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RESUMEN

Antecedentes: Las plantas voluntarias se consideran un problema en suelos de cultivo como posible reservorio de en-
fermedades, pero también de diversidad de microorganismos. Plantas micotréficas como el maiz permitirian preservar
inéculos micorrizicos. La zona de preservacion ecoldgica La Uba, en Guasave, Sinaloa, es un relicto de vegetacion de
selva baja caducifolia y su microbiota ha sido poco estudiada. Esta regién ha sido reconvertida a suelo agricola, por lo
que estudiamos una zona de transicién aledafia.

Objetivo: Establecer la diversidad de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) presentes en rizésfera y raices de plantas
voluntarias de maiz en una zona de transicion contigua a La Uba.

Métodos: Se colectaron raices de maiz de plantas voluntarias y suelo una vez, entre ciclos agricolas en una zona de
transicion. Se extrajo ADN genémico de raices colonizadas con HMA y esporas del suelo, se amplificé y se secuencié
masivamente el ITS del ADN ribosomal.

Resultados y conclusiones: Se encontraron un total de 12 especies de HMA, pertenecientes a los géneros Glomus, Rhi-
zophagus, Funneliformis y Gigaspora; siendo Glomus el més abundante. Glomus indicum se reporta por primera vez en
México. Las plantas voluntarias de maiz pueden servir como reservorio de inéculo de HMA en suelos agricolas.
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ABSTRACT

Background: Volunteer plants have been considered as a problem in crop areas as a possible disease reservoir, but also
of microorganism diversity. Mycotrophic plants, such as maize may allow preserving mycorrhizal inoculum. The ecologi-
cal preservation area La Uba, in Guasave, Sinaloa, is a relictual area of vegetation of low deciduous forest and studies
of its soil microbiota are scarce. This region has been recently converted to agricultural soils. This is why we studied a
contiguous transition zone.

Objective: To establish the diversity of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) present in the rhizosphere and roots of volun-
teer maize plants in the transition zone contiguous to La Uba.

Methods: Volunteer maize roots and soil were collected once in between agricultural cycles in a transition zone. Genomic
DNA was extracted from AMF colonized maize roots and soil spores; the ITS region of the ribosomal DNA was amplified
and massively sequenced.

Results and conclusions: A total of twelve species of AMF were found, belonging to the genera Glomus, Rhizophagus,
Funneliformis y Gigaspora.; Glomus was the most abundant genus. Glomus indicum was reported for the first time in
Mexico. Volunteer maize plants may assist in conserving AMF inoculum in crop soils.
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INTRODUCCION

Los sitios naturales conservados son de importancia
ecoldgica, porque ahi se mantienen relictos de vegeta-
cién endémica. Estas areas son reservorios de microor-
ganismos de la rizésfera, indispensables para la sobre-
vivencia de las comunidades vegetales (Barois et al.,
2009). En el valle de Guasave, Sinaloa, la vegetacion
natural es escasa, debido a que la mayor superficie del
suelo, es utilizada para labores agricolas (200,000 ha),
y solo existe una zona conservada, que abarca 17.9 ha,
decretada como Zona de Preservaciéon Ecoldgica (ZPE)
de Centro de Poblacién “La Uba” (H. Ayuntamiento
de Guasave, 1998) y la cual se considera un relicto de
vegetacion riparia y de selva baja caducifolia.

En el drea de transicion circundante a la ZPE se ha esta-
blecido cultivo de maiz (Zea mays), bajo el esquema de
monocultivo intensivo, mas de 500,000 ha cada afio en
Sinaloa (SIAP, 2020). Diversos reportes sefialan que los
sitios sometidos al monocultivo por muchos afios, son
susceptibles a la pérdida de la diversidad biolégica del
suelo (Trejo-Aguilar et al., 2013; Li et al., 2020).

La microbiota del suelo es un recurso natural fun-
damental en la fertilidad de los suelos, debido a la
presencia de esta diversidad de microrganismos,
las condiciones edéficas se mantienen y permiten la
sobrevivencia de muchas especies vegetales. Entre
estos destacan los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) que forman una asociaciéon entre las hifas del
hongo y las raices de mas del 80 % de las especies
vegetales terrestres (Smith y Smith, 2008), donde la
planta hospedera recibe nutrientes minerales y un
aumento en la tolerancia a estrés de tipo bidtico y
abidtico (Smith y Read, 2008; Jung et al., 2012; Chen
etal., 2017).

