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I. INTRODUCCION

La micorriza es una asociacion benéfica mutualista que se establece entre un
grupo de hongos pertenecientes al Phylum Glomeromycota (Schiifler y et al., 2001) y
las raices de la mayoria de las plantas superiores. Esta asociacion favorece la
absorcién de agua, el aprovechamiento de nutrimentos y la tolerancia a patégenos
por parte de la planta, sobre todo en aquellas plantas con ausencia o escaso nimero

de pelos radiculares o tricoblastos, como la planta de aguacate.

La clasificacién taxondmica de los hongos micorrizogenos, inicialmente se
basaban en las caracteristicas de ubicacion de la simbiosis respecto a la raiz del
componente vegetal, dividiéndose en ectomicorrizas y endomicorrizas, estas ultimas
incluian varios grupos de asociaciones entre las que destaca por su abundancia la
asociacion micorricica arbuscular, en este grupo se considerd para su clasificacion la
morfologia de alguna de las estructuras formadas en la simbiosis como sus esporas,
principalmente por la estructura de la pared y las capas que presentan las esporas,
sin embargo Con los avances en el desarrollo de la biologia molecular se ha
comenzado a caracterizar las diversas especies de HMA presentes en las raices de las
plantas con base en la comparacion de sus secuencias de DNA (Helgason et al.,
1998), lo cual han brindado una herramienta mas para el estudio filogenético de
HMA, asi como para su rapida caracterizacion e identificacion de especies
involucradas en simbiosis micorricica. Lo cual ha resultado en la re-estructuracién de
la taxonomia de las especies de estos hongos, dando origen a un gran nimero de
clasificaciones basadas en los estudios de sus secuencias de DNA describiendo mas
200 especies, distribuidas en 17 géneros(Morton, 1990; Vandenkoornhuyse et al.,
2002; Read, 1997; Schiipler y Walker, 2010).

Aunado a esto, el estudio de estas asociaciones micorricicas arbusculares se
complica, ya que una vez establecida la simbiosis, los hongos que participan en ella
no pueden ser identificados mediante métodos morfoldgicos, porque no es posible

distinguir diferencias entre las distintas especies bajo estas condiciones. Sin embargo,



las herramientas moleculares han permitido que en algunas especies vegetales sea

posible identificar los HMA asociados a ellas.

A pesar de los beneficios que hasta ahora se conocen de los HMA, los estudios
sobre la simbiosis micorricica se enfrenta a una gran limitante de manejo, ya que los
HMA son simbiontes obligados, es decir que no son capaces de completar su ciclo de
vida sin un hospedero, por lo que no es posible aislarlos y cultivarlos en condiciones
axénicas, aunque recientemente ha tomado auge su reproduccidon /in vitro en
condiciones monoaxénicas en presencia de raices transformadas de zanahoria, a
pesar de ello, su estudio es muy limitado ya que bajo estas condiciones sélo se ha

podido reproducir, eficientemente, a la especie Glomus intraradices.

En el estado de Michoacan, la regidon aguacatera mas importante por sus
voliumenes de produccidon de a nivel nacional e internacional, se ha reportado la
presencia de esporas de HMA en el suelo de huertos de aguacate, estas esporas, han
sido aisladas y caracterizadas (Barcenas, 2008; Barcenas et a/, 2006), sin embargo,
los HMA que se encuentran especificamente colonizando raices de aguacate no han
sido identificados en el cultivo. Es importante destacar que este cultivo fue
establecido desde hace aproximadamente sesenta afos, utilizando
convencionalmente un manejo que incluye la aplicaciéon de fertilizantes y plaguicidas
quimicos, sin embargo a partir de los afios 90’s, algunos productores comenzaron a
fomentar el uso de compuestos de origen organico para sustituir a los compuestos
quimicos, con la intencion de practicar una forma de manejo mas sustentable. Estas
condiciones de manejo pueden alterar la diversidad, abundancia y dinamica de las
asociaciones micorricicas en el aguacatero; sin embargo, esto no ha sido estudiado
hasta ahora (Sanchez et al,, 1998; Gdmez, 1999).

Por medio de la amplificacion y comparacion de las regiones del DNA nuclear
ribosomal (nrDNA), es posible la identificacion de HMA en su ambiente natural a
partir de esporas en suelos o material fungico en raices micorrizadas (Rodriguez,

2004; Gamper, 2007; Redecker, 2000). Por lo que la informacidn que pueda



generarse en este sentido permitirda ampliar el conocimiento sobre esta simbiosis
micorricica, asi como la posible influencia que el tipo de manejo tiene sobre las
poblaciones micorricicas en el cultivo de aguacatero. En el presente trabajo se
pretende identificar molecularmente los grupos de HMA asociados a raices de
aguacatero y evaluar el efecto que el tipo de manejo de huertos ejerce sobre la

micorrizacion de estos frutalesen la region productora mas importante del planeta.



Hipotesis

El potencial de colonizacién de aguacatero por HMA es mayor en huertos bajo

condiciones de manejo organico que en huertos con manejo convencional.

Objetivos

O Obijetivo general

Identificar molecularmente especies de hongos micorrizogenos
arbusculares (HMA) en simbiosis con raices de aguacatero en la region de
Uruapan y evaluar el efecto del tipo de manejo del cultivo en la

micorrizacion.

O Objetivos particulares

Localizar huertos en produccidon bajo condiciones de manejo organico y
manejo convencional.

Comparar la frecuencia de micorrizacion en huertos bajo condiciones de
manejo organico y convencional

Generar una coleccion de DNA de raices de aguacatero colonizado por
HMA en la regidon de Uruapan, Michoacan.

Amplificar el DNA nuclear ribosomal de HMA por PCR anidado a partir del
DNA de raices de aguacatero.

Establecer relaciones filogenéticas entre los HMA asociados a raices de
aguacatero y amplificados por PCR vy las especies con secuencias de DNA
disponibles en las bases de datos publicas.Comparar la diversidad de
especies de HMA encontradas en raices de aguacatero cultivado bajo

manejos organico y convencional.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 El Aguacate
2.1.1 Importancia econdmica y socialdel cultivo del aguacate

México es el principal productor de aguacate a nivel mundial seguido de Chile
e Indonesia (FAO 2008).En el afio 2009 se reportd una produccion de mas de 1
millon 200 mil toneladas a nivel nacional contribuyendo con mas del 94% de las
exportaciones a nivel mundial (SIAP, 2011). Michoacan es el estado de mayor
aportacion para esta cifra reportando una produccion de 1 millon de toneladas (SIAP,
2011). Por otro lado, la produccién de aguacate representa una fuente basica en la
generacion de empleos fijos y eventuales conformados dentro de la region,con mas
de 81 mil empleos (Sanchez, 2007).

La region aguacatera del estado de Michoacan incluye a 22 municipios que se
localizan sobre el eje neo volcanico en una zona de transicién que va desde Zitacuaro
en el oriente hasta Cotija en el poniente, en un intervalo de altitudes sobre el nivel
del mar que van desde los 1150 m hasta los 2400 m. Esta zona es una region de
transicion climatica y forestal, que antes pertenecid a ecosistemas de bosques de
pinos, encinos y selva baja; asi como terrenos dedicados a la produccion de maiz,
trigo y en menor escala de cafa de azlcar y al pastoreo, en donde en la actualidad el

paisaje es dominado por arboles de aguacate (Sanchez, 2007).
2.1.2 Generalidades del aguacatero

El aguacate (Persea americana Mill) es un fruto de origen tropical de cultivo
perenne, pertenece a la familia de las Laureceae. Los arboles de aguacate de los
huertos comerciales se forman por lo general de dos partes resultante del injerto: la

copa Y la raiz. La copa tiene origen del cultivar injertado y que también forma parte



del tronco, mientras que la raiz es parte del porta injerto y que por lo general

también contribuye a la base del tronco.

El cultivo del aguacate desarrolla un abundante sistema radicular sobretodo en
la parte mas superficial del suelo, llegandose a observar brotes radiculares sobre la
hojarasca que cubre el suelo. Debido al crecimiento radicular sélo donde existe
humedad puede desarrollarse la raiz independientemente de la época del afio y adn
cuando existan nutrimentos en abundancia, sélo pueden tomar los del area de
humedad. Sin embargo, este sistema radicular es muy particular, ya que el
aguacatero carece de tricoblastos lo cual limita ain mas el area de absorcion tanto de
nutrientes como de agua (Téliz y Mora, 2007).

2.1.3 Los tipos de manejo del cultivo

En la mayoria de los paises productores de aguacate, se tienen problemas de
bajos rendimientos, lo que es atribuido a la nutricion y fertilidad de los suelo
(Sanchez, 2007).En la regién aguacatera de Michoacan los suelos predominantes son
andosoles,estos suelos son normalmente sueltos y muy susceptibles a la erosion,
presentan buena aireacidon y drenaje, pero son pobres en nutrientes, los cuales se
lixivian con facilidad ademas de la biodisponibilidad de aluminio que se han descrito
en suelos acidos los cuales suelen tener problemas de fijacién de fosforo (Sanchez,
2007). Para resolver algunas de estos problemas en la actualidad se usan
ampliamente fertilizantes y/o algunos insumos que mantengan y mejoren el
ambiente, y al mismo tiempo suministren los nutrimentos necesarios a la mayoria de
los cultivos. Los nutrientes son absorbidos por las raices de las plantas en formas
idnicas, independientemente del origen de procedencia ya sea de fuentes organicas o
inorganicas y después de que los iones han sido absorbidos por las raices, las rutas y
procesos metabdlicos son los mismos no habiendo posible distincién de la fuente que
aporto los nutrimentos (Salazar-Garcia, 2002).



2.1.3.1 Manejo convencional

La agricultura fue inventada desde hace aproximadamente 10 000 afos, desde
aquel momento, el hombre ha tratado de modificar los procesos naturales a fin de
obtener los alimentos y fibras que se necesita para satisfacer algunas necesidades
basicas en la poblacidn; con el paso del tiempo ha ido cambiando progresivamente el
modo de vincular la naturaleza con la innovacion tecnoldgica y productiva. La
transformacion e intensificacion de la agricultura se acelerd después de la llamada
“revolucion verde”. Este proceso de intensificacion permitid pasar en muy poco
tiempo de una agricultura elemental y rudimentaria a una sofisticada a lo que se le
llamo agricultura convencional (Pretty, 2001; Shiva, 2000). La agricultura
convencional, se basa en un tipo de produccidon agropecuaria de alto rendimiento,
mediante el uso intensivo de tractores y maquinarias de alta productividad e insumos
externos como semilla de alto rendimiento, agroquimicos para la nutricion,
fertilizacion, control de plagas, enfermedades y malezas (Navarro, 2009). Este tipo de
agricultura muestra beneficios, como aplicar lo necesario para cubrir las necesidades
de algun nutrimento en particular, ademas de estar disponibles mas rapidamente
para la planta, se pueden aplicar en las etapas y mezclas con los balances requeridos
para el crecimiento de la planta. Sin embargo la principal desventaja que tiene este
tipo de agricultura es que existe el peligro de que al usar excesos del fertilizante
requerido se puede causar toxicidad a la planta, contaminacién del suelo y aguas
subterraneas al ser lixiviados a los mantos freaticos asi como dafios directos a la

salud humana (Salazar-Garcia, 2002; Produce, 2003).
2.1.3.2 Manejo Organico

La agricultura organica ha surgido como una alternativa de manejo de la
produccién debido a que la mayor parte de los insumos de sintesis quimica han
propiciado erosiones y contaminacion de los suelos, disminucion de la biodiversidad
genética, vulnerabilidad de los cultivos a las plagas, fomento del monocultivo y

reduccién de los alimentos disponibles, lo cual ocasiona el empobrecimiento de



muchos campesinos y el incremento de los conflictos sociales en el campo y la
ciudad. Asimismo, la agricultura intensiva ha propiciado la erosion acelerada de los
componentes fisicos y bioldgicos de los suelos y ha propiciado el mayor nivel de
desequilibrio ecoldgico en la historia de los agrosistemas (2000 Agro, 2011). La
agricultura organica se generd con la intensién de promover la proteccion de los
suelos y los cultivos a través de practicas tales como el reciclado de nutrientes y de
materia organica, rotacion de cultivos,la eliminacion del uso de agroquimicos
sintéticos y se caracteriza por el uso de insumos naturales para el manejo de la
fertilizacion y el control de plagas y enfermedades con el uso de extractos de plantas
con propiedades insecticidas y fungicidas, polvos minerales, enzimas ionizadas, entre
otros. Cuando este manejo es llevado a cabo de manera adecuada, se pueden lograr
niveles menores de residualidad de compuestos y contaminacion ambiental a los
obtenidos en el manejo convencional. Ademas, idealmente este tipo de manejo se
instrumenta bajo buenas practicas agricolas, que promueven la proteccion del
ambiente, con el fin de generar un sistema de produccion agricola sustentable a largo

plazo y obtener productos libres de residuos tdxicos (Navarro, 2009).
2.2 Hongos micorrizdgenos arbusculares
2.2.1 Descripcion general de los hongos micorrizdgenos

En el ano de 1885, Albert Bernard Frank introdujo con sus estudios de la
relacion de los microorganismos del suelo y su relacién con las plantas la palabra
micorriza proveniente del término griego “mycos” (hongo) y el vocablo latino “rhiza”
(raiz), los hongos micorrizogenos forman una relacion simbidtica con las raices de las
plantas de un modo similar a los nddulos de bacterias fijadoras de nitrogeno de la
raiz de leguminosas (Frank, 1885).

De acuerdo a Read, los hongos micorrizdgenos se pueden subdividir,
dependiendo de la morfologia tanto del hongo como de la planta hospedante (Cuadro

1), sin embargo de los siete tipos de micorriza descritos (Arbuscular, Ectomicorriza,



Ectendomicorriza, Arbutoide, Monotropoide, Ericoide, y Orquideacea), la simbiosis
micorricica arbuscular comprende la asociacion mas comun, ya que se relaciona y
forma una asociacion benéfica mutualista con mas del 90% de las plantas vasculares
(Brundett, 2002;Smith y Read, 1997; Brundett, 2004; Allen et a/.,2003).

Cuadro 1. Principales categorias de micorrizas y sus atributos adaptado de Smith y Read (1997)
(Anwuaret al., 2008).

