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RESUMEN

En la rizdsfera existe una gran diversidad de microorganismos de vida libre o simbioticos,
importantes para el sistema suelo-planta como los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
que forman simbiosis con las raices de mas del 80 % de las plantas sobre la Tierra. El
interés por utilizarlos como herramienta biologica para la produccion de plantas de una
region determinada se ha limitado por la incapacidad de estos hongos de propagarse en
ausencia de su hospedero y también al desconocimiento de las especies de HMA en
comunidades naturales de México donde los trabajos al respecto son escasos. Por ello, el
presente trabajo de investigacion consistio de tres etapas, primero se evaluaron a los HMA
asociados a la rizésfera de 16 plantas silvestres y de dos muestras de suelo donde se
propagaron a los hongos con Lolium multiflorum. En la segunda etapa se realizaron ensayos
de propagacidén en macetas y cajas Petri con sustrato esterilizado y plantas hospederas
como maiz, albahaca, pasto y sorgo, que fueron inoculadas con esporas de HMA aisladas
de la rizésfera de las especies vegetales y de las muestras de masificacion; por ultimo, se
evaluaron dos inoculos de HMA obtenidos en la segunda etapa, determinando su
efectividad e infectividad en Prosopis laevigata.

Los resultados indicaron que todas las plantas evaluadas tienen HMA asociados a su
rizosfera y presentan variacion en cuanto al numero de esporas y porcentaje de
colonizacién micorrizica arbuscular; se encontraron seis géneros de este grupo de hongos
donde el género Glomus estuvo asociado a la rizdsfera del 93.75% de las plantas. Se
determinaron 19 especies de hongos micorrizicos arbusculares y se observd que Glomus
geosporum, Glomus caesaris, Gigaspora ramisporophora 'y Scutellospora scutata fueron
los mas comunes en la rizosfera de las plantas evaluadas. De las 19 especies 8 resultaron
ser nuevos registros para la region del Valle del Mezquital, como Glomus caesaris y
Glomus caledonium que no han sido referidas para México, siendo el primer reporte para el
pais de estas especies de HMA. Se obtuvieron dos indculos, uno constituido por una sola
especie (Scutellospora aff. pellucida) y otro multiespecifico constituido por las especies:
Glomus  caledonium, G.geosporum, G.etunicatum, G.globiferum, G.claroideum,
Acaulospora aff. laevis, Scutellospora aff. pellucida y Gigaspora ramisporophora. La
albahaca fue la mejor planta propagadora en comparacidn al maiz. Al realizar las pruebas
de efectividad e infectividad de estos dos inoculantes se observo que Scutellospora aff.
pellucida no establecid la simbiosis con las plantas de Prosopis laevigata, mientras que el
inoculo multiespecifico lo realizé entre la 3* y 4* semana de inoculacion generando plantas
con mayores alturas, numero de hojas, area foliar, tasa de crecimiento y biomasa seca
total. Se observd una diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo y al
indculo monoespecifico en las variables evaluadas; lo anterior indicé que los HMA
propagados en forma de consorcios son mas eficientes para proporcionar efectos benéficos
en las plantas de interés que de manera individual.
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1.- INTRODUCCION

El término micorriza, el cual literalmente significa “raiz-hongo” fue utilizado por primera
vez en 1885 para describir las asociaciones mutualistas que ocurren entre las raices de las
plantas y hongos. Las asociaciones micorrizicas constituyen diferentes tipos dependiendo
de los hongos involucrados, dentro de las cuales la micorriza arbuscular es la simbiosis mas
comun en los ecosistemas, puesto que estos hongos han coevolucionado con las plantas
desde al menos 400 millones de afios asistiendo a las plantas en su transicion para colonizar

el medio terrestre (Harrison 1997; Bonfante y Genre 2008).

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) forman una simbiosis mutualista obligada
con las raices de mas del 80% de las plantas terrestres; la micorriza arbuscular es
considerada una de las asociaciones simbidticas mas importantes por desempefiar un papel
crucial en la nutricion vegetal; estos hongos son componentes constantes en los suelos de la
mayoria de los ecosistemas terrestres y son ecoldgicamente importantes porque la
diversidad de estos hongos influye en la diversidad y productividad vegetal dentro del
ecosistema (Gianinazzi-Pearson et al. 1995; Van Der Heijden ef al. 1998; Varma 1999;
Jansa et al. 2007).

Los HMA pertenecientes al phylum Glomeromycota (SchuBller et al. 2001) colonizan las
células corticales de la raiz extendiendo su micelio dentro de ésta y formando estructuras
altamente especializadas denominadas arbusculos; su presencia indica el establecimiento
exitoso y funcional de la simbiosis micorrizica arbuscular, ademas son considerados como
el sitio principal de intercambio de nutrimentos entre la planta y el hongo; cuando la
micorriza arbuscular es funcional, la planta cede al hongo heterdtrofo productos carbonados
derivados de la fotosintesis mientras que el micobionte a través del micelio externo aporta a
la planta nutrimentos minerales para su crecimiento, principalmente fosforo (P), aunque
también se ha observado que intervienen en la absorcion de nitrogeno (N), potasio (K),
calcio (Ca), hierro (Fe), magnesio (Mg), cobre (Cu), zinc (Zn) y agua, como consecuencia
de su mayor accesibilidad a recursos distantes del sistema radical; asimismo, la micorriza
arbuscular favorece en el hospedero mayor resistencia y tolerancia a elementos
fitotoxicos como el aluminio (Al) y manganeso (Mn) en suelos acidos (Carlson, 1990;
Marschner y Dell, 1994; Bago et al. 2000a; Borie et al. 2000; Rufyukiri ef al. 2000 ).
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Actualmente, ¢l manejo inadecuado de los recursos naturales como tala desmedida, el
sobrepastoreo y las practicas agricolas modernas tales como uso excesivo de agroquimicos
y pesticidas que se emplean en México, generan perturbaciones en los ecosistemas, pérdida
de la cubierta vegetal, suclo y de microorganismos importantes para ¢l adecuado
funcionamiento del ecosistema como los hongos micorrizicos arbusculares. Giovannetti y
Gianinazzi (1994) mencionan que el papel de las micorrizas en el funcionamiento y
biodiversidad de ecosistemas terrestres ha recibido poca atencion a pesar de que las
interacciones entre la flora terrestre y los hongos micorrizicos arbusculares son un
componente importante en la biomasa microbiana del suelo y su participacion directa en
procesos esenciales de la interfase suelo-planta. Van Der Heijden et al. (1998), sefialan que
los HMA estan directamente involucrados en el mantenimiento de la diversidad y
productividad vegetal dentro de los ecosistemas naturales, asi mismo enfatizan que la
disminucion de especies de estos hongos genera cambios en la composicion vegetal.
Giovannetti y Gianinazzi (1994) comentan que la composicion vegetal dentro de una
comunidad puede afectar a la poblacion de hongos micorrizicos arbusculares, considerando
que cualquier cambio en la vegetacidn provoca efectos negativos en su sobrevivencia y
reproduccién -por ejemplo las tasas de formacidon de esporas-, operando como una fuerza
selectiva en la composicion de la poblacidn edafica, debido a que estos hongos son

simbiontes obligados por lo que dependen de la vegetacion.

México es un pais con alta biodiversidad, sin embargo en el caso de los HMA se han
realizado pocos estudios; solo se han registrado 44 de alrededor de 200 especies
formalmente descritas que provienen de 11 entidades federativas principalmente de zonas
agricolas. Los reportes que existen para comunidades naturales son minimos. De aqui la
importancia en incrementar los estudios ecologicos y taxondmicos de este grupo de hongos
(Varela y Trejo 2001; Guadarrama-Chavez et al. 2007).

El conocimiento de los factores que influyen en la dindmica poblacional de los hongos
micorrizicos arbusculares es esencial si se desea utilizarlos como una herramienta bioldgica
para la conservacion de nuestro capital natural. Para tales fines es necesario contar con
informacion sobre que géneros y especies de HMA se encuentran asociados a las plantas
nativas de importancia ecologica para el ecosistema de interés, asi como recabar
informacidn sobre la biodiversidad de las micorrizas arbusculares en zonas aledanas donde
el deterioro vegetal se incrementa por las actividades humanas. Esta informacidn servira

para elaborar medios de inoculacion que contengan propagulos (esporas, micelio y raices
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micorrizadas) que sean efectivos e infectivos en las plantas que se desean reintroducir a las

zonas perturbadas con fines de recuperacion de la cubierta vegetal.

La elaboracién de indculos de hongos micorrizicos arbusculares a gran escala se ha
limitado por la simbiosis obligada del hongo y al desconocimiento de su comportamiento
en determinados ecosistemas. Actualmente, se cuenta con varias técnicas de cultivo,
dependiendo de las especies que se desee propagar. Sin embargo, el cultivo en recipientes
con suelo esterilizado como sustrato proporciona un ambiente favorable para mas del 95%
de especies vegetales y hongos formadores de la micorriza. Conforme se avanza en el
conocimiento de la simbiosis micorrizica arbuscular se logran establecer técnicas que
permiten la produccion masiva de indculos de alta calidad; donde los estudios ecoldgicos
son necesarios para la seleccion de cepas eficientes en regiones ambientales especificas y
para las especies vegetales de interés (Manjarrez et al. 2000). El presente trabajo busca
contribuir en el conocimiento de los hongos micorrizicos arbusculares asociados a la
vegetacion de un matorral subinerme de una regién semidesértica del Valle del Mezquital,
Hidalgo para realizar ensayos de propagacion con el objetivo de obtener un indculo de

HMA bien caracterizado en cuanto a las especies fingicas que lo componen.

Unidad de Investigacion en Ecologia Vegetal. FES - Zaragoza UNAM Pagina 9


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

EDUARDO CHIMAL SANCHEZ

2.- MARCO TEORICO

2.1.-Tipos de micorrizas. El término micorriza fue utilizado por primera vez en 1885
para describir la estructura modificada de las raices en arboles forestales; refiriéndose a la
simbiosis mutualista entre determinados hongos que el suelo contiene y las raices de la
mayoria de las plantas, donde normalmente ambos simbiontes se benefician de la
asociacion. En este tipo de simbiosis el hongo favorece a muchas especies vegetales crecer
en suelos deficientes de nutrimentos o con problemas para la asimilacién de fosforo a
cambio el hongo recibe de la planta carbohidratos sintetizados por ella a través de la
fotosintesis, un nicho ecoldgico que lo protege del antagonismo microbiano presente en la
rizésfera y sobre todo para complementar su ciclo de vida con la formacion de esporas que
son importantes para su supervivencia y dispersion para la colonizacion de nuevos

hospederos en el ecosistema (Carlson, 1990; Harrison, 1997; Finlay, 2008).

Se han identificado siete diferentes categorias de simbiosis micorrizica con base en sus
caracteristicas morfoldgicas y sobre todo de las especies de plantas y hongos involucrados;
los tipos de micorrizas son: arbuscular, ectomicorriza, ericoide, orquideoide, monotropoide,
arbutoide y ectendomicorriza (Finlay, 2008). La asociacidn micorrizica se divide en dos

grupos principales, basados en su morfologia: ectomicorriza y endomicorriza.

La ectomicorriza consta de una
cubierta fungosa que rodea a las
raices del hospedero denominada
red de Harting, asi como un
desarrollo intercelular fungico en
las primeras capas de la corteza
radicular (figura 1). El hongo
crece intercelularmente en el
cortex pero nunca
intracelularmente, la anatomia y
morfologia de las raices son

modificadas y provoca que los

pelos radicales de la planta no se Figura 1. Morfologia de una ectomicorriza. Caracteristico en

desarrollen: por consiguiente la especies forestales como pino, abeto, abedul, baya, roble, entre
9 b

otros. Tomado de Azcon y Barea, 1980.

planta depende en gran medida
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EDUARDO CHIMAL SANCHEZ

del hongo para obtener agua y nutrimentos minerales del suelo; este tipo de micorriza se

encuentra en los bosques templados (Carlson, 1990; Peterson, 1992; Finlay, 2008).

La endomicorriza provoca pocos cambios en la morfologia de la raiz. No hay manto. Sin
embargo, hay dos redes miceliares, una externa y otra interna. El micelio interno penetra en
la raiz tanto intercelularmente como intracelularmente. Dentro de este grupo la mas
importante para el estudio del presente trabajo y por su amplia distribucidn geografica es la
micorriza arbuscular (figura 2), se presenta en una amplia variedad de plantas hospederas
incluyendo angiospermas, gimnospermas, pteridofitas (helechos), musgos, licopodios y
psilofitas (Psilotum) y un grupo comparativamente pequefio de hongos filamentosos
aseptados del phylum Glomeromycota; mientras que sélo algunas familias de plantas son
consideradas no micotréficas, como Chenopodiaceae, Fumariaceae, Cyperaceae,
Polygonaceae y Brassicaceae. La caracteristica no micotrofica de estas familias esta
relacionada con la presencia de componentes fungitoxicos en la corteza radical o en los
exudados radicales, lo que podria reducir la susceptibilidad de las plantas a la infeccion
micorrizica (Azcon y Barea, 1980; Tester et al. 1987; Bolan, 1991; Bago et al. 2000b;
Schiiler et al. 2001; Finlay, 2008).

Figura 2. Morfologia de una micorriza arbuscular.

Tomado de Azcon y Barea, 1980.
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2.2.- Simbiosis micorrizica arbuscular

Entre las simbiosis de plantas con microorganismos, la de mayor importancia por su
distribucion en la mayoria de los ecosistemas asi como su asociacion con una amplia
variedad de plantas es la micorriza arbuscular (MA), que es la asociacidon de hongos del
phylum Glomeromycota con las raices de las plantas. Las especies que pertenecen a los
géneros Glomus, Acaulospora, Kuklospora, Gigaspora, Scutellospora, Paraglomus,
Archaeospora, Intraspora, Entrophospora, Diversispora, Otospora, Ambispora 'y
Pacispora son ampliamente conocidos como hongos micorrizicos arbusculares (HMA), por
formar asociaciones simbidticas con las raices de mas del 80% de las plantas superiores. La
amplitud de hospederos a los cuales pueden estar asociados los colocan como inespecificos
aunque existen diferencias en el grado de susceptibilidad del huésped y en la adaptabilidad
del hongo a determinadas condiciones ecologicas, la falta de especificidad podria deberse a
que las moléculas mensajeras necesarias en cada paso del proceso de colonizacion son
producidas por todas las plantas micotréficas; también es factible que la variedad de
moléculas mensajeras promuevan la transduccion de una misma sefial que resultard en el
establecimiento de la simbiosis (Espinosa, 2000; Rosenblueth et al. 2001; SchuBller et al.
2001; Gladstone et al. 2006; Rosendahl, 2008).

2.3.- Morfologia y fisiologia de la simbiosis micorrizica arbuscular

El desarrollo de la simbiosis micorrizica arbuscular presenta una morfologia y fisiologia
caracteristicas, la cual es completamente funcional cuando las hifas de los hongos
micorrizicos arbusculares penetran las células de la raiz del hospedero y forman arbusculos
(fig. 3A), estructura donde se lleva a cabo el intercambio bidireccional (hongo-planta) de
nutrimentos como son fosfatos, nitrégeno y otros iones indispensables para el desarrollo de
la planta -especialmente en suelos con baja o moderada fertilidad- y de carbohidratos
necesarios para el desarrollo del hongo micorrizico arbuscular (Bago et al. 2000a; Espinosa
2000; Cruz et al. 2007).

La intima relacion biotrofica hongo-planta junto con la dependencia reciproca de los
simbiontes para crecer y sobrevivir bajo condiciones adversas, permite sugerir que la
micorriza arbuscular forma y constituye parte integral de las plantas. El establecimiento y
funcionalidad involucra multiples procesos de reconocimiento que pueden ser determinados
por una secuencia de sefiales reciprocas apropiadas para la estimulacion y reconocimiento

entre los simbiontes; procesos que se inician antes del contacto fisico y permiten su
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integracién morfoldgica, provocando que la raiz del hospedero acepte al hongo como un
simbionte, es tal el reconocimiento que los HMA son capaces de distinguir a sus
hospederos de todas las demas especies de plantas, tanto no micotroficas como de otro tipo
de micorriza; por ejemplo de una micorriza arbutoide (Giovannetti et al.1994; Gonzalez-
Chavez et al. 1998; Bago et al. 2000b; Espinosa, 2000).

