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RESUMEN

Los microorganismos presentes en su entorno influyen en el crecimiento de las plantas
y pueden ser mutualistas, como los hongos formadores de micorrizas o no mutualistas,
como los hongos endofitos. En este trabajo se aislaron especies fungicas de la raiz y suelo
rizosférico de arandano (Vaccinium corymbosum L.) cultivado en el estado de Michoacén,
México con la finalidad de analizar su potencial como promotores de desarrollo vegetal
(PGPF, por sus siglas en inglés). Seis cepas flngicas fueron identificadas molecularmente
mediante las regiones del espaciador transcrito interno (ITS) del ADN ribosomal, asi como
tres actinomicetos de manera morfologica. Se evalud su capacidad de modificar el
desarrollo de plantulas de Arabidopsis thaliana (Col 0) mediante dos configuraciones
experimentales (cajas Petri compartimentadas y no compartimentadas), para investigar la
influencia de compuestos difusibles y volatiles sobre el fenotipo de la planta.

Phialocephala fortinii y Mortierella alpina y los tres actinomicetos (morfotipos 23, 24
y 28) promovieron el crecimiento de Arabidopsis thaliana, sobre todo en cajas
compartimentadas, donde se observ un incremento de la longitud de raiz principal (2 cm)
y el nimero de raices laterales (34), sugiriendo que los compuestos volatiles son los
responsables. Las especies promotoras de desarrollo vegetal seleccionadas y dos hongos
utilizados como referencia: S. vermifera, un hongo micorricico orquideoide y un hongo
micorricico ericoide (HMEr), se evaluaron mediante lineas reporteras, ARR5::GUS y
DR5::GUS PRI1::GUS y LOX2::GUS, para estimar la respuesta de genes a la acumulacion
de citocininas, auxinas, acido salicilico y dcido jasmonico respectivamente en los tejidos
vegetales. Los resultados indican que P. fortinii, M. alpina, S. vermifera y HMEr, activan
diferencialmente los genes reporteros de las lineas evaluadas. Estos hongos se inocularon
en plantas adultas de arandano. Los resultados obtenidos a los ocho meses de interaccion,
mostraron que S. vermifera aumentd la mayoria de las variables evaluadas a excepcion de
la altura en la cual no se observd influencia por ninguno de los hongos estudiados. Por su
parte, M. alpina, inhibi6 el nimero de hojas por planta; mientras que HMEr destaco en el
incremento de biomasa radicular. La inoculacion con P. fortinii no demostré tener efectos
significativos sobre las variables agricolas evaluadas. La concentracion de clorofila
disminuy6 de manera general con respecto a la medicion inicial. Se observaron porcentajes

de colonizacion fungica de 35 — 40 %, siendo el mas bajo M. alpina, el cual, no formd
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ninguna estructura micorricica particular; mientras que las plantas inoculadas con P.
fortinii, S. vermifera y HMEr, mostraron estructuras similares a los enrollamientos
intracelulares formados por micorrizas ericoides tipicas. Los efectos de la colonizacion
fueron neutros en el desarrollo de V. corymbosum sin embargo, se prevee que tienen
potencial para promover el crecimiento vegetal de esta especie representando un recurso

bioldgico con gran potencial para su uso como bioestimulantes en la agricultura actual.

Palabras clave: Berries, Phialocephala fortinii, Mortierella alpina, S. vermifera, A.

thaliana, Actinomicetos, Hongos promotores del crecimiento vegetal.
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ABSTRACT

Microorganisms present in their environment influence plant growth and can be
mutualistic, such as mycorrhizal-forming fungi, or non-mutualistic, such as endophytic fungi.
In this work, fungal species were isolated from the root and rhizosphere soil of blueberry
(Vaccinium corymbosum L.) cultivated in the state of Michoacan, Mexico with the purpose
of analyzing their potential as plant development promoters (PGPF, for its acronym in
English). . Six fungal strains were identified molecularly using the internal transcribed spacer
(ITS) regions of ribosomal DNA, as well as three actinomycetes morphologically. Its ability
to modify the development of Arabidopsis thaliana (Col 0) seedlings was evaluated using
two experimental configurations (compartmentalized and non-compartmentalized Petri
dishes), to investigate the influence of diffusible and volatile compounds on the plant
phenotype.

Phialocephala fortinii and Mortierella alpina and the three actinomycetes
(morphotypes 23, 24 and 28) promoted the growth of Arabidopsis thaliana, especially in
compartmentalized boxes, where an increase in the length of the main root (2 cm) and the
number of roots was observed. laterals (34), suggesting that volatile compounds are
responsible. The selected plant development promoting species and two fungi used as
reference: S. vermifera, an orchid mycorrhizal fungus and an ericoid mycorrhizal fungus
(HMEr), were evaluated using reporter lines, ARRS5::GUS, DR5::GUS, PR1::GUS and
LOX2::GUS, to estimate the response of genes to the accumulation of cytokinins, auxins,
salicylic acid and jasmonic acid respectively in plant tissues. The results indicate that P.
fortinii, M. alpina, S. vermifera and HMEr differentially activate the reporter genes of the
lines evaluated. These fungi were inoculated into adult blueberry plants. The results obtained

after eight months of interaction showed that S. vermifera increased most of the variables
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evaluated except for height in which no influence was observed by any of the fungi studied.
For its part, M. alpina inhibited the number of leaves per plant; while HMEr stood out in the
increase in root biomass. Inoculation with P. fortinii did not demonstrate significant effects
on the agricultural variables evaluated. The chlorophyll concentration generally decreased
with respect to the initial measurement. Fungal colonization percentages of 35 — 40% were
observed, the lowest being M. alpina, which did not form any particular mycorrhizal
structure; while plants inoculated with P. fortinii, S. vermifera and HMEr showed structures
similar to intracellular coils formed by typical ericoid mycorrhizas. The effects of
colonization were neutral in the development of V. corymbosum; however, it is anticipated
that they have the potential to promote the plant growth of this species, representing a

biological resource with great potential for use as biostimulants in current agriculture.

Key words: Berries, Phialocephala fortinii, Mortierella alpina, S. vermifera, A. thaliana,

Actinomycetes, Plant growth promoting fungi.
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1. INTRODUCCION

Las plantas mantienen una constante interaccién con los microorganismos que se
desarrollan a su alrededor mediante la cual, logran modular su crecimiento y defensa,
asegurando con esto una mejor adaptacion al ambiente. Esta relacion se lleva a cabo
mediante exudados vegetales que pertenecen a diferentes clases quimicas dependiendo
de su estructura (Yadav et al., 2017, 2018). La liberacion de estos compuestos involucra
una gran cantidad de genes que, a su vez, regulan la produccién de compuestos vegetales
como giberelinas, citocininas, brasinnosteroides, acido abscisico, etileno, acido
jasmonico, acido salicilico y estrigolactonas, permitiéndole a la planta responder a las
diferentes situaciones a las que se enfrentan durante su crecimiento; por lo tanto, se
encuentran directamente relacionadas con el desarrollo, metabolismo y defensa vegetal
(Agarwall et al., 2019). De manera interesante, las plantas no son las unicas encargadas
de la produccion de metabolitos, pues los microorganismos asociados a ellas también
tienen esta capacidad, por lo que pueden alterar su fisiologia (Piechulla et al., 2017;
Wenke et al., 2019). Dichos compuestos, que pueden ser volatiles o difusibles median
las interacciones entre plantas y microorganismos (Bouwmeester et al., 2019),
permitiendo el establecimiento de relaciones que pueden clasificarse como asociativas,
simbiodticas, neutrales o patdogenas (Haldar et al., 2015).

Muchas de estas interacciones, tienen lugar en la rizésfera y en gran parte son
llevadas a cabo mediante hongos, los cuales tienen un rol imprescindible, ya que son
considerados uno de los grupos taxonémicos mas importantes junto con las bacterias
(Devi et al., 2020). Es posible encontrar a los integrantes del reino Fungi asociados en
tres diferentes regiones de las plantas: Dentro o en la superficie de sus hojas, tallos y
raices, teniendo un rol imprescindible en la proteccion ante patdégenos o la promocion
de desarrollo gracias a la produccion de acidos organicos, fitohormonas, compuestos
organicos volatiles y/o difusibles, entre otros (Ghosh et al., 2018; Frac et al., 2018; Rana
etal., 2019). Incluso, pueden modificar la arquitectura de la raiz mediante la produccion
de raices laterales o pelos radiculares que, subsecuentemente, incrementan el acceso a

nutrientes y agua (Wei et al., 2020).
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Algunas especies vegetales se desarrollan en sitios carentes de nutrientes o en
condiciones edaficas hostiles, por lo que se ven obligados a interactuar con
microorganismos mutualistas, con los que coexisten en comunidades ecologicas
complejas (Vandenkoornhuyse et al., 2015). El cultivo del arandano azul (V.
corymbosum) nativo del noroeste de América (Camp, 1945), representa un potencial de
desarrollo econdmico para México, ya que produce 36 700 toneladas al afio de las cuales
se exporta el 95.4 % al mercado estadounidense y a algunos paises arabes y asiaticos,
siendo los estados de Sinaloa, Jalisco y Michoacan los principales productores de esta
frutilla (SADER, 2018). Desafortunadamente, para cumplir con la demanda actual, los
productores han acudido al manejo intensivo de este cutivo que, como muchos otros, se
basa en la utilizacion de productos quimicos, afectando directamente la estructura y
funcién de las comunidades de la rizésfera (Pérez-Jaramillo et al., 2018).

Por lo anterior, es necesaria la busqueda de alternativas para mejorar el rendimiento
de los cultivos agricolas, que disminuyan los efectos adversos al recurso suelo. Una
opcidn prometedora es el aprovechamiento de las interacciones benéficas que se llevan
a cabo de manera natural entre los hongos y las plantas. El género Vaccinium, tiene un
amplio rango de interacciones entre sus raices y hongos, en su mayoria ascomicetos,
formando micorrizas del tipo ericoide que mejoran su nutricion mineral (Pearson y
Read, 1973). Estos hongos endomicorricicos incluyen a Oidiodendron maius (Wei et
al., 2016; Casarrubia et al., 2016; Pescie et al., 2021), Cadophra sp., Lachnum sp.
(Bizabani y Dames, 2015), Pezicula ericae (Deyu et al., 2021), entre otras. Ademas,
también destaca su asociacion con hongos endofitos septados oscuros como
Phialocephala fortinii (Daghino et al., 2022), que tienen la capacidad de liberar enzimas
que degradan compuestos orgdnicos y acidos que pueden disolver nutrientes insolubles
como el fosforo (Spagnoletti et al., 2017). También se han reportado hongos de la
divisién Basidiomicota en asociacion con ericaceas, destacando el género Serendipitia
(Sebacinales, Agaricomicetes), quienes también son habitantes comunes de las raices
de arandanos (Vohnik et al., 2016).

Se ha documentado que los hongos tienen afinidad por ciertos géneros de plantas,
mientras que otros estudios reportan que la preferencia es determinada por la planta

hospedera, que selecciona taxones compatibles (HilleRisLambers et al., 2012), siendo
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distinas las especies asociadas a Vaccinium sp., € incluso las respuestas a la inoculacion
por especies de hongos como Leohumicola sp., Oidiodendron maius y Mielinomyces
sp. son distintas entre variedades (Bizabani et al., 2016). Esta preferencia es un
mecanismo clave para que ambas especies coexistan, pues los socios fungicos ofrecen
beneficios diferentes que las plantas pueden aprovechar de acuerdo a sus recursos
ambientales (Van Geel et al., 2020), reflejando con esto la especiacion ecoldgica y la
coevolucion (Polme et al., 2018).

Desafortunadamente, el estudio de los mecanismos especificos involucrados en este
tipo de interacciones microbianas en arandano (V. corymbosum) es limitado, por lo que
es necesario mejorar la comprension de la funcion del microbioma de la rizosfera, dando
relevancia a la caracterizacion de las comunidades fungicas asociadas para conocer su
potencial en la agroecologia moderna.

Por otra parte, algunas especies vegetales pueden ser utilizadas como organismos
modelo de investigacion; tal es el caso de 4. thaliana (Yang et al., 2019), una planta
que ha contribuido a dilucidar muchos procesos bioldgicos, gracias a sus caracteristicas
como planta modelo entre las que se encuentran un ciclo de vida corto, tamafio pequefio
y un genoma ampliamente conocido (Provart et al., 2015). Estas caracteristicas
convierten a esta especie vegetal en una herramienta clave para la generacion de
conocimiento que permita la comprension de procesos fisioldgicos (Woodward y
Bartel, 2018), sobre todo aquellos involucrados en las interacciones que se llevan a cabo
en la rizésfera de cultivos de interés comercial. El amplio conocimiento del genoma de
A. thaliana, ha permitido la generacion de plantas con marcadores genéticos que
permiten analizar la expresion de genes que son clave en diferentes vias de sefializacion;
de esta forma, mediante la fusion de los promotores de los genes nativos fusionados a
genes reporteros, es posible explorar las respuestas vegetales de diversos procesos

fisiologicos (Méndez-Gomez et al., 2021).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto promotor de crecimiento vegetal
de 6 hongos aislados de la raiz y rizosfera de arandano (V. corymbosum). Los ensayos
in vitro se realizaron con plantulas del ecotipo Columbia 0 (Col 0) de 4. thaliana, en
contacto directo y en interaccion indirecta mediante caja Petri dividida que evita el

contacto fisico planta-hongo, con la finalidad de identificar si el efecto es causado por
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compuestos voldtiles o difusibles. Se realiz6 una seleccion de los hongos promotores de
desarrollo P. fortinii, M. alpina y tres actinomicetos (23, 24 y 28) ademés de dos hongos
micorricicos: S. vermifera y HMEr. Posteriormente, se utilizaron plantulas de las lineas
reporteras ARR5::GUS y DR5::GUS de A. thaliana para identificar la actividad de
citocininas y auxinas, respectivamente, involucradas en las mejorias fenotipicas de las
plantulas; ademas de las lineas reporteras PR1::GUS y LOX2::GUS relacionadas con la
actividad de 4cido jasmonico y écido salicilico, compuestos indicativos de respuestas
de defensa vegetal. Por ultimo, los hongos seleccionados se inocularon en plantas de
arandano azul (V. corymbosum) en condiciones de invernadero, para evaluar sus efectos

sobre variables agricolas y sanidad vegetal.
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2. MARCO TEORICO
2.1. Vaccinium sp.

El género Vaccinium es un frutal perenne de la familia de las Ericdceas que
comprenden 450 especies (Llerena et al., 2014; Hurkova et al., 2019). Las especies cultivadas
de Vaccinium son originarias del hemisferio Norte (Gonzales et al., 2017), mientras que las
especies silvestre de Vaccinium se encuentran en el neotropico y distribuidas en los Andes
de América del Sur (Coba-Santamaria et al., 2012; Chamorro y Nates, 2015). Se desarrollan
entre los 1500 y 4700 m.s.n.m., en temperaturas entre 3 y 17 °C, suelos acidos con un pH
entre 4 y 5 (Camacho, 2013; Cobo et al., 2016; Ormazabal et al., 2020). Son arbustos
ramificados que pueden medir hasta 2.5 metros y se caracterizan por tener hojas de nervadura
pinnada y flores pequeiias, distribuidas en racimos axilares (Gutiérrez, 2014) (Figura 1). El
fruto de esta planta es una baya de 5 a 8 mm de didmetro, con textura lisa y coloracion azul

(Coba-Santamaria et al., 2012) (Figura 2).

