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Resumen de la tesis que presenta Rodrigo Montana Torres Chavez como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacidn en Biologia
Ambiental.

Hongos micorrizicos asociados a Solanum hindsianum

Resumen aprobado por:

Dra. Rufina Herndndez Martinez
Directora de tesis

Los hongos son integrantes fundamentales en la biota de los suelos; algunos forman relaciones
simbidticas con las plantas, denominadas micorrizas, presentes en 90% de las plantas vasculares y
cultivadas. En esta simbiosis, las plantas mejoran su capacidad para obtener agua y nutrientes, asi como
su tolerancia a condiciones ambientales de estrés u agentes patdgenos. Baja California alberga una
diversidad de climas, con una alta proporcion de regiones aridas. Estudios anteriores reportan la
presencia de hongos micorrizicos en algunas plantas de la regién, entre ellas el arbusto Solanum
hindsianum. Este arbusto de la familia de las solanaceas, presenta potencial de albergar especies
novedosas de hongos micorrizicos (HM), posiblemente adaptadas al clima extremo en donde se
desarrollan. El objetivo de este trabajo fue aislar e identificar hongos asociados a las raices de S.
hindsianum 'y evaluar su capacidad para colonizar plantas comerciales de tomate (Solanum
lycopersicum L.) en condiciones de invernadero. Se encontraron hongos micorrizicos colonizando las
raices de S. hindsianum en todos los sitios de muestreo; del suelo se aislaron e identificaron 10 especies
de HM, y algunos morfotipos pertenecientes a los géneros Glomus, Acaulospora y Scutellospora, siendo
Glomus el género con mayor cantidad de especies representadas en el muestreo. Las plantas trampa de
tomate fueron colonizadas por los HM presentes en el suelo de muestreo; de estas fue posible re aislar
morfotipos de HM del género Glomus, asi como un grupo inusual de hongos presentes en las raices, con
esporas hialinas de caracteristicas morfoldgicas distintas a las del grupo de Glomeromycota.

Palabras clave: ecologia microbiana, micorrizas arbusculares, simbiosis.
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Abstract of the thesis presented by Rodrigo Montana Torres Chavez as a partial requirement to obtain

the Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Environmental Biology.

Mycorrhizal fungi associated with Solanum hindsianum

Abstract approved by:

Dra. Rufina Herndndez Martinez
Thesis Director

Fungi are a fundamental component to the soil biota; some form symbiotic relationships with plants,
called mycorrhizae, present in 90% of vascular and cultivated plants. In this symbiosis, the plants
improve their capacity to obtain water and nutrients, as well as their tolerance to harsh growing
conditions and plant pathogens. Baja California hosts a diversity of climates, with a high proportion of
arid regions. Previous studies reported the presence of mycorrhizal fungi in some plants of the region,
among them the shrub Solanum hindsianum. This shrub, of the Solanaceae family, potentially hosts new
species of mycorrhizal fungi (HM), possibly adapted to the extreme climate in which it grows. The
objective of this work was to isolate and to identify fungi associated with the roots of S. hindsianum and
to evaluate their capacity to colonize commercial tomato plants (Solanum lycopersicum L.) under
greenhouse conditions. HM were found colonizing the roots of S. hindsianum in the twenty selected
sampling sites. Ten HM species were isolated and identified from the soil, from morphotypes belonging
to the genera Glomus, Acaulospora and Scutellospora. Glomus was the genus with the highest number
of species found in the samples. Tomato trap plants were colonized by few HM present in the soil
collected from the rhizosphere of S. hindsianum; from them, it was possible to re-isolate HM
morphotypes of the Glomus genus, as well as a group of fungi present in the roots, with morphological
characteristics different from those of the Glomeromycota. This work contributes to the search for
microorganisms that may be useful in agriculture in semi-arid regions.

Key words: microbial ecology, arbuscular mycorrhiza, symbiosis.
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frutos maduros, | Frutos maduros con dehiscencia irregular, J Semilla. llustracion
de Bobbi Angell

Microfotografias de los hongos micorrizicos encontrados dentro de raices tefiidas
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Microfotografias de hongos micorrizicos encontrados en las raices tefiidas de S.
hindsianum. A, primer plano de la raiz, mostrando las esporas distribuidas
uniformemente en esta seccidn de la raiz. B, acercamiento de un grupo de esporas
intraradicales. C, detalle de espora mostrando su pared y la hifa de germinacién
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3 capas que forman la

Hongos de la especie Glomus intraradices presentes en la rizésfera en S.
hindsianum. A, cimulo de esporas. B, espora entera mostrando la hifa de sostén
(hs) con el tubo de germinacion (tg) en su interior; se aprecian la capa laminar (C1-
2) y la capa mas interna (C3). C, espora mostrando la hifa de germinacion (hs)
curva y rodeada de micelio interesporocarpico (mi). D, espora rota mostrando un
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Morfotipos de Glomus spp. presentes en la rizosfera en S. hindsianum no
identificadas a nivel de especie y por ello nombrados como: A. Glomus spl, B.
Glomus sp2, C. Glomus sp3 y D. Glomus sp4.
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Capitulo 1. Introduccion

Los hongos son el principal componente de la flora del suelo, encontrandose en todos los ecosistemas
terrestres. El filo Glomeromycota, esta ubicado dentro del reino Fungi y se caracteriza por que sus
integrantes forman relaciones simbidticas con las plantas, conocidas como micorrizas. Se ha calculado
qgue aproximadamente el 90% de las plantas vasculares presenta algun tipo de esta asociacion
(Brundrett, 2002). En esta relacidon los hongos colonizan las raices de las plantas, incrementando la
superficie de absorcién de agua y nutrientes. Ademas las plantas son mas tolerantes a distintos tipos de
estrés, como salinidad, sequia o patégenos; a cambio el hongo recibe carbohidratos que provienen de la
planta (Kumar et al., 2015). Existen diversos grupos de micorrizas; sin embargo, la forma versiculo-

arbuscular constituye el 80% del grupo (Al-Whaibi, 2009).

Los esquemas actuales de agricultura se basan en el aporte constante de nutrientes mediante
fertilizacidn, ademads de controlar las enfermedades de las plantas con agentes quimicos. El resultado de
tales esquemas ha permitido incrementar la produccién, intentando cumplir con la demanda de
alimento; sin embargo son altamente contaminantes para el suelo, agua y aire (Beauregard et al., 2008).
Es por eso que en las ultimas décadas se ha intentado optar por una agricultura mas sustentable,
aprovechando una antigua relacién simbidtica entre plantas y hongos: las micorrizas. Los hongos
micorrizicos han sido reportados como buenos candidatos para esquemas de agricultura, donde se
intenta evitar o disminuir el uso de fertilizantes ya que su uso reporta mejores rendimientos en algunos
cultivos (Lekberg Y Koide, 2005). Ademads, los hongos micorrizicos (HM) presentan efectos protectores
contra algunos agentes patégenos de plantas y ante condiciones de estrés, como sequia, suelos

compactados o suelos salinos (Harrier y Watson, 2004; Kumar et al., 2014).

En Baja California (B. C) existe poca informacion sobre los Hongos formadores de micorrizas. Los
principales estudios en la regién han reportado su presencia en las raices de plantas nativas y de algunas
endémicas (Rose, 1981; Siglienza et al., 1996; Bashan et al., 2000;Bashan et al., 2007; Carillo- Garcia et
al., 1999), pero aun existe un gran niumero de plantas nativas que no han sido estudiadas bajo este

enfoque.

La orografia de la peninsula de Baja California permite una variedad de ecosistemas y se considera que
en la region domina un clima seco con lluvias en invierno. Esto se refleja en formas vegetales cuyo éxito

va mas allad de sus adaptaciones fisioldgicas. Se asume que parte del éxito de las plantas que se crecen



2
ahi, se debe a las intimas relaciones con los microorganismos abundantes del suelo, en especial con los
HM presentes en la zona de las raices. Estas zonas conocidas como islas de recursos, son comunes en
zonas aridas y se caracterizan por presentar mayor disponibilidad de nutrientes como nitrégeno, fosforo
y carbono (Finlay, 2008). En las islas de recursos, existen grupos de hongos y bacterias que descomponen
constantemente la materia orgdnica, mineralizando y reciclando los nutrientes. En otras zonas aridas del
mundo se han aislado cepas HM de dichas islas. Algunos aislados de micorrizas se han probado como
biofertilizantes en esquemas de agricultura sostenible y programas de reintroduccién de flora nativa,

obteniendo resultados positivos (Rowe et al., 2007; Roy-Bolduc y Hijiri, 2011).

Se han descrito pocos HM asociadas a plantas del desierto de Baja California; esto permite la exploracion
y posible descripcion de especies novedosas en la region. Una planta interesante es el arbusto Solanum
hindsianum, por su parentesco con plantas econdmicamente importantes como tomate y papa y por su
ubicacién en el desierto central de (B. C), donde predominan condiciones ambientales extremas, como
lluvia escasa y altas temperaturas. Carrillo-Garcia y colaboradores (1999) describieron las relaciones
micorrizicas de algunas plantas del desierto Sonorense, en la zona de Baja California Sur (B. C. S). Entre
las plantas estudiadas reportaron a S. hindsianum con presencia de hifas en las raices; sin embargo, no

profundizaron en la descripcion taxondmica de los hongos observados.