Casi todas las interacciones biotroficas en el suelo involucran la atraccién del
microorganismo hacia el hospedero. El intercambio de sefiales entre los hongos y las
plantas hospederas ocurren en tres zonas: en la rizésfera las plantas a través de las raices
producen y depositan una gran variedad de compuestos organicos solubles y volatiles que
funcionan como atrayentes, reservorio de nutrimentos y fuente de sefiales genéticamente
regulatorias para los HMA, sefiales que pueden afectar la germinacion de las esporas, el
grado de extension y ramificacion de los tubos germinativos, asi como su orientacion. En la
zona de adhesion se da el contacto fisico entre el tubo germinativo y las células de la raiz
de la planta hospedera, donde los exudados radicales y otros compuestos podrian
influenciar los procesos de adhesion, penetracion y colonizacion; y el tercer sitio es dentro
de la raiz, donde las sustancias que se intercambian para comunicarse podrian influenciar
la formacion de arbusculos, la tasa de transferencia de carbohidratos al mico-simbionte, la
tasa de crecimiento del hongo dentro del tejido radical, la probabilidad de reinfeccidn, asi
como la produccion de vesiculas y esporas (Espinosa, 2000; Rosenblueth et al. 2001). Por
ello, se considera que la micorriza arbuscular es resultante de complejas interacciones
secuenciales entre las hifas de los HMA y células hospederas, permitiendo asi un estado
mutualista funcional, donde factores de la planta estimulan el crecimiento hifal en la fase de

precolonizacion y formacion de la simbiosis (Gonzalez-Chavez ef al. 1998).

Después de toda la secuencia de fendmenos de reconocimiento, la simbiosis
endomicorrizica se establece morfologicamente, donde las estructuras caracteristicas para
este grupo son los arbusculos (fig. 3A), estructuras internas que forma el hongo en la raiz y
por las cual se denomina arbuscular. Los arbasculos son estructuras que siempre se
localizan dentro de las células corticales de la raiz, se desarrollan a partir de las hifas que
las colonizan diferencidndose morfologicamente mediante ramificaciones dicotdmicas
sucesivas para desarrollar una extensa cantidad de ramas con didmetro menor a 1. Son de
corta duracion (4 a 14 dias en promedio) y son los sitios de intercambio de nutrimentos
entre el hongo MA vy la planta. En algunos géneros se pueden presentar vesiculas (fig. 3B)
dentro o entre las células, contienen lipidos y sirven como 6érganos de reserva de energia

para los hongos (Bago et al. 2000a).
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Figura 3. Estructuras de HMA. A) Arbusculo sitio de intercambio de nutrimentos. B)
vesiculas que son estructuras de reserva para los HMA, excepto en los géneros Gigaspora y
Scutellospora. C)  Colonizacion micorrizica arbuscular en raiz. Tomado de:
http//invam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/Glomaceae/glomus/intraradices HMA: hongos
micorrizicos arbusculares.

Los nutrimentos que absorbe el hongo del suclo como fésforo, nitrogeno, cobre, zinc,
hierro, agua se transfieren hacia las finas ramificaciones del arbusculo, donde la célula
cortical que contiene a esta estructura esta altamente invaginada para incrementar la
superficie de contacto; por su parte la especie vegetal transfiere carbohidratos generados
por la fotosintesis hacia los arbusculos donde se transfieren y son utilizados para el
desarrollo fungico, también se ha observado que el micelio intraradical (fig 3¢) es capaz de
captar carbohidratos. La transferencia de nutrimentos es mediante un transporte activo
donde estan involucradas enzimas o transportadores especificos; los carbohidratos que
intercambia la planta con el hongo micorrizico arbuscular son principalmente hexosas, el
hongo las transforma inmediatamente a trehalosas y posteriormente pueden ser
incorporados en la ruta metabdlica de las pentosas o usado en la biosintesis de glucdgeno y
lipidos; compuestos que pueden ser canalizados hacia la formacidén de vesiculas o
transferidos hacia el micelio externo (Gianinazzi-Pearson y Gianinazzi,1983; Brundrett et
al. 1996; Bago et al. 2000b; Hause y Fester, 2005; Cruz et al. 2007; Schaarschmidt et al.
2007).

La estructura externa de un sistema MA estd constituida de una red de hifas fungicas, que
se extienden desde la superficie de la raiz hasta la vecindad del suelo. Su principal funcién
es la absorcion de nutrimentos. El micelio externo es extremadamente variable en densidad

y su estructura depende del hongo involucrado, del hospedero y del sueclo. Se ha
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considerado que por cada centimetro de raiz micorrizada se pueden producir hasta 14
metros de hifas externas de HMA o hasta 50 metros de hifas por gramo de agregados
estables en el suelo (Tisdall, 1994). El micelio externo se desarrolla a partir de las hifas
exploradoras que se ramifican y forman estructuras con apariencia de arbol denominadas
“estructuras ramificadas de absorcion” ("BAS™ por sus siglas en inglés); estas estructuras
podrian estar implicadas en la captacion de nutrimentos minerales y se ha observado que
solo se forman cuando el contacto entre el hongo MA vy la raiz ha sido fructifero. Los
"BAS" pueden presentarse solos o asociados a esporas, son consideradas idoneas para la
formacion de éstas estructuras de propagacion de los HMA. Las esporas se¢ forman
asexualmente sobre hifas germinales y se les considera como los propagulos infectivos mas
importantes. Pueden encontrarse en el suelo en forma simple o individual (fig. 4a, 4b), en
agregados o en un esporocarpo (fig.-4c) e incluso dentro de las raices (fig.-4d), (Carlson,
1990; Brundrett y Abbott, 1994; Gonzalez-Chavez et al. 1998; Bago et al. 2000a; Hause y
Fester, 2005).

Figura 4. Esporas de hongos micorrizicos arbusculares. a) Gigaspora albida.
b) Acaulospora denticulata. ¢) Esporocarpos de Glomus sinuosum. d) Glomus
intraradices. Fuente: http://invam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/speciesID.htm
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2.4.- Clasificacion taxonomica de los hongos micorrizicos arbusculares

Todos los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son morfoldgica y fisiologicamente
diferentes, asi que es importante conocer su identidad. Aunque éstos hongos tienen una
amplia variedad de hospederos, son especificos en sus efectos sobre las especies vegetales,
aun cuando existe poca evidencia de especificidad entre el hongo y la planta, se¢ ha
demostrado especificidad ecologica y compatibilidad funcional entre simbiontes. Ellos
pueden variar en sus efectos dentro de cultivos de una sola especie de planta y diferir
también su efecto en plantas que se encuentran en diferentes ecosistemas, tipo de suclo, ¢
incluso en suelos con componentes bioldgicos, fisicos y quimicos similares. Por lo que,
para relacionar los resultados de investigaciones realizadas en diferentes localidades, es de
vital importancia que la identidad de los hongos micorrizicos arbusculares se conozca
(Varela y Trejo, 2001; Van Der Heijden et al. 2004; Avio et al. 2006).

La clasificacion e identificacion taxondmica de estos hongos, hasta 1995 se habia basado
solamente en criterios morfoldgicos de las esporas y esporocarpos. Los caracteres de las
esporas como tamafio, forma, tipo de hifa germinal, pared de la espora y sus diversos
estados de expresion; especialmente determinando el nimero de capas, tamafo, color,
flexibilidad, reactividad histoldgica, ornamentacion (murograma) son la base para la
taxonomia a nivel de especie. Otros criterios han sido propuestos para identificarlos; como
la descripcion de la morfologia de estructuras intra-radicales tales como arbusculos,
vesiculas, presencia de células auxiliares, descripcion detallada de la germinacion y
desarrollo ontogénico de las esporas. Actualmente se estan utilizando técnicas bioquimicas
y moleculares como herramientas adicionales para su identificacién. A nivel mundial se
conocen aproximadamente 200 especies de HMA y alrededor de 44 especies han sido
citados para México de los cuales la mayoria proceden de zonas agricolas donde se cultiva
maiz, frijol, café, cafia de azucar, coco, haba, entre otros; y solo pocos se reportan de
zonas naturales que incluyen vegetacion como pastos, selvas bajas caducifolias, matorral
secundario, dunas costeras, selva humeda tropical, bosque lluvioso, zonas semidridas y
aridas (Varela y Trejo, 2001; Guadarrama-Chavez et al. 2007; Blaszkowski, 2009).

De acuerdo a Blaszkowski (2009) en el cuadro 1 se muestra la clasificacion taxondémica de
los HMA en funcion del andlisis de las caracteristicas morfologicas y moleculares de éstos
hongos; el autor menciona que la informacién esta respaldada por la investigacion de
los siguientes autores: Schiifler et al. (2001) con modificaciones de Oehl y Sieverding
(2004), Walker y Schiifler (2004), Sieverding y Ochl (2006), Spain et al. (2006), Walker
et al. (2007) y Palenzuela et al. (2008).
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CUADRO 1. CLASIFICACION TAXONOMICA DE LOS HONGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES.

REINO FUNGI
Phylum Glomeromycota **

Clase Glomeromycetes

Orden Familia Género
Archaeosporales Ambisporaceae Ambispora
Archaeosporaceae  Archaeospora
Intraspora
Geosiphonaceae Geosiphon*
Diversisporales Gigasporaceae Gigaspora
Scutellospora
Acaulosporaceae Acaulospora
Kuklospora
Entrophosporaceae Entrophospora
Diversisporaceae Diversispora
Otospora
Pacisporaceae Pacispora
Glomerales Glomeraceae Glomus
Paraglomerales Paraglomaceae Paraglomus

* Geosiphon Pyriformis de la familia Geosiphonaceae (Archaeosporales) no forma micorriza arbuscular. Este
forma endocitosimbiosis con cianobacterias (Noctos sp.) y fue incluido dentro de los Glomeromycota
basandose solo en su parentesco molecular.

** Las investigaciones moleculares hasta la fecha indican que el phylum Glomeromycota se relaciona mas
cercanamente con miembros del phylum Ascomycota y Basidiomycota, que con aquellos miembros del

phylum Zygomycota como se creia en un principio.

2.5.- Importancia de los hongos micorrizicos arbusculares en los ecosistemas

México cuenta con una gran diversidad bioldgica, en nuestro pais podemos encontrar
selvas tropicales hiumedas, bosque de confieras, selvas bajas caducifolias, pastizales,
matorrales espinosos y otras comunidades vegetales que se establecen en regiones con
escasa precipitacion pluvial; estas regiones aridas y semiaridas son muy importantes ya
que constituyen alrededor del 60% del territorio nacional, presentan altos niveles de

endemismos y gran diversidad floristica; por desgracia estan siendo transformadas para
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actividades agropecuarias a tal punto que la flora y fauna mexicanas se hallan seriamente
amenazada (Toledo,1988; Valiente-Banuet, 1996). Ademas si tomamos en cuenta que los
HMA colonizan las raices de la mayoria de las plantas en los ecosistemas, su simbiosis
obligada los pone en riesgo ante estas perturbaciones. Cuenca y Lovera (1992) sefialan que
estos cambios en los ecosistemas usualmente se acompafian de una disminucién en el

namero de propagulos micorrizicos.

Los HMA son importantes porque interaccionan con microorganismos rizosféricos y con la
microbiota fuera de la influencia de la raiz y forman una micorizosfera que estimula, inhibe
y selecciona grupos microbianos especificos que participan en la mineralizacion de la
materia organica del suelo. Se considera que estas interacciones microbianas pueden
determinar la biodiversidad de las plantas y dirigir las funciones del ecosistema tales como
productividad y wvariabilidad. Lo anterior conlleva a considerar a los HMA como
componentes clave de la microbiota del suelo, puesto que desempenan actividades cruciales
para el establecimiento, nutricidon, desarrollo y salud de las plantas (Van Der Heijden et al.
1998; Varela y Trejo, 2001; Barea ef al. 2005).

La pérdida de la cubierta vegetal es una perturbacion que impacta directamente la
estabilidad del suelo, los procesos erosivos se incrementan aceleradamente en la mayoria de
los ecosistemas; provocan la eliminacion de la capa fértil y disminuyen la actividad
bioldgica edafica, como resultado se inhibe o retrasa el establecimiento de la vegetacion
en condiciones naturales. Ante esta perspectiva los hongos micorrizicos arbusculares
pueden desempefiar un papel muy importante en su restablecimiento porque favorecen el
crecimiento vegetal debido a una captacion y transferencia mas eficiente de nutrimentos
como fésforo, nitrégeno, agua, entre otros; incrementan la tolerancia a la baja fertilidad, la
aridez u otros factores ambientales estresantes para las plantas. Por lo que la recuperacion
de sitios perturbados podria depender del buen manejo de los hongos micorrizicos
arbusculares, lo cual implica la necesidad de conocer su diversidad y abundancia para
comprender la interaccion planta-HMA en un ecosistema especifico. Esta informacion es
indispensable para su utilizacion como herramienta bioldgica en programas de
restablecimiento de la vegetacidon; ademas se ha enfatizado que la utilizacion de HMA de
un ecosistema distinto como fuente de indculo para la recuperacion de un sitio degradado
con diferentes condiciones edafoclimaticas, puede provocar efectos negativos en el
establecimiento y recuperacion de la cubierta vegetal (Roldan-Fajardo, 1994; Cuenca et al.
1998; Gonzalez-Chavez ef al. 1998; Camargo-Ricalde 2001; Moreira et al. 2007).
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Otra caracteristica importante de estos organismos es la produccion de micelio extraradical
que es ecoldgicamente importante porque da estabilidad y mejora las caracteristicas fisico-
quimicas y biologicas del suelo; favorecen la formacion de agregados estables debido a la
secrecion de una proteina denominada glomalina que junto con las raices impiden que los
procesos erosivos arrastren la capa fértil indispensable para el mantenimiento de la
actividad microbiana y de la vegetacion en el ecosistema, se mejora la aireacion ¢
infiltracion hidrica debido a una mayor cantidad de espacio poroso. Ademas el micelio
desempefia un papel importante en el establecimiento de la micorriza arbuscular en otros
hospederos (Jasper et al. 1989; Rillig y Mummey, 2006).

2.6.- Métodos de propagacion de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Muchos intentos se han realizado para establecer a los HMA en cultivos axénicos en una
variedad de medios, pero ninguno ha sido del todo exitoso debido a la ausencia de la raiz de
una planta hospedera. Métodos sofisticados, como el cultivo in vitro con el uso de raices
transformadas han resultado exitosos, pero se requiere del equipo adecuado para mantener
las condiciones de asepsia, ademas son costosos para realizarlos en cualquier laboratorio y

no son practicos para estudios ecoldgicos sobre las micorrizas (INVAM, 2009).

Un aspecto importante que resaltar, es el hecho que esta simbiosis obligada por parte del
hongo impide su propagacion de forma aislada de la planta, haciendo necesario el empleo
de un sistema donde ambos organismos se desarrollen dptimamente. Aunque se cuenta con
varias técnicas de cultivo, dependiendo de la gama de especies que se desee reproducir, el
cultivo en macetas con suelo como sustrato proporciona un ambiente favorable para mas
del 95% de especies vegetales y hongos formadores de la simbiosis micorrizica arbuscular.
Conforme se ha avanzado en el conocimiento de la simbiosis, se han logrado descubrir
técnicas que permiten la produccién masiva de indculo de alta calidad. Sin embargo, los
estudios ecologicos siguen siendo necesarios para la seleccion de cepas eficientes en
regiones ambientales especificas, para las especies silvestres y cultivadas que alli se
establecen (Manjarrez et al. 2000).

Ferrera-Cerrato y Alarcén (2007) comentan que el manejo de los HMA con fines de
produccion de indculos, requiere un seguimiento detallado en el conocimiento de aspectos
ecologicos relacionados con su biologia asi como de su capacidad infectiva y efectiva en
diferentes hospederos. Consideran que los sistemas de propagacién y produccion de

inoculo contemplan los siguientes pasos: (1) obtencién de propagulos, (2) multiplicacion
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de cepas de HMA, (3) aislamiento, seleccidon y caracterizacidon de cepas, (4) propagacion

masiva e (5) inoculacidn en plantas de interés.