Figura 1. Flor de arandano (Vaccinium corymbosum).

Figura 2. Fruto maduro de arandano (Vaccinium corymbosum).
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Los frutos tienen 15 a 60 semillas (Chaparro & Ramirez, 1993; Chaparro & Becerra, 1999;
Buitrago et al., 2015) y tienen un elevado contenido de azlcares, antioxidantes, minerales y
vitaminas (Coba-Santamaria et al., 2012). El mercado de frutos de arandano ha
experimentado un incremento en la demanda en los Gltimos 10 afios. Este aumento se debe a
que las bayas son consideradas productos naturales y con muchos beneficios para la salud
humana (Romero, 2016). A nivel mundial el ardndano es la cuarta fruta de importancia
econdmica debido a sus propiedades antioxidantes y su resistencia a condiciones climaticas
desfavorables (FAO, 2017; Salgado et al., 2018). El cultivo del ardndano (Vaccinium
corymbosum L.) también representa un potencial de desarrollo econdmico para México, ya
que de su produccion total anual (66,482 toneladas) se exporta el 96.1 % al mercado
estadounidense, siendo los estados de Jalisco, Michoacdn y Sinaloa, los principales
productores de esta frutilla con un total de 31, 912; 15, 490 y 9, 130 toneladas,
respectivamente (SIAP, 2022).

2.2. Composicion nutricional del fruto del arandano

El género Vaccinium posee frutos que estdn compuestos principalmente de agua en un 80%,
mientras que el 20% restante estd compuesto de solidos como proteinas, carbohidratos y
lipidos (Coba-Santamaria et al., 2012; Franco et al., 2016). Las vitaminas presentes en el
fruto son: niacina, tiamina, 4cido ascérbico y los minerales que posee son el hierro y calcio
(Coba- Santamaria et al., 2012; Zhang et al., 2019). El fruto es una gran fuente de acidos
fenolicos, flavonoides y antocianinas (Arteaga & Arteaga, 2016; Coronel et al., 2019). Estos
compuestos han sido reportados como preventivos de enfermedades en los seres humanos,
principalmente cancer y diabetes (Aldaba-Marquez et al., 2016; Anticona et al., 2016;
Rodriguez-Daza et al., 2020). De acuerdo con varios estudios (Nagulsamy et al., 2015;
Franco et al., 2016; Spinola et al., 2018; Kim et al., 2019; Tombozara et al., 2020), el género
Vaccinium produce frutos con beneficios para la salud humana, lo que ha provocado un

incremento en su consumo (Franco et al., 2016; Hernandez et al., 2017).
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2.3. Vaccinium sp. y hongos endofitos

Las plantas del género Vaccinium interactian con diversos microorganismos. Las
interacciones con hongos pueden ser beneficiosas o perjudiciales para las plantas,
dependiendo del tipo de hongo y la naturaleza de la asociacion, permitiendo una gran
diversidad de interacciones planta — hongo (Kogel et al., 2006). Algunos hongos patdgenos
pueden causar enfermedades y afectar negativamente su crecimiento y productividad. Por
otra parte, también se llevan a cabo de manera natural algunas asociaciones con hongos
endofitos tabicados oscuros (DSE, por sus siglas en inglés) (Mandyam and Jumpponen,
2005) los cuales, se han reportado en diferentes especies de Ericaceae (Hambleton and
Currah, 1997) incluidos los arandanos; estos hongos tienen la capacidad de liberar enzimas
que degradan los compuestos organicos y acidos que disuelven los fosfatos insolubles
(Spagnoletti et al., 2017).

Otros hongos pueden establecer relaciones simbidticas con las raices de las plantas de
Vaccinium, formando micorrizas, que son estructuras beneficiosas que ayudan en la

absorcion de nutrientes del suelo.

2.4. Vaccinium sp. y hongos formadores de micorriza

Los arandanos desarrollan un sistema radical poco profundo con pocos pelos radiculares,
lo que provoca cierta ineficiencia en la absorcién de agua y nutrientes (Valenzuela et al.,
2008). Sin embargo, las raices normalmente estdn colonizadas por hongos micorrizicos
(Waters et al., 2008), cuyas hifas contribuyen positivamente a la funcion de los pelos

radiculares.

La micorriza representa una asociacion formada entre las raices de las plantas y las hifas
de algunos hongos; dependiendo del tipo de hongo involucrado en esta asociacion y de la
integracion morfologica hongo-raiz, la asociacion se ha clasificado como: a) Micorrizas con
manto fungico y b) Micorrizas sin manto fungico. En el primer caso, el manto, entra en
contacto con las raices de las plantas, las envuelve y las penetra intercelularmente a través de
las células del cortex, a su vez, se han clasificado en: Ectomicorrizas, Micorriza arbutoide y

Micorriza monotropoide. Por su parte, una de las principales caracteristicas de las las
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micorrizas sin manto fungico, es que las hifas penetran la raiz de forma intracelular y éstas
se han clasificado en: Micorriza arbuscular, Micorriza ericoide, y Micorriza orquideoide

(Brundrett, 2004).

En ambos tipos de micorriza, las hifas se ramifican en el suelo, formando una extensa
red capaz de interconectar subterraneamente a las raices de plantas de la misma o de
diferentes especies. Esta red de micelio permite, bajo ciertas condiciones, un libre flujo de
nutrimentos hacia las plantas hospederas y entre las raices de las plantas interconectadas
ofreciendo a la planta hospedera y al ecosistema diferentes beneficios en términos de

sobrevivencia y funcionamiento (Camargo-Ricalde et al., 2012).

En la naturaleza, cada tipo de micorriza se presenta en un ecosistema y ambiente edafico
particulares y en ocasiones, con familias de plantas especificas (Smith y Read, 1998). Por
otro lado, los hongos micorricicos asociados que, por su tamafo pueden clasificarse en
micromicetos o macromicetos, pueden pertenecer a los Phylum Glomeromycota,

Ascomycota y Basidiomycota.

2.5. Micorriza ericoide

De manera particular, Vaccinium se asocia con hongos como Hymenoscyphus ericae,
Oidiodendron griseum, Oidiodendron cerealis, Oidiodendon rhodogenum (Couture et al.,
1983; Sadowsky et al., 2012) entre otros, formando la micorriza ericoide; una micorriza
especializada en plantas pertenecientes a la familia Ericaceae, como los ardndanos (género
Vaccinium). Se caracteriza por la presencia de enrrollamientos de hifas intracelulares (Read,
1996), (Figura 3), encargadas de conferir beneficios como una mejor adquisicion de
nutrientes minerales (Pescie et al., 2023), el alivio de estrés por sequia (Mu et al., 2021) o
mejorar su adaptacion y desarrollo en sitios con condiciones de acidez (Scagel, 2005), entre

otros.
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Figura 3. Estructuras tipicas de la micorriza ericoide. Colonizacion de Vaccinium, variedad
Brightwell 60 semanas después de la inoculacion (a) sin colonizacion en un control no inoculado.
Estructuras de micorrizas ericoides en plantas inoculadas con (b) Leohumicola (ChemO038), (c)
Oidiodendron maius (CafRU082b) (d) Meliniomyces (ECRUOQ75). Obtenido de Bizabani et al., 2016.

2.6. Arbidopsis thaliana como planta modelo

Arabidopsis thaliana (L.) es una planta herbacea de la familia Brassicaceae, es de pquefio
tamafio y de ciclo anual (Figura 4). Con el apoyo de andlisis moleculares, se sabe que existen
nueve especies de este género (Al-Shehbaz and O'Kane, 2002). Se ha empleado como
organismo modelo y ha sido objeto de estudio en areas de biologia molecular, fisiologia y
genética de plantas a pesar de no tener un valor agronémico alto. Lo anterior se debe a que
A. thaliana tiene ventajas valiosas para la investigacion cientifica, entre las que destacan un
genoma de tamafio pequefio organizado en cinco cromosomas (125 Mb), asi como un ciclo
de vida corto que consta de aproximadaente seis semanas desde su germinacion, hasta la
aparicion de semillas maduras; ademads, esta planta puede trabajarse facilmente en
condiciones de laboratorio. Por ultimo, A. thaliana, ha sido ampliamente estudiada
permitiendo la generacion de un gran niimero de lineas reporteras y mutantes (Cuesta y Cires
2011).
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28 en.  Arabe: Thabana Thale-crow

Figura 4. Imagen representativa de la planta modelo Arabidopsis thaliana. Obtenida de Cuesta y
Cires 2011.

2.6.1. Lineas reporteras de A. thaliana

El conocimiento y la disponibilidad de la secuencia completa del genoma de A4. thaliana,
ha proporcionado las bases a la comunidad cientifica para la creacion de técnicas y
procedimientos para la manipulacion de esta especie vegetal. Arabidopsis se ha convertido
en una referencia para la obtencion de colecciones de alteraciones genéticas, que
proporcionan un mejor analisis funcional de genes individuales, mediante el estudio del
fenotipo de genotipos en los que se han alterado genes especificos.

Un ejemplo de esto es la generacion de transformantes que expresan genes informadores
incluyendo el uso de B - glucoronidasa (GUS), como gen informador o reportero (Martin et
al., 1992); con este sistema, los patrones de expresion temporal y espacial se caracterizan en
detalle (Figura 5 A-J). Otro sistema importante es aquel que aprovecha la luciferasa y la
proteina fluorescente verde (GFP) para el mismo fin (Millar et al., 1992; Spelig et al., 1996),
monitorear la expresion de genes especificos durante los procesos de desarrollo vegetal
(Figura 5 K-O).

Estos genotipos generados artificialmente proporcionan una herramienta importante para
comprender mejor el control de procesos imprescindibles en las plantas. Lo anterior permite

el establecimiento de comunidades de investigacion con bastos recursos disponibles
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(Meninke et al., 1988), para descubrir el comportamiento vegetal ante condiciones

especificas de interaccion.

Figura 5. Imagenes representativas de genes reporteros. A -J) Gen reportero GUS y K - O) Gen
reportero GFP, en plantas transgénicas de A. thaliana (A) plantula de siete dias, (B) cotiledon de una
plantula de 7 dias, (C) meristema apical del brote, (D) raiz primaria con primordio de raiz lateral, (E)
raiz primaria con raiz lateral rama, (F) punta de la raiz primaria, (G) sistema de raices con raices
secundarias de una plantula de 20 dias de edad, (H) hoja verdadera de una plantula de 20 dias de edad,
(D) capullos florales, (J) brotes jovenes flores, (K y L) raiz primaria, (M y N) primordios de raiz lateral
y (O) raiz lateral emergente. Obtenida de Vassileva et al., 2015 con modificaciones.
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3. ANTECEDENTES

El rendimiento y la calidad de cualquier cultivo agricola, depende de factores como las
propiedades del suelo, las practicas agricolas, las condiciones climaticas, la lixiviacion,
mineralizacion y la asimilacion de los nutrientes. Este ultimo es en gran parte, llevado a cabo
mediante una estimulacion biolégica en la que participa una amplia gama de
microorganismos presentes en la rizosfera, los cuales, tienen la capacidad de liberar
metabolitos entre los que destacan algunos difusibles y volatiles que logran modificar el
entorno en el que se desarrollan, asi como emitir sefiales para otros organismos.

Bruzone y colaboradores en el afio 2016, realizaron un estudio para evaluar la abundancia
del hongo micorricico ericoide Rhizoscyphus ericae en dos bosques patagdnicos argentinos;
en sus resultados reportan que un 82.5 % de sus aislamientos pertenecian a Helotiales,
dominando los hongos micorricicos ericoides, seguidos por endofitos septados oscuros. Sus
resultados sugieren que la distribucion de R. ericae esté influenciada, entre otros, por factores
relacionados como el tipo de suelo y la presencia/ausencia y el tipo de vegetacion vecina
siendo el primer informe sobre R. ericae que coloniza las raices de Ericaceae en el hemisferio
sur.

Yang y colaboradores en el 2018, estudiaron la diversidad de hongos micorricicos
ericoides en Vaccinium uliginosum, a lo largo de un area de distribucion silvestre en China.
Obtuvieron un total de 280 aislamientos a partir de piezas de raiz, los cuales coincidieron con
16 géneros fungicos, usando como base de comparacion la secuencia del espaciador
transcrito interno, asi como sus caracteres morfologicos. Destacan en este trabajo algunos
géneros como Rhizoscyphus y Meliniomyces, Clavaria, Oidiodendron, Lachnum, Acephala
y Phialocephala. Por su parte, los autores reportan que los aislamientos de Cryptosporiopsis
ericae, Oidiodendron maius, Lachnum sp., Sordariomycetes sp. y Pleosporales sp. formaron
espirales de hifas ericoides. Ademas, los autores proponen la coexistencia entre hongos
micorricicos ericoides y endofitos septados oscuros, mediante un modelo putativo sugiriendo
que, bajo cierto estrés ambiental, como bajas temperaturas y poca disponibilidad de
nutrientes, las plantas ericoides pueden favorecer la co-colonizacion tanto por endéfitos
septados obscuros como por hongos formadores de micorriza ericoide.

Allen et al. (2003), compararon el ADN de cultivos fungicos de 15 raices de Gaultheria

shalon, de la isla de Vancouver, Canada. Filogenéticamente, entre los resultados destaco la
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presencia de Sebacina spp. (Sebacinaceae, Basidiomycota), Capronia sp. y Hymenoscyphus
ericae (Ascomycota); estos hongos formaron enrollamientos de hifas intracelulares en
experimentos posteriores con Gaultheria shalon dirigiendo la atencién a su funcién como
hongos formadores de micorriza ericoide.

Baba y colaboradores en el 2016, evaluaron la colonizaciéon y la diversidad de hongos
asociados a las raices de Vaccinium oldhamii, con el objetivo de obtener informacion sobre
sus propiedades micorricicas. Los autores observaron con frecuencia hongos micorricicos
ericoides y endofitos septados oscuros siendo dominantes los ascomicetos en particular los
hongos helotiales; a su vez, Rhizoscyphus ericae y Oidiodendron maius fueron los hongos
detectados con mayor frecuencia.

Phialocephala fortinii es un hongo endoéfito, comun de la raiz con una amplia distribucion
geografica y poca o ninguna especificidad de huésped. Se sabe poco sobre su especificidad
de habitat, pero hay evidencia de que los niveles freaticos altos pueden restringir su presencia
en los humedales. Addy y colaboradores en el 2000, probaron dicha hipétesis determinando
la distribuciéon de P. fortinii a lo largo de dunas de arena y humedales. Obtuvieron
aislamientos de P. fortinii, identificados sobre la base de caracteristicas culturales y
morfoldgicas de las raices de plantas vasculares, a través del gradiente de humedad. Los
autores reconocieron tres grupos distintos entre los aislamientos, sin embargo, P. fortinii, no
mostro especificidad de habitat y se presento tanto en sitios xéricos como hidricos.