El maiz es una planta altamente micotréfica que se
asocia con los HMA, pero debido a la produccién in-
tensiva o uso de variedades mejoradas, puede propi-
ciar la seleccién de especies de hongos micorrizicos
poco eficientes o disminuir su diversidad (Oehl et al.,
2003; Sangabriel-Conde et al., 2015). En Sinaloa, el
ciclo agricola de esta graminea es de otofio-invier-
no, por lo que el periodo de descanso agricola suele
abarcar de abril-mayo a noviembre-diciembre. Debi-
do a la falta de agua para este cultivo, el cual es alta-
mente demandante, cada vez se siembra con menor
frecuencia en el periodo primavera-verano. Durante
los periodos de descanso agricola, las malezas que
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colonizan los campos agricolas son de tipo ruderal y
pertenecen a familias que comprenden plantas no-mi-
cotréficas, como Chenopodiaceae y Brassicaceae
(Harley y Harley, 1987; Brundrett et al., 2002, Wang y
Qiu, 2006). Los HMA han demostrado tener un efecto
negativo sobre el crecimiento de diferentes especies
de malezas (Rinaudo et al., 2010). Este efecto perjudi-
cial sobre las malezas es amplificado en presencia de
plantas de cultivo como ha sido mostrado en presen-
cia de girasol (Rinaudo et al., 2010) y de maiz (Veiga
et al., 2011). La disminucién de cobertura vegetal du-
rante dichos periodos de descanso en el monocultivo
de maiz (Feldmann y Boyle, 1999) y en algunos casos
el empleo de estrategias de manejo en ciclos conse-
cutivos agricolas, disminuyen el nimero de propagu-
los de HMA (Li et al., 2007). Sin embargo, en algunos
casos se detecta la presencia de “plantas volunta-
rias”, que son aquellas plantas de cualquier especie
que germinan y se desarrollan por si mismas entre los
ciclos agricolas, sin que hayan sido plantadas por los
agricultores, a partir de restos de la siembra anterior,
por dispersiéon por aves o viento. Generalmente han
sido consideradas como un problema para la agricul-
tura, debido a que éstas extraen nutrientes del suelo
y representan un reservorio de agentes causales de
enfermedades (Moura et al., 2020), por lo que desde
el punto de vista agronémico no son deseables. Sin
embargo, éstas representan una alternativa importan-
te para la sobrevivencia de los hongos micorrizicos,
debido a que durante los periodos de descanso entre
cultivos, la densidad de propagulos tiende a disminuir
(Li et al., 2007; Wang et al., 2020). Esta disminucién
de propagulos de HMA se lleva a cabo en los siste-
mas de cultivo intensivos con barbecho (periodos de
descanso entre ciclos de cultivo) no solo por el perio-
do mismo, sino por las diferentes estrategias de ma-
nejo del suelo, las cuales incluyen la remocion de re-
siduos vegetales, aplicacion de herbicidas quimicos,
y el rastreo que implica la ruptura de redes de micelio
presentes en el suelo (Meza-Ponce y Angulo-Santos,
2011) y en algunas ocasiones inclusive la quema de
soca. Aunado a esta problematica, la cual probable-
mente contribuya a la disminucién de la diversidad
de HMA 'y nimero de propagulos, existen otros facto-
res de seleccién bioldgica que también contribuyen a
esta disminucidn. Estos incluyen la reduccién de la di-
versidad determinado por la interaccion de los HMA
con el monocultivo de maiz por ciclos consecutivos,




sin que se roten otros cultivos (Thougnon et al., 2014;
Zhang et al., 2020). La diversidad genética y funcional
de los géneros y especies de HMA (Bever et al., 2001;
Helgason y Fitter, 2009) asociados con la misma espe-
cie huésped pueden presentar diferencias relaciona-
das con la capacidad de esporulacién (Bever, 2002) y
de colonizacién (Smith et al., 2000; Hao et al., 2008).
Desafortunadamente, poco se sabe sobre la funcién
de las plantas voluntarias, pues existen escasos es-
tudios sobre el papel que éstas pueden tener en la
poblacion de HMA presentes en los suelos agricolas.
En México, se ha reportado la presencia de los HMA
en casi todos los ecosistemas (Camargo-Ricalde et
al., 2012). Martinez-Alvarez (2003) realizé un estudio
de los HMA presentes en suelos de La Uba y suelos
agricolas, mediante la clasificaciéon morfolégica de
las esporas y técnicas de PCR, clonaciéon y secuen-
ciacion de diferentes regiones del ADNr, generando
un banco de germoplasma regional de esporas de
HMA. Sin embargo, las técnicas moleculares emplea-
das en ese estudio solo permitieron la identificacién
de dos especies Glomus versiforme 'y G. intraradices
(actualmente Rhizophagus intraradices). Por otra par-
te, la identificacién morfolégica mostré la presencia
de morfotipos de los géneros Gigaspora y Scutellos-
pora. Actualmente las técnicas de biologia molecular
permiten conocer con mayor especificidad la ubica-
cién taxondémica de estos hongos, mediante el uso
de oligonucledtidos disefiados exclusivamente para
los géneros y especies de HMA (Souza, 2015), y la
secuenciacion masiva que permite una mayor aproxi-
macion a la diversidad completa en una muestra. Por
lo anterior, el objetivo del presente trabajo se centrd
en identificar el ensamble de HMA asociados a rizés-
fera y raices de plantas voluntarias de maiz creciendo
entre ciclos de cultivo en la zona de transicion de la
ZPE La Uba, Guasave, Sinaloa.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de muestreo