Tipo de arbuscular Ecto Ectendo arbutoide = monotropoide ericoide orquideacea
micorriza e
Taxones Glomero Basidio Basidio basidio Basidio Asco Basidio
fungicos Asco Asco
Zigo
Taxones de Brio Gimno Gimno Ericales monotropoideae  Ericales  orquideaceae
plantas Pterido Angio Angio Brio
Gimno
Colonizacién + - + + + + +
intracelular
Vaina o manto - + +/- +/- + - -
fungico
Red de Hartig - + + + + = —
Vesiculas +/- - - - - - -
aclorofililicos - - - - + - +
+ Presencia
- Ausencia

2.2.2 Sistematica de los hongos micorrizdgenos arbusculares

Los Hongos micorrizdgenos son habitantes naturales del suelo, son mutualistas
obligados, es decir que dependen de la presencia de hospederos para suplir sus
necesidades de carbono, pertenecientes al Phylum Glomeromycota que se
caracterizan por formar estructuras tipicas llamadas arbusculos, vesiculas, hifas y/o
rulos dentro de las células corticales de las raices de las plantas y tienen distribucion

ubicua en los ecosistemas globales (Anwuaret a/., 2008).

El descubrimiento de arbusculos en Aglaophyton major, en la era Devoniana,
proporciond una inequivoca evidencia que la micorriza se establecié hace mas de 400
millones de afnos (Remy et al., 1994;Simon et al,, 1992; Malloch, 1980;Simon, 1993)

10



sin embargo, la taxonomia del reino Fungi hasta hace pocos afios se clasificaba
solamente en 4 Phyla, Chitridiomicota, Zigomicota, Ascomicota y Basidiomicota,
colocando a los Hongos micorricicos arbusculares dentro del phylum Zigomicota.
SchiiBler y colaboradores, en el afio 2001 demostraron, basandose en la comparacion
de la sub unidad pequena del gen RNA ribosomal (SSU) r-RNA por sus siglas en
inglés, que los HMA del orden Glomerales dentro del Phylum Zigomicota son
monofiléticos y notoriamente diferentes a los demas miembros de los demas taxa
fungicos y definieron el Phymum Glomeromycota, llamado asi por el termino griego
“glomus” que significa baldn y “mykes” que significa hongo, la referencia puede ser
para arbuscular como parecido a un arbusto o masas de hifas enrolladas de micelio
que son comunes en el género Glomus, lo cual fue confirmado por estudios
posteriores (Lutzoni y et al, 2004; Schufler, 2001; Schupler y Walker, 2001). En
estos estudios Schipler describe a Glomeromycota con aproximadamente 150
especies, reproduccidn asexual, y formacion de algunos conjuntos de esporas sueltas

0 agrupaciones, hifas vegetativas cenociticas o sin septos, paredes con quitina.

En los afios siguientes se ha reclasificado varias veces la distribucion de las
especies de HMA dentro del mismo Phylum, Morton y colaboradores(1998)
argumentaron convincentemente, que la espora es diferente de otras partes del
organismo y si esto es asi, la variacion entre esporas no necesariamente reflejara la
verdadera filogenia, esto fue comprobado mediante métodos moleculares, y se ha
hecho evidente que la morfologia de la espora no permite la distincién entre especies
de familias diferentes e incluso entre especies de la misma familia (Morton y
Redecker, 2001; Walker et al., 2007; Walker, 2008; Gamperet al., 2009)

Recientemente Schipler y Walker publicaron una nueva modificacion a la
clasificacion de las especies de HMA dentro del Phylum Glomeromycota, con 4
ordenes integrados por 11 familias y 17 géneros (Cuadro 2) con cerca de 228
especies descritas basadas principalmente en el andlisis del gen de la pequefia sub

unidad (SSU) rRNA y considerando algunos datos de la sub unidad grande (SSL) y el

11



espacio transcrito interno que incluye el gen 5.8S rRNA y los ITS1 e ITS2, tomando
en cuenta que la SSU es una regidon demasiado conservada para resolver el nivel
especie dentro del Glomeromycota, pero es un marcador importante para la
resolucion de la robustez de las filogenias, por debajo de sub géneros (Schipler y
Walker, 2010).

Cuadro 2. Clasificacién de hongos micorrizdgenos arbusculares.Basada en caracteristicas
morfoldgicas y analisis moleculares de Schiipler y Walker 2010.

Phylum Glomeromycota
Clase glomeromycetes

Orden (4) Familias (11) Géneros (17)
Glomerales Glomeraceae Glomus
Funneliformis
Rhizophagus
Sclerocystis
Claroideoglomeraceae Claroideoglomus
Diversisporales Gigasporaceae Gigaspora
Scutellospora
Racocetra
Acaulosporaceae Acaulospora
Entrophosporaceae Entrophospora
Pacisporaceae Pacispora
Diversisporaceae Diversispora
Otospora
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus
Archaeosporales Geosiphonaceae Geosiphon
ambisporaceae Ambispora
Archaeosporaceae Archaeospora

2.2.3 Ciclo de vida

Los hongos Glomeromycota, son altamente dependientes de su hospedero,
producen a la vez estructuras pre simbidticas, que constande esporas asexuales e
hifas y unidades de infeccién que involucra la epidermis y el cortex de los tejidos

radiculares (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida del hongo micorrizégeno arbuscular (HMA) inicia con 1) Ia
germinacion de la espora en el suelo la hifa germinada tiene una elongacién hasta encontrar
una raiz que pueda ser colonizada, 2) al establecerse la comunicacidn la hifa hace contacto con
la raiz formando un apresorio (Ap) que es el que por fuerza mecanica y quimica ayudara a que
la hifa penetre en las células epidérmicas y corticales; una vez dentro inicia 3) el desarrollo de
arbusculos (Ar) con la bifurcacién terminal de la hifa y haciendo contacto con la célula cortical
por medio de una invaginacion siendo esta en donde se lleva a cabo el intercambio de
nutrientes. Formando también vesiculas (V) como estructuras de almacenamiento
principalmente de lipidos. Imagen adaptada de Gadkar et a/, 2001

El ciclo de vida de los HMA se inicia con la germinacién en el suelo de sus
esporas, que desarrollan un tubo de germinacion (Figura 1.1), las hifas
extrarradicales crecen al azar buscando una raiz susceptible a ser colonizada, si este
encuentro se produce, se establece un didlogo estrecho entre el fito y el micobionte
por medio de sefales producidas por ambos organismos (Bécard et a/, 1997), una
vez que la comunicacidn se ha establecido, se forma un apresorio (Figura 1.2) sobre
las células epidérmicas, penetrando enrollamientos de hifa de manera intracelular en
el tejido (Bonfante, 1984). Una vez dentro del cortex de la raiz, el hongo empieza su
desarrollo simbiodtico y puede producir hifas longitudinales que se extienden y que

son altamente ramificadas, tomando una forma muy parecida a un arbusto, llamados
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arbusculos (Smith y Read, 1997). Los arbusculos son formados por ramificaciones
dicotdmicas de una hifa intraradical (Figura 1.3 (Ar)), conforme la hifa comienza
incrementando las ramificaciones, aunque la anchura de la pared flngica empieza a
aumentar y la estructura de la pared se hace mas abierta, el plasmalema de la célula
hospedera no es perforado sino que crece de tal forma que la hifa de penetracién y
todas sus ramificaciones quedan rodeadas por el plasmalema produciendo una
extensa superficie de contacto entre las células de ambos organismos (Bonfante-
Fasoloet al., 1990; Harrison, 1999). Gallaud us6 por primera vez los términos Arum y
Paris para describir las las diferencias entre los patrones de colonizacion de
arbusculos: el tipo arum (Figura 2a), es definido sobre la base de una extensiva fase
de crecimiento intercelular de la hifa, con desarrollo de arbusculos terminales,
mientras que el tipo Paris (Figura 2b), muestra principalmente hifas enrolladas con

arbusculos intercalados.

Figura 2. Se observan las diferencias bésicas en los dos tipos de asociacién micorricica arbuscular,
a) tipo Arum con crecimiento de hifas intercelular b) tipo Paris con crecimiento de hifas intracelular
Tomado de Peterson et al., 2004.

La actividad biosintética incrementa dentro de la célula del hospedero,
permitiendo la produccion de componentes adicionales de la membrana para
continuar con el crecimiento arbuscular y como el arbusculo se extiende y se bifurca,
es envuelto por la membrana del hospedero recién sintetizada. En la célula madura
arbusculada, la membrana del hospedero habra aumentado su superficie varias veces
para rodear completamente la estructura fungica (Alexanderet al., 1988; Lohse et al.,
2005; Peterson et al., 2004). Los arbusculos son estructuras de vida corta y empieza
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su senescencia después de 4 a 10 dias de actividad, el arbusculo se debilita, y los
restos son encapsulados por los componentes de las paredes celulares vy
degradados para que las células de las plantas regresen al estado pre-arbuscular y

puedan ser nuevamente colonizados.

Otra de las estructuras formadas en la asociacién micorricica arbuscular son las
vesiculas, estas son cuerpos almacenadores de lipidos y glicolipidos (Figura 1.3; V),
de pared delgada, producidos por un aumento del volumen en la zona terminal de la
hifa intrarradical, estas pueden estar inter o intracelularmente en el cortex de la raiz
en especies del orden Glomerales. En la familia Glomaceae. Las vesiculas
generalmente son ovoides o elipsoides, sin embargo, en la familia Acaulosporaceae
son elipsoides a irregulares y nudosa, las vesiculas difieren en el desarrollo
micorricico temprano en algunos miembros del géneroGlomus, pero generalmente
proliferan aproximadamente al mismo tiempo provocando y aumentado la
esporulacion. La micorrizacion tardia, aproximadamente 70 a 90 dias en cultivos
trampa, muestra pocos arbusculos, pero abundantes hifas intrarradicales y vesiculas,
sin embargo no todas las especies de Glomeromycetes forman vesiculas, algunos
miembros del genero Gigasporay Scutellospora nunca forman vesiculas (Figura 3g)
(Morton, 2002; Morton y Redecker, 2001). No obstante, especies relacionadas,
producen pequefias estructuras hialinas de paredes delgadas parecidas a vesiculas
sobre un tubo germinativo e hifas externas, estas podrian ser analogas de las células
auxiliares en Gigasporaceae, ya que las células auxiliares son grupos de células con
paredes delgadas que se ramifican de la hifa extrarradical del hongo, en el suborden
Gigasporineae. La superficie de la célula tiene una superficie espinosa en el género
Gigaspora que son reducidos a nudos o una superficie casi lisa en varios grupos de
Scutellospora. Las células auxiliares (Figura 3i), a menudo son diferenciadas sobre el
tubo germinativo de esporas previo al establecimiento de alguna colonizacién
micorricica. Estas alcanzan su maxima expresion dentro de un periodo corto después

del comienzo de la esporulacion (Blaszkowski, 2003; Morton, 2002).
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Finalmente, las esporas son estructuras de resistencia, diferenciadas ya sea
en el suelo o en las raices en todos los géneros. La esporulacion puede llevarse a
cabo en el suelo, asi como en restos de plantas en descomposicion o dentro de las
raices, esto ocurre de manera abundante en algunas especies de Glomus, la mas
notoria y consistente se ha observado en Glomus intraradices y Glomus diaphanum.
Las esporas son células independientes multinucleadas, producidas basicamente en la
punta de la hifa continua de la hifa extrarradical. El nUmero de esporas producidas
depende de la especie del hongo, del suelo, de la fertilizacion del suelo y aplicacion
de fertilizantes etc. (Morton, 2000; Blaskowski, 2003; Blaskowski, 1998; INVAM,
2011) la caracterizacion morfoldgica de las esporas de HMA se basa en las
caracteristicasdel arreglo, desarrollo de estructuras dentro de la raiz colonizada
(Figura3h,g), pared, ornamentacion, hifa de sostén, germinacion, color, respuesta
con algunos reactivos como el Mezler y PVLG de cada espora (Figura 3 a-d).
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Figura 3. Estructuras formadas por hongos micorrizdgenos arbusculares (HMA). Glomus
intrarradices (a, b, ¢, h) a. espora; b. reaccion de la espora al PVLG c. reaccion de la
espora al reactivo de Melzer + PVLG; h. estructuras formadas una vez establecida la
asociacion micorricica dentro de la raiz de maiz (esporas, vesiculas y arbusculos).
Estructuras del HMA Gigaspora gigantea d. espora; e. Reaccion de la espora al PVLG; f.
Reaccion de la espora al Melzer + PVLG; g. Estructuras formadas una vez establecida la
asociacion micorricica dentro de la raiz de maiz (arbusculos y enrollamientos de hifas); i.
células auxiliares. Imagenes tomadas de: http://invam.caf.wvu.edu
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2.2.4 Fisiologia primordial en la asociacién micorricica
2.2.4.1 Adquisicidon de agua y nutrientes

A las asociaciones micorricicas se les atribuye la capacidad de aumentar la
solubilizacién de minerales del suelo como Zn, Cu, K, S y N, pero principalmente P,
haciéndolos disponibles para la planta hospedera (Ruiz-Lozano et a/.,, 1995; Newsham
et al, 1995), aumenta a su vez la asimilacion del agua por la planta en condiciones
limitantes, traduciéndose asi en una mejor tolerancia a estrés abidticos (hidrico,

salino, térmico) (Remy et al., 1994; Ruiz-Lozano, et al., 1995).
Adquisicién de P

El fosforo (P) es un nutriente esencial y es un limitante para el crecimiento de
la planta en muchos ambientes, el P esta presente en el suelo en forma de
ortofosfato inorganico (Pi) y es facilmente secuestrable por cationes, especialmente
en condiciones acidas, de los cuales los mas abundantes son hierro, aluminio y calcio.
La movilidad del P secuestrado se reduce y como consecuencia desu absorcién la
planta rapidamente agota el P disponible en los alrededores del sistema radicular y

crea una zona de agotamiento localizada (Bucher, 2007).