En el afio 2016, Wei y colaboradores, aislaron una nueva cepa de hongo micorricico de
pelos radiculares de Rhododendron fortunei, cultivado en la Provincia de Zhejiang, China.
Los autores establecieron los métodos de cultivo de la cepa que denominaron Om19
perteneciente a Oidiodendron maius y evaluaron también su capacidad para formar
micorrizas en R. fortunei. Sus observaciones microscopicas, permitieron detectar hifas
hialinas en la superficie de los pelos radiculares y enrollamientos dentro de las celular
corticales indicando una colonizacion exitosa. Otro de sus experimentos se basé en comparar
el peso fresco y seco de R. fortunei, dos meses después de la inoculacién con Om19, en sus
resultados reportan datos mayores en plantas inoculadas que en plantas sin inocular, ademas,
el nitrogeno total absorbido por las plantas inoculadas, también fue mayor en comparacion

con los controles. De acuerdo a sus resultados, los autores concluyen que la cepa Om19
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representa una herramienta microbiana importante para mejorar la produccion de plantas de
Rhododendron fortunei.

Algunos autores confirman que los hongos micorricicos ericoides, mejoran el crecimiento
de las plantas que pertenecen a la familia Ericaceae, sin embargo, se sabe también que los
resultados de estas asociaciones estan influenciados por factores como el estado nutricional
del suelo, las condiciones climaticas, la variedad de huésped y el hongo asociado.

Bizabani y colaboradores en el 2016, en Sudafrica, realizaron un estudio en el que
determinaron la formacion de estructuras fungicas simbidticas en las raices de las variedades
de arandanos Misty (Vaccinium corymbosum) y Brightwell (Vaccinium ashei), después de la
inoculacién con las especies fungicas Leohumicola, Oidiodendron maius y Meliniomyces,
ademas, evaluaron los efectos de la inoculacion sobre el crecimiento. Observaron que todos
los hongos probados formaron estructuras micorricicas, caracteristicas de la colonizacién
ericoide en las raices de ambas variedades, sin embargo, el porcentaje de colonizacion fue
bajo obteniendo un 20.4% en Misty inoculado con Oidiodendron maius. En ambas
variedades inoculadas con Leohumicola o Meliniomyces, no mejoraron el crecimiento y la
biomasa de los brotes. Todas las especies de hongos mejoraron la biomasa de raices en Misty,
pero no en Brightwell. Los resultados indican que las respuestas a la inoculacién con los
hongos trabajados, varian entre las variedades de arandanos.

El crecimiento y desarrollo de las plantas, puede verse influenciado por microorganismos
mutualistas y no mutualistas. Casarrubia y colaboradores en el 2016, investigaron la
capacidad del hongo endomicorricico ericoide Oidiodendron maius, para influir en el
crecimiento y desarrollo de la planta no huésped Arabidopsis thaliana, utilizando diferentes
configuraciones experimentales (placas compartimentadas y no compartimentadas), para
investigar la influencia de las moléculas fungicas solubles y volatiles en el fenotipo de la
planta. O. maius, promovi6 el crecimiento de A. thaliana en todas las configuraciones
experimentales, lo cual se observd con un fenotipo peculiar de raices agrupadas,
caracterizado por el acortamiento de la raiz primaria y por un aumento en la longitud y el
nimero de raices laterales, solo en las placas no compartimentadas, lo que sugiere que las
moléculas solubles y difusibles son las responsables. La auxina fingica no parece estar
involucrada en la promocion del crecimiento de las plantas y en el fenotipo de raices

agrupadas, porque el cocultivo con O. maius, no cambid la acumulacion de auxina en los
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tejidos de las plantas, segtn lo evaluado en plantas que portaban la construccion reportera
DR5::GUS.

El estudio de hongos endoéfitos, ha incrementado en las ultimas décadas ya que es
necesario entender su interaccion con sus huéspedes, los tipos de relaciones que establecen
y sus efectos potenciales. Los hongos endofitos septados oscuros, se han aislado de plantas
sanas y se han observado que forman estructuras melanizadas en las raices, incluidas hifas
intracelulares y microesclerocios. Las caracteristicas mencionadas, provocan una baja
especificidad de huésped y a la vez, cubre un amplio rango geografico. Muchas
investigaciones han revelado los beneficios de las interacciones entre hongos endoéfitos
septados oscuros y sus huéspedes, dentro de los cuales destacan un mejor crecimiento
vegetal, mayor absorcion de nutrientes, asi como mayor resistencia al estrés bidtico y
abidtico. Otro beneficio reportado, es la capacidad de los hongos endofitos septados oscuros
de mitigar los efectos negativos de las enfermedades de los cultivos, destacandolos como
posibles agentes de biocontrol de enfermedades de plantas; debido a esto, algunos trabajos
como el de Santos y colaboradores en el 2021, analizaron los hallazgos de un nimero cada
vez mayor de estudios sobre estos hongos y sus interacciones, para evaluar su uso como
herramienta en el manejo integrado de enfermedades de cultivos agricolas.

Perotto y colaboradores en el 2022, recabaron datos de secuenciacion del genoma
microbiano de Vaccinium myrtillus. La base de su trabajo fue que si bien, los hongos
micorricicos ericoides, se asocian tipicamente con las raices de plantas ericaceas, nunca se
ha investigado si también colonizan otros 6rganos de sus huéspedes naturales. Los autores
aplicaron un enfoque de cddigo de barras para describir la comunidad fungica asociada con
los diferentes o6rganos de V. myrtillus. En sus resultados reportan, que los taxones de
Helotiales y Sebacinales, que se sabe que incluyen algunos hongos formadores de micorriza
ericoide, caracterizan la endosfera de la raiz, junto con Agaricales y Lecanoromycetes,
mientras que los tallos estaban enriquecidos con Agaricomycetes, Tremellomycetes y
Pleosporales; las hojas estaban enriquecidas en Sordariomycetes, Hysteriales y las flores
estaban enriquecidas con Dothideomycetes. Unidades taxondmicas operativas atribuidas a
hongos endofitos septados oscuros y hongos formadores de micorriza ericoide, conocidos o
putativos como Pezoloma ericae, Meliniomyces spp. y Phialocephala fortinii, se encontraron

en todos los 6rganos de la planta. Oidiodendron sp.. rara vez se detectd en 6rganos distintos
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de las raices en muestras de campo. Este primer informe de hongos formadores de micorriza
ericoide que colonizan los tejidos superficiales de la planta huésped, refleja su cercania
evolutiva con los end6fitos y aumenta la lista de hongos que ocupan varios nichos.

Algunos hongos endofitos tienen la capacidad de degradar celulosa y promover con esto
el desarrollo de las plantas como roles funcionales dobles. Surono y Narisawa en el 2021,
investigaron la actividad de la celulasa y la capacidad del hongo endéfito septado oscuro
Phialocephala fortinii, para promover el desarrollo de plantas no micorricicas.
Phialocephala fortinii 111.P1.18, CKG.II.10.1 y CKG.I.11 aumentaron el crecimiento de
Brassica oleracea en 7.63, 92.5 y 47.7% y Spinacia oleracea en 58.5, 283 y 303%,
respectivamente, en comparacion con la planta control. Un alto porcentaje de colonizacion
de P. fortinii, ocurrid tanto en B. oleracea como en S. oleracea. Este estudio demostrd que,
aunque P. fortinii tiene actividad de celulasa, no caus6 sintomas de enfermedad en plantas
no micorrizas, por lo que potencialmente puede ser multifuncional como descomponedor de
celulosa y promotor del crecimiento vegetal.

Los mismos autores (Surono y Narisawa) en el afio 2018, seleccionaron cinco de ocho
aislamientos fungicos endofitos tabicados oscuros y evaluaron su capacidad de inhibir el
crecimiento de Fusarium oxysporum en plantas de Asparagus officinalis. Demostraron que
las plantas inoculadas lograron sobrevivir y crecer saludablemente sin ninguin sintoma tipico
de enfermedad. El aislado de Phialocephala fortinii CKG.I.11 promovié de manera mas
efectiva el crecimiento de A. officinalis, después del desafio de la enfermedad de Fusarium
con fuentes inorganicas u orgénicas.

También se han dilucidado los efectos de Phialocephala fortinii en los mecanismos de
tolerancia de Aluminio (Al) de Miscanthus sinensis. Haruma y colaboradores en el 2021,
determinaron que en presencia de P. fortinii, M. sinensis produjo acidos clorogénico, citrico
y malico, que podrian actuar para aliviar la toxicidad del Al en el suelo 4cido provocado por
restos de minas. Antes de la inoculacion, los niveles de estos compuestos se redujeron,
aunque se incremento el crecimiento de las plantulas y la concentracion de Mg en las raices.
La produccion de AIA por parte del hongo, puede contribuir a mejorar el crecimiento de las
plantas, mientras que un aumento en la absorciéon de Mg, podria reducir la toxicidad de las

especies reactivas de oxigeno bajo estrés por Al. Los autores refieren que estas acciones de
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P. fortinii podrian promover el crecimiento y la supervivencia de M. sinensis en sitios
contaminados por actividades mineras.

En un estudio realizado por Deyu y colaboradores en el 2021, se examind el papel de los
hongos micorricicos ericoides (ERM, por sus siglas en inglés), para conferir resistencia a la
sequia a las plantulas de arandanos de hoja aterciopelada de tierras altas y bajas. Las plantulas
se inocularon con cuatro hongos ERM (Pezicula ericae, Pezoloma ericae, Meliniomyces
variabilis 'y Oidiodendron maius) aislados de raices de plantas ericaceas. Las plantas
inoculadas y no inoculadas se sometieron posteriormente a tres ciclos de estrés por sequia
retirando el riego. Las plantas de tierras bajas parecian beneficiarse relativamente mas de la
colonizacidén de micorrizas, en comparacion con las plantas de tierras altas. Después de tres
semanas de tratamientos, los pesos secos de las plantas de tierras altas bien regadas no
inoculadas, fueron mas altos en comparacion con las plantas de tierras bajas no inoculadas.
Sin embargo, estas diferencias fueron compensadas por la inoculacién de plantas con hongos
ERM, algunos de los cuales también mejoraron significativamente las caracteristicas de
resistencia a la sequia de las plantas de tierras altas y bajas. No hubo diferencias importantes
en los efectos de diferentes especies de hongos ERM, en las respuestas a la sequia de las
plantas de tierras altas y bajas. De los hongos micorricicos ericoides examinados, la
inoculacién con Pezicula ericae fue la mas eficaz para conferir caracteristicas de resistencia
a la sequia a plantulas de tierras altas y bajas y ayudo a mantener mayores potenciales hidricos
de los brotes, fotosintesis neta y tasas de transpiracion en plantas sometidas a estrés por
sequia.

Comarostaphylis arbutoides (Ericaceae) forma micorrizas arbutoides con Leccinum
monticola. Sin embargo, hasta ahora no se han descrito otros morfotipos. C. arbutoides
comparte hongos ectomicorricicos con especies de Quercus, siendo asi un refugio para estos
hongos tras la tala forestal de los robles. Huhdorf'y colaboradores en el 2014, recolectaron
micorrizas arbutoides de C. arbutoides del Cerro de la Muerte (Cordillera de Talamanca) en
Costa Rica, donde crece junto con Quercus costaricensis. Los autores identificaron a
Sebacina sp. después de secuenciar las regiones del ADNr del espaciador transcrito interno
(ITS) y la subunidad grande (LSU) junto con sus analisis filogenéticos. Es asi como algunos
hongos como Sebacina, forman asociaciones de diferentes tipos; ectomicorrizas, arbutoides,

ericoides y orquideoides con diversas especies de plantas.
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4. JUSTIFICACION

El crecimiento de ericaceas como el arandano, se lleva a cabo con una estrecha interaccion
con microorganismos. La mayoria de los estudios se han basado en el estado de los hongos
micorricicos; su ecologia, incidencia o caracteristicas de colonizacion, pero se conoce muy
poco sobre la identidad de géneros y especies o del rol que desempeiian cuando se alojan en
sus raices, por lo que es importante explorar dichas asociaciones en cultivos de interés
econémico como el ardndano azul en el estado de Michoacan, México, debido a que son
escasos los estudios al respecto. Para llevar a cabo este tipo de investigaciones, es necesario
identificar a los organismos asociados y evaluar su funcién hormonal y de defensa vegetal,
generando un especial enfoque en las estructuras que logran formar dentro de las raices de
esta frutilla, para identificar si estas interacciones favorecen su desarrollo vegetal. El
resultado de estos estudios permitird proponer métodos de manejo de estos microorganismos,
asi como establecer las herramientas bésicas para su uso como promotores de crecimiento
vegetal, representando una alternativa como biosestimulantes que mitiguen el uso
indiscriminado de productos quimicos en la agricultura actual, dirigiendo con esto la atencion

hacia un manejo mas sustentable del arandano azul en el estado de Michoacan.

5. HIPOTESIS

Los hongos micorricicos y endofitos aislados de la rizosfera de arandano (Vaccinium
corymbosum), promueven su desarrollo y sanidad vegetal, a través de mecanismos

identificables en una planta modelo como Arabidopsis thaliana.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de hongos micorricicos y endéfitos aislados de la rizésfera de ardndano
(Vaccinium corymbosum), sobre el desarrollo y sanidad vegetal, asi como elucidar los

mecanismos involucrados, a través de una planta modelo (Arabidopsis thaliana).

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Aislar y caracterizar morfologica y molecularmente a los hongos micorricicos y endéfitos

aislados de la rizosfera de ardndano (Vaccinium corybosum).

2.- Evaluar la respuesta de A. thaliana ecotipo silvestre (Col 0), a la inoculacion con los
aislados fungicos provenientes de arandano (Vaccinium corybosum), sobre su desarrollo

vegetal y la estructura de su raiz.
3.- Identificar los mecanismos fisiologicos implicados en la respuesta de 4. thaliana a
compuestos extracelulares fungicos, mediante el uso de las lineas reporteras ARR5::GUS,

DR5::GUS, PRI1::GUS 'y LOX2::GUS.

4.- Determinar el efecto de indculos fingicos, sobre el desarrollo vegetal de plantas de

Arandano (Vaccinium corybosum) en etapa de vivero.
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7. RESULTADOS

7.1. CAPITULO 1. Aislamiento e identificacion de microorganismos asociados a las
raices de Arandano (Vaccinium corymbosum)

Resumen

Los hongos asociados a las raices de las plantas juegan un papel imprescindible para
diferentes procesos involucrados en el desarrollo vegetal, desde su establecimiento, hasta la
resistencia a estrés del tipo biodtico y abidtico o el rendimiento vegetal. Los hongos presentes
en el entorno de las plantas, pueden clasificarse como mutualistas; como los hongos
formadores de micorrizas, o no mutualistas; como los hongos endéfitos. En nuestro pais es
limitado el conocimiento acerca de la identidad de hongos que interaccionan con especies
del género Vaccinium y con esto también es desconocida su funcion sobre el crecimiento
vegetal. El objetivo de este trabajo fue aislar, purificar, caracterizar e identificar
molecularmente microorganismos, en especial aquellos pertenecientes al Reino Fungi
asociados a las raices y suelo rizosférico de plantas de ardndano (Vaccinium corymbosum)
variedad Biloxi cultivado en el estado de Michoacan, México. Cinco cepas fungicas fueron
aisladas de raiz y una de suelo rizosférico, las cuales fueron identificadas molecularmente
mediante las regiones del espaciador transcrito interno (ITS) del ADN ribosomal. Las
secuencias obtenidas se compararon con la base de datos de GenBank y tomando en
consideracion una similitud del 99-100% se identificaron como: Phialocephala fortinii,
Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Phialemonium obovatum, Botrytis cinérea y
Mortierella alpina. Las secuencias fueron registradas con nimero de acceso a GenBank.
Ademas, también se aislaron tres cepas de actinomicetos identificados morfolégicamente

como MF23, MF24 y MF28.