La técnica de propagacion por medio de especies vegetales micotroficas permite multiplicar
a los HMA de zonas de interés y obtener esporas de reciente generacion; las esporas
obtenidas se extraen, separan y seleccionan con dos objetivos principales. Realizar la
determinacidn taxondmica de las especies de hongos presentes en el sitio de interés y para
iniciar cultivos puros (cepas) que pueden iniciarse a partir de esporas de una sola especie
(cultivo monoespecifico), de una multicepa cuya caracterizacion morfologica se encuentre
bien establecida o también cultivos a partir de una espora denominados monosporicos
(Amora y Varela, 2009). Cada una de las cepas propagadas con éxito se re-inoculan en
diferentes plantas para realizar la seleccion de estas con base a la capacidad de promocién
de crecimiento vegetal, vigor, proteccion contra patdogenos, nutricion, engrosamiento de
tallo, tolerancia a pesticidas, cantidad optima de fertilizante, o bien con base en alguna
caracteristica importante para el investigador. Una vez que se han seleccionado los hongos
micorrizicos arbusculares, se procede a realizar la propagacion masiva para su aplicacion,
es importante realizarle pruebas de control de calidad al indculo, las cuales contemplan la
evaluacion de la colonizacidn en el sistema radical, -el cual se sugiere sea del 60% como
minimo para poder utilizarlo- y la cuantificaciéon del nimero de esporas en el indculo. La
principal caracteristica de ésta fase, es que el indculo debe estar libre de patogenos y otros
microorganismos que pudieran afectar su calidad. Por ultimo se procede a la inoculacion
de las plantas de interés y se cultivan en vivero para posteriormente trasplantarlas al sitio
de interés (Manjarrez et al. 2000).

Si el esquema planteado anteriormente y considerando que los HMA son habitantes
cosmopolitas de las raices de la mayoria de las plantas; al aplicarlo en los matorrales
semiaridos del Valle del Mezquital Hidalgo, es de esperarse que los propagulos como
esporas o raices infectadas con micelio se encuentren en la rizésfera de la vegetacion
natural y que al colectar muestras de suelo en campo para establecer macetas de
propagacion se lograra la masificacion de estos organismos al utilizar plantas como sorgo
(Sorghum vulgare), trébol (Trifolium subterraneum), maiz (Zea mays), cebolla (Allium
cepa), pasto sudan (Sorghum bicolor var. sudanesa), entre otras plantas que han mostrado
ser buenas hospederas, debido a que son especies micotroficas con crecimiento rapido y

con un sistema radical fuerte y abundante como lo comentan Manjarrez et al. (2000).
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3.- HIPOTESIS

Si los HMA forman simbiosis con las raices de casi el 90 % de la vegetacion y generan
esporas en la rizésfera, entonces mediante el aislamiento, seleccion y propagacion de ellas;
sera posible generar un indculo micorrizico arbuscular con especies fungicas nativas que

sea efectivo en plantas silvestres.

4.- OBJETIVOS

% Determinar taxondmicamente a los HMA asociados a la rizésfera de 16 especies
vegetales silvestres colectadas en un matorral subinerme del Valle del Mezquital,

Hidalgo.

% Determinar taxonémicamente a los HMA propagados en el invernadero de la FES-

Zaragoza, pertenecientes a dos localidades de Hidalgo.

¢ Ensayar tres técnicas para la obtencidn de un indéculo de HMA mediante la

seleccidn de sus esporas.

«+ Evaluar a nivel de invernadero la efectividad e infectividad de los indculos

generados utilizando a Prosopis laevigata como planta sensora.

Unidad de Investigacion en Ecologia Vegetal. FES - Zaragoza UNAM Pagina 21


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



EDUARDO CHIMAL SANCHEZ

5.- MATERIALES Y METODOS

El trabajo de investigacion consistid de tres etapas: Se determinaron los géneros y especies
de HMA asociados a 16 especies vegetales silvestres y de dos muestras de suelo donde se
cultivé pasto para masificacién de los hongos. A continuacion se realizaron ensayos de
propagacion en macetas con sustrato esterilizado y plantas hospederas como maiz,
albahaca, pasto o sorgo; las cuales fueron inoculadas con esporas de HMA aisladas de la
rizosfera de las especies vegetales o de las muestras de suelo que previamente fueron
masificadas en invernadero. Por ultimo, se evaluaron los indculos de HMA obtenidos en la
segunda etapa; para evaluar su efectividad ¢ infectividad en Prosopis laevigata, planta de

importancia ecoldgica en los matorrales semiaridos del Valle del Mezquital, Hidalgo.

5.1.- Determinacion de los hongos micorrizicos arbusculares asociados a la rizésfera

de 16 especies vegetales y de dos muestras de suelo.

La figura 5 muestra de manera esquematica como se abordd el estudio de los HMA en la

rizésfera de las plantas colectadas, posteriormente se hace una descripcion a detalle.

Colecta de plantas en Establecimiento Desarrollo de las
: p el invernadero de meses y riegos
de Villagran Estado 3 FES-7 periédicos con agua
; a -Zaragoza. :
de Hidalgo. destilada.
Seleccidn y conteo 7 . N\ l
de esporas, EXtraCClO.n de esporas [ Toma de muestra )
montajes - de larizosfera de de raiz para realizar
permanentes con cada planta y muestra la tincion con azul
PVLG y PVLG-Melzer de suelo (Gerdemann tripano (Phillips y
1:1 y Nicolson , 1963; Hayman 1970)
i INVAM 2009) L) J
\ J '
[ Evaluaciéndela )
Determinacion colonizacion
taxondmica de los micorrizica
HMA en funcidén de arbuscular en cada
sus caracteristicas L planta )
morfoldgicas
Figura 5. Diagrama de flujo: Determinacion de géneros y especies de HMA.
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La colecta de los ejemplares vegetales (cuadro 2) se realizd en un matorral subinerme que
se desarrolla sobre las laderas del cerro Cebadero localizado cerca de 3 kildmetros de Julian
de Villagran rumbo a Bangandho, en el Estado de Hidalgo (figura 6); no hay un dominante
fisondmico unico, presenta buen estado de conservacidén y diversidad floristica (Garcia-
Sanchez et al. 2008).

CUADRO 2. Plantas colectadas de un matorral subinerme en el Valle del Mezquital, Hidalgo.

Agave lechuguilla Torr. Fouquieria splendens Engelm

Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr. Hechtia podantha Mez.

Chrysactinia mexicana A. Gray Jatropha dioica Cerv.

Croton ehrenbergii Schl. Karwinskia humboldtiana (Roem. & Schult) Zucc.
Echinocactus platyacanthus Link & Otto Mammillaria elongata De Candolle

Echinocereus cinerascens (D. C.)Rumpler Neolloydia conoidea (D.C.) Britton & Rose

Euphorbia antisiphylitica Zucc. Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl.Ex Willd) M.C. Johnst

Flourensia resinosa (Brandegee) S.F. Blake Turnera diffusa Willd. Ex Schult

Figura 6. Sitio de colecta de las plantas silvestres. a) Mapa de localizacion de la

localidad de Julian de Villagran en el Estado de Hidalgo. b) Foto que muestra la entrada
hacia el matorral subinerme que se desarrolla sobre las laderas del cerro Cebadero.

Las plantas colectadas se seleccionaron tomando en cuenta que se encontraran aisladas, que
tuvieran estructuras reproductivas a fin de reconocer la especie, que no fueran muy grandes
a fin de extraer completa la raiz y que fuera una especie comun en el matorral. Se colecto
un ejemplar de cada especie con ayuda de una pala para jardineria, se evito el dafio a la raiz
y a las plantas vecinas. El ejemplar colectado se colocd en una bolsa de polietileno junto
con el suelo adherido al sistema radical para su transporte al invernadero de la Facultad de

Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM; una vez alli se colocaron cada una en macetas
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donde se les adiciond substrato inerte, se dejaron restablecer durante tres meses con riego
periddico para su desarrollo a fin de favorecer el crecimiento radical y que los hongos

micorrizicos arbusculares asociados produjeran esporas.

La extraccion de las esporas del suelo rizosférico de cada planta y de las muestras de suelo
se realizd utilizando la técnica de decantacion y tamizado (Gerdemann y Nicolson, 1963),
seguido de una centrifugacidon con sacarosa al 50%. Se pesaron 100g de suclo seco que se
colocd en un vaso al cual se adiciono agua para realizar una agitacidon mecanica (agitador
marca Oster) durante 5 minutos, posteriormente se decanto el sobrenadante sobre una serie
de tamices (de mayor a menor 1000 p y 44 p) esta operacidn se realizé dos veces mas para
recuperar el maximo de esporas, la fraccion obtenida en el tamiz de 44 p fue colocada en
tubos para centrifugarlos con agua a 2000 rpm durante 5 minutos; se elimind el
sobrenadante de cada tubo (esporas muertas y restos de materia organica); posteriormente a
cada tubo se le adiciond una solucion de sacarosa al 50% y se re-suspendio la muestra para
ser nuevamente centrifugada a 1000 rpm durante 3 minutos, terminado este proceso se
decantd la solucion de cada tubo en un tamiz de 44u (aqu se encuentran las esporas de

HMA viables), la muestra se lavd con abundante agua para eliminar el exceso de azucar y
se colocd en una caja Petri con agua destilada; y con la ayuda de un estereoscopio de
diseccidn se realizaron los recuentos y la seleccion de las esporas de HMA agrupandose de

acuerdo a su morfologia como forma, color, tamafio, presencia o ausencia de hifa.

De las esporas aisladas y seleccionadas se realizaron montajes permanentes en portaobjetos,
para esto se tomd un grupo de ellas a las cuales se les adicion6 una solucién de alcohol
polivinilico, acido lactico y glicerol (PVLG) con el objetivo de fijar y observarlas sin
cambios en sus caracteristicas morfologicas y otra parte se les adicion6 PVLG+Melzer
proporcion 1:1. El reactivo de Melzer fue utilizado para observar la reaccion de la pared de
las esporas y asi determinar con ayuda de un microscopio optico ¢l numero de capas que
conformaron la pared, estructuras como escudos de germinacion y otros elementos
adicionales que permitieron su determinacion taxondmica. Se contd con la ayuda de la M
en C. Laura Hernandez Cuevas especialista en taxonomia de los HMA de la Universidad
Autonoma de Tlaxcala. También se hizo una revision de las descripciones de especies de
HMA que actualmente se encuentran disponibles en los sitios web:

http://invam.caf.wvu.edu/ y http://www.lrz-muenchen.de/~schuessler/amphylo/. El color de

las esporas se determind con ayuda de la carta de colores utilizada en el sitio web

http://invam.caf.wvu.edu/; el tamafio de las esporas, hifas y grosor de la pared se midid

utilizando el software AxioVision ® Version 4.8.0.0. (Ver anexo A9.1).
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Para evaluar la colonizacion micorrizica arbuscular se utilizo la técnica de tincion con azul
tripano propuesta por Phillips y Hayman (1970); se tomo una muestra de raiz de cada
una de las especies vegetales, se lavo con agua de la llave en un tamiz de 44 micras para
evitar su pérdida y eliminar los restos de suelo adherido; se colocé la raiz de cada planta en
un recipiente con hidréxido de potasio (KOH) al 10% durante 24h a temperatura ambiente,
-en el caso de las cactaceas se recomienda al 5% para evitar la destruccion de la raiz-; luego
se lavaron con agua destilada para eliminar el KOH, se les adiciond perdxido de hidrégeno
(H20,) al 10% para aclarar la raiz durante 3 minutos, se enjuagaron con agua destilada y se
cubrieron con dcido clorhidrico al 10% durante 25 minutos; pasado este tiempo se eliminé
el 4acido y sin enjuagar se les adicion6 azul de tripano al 0.05% hasta cubrirlas para su
tincion durante 24 horas, al siguiente dia se realizd el corte de las raices en
aproximadamente 1.5 cm de longitud de las cuales se tomaron 20 segmentos al azar, se
montaron en un portaobjetos por triplicado para su observacion al microscopio optico y
determinar la colonizacién micorrizica arbuscular total mediante la siguiente expresion:

campos colonizados/campos observados * 100.
5.2.- Ensayos para generar un inéculo micorrizico arbuscular.

En la figura 7 se presenta un diagrama de flujo de la metodologia empleada en los ensayos
para obtener inoculos de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) a partir de sus esporas.

Figura 7. Diagrama de flujo: Ensayos para obtener indculo micorrizico arbuscular
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Para la generacion de indculo con HMA del Valle de Mezquital se requirio de esporas de
reciente formacidn, éstas se lograron aislar del sustrato de las plantas colectadas que se
mantuvieron durante tres meses en el invernadero de la FES-Zaragoza. También fue
necesario hacer la extraccidon en otros suelos de la regiéon donde previamente los HMA
fueron masificados y almacenados durante seis meses en refrigeracion a 4° C antes de ser

utilizados. Las muestras evaluadas fueron denominadas como "ROS"y “Gzl-GzI".

El origen de la muestra masificada "ROS™ de 5% generacidn parte de un cultivo inicial de
suclo de un matorral de Santiago de Anaya en ¢l Estado de Hidalgo colectado en ¢l afno
2000 y cultivos sucesivos con Lolium multiflorum (Lopez, 2007); la otra muestra consistio
de suelo de un matorral de la localidad Gonzélez-Gonzalez (Gzl-Gzl) con una primera

masificacion con Lolium multiflorum.

5.2.1.- In6culo multiespecifico Para generar este indculo, se establecieron macetas de 2
Kg con substrato esterilizado y humedecido a capacidad de campo, asi se constituyo una
unidad experimental (UE) sembrando semillas de maiz (Zea mays) y otra con albahaca
(Ocimun basilicum) previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio al 5% durante 5

minutos.

Cuando las plantas presentaron alturas de 5 y 10 cm en albahaca y maiz respectivamente, se
realizd el aislamiento de las esporas de HMA de las muestras ROS y GzIl-Gzl, 600 esporas
fueron seleccionadas para cada unidad experimental. Estas esporas consistieron en un 85%
con especies de Glomus y 15% de especies de Gigaspora y Scutellospora las cuales fueron
inoculadas con la ayuda de una pipeta Pasteur lo mas cercano al sistema radical en las
plantas de maiz y albahaca a una profundidad de 10 cm, dando una concentracion inicial de
30 esporas por cada 100 g de muestra en cada UE (figura 8). Las macetas se desarrollaron
en el invernadero durante 3 meses, al término de este periodo se tomo una muestra de raiz
para evaluar la colonizacién micorrizica arbuscular mediante el método de tincidn con azul
tripano (Phillips y Hayman 1970) si habia hongos micorrizicos arbusculares en el sistema
radical las plantas se sometieron a 15 dias de sequia para estimular la esporulacion de los
hongos; al finalizar este periodo de marchitamiento se tomo una muestra de 100g de
sustrato para realizar la extraccion y recuento de esporas de HMA (Gerdemann y Nicolson,
1963). Se colecto el inoculo generado y se almacend a 4°C en una bolsa de plastico para

posteriormente evaluar su efectividad e infectividad en Prosopis laevigata.
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Figura 8. Ensayos para obtencion de indculo
multiespecifico. a) Esporas de hongos micorrizicos
arbusculares del género Glomus b) Género Gigaspora
y c¢) Género Scutellospora, inoculadas en plantas de
albahaca (d) o de maiz.

5.2.2.-In6culo monoespecifico. Para generar este indculo se¢ establecieron unidades
experimentales que dependieron del numero de esporas de un solo morfotipo presente en
los sustratos.

De manera general las esporas fueron extraidas mediante la técnica de Gerdemann y
Nicolson (1963), seguida de una centrifugacion con una solucion de sacarosa al 50%; las
esporas con un determinado morfotipo —color,forma,tamafo y tipo de hifa- se agruparon y
separaron con ayuda de una pipeta Pasteur, se colocaron en una caja Petri pequefia (1 '
pulgada de diametro) con agua destilada, seguidamente se realizd una segunda seleccion
eliminando aquellas que presentaron algin signo de deterioro, contenido de lipidos no
uniforme o signos de parasitismo asi como de cualquier resto extrafio (micelio o restos de
raiz). Se cambio el agua destilada para eliminar restos de micelio que pudieran estar
suspendidos, después se almacenaron en la caja de Petri con agua destilada durante 24 h a
4°C, al dia siguiente se realiz6 nuevamente una inspeccion y si era necesario se elimind
cualquier espora con cambios en su color, forma o contenido; asi las esporas se encontraron

listas para su inoculacidn en las unidades experimentales.

Se utilizaron dos especies vegetales propagadoras: pasto (Lolium perenne) y maiz (Zea
mays) que fueron sembradas por separado en macetas de 2 kg que contenia sustrato
esterilizado y humedecido a capacidad de campo; las plantulas se inocularon con las
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esporas de un solo morfotipo de hongo micorrizico arbuscular a los 15 dias de desarrollo

(figura 9), las unidades experimentales quedaron de la siguiente manera:

El primer ensayo consistio de tres unidades experimentales con plantas de pasto, cada
maceta se inoculd con 40 esporas de Scutellospora spl, a una profundidad de 10 cm y lo

mas cercano a la raiz.

El segundo ensayo consistio de 3 unidades experimentales con plantas de maiz, cada
maceta se inoculd con 40 esporas de Scutellospora sp2, colocandolas cerca de la raiz a una

profundidad de 10 cm.

El tercer ensayo consistié de una unidad experimental con plantas de pasto, se inoculé la

maceta con 70 esporas de Glomus spl (esporas cubiertas de micelio —peridio-).