Partiendo del conocimiento de que el 80% de las plantas tienen una relacién simbidtica con hongos, de
que las plantas en zonas aridas estan adaptadas al estrés ambiental y del conocimiento limitado de los
HM asociados a la flora de (B. C), en el presente trabajo se estudiaron las micorrizas asociadas a Solanum
hindsianum. Esta planta crece bajo condiciones de aridez, altas temperaturas, y poca agua, por lo que es
probable que los HM asociados estén adaptadas a dichas condiciones y pueden ser usados como
herramientas biotecnoldgicas. De esta manera se aislaron y describieron los hongos micorrizicos
asociados a la rizésfera de S. hindsianum y posteriormente se intentd usarlos en la colonizacién de

plantas de tomate.

1.1 Antecedentes

Todos los suelos, cultivados o en su estado natural contienen una flora microbiana. Los hongos forman
un enlace entre las plantas y los nutrientes minerales del suelo y cumplen diversas funciones en los
ecosistemas terrestres (Berruti et al., 2016). Entre algunas de las mas importantes estd la de influenciar
la fertilidad del suelo mediante el reciclaje de materia orgdnica y minerales. De los diversos grupos de
hongos que interactian con las plantas, algunos forman relaciones simbidticas, denominadas

“micorrizas”. Este grupo de los hongos micorrizicos arbusculares (HM), pertenecen a la divisién
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Glomeromycota y seguin datos paleobotanicos y moleculares, se estima que la relacidon simbidtica se
remonta a 2500-1000 millones de afios (Retallack, 2015). Esta simbiosis se presenta en la mayoria de las
plantas y se caracteriza por la presencia de estructuras fungicas dentro y fuera de las raices,
extendiéndose por el suelo como una red interconectada, funcionando de interface entre el suelo y la
planta, aumentando la superficie de contacto de las raices en el suelo, mejorando la absorcidn de agua y
nutrientes. Ademads, el micelio extra radical del hongo es capaz de penetrar micro sitios del suelo,
inaccesibles para las plantas. En recompensa el hongo obtiene carbohidratos provenientes de la planta

(Finlay et al., 2008).

1.1.1 Funciones ecoldgicas de los hongos micorrizicos

En ocasiones las plantas se localizan en suelos ricos en nutrientes, pero éstos se encuentran en formas
no asimilables. Se conoce que los HM tienen la capacidad de secretar dcidos organicos y de esta manera
solubilizar minerales de la roca madre; asi los nutrientes se vuelven disponibles para las plantas,

favoreciendo su nutricién (Li et al., 2016).

La movilizacion de nutrientes es un aspecto mejor estudiado. Moreno y colaboradores (2001)
demostraron la capacidad de los hongos para movilizar nutrientes como N y P a partir de distintos
sustratos biolégicos como polen, nematodos muertos, colémbolos y micelio de otros hongos. Estos
procesos son realizados por grupos de hongos, resultando en ciclos de movilizacién-inmovilizacién de Ny
P a partir de micro y meso fauna y de material vegetal, favoreciendo el reciclaje de nutrientes y su
disponibilidad para las plantas. La absorcién de fosfato a través de HM da lugar a un incremento en la

absorcién total de fésforo y en el crecimiento de plantas (Pérez-Moreno y Read, 2001; Smith et a., 2011).

1.1.2. Hongos micorrizicos en la agricultura

El aumento de la poblacién humana, las tendencias en las dietas y el aumento del uso de biodiesel pone
gran presidn sobre los sistemas de produccién agricolas. Dichos sistemas se basan en la aplicacién de
fertilizantes nitrogenados y fésforados, que eventualmente son lixiviados hacia el suelo. Se ha calculado
que en los ultimos 50 afios el uso de fertilizantes aumentd globalmente en un 500% el uso de
fertilizantes (Davis et al., 2014). Estos residuos contaminan los suelos y se convierten en una amenaza
importante para los sistemas acuaticos superficiales y subterraneos. Los efectos adversos son conocidos
desde hace algunas décadas. La eutrofizacién o zonas muertas de sistemas acudaticos como lagos o
bahias son ejemplo de ello (Beauregard et al., 2008); ademas de maodificar los ciclos globales del fésforo

y nitrégeno afectando la calidad del agua, ecosistemas acuaticos y las pesquerias (Foley et al., 2011).
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Los hongos micorrizicos son una alternativa efectiva para sistemas de produccién donde se requiere
evitar una mayor contaminacion de los sistemas. Gran niumero de las plantas cultivadas son susceptibles
a ser micorrizadas. Algunos reportes han demostrado la capacidad de los hongos para mejorar la
obtencidn de nutrientes de suelo, asi como aliviar condiciones de estrés y el ataque de organismos
patdgenos (Siddiqui y Futai, 2008; Fortin et al., 2002; Harrier y Watson, 2004;). El uso de hongos
micorrizicos en algunos cultivos agricolas pueden reducir substancialmente la adicidn de fertilizantes y
agentes de control quimico, evitando la contaminacién ambiental, sin afectar la productividad (Gosling et

al., 2006).

También se han demostrado mejoras en diversos cultivos. Por ejemplo, en citricos se ha reportado una
mayor tolerancia a sequia y un aumento en la extensidn de las raices (Fidelibus et al., 2001; Wu and Xia,
2006); en cereales, mayor rendimiento del maiz en suelos compactados y pobres en fésforo (Bagayoko et
al., 2000); en legumbres, se ha reportado un aumento en el crecimiento y cosecha del cacahuate y una
disminucién en enfermedades causantes de pudricion en plantas de la familia Cucurbitaceae (Thygesen

et al., 2004; Quilambo et al., 2005).

Al aumentar la extensién de las hifas, aumenta la cantidad de microorganismos en la rizésfera asi como
los exudados de las raices. Esto permite mayor estabilidad del agua en el suelo debido a un mayor
porcentaje de agregados humedos. La disponibilidad de agua permite soportar condiciones de estrés en
algunos cereales, como arroz, papa, trigo y maiz (Beauregard et al., 2008). Esto es de gran importancia
para regiones agricolas de clima seco como California y el norte de México, que enfrentan una escasez

de agua, y en ocasiones problemas con suelos salinos (Porcel et al., 2012).

1.1.3 Hongos micorrizicos y salinidad

La salinidad o sodificacidn del suelo es un exceso en la concentraciéon de sales solubles en suelo. Este
proceso sucede de manera natural, siendo la evaporacidn y la precipitacion los principales factores que
determinan un aumento o disminucidn en la concentracion de sales respectivamente (Mahajan y Tuteja,
2005). Altas concentraciones de sal (Na* CI") pueden alterar la textura basica del suelo, disminuyendo su
porosidad, aireacion, la conductancia del agua, asi como sus procesos microbiolégicos; de esta manera
no solo se ven afectadas las propiedades fisicoquimicas del suelo, sino también el crecimiento y la

productividad de las plantas (Ruiz-Lozano et al., 2016).

La salinizacion de los suelos es uno de los problemas agricolas mas severos, especialmente notable en
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zonas aridas y semiaridas; esta degradacién afecta aproximadamente el 20% de los cultivos en el mundo
(Al-Karaki, 2006). En el afio 2012 se calculé que mil millones de hectareas se encontraban afectadas y se
estimd que durante los siguientes 25 y 40 anos se perderia respectivamente un 30% y 50% de la tierra
arable a causa de la salinizacion (Porcel et al., 2012). La salinidad afecta diversos procesos de las plantas,
los cuales se traducen en pérdidas en la productividad de los cultivos. Una concentracidn alta en suelos
provoca un estrés hiperiénico e hiperosmdtico, dificultando la toma agua y nutrientes en las plantas
(Porcel et al., 2012). De esta manera, el estrés por salinidad se suma al estrés hidrico, resultando en una
sequia fisioldgica para la planta, afectando de manera general los procesos de establecimiento,

crecimiento y desarrollo vegetal (Evelin et al., 2009).

Los iones Na* y CI;, prevalentes en suelos salinos, interrumpen procesos bdsicos como la fotosintesis, la
respiracion y la sintesis proteica; esto se debe a un desbalance idnico que, ademdas de modificar la
estructura de enzimas, macromoléculas y organelos (Juniper y Abott, 1993; Kumar et al., 2014).
Adicionalmente la salinidad genera especies reactivas de oxigeno ROS (por sus siglas en ingles) en las
plantas, causando mayor estrés oxidativo a nivel celular; distintas moléculas como el superdxido (0%) y
peréxido de hidrogeno (H,0;) causan dafio oxidativo a través de radicales hidroxilo, afectando
indiscriminadamente lipidos, proteinas y causando mutaciones en el ADN (Bowler et al., 1992; Porcel et

al., 2015).