Palabras clave: Micorriza ericoide, Hongos endofitos, Actinomicetos, Rizésfera, Vaccinium

corymbosum.
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Abstract

Fungi associated with plant roots play an essential role in different processes involved in
plant development, from their establishment to resistance to biotic and abiotic stress or plant
performance. Fungi present in the plant environment can be classified as mutualistic; such as
mycorrhizal, or non-mutualistic, fungi; such as endophytic fungi. In our country, knowledge
about the identity of fungi that interact with species of the Vaccinium genus is limited and,
with this, their function on plant growth is also unknown. The objective of this work was to
isolate, purify, characterize and molecularly identify microorganisms, especially those
belonging to the Fungi Kingdom associated with the roots and rhizospheric soil of blueberry
plants (Vaccinium corymbosum) Biloxi variety cultivated in the state of Michoacan, Mexico.
Five fungal strains were isolated from roots and one from rhizospheric soil, which were
molecularly identified through the internal transcribed spacer (ITS) regions of ribosomal
DNA. The sequences obtained were compared with the GenBank database and taking into
consideration a similarity of 99-100% they were identified as: Phialocephala fortinii,
Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Phialemonium obovatum, Botrytis cinerea and
Mortierella alpina. The sequences were registered with GenBank accession number. In
addition, three actinomycete strains identified morphologically as MF23, MF24 and MF28

were also isolated.

Key words: Ericoid mycorrhiza, Endophytic fungi, Actinomycetes, Rhizosphere, Vaccinium

corymbosum.
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I.1. Introduccion

En las plantas habitan millones de microorganismos parasitos, comensales y mutualistas,
que coexisten en comunidades ecologicas complejas (Vandenkoornhuyse et al., 2015). Estas
interacciones afectan el desarrollo, la salud, la productividad y la capacidad de las plantas
para resistir al estrés abiotico y bidtico. De manera especifica, las plantas y el microbioma
asociado a su raiz han evolucionado para utilizar su asociacion en beneficio mutuo. La planta
hospedera proporciona a los microorganismos de la rizésfera, un nicho rico en carbono
(Bulgarelli et al., 2012, 2015; Badri et al., 2013). Por su parte, los habitantes de la rizésfera
suministran a las plantas macro y micronutrientes, estimulan el desarrollo de 6rganos,
suprimen patégenos y modulan los niveles de fitohormonas de estrés (Bulgarelli et al., 2015).

La composicion y funcion del rizobioma, estan influenciadas por factores como las
propiedades del suelo y por la presencia y composicion de los rizodepositos (Peiffer et al.,
2013, Canarini et al., 2019). Los exudados de las raices contienen una mezcla compleja de
metabolitos de alto (lisados, mucilagos, proteinas) y bajo peso molecular (carbohidratos,
aminodcidos, acidos organicos y grasos, fenoles, esteroles) que suministran a los
microorganismos carbono, nitrogeno y energia para sus necesidades de crecimiento.

La capacidad de los microorganismos de la rizosfera para influir en la respuesta de las
plantas a las enfermedades y al estrés hidrico, la salinizacion y la contaminacion del suelo ha
impulsado estudios detallados del microbioma en numerosas especies de cultivos
(Raaijmakers et al., 2009; Edwards et al., 2015; Mahoney et al., 2017; Pfeiffer et al., 2017).
Para el caso del arandano, se han empleado enfoques tradicionales basados en cultivos y se
centran principalmente en la asociacion de Vaccinium spp. con micorrizas ericoides.

Algunos estudios integrales de microbiomas se centran en el estudio del efecto de las
practicas culturales en la estructura de las comunidades microbianas de la rizosfera de
arandanos silvestres (Yurgel et al., 2017, 2018). Es por esto que, a pesar de tener una larga
historia de uso comercial extensivo de esta frutilla, se sabe muy poco sobre la composicion
y funcion del rizobioma del arandano. De manera especial, en nuestro pais es muy limitado
el conocimiento sobre los hongos que interactian con las raices de los arandanos, asi como
su posible funcidén como promotores de crecimiento. Por tal razdn, el objetivo de este trabajo

fue aislar, caracterizar e identificar molecularmente a los hongos asociados a las raices y
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suelo rizosférico de plantas de arandano (Vaccinium corymbosum) variedad Biloxi, cultivado

de manera convencional en el estado de Michoacan, México.

1.2. Metodologia

Obtencion de muestras

Se seleccion6 un cultivo en produccion de arandano, ubicado en San Rafael Coapa,
Michoacan (Figura 6). Mediante un muestreo aleatorio se seleccionaron cinco plantas
aparentemente sanas y vigorosas, de las cuales se obtuvieron muestras de raices y suelo
rizosférico, que se mantuvieron en frio hasta su procesamiento en el Laboratorio de Genética
y Microbiologia de la Facultad de Biologia perteneciente a la Universidad Michoacana de

San Nicolas de Hidalgo.
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Figura 6. Mapa del sitio de obtencion de muestras de raiz y suelo rizosférico de ardndano (Vaccinium
corymbosum).

Obtencion y purificacion de microorganismos

De cada muestra de rizosfera, se realizaron cinco diluciones con agua destilada estéril. En
la dilucion 1 x 10-5 se observaron las hifas con un microscopio estereoscopico (marca
Labomed, modelo Luxeo 4D, Fremont, CA, EE. UU.) y se tomd cada una para resembrarse
en cajas Petri con medio de cultivo Agar Dextrosa Papa (PDA, por sus siglas en inglés,
Bioxon). Las raices se desinfectaron superficialmente sumergiéndolas en una diluciéon de

cloro al 10%, seguido de una solucion antibiotica de eritromicina al 2% y gentamicina al 1%
g yg
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con enjuagues de agua destilada estéril (Ortega-Larrocea, 2008); se cortaron en segmentos
transversales de 1 cm y se sembraron en medio de cultivo elaborado con 20 g de extracto
malta (Sigma Aldrich), 1 g de peptona de caseina (BD, Bioxon), 20 g de agar nutritivo (BD,
Bioxon) y 20 g de sacarosa comercial, obteniendo un total de tres réplicas por raiz que se
mantuvieron en incubacion a 25 °C durante 30 dias. Posteriormente, se sembraron en agar
agua 2% durante 24-36 h y se observo su crecimiento al microscopio en camara de flujo
laminar para seleccionar una hifa solitaria y transferirla a PDA obteniendo cultivos axénicos

por punta de hifa (French y Teddy, 1980).

Determinacion molecular de aislados

Los aislados fingicos se sembraron en papa dextrosa Broth (PDB), por sus siglas en
inglés, Sigma — Aldrich) y se mantuvieron en agitacion a 50 rpm a 25 °C durante 15-30 dias
en un agitador en seco (marca Thermo Scientific, modelo MaxQ 4450, Waltham,
Massachusetts, EE. UU.). Las hifas desarrolladas se transfirieron a membranas de dialisis
(0.2 uym) montadas en una bomba de extraccion al vacio para obtener el micelio fingico,
siguiendo el protocolo de Beltran-Nambo et al. (2018) y utilizando aproximadamente 3 ¢cm?
de micelio de cada aislado. Para la extracciéon de ADN de los aislados correspondientes a
actinomicetos se utilizaron muestras mediante raspado de aproximadamente 3 ¢cm? de cada
aislado. Ambos tipos de muestra se molieron en frio en un tubo de 2 ml y se sigui6 el
protocolo establecido por Sambrook y Russel (2001), con modificaciones en el buffer de
extraccion (LiCl 0.4 M y SDS 1%, EDTA 25 mM, TrisHCI 200 mM). La amplificacion se
realiz6 mediante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) en un
termociclador (marca Eppendorf, modelo AG 22331, Hamburgo, Alemania), utilizando en
el caso de los hongos, los cebadores universales ITS 1F (5- CTT GGT CAT TTA GAG
GAA GTA A-37) (Gardes y Bruns, 1993) e ITS 4 (3’ - TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-
5") (White et al., 1990) y para los actinomicetos la region 16S del rRNA mediante los
cebadores 27F (5- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y [1429R, (3" -
GGTTACCTTGTTACGACTT-5") (Parada et al., 2017), siguiendo en ambos casos el
protocolo sugerido por Swarts et al. (2010), pero utilizando una ADN polimerasa de la

compafiia Invitrogen (Platinum Green Hot Start PCR 2x Master Mix). Los productos se
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corrieron en gel de agarosa 1% y se observaron bajo luz UV en un transiluminador (marca
High performance, modelo UVP 95-0429-02, Madrid, Espafia). La secuenciacion en ambas

direcciones (5'-3" y 3’-5") se llev6 a cabo por Macrogen (Seul, Korea).

Alineamiento y relaciones filogenéticas

Las secuencias de los aislados fungicos se editaron con el software Sequencher version
4.1.4 y la identificacion de secuencias similares se llevo a cabo con la herramienta BLAST
(por sus siglas en inglés) de GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov), considerando 99-
100 % de similitud.

Por otra parte, se realiz6 el alineamiento de las secuencias obtenidas de los aislados de
este estudio, con secuencias similares de la base de datos del National Center of
Biotechnology (NCBI, por sus siglas en inglés), mediante la herramienta MUSCLE asi como
andlisis filogenéticos para la construccion de arboles representativos de las relaciones
genéticas de las especies fungicas aisladas. Estos procedimientos se realizaron a través del
método Neighbour-joining y con apoyo Bootstrap (n=1000 repeticiones), mediante el
software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA, por sus siglas en inglés)

version 11.0.13.

Caracterizacion morfoldgica y microscopica de los aislados

Se determind el color de la superficie de los cultivos a los 15 dias, con las cartas de color
para suelo Munsell (2000) y se analizaron otras caracteristicas macroscopicas como:
presencia de micelio aéreo, textura, margen, patron de crecimiento, presencia de exudados y
cambio de coloracion en el medio. Con las caracteristicas obtenidas, se elabor6 una tabla de
acuerdo a estados de caracter para su uso en el analisis de agrupacioén en morfotipos.

Para la caracterizacion microscopica se hicieron montajes en portaobjetos, tincion con azul
de tripano y se hicieron mediciones de las estructuras caracteristicas de cada microorganismo
y formacion de estructuras reproductoras, mediante un microscopio (marca Leica, modelo
DM1000) y se obtuvieron fotografias representativas con una camara integrada (marca Leica,

modelo DFC295).
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Determinacion de tasa de crecimiento de los aislados

Con la finalidad de conocer la duracion de desarrollo de los microorganismos, se

determino la tasa de crecimiento mediante la técnica de Currah et al. (1987), la cual consiste

en realizar mediciones del radio de crecimiento microbiano diarias en la parte inferior de las

cajas Petri con medio de cultivo PDA. Este procedimiento se representa con los valores

promedio de tres réplicas por microorganismo. Ademads, los datos de tasa de crecimiento

seran utiles para dar ventaja de crecimiento correspondiente en los experimentos de

interaccion A. thaliana — microorganismo.

1.3. Resultados

Aislamiento e identificacion de microorganismos

Se obtuvieron seis cepas fungicas (cinco de raiz y uno de suelo rizosférico), de los

cuales Phialocephala fortinii, Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Phialemonium

obovatum y Botrytis cinerea pertenecen al Phylum Ascomycota, mientras que Mortierella

alpina a la division Mucoromycota. Por su parte, F. oxysporum, A. alternata 'y B. cinerea,

son patdgenos de plantas (Sanchez-Fernandez et al., 2013); P. obovatum 'y M. alpina son

hongos saproétrofos y P. fortinii es un hongo endofito septado obscuro, con alto potencial

como formador de micorriza tipo ericoide. Los hongos identificados se registraron y el

namero de acceso se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Aislados fungicos obtenidos de raiz y suelo rizosférico de arandano (Vaccinium

corymbosum). Se indica el nimero de acceso asignado por GenBank asi como el porcentaje de

similitud.

Especies fiingicas Extraccién Numero de acceso GenBank % Similitud
Phialocephala fortinii Raiz OP895174 99.76
Fusarium oxysporum Raiz 0OP932005 100.00
Alternaria alternata Raiz 0OP932006 100.00
Phialemonium obovatum Raiz 0OP932009 99.79
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Mortierella alpina Rizoésfera 0OP912989 99.89

Botrytis cinerea Raiz 0OP932012 99.80

Los arboles filogenéticos de cada especie fingica aislada de raiz y rizésfera de arandano se

muestran a continuacion (Figuras 7-12).

so - OP895174.1 Phialocephala fortinii
75 |L AY078137.1 Phialocephala europaea
s AY078135.1 Phialocephala fortinii

AY078134.1 Phialocephala fortinii

* 1L AY078143.1 Phialocephala fortinii
97 AY078136.1 Phialocephala helvetica
88 AY078128.1 Phialocephala turiciensis
- 63 L AY078129.1 Phialocephala turiciensis
AF486125.1 Phialocephala compacta
74 AF486121.1 Phialocephala dimorphospora
39 AF486126.1 Phialocephala scopiformis
42
60
9%
100

AF486132.1 Phialocephala virens

AF486119.1 Phialophora finlandia

AF486124.1 Phialocephala fluminis
Figura 7. Arbol filogenético construido con base en el método Neighbour-joining de la secuencia de
laregion rDNA-ITS obtenida de P. fortinii, aislado de V. corymbosum en comparacion con secuencias
de referencia obtenidas del NCBI. Valores Bootstrap (n=1000 repeticiones).