Los ensayos se establecieron durante tres meses en el invernadero de la FES-Zaragoza, se
regaron cada tercer dia con agua destilada, transcurrido este tiempo se tomo una muestra de
raiz para evaluar la colonizacién micorrizica arbuscular, posteriormente se sometieron a 15
dias de marchitamiento para favorecer la esporulacidon y entonces se evalué el contenido de
esporas en 100 g de indculo. Las unidades experimentales positivas se almacenaron en

bolsas de plastico y en refrigeracion a 4° C para ser evaluados en Prosopis laevigata.

Figura 9. Inoculacion monoespecifica. a) Esporas de Scutellospora spl inoculadas en
plantas de pasto (d)
b) vy ¢) esporas de Scutellospora sp2 inoculadas en maiz (e).
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5.2.3.-Inéculo monospdrico. En este ensayo se requirid de cajas Petri para establecer las
unidades experimentales, a las cuales se les realizd una perforacion en un costado para que
la parte aérea de la planta quedara afuera. Enseguida cada una se llen6 con sustrato
esterilizado y se humedecid a capacidad de campo con agua destilada (figura 10a); este

sistema es denominado microcosmos.

En lo que se realizaba la preparacion del microcosmos, se colocaron cajas Petri con papel
filtro Whatman como sustrato y 20 semillas de pasto (Lolium perenne) o sorgo (Sorghum
vulgare) para germinarlas y obtener plantulas con un sistema radical de aproximadamente
Scm de longitud (figura 10b).

Cuando se obtuvieron las cajas Petri con su sustrato asi como las plantulas de pasto y sorgo
listas, se realizo el aislamiento de esporas de HMA, se seleccionaron cuidadosamente para
obtenerlas libres de residuos de materia organica y con las mejores caracteristicas
morfologicas al observarlas en el estereoscopio de diseccidn, es decir que su color y tamafio
fuera uniforme y que no existieran signos de parasitismo o de deterioro en su contenido.
Posteriormente se coloraron en cajas Petri con agua destilada y se almacenaron a 4°C

durante 24 h para romper alguin estado de latencia que pudiera existir (figura 10c¢).

Contando con estos tres elementos se realizé la técnica de inoculacion monospdrica de la
siguiente manera: con la ayuda de un microscopio de diseccidn se tomo una caja Petri a la
cual se le colocd una plantula de pasto o de sorgo donde la raiz quedo en el sustrato y la
parte aérea afuera de la caja, posteriormente se le adiciono una espora de hongo micorrizico
arbuscular sobre el sistema radical con la ayuda de una pipeta Pasteur, con ¢l objetivo de
que la raiz y la espora del hongo estuvieran en estrecho contacto y favorecer el

establecimiento de la colonizacion (figuras 10d-10f).

Cada unidad experimental se cubrié con papel aluminio para estimular el crecimiento
radical y el establecimiento de la simbiosis micorrizica arbuscular. Cada unidad
experimental fue pesada para considerarla al momento de aplicar el riego con agua
destilada.
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Figura 10. Ensayos para obtener indculos de HMA a partir de una espora. a) caja Petri con
substrato. b) plantulas de pasto c¢) esporas de HMA d) espora inoculada en la raiz.
e) Unidad experimental con pasto inoculado con una espora de HMA. f) Unidades

experimentales con plantulas de sorgo inoculadas con una espora de HMA.
HMA= Hongo micorrizico arbuscular.

Todas las unidades experimentales elaboradas se establecieron durante un periodo de tres
meses en el invernadero de la FES-Zaragoza. El disefio experimental quedo de la siguiente

manera (Cuadro 3).

Cuadro 3. Ensayos para la generacion de un indculo monospdrico.

UE HMA inoculado Planta trampa

50 Glomus sp2 Sorghum vulgare
50 Glomus sp3 Lolium perenne
50 Glomus sp4 Lolium perenne
50 Scutellospora spl Lolium perenne

UE= niimero de unidades experimentales.

HMA= Hongo micorrizico arbuscular.
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5.3.- Evaluacion de los inoculos de HMA en Prosopis laevigata

Un diagrama de flujo para evaluar los indculos de hongos micorrizicos arbusculares en la

planta de mezquite se presenta en la figura 11.

Figura 11. Diagrama de flujo: Evaluacion de dos indculos de hongos micorrizicos
arbusculares en Prosopis laevigata

MM= indculo multiespecifico MS= indculo monoespecifico
MA= micorriza arbuscular HMA= hongos micorrizicos arbusculares

La prueba consistio en evaluar la efectividad e infectividad de dos inoculos obtenidos en la
fase 2 utilizando Prosopis laevigata como planta sensora. El primer indculo estuvo
constituido por varias especies de hongos micorrizicos arbusculares; denominado aqui
como inéculo multiespecifico (MM) y el segundo un indéculo monoespecifico constituido
por Scutellospora sp2 (MS).

Se utilizaron como macetas tubos comerciales de cloruro de polivinilo (PVC) de 25 cm de

longitud y 3 pulgadas de didmetro. Un extremo del tubo fue cubierto con cinta adhesiva con
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el objetivo de retener el sustrato, posteriormente se colocod en el interior una bolsa de
plastico. El tubo se llend con substrato esterilizado cubriendo una longitud de 10 cm, luego
se agregaron 200 g de inoculo multiespecifico (MM) o de indculo monoespecifico (MS) o
de suelo esterilizado (sin micorriza) a cada unidad experimental, se prepararon un total de
siete unidades experimentales por tratamiento; enseguida se rellend el tubo con mas
sustrato esterilizado hasta alcanzar los 20 cm de longitud, se adicionaron 100 ml de agua
destilada a cada unidad experimental necesaria para hidratar el suelo a capacidad de campo;
se dejo reposar durante 1 hora y se sembraron dos semillas de mezquite en cada unidad a

una profundidad de 3 cm.

El disefio experimental es un exponencial de 1x3x7 (1 especie vegetal X 3 tratamientos X 7
repeticiones), dando un total de 21 unidades experimentales. Adicionalmente se prepararon
dos unidades experimentales mas por tratamiento con el fin de evaluar la colonizacion
micorrizica arbuscular a los 15 y 30 dias de haber inoculado a las planta, con el fin de

conocer en qué momento el mezquite es susceptible de micorrizarse con estos dos indculos.

Cuando se obtuvo el 100% de emergencia de las plantulas de Prosopis laevigata se realizo
un clareo con el objetivo de contar con una sola planta por unidad experimental. Se dejaron
crecer durante 14 semanas bajo condiciones de invernadero. Semanalmente se midid la
altura total y el numero de foliolos en cada planta por tratamiento. Al finalizar el periodo
establecido, se levantd el experimento y en cada unidad experimental se determind la
biomasa fresca y seca tanto de la raiz como del véstago, el area foliar, la tasa de
crecimiento, longitud de la raiz y del vastago, y el porcentaje de colonizacidon micorrizica

arbuscular total.

Los datos fueron concentrados en una tabla de Microsoft Excel ® y transferidos hacia el
programa estadistico STATGRAPHICS ® CENTURION XV Version 15.2.06 para ser
evaluados mediante un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de Tukey (DSH) para
determinar si existian diferencias significativas entre los tratamientos de micorrizacion

aplicados a Prosopis laevigata (Anexo 9.2).
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6.- RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.- Hongos micorrizicos arbusculares (HMA) asociados a la rizosfera de 16 especies

vegetales silvestres colectadas en un matorral subinerme.

Las 16 especies vegetales silvestres colectadas en el matorral subinerme del municipio de
Julian de Villagran; son componentes comunes en la region semidesértica del Valle del
Mezquital, Hidalgo. Dentro de la colecta se presentaron plantas de importancia ecoldgica
como las cactaceas que estan sufriendo perdida de su habitat y algunas de ellas se
encuentran amenazadas, gramineas que forman suelo, leguminosas que enriquecen el suelo
y muchas asteraceas (compuestas) con usos locales. La revision del sistema radical y del
suelo indicé la presencia de los hongos micorrizicos arbusculares en la rizosfera de cada
especie vegetal como lo muestra el cuadro 4; en €l se presenta un listado de las especies
vegetales evaluadas donde se registro el porcentaje de colonizacion micorrizica arbuscular
y la densidad de esporas de HMA presentes en cada 100 g de suelo seco. También se

enlistan los géneros y especies de HMA asociados a la rizésfera de cada planta.

En primer lugar, se puede observar en ¢l cuadro 4 la densidad de esporas encontradas en la
rizésfera de las especies vegetales; variable que alcanzo valores entre 18 (Mammillaria
elongata) y 95 esporas/100 g suelo seco en Echinocactus platyacanthus; la unica especie
vegetal en la que no se encontraron esporas viables en su rizosfera fue Agave lechuguilla,
quizas debido al estado fenoldgico de la planta o a que los HMA que colonizan su raiz son
especies que requiecren un periodo prolongado (varios ciclos de propagacion) para
expresarse a través de la formacidon de esporas (Stutz y Morton 1996). La densidad de
esporas fue baja para algunas especies vegetales si los comparamos con los reportes
realizados por Montafio (2000) quien registré hasta 4411 esporas en 100 gramos de suelo
para Prosopis laevigata. Sin embargo, en otros trabajos como el de Garcia (2007) quien
reportd valores mas cercanos a los encontrados para el caso de Bouteloua curtipendula (36-
150 esporas/100g de suelo seco); o el realizado por Garcia-Sanchez et al. (2008) donde los
datos muestran un comportamiento similar, ello sugiere que la densidad de esporas de éstos
hongos en la rizésfera de las especies vegetales colectadas es una variable que se expresa
en funcién de los HMA asociados. Bajo condiciones de campo Camargo-Ricalde y
Esperon-Rodriguez (2009) comentan que en ambientes semidridos la densidad de esporas
esta en funcion de la estacionalidad y heterogeneidad espacial, asi como de las diferentes
estrategias de supervivencia de las especies fungicas al habitar bajo estas condiciones
ambientales. También mencionan que los exudados radicales y otros microorganismos

rizosféricos pueden influir en las densidades de esporas.
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En la figura 12 se puede apreciar graficamente el comportamiento de la densidad de esporas

de los HMA en la rizésfera de cada planta colectada en el matorral subinerme.
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Figura 12. Densidad de esporas de hongos micorrizicos
arbusculares en la rizosfera de 16 plantas silvestres
*Numero de esporas presentes en 100g de suelo.

La importancia de los HMA en las comunidades vegetales no sélo incluye determinar la
diversidad y abundancia de sus esporas en la rizésfera de las plantas bajo estudio, también
requiere la cuantificacidon y deteccidon del micelio interno mediante las estructuras de éstos
hongos en el sistema radical como hifas, vesiculas y arbusculos, mediante su tincién con
azul de tripano. Aunque este método no indica cudl o cudntas especies de hongos estan
colonizando, es un método practico de monitorear la dependencia micorrizica arbuscular de

la planta (Hernandez-Cuevas et al. 2008).

El cuadro 4 muestra los valores de los porcentajes de la colonizaciéon micorrizica arbuscular
encontrados en las especies vegetales y graficamente en la figura 13. Los datos fueron
variables y dependieron de las caracteristicas intrinsecas de cada planta. Los valores
oscilaron entre el 2% (Hechtia podantha) y el 72% (Bouteloua curtipendula). Estos valores
indican que algunas especies vegetales presentan quizas menor dependencia micorrizica. La
extension de los hongos micorrizicos arbusculares en el sistema radical de las plantas pudo
estar influenciado por las condiciones de cultivo en el invernadero, sometidas a menor

déficit hidrico y sin temperaturas extremas. Se tiene el conocimiento que en los ecosistemas
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aridos y semiaridos las plantas comunmente se asocian a estos hongos como una estrategia
ecologica para tolerar las condiciones estresantes que imperan en estos sitios (Stutz y
Morton, 1996; Stutz et al. 2000). Y el comportamiento variable en la colonizacion
micorrizica arbuscular es caracteristico en especies vegetales silvestres que se desarrollan
en este tipo de ecosistemas como lo comentan Gonzalez-Chavez et al. (2008), quienes
consideran que las caracteristicas fenoldgicas de la planta, la disponibilidad de fésforo y
agua, asi como los factores climaticos como estacionalidades muy marcadas (sequia y

lluvia) pueden afectar la proporcion de la colonizacidn micorrizica arbuscular.

La baja colonizacion en algunas plantas como Hechtia podantha puede estar relacionada
con la densidad de esporas encontradas en su rizosfera y no a una menor dependencia a la
micorriza arbuscular. Probablemente los HMA presentes en su sistema radical esporularon
como respuesta al cambio de condiciones naturales a invernadero; por consiguiente, quizas
el ciclo de vida de los hongos culminé y por esto se observd una disminucion del micelio

interno en la raiz del hospedero.

ESPECIE VEGETAL

80 -
% W 1 Turnera diffusa

70 - B 2 Neolloydia conoidea

60 - B 3 Mammillaria elongata
o
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e 40 - M 6 Fouquieria splendens
rtl 30 - M 7 Flourensia resinosa
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0 - 11 Bouteloua curtipendula
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12 Agave lechuguilla
Figura 13. Colonizacion micorrizica arbuscular
en las plantas silvestres

La presencia de esporas y/o de colonizacion micorrizica arbuscular registrada en las
especies vegetales indicd que los hongos micorrizicos arbusculares son un componente
constante en la rizésfera de las plantas colectadas que componen este matorral subinerme

de la zona semidesértica del Valle del Mezquital en el Estado de Hidalgo.
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En el cuadro 4 y en la figura 14 se observa que el género de HMA que se presentd en todas
las plantas evaluadas a excepcion de Agave lechuguilla fue Glomus, indicando que es un
género de facil adaptacion a diferentes condiciones rizosféricas, por lo que posiblemente es
un componente constante asociado a la vegetacion de este matorral subinerme;
observaciones similares las reportan Gonzalez-Chavez et al. (2008) quienes comentan
que Glomus es el principal género que con mayor frecuencia se observa en zonas aridas y

en dunas.

El género Scutellospora se presentd en el 43% de las especies vegetales entre las que se

encuentran Echinocactus platyacanthus, Bouteloua curtipendula y Prosopis laevigata.

El género Gigaspora se presentd en Chrysactinia mexicana, Echinocactus platyacanthus,
Flourensia resinosa, Karwinskia humboldtiana, Fouquieria splendens y Mammillaria

elongata que corresponden al 37% de las especies vegetales evaluadas (figura 14).

En algunas de las comunidades vegetales del Valle del Mezquital, se ha observado que el
género Scutellospora y Gigaspora se presentan con mayor frecuencia cuando los
matorrales xerofilos presentan un buen estado de diversidad floristica y conservacion,
disminuyendo su presencia y favoreciendo a otros géneros como Glomus cuando se han

creado perturbaciones en ¢l ecosistema (Garcia-Sanchez et al. 2008).

El género Acaulospora estuvo asociado a Bouteloua curtipendula, Fouquieria splendens
y Neolloydia conoidea que corresponde al 18.75% de las especies vegetales evaluadas;
mientras que ¢l género Entrophospora sélo se encontrd asociado a Bouteloua curtipendula;
en esta especie vegetal ambos géneros de HMA son reportados por Garcia (2007) y por

ultimo se encontrd el género Ambispora asociado solo a Prosopis laevigata.

Ninguna de las plantas presento en su rizésfera a los seis géneros de HMA determinados en
este trabajo; solo dos plantas (12.5%) presentaron un maximo de cuatro géneros asociados a
su rizosfera (figura 14), donde Glomus, Acaulospora y Scutellospora son comunes para
ambas especies vegetales; el 18.75% de las plantas presento a tres géneros de HMA en
donde Glomus y Scutellospora son géneros comunes; mientras que el 37.5% vy el 25% de
las especies vegetales presentaron dos y un género asociado a su rizosfera respectivamente,
siendo Glomus el mas constante. La presencia de uno o varios géneros de HMA en la
rizésfera de cada una de las plantas podria estar relacionado con sus necesidades

nutrimentales, el tipo de sistema radical o la distribucidn de las fuentes de nutrimentos en el
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suelo, de modo que diferentes especies de HMA colonizando un mismo sistema radical
pueden ser benéficos para la planta porque podrian ser funcionalmente complementarios y

adquirir por ejemplo fosforo a diferentes distancias de la raiz (Koide 2000).

