INTRODUCCION

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) son bioestimulantes naturales que en asociacion
simbiotica ayudan a mejorar la eficiencia nutricional, tolerancia a estrés tanto bidtico como abiético,
mejorando asi la calidad de las plantas (Lucini et al., 2019). Mltiples investigaciones reportan que
los HMA son altamente eficientes en el crecimiento de las plantas, sin embargo, esto puede variar
ampliamente provocando en algunos eventos depresiones de crecimiento micorricico por las

cuales las plantas acumulan menos biomasa que una planta control no micorrizada (Watts et al.,
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2019). Por lo tanto, es necesario tener conocimiento del funcionamiento de los HMA asi como la
interaccion planta-hongo para comprender los factores que influyen en su respuesta, por ejemplo,
maiz (Zea mays), el puerro (Allium porrum) y Medicago (Medicago truncatula) muestran respuestas
de crecimiento positiva cuando establecen simbiosis con HMA, particularmente en condiciones
deficientes de nutrientes del suelo (Plenchette et al.,1983). Sin embargo, existen reportes que
especies de trigo (Triticum aestivum) y cebada (Hordeum vulgare) no responden o incluso hay

respuesta negativa a la inoculacion de HMA (Zhu et al., 2003, Watts et al., 2019).

La respuesta de la interaccién hongo- planta es impresionantemente variable entre genotipos de la
misma especie de planta y entre especies 0 aislados de HMA (Watts et al.,2019). Existen reportes
que un alto porcentaje de hortalizas establecen simbiosis (Baum et al.,2015), sin embargo, la
mayoria de los estudios realizados estan enfocados a la respuesta en campo abierto (Avila et
al.,2015) pero hacen falta estudios bajo condiciones de invernadero y sustrato (Nelson y Nelson,

2015; Oseni et al., 2010; Carpio et al., 2005).

Cultivos vegetales como Amaryllidaceae (Cebolla, puerro), Apiaceae (Zanahoria), Asteraceae
(Lechuga), Cucurbitaceae (pepino), Fabaceae (Frijol y guisante) y Solanaceae (tomate y pimiento)
se han reportado con alta dependencia micorricica (Baum et al.,2015), por lo tanto, la inoculacion
de hortalizas con HMA puede ser rentable y existen productos de inoculacién comercial disponible,
no obstante, el efecto que ejerza bajo condiciones de invernadero se veran influenciadas por la
cepa de HMA, la especie de la planta, asi como las condiciones de crecimiento (Corkidiet al., 2004)
y es importante sefialar que los HMA de origen comercial pueden estar en desventaja por la
competitividad con los microorganismos del suelo, por lo que se recomienda utilizar cepas nativas

(Caldera et al., 2013).
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De acuerdo con lo citado anteriormente nos indica la necesidad de desarrollar bioinoculantes de
HMA en base a las necesidades del hongo como de la planta, por lo tanto, la presente investigacion
tiene como objetivo identificar a nivel molecular un aislado de origen nativo e inocularlo en plantas
de pepino, meldn y tomate bajo condiciones de invernadero y estudiar el efecto que ejercen a nivel

agronémico.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollé en 2016 y 2017 en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
ubicado en Saltillo, Coahuila, México (23° 37“ N y 100° 38" O, con una altitud de 1581 m).
Material biolégico

Las esporas (indculo) de HMA utilizadas en el experimento se extrajeron de la rizosfera de plantas
de pepino (aislado a), melon (aislado b) y tomate (aislado c) siguiendo la metodologia establecida
por Hernandez et al., (2019). Las macetas eran bolsas de vivero negra de 5 litros de capacidad en
condiciones de invernadero en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, en suelo franco
arenoso, pH promedio de 7.8, CE 2.8 ds/m, temperatura y humedad relativa promedio de 8
am=16.5 °C, 77%; 2pm=36.3 °C, 30 %; 8 pm=20.2 °C, 56%. La extraccién de esporas se realizd

como lo describe Hernandez et al. (2019).

Identificacion molecular

La identificacion se realizd de una sola espora por cada aislado en la Mycothéque de I'Université
catholique de Louvain (MUCL, parte de las colecciones coordinadas de microorganismos de
Bélgica (BCCM), basada en la secuencia de ADN utilizando una region de 1500 pb que cubre parte
de la SSU. Las regiones ITS y D1/ D2 del ADN ribosomal LSU, como lo describen Kriiger et al.