AF486122.1 Phialocephala fusca
AF486131.1 Phialocephala xalapensis
AF486128.1 Phialocephala xalapensis
AF486127.1 Kendrickiella phycomycoides
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wo [ HQ332532.1 Fusarium equiseti

. L— HQ649909.1 Fusarium equiseti

MG736211.1 Fusarium
poae

— KU939070.1 Fusarium graminearum

— OP932005.1 Fusarium oxysporum

100

— HM802272.1 Fusarium oxysporum

. JX406512.1 Fusarium tricinctum

— KJ598871.1 Fusarium tricinctum

39

HM802273.1 Fusarium oxysporum

94 — HM802271.1 Fusarium oxysporum

— HQ332533.1 Fusarium proliferatum

MNO080230.1 Alternaria solani

Figura 8. Arbol filogenético construido con base en el método Neighbour-joining de la secuencia de
la region rDNA-ITS obtenida de F. oxysporum, aislado de V. corymbosum en comparacion con
secuencias de referencia obtenidas del NCBI. Valores Bootstrap (n=1000 repeticiones).
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o3 OP932006.1 Alternaria alternata

50 KJ718172.1 Alternaria euphoorbiicola

&0 KJ718201.1 Alternaria nitrimali

- KJ718229.1 Alternaria rostellata

42 KJ718110.1 Alternaria anodae
KJ718115.1 Alternaria azadirachtae
| > |: KJ718138.1 Alternaria cassiae

KJ718097.1 Alternaria acalyphicola

20 KJ718111.1 Alternaria aragakii

59 KJ718125.1 Alternaria blumae

> | KJ718249.1 Alternaria deserticola

KJ718098.1 Alternaria agerati

Figura 9. Arbol filogenético construido con base en el método Neighbour-joining de la secuencia de
la region rDNA-ITS obtenida de A. alternata, aislado de V. corymbosum en comparacion con
secuencias de referencia obtenidas del NCBI. Valores Bootstrap (n=1000 repeticiones).
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— OP932009.1 Phialemonium obovatum
74

52 HE610355.1 Phialemonium obovatum

HEG610356.1 Phialemonium obovatum

HE610354.1 Phialemonium obovatum

—— HE610359.1 Phialemonium atrogriseum

| — HE610358.1 Phialemonium globosum

96

L HE610335.1 Lecythophora lignicola

Figura 10. Arbol filogenético construido con base en el método Neighbour-joining de la secuencia
de la region rDNA-ITS obtenida de P. obovatum, aislado de V. corymbosum en comparacion con
secuencias de referencia obtenidas del NCBI. Valores Bootstrap (n=1000 repeticiones).
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% JX975949.1 Mortierella camargensis

42 JX975978.1 Mortierella elongata

44 AJ878508.1 Mortierella gamsii
JX975857.1 Mortierella bisporalis

100 100 ‘ . .
JX975966.1 Mortierella oligospora

— EF519872.1 Mortierella alpina

— 100 { OP912989.1 Mortierella alpina

EF519876.1 Mortierella alpina

JX976006.1 Mortierella globalpina
[ JX976130.1 Mortierella epicladia
31 JX975874.1 Mortierella horticola

HQ630325.1 Mortierella humilis

Figura 11. Arbol filogenético construido con base en el método Neighbour-joining de la secuencia
de la region rDNA-ITS obtenida de M. alpina, aislado de V. corymbosum en comparacion con
secuencias de referencia obtenidas del NCBI. Valores Bootstrap (n=1000 repeticiones).
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. NR147419.1 Botrytis porri

77 —— FJ169672.1 Botryotinia porri

24 —— FJ169670.1 Botryotinia porri

—— OP932012.1 Botrytis cinerea

23

'L FJ710809.1 Botrytis hyacinthi

FJ169669.1 Boftrytis aclada

JX399176.1 Botrytis byssoidea

- KU992700.1 Botrytis cinerea

— KU992698.1 Botrytis cinerea

29 — EU519207.1 Botrytis elliptica

811 MF521935.1 Botrytis cinerea

KP234040.1 Botrytis prunorum

Figura 12. Arbol filogenético construido con base en el método Neighbour-joining de la secuencia
de la region rDNA-ITS obtenida de B. cinerea, aislado de V. corymbosum en comparacion con
secuencias de referencia obtenidas del NCBI. Valores Bootstrap (n=1000 repeticiones).

Ademas, se aislaron también tres microorganismos con caracteristicas similares a los hongos,
pero presentaron dificultad en la identificaacion de estructuras tipicas de integrantes del
Reino Fungi por lo que, usando la literatura como base, se analizaron microscopicamente y

se agruparon en morfotipos distintos los cuales se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Aislados correspondientes a actinomicetos obtenidos de raiz y suelo rizosférico de

arandano (Vaccinium corymbosum), se indica el sitio de extraccion.

Actinomicetos aislados

Sitio de extraccion

Morfotipo 23
Morfotipo 24

Morfotipo 28

Raiz

Raiz

Raiz

Caracterizacion morfolégica macroscopica y microscopica de los aislados

Las caracteristicas de crecimiento de los aislados se concentraron y se muestran en la

Tabla 3. Se tomaron fotografias representativas del crecimiento de acuerdo a la tasa de

crecimiento respectiva de los hongos (Figura 13) y de los actinomicetos (Figura 14).

La observacion de las estructuras microscopicas de los aislados se observa en las Figuras 15-

20.

Tabla 3. Caracteristicas de crecimiento macroscopico de microorganismos aislados de raiz y

suelo rizosférico de arandano (Vaccinium corymbosum).

Identidad Color

Phialocephala fortinii Gley 1 6/5g
Fusarium oxysporum I0R5/3

Alternaria alternata 10YR 5/2
Phialemonium 2.5Y 8/1
obovatum

Mortierella alpina 5Y 872
Botrytis cinerea Blanco
Actinomiceto 23 5YR 6/4
Actinomiceto 24 5YR 8/2
Actinomiceto 28 7.5YR 7/1

Patrén de Mirgen
crecimiento
Radiado Limitado
Listones Engrosado
Zonificado | No delimitado

Aracnoide No delimitado

Florido Irregular

Zonificado = No delimitado

Florido Irregular
Florido Irregular
Circular Irregular
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Textura

Aterciopelado
Algodonoso
Algodonoso

Cremoso

Cremoso
Algodonoso
Crustaceo
Crustaceo

Arenoso

Micelio

aéreo
No
Ligero
Ligero
No

Ligero
No

‘No

No
No

Exudados

No
No
No
No

No
No
No
No
No



Figura 13. Fotografias representativas de la morfologia de crecimiento de los microorganismos
aislados de raiz y suelo rizosférico de arandano (Vaccinium corymbosum). A) Phialocephala fortinii,
B) Fusarium oxysporum, C) Alternaria alternata, D) Phialemonium obovatum, E) Mortierella alpina,
F) Botrytis cinerea, G) Actinomiceto 23, H) Actinomiceto 24, I) Actinomiceto 28.

Figura 14. Fotografia representativa de actinomicetos aislados de raiz de arandano (Vaccinium
corymbosum) después de ser sometido a Tincion Gram donde se observa la presencia de filamentos
ramificados con coloracion indicativa de organismos Gram positivo. A) Actinomiceto 23, B)
Actinomiceto 24 y C) Actinomiceto 28.
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Figura 15. Caracteristicas microscopicas del hongo Phialocephala fortinii aislado de raiz de
arandano (Vaccinium corymbosum). A) Hifas bifurcadas, B) Hifa solitaria con proyecciones
verrugosas, C) Emergencia de nueva hifa (flecha), D) Cadena de conidios subglobosos en formacion,
E) Conjunto de hifas septadas y proyeccion circular (flecha).
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Figura 16. Caracteristicas microscopicas del hongo Fusarium oxysporum aislado de raiz de arandano
(Vaccinium corymbosum). A) Conjunto de hifas, B) Hifas septadas y nucleadas, C) Septos en hifa
(flecha), D) Hifa bifurcada, E) Clamidospora solitaria en la punta de una hifa, F) Clamidosporas
producidas en conjunto.

Figura 17. Caracteristicas microscopicas del hongo Alternaria alternata aislado de raiz de arandano
(Vaccinium corymbosum). A) Hifa nucleada, B) Hifa con conidio joven de 1.851 um de longitud, C)
Hifa septada.
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Figura 18. Caracteristicas microscopicas del hongo Phialemonium obovatum aislado de raiz de
arandano (Vaccinium corymbosum). A) Hifa con dos conidios, B) Hifa con grupo de siete conidios,
C) Hifa cenocitica con nicleos y D) Conidioforo en forma de racimo (flecha).
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Figura 19. Caracteristicas microscopicas del hongo Mortierella alpina aislado de suelo rizosférico
de arandano (Vaccinium corymbosum). A) Hifa bifurcada, B) Clamidospora intercalar, C) Hifas en
anastomosis y E) Esporangi6foros unidos a una hifa.

Figura 20. Caracteristicas microscopicas del hongo Botrytis cinerea aislado de raiz de arandano
(Vaccinium corymbosum). A) Conjunto de hifas, B) Hifas en anastomosis, C) Hifa multinucleada y
D) Hifa tabicada de 3.725 um de longitud.

Tasa de crecimiento de los microorganismos aislados

La determinacion de tasa de crecimiento se reporta en la Figura 21. Se puede observar que
los actinomicetos aislados (ACT 23, ACT 24 y ACT 28) pueden llenar una caja Petri en

aproximadamente 45 dias, mientras que los hongos Phialemonium obovatum 'y
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Phialocephala fortinii 1o hacen en 15 — 20 dias. Por su parte, los hongos Mortierella alpina,
Fusarium oxysporum, Alternaria alternata y Botrytis cinerea, 1o hacen en un maximo de 10
dias. La informacion obtenida con respecto a la tasa de crecimiento, fue una herramienta
importante para los siguientes experimentos, ya que permitié identificar el tiempo de
desarrollo en dias para la inoculacion en el experimento de interaccion Arabidopsis thaliana
— microorganismo aislado y con esto seleccionar los hongos y/o actinomicetos con potencial

como bioestimulantes en la agricultura.

M. alpina

F. oxysporum
A. alternata
B, cinerea

P. obovatum
P. fortinii
Act. 28

Act. 24

Act. 23

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Figura 21. Tasa de crecimiento en dias de hongos y actinomicetos aislados de la raiz y suelo
rizosférico de arandano (Vaccinium corymbosum).

1.4. Discusion

El suelo es un sistema complejo que se constituye de componentes organicos e
inorganicos, sin embargo, uno de los componentes organicos mas escenciales son los
microorganismos los cuales, tienen la capacidad de degradar compuestos y transformarlos en

sustancias biodisponibles para las plantas y para otros organismos lo cual es un fenémeno
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crucial para la agricultura. En el presente trabajo se aislaron cinco hongos de la raiz de
arandano y otro de suelo rizosférico, asi como tres actinomicetos de la raiz. Los hongos
Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea y Alternaria alternata, se han reportado con
anterioridad asociadas a Vaccinium sp. sin embargo, se reportan como patdgenos de plantas
(Sanchez-Fernandez et al., 2013). Resalta la identificacion de Mortierella alpina, el cual
pertenece a un género reportado con alta ocurrencia en distintos ambientes como rocas,
minas, rios, tejidos vegetales y suelo rizosférico (Nguyen et al., 2019; Held et al., 2020). Las
especies patogenicas de este género son muy raras y esto conlleva, a que la mayoria de las
especies se consideran como una fuente prometedora, al utilizarse como inoculantes
promotores de crecimiento en la agricultura (Mehrotra y Baijal, 1963).

Mortierella alpina, es una especie productora de 4cidos grasos poliinsaturados como el
acido araquidonico (Rayaroth et al., 2017), reportado como inductor de resistencia en cultivos
horticolas ante la presencia de fitopatogenos (Zlotek y Wojcik 2014). Este hongo se aislé por
primera vez en el ano 2014 en Corea (Yadav et al., 2014). En México, este género se ha
aislado de plantas de chile (Diaz-Aguilar et al., 2022) y de aguacate (Hernandez et al., 2018)
y en especifico Mortierella alpina se aisl6 de suelo rizosférico de manzano en el estado de
Chihuahua, por Mares-Ponce de Leén et al., (2018). Por lo anterior, su estudio en la
agricultura es aiin limitado, siendo este trabajo un avance importante de su aislamiento de
suelo rizosférico de una planta ericacea, como el ardndano azul (Vaccinium corymbosum).

Los hongos endofitos septados obscuros, son habitantes comunes de plantas ericaceas
(Vohnik and Albrechtova, 2011; Gorzelak et al., 2012). Phialocephala fortinii, es otro hongo
aislado en este trabajo, el cual es un endo6fito que comiinmente se encuentra en las raices de
plantas, sin reporte de especificidad y con un amplio rango de distribucion geografica.

Un estudio llevado a cabo por Yang y colaboradores en el afio 2018, basado en enfoques
meta-transcriptomicos, revela los cambios en la estructura y la actividad de los micobiomas
de las raices en suelos acidos. Los autores indican el predominio de especies de endofitos
septados obscuros, representantes del complejo Phialocephala fortinii sensu lato (s.l.)—
Acephala applanata (PAC) lo cual se comprueba con este estudio al aislar e identificar a P.
fortinii de raices de arandano, una planta que se desarrolla en suelos con pH acido donde
generalmente, el acceso de la planta a nutrientes minerales es dificil. Este hongo es conocido

por su capacidad de vivir asintomaticamente en las raices de diversas plantas como endofito
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(Vohnik, 2020). Autores como Yang y colaboradores en el 2018, han situado a P. fortinii
como un hongo formador de micorriza ericoide putativo, a la par de otros como
Oidiodendron, Lachnum, Phialocephala, Clavaria, Acephala y Meliniomyces, después de
encontrarlos en raices de V. uliginosum.

Se han aislado hongos y actinobacterias de raices y suelo rizosférico de Calluna vulgaris
L., perteneciente a la familia de las ericdceas por Hamim y colaboradores en el afio 2019.
Los autores aplicaron un enfoque de secuenciacion mediante la amplificacion de la region
ITS para hongos y 16S para actinobacterias y ellos reportan que la mayoria de los aislados
de actinobacterias pertenecen al género Streptomyces, por lo que resultan necesarios estudios
mas detallados acerca de la identidad de los actinomicetos aislados en este trabajo para

elucidar su funcionalidad en plantas de interés agricola como el ardndano azul.

I.5. Conclusiones

Se aislaron cinco hongos pertenecenecientes al Phylum Ascomicota y uno a Mucoromicota.
Phialocephala fortinii 'y Mortierella alpina, pueden visualizarse como potenciales
promotores de crecimiento vegetal, de acuerdo a los reportes de otros autores debido a que
el resto (Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea y Alternaria alternata), son considerados
como patdgenos de plantas; por su parte, Phialemonium obovatum es reportado como
saprotrofo. El aislamiento de Mortierella alpina, es interesante debido a que existen pocos
reportes en nuestro pais y esto conlleva a que su identificacion de suelo rizosférico de un
frutal como el arandano, es un fendmeno poco estudiado y nuestro reporte representa una
brecha para ampliar el conocimiento de su funcion. Por otro lado, Phialocephala fortinii que
es un hongo ampliamente distribuido geograficamente y con una gran diversidad de plantas
hospederas, incluyendo ericaceas como el ardndano, su identificacion en este trabajo, permite
analizar las caracteristicas de su interaccion con plantas cultivadas en el estado de

Michoacan, México.
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7.2. CAPITULO II. Respuesta de A. thaliana (Col 0) a la inoculacion con aislados
provenientes de Arandano (Vaccinium corybosum) sobre su desarrollo vegetal

y la estructura de su raiz

Resumen

A. thaliana es una planta que ha contribuido a dilucidar procesos biologicos gracias a sus
caracteristicas como planta modelo entre las que se encuentran un ciclo de vida corto, tamafio
pequefio y un genoma ampliamente conocido. Estas caracteristicas convierten a A. thaliana
en una herramienta clave para la generacion de conocimiento que permita la comprension de
procesos fisioldgicos, sobre todo aquellos involucrados en las interacciones planta —
microorganismo que se llevan a cabo en la rizésfera de cultivos de interés comercial. En este
trabajo se analizd el efecto promotor de crecimiento vegetal de seis cepas fungicas (P.
fortinii, F. oxysporum, A. alternata, P. obovatum, M. alpina 'y B. cinerea)y tres actinomicetos
clasificados morfoldégicamente como: Act. 23, Act. 24 y Act. 28 aislados de raiz y suelo
rizosférico de ardndano (V. corymbosum). Se evalu6 su capacidad de modificar el desarrollo
de plantulas de A. thaliana (Col 0), mediante dos configuraciones experimentales: 1) cajas
Petri compartimentadas y 2) cajas Petri no compartimentadas, para investigar la influencia
de compuestos difusibles y volatiles sobre el fenotipo de la planta. P. fortinii, M. alpina y los
tres actinomicetos promovieron el crecimiento vegetal, sobre todo en cajas
compartimentadas, donde se observo un incremento de la longitud de la raiz principal (2 cm)
y el nimero de raices laterales (34 cm), sugiriendo que los compuestos volatiles son los
responsables. Nuestros resultados representan alternativas prometedoras para la promocion

del crecimiento vegetal inducido, por estas especies de hongos y actinomicetos.