Existen varios reportes que indican que la simbiosis micorrizica puede mitigar el estrés causado por la
salinidad; experimentalmente se ha observado un aumento en la resistencia en distintas plantas
cultivadas como maiz, clavo, pepino y lechuga (Al-Karaki et al, 2001; Feng et al., 2002). Esto es resultado
de una combinacidn de los efectos nutricionales, bioquimicos, fisiolégicos y moleculares causados por la

colonizacion de los HM (Wu et al., 2007), los cuales se describen a continuacion.

1.1.4 Hongos micorrizicos y plantas colonizadas bajo condiciones de estrés

Las plantas presentan diversas estrategias bioquimicas y moleculares para mejorar su tolerancia hacia el
estrés, incluyendo el inducido por salinidad; algunas estrategias importantes son la sintesis y
acumulacidon de ciertas moléculas antioxidantes, asi como la capacidad de mantener un estado
fisiolégico ideal mediante diversos mecanismos (Porcel et al., 2012). Algunos de estos mecanismos se

han relacionado con la presencia de HM en las plantas.

Una observacidon general es que la simbiosis resulta en mayor toma de nutrientes, acumulacion de

compuestos osmoreguladores, aumento de la tasa fotosintética y en la eficiencia del uso de agua (Porcel
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et al., 2012), sugiriendo una combinacién de efectos fisioldgicos, moleculares y bioquimicos para mejorar
el estado fisioldgico de las plantas (Alguacil et al., 2003; Al-Garni, 2006; Sheng et al., 2008). Estos

resultados suelen variar segun las especies de plantas y HM involucrados (Wu et al., 2007).

Uno de los mecanismos de regulacidn del estrés en plantas es la osmoregulacidn; este proceso les
permite mantener la turgencia celular, asi como procesos celulares como el control de los estomas y la
fotosintesis. Para lograrlo, las plantas sintetizan solutos organicos como prolina, pinitol o el manitol
entre otros (Colmer y Flowers, 2008); estos funcionan como osmoprotectores, expulsando radicales
libres y protegiendo estructuras sub-celulares del dafio por salinidad. La colonizaciéon por hongos
micorrizicos ha demostrado que puede prevenir la translocacién de iones Na* hacia las partes aéreas,
ademas de aumentar la absorcidn radicular de iones K, manteniendo asi un radio alto K*:Na‘y el

equilibrio osmético, protegiendo los procesos enzimaticos (Talaat y Shawky, 2011; Alguacil et al., 2003).

Otro mecanismo es la regulacién de la toma de agua y su distribucion en la planta mediante la familia de
proteinas acuaporinas. Estas proteinas funcionan como canales selectivos y son uno de los mecanismos
de control ante una situacién de estrés por sequia o salinidad; estas permiten el paso de agua de las
raices a las partes aéreas. Recientemente se ha demostrado que la simbiosis micorrizica puede influir en
la regulacién de algunas acuaporinas (Ruiz-Lozano y Aroca, 2016) y se ha observado un mayor flujo de
agua a través de las raices, que se correlaciona con un aumento en la expresion de genes de acuaporinas

(Aroca et al., 2007).

La salinidad afecta el proceso de fotosintesis, propiciando una disminucion en las cosechas (Pitman y
Lauchli, 2002). Principalmente en las enzimas relacionadas con la sintesis de pigmentos fotosintéticos,
asi como con la toma de nutrientes esenciales para la clorofila. Algunos estudios han observado que al
inocular plantas con cepas de HM, se aprecian algunas mejoras en procesos fisiolégicos como la
actividad fotosintética y un mejor uso del agua. Dichas plantas mostraron mayor contenido de clorofila
(Hajiboland et al., 2010). Un estudio sobre el efecto de los HM en la tolerancia a salinidad en maiz
mostré una mejora en la actividad fotosintética de las hojas; esto debido a una mejor capacidad de
intercambio de gases (Sheng et al., 2008). Resultados similares fueron reportados por Zuccarini y

Okurowska, (2008) en plantas de albahaca.

Las plantas con HM generalmente muestran una mejor habilidad para la toma de nutrientes y la
tolerancia a estrés biotico y abidtico (Pozo et al., 2015). La mayoria de los casos estudiados, la simbiosis
fungica alivia el estrés hidrico y el causado por salinidad, aumentando la tolerancia de las plantas a la

sequia (Barzana et al., 2014; Augé et al., 2015; Abbaspour et al., 2012).



1.1.5 Hongos micorrizicos y enfermedades de plantas

Los agentes causales de enfermedades de plantas pueden afectar y destruir partes o toda la planta,
evitando su crecimiento éptimo y provocando una reduccidon de la produccion. Se estima que en
conjunto, las enfermedades de plantas causan pérdidas anuales en el orden de millones de ddélares. Los
agentes causales de enfermedades en plantas son virus, bacterias, hongos patégenos, protozoarios y

nematodos (Agrios, 2005).

El control biolégico de enfermedades de plantas se basa en el uso de cierto grupo de microorganismos o
sus derivados, para proteger a las plantas mediante diversos mecanismos. Entre estos organismos, los
HM son excelentes candidatos por su ubicuidad en la mayoria de los ecosistemas terrestres (Azcon-
Aguilar et al., 2002), encontrandose en ecosistemas mega diversos vegetales, asi como en sistemas
agricolas con practicas sustentables (Sidiqui y Pichtel, 2008), y por su papel como biofertilizantes, al
proveer a su hospedero agua y nutrientes, mejorando su estado fisiolégico. También funcionan como
agentes de control bioldgico, al proteger las plantas contra diversos agentes patdgenos (Berruti et al.,
2016). Los hongos micorrizicos pueden formar simbiosis con la mayoria de las plantas cultivadas,
incluyendo familias como Amaryllaceae, Apoceae, Asteraceae, Cucurbitiaceae, Fabaceae, y Solanaceae, lo

que facilita su uso y aplicacién (Baum et al., 2015).

Algunos reportes han demostrado como los HM proteger a las plantas de de hongos patdgenos (Harrier y
Watson, 2004; Pozo et al., 2002; Ozgonen y Erkilic, 2007), nematodos patdgenos (Waceke et al., 2001;
Talavera et al., 2001; Jain, 2003; Siddiqui y Akhtar, 2006), y otros agentes patdgenos como bacterias,

virus y fitoplasmas (Jayaraman y Kumar, 1995; Lingua et al., 2002; Rufo et al., 2017).

La asociaciéon de los HM con las plantas resulta en una combinacién de mecanismos que conjuntamente
disminuyen o evitan el ataque de agentes patégenos. Uno de los principales efectos de esta simbiosis es
el aumento en la nutriciéon vegetal. Después de colonizar las raices, las hifas extra radicales de los HM
forman una matriz en el suelo, llegando a los micrositios donde las raices no pueden, aumentando asi, la
cantidad de recursos y agua que las plantas pueden obtener (Smith, 2010; Allen, 2011). La colonizacién
resulta en un incremento en la toma P y N, ademds de otros elementos como Ca, Cu, Mn, Zn (Harrier y
Watson, 2004), asi como sulfuro (Berruti et al., 2016). Este mecanismo se considera como uno de
compensacion, donde los beneficios nutricionales obtenidos por la simbiosis equivalen a la perdida de

funcion producida en las raices afectadas por los patégenos (Pozo et al., 2002).
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La colonizacidn de las raices por HM puede alterar la arquitectura de la raiz. Las plantas colonizadas
presentan raices altamente ramificadas y mayor lignificacién de la pared celular, aumentando su
proteccion contra la penetracidon de patdgenos (Vigo et al., 2000; Harrier y Watson, 2004). Esto se ha
correlacionado con un elevado metabolismo de fenoles en la planta. Benhamou y colaboradores (1994)
observaron bajo condiciones in vitro que, al inocular raices con el hongo patdgeno Fussarium oxysporum
se produjo una acumulacién de compuestos fendlicos en las raices. Al proceso de secrecidn de sustancias

a la rizésfera se le conoce como rizo-deposicién, y sucede de forma natural en los suelos.

La exudacién de estos compuestos puede modificar el pH de la rizésfera (Harrier y Watson, 2004). Un
andlisis de las concentraciones de aminoacidos de los exudados de la raiz de tomate demostré una
disminucién de glicina y treonina, y un aumento en el dcido aspartico y glutdmico. Esto puede tener un
efecto sobre algunos agentes patdégenos como Phytophthora sp. y algunos nematodos que son atraidos
por ciertos aminoacidos secretados por la raiz. Norman y Hooker, (2000), demostraron que las raices de
fresa colonizadas por HM redujeron la esporulacion de Phytophthora Fragariae. Esos exudados también
pueden tener un efecto sobre las poblaciones microbianas de la rizésfera, pudiendo afectar el

establecimiento o densidad de agentes patdgenos (Pozo et al., 2002).