El muestreo se realizd el 24 de agosto de 2017 en un
drea convertida a terreno agricola (desde hace diez
afios),de la zona de transicién de la ZPE La Uba, ubi-
cada en el ejido La Cofradia, Guasave, Sinaloa. Dicha
ZPE comprende una superficie de 17.9 ha. El sitio de
muestreo para este trabajo estad ubicado en las coor-
denadas geograficas 25° 29" 04.5" latitud Norte y 108°
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28' 03.0"” longitud Oeste. Las muestras se tomaron de
tres puntos diferentes de una sola parcela (4 ha), ubi-
candolos con la siguiente referencia: Norte (N), Centro
(C) y Sur (S) (Figura 1). Durante la época de descanso
del cultivo de maiz (junio a noviembre para esta parce-
la), en cada punto, se ubicaron plantas voluntarias de
maiz de aproximadamente 40 a 60 dias post-emergen-
cia (etapas fenoldgicas vegetativa V4 a floracion R1) y
se colectaron cinco muestras de raices y suelo a 30 cm
de profundidad empleando una pala y recogiendo un
minimo de 1 kg de suelo. Las muestras se trasladaron al
Laboratorio de Ecologia Molecular de la Rizésfera del
Centro Interdisciplinario de Investigacién para el Desa-
rrollo Integral Regional del Instituto Politécnico Nacio-
nal (CIIDIR, Unidad Sinaloa) para su procesamiento. En
esta region, el periodo de descanso agricola incluye el
periodo del verano comprendido dentro de la época
de lluvias que ocurre de julio a octubre, y adicional-
mente en los meses de noviembre a enero se pueden
presentar lluvias intermitentes (H. Ayuntamiento de
Guasave, 1998). Las plantas voluntarias de maiz surgen
dos a tres semanas después de la cosecha y limpieza
del terreno, por lo tanto, se estimé que las plantas co-
lectadas tuvieran entre 40 y 60 dias post-emergencia.
Estas plantas son retiradas por la maquinaria agricola
que realiza las labores de rastreo y preparacion de sur-
cos previo a la siembra de la parcela.

Anélisis de la composicion del suelo

El anélisis fisico-quimico de suelo se realizé en el la-
boratorio de Nutricion Vegetal del CIIDIR Sinaloa. Se
tomaron 500 g de una muestra compuesta por las cin-
co muestras tomadas por punto dentro de la parcela
y se tamizaron con una malla de > 5 mm. La acidez
(pH) y la conductividad eléctrica (CE) se determina-
ron en el extracto de pasta saturada, en relacién 1:5
suelo-agua, las mediciones se obtuvieron con un po-
tenciometro Orion Modelo 230A calibrado a pH 4.0
y 7.0, y a 1.4118 dE/m para CE. El fésforo extraible
total se obtuvo por el método de Olsen, utilizando un
espectrofotémetro Thermospectronic UV-Visible Ge-
nesys. Los cationes intercambiables (Ca, Mg, Na y K)
se midieron por el método de acetato de amonio. La
materia orgéanica se midié con el método de Walkley y
Black (Jackson, 1964). Los nitratos fueron cuantificados
mediante un método colorimétrico para este tipo de
nutrientes, siguiendo las indicaciones del fabricante
(Marca Merck Millipore, No. Cat. 11020. Naucalpan de
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Puntos de muestreo:
1-N, 2-Cy 3-S.

.Zona de preservacion
ecologica, La Uba

Figura 1. Mapa del sitio de muestreo, ZPE la Uba, Guasave, Sinaloa. En los puntos de muestreo N indica norte, C centro y S sur.

Judrez, Estado de México, México). Para medir la con-
centraciéon de micronutrimentos (Fe, Mn, Zn y Cu) se
utilizé el método AS-14 de la norma oficial mexicana
NOM-021-RECNAT-2000 (2002).

Aislamiento y conteo de esporas de suelo

El suelo de la rizésfera de las cinco muestras de cada
sitio, fue homogenizado como una sola. De las mues-
tras compuestas (provenientes de los sitios Norte,
Centro y Sur) se tomaron ocho réplicas de 50 g. Cada
una de estas, fue tratada por separado, se hidrataron
con agua destilada (proporcién 1:3 peso/volumen) y
se procesaron de acuerdo al método de tamizado en
himedo (Brundrett et al., 1996) utilizando tamices de
250, 100 y 53 pm de luz de malla.

Para la separacion de las esporas, se utilizé la metodo-
logia de extraccién en himedo y centrifugacion en un
gradiente de sacarosa (Sieverding, 1991). Cada réplica
se lavo a través de una tela de nylon de 53 um de poro
con abundante agua destilada y posteriormente se re-
visé sobre una caja Petri bajo el estereoscopio (Marca
Faga-Lab, modelo C2M4, No. Cat. ST 6024-B1) con
el objetivo 4X. Con un pincel (Marca ROSS 2/0, mo-

delo 436 México) se seleccionaron las esporas viables
y se realizd el conteo de las mismas, los resultados se
expresaron en esporas por kg de suelo. Las esporas
fueron conservadas a 4 °C en agua destilada para su
posterior analisis molecular.