(2009).
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La edicion y el ensamble de las secuencias se realizd en el programa BioEdit 7.2.0 (Hall, 1999).
Las secuencias correspondientes a cada region fueron depositadas en el GenBank y comparadas
por el "Basic Logic Alignment Tool" (BLAST) de la base de datos del National Center for

Biotechnology Information (NCBI).

Siembra de material vegetal

Se esterilizé en autoclave (modelo FE- 398) peat moss a 15 libras de presidn (Ib in-?) por 30 minutos
durante tres tiempos separados. Se germind la semilla de pepino centauro, melén magno F1y
tomate Hib MX7047 Syngenta en charolas de unicel de 200 cavidades y se mantuvieron por 15
dias en la camara de germinacién, la plantula se trasladé al invernadero donde fueron
trasplantadas.

Las especies de estudio se trasplantaron en peat moss/ perlita estéril en una relaciéon 2:1 en
macetas de vivero negras de 5 litros de capacidad, las macetas se regaron a capacidad de campo.
La inoculacién monoespecifica se realizd colocando + 35 esporas en la raiz lateral de la planta un
dia después del trasplante.

Disefio del experimento

El experimento se establecié con 6 tratamientos (£35 esporas de HMA por planta por especie de
planta + fertilizacién Steiner modificada en fosforo al 50%) y control por especie de planta (sin
HMA+ fertilizacion Steiner modificada en fésforo al 50%) con 27 repeticiones bajo un disefio
completamente al azar de cada especie estudiada.

Manejo del cultivo

Las plantas se fertilizaron mediante un sistema de riego por goteo con una solucion Steiner
modificada en fésforo al 50 %, se aplicaron 2 litros de solucion nutritiva diariamente por maceta

distribuida en tres riegos (8:00 am,2:00 y 8:00 pm). El pH promedio fue de 7.8, CE 2.8 ds/m,
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temperatura minima promedio de 26.5°C y maxima de 49.3 °C, humedad relativa promedio 88%.
Se realizaron labores de poda, control quimico con imidacloprid para mosquita blanca y paratrioza,
clorotalonil y cuprico para cenicilla y tizén temprano.

Los cultivos se mantuvieron 90 dias después del trasplante (ddt), donde se realizaron evaluaciones
de: didametro de tallo con vernier digital Caliper (DT), longitud de tallo (LT), longitud de raiz (LR) con
cinta métrica, peso seco total (PST), peso fresco total (PFT) con balanza analitica (Mettler AJ100
y Ohaus EP114C), firmeza con penetrometro (WAGNER), rendimiento (RTO), nimero de esporas
y colonizacioén.

Determinacion de porcentaje de colonizacion y numero de esporas

Se lavaron las raices de los 6 tratamientos x 27 repeticiones con agua corriente. Se fragmentaron
en porciones de 1 ¢cm de longitud siguiendo la técnica de clarificacion-tincién de raices (Walker et
al., 2005). Posteriormente los fragmentos de raiz se montaron de manera vertical sobre porta
objetos (3 laminillas por planta con 100 observaciones) agregando una gota de glicerol acidificado.
Se observaron en microscopio compuesto (Olympus CX21) y para la estimacion de colonizacion
se utilizd la metodologia de McGonigle et al., (1990).

Se realizé una extraccion de 100 gramos de sustrato por maceta por cultivo para conteo de
esporas, se utilizé un microscopio estereoscopico (Olympus SZ51) siguiendo la técnica modificada
de Gerdemann y Nicholson, (1963).

Anélisis estadistico

Para el procesamiento de los datos se utilizé el paquete Statistical Analisys Systems (SAS) 2013,
que incluyé un andlisis de varianza (ANOVA) bifactorial y prueba de comparacion de medias Tukey
(= 0.05). sin interacciones ( efectos principales e interacciones)

RESULTADOS

|dentificacion molecular.
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El anélisis realizado con la herramienta BLAST en la base de datos del NCBI mostré que la
secuencia de las tres clonas del aislado a, b y ¢ muestran alta similitud con secuencia de R.
irregularis por ejemplo HF968934.1, JN417525.1 y UN417521.1 como se observa en la Tabla 1, 2
y 3 confirmando asi su identificacion como R. irregularis.