La colonizacién de HM provoca una activacion de respuestas de defensa sistémicas y localizadas,
incluyendo genes y sus productos como fitoalexinas, compuestos fendlicos, peroxidasas, quitinasas,
glucanasas y proteinas relacionadas con patogénesis; la simbiosis micorrizica puede inducir la produccion
de enzimas hidroliticas involucradas en la defensa de plantas, como quitinasas, quitosanasas y 1-3
glucanasas, pudiendo disminuir los sintomas de Phytophthora parasitica en plantas de tomate, incluso

en partes no micorrizadas de la raiz. (Harrier y Watson, 2004).

1.1.6 Antecedentes de hongos micorrizicos en zonas aridas

Los hongos micorrizicos son de los organismos mas abundantes en el suelo. Se asocian con la mayoria de
las plantas terrestres y pueden encontrarse en la mayoria de los sistemas vegetales, desde regiones sub-
polares hasta los bosques tropicales (Rosendahl, 2007). Algunas estimaciones sugieren que el 74% de
todas las plantas vasculares forman una simbiosis con hongos del tipo arbuscular, del clado
Glomeromycota (Brundrett, 2009). Adicionalmente existen asociaciones similares entre otros grupos de
plantas y hongos micorrizicos no arbusculares (Finlay, 2008). Esta simbiosis ha sido estudiada en zonas
aridas, donde se ha reportado un gran nimero de plantas en asociacién micorrizica. Por ejemplo, en el

desierto del Sahel en Africa (Redhead, 1977), en el desierto de Sonorense (Bethlenfalvay et al., 1984;
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Rose, 1981; Carrillo-Garcia et al., 1999), en el desierto del Negev en Israel (Dodd y Krikun, 1984), en India
(Mukerji y Kapoor, 1986), en los pastizales aridos de Namibia y zonas aridas de Sudafrica (Jacobson,
1997; Uhlmann et al.,, 2006), en el desierto de Mojave (Titus et al., 2002) y en los desiertos de la

peninsula Arabe (Symanczik et al., 2014).

Las observaciones de HM en zonas aridas han puesto de manifiesto la importancia de estos hongos en
esos ecosistemas. En los sistemas aridos, la vegetacidn suele tener una distribucidon en parches, donde
coexisten varias especies vegetales; con el tiempo, estas zonas se convierten en islas de recursos, pues
suelen albergar una mayor cantidad de nutrientes, materia orgdnica, humedad y microorganismos,
comparadas con el suelo desnudo (Martinez-Garcia et al., 2011). Los HM son componentes funcionales
en las islas de recursos, pues brindan servicios ecosistémicos al ser fuente de inéculo para otras islas,
participar en el reciclaje de nutrientes, contribuir a la productividad de las plantas al mejorar la
adquisicion de nitrégeno y fésforo, aumentar la supervivencia de las plantulas y estimular la diversidad
vegetal (Caravaca et al.,, 2003). Ademas reducen la perdidas de nutrientes por lixiviado y mejoran la
agregacion al suelo por efecto de la proteina “glomalina” que secretan, la cual funciona como agente
cementante (Rilling Y Mummey, 2002). De esta manera se estabiliza el suelo que llega a las islas de

recursos, evitando la erosion (Symanczik et al., 2014).

Las plantas de zonas aridas suelen tener relacién con HM vy existe gran diversidad en estos
micosimbiontes (Uhlmann et al.,, 2006; Verma et al., 2008). Bethlenfalvay y colaboradores (1984)
analizaron las raices de 38 especies perenes en “Borrego Desert State Park” USA, encontrando que todas
estaban colonizadas por HM. De igual manera, Titus y colaboradores (2002) observaron que las 15
especies estudiadas en el desierto de Mojave USA, estaban micorrizadas. Carrillo-Garcia et al. (1999)
trabajaron con plantas del desierto de Sonora en B.C, registrando la colonizacién de las 46 especies de
plantas analizadas. La abundancia de los HM en estos ecosistemas resalta la importancia de esta
simbiosis para las plantas, pues los hongos brindan ventajas para la supervivencia de su hospedero,

ademas de mejorar la tolerancia a distintos tipos de estrés, como sequia y salinidad (Smith y Read, 2010).

Algunos programas de recuperacion de flora en zonas aridas se han enfocado en el uso de los HM como
herramientas biotecnoldgicas, logrando mejorar la reintroduccion de las plantas en ambientes
degradados. Se ha observado que la inoculacién de semillas con HM aldctonos o nativos estimula la
produccién de biomasa en varias plantas de zonas aridas y algunos arbustos como Olea europea,
reflejandose en el aumento del contenido de nitrégeno y fosforo de las plantas (Caravaca et al., 2003).
En el mismo estudio, cada arbusto inoculado respondid de manera distinta, pero produjeron mayor

cantidad de biomasa comparados con las plantas no micorrizadas; esto concuerda con otros trabajos
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donde se ha observado la poca especificidad de los HM hacia sus hospederos y donde se ha descrito que
diversas especies de HM pueden tener efectos diferentes segin la planta hospedera (Ravnskov y
Jakobsen, 1995; Porras-Soriano et al., 2008). El efecto puede ser tal, que los HM pueden llegar a influir
en la supervivencia de las plantas en etapas tempranas (Monroy-Ata et al., 2007), en la diversidad de las
comunidades vegetales y en su productividad (Van der Heijden et al.,, 1998; Martinez -Garcia et al.,

2011).

Es comun encontrar las mismas especies de HM en distintos ambientes; sin embargo, se ha propuesto la
existencia de una diferenciacién eco-tipica, explicada por la historia natural de los aislados; es decir, los
HM aislados en condiciones de aridez suelen desarrollarse mejor bajo condiciones similares a su sitio de
origen (Caravaca et al., 2008). Esto resalta la importancia de caracterizar los HM de plantas que crecen
en zonas poco exploradas; las que se encuentran en climas poco favorables suelen ser buenos
candidatos como biofertilizantes, debido a su historia de vida bajo condiciones de estrés, como puede

ser suelos salinos y escasez de agua (Symanczik et al., 2014).

1.1.7 Antecedentes de hongos micorrizicos en Baja California

La peninsula de Baja california se ubica dentro de la region xeréfita mexicana, la cual presenta un clima
seco, con algunas regiones desérticas, donde el régimen de lluvia predomina en invierno (Garcia de
Miranda, 2004). El desierto central y el de Vizcaino estdn ubicados en la parte central de la peninsula de
Baja California, donde los vientos y neblina del Pacifico penetran tierra adentro, creando un clima
nuboso y ventoso; existen zonas montafiosas de moderada elevacion, extensiones de llanuras desérticas,
zonas de dunas y suelos salinos. La vegetacion se ve dominada por especies de la familia Cactaceae,

Asteraceae, Leguminoseae y otras plantas adaptadas a dichas condiciones climaticas (Rose, 1981).

En Baja California, la investigacién en hongos micorrizicos asociados a la flora nativa ha sido limitada. El
trabajo de Rose en 1981, fue un primer acercamiento en la busqueda de hongos micorrizicos en la
region, donde se abordaron diez especies de plantas nativas, ubicadas en regiones aridas de la peninsula,
observando que la mayoria estaban colonizados por HM. Posteriormente, Siglienza y colaboradores
(1996) estudiaron los HM asociados a plantas de las dunas costeras de San Quintin, reportando un grado
de colonizacidn variado en siete especies de plantas, encontrando a los géneros Glomus y Acaulospora
como los mas representativos. Carrillo-Garcia y colaboradores (1999) determinaron el estatus micorrizico
de 46 especies de plantas perenes en el desierto sonorense de B. C, encontrando colonizacién de las

raices de entre 10 al 70 % en todas las plantas. Bashan y colaboradores (2007), caracterizaron los HM
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presentes en la rizdsfera del arbol endémico, Fouquieria columnaris “Cirio”, ubicado en suelos volcanicos
y graniticos de Baja California, reportando 23 morfotipos diferentes de esporas; mds de la mitad

perteneciente al género Glomus. Estos hallazgos indican la posible existencia de hongos no descritos.

1.2 Justificacion

Los hongos micorrizicos son ubicuos en la mayoria de los suelos, incluyendo los cultivados. Su aplicacién
en la agricultura puede mejorar el uso del agua y disminuir el uso de fertilizantes y agentes quimicos que
contaminan suelos, agua y aire; ademas de presentar servicios ecoldgicos, como formacién de islas de

recursos, promocién de diversidad vegetal y agregacion del suelo, evitando la erosion en zonas dridas.

El estudio de los hongos micorrizicos en Baja California, México es bastante limitado; existen numerosas
plantas de las cuales se desconoce su diversidad de hongos micorrizicos. En este estudio se escogié a la
planta Solanum hindsianum, por varias razones: crece bajo condiciones de aridez, altas temperaturas, y
poca agua, pudiendo significar que las especies de HM presentes en esta planta estén adaptadas a dichas
condiciones y pueden ser importantes herramientas biotecnolégicas; y por su cercania a la planta de
tomate, con la idea de que los hongos micorrizicos encontrados en la zona pudiesen colonizar plantas
comerciales de tomate y otros cultivos importantes pertenecientes a la familia Solanum, contribuyendo

a la seguridad alimenticia del pais y a la salud de los agroecositemas.