Obtencidn de raices y eficiencia de colonizacién micorrizica

La obtencion y procesado de las raices consistié en
cortar el sistema radical de cada planta desde la base
del tallo (cinco plantas por sitio, 15 plantas en total),
posteriormente se aplicaron tres lavados con agua co-
rriente. El sistema radical de cada planta se dividié en
dos secciones, una de éstas se utilizé6 para determi-
nar el porcentaje de colonizacién; de la segunda se
separaron las raices secundarias para ser molidas en
nitrégeno liquido y posteriormente utilizarlas para la
extracciéon de ADN gendmico. Las raices pulverizadas
fueron conservadas a -80 °C hasta su posterior uso. El
porcentaje de colonizaciéon micorrizica se determiné
por el método de clareo y tincién de Phillips y Hayman
(1970) y la cuantificacién de estructuras internas se
evalué empleando un microscopio 6ptico, mediante la
técnica de McGonigle et al. (1990).




Extraccion del ADN genémico

Dada la baja cantidad de esporas obtenidas, se de-
cidié conjuntar una sola muestra compuesta de los
tres sitios muestreados, a partir de la cual se realizé
la extraccién del ADN gendmico, utilizando DNAzol®
(Genomic DNA Isolation Reagent, No. Cat. 10503-
027). Para la extraccién a partir de muestras de raices
se utilizé el kit DNeasy plant mini kit (QlAgen, No. Cat.
69106) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
la cuantificaciéon del ADN se empled el fluorémetro
QubitTM (Marca Invitrogen, No. Cat. Q32857).

PCR anidada para amplificar especies de Glomeromycotina

Por separado, se realizé una PCR anidada de cada
muestra de raices y esporas en un termociclador Multi-
GeneTM. Para la primera PCR se emplearon los sets de
oligonucledtidos SSUAf1-2 y LSUmAr1-4 de acuerdo a
lo reportado por Kriiger et al. (2009) con los cuales se
obtuvo un amplicén de 1.8 kb, que sirvié de templado
para la segunda amplificacién con los sets de oligonu-
cledtidos SSUMCH1-2 y LSUmBr1-5 (1.5 kb). Se realizd
una ultima amplificaciéon a partir de los amplicones ob-
tenidos en la PCR anidada empleando los primers ITS1
e ITS4 (White et al., 1990) modificados en sus extremos
con una secuencia como etiqueta para permitir la ge-
neracién de amplicones compatibles con la plataforma
de secuenciacién (lllumina Mi-Seq). Las secuencias de
estos oligonucleétidos fueron: ITS1 Mi-Seq: 5 TCG
TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG
TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3; ITS4 Mi-Seq: 5’
GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG
ACAGTCCTC CGC TTATTG ATATGC 3'. El amplicén
obtenido fue de ~500 pb.

Visualizacién y purificacién de los productos de PCR

Los productos de PCR fueron corridos en agarosa al 1
% utilizando buffer TAE 0.5X. Para la purificacion del
producto de PCR se utilizé el kit QlAquick PCR purifi-
cation (QlAgen, No. Cat. 12500-50) siguiendo las indi-
caciones del fabricante. El producto de PCR purificado
se cuantificd en un espectrofotémetro NanoDrop 2000
(Marca Thermo Fisher Scientific, No. Cat. PRD-03546).

Anilisis de secuencias

Los amplicones finales purificados fueron enviados al
Laboratorio Nacional de Genémica para la Biodiversi-
dad (LANGEBIO) para ser secuenciados en el sistema
MiSeq de Illumina en el formato paired-end (2x300).
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Cada secuencia se comparé con la base de datos de
The Ribosomal Database Project (RDP; https://rdp.
cme.msu.edu/); utilizando herramientas de clasifica-
cién jerarquica para cada muestra. Se limité a separar
de acuerdo al etiquetado y se clasificaron las secuen-
cias por jerarquia, se realizdé un analisis estadistico ba-
sico para generar un reporte por muestra y los archivos
correspondientes a cada uno de los metagrupos y de
los subgrupos detectados.

Anilisis de diversidad

La diversidad alfa se calculé mediante el indice alfa de
Fisher, utilizando el software Past (PAleontological STa-
tistics Version 3.25), con una matriz de datos de abun-
dancia de especies por muestra de cada sitio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacion de esporas y porcentaje de colonizacién