Agave lechuguilla
E ..
Crot lemb
. ‘ roton e.r embergii B Glomus
Echinocereus cinerascens
p .
Hechtia podanta i Scutellospora
e Jatropha dioica
t: Euphorbia antisiphilitica W Gigaspora
! Turnera diffusa
€ Karwinskia humboldtiana ( T 1T 1 J W Acaulospora
Mammillaria elongata ( 1 1 1 J
v Neolloydia conoidea CT T T W Ambispora
€ Chrysactinia mexicana ( T 1T 1 J A
& Prosopis laevigata 111Kl W Entrophospora
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a Flourensia resinosa o00®
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Figura 14. Hongos micorrizicos arbusculares asociados a
la rizosfera de 16 plantas silvestres
HMA-= hongos micorrizicos arbusculares

De acuerdo a Varela y Trejo (2001) y Guadarrama-Chéavez et al. (2007) en México se tiene
el registro de alrededor del 25% de las especies de HMA identificadas hasta la fecha y a
nivel de género se han reportado siete de los trece establecidos que forman micorriza
arbuscular y corresponden al 58%. Si tomamos como referencia estos datos, el matorral
xerofilo de donde fueron colectadas las plantas presentd seis géneros que corresponde a un
46.15%. La diversidad de géneros registrada en este trabajo podemos considerarla en un
“status” alto y esta correlacionada con el estado de conservacion y diversidad floristica que
presenta el matorral subinerme de la localidad de Julian de Villagran en Hidalgo (Garcia-
Sanchez et al.2008) puesto que en zonas aledafias donde se ha perdido la diversidad vegetal
a consecuencia del cambio de uso de suelo para fines agricola y sometidas a riego con
aguas residuales, la diversidad a nivel de género de estos hongos se ha reducido a dos:

Glomus y Gigaspora, con dominancia del primero (Ortega-Larrocea et al. 2007). Este
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comportamiento de disminucion de la diversidad genérica de HMA puede deberse a
factores de perturbacion (eliminacion de la vegetacion + aguas residuales) aunado con las
caracteristicas semidesérticas estén ejerciendo presion sobre las poblaciones fungicas y solo
algunas especies del género Glomus sean las mads tolerantes a nuevas condiciones
edafoclimaticas. Un caso contrario lo reportan Guadarrama-Chavez et al. (2007) en el
estado de Oaxaca donde evaluaron la diversidad de HMA en una selva baja caducifolia,
matorral secundario y en terrenos de cultivo donde la vegetacion ha sido eliminada por la
practica de “roza-tumba-quema” y observaron valores similares de diversidad tanto en
comunidades naturales como en las tierras de cultivo, podemos inferir que cada ecosistema
presenta caracteristicas especificas que pueden influir en la diversidad genérica de los

HMA para lo cual seria prioritario evaluar las variables que los afectan.

En cuanto a los géneros de HMA encontrados en este trabajo hay coincidencias con los
datos reportados por Morales (2005) quien encuentra tres géneros: Glomus, Gigaspora y
Scutellospora 'y Garcia-Sanchez et al. (2008) quienes ademds encuentran al género
Acaulospora. La investigacion realizada en este trabajo aporta dos nuevos géneros
Ambispora y Entrophospora. Asimismo Morales (2005) y Garcia-Sanchez et al. (2008)
reportan dos géneros de hongos micorrizicos arbusculares asociados a Agave lechuguilla:
Glomus y Scutellospora, los cuales no fueron encontrados en este estudio. Esto indica que
la presencia de los HMA en forma de esporas puede variar dependiendo del momento en
que se realice la colecta, variando en funcidn del estado fenologico de la planta a la cual
estan asociados y de los mismos hongos que colonizan su raiz; por lo que seria
recomendable dar un seguimiento a las especies vegetales durante todo un afio en
condiciones de campo y/o a nivel de invernadero para ver el comportamiento de los HMA

asociados a su rizdsfera.

Se determinaron 14 especies de hongos micorrizicos arbusculares asociados a la rizésfera
de las 16 plantas silvestres del matorral subinerme de Julidn de Villagran (ver figura 15).
Seis pertenecen al género Glomus; cuatro son del género Scutellospora, mientras que para
los géneros Ambispora, Entrophospora, Gigaspora y Acaulospora se determind una
especic en cada uno de cllos. Glomus geosporum fue el HMA con mayor frecuencia
encontrado en la rizésfera de 15 plantas (93.75%) y sélo en Agave lechuguilla no se
localizo. La informacion publicada sobre su presencia en diferentes ecosistemas indica que
es una especie con distribucién mundial (Blaszkowski, 2009). Glomus caesaris fue el
segundo HMA encontrado con mayor frecuencia en la rizésfera de 9 especies vegetales

(56.25%), resultd ser el primer reporte para México (Hernandez-cuevas, com. Personal) y

Unidad de Investigacion en Ecologia Vegetal. FES - Zaragoza UNAM Pagina 41


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

EDUARDO CHIMAL SANCHEZ

junto con Glomus claroideum, G. globiferum, Gigaspora ramisporophora y Scutellospora
nodosa son nuevos reportes para la region del valle del Mezquital, Hidalgo.

Scutellospora scutata estuvo presente en el 31.25% de las plantas evaluadas (cinco especies
vegetales), el resto de las especies de HMA estuvieron asociadas en su mayoria a sélo una

especie vegetal (figura 15).

93.75
(%)

56.25

31.25
18.75 18.75
6.25 6.25 6.25 6.25 6.25 6.25 6.25 6.25

Especie de hongo micorrizico arbuscular

Figura 15. Presencia de las diferentes especies de hongos
micorrizicos arbusculares en relacion al total de plantas silvestres

6.2.- HMA presentes en dos muestras de suelos que se han propagado en el

invernadero de la FES-Zaragoza con Lolium multiflorum

La revisién de dos muestras de suelo utilizadas para propagar a los hongos micorrizicos
arbusculares en el invernadero de la FES-Zaragoza indicd la presencia de esporas de
reciente formacion. En la muestra "ROS™ que fue colectada de un matorral en la localidad
de Santiago de Anaya del Estado de Hidalgo se registraron los géneros Acaulospora y
Glomus (cuadro 5) que representan un 15.38% de los 13 establecidos en la clasificacion de
los HMA de acuerdo a Blaszkowski (2009) referirse al cuadro 1 para mas informacion.
Montafio (2003) y Lopez (2007) también reportan estos géneros y encuentran ademas
Gigaspora para esta muestra de suelo. La muestra "GzI-Gz]l" fue mas diversa a nivel

genérico ya que se registraron cinco, los cuales corresponden al 38.5 % de los géneros.
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Se determinaron seis especies de HMA en la muestra "'ROS” todas ellas pertenecen al
género Glomus mientras que en “GzI-Gzl® se determinaron siete las cuales estan
distribuidas de forma equitativa entre los cinco géneros encontrados (cuadro 5). Se observé
que la propagacion de los HMA mediante Lolium multiflorum como planta trampa durante
varios ciclos generd en la muestra "ROS™ pérdida de diversidad genérica ocasionando que
las especies del género Glomus se adapten rapidamente a las nuevas condiciones de cultivo
(un solo hospedero) y persistan por mas tiempo que aquellas del género Gigaspora o
Acaulospora como fue observado por Lopez (2007) a nivel de invernadero. Ocehl et al.
(2003) observaron en condiciones naturales un comportamiento similar. Ellos encuentran
que entre mayor sea el tiempo en que un sitio esté bajo la presion de uso intensivo de
monocultivo, tiende a disminuir el nimero de especies de HMA asi como la dominancia de
ciertas especies del género Glomus. Ante esta panoramica se puede deducir que si la
muestra “Gzl-Gzl” se somete al mismo esquema de propagacion durante varios ciclos con
Lolium multiflorum tenderd a perder su diversidad a nivel de género, por lo que seria
recomendable propagar la muestra utilizando varias especies vegetales para conservar la

biodiversidad de ésta muestra e incluso incrementarla.

De las especies de HMA listadas en el cuadro-5, Glomus aggregatum, G. etunicatum, G.
caledonium, G. tortuosum y Acaulospora aff. laevis no fueron encontradas en la rizosfera
de las plantas silvestres colectadas en el matorral subinerme de Julian de Villagran y
posiblemente son especies frecuentes en las localidades de Santiago de Anaya y Gonzalez—
Gonzalez, donde su presencia este quizas determinada por el tipo de vegetacion y algunas

propiedades fisicoquimicas del suelo (Garcia-Sanchez et al. 2008).

Las especies de HMA: Acaulospora aff. laevis, Glomus aggregatum, Glomus etunicatum y
Glomus tortuosum son citadas para México en los trabajos de Varela y Trejo (2001),
Hernandez-Cuevas et al. (2003), Guadarrama-Chavez et al. (2007), Barcenas et al. (2007),
Aguilera-Gomez et al. (2008), Garcia-Sanchez et al. (2008) y Gavito et al. (2008) mientras
que Glomus caledonium resultd ser el primer reporte para México (Hernandez-Cuevas

Com. Personal).

En este trabajo se reportan como nuevos registros a Acaulospora aff. laevis, Glomus
caledonium y Glomus tortuosum para las localidades de Gonzélez-Gonzalez y de Santiago
de Anaya en el estado de Hidalgo, que pertenecen a la zona del Valle del Mezquital,

Hidalgo.
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A continuacion se presenta una breve descripcion de las 19 especies de HMA determinadas
en el presente trabajo. 14 especies fueron registradas en el matorral subinerme de Julian de
Villagran (fig.16 a la fig. 29), 3 se registraron en la muestra de suelo de la localidad de
Santiago de Anaya (fig. 30 a la fig.32) y dos en Gonzéalez-Gonzélez (fig. 33 y fig. 34).

Figura 16. Ambispora appendicula (Spain, Sieverd. et Schenck) Walker, Vetsberg et
Schuessler. Esta especie de HMA se encontrd en la rizosfera de Prosopis laevigata,
presentd un color crema palido 0/0/20/0 a crema con tinte naranja 0/10/40/0 (fig.16a). El
tamafo aproximado es de 172-189 micras. Su forma fue globosa. La pared de la espora esta
compuesta de 4 capas bien definidas (fig.16b), donde las dos capas intermedias presentan
ornamentaciones (fig.16¢). La especie ha sido citada en México por Varela y Trejo (2001),
Hernandez-Cuevas et al. (2003), Guadarrama-Chavez et al. (2007); Lopez (2007)*,
Alvarez-Séanchez y Sanchez-Gallén (2008).

*Citada para el Valle del Mezquital, Hidalgo como Acaulospora appendicula.

g

Figura 17. Entrophospora infrequens (Hall) Ames et Schneider. Esta especie de HMA se
encontrd asociada a la rizdsfera de Bouteloua curtipendula, presentd un color café
20/40/100/0 (carta de colores del INVAM) y su tamafio fue entre 130-140 micras. La pared
de la espora presenta ornamentacion. Especie citada en México por Varela y Trejo (2001),
Garcia (2007)*, Alvarez-Sanchez y Sanchez-Gallén (2008).

*Citada para el Valle del Mezquital, Hidalgo.
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Figura 18. Gigaspora ramisporophora (Spain, Sieverd. et Schenck). Esta especie de HMA
se encontrd asociada a la rizésfera de Flourensia resinosa, Fouquieria splendens y
Karwinskia humboldtiana. Presentd un color crema verdoso 10/0/80/0 a verde limoén
20/0/80/0 de acuerdo a la carta de colores del INVAM (fig.18a), su forma fue globosa con
un tamafo promedio de 260 micras (fig.18b). La pared de la espora estd constituida por tres
capas (fig.18c¢) sin ornamentaciones, sin embargo la mas interna presento verrugas. Su hifa
germinal en forma de bulbo presentd un color café claro (0/10/30/10) la amplitud del bulbo
fue de 43 micras en promedio.

En México se encontré citada por Alvarez-Sanchez y Sanchez-Gallén (2008) y Gavito et al.
(2008).

En este trabajo se cita como nuevo registro para el Valle del Mezquital, Hidalgo.

Figura 19. Glomus caesaris (Sieverd. Et Oehl). Esta especie de HMA se encontro6 asociada
a la rizésfera de Bouteloua curtipendula, Chrysactinia mexicana, Echinocactus
platyacanthus, Euphorbia antisiphylitica, Flourensia resinosa, Fouquieria splendens,
Hechtia podantha, Mammillaria elongata y Prosopis laevigata. Presentd un color café
rojizo 40/60/100/0 de acuerdo a la carta de colores del INVAM. Su forma fue globosa con
un tamafio aproximado de 185 micras. La pared de la espora esta constituida por cinco
capas, no se¢ observaron ornamentaciones. Las fotografias 19b y 19¢ fueron tomadas por la
M. en C. Laura Hernandez Cuevas, utilizando contraste interferencial Nomarski.

No se encontrd reporte para México en los trabajos de Varela y Trejo (2001), Hernandez-
Cuevas et al. (2003), Montafio (2003), Garcia (2007), Guadarrama-Chavez et al. (2007) y
Garcia-Sanchez et al. (2008).

En este trabajo se cita por primera vez para México (Hernandez-Cuevas, comunicacion
personal) y para el Valle del Mezquital, Hidalgo.
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Figura 20. Glomus Claroideum (Schenck et Smith). Este HMA se encontrd asociado a la
rizosfera de Karwinskia humboldtiana y Bouteloua curtipendula. El color de las esporas es
naranja claro 0/30/80/0. Su forma es globosa de un tamafio promedio de 125 micras. La
pared de la espora no presentd ornamentaciones y la hifa fue ligeramente curva (fig.20b).
En México es citada por Varela y Trejo (2001), Herndndez-Cuevas et al. (2003) y
Guadarrama-Chavez et al. (2007).

En este trabajo se cita como nuevo registro para el Valle del Mezquital, Hidalgo.

U

Figura 21. Glomus geosporum (Nicolson et Gerdemann). Esta especie de HMA se
encontrd asociada a todas las plantas bajo estudio en este trabajo a excepcion de Agave
lechuguilla. El color de las esporas es naranja rojizo 40/80/100/0. Su forma fue globosa con
un tamafio promedio de 180 micras. La espora presenté una pared compuesta por una capa
externa evanescente (fig.21b) seguida de una capa laminada (fig.21¢) y una tercera capa
interna. La hifa es recta o ligeramente curva con un septo. No presentd ornamentaciones en
la pared.

Es citada para México por Ramirez-Gerardo et al. (1997), Varela y Trejo (2001), Montafio
(2003)*, Garcia (2007)*, Guadarrama-Chavez et al. (2007), Garcia-Sanchez et al. (2008)*
y Alvarez-Sanchez y Sanchez-Gallén (2008).

*Citada para el Valle del Mezquital, Hidalgo.
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Figura 22. Glomus globiferum (Koske et Walker). Este hongo micorrizico arbuscular
(HMA) se encontré asociado a la rizésfera de la especie vegetal Bouteloua curtipendula. El
color de las esporas es naranja rojizo 40/80/100/0. Su forma fue globosa con un tamafio
entre 120-130 micras. La caracteristica de esta especie es que alrededor de la espora tiene
vesiculas adheridas (fig.22a) y (fig.22¢). Hay presencia de hifa (fig.22b).

Especie citada en México por Varela y Trejo (2001).

En este trabajo se cita como nuevo registro para el Valle del Mezquital, Hidalgo.

U

Figura 23. Glomus microaggregatum (Koske, Gemma & P.D. Olexia). Este HMA se
encontro en la rizosfera de Echinocactus platyacanthus. Las esporas se presentaron en un
esporocarpo laxo libre en el suclo, el color de las esporas fue naranja claro 0/20/60/0 de
acuerdo a la carta de colores del INVAM. Su forma fue globosa a subglobosa de un tamafio
que vari6 entre 20 a 38 micras. La figura 23a, es bajo iluminacién Nomarski tomada por la
M. en C. Laura Hernandez Cuevas.

En México es citada por Varela y Trejo (2001), Hernandez-Cuevas et al. (2003), Montafio
(2003)*, Guadarrama-Chavez et al. (2007) y Aguilera-Gémez et al. (2008).

* Citada para el Valle del Mezquital, Hidalgo.
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C)Figura 24. Glomus sinuosum (R.T. Almeida & N.C.
Schenck).
En México es citada por Guadarrama y Alvarez-
Sanchez (1999), Varela y Trejo (2001), Montafio
(2003)*, Guadarrama-Chavez et al. (2007), Ortega-
Larrocea et al. (2007)* y Aguilera-Gémez et al.
(2008).
Se encontré asociado a la rizdsfera de la especie
vegetal Prosopis laevigata.
*Citada para el Valle del Mezquital, Hidalgo.