Conocer los hongos micorrizicos presentes en la vegetacion de las zonas aridas de la zona es un primer
paso para un posible uso y explotacion en la agricultura regional, nacional o en programas de

reforestacion.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Aislar e identificar hongos formadores de micorrizas asociados al arbusto S. hindsianum en el desierto

central de Baja California y evaluar su potencial para colonizar plantas comerciales de tomate.

1.3.2 Objetivos especificos
Aislar e identificar especies de hongos micorrizicos mediante la descripcién de morfo-tipos de esporas

colectadas en la rizésfera de S. hindsianum.

Identificar hongos micorrizicos capaces de colonizar plantas de tomate comercial en condiciones de

invernadero.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Area de estudio

El muestreo se realizé en septiembre de 2016, dentro de los estados de Baja California (B. C) y Baja
California Sur (B. C. S.), México. Se eligieron 20 sitios de muestreo segun la distribucion de la planta S.
hindsianum, partiendo de listados floristicos realizados por el grupo del Dr. Stephen Bullock del
Departamento de Biologia de la Conservacion de la Division de Biologia Experimental y Aplicada del
CICESE, e intentando abarcar zonas costeras e intermedias. El muestreo se limitd al noroeste justo al sur
de la regidn templada de BC, en “El Rosario” (30° 7'23.70"N, 115°36'45.68"0); donde inicia la regiéon
denominada “Desierto Sonorense”, debido al cambio en la composicién de las comunidades vegetales; al
noreste de BC en la zona costera comprendida entre San Felipe (30°37'26.62"N - 114°43'23.45"0) y
Bahia San Luis Gonzaga (29°49'39.79"N- 114°24'52.20" 0) y al sur en Santa Agueda (Sta. Rosalia, B. C. S)
(27°15'16.31"N - 112°19'12.29"0) (Figura 1, Tabla 1).

Figura 1. Imagen satelital tomada de Google Maps mostrando los 20 sitios de muestreo realizados en la peninsula
de Baja California y Baja California Sur, México. Los nimeros indican el sitio de muestreo.
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2.2 Planta de estudio

Solanum hindsianum es endémica a la regién del sur de Arizona, norte de México, incluyendo los estados
de Baja California y Baja California Sur; se encuentra en el matorral xerofilo, bosque tropical caducifolio y
bosque espinoso, desde el nivel del mar hasta los 400 m (Rzedowski, 1978). Es un arbusto erecto, de 0.3-
1.5 m de alto, con brazos ramificados; los tallos jovenes estan cubierto de tricomas, color amarillo oro; la
corteza de plantas aduras es lisa, de color café a amarillo café. Hojas simples, de 3-8 cm de largo,1-3.1
cm de ancho, eliptica, 4-5 veces mas larga que ancha, de color amarillento verde a verde, cubiertas de
densos tricomas. Inflorescencias terminales o laterales, de 5cm de largo, con hasta 10 flores que nacen
cerca del tallo principal. Yemas elipsoides y frutos en forma de bayas, de 1.2-3.5 de didmetro, con un
pericarpio delgado, liso, de color grisdceo cuando inmaduro y de color verde claro con rayas negras
cuando jovenes. Presenta de 10-30 semillas por fruto, de 5-6 mm de largo y 2.5 mm de ancho, planas,
redondas, de color café rojizo, con la superficie con verrugas diminutas (Peralta et al., 2017) (Figura 2y

Figura 3).

Figura 2. Un ejemplar de la especie Solanum hindsianum muestreada cerca de Bahia Asuncién, (B. C. S), en estado
de floracidn.


https://doi.org/10.3897/phytokeys.84.12695
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Figura 3. Solanum hindsianum Benth. A Rama en floracién, B Rama en floracién mostrando los tricomas estelados,
C Yemas, D Corona, E Anteras, F Gineceo, G Rama en floracidn de un individuo con espinas anchas en el tallo, H
Rama en floracion con frutos maduros, | Frutos maduros con dehiscencia irregular, J Semilla. llustracion de Bobbi

Angell
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2.3 Toma de muestras

2.3.1 Muestras de rizdsfera

En cada sitio se localizaron cinco ejemplares de S. hindsianum (Figura 2). Evitando aquellos con otras
especies vegetales adyacentes; con una pala de metal, se tomé suelo a 20-30 cm de profundidad de cada
planta, formando una muestra compuesta de 2 kg. En sitios con sustratos muy rocosos fue necesario
escavar mas profundo para lograr extraer el suelo. Cada muestra se dividié en 3 partes para realizar un
analisis fisicoquimico, sembrar plantas trampa y realizar una colecta de esporas mediante tamizado en

humedo del suelo.

2.3.2 Muestra de raices

En cada ejemplar vegetal de S. hindsianum se excavd por lo menos 20-30 cm, hasta localizar las raices,
procurando colectar las mas finas y evitando aquellas que estuviesen engrosadas. En algunos sitios con
suelos muy rocosos no fue posible obtener raices abundantes. Las raices se sacudieron y se colocaron en

tubos de 50 ml con alcohol etilico al 70% hasta ser procesadas como se describe posteriormente.

2.3.3 Analisis de suelo

Las muestras de suelo colectadas se secaron al aire libre por una semana; después se tamizaron en seco
usando un tamiz de malla de 500 um para separar la materia organica y rocas mas grandes. Las muestras
fueron referidas al laboratorio del CIRNO de INIFAP, donde se realizé un analisis fisicoquimico basico de

suelo para determinar el pH, materia organica, conductividad eléctrica, nitrdgeno y fosforo asimilable.

2.3.4 Extraccion e identificacion de esporas

Para la extraccion de las esporas de hongos, el suelo se homogenizd en un recipiente limpio de 20 L y se
tomod una submuestra de 100 g de suelo y se tamizé en himedo segin Gerdemann y Nicolson (1963). La
muestra se colocd en un matraz con un litro de agua corriente, se agité durante 5 min y se dejo reposar
por 1 min, para después pasar la suspension de suelo a través de un juego de tamices de 325, 100 y 50
um repitiendo el procedimiento tres veces. El contenido retenido en cada tamiz se colocé en una caja
Petri para su examinacién bajo el microscopio estéreoscopio con un ocular de 10X y se realizé la colecta
de esporas y esporocarpos. Estos se agruparon segun sus caracteristicas macroscopicas como tamafio,
color y forma, formando asi grupos de morfotipos. Las esporas de cada morfotipo se contaron y fueron
montadas en laminillas permanentes bajo polyvinyl-lacto-glycerol (PVLG) y selladas con barniz

transparente.
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La identificacion se realizd bajo microscopio compuesto (Nikon, modelo 6200), observando y
fotografiando los caracteres morfoldgicos de las esporas, utilizando los aumentos de 400X-600X-1000X y
siguiendo las descripciones de Schenck y Pérez (1990), complementando con descripciones morfoldgicas
de literatura cientifica y apoyandonos en el sitio del INVAM a (por sus siglas en inglés: Internacional

culture collection of VA mycorrhizal fungi, recuperado de: http://invam.caf.wvu.edu), y el sitio

comparativo recuperado de: http://www.amf-phylogeny.com y la coleccion del Departamento de

Agricultura de la Universidad de Polonia, recuperada de:

http://www.zor.zut.edu.pl/Glomeromycota/index.html.

2.4 Determinacion de colonizacidn de raices por HM

Las raices colectadas, mantenidas en alcohol al 70%, se enjuagaron con agua corriente y se clarearon con
KOH al 10%, a 90°C por 5 min. Después se enjuagaron con agua corriente durante unos minutos. Las
raices se tifieron exponiéndolas a una solucidn al 5% de tinta china color negro, marca Pelikan y acido
acético al 5% durante 5 min, segun Vierheiling y colaboradores (1998). Finalmente, se destifieron

dejandolas reposar en agua corriente acidificada con unas gotas de acido acético por 20 min.

El porcentaje de colonizacidn de las raices se determind mediante la observacion de 70 intersectos bajo
un microscopio compuesto, con un aumento de 100X. Las raices que presentaron estructuras fungicas
como arbusculos, micelio, vesiculas o hifas se consideraron como micorrizadas. Para considerar el
micelio como micorrizico este debid estar asociado a vesiculas, arbusculos o esporas (Echeverria et al.,

2008).