Las esporas viables se encontraron en 160 4.36, 346
2.08y 347 4.16 esporas/kg de suelo en los puntos Nor-
te, Centro y Sur, respectivamente. La muestra del punto
Norte es la que mostré un nimero menor de esporas,
comparada a los puntos Centro y Sur. La distancia a la
zona de preservacion ecoldgica es la misma y tampoco
encontramos diferencias significativas en los pardme-
tros fisicoquimicos de suelo en esta muestra compa-
rado a los otros dos puntos de muestreo (Tabla 1) por
lo que proponemos que esta variacion es intrinseca al
sitio muestreado. Las esporas de HMA pueden distri-
buirse heterogéneamente en un campo de cultivo (St.
John y Koske, 1988) y su nimero puede no estar rela-
cionado incluso con la distribucion de raices (Friese y
Koske, 1991). Aun cuando existen pocos estudios para
determinar el esfuerzo de muestreo para especies de
HMA que esporulan en un campo agricola, un estudio
demostré que solo siete muestras de suelos agricolas
en Pensilvania, EUA son suficientes para analizar toda
la diversidad de especies (Franke-Snyder et al., 2001).
Aunque en nuestro caso se muestrearon tres puntos,
estos representan muestras mezcladas de cinco plantas
en el campo agricola, por lo que sugerimos que con 15
muestras estamos estudiando la diversidad de especies
de HMA del lote. Los valores en niimero de esporas son
considerablemente bajos (de 8 a 17.35 esporas en 50
g de suelo, normalizado a 50 g de suelo), en compa-
racion con un trabajo reportado para suelos donde se
ha cultivado maiz (175 a 300 esporas en 50 g de suelo;




Londofio et al., 2020). Otro trabajo, realizado por Oehl
et al. (2003) mostré que la poblaciéon de esporas en mo-
nocultivos de maiz puede oscilar entre 125 y 400 es-
poras en 50 g de suelo. Reportes previos indican que
la abundancia de esporas es baja en suelos agricolas
con respecto a suelos de ambientes naturales (Trejo et
al., 2016) y que a medida que la actividad agricola se
incrementa, la abundancia de HMA disminuye (Oehl et
al., 2003, 2004). Nuestros resultados en cuanto a la baja
disponibilidad de esporas encontrada en el presente es-
tudio sugieren que es posible que la abundancia natural
de esporas que existia en la reserva, ligado a la diver-
sidad de especies vegetales antes del cambio de uso
de suelo, se haya reducido en funcién de la interaccion
con las esporas del suelo que son afines a maiz. Zhang
et al. (2020) evidenciaron como el monocultivo de maiz
genera una menor diversidad de HMA, al comparar
con lotes donde se desarrollan cultivos combinados de
maiz y soya, lo cual fortalece la hipétesis de que a ma-
yor tiempo realizando el monocultivo, la diversidad de
HMA serd menor. De este modo, en la zona de transi-
cion estudiada fueron seleccionados aquellos HMA que
tienen mayor afinidad al cultivo, sobre todo después de
un periodo de diez afios de actividad agricola sembran-
do maiz (Oehl et al., 2003).

Sin embargo, datos previos sefialan que el nimero de
esporas por kilogramo de suelo encontrado en el pre-
sente estudio (de 160 a 393) fue muy bajo comparado

CERVANTES-GAMEZ ETAL. Diversidad de hongos micorrizicos arbusculares asociados a plantas voluntarias de maiz...

con lo reportado 15 afios atrés, donde se obtuvieron
de 1,200 a 4,100 esporas/kilogramo de suelo, en suelos
asociados a otras especies vegetales incluyendo carrizo
(Arundo donax L.), y sorgo (Shorgum halepense) mues-
treados en el interior de la ZPE La Uba (Martinez-Alva-
rez, 2003). Sin embargo, el estudio de Martinez-Alvarez
(2003) también sefala que los suelos agricolas del nor-
te de Sinaloa poseen cantidades muy altas de esporas
y, de hecho, algunos muestran cantidades mayores de
esporas que los suelos de la ZPE La Uba (1,200-16,950
esporas/kg de suelo). Otra explicacién para la marcada
diferencia en el nimero de esporas por kilogramo de
suelo entre estos estudios, puede atribuirse a la etapa
fenoldgica de la planta al momento del muestreo. Nues-
tras plantas eran jévenes, de aproximadamente uno a
dos meses de germinadas, por lo tanto, los HMA aun
estaban colonizando activamente la planta y no en eta-
pa de esporulacién como ocurre en la etapa de madu-
rez y senescencia del cultivo (Santos et al., 2007; Smith y
Read, 2008) que es el caso de los muestreos realizados
de suelo en el interior de la ZPE La Uba 15 afios atras.
Todas las raices de maiz analizadas presentaron estruc-
turas fungicas caracteristicas de los HMA (arbusculos,
vesiculas, hifas y esporas). El porcentaje de coloniza-
cién oscilé entre el 35.5y el 48.4 %. Estos porcentajes
se consideran adecuados para la etapa fenoldgica en
la que se encontraban las plantas cuando se realizaron
los muestreos (Londofio et al., 2020).