La absorcién de los fosfatos por la planta se lleva a cabo por dos vias, por la
via directa, en ausencia de colonizacién y por via indirecta, la cual se realiza cuando
la planta esta asociada a una simbiosis micorricica (Smithet a/., 2003). Estas dos vias
no son complementarias, pero funcionan como alternativas fisioldgicas. El principio
de la colonizacion micorricica resulta en la expresidn de transportadores de fosfatos,
en donde la adquisicién de este por las vias de micorrizacion arbuscular inicia con la
absorcion de Pi libre en el suelo por la hifa extraradical. Esta hifa fingica se extiende
mas alla del sistema radical del hospedero permitiendo incrementar el volumen del
suelo explorado para la adquisicion de fosfato. Adicionalmente, la colonizacidn
micorricica arbuscular promueve respuestas fisioldgicas en el hospedero, tal como la
bifurcacién de las raices y la secrecidon de fosfatasas que promueve indirectamente la
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absorcién de fosfatos, lo cual es mediado por la alta afinidad de trasportadores de
fosfato. (Ezawaet a/,, 2005; Bennedettoet a/., 2005; Sawers et al., 2008). Después de
la adquisicion por el hongo, el P es transferido a la vacuola fungica donde es
polimerizado para formar cadenas de polifosfatos, estos son traslocados por el
compartimento vacuolar a la hifa intrarradical, donde se presume es previamente
hidrolizado para su liberacion como fosfatos libres dentro del apoplasto interfacial de
las células arbusculadas (Ohtomo y Saito, 2005; Ezawa et al, 2001; Ferrolet al.,
2001) los mecanismos de desdoblamiento de los poli fosfatos no han sido
caracterizados pero hipotéticamente parece requerir de una accidon de enzimas

fosfatasas fungicas presentes en los arbusculos.
Adquisicion de N

De manera similar, el nitrdgeno es un elemento indispensable para el
desarrollo de las plantas, y esta disponible en el suelo en forma de amonio (NH4" ) y
nitrato (NOs"), sin embargo, la concentracién de amonio en el suelo es mas baja que
la de nitrato, el nitrdgeno es tomado principalmente en forma de amonio cuando las
plantas son sujetas a deficiencias de nitrégeno, crecimiento con baja disponibilidad
de agua o suelos acidos.El amonio es de baja movilidad en el suelo y se forma una
zona de agotamiento en las cercanias de la raiz de manera muy similar a lo
observado con fésforo, el micelio extrarradical de los hongos micorrizdgenos pueden
absorber amonio, nitrato y amino acidos (Johansenet al,, 1997; Govindarajuluet a/.,
2005) no hay evidencia de traslocacién del amonio o nitratos, lo mas parecido es que
el nitrégeno se trasloca en forma de aminoacido (Bago et al., 2001) se piensa que
siendo la arginina el aminoacido mas abundate en el micelio extrarradical, es la
principal forma de traslocacién, el amonio es primeramente combinado con glutamato
para formar glutamina por las enzimas de glutamina/sintasa, habiendo sido
traslocada a la hifa intrarradical, la arginina es reducida por ornitina aminotransferasa
y ureasa para liberar amonio (Govindarajuluet a/,, 2005, Cruzet al., 2007). El amonio

des-protonado, tiene el potencial para difundirse pasivamente dentro del apoplasto
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principalmente por gradiente de concentracion vy alternativamente pueden
transportarse también mediante mecanismos proteicos. Los trasportadores proteicos
encargados de esto aun no han sido esclarecidos, sin embargo, en estudios en
ectomicorrizas, se identificd un posible candidato, el cual hipotéticamente activaria la
traslocacion del amonio dentro de las vesiculas intracelulares para su subsecuente
liberacion dentro del apoplato interfacial por un mecanismo exocitético y una vez en
el apoplasto, el amonio es potencialmente absorbido directamente por la planta
(Sawers et al., 2008).

2.2.4.2 Metabolismo de C en la micorriza

Como una simbiosis mutualista, el intercambio nutrimental es bidireccional, y si
bien el hongo ayuda a tener disponibles algunos elementos que por si sola la planta
no podria tomar, el transporte de compuestos carbonados procedentes de la
fotosintesis de la planta huésped, son cedidos por ésta a nivel de las células corticales
al hongo simbionte y de esta manera consigue el aporte requerido de C para su

condicidn heterotrdfica, que le permite completar su ciclo de vida (Bagoet al., 2004).

El metabolismo de los hongos micorrizdgenos arbusculares se basa en la
adquisiciéon de hexosas fundamentalmente glucosa y fructosa la cual se realiza
fundamentalmente por las hifas intrarradicales, para ser transportadas hacia el
micelio extraradical(Becard et al.,, 1993; Bago et al, 2004). Una vez incorporada, la
glucosa adquirida es utilizada por el hongo para obtener energia metabdlica y poder
reductor con los que pone en funcionamiento su maquinaria celular. Ademas de esto
las hexosas adquiridas constituyen la concentracion citoplasmatica base de glucosa
que en distintas macromoléculas actian como despensas de C tamponando asi su
contenido en el citoplasma, la primera de ellas es la trehalosa, un dimero de glucosa
tipicamente fungico, cuyo papel parece ser el de reservorio de glucosa a muy corto

plazo, se esta constante y rapidamente reciclando y no se transporta a lo largo de las
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hifas fungicas. El glucdgeno, es el segundo reservorio de glucosa para el HMA el cual
es, a mediano plazo, interconvirtiéndose menos rapidamente que la trehalosa y
pudiendo ser transportado a lo largo de las hifas fungicas, y por ultimo y como
reserva a largo plazo de C, la glucosa citoplasmica es convertida en glicerol y acidos
grasos que se agruparan en glébulos lipidicos del hongo también llamados
oleosomas, de los cuales depende el micelio extraradical para obtener su combustible
metabdlico asi como para esporular ya que el 95 % del contenido de las esporas son
lipidos neutros. La reserva de C también sera utilizada para formar moléculas
estructurales como la quitina, principal componente de la pared celular del hongo
(Bago et al., 2004; Sawers et al., 2008;Bago et a/.,2000).

2.2.4.3 Control de enfermedades

Casi todas las plantas terrestres tienen simbiosis micorricica. Schipler y
colaboradores. (2001) informo que la accién de HMA influye en la diversidad bioldgica
de las plantas (y asi, de toda la diversidad bioldgica terrestre), ayuda a controlar a
parasitos y a la proteccion de las raices del hospedero contra patdgenos, desplazando
de manera eficiente a otros organismos del suelo que pueden causar enfermedades

(Hernandez-Montiel y Escalona, 2007).

Las asociaciones micorricicas reducen los dafos causados por patdgenos,
especialmente cuando estos son causados por hongos o nematodos, mejora la
resistencia o tolerancia en raices, pero difiere en cada cultivo, no es efectiva para
todos los patdgenos, la proteccion de enfermedades es modulada por el suelo y las
condiciones ambientales, por lo tanto la interaccién entre los diferentes hongos y los
patdgenos de la plata varian con el hospedero y el sistema de cultivo, Controlando
Oomicetes, como Phytophthora solanacearum en eucalipto, P. parasitica, P capsici
(Ozgonen vy erkilic, 2007; Pozo et al., 2002; Trotta et al, 1996; Akhtar y Siddiqui,
2008) y A. cinnamomi en aguacate (Mataré y Hattingh, 1978). Miembros de HMA de
las familias Gigasporaceae, Acaulosporaceae, y Glomaceaehan mostrado controlar el

ataque de virus del mosaico amarillo del tabaco, tristeza del citrico (Lingua et
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al,2002; Shaul et al, 1999; Nemec y Myhre, 1984), nematodos (aktar y siddiqui et
al, 2008), hongos como Fusarium, Aphanomyces, Rizoctonia y fitoplasmas

controlados por G. intraradices en arboles de pera (Garcia-Chapa et a/., 2004).

Las razones por las que se reduce el dano por las enfermedades producidas
por patdgenos es principalmente por el cambio en la morfologia de la raiz,
principalmente en un incremento de la superficie de la raiz, se observd el incremento
de la lignificacion en células endodérmicas en tomate y pepino reduciendo el ataque
por fusarium, reportandose posteriormente un efecto similar en cebolla (Becker 1976;
Dehne et al, 1978), asi mismo estudios histopatoldgicos de los nddulos en raices
causadas por el nematodo M. incognita, mostraron que las plantas micorrizadas
tienen menos células grandes, necesarias para el desarrollo de las larvas de
nematodos (Siddiqui,2008). Cordiery colaboradores (1998), demostraron que el
control de A. parasitica en raices de tomate micorrizados involucra la induccién de
resistencia en células que contienen un arblsculo ya que observaron que dos
organismos no colonizan la misma raiz. La diferenciacién que hace la planta entre un
hongo micorrizégeno arbuscular y un patégeno principalmente se da en la respuesta
de defensa ya que al establecerse una asociacidn micorricica algunas proteinas son
sintetizadas solo localmente y poco acumuladas durante este proceso y regularmente
son distribuidas alrededor de la hifa, no asi con el desarrollo de la hifa de un
patdgeno (Siddiqui, 2008).

Estudios han reportado mejora en la sobrevivencia de plantas micorrizadas en
situaciones de estrés (Kempa et al., 2007; Bomsa y Vyn, 2008). Vidal y colaboradores
(1992) reportaron un estudio en plantas de aguacate obtenidas /n vitro en donde
mostraron una respuesta favorable a la inoculacion con Glomus faciculatum para la
aclimatacion de plantas /n vitro ayudandolas a tolerar el estrés ambiental del
trasplante. La presencia de hongos formadores de micorriza, acelera también, la
aclimatacién de plantas de aguacateroin vitro (Vidalet al, 1992)y, mejora la

agregacion del suelo, gracias a la penetracion de las hifas del hongo y la segregacién
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de glomalina, sustancia que actia como una goma en la profundidad de los suelos
formando agregados, estos polisacaridos se adhieren a los micro agregados de suelo,
el cual se vuelve mas aireado y poroso (Olalde y Aguilera, 2007; Alarcon et al., 2001;
Miller y Jastrow, 2000), se sabe que la presencia de HMA incrementa el niumero de
flores por planta y promueve el aumento del peso fresco de la raiz en 7agetes erecta

y resultados similares se conocen en Zinnia elegans. (Aboul-Nasr, 1996).
2.3 HMA y aguacatero
2.3.1 Nutricién en aguacate

Los suelos donde se produce el aguacate en el mundo generalmente son muy
jovenes, de facil drenaje, friables, ligeros, y debido a estas caracteristicas son
también de baja fertilidad natural. La forma tradicional de suministrar elementos
nutritivos que el suelo no puede proporcionar al cultivo del aguacate es a través de la
aplicacién de fertilizantes al suelo o via foliar. El aguacate es, hasta cierto punto, un
cultivo rustico, y de los elementos mas demandados para este cultivo es el potasio y
el nitrégeno, seguido del fosforo y, en Michoacan, las huertas donde se cultiva
aguacate son pobres en nutrimentos (Téliz y Mora, 2007).

Siendo un cultivo con raices superficiales carente de tricoblastos, lo cual limita
su area de absorcion el uso de HMA en simbiosis con las raices de planta de aguacate
juega el rol de los pelos radicales aumentando el area de absorcién y mejorar la
disponibilidad de los nutrientes en la solucién del suelo para su traslocacién a la
planta (Ginsburg y Avizohar-Hershenson, 1965) Mengue en 1980, reportd que
inoculando aguacate de vivero con G. faciculatum el crecimiento de la planta fue
mayor al aumentar la absorcién de N, P y Cu en comparacion con las plantas a las
que se aplico fertilizacién y un resultado similar obtuvieron Jaizme-Vega y Azcon en

1995 al inocular aguacate obtenido de micropropagacién con G. faciculatum.
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2.3.2 Especies de HMA identificadas morfolégicamente en la franja aguacatera de

Michoacan.

En 1990, Hass y Mengue caracterizaron HMA en huertos de aguacate en suelos
de Israel y California. En México, en particular en el estado de Michoacan, el grupo de
trabajo de hongos micorrizdgenos arbusculares de la Facultad de Agrobiologia
“Presidente Juarez” de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, han
realizado estudios sobre la presencia y caracterizacion morfoldgica de HMA en
huertos de Aguacate de Michoacan Barcenas y colaboradores(2006) reportaron la
caracterizacion de 29 especies de 3 familias de HMA en huertos de Aguacate y 11
morfoespecies mas fueron reportadas por Barcenas para la franja aguacatera de
Michoacan, asi como el efecto de mejoradores de suelo sobre la diversidad de HMA
en huertos de aguacatero (Barcenas, 2008); el impacto del tipo de manejo (organico
y convencional sobre la diversidad de microorganismos (Aguirre, 2009).
Posteriormente se reportaron49 morfoespecies de HMA de los ordenes Glomerales,
Diversisporales y Archaeosporales, de siete familias y de los siguientes géneros
Glomus (9), Sclerocystis (5), Gigaspora (3), Scutellospora (10), Racocetra (2)
Acaulospora (15), Entrophosphora (1), Pacispora (1) Archaeospora (1) y Ambispora
(2) (Barcenas et a/ 2008) y en 2010 se propagaron ocho de esas especies en cultivos
monoespecificos utilizando sorgo (Sorgohum vulgare Pers.) como planta trampa
(Barcenaset al., 2010).