Palabras clave: Phialocephala fortinii, Mortierella alpina, Arabidopsis thaliana,

exudados fungicos, hongos promotores del crecimiento vegetal.
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Abstract

A. thaliana is a plant that has contributed to elucidate biological processes due to its
characteristics as a model plant, including a short life cycle, small size, and a widely known
genome. These characteristics make A. thaliana a key tool for the generation of knowledge
that allows the understanding of physiological processes, especially those involved in plant-
microorganism interactions that take place in the rhizosphere of crops of commercial interest.
In this work, the potential as Plant Growth Promoting of five fungal strains (P. fortinii, F.
oxysporum, A. alternata, P. obovatum, M. alpina y B. cinerea) and three actinomycetes
morphologically identified as: Act. 23, Act. 24 y Act. 28, isolated from the root and
rhizospheric soil of blueberry (V. corymbosum) was analyzed. Its ability to modify the
development of A. thaliana (Col 0) seedlings was evaluated using two experimental
configurations: 1) compartmentalized Petri diches and 2) non-compartmentalized Petri
dishes, to investigate the influence of diffusible and volatile compounds on plant phenotype.
P. fortinii, M. alpina and the three actinomycetes promoted plant growth, especially in
compartmentalized Petri dishes, where an increase in the length of the main root (2 cm) and
the number of lateral roots (34 cm) was observed, suggesting that the volatile compounds are
the responsible. Our results represent promising alternatives for the promotion of plant

growth induced by these species of fungi and actinomycetes.

Key words: Phialocephala fortinii, Mortierella alpina, Arabidopsis thaliana, fungal

exudates, plant growth promoting fungi.
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1I.1. Introduccion

El uso indiscriminado de fertilizantes sintéticos en las actividades agricolas, con la
finalidad de mejorar la productividad ha aumentado en los ultimos anos (FAO, 2021) sin
embargo, la biodiversidad del suelo se ve afectada negativamente por el uso de estos
agroquimicos, por lo que existe una necesidad de desarrollar alternativas que mitiguen los
efectos adversos al microbioma rizosférico. Una opcion prometedora es el uso de
microorganismos benéficos como hongos y bacterias promotoras de desarrollo vegetal y
encargados de conferir resistencia a estrés del tipo bidtico y/o abidtico a través de la
produccion de compuestos organicos volatiles o difusibles, entre otros (Ghosh et al., 2017,
2019). A través del proceso de evolucion, estos microorganismos han desarrollado
mecanismos especificos para interactuar con una amplia gama de especies vegetales sin
embargo, algunos procesos fisiologicos involucrados en la promocion de crecimiento vegetal

o la habilidad de contrarrestar el estrés causado por fitopatdgenos, es un tema por explorar.

Algunos autores como Gonzales-Pérez y colaboradores en el afio 2022, han evaluado la
capacidad promotora de microorganismos tomando como base a la planta modelo
Arabidopsis thaliana; estos autores reportan que la inoculacion de tres cepas de M. anisopliae
modifican el crecimiento de Arabidopsis, mediante un aumento en el desarrollo de la parte
aérea y radicular. Un efecto similar se ha reportado con especies de Trichoderma, hongos
micorricicos arbusculares y rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (Rai et al., 2008;
Khan et al., 2012; Stefan et al., 2013; Suzuki et al., 2014; Chirini-Valle et al., 2016; Nieto-
Jacobo et al., 2017).

Las relaciones que se llevan a cabo entre microorganismos y plantas, han sido de gran
interés durante mucho tiempo. En la actualidad, se sabe que las plantas producen compuestos
como azucares, acidos orgdnicos y vitaminas que los microorganismos utilizan como
nutrientes o sefiales, convirtiéndose asi en un fendmeno imprescindible para su desarrollo. A
su vez, las poblaciones microbianas liberan fitohormonas y compuestos organicos volatiles
o difusibles que regulan el crecimiento y la morfogénesis de las plantas (Ortiz-Castro et al.,

2009).
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El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial como promotores de desarrollo vegetal
de seis cepas fungicas y tres actinomicetos aislados de raiz y suelo rizosférico de ardndano
(V. corymbosum), mediante su capacidad de modificar el desarrollo de plantulas de A4.
thaliana (Col 0), mediante dos configuraciones experimentales para investigar la influencia
de compuestos difusibles y volatiles sobre el fenotipo de la planta. Con el propdsito de
seleccionar del total de microorganismos aislados, aquellos con potencial para su uso en

plantas de arandano en experimentos posteriores.

I1.2. Metodologia

Preparacion de semillas de A. thaliana ecotipo silvestre (Col 0)

Se realizaron pruebas de germinacion para asegurar la viabilidad de semillas de A4. thaliana
ecotipo silvestre Columbia (Col 0); se desinfectaron superficialmente con etanol al 95 %
(v/v) durante 5 min y una solucion de cloruro al 20 % por 7 min, se lavaron tres veces con

agua destilada estéril y se refrigeraron a 4 °C durante 48 h.

Preparacion de medios de cultivo en cajas Petri compartimentadas y no
compartimentadas

Con la finalidad de conocer si la respuesta de A. thaliana es provocada por compuestos
involucrados en interaccion directa (difusibles o volatiles) o indirecta (volatiles), se
prepararon dos configuraciones experimentales: 1) cajas no compartimentadas que
contenian medio de cultivo Murashige & Skoog (MS, Phytotechlab), en las cuales se
sembraron 10 semillas en un extremo y se inoculd cada microorganismo en el extremo
contrario y 2) cajas Petri compartimentadas, las cuales contenian en un compartimento
medio de cultivo MS en donde se sembraron cinco semillas, y en el otro, medio de cultivo
PDA, donde se coloc6 cada microorganismo aislado (Figura 22).

La siembra de semillas e inoculacion, se realizaron de acuerdo a la tasa de crecimiento
de cada hongo dando ventaja a la semilla para la germinacion o en su caso, al hongo para

iniciar el conteo de 14 dias de interaccion con tres réplicas por tratamiento.
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Las cajas Petri se mantuvieron con una inclinacion de 65° en una cadmara de crecimiento

(fotoperiodo 16 h luz/8 h oscuridad, humedad 89 % y temperatura 22 °C) durante 14 dias.

Compuestos difusibles y
volatiles

Medio MS

Medio MS
Medio PDA

Compuestos volitiles

Figura 22. Configuraciones experimentales para evaluar el efecto de seis hongos y dos actinomicetos
aislados de la raiz y suelo rizosférico de arandano (V. corymbosum) sobre plantulas de Arabidopsis
thaliana ecotipo silvestre (Col 0).

Obtencion de datos

Se midio el crecimiento de la raiz primaria y se contaron las raices laterales. Se midio la
biomasa en peso fresco por tratamiento, utilizando una balanza analitica (marca Radwag,
modelo AS 220.R2, EE. UU.). Se obtuvieron imagenes con una camara digital (marca SONY
modelo Carl Zeiss DSC-S75, Tokio, Japén). Los datos se analizaron con una prueba de
ANDEVA y Tukey (P < 0.05) con el software SPSS Statistics (IBM) Version 28.0.1 para

establecer las diferencias significativas entre los tratamientos.
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11.3. Resultados

Efecto de hongos y actinomicetos aislados de raiz y suelo rizosférico de arandano (V.
corymbosum) sobre el desarrollo vegetal de A. thaliana (Col 0).

Efecto de compuestos difusibles y volatiles (caja Petri no compartimentada)

El tiempo de germinacion de las semillas de A. thaliana fue de tres dias. Por su parte,
en cajas no compartimentadas, la mayoria de los hongos afectaron negativamente el
crecimiento de las plantas, a excepcion de los de P. fortinii 'y el actinomiceto 24, los cuales
promovieron el desarrollo, indicando un efecto benéfico de su interaccion directa (Figura
23). Se puede observar un aumento en la longitud de la raiz principal con ambos
microorganismos (Figura 24A) y un aumento en el nimero de raices laterales en especial
con P. fortinii (Figura 24B) lo cual se vio reflejado también en la variable de biomasa en
peso fresco (Figura 24C). Es importante mencionar que, en esta configuracion
experimental, ademas de los compuestos difusibles, se encuentran también compuestos

volatiles. Control

P. fortinii F. oxysporum B. cinerea

P. obovatum M. alpina




Figura 23. Iméagenes representativas del efecto de hongos y actinomicetos aislados de raiz y suelo
rizosférico de arandano (Vaccinium corymbosum) sobre el desarrollo vegetal de A. thaliana en cultivo
in vitro mediante cajas Petri no compartimentadas.
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Figura 24. Variables de desarrollo vegetal de A. thaliana evaluadas por el efecto de hongos y
actinomicetos aislados de raiz y rizosfera de arandano (Vaccinium corymbosum), en cajas Petri no
compartimentadas. A) Longitud de raiz principal, B) Numero de raices laterales y C) Biomasa en
peso fresco (mg). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05,
Tukey).
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Efecto de compuestos volatiles (caja Petri compartimentada)

En el caso de cajas compartimentadas, P. fortinii, M. alpina y los tres actinomicetos,
promovieron el desarrollo vegetal (Figura 25), mejorando las tres variables de crecimiento
analizadas (Figura 26). La longitud de la raiz principal se promovié de manera general,
mediante los volatiles de estos microorganismos con respecto al control (Figura 26A). El
nimero de raices laterales se favoreci6 con las dos cepas fungicas P. fortinii y M. alpina,
las plantas control tuvieron tres en promedio, mientras que en las plantas en interaccion
con los hongos esta variable aument6 a mas de 50 (Figura 26B); ademads, la biomasa
increment6 de 10 mg en los controles a mas de 50 mg con los tratamientos fungicos y de

actinomicetos (Figura 26C).

Control

P. fortinii F. oxvsporum B. cinerea

A. alternata P. obovatum M. alpina
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Figura 25. Iméagenes representativas del efecto de hongos y actinomicetos aislados de raiz y suelo
rizosférico de arandano (Vaccinium corymbosum) sobre el desarrollo vegetal de A. thaliana en cultivo
in vitro mediante cajas Petri compartimentadas.
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Figura 26. Variables de desarrollo vegetal de 4. thaliana, evaluadas por el efecto de hongos y
actinomicetos aislados de raiz y rizosfera de arandano (Vaccinium corymbosum), en cajas Petri
compartimentadas. A) Longitud de raiz principal, B) Numero de raices laterales y C) Biomasa en
peso fresco (mg). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05,

Tukey).

11.4. Discusion

En este trabajo, la interaccion A. thaliana — hongos y actinomicetos aislados de raiz y

rizosfera de arandano (Vaccinium corymbosum), la configuracion experimental de caja Petri
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compartimentada, tuvo un mayor efecto sobre el desarrollo de las plantulas en comparacion

con la interaccién en cajas no compartimentadas por lo que se infiere que la ausencia de

compuestos difusibles y la presencia de compuestos volatiles producidos por los hongos y

actinomicetos, durante la interaccion promueven el desarrollo vegetal de esta especie vegetal.

De acuerdo con nuestros resultados, los compuestos volatiles aumentaron el nimero de raices
y area foliar sugiriendo que la presencia de una barrera fisica, permite que estos compuestos
desencadenen respuestas relacionadas con la division y elongacion celular, estimulando el
crecimiento. Las respuestas encontradas en cajas compartimentadas en este trabajo coinciden
con los resultados de Coria-Arellano et al. (2023), quienes evaluaron el efecto de rizobacterias
aisladas de Suaeda sp. sobre A. thaliana; los autores reportan que Aneurinibacillus migulanus,
Staphylococcus sp. y Bacillus cereus mejoran el desarrollo vegetal. Nuestro trabajo sugiere
que los hongos y actinomicetos evaluados sintetizan metabolitos secundarios que estimulan
la divergencia de raices como lo observado por Contreras-Cornejo et al. (2009), al evaluar el
efecto de Trichoderma virens sobre de A. thaliana, donde los autores reportan que los efectos
observados son el resultado de la presencia de compuestos fungicos similares a las auxinas.
Casarrubia et al. (2016), evaluaron la capacidad de Oidiodendron maius para influir en el
crecimiento de A. thaliana, utilizando las mismas configuraciones experimentales para
investigar la influencia de las moléculas fingicas solubles y volatiles en el fenotipo de la
planta; los autores reportan que O. maius, promovié el crecimiento en ambas configuraciones
sin embargo, observaron un fenotipo peculiar caracterizado por el acortamiento de la raiz
primaria y un aumento en la longitud y el numero de raices laterales, sdlo en las placas no

compartimentadas, por lo que sugieren que ambos tipos de moléculas son las responsables.

En algunos casos, se ha observado que el contacto directo de algunos microorganismos
como M. anisopliae o Trichderma con A. thaliana, inhiben el crecimiento de la raiz primaria.
Autores como Gonzalez-Pérez et al. 2022, atribuyen este comportamiento a la presencia de
metabolitos secundarios secretados por los hongos, entre los que se encuentran la produccion
de peptaibol, el cual suprime la division y elogacion celular, un efecto causado por gradientes
de respuesta de auxina interrumpidos en las puntas de las raices (Shietal., 2016). Lo anterior,
podria ser una explicacion a lo observado en el presente trabajo, sobretodo, con la interaccion
de A. thaliana evaluada con hongos como Fusarium oxysporum, Phialemonium obovatum,

Alternaria alternata y Botrytis cinerea.
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Estudios recientes han demostrado que algunos compuestos orgédnicos volatiles
producidos por bacterias promotoras de crecimiento vegetal, pueden incrementar la
absorcion de nutrientes como el Hierro en plantas como A. thaliana (Zhang et al., 2009;
Bailly and Weisskopf, 2012) por lo que es importante profundizar en estudios que permitan
conocer los mecanismos implicados en este tipo de interacciones planta — microorganismo

para mejorar su aprovechamiento.