Variables agrondmicas

En la Tabla 4 se observa que en la variable DT, LR y FZA la mejor interaccion entre los niveles del
factor Ay el factor B es la 1 (Meldn con R. irregularis) superando al factor 4 (Melon sin R. irregularis)

incrementando hasta en un 126.3 %, 159.51 % y 121.59 % respectivamente.

En la variable LT, PFT y PST observamos que la interaccion 2 (Pepino con R. irreqularis) favorece
significativamente el incremento de estas hasta en un 136.34%, 121.26% y 130.84%
respectivamente en comparacioén con el factor 5 (Pepino sin R. irregularis), sin embargo, la
interaccion 3 (Tomate con R. irregularis) es la mejor interaccion en cuanto al incremento del RTO

hasta en un 258.35% en comparacién del factor 6 (Tomate sin R. irreqularis).

Como se puede observar en la Tabla 5 la mejor interaccion entre los niveles del factor Ay el factor
B es la numero 2 (Pepino con R. irregularis) mostrando diferencia significativa en la variable
colonizacion entre los demas tratamientos, sin embargo, en numero de esporas no existe diferencia

significativa entre tratamientos.

DISCUSION

La riqueza de HMA aun no se conoce bien y la identificacion se ha basado histéricamente en la
morfologia de la espora (forma, tamafio, ornamentacion superficial, color, paredes de la espora,
union hifal y reaccién a las soluciones de tincién, por ejemplo, Metzler), sin embargo, este analisis

requiere de tiempo y experiencia especializada debido a la limitada diferenciacion fenotipica entre


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HF968934.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=E73U8THB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN417525.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=E77N6N5J014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN417521.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=E78G2KK1014
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taxones (Badri et al.,2016). Este problema impacta de forma negativa el desarrollo de inoculantes
comerciales, asi como el monitoreo continuo de la calidad del producto, vida util del producto
formulado, asi como su monitoreo en suelo y raiz del cultivo. Estudios moleculares han permitido
mayor exactitud y precision en cuanto a la identificacion de HMA (Filion et al. 2003; Alkan et al.
2004; Isayenkov et al. 2004; Kiers et al. 2011, Thonar et al. 2012, Couillerot et al. 2013). Mismas
herramientas que permitieron la identificacion del aislado de HMA a partir de una espora, donde de

acuerdo con el analisis molecular la cepa fue identificada como Rhizophagus irregularis.

La especie R. irregularis es una de las mas difundidas y comunes que se han recuperado a nivel
mundial en suelos agricolas y naturales, asi como aislados (DAOM-197198) que se han utilizado
como inoculante comercial durante dos décadas (Badri et al.,2016). A pesar de la importancia
ecoldgica y econdmica de este taxén los marcadores especificos para cuantificacion de propagulos
por PCR son extremadamente limitados y la identificacién no deja de ser complicada por la

naturaleza de los HMA (Alkan et al. 2006; Gamper et al. 2008).

Estudios realizados sobre los efectos benéficos de R. irregularis y Trichoderma asperellum cepa
T34 sobre el crecimiento y el marchitamiento por Fusarium en plantas de tomate demostraron que
T34 y R. irregularis aumentaron la altura de la planta en la misma medida, en comparacion con
las plantas control y las plantas enfermas. R. irregularis dio los niveles mas altos de clorofila,
seguido de T34 y plantas de control; T34 y R. irregularis tuvieron efectos similares sobre la
captacién de Ca, Mg, S, Mn, B y Si en las plantas de tomate, pero R. irregularis indujo una mayor
acumulacién de P, K, Zn, Cu y Mo que T34 (Bidellaoui et al.,2018). En el presente estudio tras la
inoculacién de R. irregularis en las variables DT, LT, PFT, PST, LR y FZA la interaccion no mostr6
diferencia significativa, sin embargo, el RTO se duplic en comparacion de los demas tratamientos.

El efecto promotor de crecimiento, mayor absorcién de agua y nutrientes que proporciona el HMA,
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se vio reflejado en el rendimiento de plantas de pepino explicando asi la eficiencia de la cepa nativa

aislada.