11

Figura 25. Scutellospora gregaria (Schenck et Nicolson) Walker et Sanders. Esta especie
de HMA se encontr6 en la rizésfera de Echinocactus platyacanthus, Euphorbia
antisiphylitica v Fouquieria splendens. Las esporas presentaron un color naranja
20/60/100/0 a café obscuro 60/80/100/10 (fig.25a) y (fig.25d) de acuerdo a la carta de
colores manejada en INVAM. Son de forma globosa, con un tamafio que vario entre 295 a
501.5 micras con un promedio de 427.75 micras. La pared de la espora estd compuesta por
dos grupos, la mas externa presenta ornamentaciones uniformes (fig.25b) y (fig.25¢), la
capa interna es hialina sin ornamentaciones (fig.25e). Presentd un bulbo germinal
caracteristico de la familia Gigasporaceae que midid en promedio 50 micras (fig.25b) y
(fig.25¢). El escudo de germinacion (fig.25f) midié 247 x 184 micras.

Para México es citado por Montafio (2000)*, Barcenas et al. (2007), Aguilera-Gomez et al.
(2008) y Garcia-Sanchez et al. (2008)*.

*Citada para el Valle del Mezquital, Hidalgo.
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Figura 26. Scutellospora nodosa (Blaszkowski). HMA encontrado en la rizésfera de la
especic vegetal Turnera diffusa. Presentd un color café claro 0/10/50/10 (carta de colores
INVAM), de forma globosa y un tamafio de 350 micras. Una de las caracteristicas de esta
especic de hongo es que la pared de la espora se encuentra ornamentada con
protuberancias irregulares pero constantes en toda su superficie (fig,26b) y (fig.26¢). El
bulbo de germinaciéon midié 65 micras. El escudo de germinacion no fue posible
observarlo. La figura 26¢, es bajo iluminaciéon Nomarski tomada por la M. en C. Laura
Hernandez Cuevas donde se detalla el bulbo y el micelio cenocitico (sin septos).

En México es citada por Alvarez-Sanchez y Sanchez-Gallén (2008) para zonas tropicales
del estado de Veracruz, en La Reserva de 1a Biosfera de Los Tuxtlas.

En este trabajo es citada como un nuevo reporte para el Valle del Mezquital, Hidalgo.

g
Figura 27. Scutellospora scutata (Walker et Diererichs). Especie de HMA asociado a la

rizosfera de las especies vegetales Bouteloua curtipendula, Echinocactus platyacanthus,
Flourensia resinosa, Prosopis laevigata y Turnera diffusa. Las esporas presentaron un
color crema 0/10/20/0 a amarillas 0/10/60/0 (carta de colores del INVAM), su forma fue
globosa a subglobosa con una tamafio promedio de 450 micras. La pared de la espora esta
compuesta de varias capas; no hay ornamentaciones. La caracteristica de esta especie es su
notable escudo de germinacidn (fig.27b) y (fig.27¢) con muchos pliegues y un color café
canela (20/40/100/0). Su hifa o bulbo germinal midid en promedio 65 micras y presentd un
color café canela 20/40/100/0.

En México es citada por Barcenas et al. (2007), Garcia (2007)*, Alvarez-Sanchez vy
Sanchez-Gallén (2008).

*Citada para el Valle del Mezquital, Hidalgo.
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I:> Figura 28. Acaulospora aff. mellea (Spain et

Schenck). Especie de HMA asociado a la rizdsfera
de Bouteloua curtipendula.
En México es citada por Varela y Trejo (2001),
Hernandez-Cuevas et al. (2003), Garcia (2007)*,
Guadarrama-Chéavez et al. (2007), Alvarez-Sanchez
y Sanchez-Gallén (2008).

*Citada para el Valle del Mezquital, Hidalgo.

Figura 29. Scutellospora aff. pellucida (Nicolson et Schenck) Walker et Sanders. Especie
de HMA encontrado en la rizdsfera de la graminea Bouteloua curtipendula. Las esporas
presentaron un color blanco 0/0/5/0 (fig.29a). Algunas de cllas son globosas con un tamafo
promedio 283.8u; mientras que otras son subglobosas con un tamafio promedio de 2148
X 197.6p. La pared de la espora estd constituida por dos grupos bien definidos (fig.29c¢); la
externa estda formada por dos capas visibles (fig.29d) y (fig.29f) mientras que la capa
interna esta constituida por mas de dos capas. Ninguna de las capas que constituyen la
pared de la espora presentd ornamentaciones. La hifa germinal presentd un tamafio
promedio de 54 micras de ancho con un color café canela 20/20/40/0 (fig.29¢) y (fig.29f).
Solo en algunas esporas se logrd ver el escudo de germinacion (fig.29g).

En Meéxico es citada por Varela y Trejo (2001), Hernandez-Cuevas et al. (2003),
Guadarrama-Chavez et al. (2007), Alvarez-Sanchez y Sanchez-Gallén (2008), Garcia-
Sanchez et al. (2008)*.

*Citada para el Valle del Mezquital, Hidalgo.
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Figura 30. Glomus aggregatum (Schenck et Smith). Especic de HMA encontrada en la
muestra de propagacion perteneciente a la localidad de Santiago de Anaya. Las esporas
fueron encontradas en grupo dentro de las raices de pasto (Lolium multiflorum). El color de
las esporas fue naranja palido 0/10/20/0. Su tamafio oscilo entre 60 a 100 micras. Son de
forma globosa. La pared de la espora no presenté ornamentaciones.

Citada en México por Hernandez-Cuevas (2003), Guadarrama-Chavez et al. (2007),
Aguilera-Gomez et al. (2008). Para el Valle del Mezquital es reportada por Montafio (2003)
y Garcia-Sanchez et al. (2008).

Il

Figura 31. Glomus caledonium (Nicol. et Gerd.)Trappe et Gerd. Especie de HMA
encontrada en la muestra de propagacion de la localidad de Santiago de Anaya. Las esporas
fueron encontradas de forma solitaria en el suelo y se propagaron en invernadero con
Lolium multiflorum. Presentaron un color naranja-rojizo (20/60/100/0). Su forma fue
globosa con un tamafio entre 125 a 165 micras. La pared de la espora estuvo constituida de
4 capas, la mas externa fue mucilaginosa (parte blanquecina que rodea a la espora en la
fig.31b) seguida de una capa rigida, luego una capa poco distinguible de consistencia
granular seguida de una capa interna gruesa laminada. La figura 31b es bajo iluminacion

Nomarski foto tomada por la M. en C. Laura Hernandez Cuevas.

En este trabajo se cita como el primer registro para México (Hernandez-Cuevas Com.

Personal) y para la region del Valle del Mezquital, Hidalgo.
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Figura 32. Glomus tortuosum (Schenck et Smith). Especie de HMA encontrada en la
muestra de propagacion de la localidad de Santiago de Anaya. Las esporas fueron
encontradas en el suelo de forma solitaria. Una de las caracteristicas notables es su peridio,
que es una red de hifas que rodean a la espora (fig.32a). El color que presentaron fue
amarillo claro 0/0/20/0 a café amarillento 0/30/100/0. El tamafio de las esporas fue entre
292.4 a 344 micras. Presentd una sola pared que rodea a todo el contenido lipidico
(fig.32b). Presentd una hifa en forma de embudo (fig.32¢) con una amplitud de 50 micras
en la base de la espora. No hay presencia de ornamentaciones. La espora de la figura 32¢ se
le quitd todo el peridio para observar el tipo de hifa y la estructura de la pared.
En M¢éxico es  reportado por Barcenas et al. (2007) Gavito et al. (2008).
En este trabajo se presenta como nuevo registro para el Valle del Mezquital, Hidalgo.

Figura 33. Acaulospora aff. laevis
(Gerdemann et Trappe). Especie de HMA
encontrada en la muestra de propagacion de
la localidad de Gonzédlez-Gonzélez. Citada
en México por Varela y Trejo (2001),
Guadarrama-Chavez et al. (2007).

Es un nuevo reporte para el Valle del

Mezquital, Hidalgo.

Figura 34. Glomus etunicatum (Becker et
Gerdemann). Especic de HMA encontrada
en la muestra de propagacion de la
localidad de Gonzalez-Gonzalez. Citada en
M¢éxico por Varela y Trejo (2001). Y en el
Valle del Mezquital, Hidalgo por Montafio
(2003) y Garcia-Sanchez et al. (2008).
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6.3.- Ensayos para la obtencion de un indculo de HMA de la region semiarida del

Valle del Mezquital, Hidalgo

Los hongos micorrizicos arbusculares se encuentran en diferentes tipos de ecosistemas,
climas y suelos, incrementan la biomasa de su hospedero en sitios de baja fertilidad donde
el fésforo no esta disponible para las plantas y de aqui el interés por utilizarlos como
biofertilizantes para los agro-cultivos. Asimismo, su estudio ha permitido comprender que
participan directamente en procesos ecoldgicos como la formacidon de agregados estables en
el suelo, incrementan la diversidad vegetal y la productividad en el ecosistema, siendo una
herramienta biologica para la recuperacion de la vegetacion en zonas perturbadas o en sitios
contaminados con metales pesados; para tal fin se requiere contar con un indculo de estos
hongos (Van der Heijden et al. 1998; Garcia-Sanchez 2005; Rillig y Mummey 2006;
Ferrera-Cerrato y Alarcon 2007; Khade y Adholeya 2007; Mummey et al. 2009).

Trabajos previos como los de Medrano (2002), Barragan (2003), Montafo (2003) y Lopez
(2007) han mostrado que los HMA provenientes del Valle del Mezquital son susceptibles
de propagarse bajo condiciones de invernadero en macetas con substrato esterilizado y con
una muestra de suelo que contiene a toda la micro-biota edafica; sin embargo, pocos
ensayos han realizado la propagacion a partir del aislamiento y seleccion de esporas del
suclo o de propagaciones previas con ¢l fin de obtener un inéculo libre de otros
microorganismos como los de Morales (2005). Los resultados obtenidos indicaron
respuestas variables; asi por ejemplo, en el ensayo multiespecifico se obtuvo un 50% de
¢éxito como se muestra en el cuadro 6. Se observd que la albahaca es mas susceptible de
establecer la simbiosis alcanzando un 40% de raiz colonizada (figura 35) por distintos
hongos micorrizicos arbusculares, lo que favorecié un incremento en la densidad de
esporas. En el caso del maiz como planta propagadora no resulté un hospedero adecuado
para estos hongos debido a que fue sensible a una plaga de arafias que provocd que las
hojas se enrollaran, la planta no creciera y posteriormente muriera, tal situacion afecté la
simbiosis a consecuencia de que la planta no tuvo las hojas lo suficientemente abiertas para
efectuar una fotosintesis activa y por consiguiente no generd los carbohidratos necesarios
para destinarlos al mantenimiento y establecimiento del hongo micorrizico arbuscular en la
raiz. Al respecto se observd que la albahaca no se plagd con el aracnido y se desarrolld
adecuadamente. Las sustancias aromadticas que genera esta planta pueden ser un repelente
natural para este artropodo y por consiguiente una excelente planta para propagar a los

HMA ante plagas similares.
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Cuadro 6. Ensayo para la generacion de indculo multiespecifico.

UE Planta  Esporas/100g HMA % Esporas/100g
trampa inicial Inoculados colonizacién Final
Glomus
1 maiz 30 Scutellospora 0 0
Gigaspora
Glomus
2 albahaca 30 Scutellospora 40 70
Gigaspora

UE=Unidad experimental. HMA=hongos micorrizicos arbusculares.

La determinacion de los HMA indicé que el indculo multiespecifico obtenido en este
ensayo esta constituido por los siguientes hongos: Glomus caledonium, Glomus geosporum,
Glomus etunicatum, Glomus globiferum, Glomus claroideum, Acaulospora aft. laevis, y
posiblemente por Scutellospora aff. pellucida y Gigaspora ramisporophora que no se

expresaron con la formacion de esporas pero fueron inoculadas.

Figura 35. Colonizacién micorrizica arbuscular en albahaca (Ocimun basilicum).
a) planta en floracidon. b) Raiz colonizada con presencia de arbusculos —flecha-.
¢) Micelio interno. d) Punto de entrada del hongo a la raiz (apresorio) -flecha-,
e) Micelio interno con presencia de vesiculas.
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En los ensayos para la obtencién de inoculos de HMA de forma monoespecifica, las
probabilidades de éxito disminuyeron en comparacién al multiespecifico. De las siete
unidades experimentales ensayadas sélo el 15% resulté colonizada cuando se colocd a
Scutellospora aft. pellucida con maiz (Zea mays) como planta propagadora y se obtuvo un
30% de raiz colonizada (figura-36); sin embargo, después del periodo de tres meses de
desarrollo y de 15 dias de marchitamiento para inducir la esporulacion, la especie fingica
no respondié favorablemente y no produjo esporas, tal resultado indicé la posibilidad de
que este hongo requiera mas de tres meses de desarrollo de la simbiosis para que la planta
culmine su ciclo de vida y con esto se favorezca la formacidn natural de las esporas como
lo observd Morales (2005) en sus ensayos de propagacion con esporas de HMA de la
region del Valle del Mezquital. Ella requiriéo mas de 6 meses para obtener un maximo de 62

esporas de Gigaspora sp. en una unidad experimental después de varios intentos realizados.

En el caso de Scutellospora scutata y Glomus tortuosum, que fueron las otras dos especies
de HMA utilizadas para generar un indculo monoespecifico utilizando a Lolium perenne
como planta propagadora, no se establecio la colonizacion micorrizica arbuscular después
de un periodo de tres meses. Se obtuvo 0% de unidades positivas como se muestra en el
cuadro 7. Quizas requieren de un periodo prolongado para su establecimiento y adaptacion.
Blaszkowski (2009) ha observado que Glomus tortuosum es una especie de HMA como
otras que presentan dificultad al ser propagadas de forma monoespecifica y por
consiguiente no ha logrado un inéculo puro de esta especie. Lo cual hace suponer que no se
adapta facilmente a las condiciones controladas de propagacidn; asi mismo, esto podria

estar ocurriendo con las otras dos especies de HMA ensayadas en esta fase experimental.

Cuadro 7. Generacion de indculo monoespecifico de HMA.

Especie HMA Planta Origen # esporas % Esporas/
inoculado propagadora rizosférico inoculadas colonizacién 100g
del HMA por ensayo
Scutellospora Lolium Flourensia 40 0 0
scutata perenne resinosa 40 0 0
40 0 0
Scutellospora Zea Bouteloua 40 0 0
aff. pellucida mays curtipendula 40 0 0
40 30 0
Glomus Lolium ROS 70 0 0
tortuosum perenne

HMA=hongos micorrizicos arbusculares. Aff=afin, semejante. ROS=Muestra de suelo proveniente de la localidad de Santiago de

Anaya, Hidalgo; utilizada para la propagacion de los HMA en el invernadero de la Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza.
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Figura 36. Colonizacion micorrizica arbuscular en maiz. a) Tipo de unidades
experimentales utilizadas en los ensayos monoespecificos. b) células corticales de la raiz de
maiz colonizadas por Scutellospora aff. pellucida. ¢) micelio externo del hongo

micorrizico arbuscular Scutellospora aff. pellucida.

En los ensayos monosporicos donde solo se colocd una espora de HMA en cada unidad
experimental no se observd establecimiento de la simbiosis; la determinacion de la
colonizacidén micorrizica arbuscular en la raiz de Sorghum vulgare y de Lolium perenne no
reveld puntos de entrada ni micelio intraradical, indicando quizas que la espora no era
viable, no germinod o que los hospederos utilizados no son los mas adecuados. En el cuadro

8 se concentran los resultados de este ensayo.

Cuadro 8. Ensayos de generacion de indculo monospérico.

No UE HMA inoculado Planta trampa % de colonizacién MA final
50 Glomus sp2 Sorghum vulgare 0
50 Glomus sp3 Lolium perenne 0
50 Glomus sp4 Lolium perenne 0
50 Scutellospora scutata  Lolium perenne 0

No UE= numero de unidades experimentales ensayadas. HMA= hongo micorrizico arbuscular.

MA=micorrizica arbuscular.
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Los bajos porcentajes de éxito en estos primeros ensayos para la generacion de indculos
monoespecificos y monospdricos, puede ser un aspecto normal de comportamiento de los
HMA de esta region, pues quizds requieran periodos mas prolongados de adaptacion a
nuevas condiciones ambientales (invernadero) y de hospederos para propagarse. Si
hacemos una comparacion con los cultivos monoxénicos donde se utilizan raices
transformadas, los primeros intentos por cultivar a estos hongos en condiciones de asepsia 'y
medio artificial han requerido de periodos largos de adaptacion al medio, e incluso varios
ciclos para establecerlos y en ocasiones desarrollando pocas o nada de esporas (Cano et al.
2008); quizas algo similar sucedié en el indculo monoespecifico de Scutellospora aff.
pellucida donde a pesar de tener 30% de colonizacién micorrizica arbuscular y micelio

externo no generé csporas.