2.3.3 Investigacion molecular de HMA en aguacate y otros cultivos

Una de las mayores dificultades que enfrenta la caracterizacion bioquimica y
genética de los hongos Phylum Glomeromycota, ha sido su naturaleza biotréfica
obligada, lo cual dificulta su cultivo en condiciones de laboratorio. Esta limitante se ha
superado en parte con el desarrollo de los cultivos monoxénicos de raices
transformadas (Ri T-DNA) de alfalfa, jitomate, fresa, pero principalmente de
zanahoria (Bago y Cano, 2005). Desde principios de 1990 los estudios moleculares

de los HMA mostraron un rapido crecimiento, profundizando cada vez mas en el
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conocimiento de la micorriza, enfocados principalmente en estudios de filogénia. La
primera secuencia genodmica de HMA reportada fue la subunidad pequefia (SSU)
rRNA y el rDNA que comprende el ITS1, 5.8S e ITS2 posicionados entre las regiones
185 y 28S, este gen estd sumamente conservado,ademas por medio de la
amplificaciéon y comparacion de ITS, es posible la identificacion de HMA en su
ambiente natural, sean esporas en suelos o estructuras en raices micorrizadas
(Rodriguez, 2004; Gamper, 2007; Redecker, 2000). Sin embargo, se han realizado
estudios con base en la relacidon de la SSU y la sub unidad grande (LSU) mostrando
que Los hongos micorrizogenos presentan alta variabilidad genética inter- e intra-
especifica, en secuencias de Glomus spp obtenidas de cultivos trampa pero formando
un grupo homogéneo cuando se incluye una secuencia de G. intraradices.Lo anterior
muestra la importancia de analizar tanto la region SSU y LSU cuando de filogenia se
trata ya que se requiere de un alto cuidado para evitar contaminantes en las
secuencia (Dalpé et al,, 2005), por lo que se han desarrollado numerosos estudios
comparativos de la secuencia nucleotidica del DNA ribosomal nuclear (rDNA), a través
de amplificacion por PCR y secuenciacion. , lo cual ha permitido un facil disefio de
oligonucledtidos o cebadores universales o de amplio espectro para gran cantidad de
especies y cebadores para amplificar rDNA de grupos especificos de organismos, sin
embargo, Redecker (2000) mostré que uno de los principales problemas para la
identificacion de HMA dentro de raices presenta algunas dificultades al utilizar
oligonucledtidos especificos para una sola especie de HMA, ya que las raices son
colonizadas por diferentes HMA a la vez, pero esta limitante se reduce cuando se usa
oligonucledtidos especificos para grupos de los Glomales, los cuales pueden después
separarse por clonacion de productos de PCR  (Redecker et al, 2003).,
potencializando la posibilidad de identificar especies de HMA dentro de raices (Van
Tuinen et al.,, 1998;Redecker et al., 2003).

25



III. MATERIALES Y METODOS
3.1 Descripcidn del material vegetal y los sitios de muestreo

Se utilizaron arboles de huertos comerciales de aguacate (Persea americana
Mill.) var. Hass de mas de 14 afos de edad, ubicados en cuatro localidades del
municipio del Uruapan, Michoacan (Figura 5), dentro de las coordenadas 19°24’' de
latitud norte y 102°03" de longitud oeste, a una altura de 1 600 a 1 800m.s.n.m.
(INEGI, 1985). En cada localidad, dos huertos fueron elegidos por situarse en
condiciones edafoclimaticas similares, ubicaciones geograficas paralelas pero
presentar condiciones de manejo contrastantes, uno con el modelo de tipo

convencional y el otro organico (Gutiérrez-contreras et al., 2010; INEGI, 2011).

Figura 4.Ubicacién de las localidades de muestreo LOC1) Pertenece a la ubicacién de los
huertos El puerto y el puerto del huizache de la localidad de Santa Rosa; LOC2) Huertos
Huitzicho y la mesa de la localidad de Toreo el Bajo; LOC3) Huertos el Parque y el Parque
convencional ubicados en el Parque Nacional de Uruapan; LOC4) Huertos. Imagen adaptada
de Keyhole, Inc. y Google, 2011
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3.1.1 Descripcion de los huertos con manejo organico
3.1.1.1 Huerto “El Puerto”

El huerto “ElPuerto”, es propiedad del Sr. Antonio Guillén Rodriguez,tiene una
superficie de 8 ha y esta ubicado en las coordenadas 19°21 latitud norte y 102°01
longitud oeste en la localidad de Santa Rosa municipio de Uruapan, a una altura de
1680 msnm, presenta clima semicalido subhimedo con lluvias en verano. La textura
del suelo es migajon arenosa, su pH es ligeramente acido (6.4 a 6.6). Los arboles
fueron establecidos hace 31 afios bajo un sistema de plantacién en tres bolillo, a 10
m de distancia entre calles e hileras, lo cual permite la entrada de suficiente
luz,cuenta con sistema de riego por microaspersion. Para el buen manejo este
aplican biodigestadores, compostas, lombricompostas una vez al afo, se utiliza
control bioldgico con organismos como Beauveria bassiana, Metarhizium, Bacillus
thuringiensis para el control de plagas y enfermedades, el control de malezas se
realiza manual y mecanico. El huerto esta certificado por BIOAGRICERT (A. Guillén,

comunicacién personal, 16 de agosto de 2010).
3.1.1.2 Huerto “La mesa”

El huerto “La mesa” es del Sr. Luis Fernandez Bravo,tiene una superficie de 5
ha y esta ubicado en las coordenadas 19°27 latitud norte y 102°00 longitud oeste en
la localidad de Toreo el bajo de Uruapan, a una altura de 1800msnm, presenta un
clima templado subhimedo con lluvias en veranolLa textura del suelo es franco
topure, su pH es acido (5.8).Los arboles fueron establecidos hace 30 afios bajo un
sistema de plantacion marco real, a 9 m de distancia entre calles e hileras, lo cual
permite la entrada suficiente de luz cuenta con sistema de riego por microaspersion,
Para elbuen manejo se aplica roca fosférica 5kg/arbol, estiércol 160kg/ha,
lombricomposta 80kg/ha, lixiviados de lombriz y algas marinas. En el control de

plagas y enfermedades se aplica Beauveria bassiana, Metarhizium, aceites y
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extractos, el control de malezas se realiza mecanicamente. Es un huerto certificado

por BIOAGRICERT (R.Fernandez, comunicacion personal, 23 de agosto de 2010).
3.1.1.3 Huerto “Milpillas”

El huerto “Milpillas” es propiedad de Agrotecnologia organica SPR de RL,tiene
una superficie de 36 ha y estd ubicado en las coordenadas 19°24’ latitud norte y
102°08 longitud oeste en la localidad de Nuevo San Juan Parangaricutiro a una altura
de 1950 msnm presenta clima templado hiumedo con abundantes lluvias en verano.
la textura del suelo es franco arenoso, su pH es ligeramente acido, los arboles fueron
establecidos hace 40 afios bajo un sistema de plantacion marco real a 10 m de
distancia entre calles e hileras se riega bajo condiciones de temporal. Para su buen
manejo, se realiza la aplicacion de compostas maduras y lobricompostas; fermentos
como biotes, compostas aerdbicas, enmiendas al suelo, realizando aplicacion de
tierras como leonarditas, tierra de atomila, dolomita, basalto, carbén vegetal, zeolita,
y cal agricola, se le realiza poda de clareo y se usa una vez al afio caldo bordelés
ligero (2kg/100 de agua) una vez al afio para el control de plagas y enfermedades
complementandose con control bioldgico. El control de malezas se realiza dos veces
al afio después de lluvias. Es un huerto certificado para exportacion por USDA, GAP
BPA SENASICA, BIOAGRICERT (A. Audrifed, comunicacién personal 30 de agosto de
2010).

3.1.1.4 Huerto “El Parque”

El huerto “El Parque” se localiza en la reserva ecoldgica del Parque Nacional
Barranca del Cupatitzio, en las coordenadas 19°25 latitud norte y 102°05 longitud
oeste en la localidad de Uruapan esta a una altura de 1750 msnm. Presenta unclima
semicalido hiumedo con lluvias en verano, establecido bajo condiciones de temporal,
inicialmente en este huerto, se aplicaba agroquimicos en exceso, sin embargohace

aproximadamente 10 afios se le dio inicio como huerto organico, aunque en la
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actualidad, este huerto esta practicamente abandonado (Aguirre, P.S., comunicacion

personal, 6 de septiembre de 2010).

3.1.2 Descripcidn de huertos con manejo convencional
3.1.2.1 El puerto del Huizache

El huerto “puerto del huizache” es propiedad del Sr José Ruiz Ambriz, tiene
una superficie de 5 ha y esta ubicado en las coordenadas 19°21 latitud norte y
102°01 longitud oeste en la localidad de Santa Rosa municipio de Uruapan, a una
altura de 1680 msnm. Presentaclima semicalido subhimedo con lluvias en verano. La
textura del suelo es franco arenosa,su pH es ligeramente acido, los arboles fueron
establecidos hace 30 afos bajo un sistema de plantacion tres bolillo a 10m de
distancia entre calles e hilerasbajo un sistema de microaspersion. Para el buen
manejo se aplican organico de res vy triple 18, asi como para el control de plagas y
enfermedades se aplica caldo bordeles en una proporcion de 1:100 asi como la
aplicacion de Beauveria bassiana, Metarhizium. Es un huerto certificado por USDA-
APEAM-SAGARPA (J. Ruiz, comunicacion personal, 16 de agosto de 2010.

3.1.2.2 El Huitzicho

El huerto “Huitzicho” es propiedad del Sr, Vicente Bravo Avila, tiene una
superficie de 22 ha y esta ubicado en las coordenadas 19°27 latitud norte y 102°00
longitud oeste en la localidad de Toreo el Bajo, Uruapan, a una altura de 1800 msnm,
tiene un clima templado sub himedo con lluvias en verano La textura del suelo es
franco topure, su pH es acido (5.8). , Los arboles fueron establecidos hace 40 anos
bajo un sistema de plantacion 3 bolillo a 9 y 10m de distancia entre calles e hileras
son arboles de copa frondosa bajo condiciones de temporal. Para el buen manejo se
aplica 150kg de estiércol cada dos o tres anos, triple 17 una vez por afo 10kg/arbol.

El control de plagas y enfermedades se realiza con agroquimicos autorizados dentro
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del cuadro basico de plaguicidas permitidos para México, por organizaciones como:
APEAM, comité estatal de sanidad vegetal, UDECAM, J.L.S.V. y Empresas de
Agroquimicos;se realizan podas y quemas del material enfermo o infectado. El
control de maleza de realiza mecanicamente usando una desbrozadora. Es un huerto
certificado para exportacion por USDA, SAGARPA, APEAM (C. Bravo, comunicacion
personal, 23 de agosto de 2010) .

3.1.2.3 Santa Monica

El huerto “Santa Ménica” es atendido por el Ing. Benjamin Torres tiene una
superficie de 5 ha y esta ubicado en las coordenadas 19°24 latitud norte y 120°08
longitud oeste en la localidad de Nuevo San Juan Parangaricutiro, con una altura de
1950 msnm presenta clima templado hiumedo con abundantes lluvias en verano,La
textura del suelo es franco arenoso su pH es ligeramente acido.los arboles fueron
establecidos hace 40 afos bajo un sistema de plantacién marco real 10 m entre calles
e hileras,establecido bajo sistema de microaspersion, Para el buen manejo del huerto
se realizan tres aplicaciones al afio divididas en proporcion 3:2:0.5 de la formulacion
recomendada de NPK y el control de maleza se realiza con herbicidas (T. Benjamin,
comunicacién personal 30 de agosto de 2010).

3.1.2.4 El Parque Convencional

El huerto de “el Parque” es propiedad del Sr. Antonio Lagunas Angel con una
extension de 4 ha, edad de los arboles de 5 afos, esta ubicado en las coordenadas
19°25 latitud norte y 102°05 longitud oeste en la localidad de Uruapan ubicada a
1740 msnm presenta clima semicalido himedo con lluvias en verano, establecido
sistema de microaspersion., para su buena produccion utilizan, fertilizantes quimicos,
insecticidas, fungicidas y herbicidas que son comunes en la produccidon de aguacate

en Michoacan (L. Antonio, comunicacién personal, 6 de septiembre de 2010)
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Cuadro3. Huertos muestreados en las diferentes localidades de Uruapan, Michoacan México

H NOMBRE DEL MANEJO CONDICIONES CLIMA LOCALIDAD
HUERTO DE RIEGO

1 El puerto Organico microaspersion A C (w2)(w) Santa Rosa

2 Huizache convencional microaspersion A C (w2)(w) Santa Rosa

3 La mesa Organico microaspersion C(w1)(w) Toreo el bajo

4 Huitzicho Convencional Temporal C(wl)(w) Toreo el bajo

5 Milpillas Organico microaspersion C(m)(w) San Juan nuevo

6 Santa Monica convencional microaspersion C(m)(w) San Juan nuevo

7 El Parque Organico Temporal (A)C(m)(w) Uruapan

8 El Parque Convencional  microaspersion (A)C(m)(w) Uruapan

3.2 Muestreo del material bioldgico

En cada huerto se colectaron raices de tres arboles adultos,se tomaron dos
muestras de raiz de cada arbol, una con orientacion N-S y otra E-O. La colecta se
realizd bajo la zona de goteo del arbol, se selecciond solo el extremo terminal de
lasraices jovenes. Cada muestra se colocé en una bolsa de polietileno con suelo del
mismo arbol y se transportaron en un recipiente térmico con hielo para mantener
una temperatura cercana a 4 °C durante su traslado hasta los laboratorios de
Interacciones Planta-Ambiente y de Bromatologia en donde se procesaron para

tincion de raiz y para la obtencion de DNA.
3.3 Tincion de raiz

Las raices se lavaron con agua corriente, se elimind el exceso de agua, se
cortaron en segmentos de aproximadamente 1lcm, y se secaron en charolas de

aluminio en una estufa a 50°C durante 10 h.

Una vez secas las raices se colocaron en frascos y se realizd la tincion con
modificaciones al protocolo propuesto por Phillips y Hayman (1970). Las
modificaciones que se le hicieron al protocolo fueron basicamente en las
concentraciones de reactivos (Cuadro 4) asi se adiciondoKOH 15 % y se coloco a 15lb
por 15 min, lavandose posteriormente con agua corriente, se agregé H,0al 3 %

(agua oxigenada comercial) durante 15 min a temperatura ambiente, se lavd con
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agua corriente, una segunda decoloracion con H,0,al 3 % por 20 min, lavandose con
agua corriente, adicionar HCl 1 %, durante 5 min decantar sin lavar. Se adiciond azul

de tripano 0.05 % en acetoglicerol, colocandose a 15Ib durante 10min.
3.4 Evaluacién de la colonizacion de raices colectadas

Las raices tefiidas se montaron en portaobjetos en grupos de tres segmentos
de raiz, con tres repeticiones de cada muestra, con una gota de acetoglicerol y se
observaron en un microscopio optico de objetivos y un microscopio electrénico de
barrido marca JEOL IJMS-6480LV de INCAx-sight Oxford instruments,cuantificandose
las estructuras caracteristicas de la simbiosis micorricica (vesiculas, arbulsculos e

hifas) presentes en las raices montadas.