2.5 Plantas trampa

Para evaluar la capacidad de colonizaciéon de las micorrizas presentes en las muestras de suelo, se
utilizaron plantas comerciales tomate cherry Heirloom variety (Valley Greene). Para ello, 500 g del suelo
de colecta se mezcld (1:1) con arena previamente esterilizada (90 min a 120 psi) y la mezcla se colocé en
macetas de un litro. Diez semillas de tomate (Lycopersicon esculentum) previamente esterilizadas
superficialmente con detergente e hipoclorito de sodio al 1 %, se colocaron sobre el sustrato
humedecido; se mantuvieron bajo condiciones de invernadero durante 4 meses. Al final del periodo se
elimind el riego, dejando secar las plantas por 2 semanas. Posteriormente el contenido intacto de raiz y
suelo se colocd en una bolsa plastica y se mantuvo a 4° C hasta su analisis (Stutz y Morton, 1996). Las
raices de las plantas se analizaron en fresco y se examinaron bajo un estéreo microscopio. De esta
manera se lograron aislar esporas que se agruparon segun sus caracteres taxondmicos. Las esporas se

montaron en laminillas fijas con PVLG y se analizaron bajo el microscopio.


http://invam.caf.wvu.edu/
http://www.amf-phylogeny.com/
http://www.zor.zut.edu.pl/Glomeromycota/index.html
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Asociacion micorrizica

Las raices de S. hindsianum presentaron distintos grados de colonizacién micorrizica en los 20 sitios de
muestreo (Tabla 1). El menor porcentaje de colonizacidn se encontré en la muestra 12, en la zona de
Lavas con un 2%; y el mayor porcentaje en la zona del desierto de Vizcaino con 52%; el promedio de
colonizacidn fue de 21.4% (Figura 3). La colonizacion se observd por la presencia de estructuras fungicas
en las raices, principalmente hifas aseptadas, hifas extra radiculares y esporas dentro de las raices. No se

detectaron arbusculos (Figura 4 y Figura 5).

Figura 4. Microfotografias de los hongos micorrizicos encontrados dentro de raices tefiidas de S. hindsianum en las
muestras colectadas en los sitios Arroyo El Rosario (sitio 1) y Arroyo San Luis (sitio 5) de Baja California. A-B,
esporas intraradicales del género Glomus, donde se aprecian dos capas o laminas que forman la pared de las
esporas. B, hifa de sostén de la espora, asi como y otras esporas aledafias. Barra 50um.
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Figura 5. Microfotografias de hongos micorrizicos encontrados en las raices tefiidas de S. hindsianum. A, primer
plano de la raiz, mostrando las esporas distribuidas uniformemente en esta seccién de la raiz. B, acercamiento de
un grupo de esporas intraradicales. C, detalle de espora mostrando su pared y la hifa de germinacién recta y en
forma de embudo. D, detalle de una espora no identificada, mostrando 3 capas que forman la pared. Barras: En A
30 um, en B 40 pm, en C50 umy en D 100 um.
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3.2 Aislamiento e identificacion de esporas de rizosfera de S. hindsianum

Un total de 27 morfotipos pertenecientes a los géneros Glomus, Acaulospora y Scutellospora fueron
aislados de las muestras de suelo tomadas de la rizésfera de S. hindsianum (Figuras 6-18). Con base en
los caracteres morfoldgicos como tamafio, forma, color y ornamentacién, se lograron identificar 10
morfotipos a nivel especie, y el resto a nivel de género. El mayor nimero de esporas se registré en el
sitio San Andrés, de 28 esporas. La menor cantidad de esporas de cuatro y seis se encontrd en los sitios
Berrendo y Santa Agueda, respectivamente (Tabla 1). El género de HM dominante en la mayoria de las

muestras corresponde a Glomus sp. siendo G. intraradices la especie mas representativa (Tabla 2).
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Tabla 1. Esporas en 100 g de suelo, colonizacién de raiz (%) y analisis del suelo. N= Nitrégeno K/ha, P= Fésforo (ppm), M.O= Materia orgéanica, E.C=
Conductividad eléctrica de muestras de rizésfera de S. hindsianum.

ANALISIS DE SUELO

Ubicacién Latitud Esporasen  Colonizacién M.O E.C p N

100 g raiz %

1 Arroyo El Rosario 29°43'26.76"N 114°43'6.35"W 26 12 8.48 2.22 126 277 158
2 ElProgreso 27°15'16.31"N, 112°19'12.29"W 13 24 8.37 1.38 0.9 64.1 40
3 LomasBuenos Aires  29°54'6.12"N, 115° 5'25.22"W 10 6 8.37 1.36 141 28 58
4 Arroyo San Luis 29°43'26.76"N, 114°43'6.35" W 19 8 7.83 1.26 1.04 1 49
5 LagunaEscondida  29°20'49.09"N, 114°25'10.06"W 21 38 8.39 4.24 1.04 758 29
6  Valle Santa Ana 29°3'33.12"N, 114° 9'16.81"W 9 22 7.64 0.91 064 465 21
7 Uano San Julidn 29°0'48.35"N, 113°51'50.15"W 13 12 8.78 0.55 089 361 2
8  salorio 28°57'55.26"N, 113°41'21.12"W 19 46 7.86 0.79 087 387 34
9 SanAndrés 28°44'21.59"N, 114° 6'38.12"W 28 36 8.42 1.14 1.1 233 33
10 Miramar 28° 8'55.00"N, 113°36'24.62"W 10 28 7.44 3.29 104 46 2
11 Berrendo 28°5'7.87"N, 113°35'16.40"W 4 16 8.62 0.91 079 671 20
12 Lavas 27°20'11.47"N, 112°57'37.69"W 11 2 7.74 2.69 245 617 3
13 Anciano 27°13'19.63"N, 112°51'22.39"W 15 32 8.97 0.55 078 14 185
14  Santa Agueda 27°15'16.31"N, 112°19'12.29"W 6 26 8.14 1.86 681 11 39
15 Vizcaino 27°40'34.68"N, 113°24'6.41"W 10 52 7.95 0.91 077 461 298
16  Santa Ménica 27°32'34.66"N, 114°31'51.46"W 14 20 8.14 0.7 134 08 18
17 Cuesta Grosso 29°28'28.02"N, 114°19'30.94"W 24 16 7.95 2.45 083 08 28
18 Cocos 29°30'55.80"N, 114°17'47.29"W 16 4 8.29 0.91 083 181 35
19 Papas 29°49'39.79"N, 114°24'52.20"W 11 10 8.3 0.91 1 581 12
20  Costafiera 30°37'26.62"N, 114°43'23.45"W 9 18 8.59 15 065 424 41
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Especies de HM F.A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Glomus intraradices 55% p p p p p p p p p p-2 p p
Glomus hoi 5% p

G. chimonobambusae 5% p

Glomus sp1l 10% p p

Glomus sp2 15% p p P
Glomus sp3 5% p

Glomus sp4 5% p

Glomus sp5 25% p p P p p

Glomus sp7 5% p

Glomus sp8 25% P p P p p

Glomus sp9 10% p p P

Glomus sp10 5% p

Glomus sp11 10% p p

Glomus .sp12 35% P P p p p-2 p p p
Glomus sp13 25% P P P p p
Glomus spl4 15% p p P

Glomus rubiforme 5% p

Acaulospora leavis 5% p

Acaulospora spl 15% p p p

Acaulospora sp2 delicata 10% p p

like

Acaulospora sp3 5% p

birreticulata delicata like

Scutellospora sp1 15% p p p

Scutellospora sp2 5% p

Funneliformis coronatum 10% p p

Esporocarpo Acaulospora 5% p

Tabla 2. Lista especies de hongos micorrizicos aislados de la rizésfera de S. hindsianum, su frecuencia de aislamiento (F.A) y distribucién. Los niumeros del 1 al
indican los sitios de muestreo. P=presencia, P-2= dos veces aislado
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Figura 6. Hongos de la especie Glomus intraradices presentes en la rizésfera en S. hindsianum. A, cimulo de
esporas. B, espora entera mostrando la hifa de sostén (hs) con el tubo de germinacidn (tg) en su interior; se
aprecian la capa laminar (C1-2) y la capa mas interna (C3). C, espora mostrando la hifa de germinacidn (hs) curva y
rodeada de micelio interesporocarpico (mi). D, espora rota mostrando un acercamiento de la hifa de sostén, se

aprecia el poro (po) del tubo germinal (tg), asi como las capas (C1) mucilaginosa y (C2) laminar.
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Figura 7. Morfotipos de Glomus spp. presentes en la rizdsfera en S. hindsianum no identificadas a nivel de especie y
por ello nombrados como: A, Glomus spl, B, Glomus sp2, C, Glomus sp3, y D, Glomus sp4.
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Figura 8. Morfotipos de Glomus spp. presentes en la rizdsfera en S. hindsianum no identificadas a nivel de especie y
por ello nombradas como: A, Glomus sp5, B, Glomus sp6, C, Glomus sp7 y D, Glomus sp8.



Figura 9. Morfotipos de Glomus spp. presentes en la rizdésfera en S. hindsianum no identificadas a nivel de especie y
por ello nombradas como: A, Glomus sp9, B, Glomus sp10, C, Glomus sp11y D, Glomus sp12.
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Figura 10. Morfotipos de Glomus spp. presentes en la rizosfera en S. hindsianum no identificados a nivel de especie
y por ello nombradas como: A, Glomus sp13, B, Glomus sp14.