Los resultados de los ensayos multiespecificos y monoespecificos indicaron que las esporas
de HMA de reciente formacidn que se aislaron de las plantas o suelos previamente
masificados en invernadero tienen la capacidad de germinar y establecer la simbiosis
micorrizica sin que hayan pasado por un proceso de desinfeccion superficial; sin embargo,
no desinfectar las esporas provocd que las probabilidades de éxito disminuyeran en los
ensayos monosporicos y monoespecificos. Cano et al. (2008) comentan que la desinfeccion
superficial de las esporas con cloramina T y una mezcla de antibidticos (gentamicina,
estreptomicina) permite incrementar la germinacion y por consiguiente el éxito de
colonizacién micorrizica arbuscular en la raiz de un hospedero apropiado; sin embargo,
Morales (2005) aplico la desinfeccion superficial de las esporas con los quimicos antes
sefialados en las especies de HMA del Valle del Mezquital para establecer indculos
monospdricos y en sus resultados se observo que no es un factor decisivo para que las
esporas germinen, ya que cuando realizd la inoculacidon en diferentes plantas hospederas
utilizando macetas (250 g) para su cultivo obtuvo 0% de colonizacion; sus probabilidades
de ¢éxito se incrementaron cuando cambid las macetas por cajas Petri, indicando la
existencia de otros parametros que pueden estar involucrados en la germinacidon de las

esporas y posterior establecimiento de la simbiosis.

Las caracteristicas intrinsecas de cada especic de¢ HMA deben tomarse en consideracion al
querer propagarlos, porque se¢ ha observado alta variabilidad en su habilidad para germinar
y producir micelio. Giovannetti y Gianinazzi (1994) observaron que especies del género
Gigaspora germinan muy rapido y producen bastante micelio en agar, en comparacion a las
del género Acaulospora que la realizan de manera lenta y Glomus que es variable en su

proporcidon y nivel de germinacion. Asi mismo, Cano ef al. (2008) percataron que esporas
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con excelentes caracteristicas morfoldgicas, no germinaron ain después de un periodo de
enfriamiento como tratamiento para romper algin estado de latencia que pudiera existir.
Consideraron que la estacionalidad es un factor importante que afecta mas a géneros como
Gigaspora donde se ha observado que sus esporas no germinan en ¢l mes de septiembre a
pesar de estar bajo condiciones in vitro con temperatura y luz controladas y realizaron su
germinacion alrededor del mes de febrero. Algo similar pudo suceder con el género
Scutellospora que se encuentra en la misma familia, quizés estos hayan sido los factores
que contribuyeron a que en los ensayos monosporicos y monoespecificos donde se inoculd
a Scutellospora scutata no se presentara germinacidn a pesar que las esporas fueron
sometidas a un enfriamiento durante 24 h a 4° C y realizado el experimento en el mes de
mayo; lo cual seria recomendable realizar algunas pruebas de germinacion en distintos
periodos del afio para evaluar su comportamiento y asi establecer su propagaciéon en los

meses mas adecuados.

Existen otras variables que pudieron afectar o inhibir la germinacion de las esporas de
HMA y por consiguiente obtener bajos porcentajes de éxito en la generacidon de un indculo
de estos hongos; tales como el tipo de sustrato utilizado ya sea pasteurizado en autoclave o
irradiado, contenido de fosforo en el suelo, la temperatura del suelo y ambiental, el nivel de
pH, humedad, aireacion, condiciones de luz, actividad microbiana y exudados radicales. Es
recomendable mantener y propagar a los HMA bajo las condiciones edafoclimaticas de
donde provienen como lo recomiendan Giovannetti y Gianinazzi (1994), Maia y Yano-
Melo (2001) y Manjarrez et al. (2000). En este estudio se utilizd suelo de la zona como
sustrato para propagar los HMA, aunque seria recomendable hacerle un andlisis después de
esterilizarlo en autoclave para valorar si se modifican algunas de las propiedades. Por
ejemplo, el pH de donde fueron aisladas las esporas de HMA fue entre 6.88 a 8.09 mientras
que el sustrato después de esterilizado presentd pH entre 8 y 8.9. Probablemente para los
ensayos monosporicos donde se observo el valor mas alto en pH influyé en la germinacién

de las esporas y ¢l resultado de cero unidades colonizadas.

La planta hospedera es también un elemento clave debido a que las raices son el nicho
ecologico de los HMA. En la naturaleza existen factores de reconocimiento involucrados
para que se establezca o no la simbiosis. Asi, se sabe que ¢l crecimiento hifal de una espora
que ha germinado requiere de la presencia de la raiz y de los exudados radicales que
favorecen una comunicacion presimbidtica que conduce a la formacidén del apresorio que a
su vez permitira al hongo penetrar y esparcirse en las células corticales de su hospedero

(Hause y Fester, 2005). La albahaca como planta hospedera resultd ser un medio adecuado
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de propagacién de los HMA a nivel multiespecifico y el maiz a nivel monoespecifico lo
cual, de manera indirecta nos hace suponer que existieron exudados radicales que sirvieron
para establecer una buena comunicaciéon quimica entre ambos simbiontes; mientras que el
sorgo y el pasto no fueron los hospederos mas apropiados para generar la simbiosis en los
ensayos monospdricos. Los ensayos permitieron evaluar varias plantas hospederas con
diferentes HMA del Valle del Mezquital para la seleccion del mejor o mejores hospederos y
como comenta Gonzalez-Chavez et al. (1998) esto se logra mediante la investigacion

continua.

Otro aspecto importante que habria que considerar sobre el comportamiento de los HMA es
que para el caso de Scutellospora scutata, Scutellospora aff. pellucida y algunas especies
de Glomus utilizados en los ensayos monoespecificos y monospdricos fueron aislados
directamente de la rizésfera de la especie vegetal silvestre. Aunque se sabe que estos
hongos pueden establecer la simbiosis con cualquier planta susceptible de micorrizarse
(inespecificos) no se descarta la posibilidad de que las esporas para que germinen, la hifa
crezea y se ramifique para incrementar las posibilidades de establecer contacto con la raiz,
se requiera de ciertos compuestos quimicos secretados por las raices de las plantas
silvestres a las cuales cominmente estan asociados, por lo cual también seria recomendable
realizar ensayos de propagacion contemplando plantas silvestres como mezquite mezcladas
con maiz y albahaca para observar como responden los HMA ante esta combinacion de

hospederos.

Es claro que los ensayos realizados en este trabajo permitieron comprender que los HMA
del Valle del Mezquital, son susceptibles de propagarse a partir de esporas y generar
inoculos multiespecificos y monoespecificos utilizando albahaca y maiz como plantas
propagadoras, mientras que en el esquema de monospdricos se requiere continuar
ensayando hasta ajustar la técnica, se puede iniciar con la aplicacion de la desinfeccion
superficial de las esporas, intentar con otros hospederos, controlar el pH, realizar pruebas
de germinacion a las esporas antes de inocularlas, entre otros que permitan incrementar las
posibilidades de establecer exitosamente la simbiosis y asi obtener indculos libres de otros
microorganismos y ademas contar con la identidad y proporcion de HMA que lo
componen, de manera que se puedan generar cepas de HMA provenientes de suelos del
Estado de Hidalgo.
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6.4.- Evaluacion de la efectividad e infectividad de dos in6culos de HMA generados

usando a Prosopis laevigata como planta sensora

El estudio de la asociacion de las plantas con los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
puede ser abordado desde diferentes puntos de vista dependiendo de los objetivos
planteados. Muchas de las investigaciones realizadas en invernadero se han enfocado al
estudio de los beneficios que la planta recibe del hongo, los cuales se pueden medir a través
de la supervivencia, variables de crecimiento (biomasa seca total, tasa relativa de
crecimiento, area foliar, entre otros), nimero de semillas, numero de hojas, resistencia a
herbivoros, porcentaje de raiz colonizada, numero de esporas en la rizdsfera, micelio
extraradical, etc. (Guadarrama-Chavez et al. 2008); algunas de estas variables se utilizaron

para evaluar los in6culos generados sobre la planta sensora Prosopis laevigata.

Los métodos empleados para estudiar la respuesta de la planta a la presencia de los HMA
en condiciones de invernadero son la infectividad y la efectividad. La primera es una
medida de la capacidad que tiene una especie fingica en particular para colonizar las raices
de una planta hospedera, mientras que la efectividad o eficiencia es la capacidad que tienen
los HMA para influir favorablemente en la adecuacion de una especie vegetal con la que
estan asociados, en comparacidn con otra que crece en ausencia de ellos (Guadarrama-
Chavez et al. 2008). Lopez (2007) mostrd que Prosopis laevigata refleja cambios en la
morfologia de la raiz y del vastago a consecuencia de la micorrizica arbuscular, en
particular en variables asociadas al crecimiento, por lo que se decidid usar esta especie
vegetal a fin de evaluar el efecto de los hongos micorrizicos arbusculares propagados en

este trabajo.

La susceptibilidad de Prosopis laevigata (mezquite) para establecer la simbiosis con los
HMA tanto del inoculo monoespecifico como del multiespecifico se muestran en el
cuadro 9. Se observé que el indculo monoespecifico no desarrollé colonizaciéon micorrizica
arbuscular mientras que el multiespecifico colonizé al mezquite entre la 2* y 4° semana
posterior al establecimiento del ensayo. Se presentaron en la raiz estructuras como
vesiculas y arbusculos (fig.37b y fig.37¢ respectivamente) y se incremento la colonizacién
hasta el 73.33% al final del experimento. Hart y Reader (2002) realizaron un experimento
con 21 especies de HMA donde observaron que la colonizacion se inicid desde la primera
hasta la octava semana dependiendo de la especie de hongo involucrada, ademas
determinaron que en promedio las especies del género Glomus y Acaulospora colonizan
mas rapido mientras que Gigaspora y Scutellospora lo realizan entre la 4* y 8* semana,

con esto se demostrd que los HMA presentan diferentes estrategias de colonizacion.
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Cuadro 9. Colonizacion micorrizica arbuscular en Prosopis laevigata a través del tiempo.

Tratamiento Testigo Indculo monoespecifico Inéculo multiespecifico
Tiempo (semanas) (Scutellospora aff. pellucida)
2 0 0 0
4 0 0 40 % *
14 0 0 73.33 % **

*Ver Figura 37by 37¢c. **Ver Figura 37¢ y 37f.

Figura 37. Colonizacion micorrizica arbuscular en Prosopis laevigatat. a) y d) unidades
experimentales al 1° y 3 4 mes de desarrollo respectivamente.  b) micelio interno,
vesiculas y c) arbusculo en la raiz a la 4* semana de desarrollo. ¢) y f) micelio interno
con presencia de vesiculas a la 14 semana. fmicorrizadas con el indculo
multiespecifico. *Inoculo multiespecifico  ** Indculo monoespecifico.

Manjarrez et al. (2000) proponen que cuando se genera un inoculante micorrizico
arbuscular, es recomendable que el hospedero utilizado para propagar a estos hongos

presente un 60% de colonizacidn en su sistema radical para poder ser utilizado en la
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inoculacidn de las especies vegetales de interés. La albahaca utilizada en este trabajo para
propagar a los HMA vy asi obtener el indculo multiespecifico que presentd un 40%;
porcentaje que no afectd la colonizacidn micorrizica arbuscular de Prosopis laevigata,
alcanzd un valor maximo de 73.33% a los tres meses y medio, y resulté mayor al promedio
reportado por Medrano (2002) que fue de 61.6 a 67.5%, o de 58% Barragan (2003) y 31%
Ordinola (2005), quienes inocularon esta especie a nivel de invernadero con HMA a partir
de suelo del Valle del Mezquital. Lopez (2007) obtuvo del 23.33 al 65.83 % de
colonizacién en la planta de mezquite cuando las inoculé con HMA propagados bajo
condiciones de invernadero. Los resultados oscilantes en cuanto a esta variable indican que
la respuesta de la especie vegetal depende seguramente de la combinacién de los HMA
presentes en ¢l inoculante, por lo que para controlar esta variable es necesario contar con
inéculos bien caracterizados en cuanto a la diversidad de especies fungicas y a la capacidad

de permanencia a través del tiempo (persistencia en el inoculo).

En el cuadro 10 se presentan los resultados de las variables medidas en Prosopis laevigata
para evaluar la efectividad de los indculos de HMA autdctonos del Valle del Mezquital.
Como puede observarse el indculo monoespecifico de Scutellospora aff. pellucida no
desarrolld la simbiosis en el mezquite, quizas debido a que estaba constituido sélo por raiz
colonizada (30%) y micelio externo como propagulos infectivos debido a que no formd
esporas en el sustrato. El resultado concuerda con lo reportado por Amora y Varela (2009)
quienes mencionan que las hifas dentro de la raiz y los arbusculos pertenecientes a los
géneros Gigaspora y Scutellospora mno tienen la capacidad de colonizacion y
propagacion. Por lo tanto, es recomendable para miembros de la familia Gigasporaceae
que en el indculo estén presentes las esporas a fin de inducir la simbiosis micorrizica

arbuscular.

La inoculacion multiespecifica en la raiz de mezquite incrementd la tasa relativa de
crecimiento (TRC), en un promedio 2.5 veces mayor que en los tratamientos de inoculacion
con Scutellospora aff. pellucida y las plantas testigo (sin micorriza). Las diferencias fueron
estadisticamente significativa (Anexo-9.2.3).

La tasa relativa de crecimiento de 0.4137 cm/dia, alcanzada en este estudio al aplicar
inoculo multiespecifico, resultd mayor al reportado por Barragan (2003) que fue de
0.38cm/d y el de Lopez (2007) de 0.16 cm/dia.
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Este incremento en la tasa relativa de crecimiento en las plantas inoculadas con varias
especies de HMA, se reflejo al final del experimento con organismos de mayor altura,
numeros de foliolos y area foliar, como se¢ muestra en el cuadro 10. Los analisis de varianza
indicaron diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) con respecto al testigo y al

tratamiento monoespecifico.

Cuadro 10. Variables medidas en Prosopis laevigata bajo dos tratamientos de micorriza.

Tratamiento:  TESTIGO INOCULO INOCULO
MONOESPECIFICO MULTIESPECIFICO

Variable: Scutellospora aff. pellucida
Colonizacion MA 0 0 73.33
(%0)
Altura 15.77b 143D 352a
(cm)
Tasa de crecimiento 0.1763 b 0.1592 b 0.4137 a
(cm/dia)
Numero de 357D 395b 1067 a
Foliolos
Area foliar (cm?) 16.78 b 20.67 b 91.94 a
Longitud raiz (cm) 35420 38.35b 25.57 a
Biomasa fresca 0.659b 0.718b 3.016a
vastago (g)
Biomasa fresca raiz (g) 1.58 b 2.08b 2.66 a
Biomasa seca véastago 0.206 b 0.228 b 1.258 a
€9
Biomasa seca raiz (g) 0.694 b 0.997 b 1.596 a
Biomasa seca total (g) 0.90b 1.225b 2.854a
Razon raiz/vastago 3.72b 4.62b 1.29 a

Letras distintas en la misma fila indican una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos

(Tukey P<0.05). MA=micorrizica arbuscular. aff=afin, semejante.

En la figura 38 se presenta graficamente el comportamiento de la variable altura de
Prosopis laevigata bajo el efecto de la micorriza arbuscular en condiciones de invernadero

durante catorce semanas. Se observd que las plantas con el tratamiento multiespecifico son
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2.2 veces mas altas que el testigo y en 2.4 veces con respecto al tratamiento

monoespecifico.
40
35 A
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T 25
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c 20
E == MS
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0
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Figura 38. Efecto de dos indculos de HMA sobre el
crecimiento de Prosopis laevigata
(M-) Testigo; (MS) indculo monoespecifico de Scutellospora aff . pellucida;
(MM) inéculo multiespecifico. (HMA) hongos micorrizicos arbusculares.
*letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos (Tukey P<0.05).

En el cuadro 10 se observa que el tratamiento multiespecifico produjo menor longitud en la
raiz de las plantas. La diferencia fue estadisticamente significativa con respecto al
tratamiento monoespecifico y el testigo, debido a que en las plantas inoculadas con varios
HMA, forman un micelio externo que funciona como extensiones de la raiz, que
incrementan la captacion de nutrimentos y favorecen el crecimiento del vastago. En cambio
los tratamientos testigo y monoespecifico tuvieron que generar raices mas largas para
explorar el sustrato en busqueda de nutrimentos y asi compensar la ausencia de los HMA

como lo mencionan Gonzalez-Chavez et al. (2008).