Tabla 1. Andlisis fisicoquimico de los tres sitios muestreados en la ZPE La Uba

Parametro fisicoquimicos Sur Centro Norte Referencia
Potencial de hidrégeno (pH) 7.00 7.00 6.90 6.6.-7.3 (neutro)
Conductividad eléctrica CE, mmhos/cm) 0.05 0.10 0.08 <2.0 (despreciable)
Materia organica (%MO) 0.75 0.75 0.73 <1.5 (bajo)
Nitratos (ppm NO,) 50.00 50.00 50.00 Medio
Fosforo (mg/kg Olsen P) 13.45 14.52 10.45 <10 (bajo)
Potasio (Cmol/kg P) 1.33 1.35 1.30 0.9-1.75 (alto)
Calcio (Cmol/kg Ca) 18.90 10.60 22.90 14-20 (alto)
Magnesio (Cmol/kg Mg) 3.90 2.90 2.90 >4.0 (muy alto)
Sodio (Cmol/kg Na) 0.70 0.70 0.70 1.0-1.5 (alto)
Fierro (Cmol/kg Fe) 10.50 10.50 9.50 >9 (adecuado)
Cobre (Cmol/kg Cu) 7.70 8.00 7.70 >1-3 (adecuado)
Zinc (Cmol/kg Zn) 2.10 3.10 2.18 >1.5 (adecuado)
Manganeso (Cmol/kg Mn) 10.00 10.00 10.00 >8 (adecuado)




Identificacion molecular

Se lograron obtener mas de 440,000 lecturas median-
te secuenciacion masiva, el 82 % de éstas cumplieron
con los criterios de calidad y longitud minimas (Tabla
2). Més de 323,000 lecturas se alinearon con alguna
secuencia reportada para el Phyllum Glomeromycota
(73 %), de las cuales 269,336 se alinearon a nivel de
género y 139,046 a nivel de especie. El andlisis de la
diversidad alfa sugiere que se identifico la totalidad de
especies en el sitio de muestreo, es decir, la cantidad
de lecturas que se alinean a taxa virtuales de HMA es
representativa de la diversidad de las especies que co-
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lonizan raices de plantas voluntarias de maiz (Figura 2).
En el caso de las esporas, a pesar de haber obtenido
una cantidad de lecturas equivalente al resto de los
sitios, la cantidad de lecturas alineadas a taxa virtuales
(especie) de HMA fue considerablemente menor (Ta-
bla 2, Figura 2). A pesar de que se utilizaron varios kg
de suelo para colectar esporas, la cantidad encontrada
fue muy baja, y menor aun fue el nimero de esporas
viables utilizadas para la extraccién de ADN. Es proba-
ble que estas esporas estuvieran parasitadas por otros
hongos, cuya similitud en la regién amplificada no per-
miti6 discernir entre ellas a un nivel taxonémico inferior

Tabla 2. Conteo de lecturas (reads) obtenidas por secuenciacién masiva y después del filtrado bioinformético, de acuerdo al origen de cada

biblioteca
Mapeados
Origen de la biblioteca 'R.e.ads F||traqos por Dominio
iniciales calidad . . .
Fungi (ITS) Phyllum Género Especie
Raices Sur 111312 90798 89133 75542 66643 42115
Raices Centro 69906 58808 57978 66117 57228 33802
Raices Norte 130922 107842 106442 86920 79989 58875
Esporas 131062 109598 103885 95176 65476 4254
Total 443202 367046 357438 323755 269336 139046
P Esporas
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Figura 2. Curva de acumulacién de especies en las muestras analizadas. Se indican la cantidad de taxa virtuales representados por niimero
de lecturas, para cada uno de los sitios muestreados (norte, centro y sur) y esporas aisladas de la rizosfera de plantas voluntarias de maiz
aledafias a la Zona de Preservacién Ecoldgica La Uba, Guasave, Sinaloa.




al de género. Sin embargo, consideramos que desde
el punto de vista biolégico el muestreo fue represen-
tativo, teniendo en cuenta los resultados obtenidos a
partir de muestras de raices, y debido a que no to-
das las especies de HMA asociadas a raices esporulan
(Trejo-Aguilar et al., 2013), asi como a otros factores
previamente mencionados que afectan la presencia de
esporas viables en suelo.

Incidencia y riqueza de especies

De acuerdo al Catalogue of Life (2020-04-16 Beta,
http://www.catalogueoflife.org/ consultado en junio
17 del 2020) se clasificaron e identificaron 12 taxa vir-
tuales de HMA para el area de estudio (Figura 3). Sélo
una especie estuvo presente en todas las muestras y
réplicas analizadas, Glomus sp. 8. Esta fue la especie
de HMA mas abundante en raices (Figura 3B) y G. mo-
nosporum Gerd. & Trappe (Figura 3C) fue la mas abun-
dante en esporas. Las 12 especies identificadas forman
parte del orden Glomerales y pertenecen a la familia
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Glomus monosporum 0.059 %