Figura 11. Hongos micorrizicos presentes en la rizdsfera en S. hindsianum. Espora de Glomus chimonobambusae,
Unico ejemplar encontrado en el sitio Salorio ubicado en B.C. La espora tiene forma globosa a subglobosa a ovoide;
color semihialino a amarillo palido, con notable ornamentacidn en la pared externa; tamaio de 80-100 de diametro
y 100-180 um de largo. A, La capa 2, esta adherida a capa 1y tiene un espesor de 1-2 um (C1-2); mientras que la
capa 3 es delgada y estad unida a la capa 4 formando una unidad de 1.5 um de didmetro (C3-4). B, se puede
observar una cubierta de proyecciones hialinas (ph), de forma cdnica, engrosadas en la base y proyecciones
menores con forma de verrugas (v) de 3.4-4.5 um de ancho.
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Figura 12. Esporas de Glomus rubiforme . A, G. rubiforme mostrando la hifa de sostén (hs) formada por dos capas
(Chs 1-2) y los grupos de capas laminares de la espora (C1-2 y C3-4), B, G. rubiforme mostrando las capas laminares
(C1-2 y C3-4) y la hifa de sostén, formada por dos capas (Chs 1-2) provenientes de C1-2, con notable poro de
oclusion (po) en la parte inicial de la hifa.

Figura 13. A, detalles de Glomus hoi. Se aprecia la hifa de sostén, formada por 2 capas (Chs1-2). B, G. hoi,
mostrando la hifa de sostén en forma de embudo (hs); en su interior el tubo germinal (tg) y el poro de la oclusion

(po).
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Figura 14. Esporas de Acaulospora spp. A, Acaulospora leavis like. B, A. bireticulata. C, Acaulospora sp2-
delicata like. D, espora semi-rota de Acaulospora sp3 mostrando notable ornamentacién en toda la capa
exterior. C1-2, capas laminares; C 3-4, capas hialinas internas; hs, hifa de sostén.
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Figura 15. Esporas de Acaulospora sp. 1 A, espora completa mostrando la capa laminar (C1-2), y las capas
semiflexibles (C 3-4). B, espora rota al aplicar presién, mostrando las capas laminares (C1-2) y las capas hialinas
internas (C 3-4).

Figura 16. Esporas de Scutellospora. A, Espora de Scutellospora sp.1 mostrando capa 1 con restos mucilaginosos
(C1) y una capa laminar (C2). B, Espora de Scutellospora sp.2, mostrando hifa de sostén (hs) y el primer grupo capas
de la espora (C1-2) dispuestos de forma laminar, y el grupo mds interno se puede observar la presencia de 2 a 4
capas, (C3-4).
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Figura 17. A, Multiples esporas intraradicales contenidas en un esporocarpo con caracteristicas del género Glomus,
rodeadas por un peridio (similar a G. Aggregatum - like). B, esporocarpo con caracteres similares a los encontrados
en especies de Glomus sp., ligeramente roto, con 8-10 esporas (es) en su interior, rodeadas por la pared del
esporocarpo (pe), formada por una capa gruesa y laminar.

Figura 18. Espora aislada no identificada, presentando una capa externa mucilaginosa color ambar y una segunda
capa C2 de apariencia laminar, rojiza.
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3.3 Plantas trampa

Las plantas trampa de Lycopersicon esculentum crecieron de manera irregular, presentando una alta
mortandad y crecimiento reducido (Figura 19). Al hacer los aislamientos, se encontraron abundantes
esporocarpos adheridos en la periferia de raices frescas y muertas (Figura 20). Se logré aislar un total de
5 morfotipos de esporas, correspondientes al género Glomus. En concreto, se aislé G. Intraradices,
Rhizophagus fasciculatus, y dos morfotipos correspondientes al género Acaulospora. De las raices en
fresco se logré aislar un grupo interesante de esporas color blanco-hialino, abundantes sobre la
superficie externa de las raices, formando agrupaciones; este morfotipo no fue observado en las
muestras de suelo procesadas y probablemente, corresponden a otro grupo de hongos capaces de

formar relacién simbionte con las plantas de tomate (Figura 16).

N\
BN 2
Figura 19. A, Macetas cuadradas con las plantas trampa de tomate en crecimiento, B revision de las raices en fresco

de tomate Lycopersicon esculentum observadas con un estereoscopio para el aislamiento y montaje de esporas.
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Figura 20. Esporas de hongos micorrizicos asociados a plantas de tomate. A, esporocarpos encontrados adheridos
en la periferia de raices frescas y muertas. B, acercamiento de una espora obtenida del esporocarpo.

Figura 21. Esporas de hongos del género Acaulospora asociadas a plantas de tomate después de 6 meses de haber
crecido sobre suelo colectado de la rizéfera de S. hindsianum. Las esporas fueron aisladas en fresco y montadas en
alcohol polivinilico.
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Figura 22. Esporas de hongos del género Glomus aisladas en fresco asociadas a plantas de tomate después de 6
meses de haber crecido sobre suelo colectado de la rizéfera de S. hindsianum y montadas en alcohol polivinilico. A,
G. Intraradices, B, Rhizophagus fasciculatus, C-D, morfotipos aislados no identificados.
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Figura 23. A, Grupo de esporas hialinas no identificadas; notese los distintos caracteres morfolégicos al comparar
con esporas del genero Glomus, como falta de paredes bien definidas, generalmente 2-4 en el grupo
Glomeromycota, con grosores de 0.2 a 5 um, ausentes en estas esporas aisladas, B, agrupaciéon de esporas
terminales unidas por micelio cenocitico, asi como una posible espora en formacion (flecha), C, detalle del cuello de
la espora (flecha), en forma de embudo circular, formada por 2 secciones, disminuyendo su tamafio hacia la base
de la espora, D, plano horizontal de la espora no identificada mostrando detalle de la hifa de sostén formado por
una capa delgada. Barra A= 50 um B=100 pm C= 10 um, D=2 um.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Colonizacion de raices

Los valores de colonizacién de las raices son comparables a estudios de otras zonas aridas o semidridas
(Uhlmann et al., 2006) y con plantas del género Solanum (Songachan y Kayang, 2012; Akond et al., 2008).
Esos estudios sugieren que las especies del genero Solanum suelen presentar porcentajes bajos de
colonizaciéon por HM (Nzanza et al.,, 2011). Aunque en este estudio, los valores reportados pueden
también ser el resultado del método de extraccidn y por la profundidad a la que se tomaron las muestras
(20-30 cm); ya que existen reportes de que la mayor densidad de esporas se encuentra en los primeros
10-20 cm de suelo (Ingebly et al., 1997; He et al.,, 2002). Por otro lado, las muestras se tomaron
adyacentes al tallo y no se puede descartar que otras partes del sistema radicular estuviesen mas
colonizadas. Adicionalmente, la textura rocosa del suelo de algunos sitios evitd la recuperacion de
suficientes raices, o raices viables que se pudieran tefir para observar las estructuras fungicas; esto
puede tener relacidn con el estado fisioldgico en que se encontraba la planta. La época de muestreo en
el mes de agosto coincidié con la época de mayor temperatura y menor precipitacion de la zona norte de
muestreo; esta época de sequia puede significar menor cantidad de raices, y a su vez explicar la poca
presencia de hifas intraradicales y mayor cantidad de esporas dentro de las raices. También se
observaron diferencias entre las plantas recolectadas en los distintos sitios de muestreo, principalmente
vario la presencia de hojas, flores y frutos, asi como la cantidad de raices viables colectables. Este hecho
coincide con la descripcidn de la planta por Turner y colaboradores (2005), donde se menciona que la
produccién de hojas, flores y frutos puede variar a través del afio en respuesta a los patrones de lluvia.
Segln la base de datos de plantas nativas de California (theodorepayne.org), S. hindsianum florea del
mes de agosto a abril, lo que no se observd en los sitios de muestreo 2 al 6, donde se encontraron
plantas sin flores y con frutos secos, posiblemente por falta de eventos de lluvia, pero si en los sitios de
Baja California Sur, donde se encontraron plantas vigorosas con abundantes flores (sitios M14 al M16),
asi como en la zona costera (M18 y M19). A pesar de estas diferencias en el estado fenoldgico de las
plantas, la colonizaciéon de las raices fue similar con los sitios muestreados en la zona norte de la

peninsula.

Por otro lado, debemos considerar que la estacionalidad y el potencial de inoculo puede influir en los

resultados. Por cuestiones logisticas y de tiempo, en este estudio solo fue posible realizar un muestreo;
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esto nos brindd una imagen temporal de la asociacidon de hongos micorrizicos con S. hindsianum. Por lo
anterior, es posible que nuestros resultados varien en otra temporada del afio. Otros factores como la
composicion fisico-quimica del suelo, la cobertura y diversidad vegetal, disturbios y presencia de
microclimas, han sido mencionados como factores que pueden influir en la abundancia, diversidad y
distribucién de los HM en zonas aridas (Stutz et al., 2000). Realizar muestreos a través del tiempo y en la
rizésfera de mds plantas; apoyados con el uso de cultivos trampa de diferentes especies de plantas,

brindara mayor informacion sobre la diversidad de HM y su distribucién en zonas aridas.