I1.5. Conclusiones

Los resultados de este studio, muestran que los hongos Phialocephala fortinii y Mortierella
alpina, asi como los actinomicetos 23 y 24 tienen caracteristicas que promueven el
crecimiento vegetal de A. thaliana usada como organismo modelo. Esto pudo observarse
mediante el incremento del desarrollo de la raiz primaria, el nimero de raices laterales y la
biomasa en peso fresco, por lo que se sugiere su uso como bioestimulentes en la agricultura,
ampliando con esto el campo de estudio de los efectos de estos microorganismos en el
crecimiento de especies vegetales de interés comercial, asi como otros posibles beneficios
que podrian otorgar, como el alivio de estrés o el desarrollo de mecanismos de defensa ante

patdgenos vegetales.
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7.3. CAPITULO III. Expresion de genes reporteros de actividad hormonal y de defensa,
implicados en la interaccion directa e indirecta de A. thaliana — microorganismos
aislados

Resumen

En este trabajo se investigé la influencia de los hongos Phialocephala fortinii y Mortierella
alpina y los actinomicetos 23, 24 y 28 aislados de raiz y rizosfera de arandano (Vaccinium
corymbosum), sobre el crecimiento de plantulas de Arabidopsis thaliana. Ademas, se
incluyeron también dos especies fingicas como referencia: 1) un hongo micorricico ericoide
obtenido de manera comercial (HMEr) y 2) Sebacina vermifera, un hongo micorricico
orquideoide con amplia diversidad de plantas hospederas, incluidas plantas ericiceas como
el ardndano, aislado e identificado molecularmente en el Laboratorio de Genética y
Microbiologia (numero de acceso GenBank JQ711842); estos ultimos, utilizados como
referencia. La evaluacion se realizé en sistema in vitro mediante el uso de las lineas reporteras
ARR5::GUS, DR5::GUS, LOX2::GUS 'y PRI::GUS, para estimar la respuesta de genes a la
acumulacion de citocininas, auxinas, 4cido jasmonico y acido salicilico respectivamente en
los tejidos vegetales. Los resultados indican que P. fortinii promueve el desarrollo vegetal,
mediante compuestos difusibles y volatiles que activan la produccion de auxinas y
citocininas. Contrario a M. alpina quien lo hace unicamente mediante compuestos volatiles.
S. vermifera, promueve la produccion de citocininas en las raices, mediante ambos tipos de
compuestos (difusibles y volatiles). Ningin microorganismo evaluado emite compuestos
volatiles que desencadenen respuestas de defensa relacionadas con la produccion de acido
salicilico sin embargo, la presencia de compuestos difusibles (caja Petri no compartimentada)
liberados por M. alpina y el hongo micorricico ericoide (HMETr) si activan este gen reportero
en las raices similar a lo observado con P. fortinii, en el area foliar de las plantulas. Todos
los microorganismos liberan compuestos difusibles y volatiles que desencadenan
mecanismos de defensa, relacionados con el acido jasmonico en las raices de las plantas, a
excepcion de P. fortinii, quien no provoca esta reaccion con sus volatiles teniendo un
comportamiento similar al control. La accion diferencial de los microorganismos evaluados
sobre el crecimiento vegetal permite reconocer a P. fortinii, M. alpina y S. vermifera. como
un recurso bioldgico con gran potencial para su uso como bioestimulante en la agricultura

actual, que se sugiere sea evaluado en cultivos de interés comercial como el arandano.
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Abstract

In this work, the influence of the fungi Phialocephala fortinii and Mortierella alpina and the
actinomycetes 23, 24 and 28 isolated from the root and rhizosphere of blueberry (Vaccinium
corymbosum) on the growth of Arabidopsis thaliana seedlings was investigated. In addition,
two fungal species were also included as reference: 1) a commercially obtained ericoid
mycorrhizal fungus (HMEr) and 2) Sebacina vermifera, an orchidoid mycorrhizal fungus
with a wide diversity of host plants including ericaceous plants such as the blueberry, isolated
and molecularly identified in the Laboratory of Genetics and Microbiology (GenBank
accession number JQ711842); the two latter, used as a reference. The evaluation was carried
out in vitro system using the reporter lines ARR5::GUS, DR5::GUS, LOX2::GUS and
PRI::GUS, to estimate the response of genes to the accumulation of cytokinins, auxins,
jasmonic acid and salicylic acid respectively in plant tissues. The results indicate that P.
fortinii promotes plant development through diffusible and volatile compounds that activate
the production of auxins and cytokinins. Contrary to M. alpina who does it only through
volatile compounds. S. vermifera. promotes the production of cytokinins in the roots through
both types of compounds (diffusible and volatile). None microorganism evaluated emits
volatile compounds that trigger defense responses related to the production of salicylic acid;
however, the presence of diffusible compounds (non-compartmentalized Petri dish) released
by M. alpina and the ericoid mycorrhizal fungus (HMEr) does activate this reporter gene in
the roots similar to that observed with P. fortinii in the leaf area of the seedlings. All
microorganisms release diffusible and volatile compounds that trigger defense mechanisms
related to jasmonic acid in plant roots, with the exception of P. fortinii, which does not cause
this reaction with its volatiles, having a similar behavior to the control. The differential action
of the evaluated microorganisms on plant growth allows the recognition of P. fortinii, M.
alpina and S. vermifera as a biological resource with great potential for use as a biostimulant
in current agriculture that is suggested to be evaluated in crops of commercial interest such

as blueberries.
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II1.1. Introduccion

El microbioma de la rizosfera, juega un rol imprescindible para el crecimiento y
adaptacion de las plantas pues estos microorganismos influyen en la produccion de
fitohormonas y mejoran la biodisponibilidad de nutrientes escenciales como el fosforo y/o
nitrégeno, ademds de inducir mecanismos de defensa vegetal (Vacheron et al., 2013).
Algunos microorganismos tienen la capacidad de promover el desarrollo vegetal, mediante
la liberacion de hormonas, compuestos difusibles o volatiles pero son pocos los estudios que
caracterizan estos procesos, siendo desconocidos aun (Ryu et al., 2003, 2004; Kanchiswamy
etal., 2015).

Por su parte, Arabidopsis thaliana es una planta modelo usada ampliamente en sistemas
de crecimiento in vitro para estudiar los puntos clave en el reconocimiento y comunicacioén
entre plantas y hongos y bacterias. Esta especie vegetal tiene un genoma que ha permitido
tener disponible una extensa coleccion de mutantes y lineas transgénicas que sobreexpresan
promotores fusionados con genes informadores que codifican proteinas fluorescentes o
enzimas utiles para analizar los efectos de los microorganismos, sobre las plantas a un nivel
especifico de los tejidos vegetales (Andargie y Li, 2016). Lo anterior, permite un mejor
acceso al conocimiento de las respuestas moleculares y bioquimicas que son clave para la
regulacion hormonal colocanco a Arabidopsis, como una planta modelo muy valiosa, si lo
que se requiere es descifrar el didlogo molecular planta-microorganismo (Tahir et al., 2017).

Los efectos de microorganismos benéficos sobre las plantas, tienen como consecuencia la
activacion de metabolitos o la produccion de hormonas imprescindibles para el desarrollo
como las auxinas o citocininas, que son percibidos por las especies vegetales hospederas
afectando el crecimiento vegetal (Contreras-Cornejo et al., 2015; Pelagio-Flores et al., 2017).
De esta manera, los metabolitos flingicos o bacterianos son participantes criticos en el

establecimiento de interacciones planta — microorganismo.

Por otra parte, el éxito de infeccion de microorganismos patdogenos en plantas depende de

la emision de metabolitos secundarios con capacidad de suprimir la inmunidad vegetal o
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alterar respuestas fisioldgicas, mediante vias de regulacion hormonal (Presti et al., 2015;
Chanclud and Morel, 2016). Frente a la presencia de patdgenos, las plantas establecen un
arsenal de respuestas bioquimicas y moleculares para defenderse lo cual incluye la
produccion de metabolitos de proteccion como las fitoalexinas, compuestos toxicos para
algunos patogenos o bien, el incremento de la expresion de proteinas relacionadas con la
patogénesis para aumentar la inmunidad vegetal (Narasimhan et al., 2001). El &cido
jasmonico, etileno y éacido salicilico, son las principales fitohormonas involucradas en la
induccion de mecanismos de defensa vegetal (Robert-Seilaniantz et al., 2011).

Las lineas transgénicas de A. thaliana, funcionan albergando un promotor sensible a
alguna hormona de interés, por ejemplo la linea transgénica DR5::GUS, alberga un promotor
sensible a auxina sintético que est4 fusionado con la secuencia codificante GUS, permitiendo
una evaluacion detallada de la respuesta especifica de tejido e inducible por auxina a los
metabolitos de los microorganismos que se encuentren en interaccion con las plantulas.

El objetivo de esta investigacion, fue analizar diferentes configuraciones experimentales
de interaccion Arabidopsis — microroganismos, aislados de raiz y rizosfera de arandano (V.
corymbosum), que implican contacto directo (cajas Petri no compartimentadas) o indirecto
(cajas Petri compartimentadas), influyen en los cambios morfologicos en las raices y mejoran
el crecimiento o activan mecanismos de defensa vegetal utilizando las lineas transgénicas
ARRS5::GUS, DR5::GUS, LOX2::GUS 'y PRI::GUS, reporteras de la actividad de citocininas,
auxinas, dcido jasmonico y acido salicilico respectivamente. Este trabajo tuvo como finalidad
elucidar los mecanismos activados por los microorganismos aislados para conocer su
comportamiento como posibles promotores de crecimiento vegetal que pudieran representar
una alternativa al uso intensivo de fertilizantes sintéticos en la agricultura actual actuando

como bioestimulantes.

I11.2. Metodologia

Propagacion de lineas reporteras

Para asegurar la presencia del gen reportero correspondiente de cada linea reportera de A.
thaliana, se propagaron las semillas existentes en un sustrato integrado por turba de la marca

comercial peat moss, perlita y vermiculita en proporcion 2:1:1. Se mantuvieron en riego a
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capacidad de campo, en una cdmara de crecimiento con condiciones controladas, hasta
observar el desarrollo de las primeras hojas en las plantulas. Se colect6 al menos una de estas
para realizar una tincién histoquimica y asegurar la caracteristica de tincion de los genes
reporteros. Se eliminaron aquellas plantulas que no se tifieron y aquellas de las cuales, si se
obtuvieron hojas tefiidas, se siguieron en cuidado continuo hasta la obtencion de silicuas.
Estas ultimas se colectaron para obtener las semillas y se mantuvieron en refrigeracion hasta

su uso (Figura 27).

Figura 27. Proceso de propagacion de semillas de lineas reporteras de A. thaliana, para asegurar la
presencia del gen reportero correspondiente. A) Desarrollo de plantulas en sustrato, B) Observacion
de tincion histoquimica para asegurar la presencia de genes reporteros, C) Recuperacion de silicuas
para obtencion de semillas.

Preparacion de semillas de lineas reporteras de 4. thaliana

Se realizaron pruebas de germinacion para asegurar la viabilidad de semillas de A4. thaliana
de cada una de las lineas reporteras (ARR5::GUS, DR5::GUS, LOX2::GUS'y PRI::GUS). Se
desinfectaron superficialmente con etanol al 95 % (v/v) durante 5 min y una soluciéon de
cloruro al 20 % por 7 min, se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se refrigeraron a

4 °C durante 48 h.

Preparacion de medios de cultivo en cajas Petri compartimentadas y no
compartimentadas

Con la finalidad de conocer si la respuesta de A. thaliana, es provocada por compuestos
involucrados en interaccion directa (difusibles o volatiles) o indirecta (volatiles), se

prepararon dos configuraciones experimentales: 1) cajas no compartimentadas que contenian
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medio de cultivo Murashige & Skoog (MS, Phytotechlab), en las cuales se sembraron 10
semillas en un extremo y se inoculé cada microorganismo en el extremo contrario y 2) cajas
Petri compartimentadas, las cuales contenian en un compartimento medio de cultivo MS
en donde se sembraron cinco semillas, y en el otro, medio de cultivo PDA donde se colocod
cada microorganismo aislado (Figura 28). La siembra de semillas e inoculacion se
realizaron de acuerdo a la tasa de crecimiento de cada hongo dando ventaja a la semilla
para la germinacion o en su caso, al hongo para iniciar el conteo de 14 dias de interaccion
con tres réplicas por tratamiento. Las cajas Petri se mantuvieron con una inclinacién de
65° en una camarade crecimiento (fotoperiodo 16 h luz / 8 h oscuridad, humedad 89 % y

temperatura 22 °C) durante 14 dias.

Compuestos difusibles y
volatiles

Medio MS

OO0 ~

Medio MS
Medio PDA

Compuestos volitiles

Figura 28. Configuraciones experimentales para evaluar el efecto de seis hongos y dos actinomicetos
aislados de la raiz y suelo rizosférico de arandano (V. corymbosum) sobre lineas reporteras de
Arabidopsis thaliana.

Obtencion de datos

Se realiz6é un andlisis histoquimico del gen reportero GUS, en el cual las plantas de 4.
thaliana se incubaron en X-Gluc {0.5 mg mL"! 5-bromo-4- cloro-3-indolil-B-D-
glucuronido al 0.1% en tampdn fosfato (NaH2PO4 y NaoHPOg4, 0.1 M; pH 7), EDTA 10
mM 0,1% (v/v) Triton X-100 con ferrocianuro de potasio 2 mM vy ferricianuro de potasio
2 mM} durante 12 hy se clarearon utilizando el método de Malamy y Benfey (1997). Las

plantas procesadas se fijaron en porta objetos con glicerol 50% (v/v). Para cada linea
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reportera, por cada tratamiento, se analizaron 15 plantas en un microscopio (marca Carl
Zeiss, Modelo Axiostar plus, Gottingen, Alemania) y se tomaron fotografias
representativas de los tejidos tefiidos con una cdmara digital (marca SONY modelo Carl Zeiss

DSC-S75, Tokio, Japon).

II1.3. Resultados

Expresion del gen reportero DR5::GUS

La concentracion de auxinas en el area foliar de las plantulas, se vio favorecida con la
presencia de los compuestos volatiles de P. fortinii, mientras que en la raiz aumentd la
produccion del gen reportero de la actividad de esta hormona, tanto con compuestos
difusibles como volatiles. Por su parte M. alpina, provocé el aumento de auxinas tinicamente
en las raices de plantas que se probaron en cajas compartimentadas, sugiriendo que los

compuestos volatiles son los responsables (Figura 29).

DR5::GUS

Control P. fortinii M. alpina  Act23  Act.24  Act.28 HMEr S vermifera

- 9009990
- 0000000
OO0 000O

Figura 29. Fotografias representativas de la tincion histoquimica de la linea reportera DRS5::GUS
indicativa de la actividad de auxinas en plantas de A. thaliana, después de 14 dias de interaccion
directa [caja Petri no compartimentada (CC)] e indirecta [caja Petri compartimentada (CNC)] con
hongos y actinomicetos aislados de raiz y rizésfera de arandano (V. corymbosum) y dos hongos de
referencia (HMEr y S. vermifera).
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Expresion del gen reportero ARR5::GUS

La actividad del gen reportero de citocininas, no tuvo efecto en el area foliar de las
plantulas, pero si en las raices que estuvieron en contacto directo (caja Petri no
compartimentada) con P. fortinii y también mediante los compuestos volatiles (caja Petri
compartimentada) de M. alpina. Por su parte, ambas configuraciones experimentales
aumentaron la presencia del gen reportero ARRS::GUS con el hongo micorricico orquideoide

S. vermifera (Figura 30).

ARRS5::GUS

Control P. fortinii M. alpina  Act23  Act.24  Act.28 HMEr S. vermifera

00000000

Figura 30. Fotografias representativas de la tincion histoquimica de la linea reportera ARRS::GUS
indicativa de la actividad de citocininas en plantas de A. thaliana, después de 14 dias de interaccion
directa [caja Petri no compartimentada (CC)] e indirecta [caja Petri compartimentada (CNC)] con
hongos y actinomicetos aislados de raiz y rizésfera de arandano (V. corymbosum) y dos hongos de
referencia (HMEr y S. vermifera).