Funneliformis dimorphicus 0.011 %
Glomus indicum 0.0007%

Rhizophagus cf irregularis MUCL 43205 0.006 %

Glomeraceae, principalmente representada por los gé-
neros Glomus (G. indicum Bfaszk., Wubet & Harikumar,
G. macrocarpum Tul. & C. Tul., G. monosporumy Glo-
mus sp. 8); Rhizophagus (R. aggregatus (N.C. Schenck
& G.S. Sm.) C. Walker, R. custos (C. Cano & Dalpé) C.
Walker & A. SchiBler, R. irregularis (C. Cano & Dalpé)
C. Walker & A. SchuBler, R. cf irregularis MUCL 43205 y
46240) y en menor proporcion por especies del género
Funneliformis (F. dimorphicus (Boyetchko & J.P. Tewa-
ri) Oehl, G.A. Silva & Sieverd. y F. mosseae (T.H. Ni-
colson & Gerd.) C. Walker & A. SchiiBler) y Gigaspora
(G. rosea T.H. Nicolson & N.C. Schenck, Figuras 3 y 4).
Cabe mencionar que los géneros Rhizophagus y Glo-
mus solo pudieron identificarse en raices colonizadas,
pero no en esporas (Figura 4). Se identificaron cinco
especies tanto en esporas como en raices analizadas,
estas fueron G. indicum, G. monosporum, Glomus sp.
8, F. dimorphicus y F. mosseae. Las siete especies res-
tantes, estaban presentes en las muestras de raiz, pero
ausentes en las de esporas (Figura 3).

Esporas

Raices

- - @ Glomus indicum 0.023%

- @ Glomussp. 8

Fu%/jféiformls mosseae SUN 5015 0.023%

Rhizophagus cf irregularis MUCL 46240 0.005 %

Rhizophagus irregularis 0.002%

IEEEEE T ® Glomus sp. 8 SUN_2011
96.21%

Funneliformis dimorphicus
14.97 %

'
'- - - @ Glomus monosporum
70.098%

Figura 3. Especies de HMA en la rizésfera de plantas voluntarias de maiz en zona de transicion de la ZPE La Uba. A: distribucion de especies
identificadas en raices y esporas. Los nimeros en la interseccion de ambos circulos indican las especies compartidas (5) o presentes Unica-
mente en raices (7) o esporas (0). B: representacion de la abundancia de cada especie de acuerdo a la cantidad de lecturas que le correspon-

den, muestras de raices. C: muestras de esporas.
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Taxa virtuales

Raices

Esporas

Figura 4. Frecuencia absoluta (%) de las especies de HMA presentes en la rizésfera (raices y suelo) de plantas de voluntarias de maiz. 1:
Funneliformis dimorphicus. 2: F. mosseae. 3: Gigaspora rosea. 4: Glomus indicum. 5: G. macrocarpum. é: G. monosporum. 7: Glomus sp.
8 SUN_2011. 8: Rhizophagus aggregatus. 9: Rhizophagus cf irregularis MUCL 43205. 10: R. cf irregularis MUCL 46240. 11. R. custos. 12:

Rhizophagus irregularis.

Previamente, Martinez-Alvarez (2003) reporté la com-
posicién de esporas de HMA en suelos de la ZPE La
Uba. En ese estudio se realizé la identificacion a ni-
vel de género con claves morfoldgicas y se reportaron
morfotipos pertenecientes tanto a Glomus como a Gi-
gaspora y a Scutellospora. La presencia de estos ulti-
mos dos géneros en esporas no pudo ser corroborado
en el presente trabajo.

Un mayor nimero de especies pudo ser identificado
a partir de muestras de raiz comparado con espo-
ras por lo que la diversidad alfa fue mayor en raices
(4.36) respecto a esporas (2.39). Esta situacién puede
ser explicada por el bajo nimero de esporas viables
recuperadas. Cabe resaltar que el muestreo se reali-
zb en agosto del 2017, durante las lluvias de verano,
y en un momento donde probablemente no existian
las condiciones necesarias para que la produccién de
esporas fuera significativa, ya que la colonizaciéon aun
se encontraba estableciéndose en el maiz de acuerdo
a las etapas fenoldgicas en las cuales se encontraba
(V4-R1). Otro factor que puede afectar la colonizacién

y la esporulacién pudiera ser la fertilizacion del cultivo,
por ejemplo, cada ciclo de cultivo este lote se fertiliza
con 180 kg por ha de gas amoniaco y, al mes y medio
de cultivo se aplica otra dosis similar. Es posible que
estos niveles de fertilizacién nitrogenada puedan ser
inhibitorios de la esporulacion (Wang et al., 2009). La
observacion de que la mayor parte de las esporas se
encontraban rotas o parasitadas en las muestras anali-
zadas sugiere que las condiciones climéticas lluviosas
y las elevadas temperaturas que pueden alcanzarse en
verano (por arriba de 40 °C) favorezcan el micoparasi-
tismo y expliquen el nimero tan bajo de esporas via-
bles recuperado de las muestras.

Esto nos permitiria sugerir que las plantas voluntarias
de maiz fungen como reservorio del inéculo y de la di-
versidad de HMA en el periodo inter-siembras, el cual
es largo (abril/mayo a octubre/noviembre), entre los
ciclos que corresponden a la primavera y verano cada
ano (Antoniolli et al., 2002).