La cuantificacion de estructuras propias de HMA en el sistema radical se
determind con el método reportado por Biermann y Linderman (1981) el cual permite
una mejor estimacion de las estructuras micorricicas presentes en los segmentos de
raices colectadas, ya que consiste en observar las raices tefiidas por barridos
completos bajo microscopio compuesto y detectar las estructuras caracteristicas de la
simbiosis micorricica arbuscular, se cuantifican por presencia dentro del campo de
observacion del microscopio. Se registraron estructuras como vesiculas, arbusculos e
hifas, pero para los analisis estadisticos y de estimacidon de colonizacion, se tomaron
en cuenta solo los arbusculos, ya que estos son una referencia de la actividad del
hongo dentro de la planta, los datos obtenidos se sometieron al programa Mycocalc,
reportado por Trouveloty colaboradores (1986), que permite determinar la intensidad
de la colonizacion y la abundancia en el sistema radical. Ademas, se realizd un
analisis de comparacion de medias de las dos poblaciones de cada localidad de
colecta, usando muestras pareadas para determinar la influencia del manejo en el
desarrollo de las estructuras formadas por los hongos micorrizogenos en raices de

aguacatero (Georgeet al., 1999).
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Cuadro40ptimizacion del protocolo de tincién de raices de aguacatero. Condiciones de seis

ensayos realizados y el resultado de la visualizaciéon al microscopio.

Decoloracion clareo acidificacion Coloracion Visualizacion Des tincion
microscopio
KOH 10% H202 alcalino  HCI 1% 3-5 Azul tripan No acetoglicerol
15lb/10min. 10-20 min min 0.05% en
acetoglicerol
KOH 15% H202 alcalino HCI 1% 3-5 Azul tripan No acetoglicerol
15lb/10min. 10-20 min min 0.05% en
acetoglicerol
KOH 15% H202 alcalino HCI 1% 3-5 Azul tripan SI acetoglicerol
15lb/15min.+ 10-20 min min 0.05% en
KOH 15% acetoglicerol
15lb/10min
KOH 15% H202 3% 10- HCl 1% 3-5 Azul tripan No acetoglicerol
15lb/15min. 20 min min 0.05% en
acetoglicerol
KOH 15% H202 3% /20 HCI 1% 5 min  Azul tripan SI acetoglicerol
15lb/10min. min+H202 0.05% en
3%/20min acetoglicerol
KOH 15% H202 3% /20 HCl 1% 5 min  Tinta china No acetoglicerol
15lb/10min. min+H202
3%/20min

3.50btencion de DNA

Se perfecciond la técnica de extraccion, previamente utilizada en nuestro
grupo de trabajo, utilizando la combinacidn de un protocolo basado en el uso de
CTAB con modificaciones de Khan y colaboradoresen 2007 (3 % CTAB, 4 % f-
mercaptoethanol, 2 M NaCl y 5 % PVP), lo cual permite eliminar metabolitos
secundarios y polisacaridos de las muestras procesadas (Khanet al, 2007) y el kit
Illustra™. El protocolo final consisti6 en moler el tejido en un mortero estéril con
nitrégeno liquido, colocar aproximadamente 50 mg de tejido en un tubo Eppendorf y
adicionar el amortiguador de extraccion de CTAB, mezclar hasta homogenizar,
centrifugar por 10 min a 13000 rpm, colocar el sobrenadante en un tubo limpio. A
continuacién se adicionaron 500ul de solucion de lisis Zkit Illustra), la mezcla se
incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se vertio la
mezcla en las columnas de purificacion del kit, colocadas previamente sobre un tubo
colector, se centrifugd a 13 000 rpm y desecharon las soluciones de lavado

contenidas en el tubo colector, se agregaron 500 pl de solucion de lavado, se
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centrifugd durante 15 min y se transfirid la columna a un tubo Eppendorf estéril. Se
adicionaron 100 pl de solucién amortiguadora de elusién, precalentada a 70 °C
durante 5 min, se dejo a temperatura ambiente por 10 minutos y centrifugd a 13 000
rpm durante 1 min para colectar el DNA eluido. El producto obtenido se observd por

electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 %.
3.6Analisis moleculares de HMA colonizando raiz de aguacatero
3.6.1 PCR anidado a partir de DNA de raices de aguacatero

El PCR anidado consistioé en una primera ronda de amplificacion con DNA total
de raiz de aguacatero como blanco y oligonucledtidos universales para la
amplificacion de rnDNA de hongos (NS5 e ITS 4; Figura 6A), seguido por una
segunda ronda de amplificaciéon en la que se utiliz6 como DNA blanco el producto del
primer PCR, con juegos de oligonucledtidos disefiados para la amplificacion de cinco
grupos de HMA, anclados dentro de la secuencia del primer producto de PCR (Figura
6B). La secuencia de los oligonucledtidos utilizados se muestran a en el Cuadro 5
(Redecker, 2000).

En la primera reaccion de PCR se utilizaron aproximadamente 100 ng de DNA
total, dNTPs 200 uM, MgCl, 2 mM, oligonucledtidosNS5 e ITS 4 (White et a/, 1990)
20 pmol/uL c/u, Tag polimerasa 0.1 U/uL y amortiguador de reaccidn, de acuerdo
con las indicaciones del fabricante (Invitrogen). Las condiciones de amplificacion
fueron 94°C durante 1 min, 30 ciclos de 94°C/30 seg; 51°C/30 seg; 72°C/1 min,
seguidos por 72°C durante 10 min como sugiere Redecker (2000; 2003)
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Figura 5. Esquema de ubicacidn de oligonucleétidos utilizados en las reacciones de
PCR anidado para identificar rDNA de HMA. A. Los Oligonucledtidos NS5 e ITS4
utilizados en la primer reaccion de amplificacion los juegos B. GLOM 1310/GLOM 5.8,
ITS 1F/ GIGA 5.8R, ARCH 1311; 1311A; 1311B/ITS4, ACAU 1660/ITS4 Y LETC se
aplicaron para las reacciones de PCR anidado (Redecker, 2000).

En una segunda etapa de PCR se utilizaron las mismas concentraciones de
reactivos pero como DNA blanco se utilizd 1 a 2 pl del producto de la primera
reaccion de PCR. Los oligonucledtidos GLOM1310 y GLOM5.8R fueron usados para
amplificar DNA de un grupo de Glomus(Figura 6B); ITS1F Y GIGA 5.8R, para
Gigasporaceae, ACAU 1660, ARCH1311, ARCH1311A, ARCH1311B para un grupo de
Acaulosporaceae, Archaeosporaceae y Paraglomaceae y finalmente LETC1670 vy
LETC1677 para otro grupo de Glomus estos Ultimos en combinacion cada uno con
ITS4 los cuales fueron reportados por redecker (2000) y Redecker y colaboradores
(2006).Las condiciones de amplificacion fueron 94°C durante 1 min, 30 ciclos de
940C/30 seg; 55 °C/1 min; 72°C/1 min, seguidos por 72°C durante 10 min. Los

productos obtenidos se resolvieron por electroforesis en geles de agarosa al 1%.
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Cuadro 5. Oligonucledtidos usados en PCR y PCR anidado para la determinacién de
grupos de hongos micorrizogenos asociados alas raices del aguacatero.

NOMBRE DEL

ETAPA 1GONUCLEOTIDO SECUENCIA TAMARNO AUTOR
[TS4 5'TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’ 21 White et a/., 1990
I NS5 F 5 AAC TTA AAG GAATTGACG GAAG 3’ 22 White et 4/, 1990
ACAU 1660 F 5 TGA GAC TCT CGG ATC GG 3" 17 Redecker D., 2000
ARCH 1311 F 5 TCG TAA ATA GCC AGGCTG Y 3’ 19 Redecker D., 2000
ARCH 1311 A F 5 TGC TAA ATA GCT AGGCTGC 3 19 Redecker D., 2006
ARCH 1311 B F 5 TGC TAA ATA GCC AGGCTGT 3’ 19 Redecker D., 2006
1I GIGA 5.8R R 5" ACT GAC CCT CAA GCA KGT G 3’ 19 Redecker D., 2000
GLOM 5.8R R 5 TCC GTT GTT GAA AGT GAT C 3’ 19 Redecker D., 2000
LETC 1670 F 5" GAT CGG CGA TCG GTG AGT 3’ 18 Redecker D., 2000
LETC 1677 F5 CG GTGAGT AGC AAT ATT CG 3’ 19 Redecker D, 2006
GLOM 1310 F 5" AGC TAG GYC TAA CAT TGT TA 3’ 20 Redecker D., 2000

Endonde: Y=CoTyK=GoT
3.6.2 Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion RFLP

Para la determinacion de la diversidad se hizo un primer acercamientopor
analisis de restriccién de los productos del PCR anidado, es decir polimorfismo en la
longitud de los fragmentos de restriccion o RFLP (del inglés Restriction Fragment
Length Polymorphism), este analisis también permitid seleccionar amplicones para su
secuenciacion posterior como recomienda Helgason y colaboradores (1999) vy
Redecker (2000).Para ello se utilizaron dos enzimas de restriccion HinfIcuyo sitio de
reconocimiento es5'G/ANTC y Mob I con sitio de reconocimiento 5" /GATC y es
isoesquizdmero de Dpn II. La mezcla de reaccion se llevd a cabo con
aproximadamente 450 ng de producto de reaccion de PCR, 0.02 U/uL de la enzima
de restriccioncorrespondiente y el amortiguador de acuerdo a las especificaciones del
fabricante (Invitrogen), se incubd durante 2 horas a 37°C. Los fragmentos de la

restriccion se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 2.5%.
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3.6.3 Clonacion de fragmentos amplificados

Los productos de PCR a secuenciar se clonaron en el vector pCR 2.1 TOPO,
(Invitrogen). Para la ligacién se mezclaron 450ng/uL de producto de PCR, 0.4 L de
solucion salina (1.2 M NaCl; 0.06 M MgCl,) del kit de ligacidén, 2ng/uL del plasmido y
el amortiguador de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Invitrogen). La mezcla
de reaccidén se incubd a 16 °C durante 2 horas, se adicionaron 20uL de células
guimiocompetentes, se mezcld cuidadosamente, se colocod en hielo 5 minutos y se
incubd la mezcla a 42°C/30 segundos, se colocd en hielo y se adicionaron 200 pL de
medio LB y se incubd durante 1 hora a 37°C y se sembrd la mezcla en placas de
medio selectivo LB con kanamicina por el método extension con varilla en forma de

“L"y se incubd a 37°C durante 16 horas.

Para corroborar la insercion del producto de PCR en las clonas, se realizd una
reaccion de PCR de colonias Finalmente se realiz6 el analisis de clonas positivas por la
técnica de PCR de colonias para corroborar si las clonas tenian el fragmento obtenido
del PCR anidado.

PCR de colonias

Para confirmar la incorporacion del plasmido clonado con el producto de PCR
en las colonias desarrolladas en el medio selectivo se realizé una reaccion de PCR con
los oligonucledtidos M13F y M13R, para la amplificacion del fragmento inserto en el
vector pCR 2.1 TOPO. las condiciones de amplificacion fueron 94 °C durante 2 min,
39 ciclos de 94 °C/15 seg; 55°C/15seg; 72°C/ 30 seg; seguido por 72 °C durante 10
min. los productos del PCR se separaron en geles de agarosa al 1 %. Las colonias en
donde se confirmo la presencia de un inserto mayor a 200 pb seseleccionaron como
clonas positivas para su posterior secuenciacion (sambrook,J.et al., 1989; Krueger et
al 2009).
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3.6.4 Obtencion de DNA plasmidico

El DNA de las clonas positivas se obtuvo por el método de lisis alcalina de
Birnboim y Doly (1979), para lo cual cada colonia se incubd en 3 mL de medio LB
liguido a 37 °C en agitacion vigorosa durante 16 h. Se colocd 1.5 ml del cultivo
bacteriano en un tubo Eppendorf, se centrifugd a 12 000 g durante 1 minuto. Se
elimind el sobrenadante por inversidon y la pastilla se resuspendié en 100 uL de
solucion I fria, agitando vigorosamente. Se adicionaron 200 pL de solucion
Iimezclando cuidadosamente por inversion, se centrifugd a 12 000 g por 5 minutos a
4 °C y se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo. Se adicionaron 10 puL deRNAsa
20mg/mL y se incubd por 5 min, se centrifugd a 12 000 g por 5 minutos, se recupero
el sobrenadante en un tubo Eppendorf nuevo y se centrifugé a 12 000 g por 5 min,
evitando asi el uso de fenol:cloroformo. EI DNA se precipitd adicionando dos
volimenes de etanol absoluto e incubando 5 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugd a 13 000 rpm por cinco minutos a 4 °C formandose pastilla, se eliminoel
etanol por decantacion, se adiciond etanol 70% y se llevo a vortex para eliminar sales
de la pastilla, se centrifugd a 13 000 durante 5 min, se elimind el etanol 70 % por
decantacién, el tubo se colocd en termomixer a 37 °C para secar la pastilla y

posteriormente se re suspendio en 30 pL de agua destilada estéril.

3.6.5 Secuenciacion y analisis de secuencias clonadas

El DNA obtenido de las clonas seleccionadas fue enviado para su secuenciacion
al Departamento de secuenciacién del Laboratorio Nacional de Gendmica para la
Biodiversidad (LANGEBIO) del CINVESTAV-IPN Irapuato, Guanajuato, México.

Las secuencias recibidas de LANGEBIO se analizaron con el programa Geneious
5.4.2 version de prueba realizando aproximadamente 300alineamientos con el
método de alineamiento de geneious y construccion de arboles filogenéticos por el
método Neighbor-Joining,se utilizd el modelo de distancias genéticas Jukes-
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Cantorpara obtener un dendograma indicando la cercania genética de las secuencias
obtenidas de los aislados de raiz de aguacatero con las secuencias de HMA
depositadas en con la base de datos NCBI (del inglés National Center for

Biotechnology Information) por medio de un BLAST (del inglés Basic Local Alignment
Search Tool).
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IV.  RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Las raices de aguacatero colectadas presentan micorrizacion.