Por otro lado, estudios realizados con el objetivo de determinar el efecto de mitigacion de la HMA
sobre el crecimiento y los cambios metabdlicos de pepino bajo estrés salino, inocularon cepas de
HMA (Claroideoglomus etunicatum ; Rhizophagus intraradices y Funneliformis mosseae aisladas
previamente y se demostré que la inoculacion de HMA mejor6 la biomasa, la sintesis de
pigmentos, la actividad de las enzimas antioxidantes, incluida la superéxido dismutasa, catalasa ,
peroxidasa de ascorbato y glutation reductasa, y el contenido de acido ascérbico, que podria ser
el resultado de una peroxidacion lipidica de nivel inferior y fugas de electrolitos. Ademas, el acido
jasmonico, el &cido salicilico y varios elementos minerales importantes (K, Ca, Mg, Zn, Fe, Mny
Cu) se mejoraron con reducciones significativas en la absorcion de iones nocivos como el Na
+; estos resultados sugieren que la HMA puede proteger el crecimiento del pepino del estrés por
sal (Hashem et al.,2018). En la presente investigacion la cepa de R. irregularis mejord
significativamente la LT, PFT y PST de las plantas de pepino bajo condiciones de invernadero y a
dosis baja de fertilizacion, ademas que las plantas de pepino establecieron mayor porcentaje de
colonizacion, por lo tanto, la evidencia de una mayor absorcion de nutrientes en las plantas se
confirma a través de las acciones de los HMA ( Kohler et al., 2009, Tang et al., 2009 ),
desencadenando asi la promocién del crecimiento de C . sativus , que se correlaciona con mayor
absorcién de nutrientes ( Hajiboland et al., 2010 ,Porcel et al., 2015, Yang et al., 2015 ) aunado a
ello mayor acumulacion de biomasa. En el cultivo de meldn con la inoculacion de R. irregularis los
efectos se reflejaron en el DT, LR y firmeza lo que atribuimos el mismo modo de accion que en

pepino.
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CONCLUSIONES

Se identificd a nivel molecular Rhizophagus irregularis. La cepa nativa de R. irregularis incrementa
el rendimiento del cultivo de tomate bajo condiciones de invernadero con 50% de fertilizacion
fosforada lo que representa una alternativa sustentable para la agricultura organica y un ahorro en

la economia al disminuir el costo de los fertilizantes fosfatados.
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Tabla 1. BLAST del asilado a de la base de datos del NCBI.
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Descripcion % similitud ~ Acceso
Rhizophagus irregularis clone 6.12 18S ribosomal RNA gene, partial 99.30 JN417525.1
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and

internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA

gene, partial sequence.

Rhizophagus irregularis clone 8.21 18S ribosomal RNA gene, partial 99.17 JN417530.1
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and

internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA

gene, partial sequence

Rhizophagus irregularis genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 100.00 HF968934.1
5.8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, strain DAOM229456, isolate

spore 1, clone 0312_3_2

Uncultured Rhizophagus genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 99.11 HE794047.1
5.8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, clone pb-pi-16

Rhizophagus irreqularis genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 99.93 HF968935.1
5.8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, strain DAOM229456, isolate

spore 1, clone 0312_3_24

Rhizophagus irregularis clone 8.33 18S ribosomal RNA gene, partial 98.92 JN417529.1

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and

internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA
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gene, partial sequence Uncultured Rhizophagus genomic DNA containing

18S rRNA gene, ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, clone

JavorlX4

98.98
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HG425869.1
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354  Tabla 2. BLAST del asilado b de la base de datos del NCBI.

Descripcion

% similitud

Acceso

Rhizophagus irregularis clone 6.12 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal

RNA gene, partial sequence.