Chagnon et al. (2013), mencionan que los HMA pre-
sentan diferentes habilidades competitivas y que es




probable que los suelos agricolas frecuentemente
bajo labranza seleccionen hongos con estrategias ru-
derales (R). Estos hongos se caracterizan por tener un
ciclo de vida corto, esporulacién rapida y abundante,
alta produccion de micelio intraradical, tolerancia a la
perturbacién y pertenecen a la familia Glomeraceae,
especificamente al género Glomus, son dominantes y
se encuentran en suelos con baja diversidad (Mahe-
rali y Klironomos, 2012). Esto concuerda con nuestro
trabajo, en donde encontramos once especies perte-
necientes a la familia Glomeraceae y solo una a Gi-
gasporaceae. Es importante comentar que se encon-
tré una especie aun no caracterizada, Glomus sp. 8,
que pudiera ser una especie nueva, muy abundante y
que puede ser considerada “generalista”. Los niveles
de abundancia alcanzados por el género Glomus en
el presente estudio fueron mayores comparados a lo
reportado por Martinez-Alvarez (2003).

Cabe recalcar que F. dimorphicus solo ha sido repor-
tada en una ocasién en México, en un ecosistema de
bosque mesdfilo de montafia (Pefiuelas-Rubio et al.,
2021) por lo que en este estudio por primera vez se
indica su presencia en muestras de selva baja caduci-
folia. Adicionalmente, en este estudio se establece el
primer reporte de la especie G. indicum en México.
Por lo anterior, el niUmero de registros de especies de
Glomeromycota en México asciende de 143, como re-
portaron recientemente Varela et al. (2019), a 145 es-
pecies.

Al parecer, el maiz tiene preferencia por las especies
de HMA pertenecientes a los géneros Glomus y Rhi-
zophagus comparado con el resto de las especies,
tanto en un hibrido de maiz blanco comercial como
el del presente estudio, como en maices criollos y un
hibrido de maiz blanco nacional (Sangabriel-Conde et
al., 2015). Cabe sefialar que en el estudio de Sanga-
briel-Conde et al. (2015) en cinco variedades de maiz
se encontraron 19 taxa virtuales y 65 mas que fueron
singletones (abundancia =2 secuencias por taxon vir-
tual). Por cada uno de los maices se encontré de 10
a 38 taxa virtuales incluyendo las representadas por
singletones. En el presente reporte encontramos 12
taxa virtuales y seis singletones (datos no mostrados),
asociados a la rizésfera de las plantas voluntarias cre-
cidas en suelos de cultivo de maiz blanco comercial, el
mismo numero que se reportd en maiz blanco hibrido
Texcoco en dicho estudio (en ese estudio se incluyeron
dos taxa tipo singleton).
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En el presente estudio los singletones de una sola se-
cuencia no fueron considerados para los anélisis pre-
sentados en resultados y solo se incluyeron aquellos
taxa representados por al menos dos secuencias. Los
singletones de este trabajo representan cinco espe-
cies de la familia Glomeraceae (Claroideoglomus lu-
teum (L.J. Kenn., J.C. Stutz & J.B. Morton) C. Walker
& A. SchiiBler, Glomus sp. 7, Oehlia diaphana (J.B.
Morton & C. Walker) Btaszk., Koztowska, Niezgoda,
B.T. Goto & Dalpé [Syn. Rhizophagus diaphanus], R.
intraradices (N.C. Schenck & G.S. Sm.) C. Walker & A.
SchiBler y R. prolifer (Dalpé & Declerck) C. Walker &
A. SchiBBler) y una en la familia Ambisporaceae (Am-
bispora appendicula (Spain, Sieverd. & N.C. Schenck)
C. Walker).

Se ha encontrado que la presencia de HMA en la
agricultura donde existe dependencia micorrizica es
beneficiosa ya que ésta aumenta la productividad del
cultivo (Nwaga et al., 2004). La captura y transferencia
de nutrientes a la planta (Yao et al., 2001) son algu-
nas de las ventajas que las caracterizan y ayudan a
que el suelo sea productivo. Por ejemplo, los suelos
de la Uba son muy productivos desde el punto de
vista agricola puesto que al estar al margen del rio
Sinaloa muestran una gran disponibilidad de materia
organica entre otros nutrientes, pero estos elementos
bajan su disponibilidad en el suelo debido a que son
impactados por el manejo en forma de monocultivo
en un sistema altamente intensivo, como sucede con
el maiz.

Desafortunadamente, la creciente demanda de ali-
mentos ha derivado en la conversién de suelos natu-
rales a la agricultura, lo que indudablemente afecta
la biodiversidad que reside en ellos. Sin embargo,
gracias a este tipo de estudios nos podemos perca-
tar que microorganismos como los HMA son capaces
de subsistir a este cambio en la dindmica del suelo y
algunas especies predominantes incluso pueden pre-
valecer después de varios afos de actividad agricola.
Las plantas voluntarias juegan un papel importante
facilitando la prevalencia de inéculo efectivo entre
un ciclo agricola y otro. Una vez més, es conveniente
mencionar la importancia de que las practicas agri-
colas se desarrollen de manera mas amigable con el
ambiente, pudiendo aprovechar los beneficios que
los HMA aportan a las plantas hospederas para el in-
cremento de la produccién y reduccién de pérdidas
por enfermedades.
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