Las modificaciones realizadas en este estudio, del protocolo por Phillips y
Hayman (1970) fueron principalmente para obtener un clareo en raices lefiosas como
las del aguacate. Estas modificaciones nos permitieron observar estructuras formadas
caracteristicas de la asociacidon de los hongos micorrizégenos arbusculares con raices
de plantas terrestres (Figura 7 a-d). Mostrando arbusculos (Figura 7 a,b y 6 C),
vesiculas (Figura 7 c y 6 B), hifas (Figura 7 ¢ *h” y 6 A) e incluso algunas
esporas(Figura 7d “E")de G. intraradices, ya que esta especie se caracteriza por
formar esporas dentro de las raices del hospedero (INVAM;Schenck y Smith, 1982),
un resultado similar reportaron por primera vez para raices de aguacatero Ginsburg y
Avizonhar-Hershenson en 1965, en donde se observaron estructuras que describe
como una hifa enrollada y otra ramificada lo cual coincide con los llamados

arbusculos que se encontraron en nuestro estudio (Figura 7 a,b).

Figura 6. Estructuras formadas dentro de la raiz de aguacatero en la asociacién micorricica
arbuscular fotografias tomadas con microscopio electrénico de marca JEOL IJMS-6480LV de INCAx-
sight Oxford instruments propiedad del Instituto Tecnoldgico Superior de Uruapan en donde A. hifas;
B. vesicula; C. arbusculo
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Figura 7. Estructuras formadas dentro de las raices de aguacatero en la
simbiosis micorricica arbuscular. Observadas en microscopio compuesto a
40X y 100X en donde tenemos a y b. Arbusculos (Ar); c. Vesiculas (v);
hifas (h); d. Esporas caracteristicas de la especie G. /intraradices

4.2 Evaluacion del nivel de micorrizacion en las raices colectadas

Con la verificacion por barrido de las muestras de acuerdo a Biermann vy
Linderman(1981), observamos la presencia de simbiosis micorricica a través de la
identificacion de estructuras intrarradicales propias de la simbiosis con HMA como
vesiculas (Figura 7c) y arbusculos (Figura 7 a, b). Se estimé el nivel de micorrizacion

con el programa Mycocalc, registrando la abundancia de arbusculos en los segmentos
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de raices observadas y se reconocié que en las localidades de Santa Rosa (13.48 %
organico y 10.53 % convencional), El Parque (36.59 % organico y 6.33 %
convencional) y San Juan Nuevo (30.78 % organico y 3.59 % convencional ), los
porcentajes de la intensidad de colonizacion en el sistema radical (% M), fue mayor
en los huertos bajo manejo organico que en los huertos bajo manejo convencional;
sin embargo, en la localidad de Toreo el bajo la colonizacion estimada fue mayor en
el huerto con manejo convencional (1.88 %) comparado con el 0.38% que presento
el huerto organico (Cuadro 6). Por otro lado, los analisis también mostraron que en
los huertos bajo manejo organico de las localidades de Santa Rosa, El Parque y San
Juan Nuevo, el porcentaje de la estimacion de la abundancia de arbusculos en el
sistema radical (% A), es mayor que en los huertos con manejo convencional, sin
embargo, en los huertos de Toreo el bajo, el porcentaje de estimacién de la
abundancia de arbusculos fue mayor en el huerto con manejo convencional que en el

organico (Cuadro 6).

Cuadro 6. Estimacion del porcentaje de colonizacion por HMA en raices de
aguacatero con el programa Mycocalc

% M % A
Localidad organico convencional organico convencional
Manejo
Santa Rosa 13.48 10.53 5.25 3.65
Toreo el bajo 0.38 1.88 0.37 1.48
El Parque 36.59 6.33 0.24 0.05
San Juan Nuevo | 30.72 3.59 54 0.07

%o M= Estimacion de la intensidad de la colonizacion en el sistema radical
%o A= Estimacion de la abundancia de arbusculos en el sistema radical

El nUmero de arbusculos presentes en los segmentos de las raices analizadas
fueron también sometidos a un ensayo de comparacién de medias de las poblaciones

de las muestras pareadas, observando que para la localidad Santa Rosa y Toreo el
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bajo no hubo diferencia estadistica significativa entre muestras pareadas (P <0.05 %)
en los tipos de manejo de los huertos (Figura 8ver anexo 4 cuadro 1 y cuadro 2)
Estos resultados podrian sugerir que el tipo de manejo de los huertos no influyen en
la presencia de arbusculos, sin embargo, Lo anterior también podria deberse a que
en huertos de la localidad de Santa Rosa y Toreo el bajo, a los huertos
convencionales “Huitzicho” y El puerto se aplica cierta cantidad de estiércol y control
bioldgico como parte de su manejo cada cierto tiempo. Por otro lado, en las
localidades El Parque y San Juan Nuevo los resultados del andlisisindican que hay
diferencia significativa (P < 0.05%) entre los manejos convencional y organico
(Figura 9) respecto a la presencia de arbusculos en las raices de aguacatero, siendo
mayor la poblacidon de arbusculos en los huertos bajo manejo organico en
comparacion con el manejo convencional, lo cual nos dice que la variacion podria
deberse a que los huertos Santa Monica y El Parque convencional para su buen
manejo utilizan fertilizantes, herbicidas y fungicidas en comparacion con los huertos

“Milpillas” y EI Parque los cuales son tratados Unicamente con enmiendas organicas.

A B
SANTA ROSA TOREO EL BAJO

25 -
22.0 - 20 4
215

21.0 | 157

ARBUSCULOS

20.5 10 -

20.0

0.5
19.5 4
18.0 ]

ORGANICO CONVENCIONAL ORGANICO CONVENCIONAL
MANEJO DE LOS HUERTOS

ARBUSCULO

MANEJO DE HUERTOS

FIGURA 8. Frecuencia de la colonizacién por arblsculos de HMA en raices de aguacatero de los
huertos analizados por comparacion de medias pareadas con significancia de 0.05 % de A)
Localidad de Santa Rosa, Uruapan en donde el manejo organico pertenece al huerto “ el Puerto”
observandose mayor frecuencia de arbusculos presentes en raices de aguacatero comparado con
el huerto de manejo convencional “Huizache” de la misma localidad. , B) Localidad de Toreo el
bajo el huerto bajo sistema orgdnico “la mesa” presenta mayor frecuencia de colonizacién por
arbusculos que el huerto con manejo convencional “Huitzicho” sin embargo no hay diferencia
significativa entre manejos para la presencia de arbUsculos en los diferentes huertos.
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FIGURA 9. Frecuencias de arblsculos presentes en las raices de aguacatero los graficos
muestran el analisis de comparacién de medias 0.05 % de significancia A) localidad del
Parque nacional en el huerto bajo manejo organico “El parque” se notd mayor presencia
de arblsculos en comparacion con el huerto “El parque convencional” mostrando que
estadisticamente son diferentes B) en la localidad de San Juan Nuevo el huerto bajo
manejo organico “Milpillas” de una manera similar presenta mayor frecuencia de
colonizacion por arblsculos en raices de aguacatero que en huerto bajo manejo
convencional “Santa Ménica” y a su vez muestran diferencia estadistica entre ellos.

En maiz se ha observado que el manejo organico produce una mayor actividad
en los hongos micorricicos arbusculares respecto al mismo cultivo en condiciones de
manejo convencional (Douds, 1989); sin embargo, en el manejo convencional del
aguacatero en la region de Michoacan se incluye el uso de enmiendas organicas
como compostas, mientras que en el manejo organico puede incluirse el uso de bajas
concentraciones de algunos compuestos quimicos que estan permitidos en este tipo
de manejo, pero que pueden alterar la microbiota del suelo como lo es el sulfato de
cobre, esta puede ser la razon de no encontrar diferencias estadisticas significativas
en la abundancia de arbusculos entre los huertos pareados con condiciones de
manejo distintas. Otras condiciones ambientales también pueden afectar la frecuencia
de micorrizacion puede haber efecto de la época del afio sobre las poblaciones de

HMA, al respecto, se ha observado en maiz que esta variacién podria deberse
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principalmente a la época del afio ya que Douds (1991) reporta que mientras en un
cultivo organico en la época en la que se estima hay mayor presencia de material
verde hay un 70 %, mientras que en un cultivo con manejo convencional solo llega a
un 40 %. Sin embargo para evitar este posible efecto nosotros colectamos las

diferentes muestras durante la misma época del afo.
4.3 Optimizacién del protocolo para la obtencidn de DNA de raiz de aguacatero

Como se observa pese a las dificultades para el aislamiento de DNA de un
tejido como el de la raiz de aguacate, con gran cantidad de compuestos fendlicos y
azucares, asi como restos de materia organica y algunos otros componentes, la
combinacién del protocolo modificado por Khan et a/, 2007 con base en CTAB vy el
uso del kit Illustra™usado en este trabajo (Figura 10 A), nos permiti obtener DNA
total de las muestras de raices de aguacatero colectadas que, bajo las condiciones
descritas en la metodologia, fue de calidad y concentracidon suficientes para lograr

amplificaciones adecuadas por PCR (Figura 10B).

A

”ﬂ. [3

Figura 10. Evaluacion de protocolos para obtencion de DNA de HMA de raices
de aguacatero y su amplificacion por PCR  A) evaluacion de los protocolos
para obtencion de DNA total de raiz de aguacate (Persea americana Mill) carril
(1-3); protocolo CTAB (1); kit Illustra (2); protocolo estandarizado para este
estudio (3); marcador de peso molecular de 1kb (M). B) amplificaciones por
PCR obtenidas de los protocolos evaluados de extraccion de DNA protocolo
CTAB (1); kit Illustra (2); protocolo estandarizado para este estudio (3)
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4.4 Identificacion de especies de HMA en raices de aguacatero

El DNA aislado de las raices de aguacatero nos permitié amplificar fragmentos
de la regién 18S-ITS1-5.8S-ITS2 del rDNA de HMA por PCR anidado de acuerdo al
protocolo y oligonucledtidos descritos por Redecker (2000) y Redecker (2006b).

4.4.1 las raices de aguacatero colectadas presentan DNA de diversos grupos del

Phylum Glomeromycota.

Las amplificaciones por PCR anidado para las muestras pareadas de cada
localidad, bajo las condiciones descritas en materiales y métodos fueron adecuadas
para la detecciéon de grupos del Glomeromycota.En una primera reaccion de
amplificacion se utilizaron los oligonucledtidos NS5 e ITS4 y las condiciones de
amplificacion ~ descritas  por  Redecker  (Redecker,  2000; Redeckeret
al.,2003;Redecker,2006), que fueron disefiadas para amplificar un fragmento de los
rDNA de especies fungicas (White el al 1990). No en todas las muestras se observo
un producto de amplificacién detectable en el gel de electroforesis (Figura 11), ya
gue no siempre es observable la amplificacion en la primera ronda (Redecker, 2000)
sin embargo se continud con el PCR anidado, a partir de todos los productos de la
primera amplificacion, independientemente de haber detectado o no amplicén en el

gel de agarosa.

~1,2 kb > wes S8 &55 555859 -—

Figura 11 Primera etapa de PCR con los para deteccion
de DNA flungico utilizando los oligonucledtidos NS5 e
ITS4 (1-9); marcador de peso molecular 1Kb el peso
molecular de la banda es aproximadamente 1.2 Kb.
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Las amplificaciones generadas por el PCR anidado a partir de los productos de la
primera amplificacion, con los cinco juegos de oligonucledtidos descritos para
identificacion de grupos de Glomeromycota, de acuerdo a Redecker (Redecker, 2000;
Redeckeret al.,2003, Redecker,2006b), mostraron amplicones de pesos moleculares
entre 300 y 700 pb con distintos patrones, de acuerdo a lo esperado (Figura 12). En
los cuatro huertos se obtuvieron amplificaciones con los oligonucledtidos disefiados
para los grupos de Glomus, (Figura 12 a) Acaulospora (Figura 12 b), Archaeospora
(Figura 12 d) y Gigaspora (Figura 12 b), sin embargo no todas las muestras de raices
presentaron amplificacion para todos los grupos. El control negativo de amplificacion
para los grupos de Glomeromycota con todos los juegos de oligonucleédtidos
utilizados, a partir de DNA de d6rganos aéreos de aguacatero (yemas y hojas) no
mostrd productos de amplificacién. Estos resultados sugieren que las raices de
aguacatero de los huertos comerciales establecidos en Michoacan presentan DNA
distinto al de la especie vegetal y que las raices de una misma planta pueden

presentar DNA de distintos grupos de HMA.
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Figura 12. Amplificacion selectiva de cuatro grupos de Glomeromycota a partir de DNA de
aguacatero micorrizado. Los oligonucleétidos utilizados fueron: a, Glom 1310 y Glom 5.8R; b, ITS 1F
y Giga 5.8R; ¢, ITS4 y ACAU 1660; d, ITS4 y Arch 1311. El DNA blanco pertenece a raices de arboles
de huertos bajo manejo organico (1-6), manejo convencional (7-12), yemas apicales de tejido aéreo
de aguacatero (13). M, marcador de peso molecular de 1 kb.
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En el Cuadro 7 se observa que de las 30 reacciones de amplificacion
ensayadas para las seis muestras de raices de cada localidad por tipo de manejo 24
mostraron productos de amplificacion en el huerto bajo manejo convencional de la
localidad de Santa Rosa (LOC1).de las 24 reacciones, cinco fueron obtenidascon los
oligonucledtidos GLOM 1310 y GLOM 5.8R,los cuales amplifican DNA del grupo donde
se incluyenGlomus mosseae, G. intraradices y G. versiforme, cinco con el par GIGA
5.8R e ITSIF que amplifican Gigasporaceas, seis mas con el juego de
oligonucledtidos ACAU 1660 e ITS4, que estan dirigidos a un grupo que incluye
Acaulosporacea sensuwy A. stricto, dos con ARCH 1311 en combinacion con ITS4 que
amplifican un grupo en donde incluye especies como Archaeospora gerdemannii, A.
trappei, Glomus occultum y Glomus brasilianum, por Ultimo, con el par de
oligonucledtidos LETC1670 e ITS4 que estan disefiados para amplificar Glomus