4.2 Aislamiento de esporas

En este estudio se encontraron nimeros bajos de esporas por cada 100 g de suelo, con 14 esporas
promedio. Esto coincide con algunos reportes de zonas aridas (Bashan et al.,2007; Rose, 1981; Jacobson
et al.,, 1997; Uhlmann et al.,, 2006), y concuerda con la propuesta de que, al aumentar la aridez,
disminuye la diversidad de especies de HM (Dhillion y Zak, 1993) y con reportes que sugieren que las
especies solanaceas suelen presentar baja tasa de colonizacion (Songachan y Kayang, 2012; Nzanza et al.,

2011)

Existen algunos factores que pueden afectar la presencia y distribucion de los HM en zonas dridas; por
ejemplo, el nimero de esporas y la micorrizacién de las raices puede presentar gran variacién afio con
afio, independientemente de factores como la humedad del suelo (Songachan y Kayang, 2012). La época
también puede afectar los resultados; es posible que el muestreo se realice en un momento donde las
especies de HM no estén esporulando (Stutz, 2000). Muthukumar y colaboradores (2003) sugirieron que
la produccidn de esporas de HM tiende a variar entre ecosistemas, siendo afectada por factores
ambientales como tipo de hospedero, especie de HM y densidad de esporas en el suelo, la cuales
tienden a disminuir con la senescencia de las raices. Durante la época de este muestreo fue notoria la
presencia de raices secas y engrosadas en gran parte de los sitios de muestreo, principalmente en la zona
muestreada de Baja California, probablemente por la época de escasos o nulos eventos de lluvia. Es
posible que este hecho y el método de muestreo hayan influido en la cantidad de esporas viables en el
suelo al momento del muestreo. En Baja California Sur fue notoria la presencia de plantas de S.
hindsianum con hojas y flores abundantes (observacién personal), sin embargo, también presentaron

numeros bajos de esporas en suelo.

Aungue no es una tendencia establecida , se puede observar que los sitios con mayor materia organica

en el suelo tuvo un efecto positivo en la cantidad de esporas en el suelo en los sitios (1, 5, 10, 12, 17).
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Curiosamente el sitio # 9 de muestreo presento el mayor numero de esporas en suelo, pero la cantidad
de materia orgdnica en suelo era menor que en los sitios antes mencionados. Esto coincide con algunos
reportes donde mencionan que las islas de recursos formadas bajo las plantas suelen presentar mayor
cantidad de HM, debido a una mayor cantidad de raices y la abundancia de recursos presentes como
materia orgdnica y humedad (Finlay et al., 2008). Este fue el caso de los sitios (M11 y M14, los cuales

presentaron numeros bajos de esporas en suelo, a pesar de haber tomado muestras de plantas con flor.

Otros trabajos sugieren una mayor presencia de HM cuando el suelo presenta mayor cobertura vegetal
(Bashan et al., 2000). En nuestro caso, S. hindsianum suele desarrollarse en arroyos, cuestas o cafiadas
rocosas, y suelos previamente perturbados, lo que disminuye la presencia de otras especies de plantas,
posiblemente contribuyendo a los bajos nimeros de esporas que encontramos; cabe mencionar que S.
hindsianum también fue muestreada bajo sustratos arenosos, con parches de vegetacion vecinos, sin

embargo la cantidad de esporas fue similar a otros sitios.

En el trabajo de Bashan y colaboradores (2007), se reportaron 23 especies de HM, bajo la rizésfera de
Fouquieria columnaris; esto nos habla del potencial fungico que alberga cada planta. Es necesario
recordar que la diversidad fungica de HM estd relacionada con multiples factores como son las
caracteristicas fisico-quimicas del suelo, su profundidad, la cobertura vegetal, presencia de microclimas,
disturbios naturales e incluso la comunidad vegetal hospedera ( Helgason et al. 2007; Oehl et al. 2005). A
pesar de haber trabajado sdlo con S. hindsianum, fue posible el aislamiento de alrededor de 30
morfotipos de esporas de hongos micorrizicos; esto nos habla de la importancia de seguir examinando la
rizosfera de aquellas plantas que aln no se estudian. El conocer la diversidad fungica de regiones aridas
nos puede brindar herramientas biotecnolégicas para eficientizar el uso de recursos ante los retos que
enfrenta la agricultura, como es alimentar una poblacién creciente que enfrenta cambios en los patrones

del clima.

En algunos casos, el aislamiento y descripcidon de esporas solo fue posible hasta el nivel de género,
debido a la naturaleza de las muestras ambientales. El trabajar con muestras de campo suele dificultar la
identificacion de las esporas usando caracteres morfologicos, debido a la degradacién natural de
componentes importantes como las ldminas, su ornamentacién y las hifas de germinacién (Sanders,
2004). Durante el proceso de montaje de esporas en laminillas fijas, se montaron ejemplares que no
estaban viables. Este hecho se hizo notorio durante la examinacién con el microscopio compuesto. La

identificacion morfoldgica depende altamente de los caracteres que se puedan observar en esporas



38
viables, por lo que se repitié el proceso de aislamiento y montado de esporas de algunas muestras para

obtener imagenes con caracteres mas claros.

4.3 Plantas trampa

Los HM provenientes del suelo muestreado, colonizaron las plantas que lograron crecer. En el
experimento de las plantas trampa se conjugaron varios factores que no permitieron su desarrollo; por
lo que no se pudieron obtener suficientes raices que nos permitieran observar el proceso de colonizacién
por los HM, salvo los casos de las muestras 20, 11 y 7. En las macetas donde no se desarrollaron las
plantas se observé compactacion del sustrato, asi como alta retencién de humedad por periodos de
hasta 8 dias. Esto pudo propiciar un ambiente andxico para las raices, evitando su desarrollo y
contribuyendo a su pudricién. Adicionalmente se observé el crecimiento de micro algas verdes en la
periferia interior de las macetas, probablemente por la transparencia mismas; también se observd la
presencia de cenicilla sobre las hojas de tomate, dificultando un crecimiento éptimo. La exposicion de las
raices a la luz ultravioleta y altas temperaturas pudo afectar el crecimiento éptimo de las plantas de

tomate.

El método de plantas trampa tiene la ventaja de proporcionar inoculo fresco, conteniendo una posible
gama de especies representativas del habitat muestreado; esto es importante en zonas dridas donde se
ha reportado baja o nula esporulacion de algunas especies de HM como un fenémeno comun (Bashan et
al., 2000); de esta manera se puede obtener mayor informacion sobre la morfologia de las especies en
estudio, facilitando su identificacidn y futuras pruebas de compatibilidad con plantas de interés. Ademas,
esta fuente de inoculo permite separar morfotipos, debido a que las esporas son recientes y sus
caracteres morfoldgicos son mas claros y constantes; esto es una gran ventaja al comparar las esporas
obtenidas en muestras ambientales, las cuales suelen tener cierto grado de degradacién natural o
parasitismo, dificultando su identificacion por la confusion o falta de caracteres. La obtencién de
material puro también nos permite crear cultivos monoespdricos, permitiendo evaluar el posible
potencial de cada especie o conglomerados de estas en alguna planta de interés; aunque no fue el
objetivo de este trabajo, la creacidn de cultivos monoespéricos es un segundo paso en la investigacion

de los HM para su posible uso en la agricultura local.

El experimento fue de gran ayuda, pues nos permitié detectar algunas especies de hongos con
caracteres morfolégicos distintos a los detectados en las muestras de suelo, asi como algunas especies

también encontradas en las muestras de suelo, ambas capaces colonizar las plantas de tomate comercial
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Capitulo 5. Conclusiones

En conclusidon, nuestros resultados muestran que:

e El arbusto S. hindsianum alberga una gran diversidad de hongos micorrizicos en sus raices y
rizosfera, donde cohabitan por lo menos 3 géneros de HM con 30 morfotipos o posibles

especies.

e Llas plantas como S. hindsianum, representan reservorios de especies de HM, que pueden
significar herramientas biotecnolégicas con aplicaciones en agricultura; dichas especies de HM o
conglomerados de estos, requieren de mayor investigacion en distintos niveles; dado que
pueden impactar positivamente el sector agricola regional. Bajo un escenario de cambio
climatico, esto toma mayor importancia en regiones semi aridas como Baja California, donde se

necesita eficientar los recursos como el agua.

e Las plantas trampa, cuando su manejo esta disefiado correctamente, representan una excelente
herramienta para entender mejor el papel de los HM, y sus usos potenciales aplicados a cultivos

regionales de importancia econdmica.

e Es necesaria hacer mas investigacion sobre la diversidad de HM que albergan las plantas de la
region y evaluar los efectos potenciales de las aislados encontrados, haciendo énfasis en sus
efectos sobre la posible mejoria del crecimiento de las plantas, en la resistencia a condiciones
ambientales de estrés como puede ser la falta de agua y a agentes patdgenos, los cuales

representan un problema emergente ante el cambio climatico.
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