El beneficio nutrimental que proporcionan los HMA se reflejé en el tratamiento
multiespecifico donde las plantas presentaron mayor biomasa seca y fresca tanto en raiz
como en el vastago. Se observan diferencia estadisticamente significativa con respecto al

tratamiento monoespecifico y el testigo.

Las plantas del tratamiento multiespecifico acumularon 3.17 veces mds biomasa seca total
que el testigo y 2.33 veces mds que las plantas del tratamiento monoespecifico. Esta

diferencia fue estadisticamente significativa (figura 39). El incremento de la biomasa en el
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mezquite con el tratamiento multiespecifico es el resultado de un mayor aporte de
nutrimentos por parte de los HMA quienes los captan de manera mas eficiente al explorar
un mayor volumen de suelo que la propia raiz; a cambio la planta le transfirio carbohidratos
generados por la fotosintesis a los hongos (Bago et al.2000); estos carbohidratos extra para
el mantenimiento de la simbiosis quizas fueron el resultado de tener una mayor cantidad
de foliolos y arca foliar para la captacion mas eficiente de energia solar y de CO,, a
diferencia del tratamiento testigo y monoespecifico que presentaron foliolos pequefios y en

menor cantidad.

25 -

(g)

0.5 -

Tratamiento

Testigo MS MM

Figura 39. Biomasa seca total de Prosopis laevigata
bajo dos tratamientos de micorrizas arbusculares

*Letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos
(Tukey p<0.05).  MS=in6culo monoespecifico MM= indculo multiespecifico.

Lépez (2007) realizé un trabajo a nivel de invernadero utilizando Prosopis laevigata para
probar la efectividad de cinco inéculos multiespecificos con especies de HMA de los
matorrales del Valle del Mezquital; sus resultados de biomasa seca total mostraron que el
valor mdximo alcanzado en las plantas de mezquite fue de BST=1.38g. Si comparamos este
valor con el obtenido en el tratamiento multiespecifico (figura 39) en el presente trabajo se

observa que es mayor (el doble).

Las variables de biomasa seca total del vastago y de la raiz evaluadas en las plantas de
mezquite en este trabajo, permitié calcular la proporcion raiz/vastago (R/V) en cada
tratamiento, como se¢ observa en la figura 40, el tratamiento multiespecifico presentd el
valor mas bajo (R/V=1.29). Se observd una diferencia estadisticamente significativa con
respecto al tratamiento monoespecifico (R/V=4.62) y el testigo (R/V=3.72); este valor entre

mas bajo sea, indica que la planta micorrizada destind menor cantidad de recursos hacia la
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formacion de raiz, debido a que los HMA la complementan. Asi la planta destina mas
nutrimentos hacia la formacion de la parte aérea. Contrariamente las plantas testigo y las
del tratamiento monoespecifico presentaron una razon raiz/vastago mayor y formaron mas
raiz que parte aérea por la necesidad de explorar un mayor volumen de suelo en busqueda
de nutrimentos. El mismo comportamiento de esta variable la observd Lopez (2007) al

inocular al mezquite con HMA a nivel de invernadero.

0 A 1 1 |
Testigo MS MM Tratamiento

Figura 40. Razon raiz/vastago (R/V) en mezquite con
dos tratamientos de micorriza arbuscular

Letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos
(Tukey p<0.05). MS=indculo monoespecifico MM= indculo multiespecifico.

El inéculo multiespecifico fue quien generd plantas de Prosopis laevigata con las mejores
caracteristicas morfologicas en comparacion al monoespecifico y al testigo; la presencia de
varias especies de HMA en el indculo incrementaron las probabilidades de éxito en el
establecimiento de la simbiosis, ya que se logrd establecer una o varias especies fungicas
en el sistema radical del mezquite que son funcionalmente complementarias. Es decir, que
la raiz del mezquite a través de los exudados radicales selecciond a aquellos hongos
micorrizicos arbusculares que poseen funciones que la complementan; de manera que, al
existir micelio interno y externo de diversos hongos se vuelve mas eficiente la exploracion-
captacidn-transferencia de nutrimentos minerales del sustrato hacia la planta como lo
mencionan Van der Heijden et al. (1998) y Koide (2000).
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CONCLUSIONES

4+ La densidad de esporas viables en la rizdsfera de las 16 plantas evaluadas fue
variable y depende tanto del hospedero como de los HMA que colonizan su raiz.

+ Hechtia podantha y Euphorbia antisiphylitica presentaron valores bajos de
colonizacién micorrizica arbuscular (2%) y (4%) respectivamente, mientras que
Bouteloua curtipendula (72.7%) y Fouquieria splendens (58.3%), presentaron los
valores mas altos de colonizacidn, quizas en funcion de la dependencia micorrizica,
la fenologia de las especies vegetales y/o la diversidad de los HMA asociados a
su rizosfera.

4+ El género de HMA que estuvo presente en el 93.75% de las plantas evaluadas fue
Glomus, indicando que se adapta a diferentes condiciones rizosféricas.

£ El género Scutellospora se presentd en el 43% de las especies vegetales,
Gigaspora en el 37.5%, Acaulospora en el 18.75 %, mientras que Entrophospora
y Ambispora se encontraron asociados a una sola especie vegetal (6.25%).

+ Ninguna de las especies vegetales revisadas presentd en su rizdsfera a los seis
géneros de HMA; Bouteloua curtipendula y Fouquieria splendens presentaron un
maximo de cuatro géneros.

4 Se encontraron 19 especies de HMA, 14 estdn asociadas a las plantas silvestres del
matorral subinerme de Julian de Villagran. Tres asociadas a la muestra masificada
que pertenecen a la localidad de Santiago de Anaya y dos a Gonzalez-Gonzalez,
sugiriendo diferencias entre los matorrales del Valle del Mezquital.

4+ Las especies de HMA mas frecuentes fueron Glomus geosporum presente en el
93.75% de las plantas, Glomus caesaris en un 56.25%, Scutellospora scutata
enel 31.25% y Gigaspora ramisporophora en el 18.75% de las especies vegetales.

+ Las especies: Acaulospora aff. laevis, Gigaspora ramisporophora, Glomus
caesaris, Glomus caledonium, Glomus claroideum, Glomus globiferum, Glomus
tortuosum 'y Scutellospora nodosa son el primer reporte para el Valle del
Mezquital.

4+ Glomus caesaris y Glomus caledonium son el primer reporte para México de estas
especies de hongos micorrizicos arbusculares.
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% De acuerdo a las especies de HMA determinadas y no determinadas, se muestra
que las plantas colectadas en el matorral subinerme de Julian de Villagran albergan
en su rizésfera una riqueza de estos hongos aun por conocer.

+ Se logrd obtener un indculo multiespecifico constituido por el consorcio de las
especies de HMA: Glomus caledonium, Glomus geosporum, Glomus etunicatum,
Glomus globiferum, Glomus claroideum, Glomus spl., Acaulospora aff. laevis,
Scutellospora aff. pellucida y Gigaspora ramisporophora, donde la albahaca fue
mejor planta trampa que maiz, duplicando la densidad de esporas.

4 Al utilizar a maiz como planta trampa se logré un 30% de colonizacién a partir de
esporas de Scutellospora aff. pellucida, sin embargo, no se logrd la masificaciéon
en un lapso de 3 meses, probablemente requiera un periodo mayor para su
propagacion.

+ Los ensayos monospdricos realizados bajo condiciones de invernadero ninguno
establecid la colonizacidn micorrizica arbuscular.

4+ Los HMA del Valle del Mezquital fueron mas susceptibles de propagarse a nivel de
esporas de forma multiespecifica.

4+ El indculo multiespecifico establecid la simbiosis con Prosopis laevigata entre la
3%y 4* semana de inoculacion, a la 14? semana colonizo el 73% de la raiz.

+ El indculo multiespecifico generd plantas de Prosopis laevigata con mayor altura
namero de hojas, area foliar y biomasa seca total, con diferencias estadisticamente
significativas con respecto a las plantas inoculadas con Scutellospora aff. pellucida
y al tratamiento testigo.
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9.- ANEXO

Para describir las especies de Hongos Micorrizicos Arbusculares en este trabajo, se
utilizaron las caracteristicas morfologicas de las esporas, como el color donde se empleo la
carta de colores disponible en el sitio WEB del INVAM. Para evaluar el tamafio de la
espora, de la célula germinal (antes se usaba hifa de sostén), escudos de germinacidn, el
tamafio de la pared y de las capas que la componen, se utilizé el software AxionVision
®version 4.8.0.0. de Zeiss.

A9.1.- Carta de colores utilizada para determinar el color de las esporas.
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A9.2. Ventana de trabajo para determinar el tamafio de la espora y capas que componen la
pared, en el ejemplo se presenta a Scutellospora aff. pellucida.
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A9.3. Ventana del programa AxionVision donde se realizé la medicién de las esporas; aqui

se observa un ejemplar de Scutellospora gregaria, se midid el bulbo germinal asi como el
grosor de la pared que compone a la hifa.
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Analisis estadistico.
A9.2.1.- Andlisis de varianza (ANOVA) de la variable altura en los diferentes tratamientos
de micorrizas aplicados a Prosopis laevigata con los datos de la semana 14 (final del

9.2.- ANEXO

experimento).

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado Medio Razén-F | Valor-P

Entre grupos 1905.04 2 952.519 51.88 0.000

Intra grupos 330.454| 18 18.3586

Total (Corr.) 2235.49| 20

Prueba de rango muiltiple Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Casos Media Grupos Homogéneos*

altura MS 7 14.3 b

altura testigo 7 15.8 b

altura MM 7 35.2 a

*Letras iguales indica que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre
tratamientos.
MS: tratamiento indculo monoespecifico MM:tratamiento indculo multiespecifico.

A9.2.2.- Analisis de varianza (ANOVA) de la variable # de foliolos en los diferentes
tratamientos de micorrizas aplicados a Prosopis laevigata con los datos de la semana 14.

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados | Gl |Cuadrado Medio | Razdon-F | Valor-P
Entre grupos 2.24E+06| 2 1.12E+06 | 190.98 0.000
Intra grupos 105342 | 18 5852.32
Total (Corr.) 2.34E+06 | 20
Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Casos | Media Grupos Homogéneos*
# foliolos testigo 7 357.143 b
# foliolos MS 7 395.714 b
# foliolos MM 7 1067.71 a

*Letras iguales indica que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos.
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A9.2.3.- Andlisis de varianza (ANOVA) de la variable tasa relativa de crecimiento en los
diferentes tratamientos de micorrizas aplicados a Prosopis laevigata.

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 0.283412| 2 0.141706 52.46 0.000
Intra grupos 0.0486241| 18 0.00270134
Total (Corr.) 0.332036| 20
Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Casos | Media Grupos Homogéneos*
Tasa crecimiento MS 7 0.159233 b
Tasa crecimiento TESTIGO 7 0.176307 b
Tasa crecimiento MM 7 0.413763 a

*Letras iguales indica que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos.

A9.2.4.- Analisis de varianza (ANOVA) de la variable area foliar en los diferentes
tratamientos de micorrizas aplicados a Prosopis laevigata con los datos de la semana 14.

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados | Gl |Cuadrado Medio | Razdn-F Valor-P
Entre grupos 25065| 2 12532.5 63.63 | 0.0000
Intra grupos 35454 18 196.967
Total (Corr.) 28610.4| 20
Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Casos | Media Grupos Homogéneos*
Area foliar testigo 7 16.7843 b
Area foliar MS 7 | 20.6786 b
Area foliar MM 7 | 91.9414 a

*Letras iguales indica que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos.

A9.2.5.- Analisis de varianza (ANOVA) de la variable longitud de raiz en los diferentes
tratamientos de micorrizas aplicados a Prosopis laevigata con los datos de la semana 14.
Tabla ANOVA

Razdn-
Fuente Suma de Cuadrados | Gl |Cuadrado Medio | F Valor-P
Entre grupos 4355| 2 217.75 7.99| 0.0033
Intra grupos 490.786| 18 27.2659
Total (Corr.) 926.286| 20
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Pruebas de Muiltiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Casos | Media Grupos Homogéneos*
Raiz longitud MM 7 27.5714 a
raiz longitud testigo 7 35.4286 b
raiz longitud MS 7 38.3571 b

*Letras iguales indica que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos.

A9.2.6.- Andlisis de varianza (ANOVA) de la variable biomasa fresca véstago en los

diferentes tratamientos de micorrizas aplicados a Prosopis laevigata con los datos de la
semana 14.

Tabla ANOVA

Cuadrado
Fuente Suma de Cuadrados | Gl |Medio Razén-F | Valor-P
Entre grupos 25.2911| 2 12.6455 115.7| 0.000
Intra grupos 1.9674| 18 0.1093
Total (Corr.) 27.2585| 20
Pruebas de Muiltiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Casos | Media Grupos Homogéneos*

peso fresco vastago testigo 7 0.658943 b
peso fresco vastago MS 7 0.717743 b
peso fresco vastago MM 7 3.01577 a

*Letras iguales indica que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos.

A9.2.7.- Andlisis de varianza (ANOVA) de la variable biomasa fresca raiz en los

diferentes tratamientos de micorrizas aplicados a Prosopis laevigata con los datos de la
semana 14.

Tabla ANOVA
Razén-

Fuente Suma de Cuadrados | Gl |Cuadrado Medio | F Valor-P
Entre grupos 4.07449| 2 2.03724| 12.68]| 0.0004
Intra grupos 2.89237| 18 0.160687
Total (Corr.) 6.96686| 20
Pruebas de Muiltiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Casos | Media Grupos Homogéneos*
peso fresco raiz testigo 7 1.58287 b
peso fresco raiz MS 7 2.08353 b
peso fresco raiz MM 7 2.66091 a

*Letras iguales indica que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos.
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A9.2.8.- Andlisis de varianza (ANOVA) de la variable biomasa seca vastago en los

diferentes tratamientos de micorrizas aplicados a Prosopis laevigata con los datos de la
semana 14.

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razdn-F Valor-P
Entre grupos 5.05542| 2 2.52771 64.11| 0.000
Intra grupos 0.709724 | 18 0.0394291
Total (Corr.) 5.76515| 20
Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Casos | Media Grupos Homogéneos*
peso seco vastago testigo 7 0.205886 b
peso seco vastago MS 7 0.228029 b
peso seco vastago MM 7 1.2576 a

*Letras iguales indica que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos.

A9.2.9.- Analisis de varianza (ANOVA) de la variable biomasa seca raiz en los diferentes

tratamientos de micorrizas aplicados a Prosopis laevigata con los datos de la semana 14.
Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados | Gl |Cuadrado Medio | Razdn-F Valor-P
Entre grupos 2.9478| 2 1.4739 19.21| 0.000
Intra grupos 1.3814| 18 0.0767442
Total (Corr.) 4,3292| 20
Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Casos | Media Grupos Homogéneos*
peso seco raiz testigo 7 0.694547 b
peso seco raiz MS 7 0.997191 b
peso seco raiz MM 7 1.59619 a

*Letras iguales indica que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos.

A9.2.10.- Analisis de varianza (ANOVA) de la variable biomasa seca total en los diferentes

tratamientos de micorrizas aplicados a Prosopis laevigata con los datos de la semana 14.

Tabla ANOVA

Razon-
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | F Valor-P
Entre grupos 15.3377| 2 7.66886| 43.95( 0.000
Intra grupos 3.14112 | 18 0.174506
Total (Corr.) 18.4788 | 20
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Pruebas de Muiltiple Rangos

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Casos | Media Grupos Homogéneos*
biomasa seca total testigo 7 0.900433 b
biomasa seca total MS 7 1.22522 b
biomasa seca total MM 7 2.85379 a

*Letras iguales indica que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos.

A9.2.11.- Andlisis de varianza (ANOVA) de la variable proporcion Raiz/Vastago en los

diferentes tratamientos de micorrizas aplicados a Prosopis laevigata con los datos de la
semana 14.

Tabla ANOVA

Razén-
Fuente Suma de Cuadrados | Gl |Cuadrado Medio | F Valor-P
Entre grupos 41.5217| 2 20.7609| 15.52( 0.0001
Intra grupos 24.0853| 18 1.33807
Total (Corr.) 65.607| 20

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente entre-grupos y
un componente dentro-de-grupos. La razdn-F, que en este caso es igual a 15.5155, es ¢l cociente entre el
estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que ¢l valor-P de la prueba-F es menor que

0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3 variables con un nivel del
95.0% de confianza.

Pruebas de Muiltiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Casos Media |Grupos Homogéneos*
raiz vastago MM peso seco 7 1.29707 a
Raiz vastago testigo peso seco 7 3.7276 b
raiz vastago MS peso seco 7 4.62584 b

*Letras iguales indica que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos.
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