99.49

JN417525.1

Rhizophagus irregularis clone 8.21 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal

RNA gene, partial sequence

99.36

JN417530.1

Uncultured Rhizophagus genomic DNA containing 18S rRNA gene,

ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, clone pb-pi-16

99.30

HE794047.1

Uncultured Rhizophagus genomic DNA containing 18S rRNA gene,

ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, clone JavorlX4

99.23

HG425869.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HG425869.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=E73U8THB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN417525.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=E77N6N5J014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN417530.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=E77N6N5J014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HE794047.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=E77N6N5J014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HG425869.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=E77N6N5J014
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Rhizophagus irregularis clone 8.33 18S ribosomal RNA gene, partial 99.11 JN417529.1
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal

RNA gene, partial sequence

355

356  Tabla 3. BLAST del asilado 3 de la base de datos del NCBI.

Descripcion % similitud  Acceso

Rhizophagus irregularis clone 6.38 18S ribosomal RNA gene, partial 98.94 JN417521.1
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA

gene, partial sequence

Rhizophagus irregularis clone 6.23 18S ribosomal RNA gene, partial 98.87 JN417522.1
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA

gene, partial sequence

Rhizophagus irregularis clone 6.14 18S ribosomal RNA gene, partial 98.87 JN417520.1
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA

gene, partial sequence


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN417529.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=E77N6N5J014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN417521.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=E78G2KK1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN417522.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=E78G2KK1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN417522.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=E78G2KK1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN417520.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=E78G2KK1014
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Rhizophagus irregularis clone 6.11 18S ribosomal RNA gene, partial 98.62 JN417523.1
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA HGA25871 1
gene, partial sequence
98.83
Uncultured Rhizophagus genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1,
5.8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, clone Olse K-X5
Rhizophagus irreqularis clone 6.12 18S ribosomal RNA gene, partial 97.34 JN417525.1
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA
gene, partial sequence
357 Tabla 4. Efecto de R. irregularis sobre variables agronémicas
FACTOR A*B Variables evaluadas
Tratamientos DT LT PFT PST LR FZA RTO
1.Melon con R. 12.74a 187.95b 172.01d 7660c 4393a 1492a 256.92b
irregularis
2.Pepino con R. 8.87c 246.81a 503.86a 241.04a 36.04Db 9.61c¢ 162.29 ¢
irregularis
3.Tomate con R.  9.24 bc 163.41cd 24549c 8411c 3543b 7.65d 494.72 a

irregularis


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN417523.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=E78G2KK1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN417523.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=E78G2KK1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HG425871.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=E78G2KK1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN417525.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=E78G2KK1014

4 Melon sin R. 10.08b

irregularis

61

11707e 137.56e 58.01d 27.54c 1227b  116.25d

5.Pepino sin R. 7.51d

irregularis

181.02bc 415.52b  184.22b 25.78c 8.37d 114.33 d

6.Tomate sin R. 841c

147.77d  129.74e 5139d 27.22c 498¢e 19121¢

irregularis
P *kk *kk *k%k *kk *k%k *kk *kk
C.V (%) 11.42 13.88 12.71 20.50 14.05 9.79 25.09

358  Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey <0.05). P= nivel de

359  significancia; C.V= coeficiente de variacion.

360 Tabla 5. Colonizacién y multiplicacion de esporas de R. irregularis

FACTOR A*B

Variables

Tratamientos

Colonizacion  Esporas /100 g

1.Meldn con R. irregularis 1742 ¢ 98.15b
2.Pepino con R. irregularis 25.02 a 176.37 a
3.Tomate con R. irregularis 21.77b 178.59 a
4 Meldn sin R. irregularis 0d Oc
5.Pepino sin R. irregularis 0d Oc
6.Tomate sin R. irreqularis 0d Oc
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363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

62

P *k%k *k%

CV (%) 15.80 13.55

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey <0.05). P= nivel de

significancia; C.V= coeficiente de variacion.
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CONCLUSIONES

Las endomicorrizas nativas asociadas a Helianthus annus L. fueron capaces de establecer
simbiosis con una sola espora en plantas de cebolla, pepino, tomate y melon, siendo el T6
proveniente de Saltillo quien favorecid el crecimiento y desarrollo de las plantas bajo
invernadero.

En el segundo ciclo de cultivo la cepa T6 identificada como Rhizophagus irregularis logro
incrementar el rendimiento del cultivo de tomate bajo invernadero con un 50% de
fertilizacion fosforada lo que representa una alternativa sustentable para la agricultura
orgénica y un ahorro en la economia al disminuir hasta en un 50% el costo de los
fertilizantes fosfatados.
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