etunicatumy Glomus claroideumse obtuvieron seis

Para las muestras del huerto bajo manejo organico de la localidad de Toreo el
Bajo (LOC2) se generaron un total de 16 reacciones de amplificacion positiva, de las
cuales seis se obtuvieron con los oligonucleétidos GLOM1310 y GLOM5.8R y con
LETC1670 e ITS4; uno con el par GIGA5.8R e ITS1F, asi como con ITS4 y ACAU1660;
y dos con ARCH1311 e ITS4. En el huerto con manejo organico de la localidad de El
Parque (LOC3) sélo se obtuvieron once reacciones con amplificacion, de éstas, tres
fueron con GLOM1310 y GLOM5.8R asi como con GIGA5.8R e ITS1F y con ARCH1311
e ITS4; con ACAU1660 e ITS4 se obtuvieron dos, en esta localidad no obtuvimos
amplificaciones evidentes con el juego de oligonucledtidos LETC1670 en combinacion
con ITS4. Finalmente, en el huerto organico de la localidad de San Juan Nuevo
(LOC4)unicamente se obtuvieron tres reacciones con amplificaciones conGLOM1310 y
GLOM 5.8R, para el resto de juegos de oligonucledtidos no se generaron
amplificaciones. Estos resultados muestran que existen diferencias en la diversidad y
abundancia de grupos de Glomeromycota en las raices de aguacatero de las
diferentes localidades evaluadas.
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Para los huertos bajo manejo convencional la abundancia de amplificaciones
por localidad fue similar (Cuadro 7). En la localidad de Santa Rosa se mostrd el mayor
nimero de reacciones de amplificacion positiva (21), seis con los juegos de
oligonucledtidos GLOM1310/GLOMS5.8 y con GIGA/5.8/ITS1F, cinco, tres y una con los
juegos ACAU1660/ITS4, ARCH 1311/ITS4 y LET1670/1TS4, respectivamente. En el
huerto de Toreo el Bajo (LOC2) hubo un total de 16 reacciones de amplificacion
positivas, con un nimero mas elevado al utilizar los oligos LETC1670/ITS4 (seis), tres
con los juegos GIGA 5.8R/ITS1F, ARCH 1311/ITS4 y dos con los juegos
GLOM1310/GLOMS5.8 y ACAU1660/ITS4. Para el huerto de El Parque se obtuvieron 14
reacciones con amplificaciéon, siendo mas evidentes con los oligos
GLOM1310/GLOMS.8, con seis reacciones positivas; cinco con GIGA/5.8/ITS1F; dos
con LETC1670/ITS4, una con ARCH 1311/ITS4 y no se lograron productos de
amplificacion con el juego ACAU1660/ITS4. Por ultimo, para el huerto de San Juan
Nuevo (LOC4) sblo se obtuvo productos de amplificacion en siete de las 30
reacciones, seis al utilizar los oligonucledtidos GLOM1310/GLOM5.8 y uno con
GIGA/5.8/ITS1F.

Por lo que para ambos tipos de manejo, el mayor nimero de reacciones con
amplificacion se generd con los oligonucledtidos GLOM1310/GLOM5.8, seguido de los
juegos GIGA/5.8/ITS1F, LETC1670/ITS4, ACAU1660/ITS4 vy finalmente ARCH
1311/ITSA4.

Sin embargo, del total de reacciones con amplificacion observados, la mayoria se
presentaron en la localidad de Santa Rosa tanto para los huertos bajo manejo
organico (24), como para los huertos bajo manejo convencional (21). El nimero
menor de reacciones positivas se observo en la localidad de San Juan Nuevo para los
huertos bajo ambos manejos tres para el organico y siete para el de manejo
convencional, lo cual puede deberse principalmente a las aplicaciones que se realizan

en los huertos,
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Cuadro 7Amplificacion para cinco grupos de HMA con raices micorrizadas de aguacatero de cuatro
localidades de Michoacan y bajo dos condiciones de manejo. Matriz dicotomica de ausencia/presencia
(0/1) de productos de amplificacién observados en el gel de agarosa al 1.2 % al utilizar cinco juegos
de oligonucledtidos en 12 muestras de raices de aguacatero bajo manejo organico y convencional, de
las localidades de: Santa Rosa (Locl), Toreo el Bajo (Loc2), El parque (Loc3) y San Juan Nuevo (Loc

4).
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4.4.2 Analisis y seleccion por RFLP de los amplicones obtenidos por PCR anidado

Para distinguir polimorfismos entre los amplicones generados a partir de
muestras distintas al utilizar un mismo juego de oligonucledtidos se realizaron
ensayos de RFLP a los productos del PCR anidado. Las enzima utilizadas para estos
ensayos fueron Hinf1y Mbo 1 (isoesquizdmero de Dpn II; Figura 13),observando
patrones de restriccion distintos para los amplicones generados con cada juego de
oligonucledtidos, e incluso se encontraron diferencias entre amplicones obtenidos con
los mismos juegos de oligonucledtidos. De acuerdo a Redecker (2000), los patrones
obtenidos con las enzimas de restriccionHinf I'y Dpn Ilpodrian ser suficientes para
distinguir especies de HMA, sin embargo, la mayoria de los patrones obtenidos en el
presente trabajo no estaban representados entre los descritos por el autor (Redecker,
2000), unicamente se encontrd similitud de dos patrones generados con Hinf1 con
los reportados para Glomus brasilianum y Glomus clarum, asi como dos de los
generados con MboKueron similares a los correspondientes de Acaulospora morrow'y
Acaulospora laevis. Por esta razon, se resolvid ubicar los productos de amplificacion
que hubiesen mostrado patrones de restriccion distintos entre si y secuenciarlos para
su mejor caracterizacion, seleccionando un total de 42 productos de amplificacion

diferentes.
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Fig. 12 Digestion con enzimas de restriccion de los productos de
PCR anidado. M) Marcador de peso molecular 100pb P) Producto
de PCR anidado 1, 3 y 5) digestion con la enzima de restriccion
Hinfl; 2,4 y 6) digestion con la enzima Mbo |

4.4.3. La seleccion de colonias transformadas mostrd que el vector tenia el inserto del
producto de PCR anidado de HMA

Los 42 productos de PCR anidado fueron clonados en el vector pCR 2.1 TOPO,
de los cuales se seleccionaron 135 clonas que se consideraron positivas por haber
crecido en el medio selectivo.Se confirmd la presencia del inserto en cada clona por
PCR con los oligonucledtidos M13F y M13R, que se anclan en secuencias flanqueantes
al sitio de clonacion mdultiple del vector. Para seleccionar las clonas a ser
secuenciadas se consideraron Unicamente aquellas cuyo producto de amplificacién
fuera mayor a 200 pb (Figura 13), que es la distancia que separa a los sitios de
anclaje de M13F y M13R, y las clonas con estos productos de amplificacion
correspondieron a falsos positivos. Se seleccionaron un total de 32 clonas positivas

para su secuenciacion.

M 1 2 3 NI D 61 #7 SEEDTUNTTI T M 13 14 15 16 17 18 19 205 21 522722324 %25
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Figura 13 Seleccién de clonas positivas por PCR, utilizando los oligonucleotidos M13F y
M13R. Amplicones de clonas positivas; marcadas con una cruz (+) se incubaron en medio Lb
liquido (1-25); marcador de peso molecular de 100 pb (M)
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Se obtuvo DNA plasmidico de las clonas seleccionadas a partir del cual se
confirmd la presencia del inserto por amplificacién por PCR con los oligonucledtidos
M13F y M13R (Figura 14) y un total de 32 muestras, pertenecientes a clonas
distintas,se nombraron HMAVO (hongo micorrizogeno en aguacatero) acompanado
de un numero consecutivo (1-32) y el grupo al que hipotéticamente pertenecian por
los oligonucledtidos utilizados, y se enviaron para su secuenciacion al laboratorio
Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO) del CINVESTAV-IPN

Irapuato, Guanajuato, México.

M2 T3 NTA R 56T e 8 B9 10511 2125513

200pb >

Figura 14. Amplificacion por PCR de DNA plasmidico
productos de la amplificaciéon de DNA plasmidico usando los
oligonucledtidos M13 F y M13 R (1-13). Los amplicones
mayores de 200 pb marcados con una cruz (+) fueron
preparados para enviar a secuenciar. Marcador de peso
molecular (M)

4.4.4 Las secuencias obtenidas pertenecen a grupos de hongos micorrizégenos

arbusculares

De las 32 secuencias de rDNA recibidas de LANGEBIO solamente se
seleccionaron 15 ya que del resto s6lo se obtuvieron secuencias parciales de tamano
menor a 60 pb que hacian inviable su comparacion en los bancos de datos. Se hizo
un analisis de alineamiento tipo Blast utilizando el programa Geneious version5.4.2
(Drummondet al., 2010) para alineamiento por similitud con secuencias que el propio

programa obtiene del banco publico de datos “GenBank” del NCBI obteniendo
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referencias de las secuencias descritas en el cuadro8, las cuales fueron seleccionadas
de mas de 300 alineamientos con un minimo de 130 secuencias por alineamiento
tomando en cuenta el valor de “E-value” mas cercano a cero, y el porcentaje de
identidad mas cercano a 100 % al compararlas con las secuencias obtenidas en este
estudio.

Cuadro 8. Caracteristicas de las secuencias con mayor porcentaje de similitud con las
obtenidas a partir de raiz de aguacatero. Las secuencias fueron seleccionadas por un analisis
tipo Blast con el programa Geneious y los datos de cada secuencia fueron obtenidos del
Genbank NCBI.

organismo accesion Regidn Origende la % E-value | Referencia
9 en NCBI conservada secuencia Identidad
Glomus 18, secuencia Blaszkowski
intraradices FI009595 parcial de ITS1 Espora 97.5 0 et al., 2009
. 18S, secuencia Blaszkowski
Glomus irregulare | F1009617 parcial de ITS1 Espora 95.1 0 et al., 2009
Secuencia parcial
de 18S, secuencia
Glomus no completa de Bonfante
cultivable FN397340 | 111 585, 1152 | |ufaneora 100 0 etal, 2010
y secuecnia
parcial de 28S.
Secuencia parcial
de 18S, secuencia
Gigaspora completa de 3.10e- Schipler
margarita FN54756% | o1 5.85, ITs2 Espora 981 123 etal, 2010
y secuencia
parcial de 28S.
Parcial 185,ITS1,
Ceratobasidium DO102437 5.85.1'I'SZ, . Ceratobasidium 975 0 Sharon
sp secuencia parcial sp et al., 2007
de 285
Secuencia parcial
de 18S, secuencia
completa de
Glomus no AM992812 ITS1,5.85, ITS2 y , Galvan etal.,
. s : Raices 95.9 0
cultivable secuencia parcial 2009

de 28S.

Finalmente se realizd un analisis filogenético con el método de construccion de
arboles “Neighbor-Joining” y el modelo de distancias genéticas “Jukes-Cantor” en el
programa Geneious, los andlisis de “bootstrap” fueron hechos con 1000 replicas,

usando las secuencias generadas por el analisis tipo Blast. Los cladogramas
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realizados con los alineamientos muestran que el taxa es principalmente monofilético,
lo cual sugiere que provienen de un mismo antecesor (ShiBler et al, 2001),
formando dos grupos principales en donde HMAVO 11, alineado con Ceratobasidium
sp., forman el primer grupo y se separa del resto de las secuencias. En el segundo
grupo se integran cuatro subgrupos, el primero incluye HMAVO 12 y HMAVO 15; con
mayor similitud entre ellas mismas que con cualquiera de las secuencias depositadas
en el GeneBank, el segundo subgrupo contiene HMAVO 13 alineada con la secuencia
FN397340, que corresponde a un hongo no cultivable, de acuerdo aBonfante y
colaboradores (2010), en el tercer subgrupo se alinea HMAVO 14 con la secuencia
FN547564 correspondiente a Gigaspora margarita (Schileret al., 2010), dentro del
cuarto subgrupo HMAVO 19 se separa del resto, indicando mayor similitud con los
miembros de este subgrupo que con las secuencias de los tres subgrupos anteriores,
sin embargo, al igual que HMAVO12 Y HMAVO 15 no se alinea con un alto porcentaje
de similitud con las secuencias depositadas en el GeneBank, seis de las secuencias
restantes del cuarto subgrupo (HMAVO 1, HMAVO 2,HMAVO 22,HMAVO 24, HMAVO
26 yHMAVO 3) forman el clado mas grande del arbol filogenético, mostrando alta
identidad con las secuencias de Glomus intraradices (Blaszkowski et al., 2009), un
Glomus no cultivable (Galvan et al,, 2010) y Glomus irregulare (Blaszkowski et al.,
2009), sugiriendo que todas estas pertenecen a la misma especie, lo cual
corresponde con el hecho de que Glomus irregulare es el anteriormente denominado
Glomus intraradices (Blaszkowski yCzerniawska, 2008), por su parte la secuencia
denominada Glomus no cultivable, fue obtenida a partir de raices micorrizadas de
cebolla (Allium cepa L), por lo que no logrd ser caracterizada morfoldgicamente, sin
embargo, por el porcentaje de identidad compartido con el resto de las secuencias de
este clado, se sugiere que pertenece a la misma especie. Las Ultimas tres secuencias
incluidas dentro del cuarto subgrupo se separan en dos clados, en donde HMAVO 10
se mantiene separado sin alinearse con alguna secuencia del grupo, ni con el resto
del arbol, las secuencias HMAVO 20 y HMAVO 21 se alinean entre si, indicando mas
cercania entre ellas que con el resto de las secuencias del arbol filogenéticoo las

reportadas en el GeneBank.
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Ceratobasidium sp.

HMAVO 11 (GIGA)
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FIGURA 15. Analisis filogenético Neighbour-joining (vecino mas cercano) de hongos micorricicos
arbusculares usando secuencias de rDNA obtenidas de raices de Aguacate muestreadas en Uruapan,

100

100

100

DQ102437 (97.5%)
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Michoacan México. El programa usado fue Geneious Basic 5.4.2 version de prueba. En el arbol se

muestra la escala del porcentaje del consenso de las secuencias obtenidas para este estudio fueron
etiquetadas el nombre del hospedero y un nimero consecutivo y entre paréntesis grupo al que

hipotéticamente pertenecen por los oligonucledtidos usados. Estos fueron alineados con secuencias
obtenidas de esporas obtenidas del NCBI. Los valores de “bootstrap” de 1000 replicaciones indican la
robustez del arbol de 100 % en las ramas.
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Con seis de 15 secuencias asociadas a una especie se podria sugerir especies
monofileticas y resaltando una alta abundancia de esta especie en las raices de
aguacate, lo cual coincide con lo reportado en esporas para el género de Glomus en
un estudio realizado por Aguirre y colaboradores (2009) en donde reporta que este
género esta presente con mayor abundancia en huertos de aguacate, sin embargo,
cuando se realizd el RFLP en las secuencias de G. intraradices se observo
polimorfismos, ya que resultaron patrones distintos entre los amplicones

correspondientes a estas secuencias.

Por otro lado, el analisis filogenético mostrdé que de las 15 secuencias, siete (HMAVO
15, HMAVO 14, HMAVO 19, HMAVO 22, HMAVO 24, HMAVO 26, HMAVO 21)
pertenecen a huertos de aguacatero bajo manejo convencional y se alinean
principalmente con grupos de Glomus sp. y Gigaspora sp., las seis secuencias
restantes (HMAVO 11, HMAVO 12, HMAVO 13, HMAVO 1, HMAVO 2, HMAVO 10)
pertenecen a huertos con manejo organico y se alinean principalmente con
secuencias de grupos de Glomus sp 'y Ceratobasidium sp., por otro lado la figura 15
muestra la efectividad del uso de los oligonucleédtidos disefiados por Redecker (2000;
2006b) para la deteccion grupos de HMA en raices ya que en el cladograma no se
muestran alineamientos que sugieran grupos monofiléticos entre secuencias
obtenidas con juegos de oligonucledtidos distintos, Sin embargo la mayoria de los
clados no presentan homologia con secuencias reportadas en el GeneBank o se
describen como hongos no cultivables, lo cual limita su identificacion. Por lo que es
necesario ampliar los bancos de datos o generar bancos gendmicos con las
secuencias de las especies de HMA obtenidas a partir de suelos donde se cultiva

aguacatero.
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4.4.5 Se encontré diversidad de especies de HMA entre manejos organico y

convencional

Con la finalidad de analizar la diversidad de HMA presentes en las raices de
aguacatero, se hizo un analisis con base en el indice obtenido con el programa de
analisis de datos de aloenzimas y poblaciones genéticas “Tool for population Genetic
Analyses” (TFPGA) disefiado por Mark (1997). En este ensayo se generd una
matrizbinaria de datos para indicar la presencia o ausencia de los amplicones
secuenciados encontrados en cada una de las muestras de raices de aguacatero
analizadas; sefialando la ausencia del amplicdn en cada muestra como “2”, mientras
que la presencia fue marcada como “1”. Los resultados mostraron que el indice de
diversidad de HMA asociados a raices de aguacatero es mayor en los huertos de la
localidad de Santa Rosa (Figura 16a), respecto al resto de los huertos, mientras que
los huertos de la localidad de San Juan Nuevo presentan la menor diversidad
encontrada. Ademas, en la mayor parte de los huertos se observd una diversidad mas
elevada en la mayoria de los huertos bajo manejo organico que en aquellos bajo
manejo convencional. El huerto bajo manejo convencional “El Puerto del Huizache”,
de la localidad de Santa Rosa, fue el que presentd el mas alto indice de diversidad. Es
importante mencionar que este huerto, pese a ser considerado de manejo
convencional, recibe enmiendas organicas, ademas de las fertilizaciones quimicas, lo

cual puede estar alterando las poblaciones microbianas en el suelo.

Al generar un ferograma resultante de conlgomerados por el método de grupo
de pares imponderados con media aritmética (UPGMA, por sus siglas en inglés), el
cual nos muestra las similitudes entre las poblaciones de HMA en raices de
aguacatero de las localidades evaluadas, respecto, basado en la diversidad de
especiesencontradas en cada uno de los huertos, de acuerdo a los indices obtenidos
con el programa TFPGA (Figura 16) se encontrd que la diversidad entre todos los
huertos analizados se divide en dos principales grupos, en uno de estos se agrupan

Unicamente los huertos de la localidad de Santa Rosa, cuya diversidad es mas similar
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entre los huertos, independientemente de su tipo de manejo, que con los del resto de
las localidades, sin embargo la distancia entre ellos(0.035) indica la hay mayor

divergencia entre ellos que en el resto de las localidades.

Por su parte, la discrepancia entre los huertos convencionales de “El Parque” y
“San Juan Nuevo” es la mas cercana entre todos los huertos, seguidos por los
huertos con manejo organico de la localidad de Toreo el bajo (loc 2) y San Juan
Nuevo (loc 4). Independientemente de que la ubicacion geografica no coincida entre
ellos, el huerto organico “el parque” (loc 3), y el huerto convencional “La mesa” (loc
2) presentan una discrepancia muy cercana a cero y a los huertos convencionales de
la localidad de el Parque y San Juan Nuevo, lo que podria indicar que las
diversidades de HMA en estos huertos de son muy parecidas independientemente del
manejo y la ubicacidon geografica (Figura 16b).

Indice de diversidad TFPGA 0100 007 0050 00% 0000

- 0.4 LOC 3 Convencional 0.02
% 0.35 - LOC 4 Convencional 0.03
g 037 LOC 3 orgénico 009
9 025

= LOC 2 Convencional 0.09
T 02 .

2 s HORGANICO L[ LOC 2 orgénico 0.12
§ 0.1 i 4 CONVENCIONAL LOC 4 Orgnico 0.06
-g 0.05 :quI { LOC 1 Organico 0.28
2 ool 0.35

LOC 1 Convencional
STAROSA  TOREO  ELPARQUE SANJUAN

Localidades de estudio

Figura 16. Indices de diversidad de HMA para huertos de aguacatero de cuatro localidades a) El
grafico muestra la diversidad de grupos de HMA presentes en las localidades de huertos bajo
manejo organico y convencional, el grafico se realizd con base en el indice de diversidad
determinado por el programa TFPGA b) El ferograma muestra la similitud de las localidades
respecto a los grupos de HMA presentes basadas en el indice de diversidad determinado por
TFPGA.
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Para corroborar la informacion de diversidad encontrada por el analisis de
datos con el programa TFPGA se compard con el indice de diversidad de Shannon
usado para analizar la diversidad d de especies. Los resultados mostraron quela
diversidad de HMA en huertos organicos fue mayor que en huertos convencionales
(Cuadro 9b) sin embargo, al analizar las diversidad molecular en el programa TFPGA
usando bootstrap con 1000 replicas obtuvimos un valor (F-statistic) 0.0079 a una
significancia de P>0.05 %. Las diversidades medidas con el indice de Shannon-
Weiner nos dieron un valor de 0.416 con significancia de P> 0.05 %, en ambos
analisis no se mostrd diferencia estadistica significativa al 95 % de probabilidad, y
aunque el indice de Shannon-Weiner es usado para determinar diversidad
morfoldgica, para este estudio se calculé con base en el numero de filotipos
presentes por sistema de produccion (organico y convencional), la diversidad de
grupos de HMA obtenidos por secuenciacion detectados en raices de aguacatero bajo
manejo organico y convencional no muestran diferencia, lo anterior coincide con un
estudio reportado por Galvan y colaboradores en donde al darle seguimiento durante
dos afos a un cultivo de cebolla bajo condiciones de manejo organico y convencional
en una region de Europa (Flevolanda y Zelanda) en donde reportaron filotipos
asociados con Glomus mosseae y Glomus Caledonim, sugiriendo que el sistema de
cultivo no influye en la diversidad de HMA que colonizan las raices (Galvan, et al.,
2009)
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Cuadro 9 Indices de diversidad de grupos de HMA a) diversidad calculada con el
programa TFPGA para cada una de las localidades de muestreo; b) resultado del
analisis de igualdad que comprueba la las diferencias del indice de diversidad
respecto al tipo de manejo en las localidades estudiadas.

Localidades Organico Convencional
Santa Rosa 0.28 0.35
Toreo el Bajo 0.12 0.09
El Parque 0.09 0.02
San Juan Nuevo 0.06 0.03
b Tipo de manejo TEPGA Shannon-
de los huertos Wiener
Organico 0.15 2.61
convencional 0.14 2.49

Finalmente se corrobora que el programa TFPGA arroja resultados confiables
para evaluar la diversidad molecular de especies respaldando con mayor soporte los
resultados obtenidos para los analisis de diversidad de HMA en raices micorrizadas de

aguacatero.
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V. CONCLUSIONES

La presencia estructuras caracteristicas de la simbiosis de HMA en raices de

aguacatero no se ve influenciada por el manejo.

Los resultados muestraN alta diversidad en huertos de aguacatero producido bajo

un sistema organico.

Gigaspora margarita y Glomus intraradices son especies identificadas por
secuenciacion de DNA de HMA aislado de raices de aguacatero, predominando G,

Intraradices

Una especie del género Ceratobasidium fue identificada en los huertos bajo

manejo organico

El estudio no reporto diferencia estadistica en la diversidad de grupos de HMA en

huertos de aguacatero bajo manejo convencional y organico

Los anadlisis filogenético sugiere que entre las especies asociadas a raices de

aguacate se encuentran G. intraradices, Gigaspora margarita y Ceratobasidium

Se confirmé que los juegos de oligonucledtidos son capaces de amplificar secuencias

de grupos distintos.
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ANEXOS

ANEXO 1 Esquema vector pCR Topo 2.1

BeZo ATS
M13 Revarse Primer | mr'l‘:' L HF;" !

SEI:I ﬂia‘l’HI

CAG i ACA GTT ATL ACC BRIG ATT AOG CTR AGC I'TG GIE CCE ASC TOG AT TCA CIR
GIC CTT ToT ChA TAT T TAC Tah IeC LT TCx ARC CAT GGC IO- ALC CTA ET GAT

B EcoR |

R

ETE ACE GOC GIC AST BTG CIG roc coc CTTRIPEIM: Gec cia TTT TeC
CAT TGD DG CGE TCA TAT GAC CTT ARG GG TTT ©CG CIT ARG ACG

EoR Y ExX | Ll Ahal Met | ¥ha |
| | | | 11
BEE TATL TCA TTR CAT IGh CRE CCx CTC GAG CAT GEA TCT AGA
TIZT ATA G&T BLGT GTER ACC GTC GGC GRG CIC GTA OGT AGE TCT

TV Profmeater M3 Forsard §-20) Pimer
ART TR I:GT
\\ T2 CTT AZC RIE & ITA AGT |@AC TGG CAG CAL ART

Apal
I

EEG CTC AAT

°0C GGRE TTA

ZET GAC TGz
@4 CA CIG ACC

ICG |(C2C TAT

AEC |GG ATA

FRR AAC
ITT TIG

Comments for pCR®2.4-TOPO®
393 nucleotides

LacZe fragment: bkases 1-0947

M13 reverse priming zite: bazes 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T¥ promoter/priming site: bases 264-383

M13 Forward {-20) priming site: bases 351-406
1 origin: bases 343955

Kanamycin resistance ORF: bazes 13159-2113
Ampicillin resistance QORF: bases 2131-2991
plIC origin: bases 3136-3809
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ANEXO 2. Medios, soluciones y amortiguadores

Azul de tripano 0.05% en acetoglicerol (para 1 litro y medio)

400 mL Acido acético 85%
500 mL Glicerol
600 mL Agua destilada

0.75g Azul de tripano

Acetoglicerol
400mL Acido acético 85%
500 mL Glicerol

600 mL Agua destilada

Medio LB (1 Litro)

4g Extracto de levadura
10g triptona

5g NaCl

pH 7.0 aforar a 1 litro

Medio LB-agar (1 Litro)
4g Extracto de levadura
10g triptona

5g NacCl



15g agar bacterioldgico

Obtencion de Plasmidos (Birnboin and Doly (1979))
Solucién 1

50 mM glucosa, 25 mM Tris HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0)

Solucion II
0.2 N de NaOH, 1% SDS
Solucion III

Acetato de potasio 5M, acido acético glacial 3M

SB buffer 20X (1 Litro)
8g NaOH

~34g B(OH)3
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ANEXO 3 Esquema para el calculo de la estimacion de la colonizacion del sistema

radical.
S [ N T o (e N TP N o o [ ) o PN T )
INCLASSESFROM 0 TO 5
0 1 2 3 4 5
1 < I < J 5 < 5% =509 LTl
( SCERING ARSUSCULE ANUNDANCE )
None @ AO @
Few arbuscules @ Al
Frequent : AZ ﬂ
Al 1 A3
Al A2 A3
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ANEXO 4 Andlisis estadisticos de comparacion de medias

CUADRO 6.

d (d-D)?
7 29.64
-12 183.75
8 41.53
11 89.19
0 2.42
-32 1125.97
3 2.08
-19 422.53
-14 241.97
21 508.75
11 89.19
17 344.31
33 988.75
19 304.31
20 340.21
20 340.21
11 89.20
0 2.42

sd
302.73

Sd
17.39

Manejo
ORGANICO
CONVENCIONAL

4.10

Arbusculos
21.8
20.2

T calc T tab
0.38 1.74

NO HAY DIFERENCIA

Desvest
10.85
9.86
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Cuadro 7

(d-D)*
1.49
67.60
67.60
1.49
60.49
1.49
77.05
281.49
1.49
0.05
1.49
10.38
1.49
1.49
1.49
1.49
1.49
1.49

s’d
34.18

Sd
5.85

Manejo
ORGANICO
CONVENCIONAL

1.38

Arbusculos
2.3
1.1

T calc T tab
0.89 1.74

NO HAY DIFERENCIA

Desvest

5.44
2.37
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Cuadro 8

(d-D)2
1.23
15.12
118.57
97.79
8.35
4.46
15.12
1.23
4.46
4.46
4.46
16.90
26.12
4.46
9.68
4.46
4.46
4.46

s’d
20.34

Sd
4.51

Manejo
ORGANICO
CONVENCIONAL

1.06

Arbusculos
2.9
0.6

T- calc T tab
1.99 1.74

EXISTE DIFERENCIA

Desvest
4.15
1.04
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Cuadro 9

(d-D)*

61.36
23.36
14.69
8.03
23.36
330.03
1.36
1.36
0.03
23.36
61.36
46.69
61.36
8.03
84.03
491.36
51.36
23.36

s’d

77.32

Sd

8.79

Manejo
ORGANICO
CONVENCIONAL

2.07

Arbusculos
3.2
2.3

T calc T tab

2.33 1.74

EXISTE DIFERENCIA

Desvest
411
4.21
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