Expresion del gen reportero PR1::GUS

Con respecto a la actividad reportera de mecanismos de defensa, la produccion de acido
salicilico aumentd Unicamente en el area foliar de cajas Petri no compartimentadas

(compuestos difusibles y volatiles) del hongo P. fortinii. En las raices se observo un aumento
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en la expresion de este gen reportero, con la presencia de compuestos volatiles y difusibles
(caja Petro no compartimentada), liberados por M. alpina y el hongo micorricico ericoide.
Es importante mencionar que ninguno de los microorganismos evaluados liber6 compuestos
volatiles (cajas Petri compartimentadas), que provocara una diferencia en la expresion del
gen reportero del acido salicilico en las raices de las plantulas de A. thaliana con respecto al

control no inoculado (Figura 31).

PRI::GUS

Control P. fortinii M. alpina  Act23  Act.24  Act.28 HMEr S. vermifera

- 90000000
-~ 99000900

- @0000000

Figura 31. Fotografias representativas de la tincion histoquimica de la linea reportera PRI::GUS
indicativa de la actividad del acido salicilico en plantas de 4. thaliana, después de 14 dias de
interaccion directa [caja Petri no compartimentada (CC)] e indirecta [caja Petri compartimentada
(CNQO)] con hongos y actinomicetos aislados de raiz y rizosfera de arandano (V. corymbosum) y dos
hongos de referencia (HMEr y S. vermifera).

Expresion del gen reportero LOX2::GUS

Los hongos y actinomicetos evaluados, no tuvieron influencia en la expresion del gen
reportero de la actividad de defensa mediada por 4cido jasmonico en el area foliar, sin
embargo, la presencia de compuestos volatiles y difusibles (caja Petri no compartimentada)
de todos los microorganismos, provocé mayor expresion del gen reportero LOX2::GUS en
las raices con respecto al control. Un efecto similar se observo en las raices que no tuvieron

contacto directo con los microorganismos (cajas Petri compartimentadas), a excepcion del

85



hongo P. fortinii, quien tuvo un efecto similar al control no inoculado sugiriendo que los
compuestos volatiles de este hongo, no provocan mecanismos de defensa relacionados con

el acido jasmonico en la planta modelo A. thaliana (Figura 32).

LOX2::GUS

Control P. fortinii M. alpina  Act23  Act.24  Act.28 HMEr S. vermifera

- @DO00VON0
CNC Q““O“

- 9000000 D(

Figura 32. Fotografias representativas de la tincion histoquimica de la linea reportera LOX2::GUS
indicativa de la actividad del acido jasmonico en plantas de 4. thaliana, después de 14 dias de
interaccion directa [caja Petri no compartimentada (CC)] e indirecta [caja Petri compartimentada
(CNQO)] con hongos y actinomicetos aislados de raiz y rizosfera de arandano (V. corymbosum) y dos
hongos de referencia (HMEr y S. vermifera).

1I1.4. Discusion

Existen pocos trabajos que detallen los procesos bioquimicos involucrados en las respuestas
vegetales, relacionadas con el desarrollo y defensa vegetal provocadas por la presencia de
algunos microorganismos de la rizosfera. Por lo anterior, el presente estudio tuvo como
objetivo, caracterizar los efectos de dos hongos y tres actinomicetos aislados de la raiz y
rizésfera de arandano (V. corymbosum), asi como un hongo micorricico aislado de orquidea
y un hongo micorricico ericoide, obtenido de manera comercial sobre el desarrollo y defensa
de la planta modelo A. thaliana. Todas los microorganismos aislados tuvieron

comportamientos diferenciales en la interaccion.
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Los resultados de este estudio, mostraron que P. fortinii promueve el crecimiento vegetal
de A. thaliana, mediante mecanismos relacionados con la produccion de auxinas y
citocininas, con lo que se infiere que este hongo, tiene la capacidad de influir positivamente
sobre mecanismos vegetales como la division y expansion celular (Himanen et al., 2002;
Nishimura et al., 2004). Por su parte, S. vermifera influye en el desarrollo vegetal mediante
la activacion de mecanismos involucrados con las citocininas; estos resultados indican que
no hay diferenciacion en el efecto promotor de crecimiento vegetal mediante compuestos
tanto difusibles como volatiles para estos hongos. De manera contraria, el hongo M. alpina
promueve el desarrollo vegetal, inicamente mediante sus compuestos volatiles siendo el
presente trabajo de las primeras investigaciones que reportan el comportamiento de este
hongo con potencial, para su uso como bioestimulante agricola. La capacidad de promover
el crecimiento de las plantas por los hongos podria deberse a la produccion de metabolitos
secundarios como el acido indol acético, algunas citocininas, etileno y otras sustancias
promotoras de desarrollo (Tsavkelova et al., 2006; Contreras-Cornejo et al., 2009).

La regulacion positiva de los genes involucrados en la sintesis de citocininas y auxinas,
determinada por las lineas reporteras utilizadas en la interaccion es de gran ayuda para
conocer el proceso mediante el cual las plantas perciben a los microorganismos evaluados y
la manera en que estos afectan la diferenciacion y crecimiento vegetal.

Las plantas inducen procesos de resistencia cuando se ven atacados por patégenos
(Pieterse et al., 2009); dichos mecanismos incluyen el reconocimiento y la activacion de
respuestas de hipersensibilidad para desencadenar la respuesta sistémica adquirida asociada
a la produccion de sustancias especificas como el 4cido jasmoénico o el acido salicilico
(Bostock, 2005).

Como se menciono, los microorganismos tienen la capacidad de inducir multiples sefiales
en las plantas; estas sefiales interfirieren en las redes hormonales afectando directamente su
crecimiento o defensa. En este trabajo se reporta que los volatiles de los microorganismos
evaluados no desencadenan reacciones de defensa que involucren al 4cido salicilico, pero los
difusibles de M. alpina, HMEr y P. fortinii si lo hacen esto de acuerdo a lo observado con la
linea reprotera PRI1::GUS. La expresion del gen reportero de acido jasmodnico
(LOX2::GUY), incrementa con la presencia de compuestos difusibles y volatiles de todos los

microorganismos evaluados, con excepcion de los compuestos volatiles de P. fortinii.
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Es importante mencionar que la coordinacion del crecimiento y defensa vegetal se lleva a
cabo como una respuesta a la disponibilidad de recursos o bajo el estrés, causado por
patdgenos ocurriendo siempre con priodidad hacia los estimulos que reciben las plantas. La
actividad hormonal de citocininas, auxinas, acido jasmoénico y acido salicilico,
desencadenada por los microorganismos aislados de raiz y rizosfera de arandano, representa
una fuente de mediadores imprescindibles, tendiendo implicaciones en la adaptacion y éxito

de las plantas.

I11.5. Conclusiones

Nuestros resultados indican que los microorganismos evaluados actian de manera versatil en
la interaccion con A. thaliana. La comprension de la base molecular activada por lo
metabolitos de los hongos y actinomicetos seleccionados, proporciona la base para
comprender las ventajas de las asociaciones de estos micrroganismos con las plantas,
permitiendo el desarrollo de estrategias que mejoren su aprovechamiento como
bioestimulantes vegetales. Sin embargo, son necesarios estudios mas detallados que abren la
oportunidad de estudios futuros que evalten la viabilidad de su uso en plantas de interés

agricola.
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7.4. CAPITULO 1V. Efecto de inoculacion de los microorganismos aislados, sobre el
desarrollo vegetal de plantas de Arandano (Vaccinium corybosum) en etapa de vivero.

Resumen

La raices y rizosfera de plantas pertenecientes a la familia de las ericaceas como el arandano,
albergan multiples microoganismos, incluyendo taxones de hongos y bacterias que ofrecen
ventajas ecoldgicas y fisiologicas. Algunos hongos forman asociaciones micorricicas de tipo
ericoide y se conocen por incrementar el desarrollo vegetal; otros hongos como los
denominados endoéfitos, tienen funciones atin desconocidas en las plantas, sin embargo,
algunos se han identificado con frecuencia en las raices de esta familia. El objetivo de este
trabajo, fue determinar la presencia de estructuras caracteristicas de cuatro hongos en las
raices de plantas de ardndano; dos de ellas: Phialocephala fortinii y Mortierella alpina
aisladas e identificadas de raiz y rizosfera de esta especie vegetal mediante técnicas
morfoldgicas y moleculares asi como un hongo micorricico ericoide (HMEr), obtenido de
manera comercial y un hongo micorricico orquideoide: S. vermifera aislado e identificado
molecularmente en el Laboratorio de Genética y Microbiologia (nimero de acceso GenBank
JQ711842); estos ultimos, utilizados como referencia. Ademads, se plante6 examinar los
efectos de la inoculacion fungica. Se repropagaron plantas de arandano (V. corymbosum),
mediante esquejes y se inocularon con los hongos respectivos. Después de ocho meses se
evaluaron variables agricolas como altura, nimero de tallos, nimero de hojas, capacidad
fotosintética y area foliar. Lo resultados indicaron que ninguno de los hongos inoculados
mejoraron la altura, sin embargo, S. vermifera fue quien mejor6 la mayoria del resto de las
variables evaluadas. Por su parte, M. alpina inhibi6 el nimero de hojas por planta mientras
que HMEr, promovi6 la biomasa radicular. La concentracion de clorofila se vié disminuida
por todos los hongos con respecto a la medicion inicial. Se observé colonizacion fungica de
25 - 40%; M. alpina no form6 ninguna estructura micorricica particular, mientras que las
plantas inoculadas con P. fortinii, S. vermifera y HMEr, mostraron estructuras similares a las
formadas por micorrizas ericoides tipicas. Los efectos de la colonizacidén fueron son neutros
en el desarrollo de V. corymbosum sin embargo, se prevee su potencial para promover el

crecimiento vegetal de esta especie.
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Palabras clave: Vaccinium corymbosum, P. fortinii, M. alpina, S. vermifera, HMEtr,

Endofito septado obscuro.

Abstract

The roots and rhizosphere of plants belonging to the Ericaceae family, such as blueberries,
harbor multiple microorganisms, including taxa of fungi and bacteria that offer ecological
and physiological advantages. Some fungi form ericoid-type mycorrhizal associations and
are known to increase plant development; other fungi, such as those called endophytes, have
functions that are still unknown in plants; however, some have been frequently identified in
the roots of this family. The objective of this work was to determine the presence of
characteristic structures of four fungi in the roots of blueberry plants; two of them:
Phialocephala fortinii and Mortierella alpina isolated and identified from the root and
rhizosphere of this plant species using morphological and molecular techniques as well as an
ericoid mycorrhizal fungus (HMEr), obtained commercially and an orchid mycorrhizal
fungus: S. vermifera isolated and molecularly identified in the Laboratory of Genetics and
Microbiology (GenBank accession number JQ711842); the two latter, used as a reference. In
addition, it was proposed to examine the effects of fungal inoculation. Blueberry plants (V.
corymbosum) were propagated using cuttings and inoculated with the respective fungi. After
eight months, agricultural variables such as height, number of stems, number of leaves,
photosynthetic capacity and leaf area were evaluated. The results indicate that none of the
inoculated fungi improved height, however, S. vermifera was the one that improved most of
the rest of the variables evaluated. For its part, M. alpina inhibited the number of leaves per
plant while HMEr promoted root biomass. The chlorophyll concentration was decreased by
all fungi with respect to the initial measurement. Fungal colonization of 25 - 40% was
observed; M. alpina did not form any particular mycorrhizal structure, while plants
inoculated with P. fortinii, S. vermifera and HMEr showed structures similar to those formed
by typical ericoid mycorrhizae. The effects of colonization so far are neutral on the
development of V. corymbosum; however, its potential to promote plant growth of this

species is anticipated.
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Key words: Vaccinium corymbosum, P. fortinii, M. alpina, S. vermifera, HMEr, Dark septate

endophyte.

IV.1. Introduccion

Los hongos micorricicos y los hongos endofitos juegan un papel fundamental en las
interacciones benéficas con las plantas, pues tienen la capacidad de promover su crecimiento
y de proporcionar beneficios imprescindibles para su desarrollo como un mejor acceso a los
nutrientes no disponibles o la resistencia ante patdogenos, por lo que es necesario ampliar el
conocimiento de su funcidn y establecer herramientas de manejo que permitan su mejor
aprovechamiento. Por su parte, el cultivo del arandano (Vaccinium corymbosum L.)
representa un potencial de desarrollo econdmico para México, ya que de su produccion total
anual (66,482 toneladas) se exporta el 96.1 % al mercado estadounidense, siendo los estados
de Jalisco, Michoacan y Sinaloa, los principales productores de esta frutilla con un total de
31, 912; 15, 490 y 9, 130 toneladas, respectivamente (SIAP, 2022). Para cumplir con la
demanda actual, los productores se basan en el uso de productos sintéticos que afectan
directamente a las comunidades microbianas de la rizosfera y disminuyen su diversidad, por
lo que modifican la estructura y propiedades del suelo llevandolo a su degradaciéon y pérdida
de fertilidad (Swaroop et al., 2020). Por otro lado, el cultivo de arandanos se ve afectado por
algunos desafios como la disponibilidad de nutrientes, lo que ha llevado a un interés creciente
en el estudio de las interacciones microbianas con esta planta.

Vaccinium tiene un amplio rango de relaciones, en su mayoria con ascomicetos que
mejoran su nutricion mineral (Van Geel et al., 2020). Oidiodendron maius (Pescie et al.,
2021), Cadophora sp., Lachnum sp. (Bizabani y Dames, 2015), se han identificado en las
células rizodérmicas de plantas ericaceas sanas formando la micorriza ericoide, un tipo
especifico de micorrizas que se han identificado como simbiontes cruciales para el desarrollo
y crecimiento de plantas como el ardndano, esta micorriza se caracteriza por la presencia de
finos enrrollamientos de hifas intracelulares (Read, 1996), encargadas de conferir beneficios
como una mejor adquisicion de nutrientes minerales como el fosforo y el nitrégeno (Pescie
et al., 2023) y el alivio de estrés por sequia (Mu et al., 2021) entre otros, lo que hace que su

presencia sea alin mas relevante para la agricultura sostenible.
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También destaca su asociacion con hongos endofitos septados oscuros, los cuales se
caracterizan por la produccion de hifas septadas no hialinas; son microorganismos que
habitan en los tejidos internos de las plantas, sin causar dafio aparente a sus hospederos;
algunos estudios han sefialado su capacidad de sintetizar compuestos bioactivos, incluyendo
sider6foros que pueden mejorar la absorcion de Hierro. Un ejemplo de hongo septado
obscuro es Phialocephala fortinii, un microorganismo que tiene la capacidad de liberar
enzimas capaces de disolver nutrientes insolubles como el foésforo (Daghino et al., 2022) o
algunos hongos de la division Basidiomicota, destacando algunos Sebacinales (Vohnik et al.,
2016).

La presencia de hongos micorricicos y hongos endofitos en las raices y rizosfera de plantas
de arandano, se ha reportado con una serie de beneficios significativos para el crecimiento y
desarrollo vegetal, entre los que también se incluyen una estimulacion del crecimiento radical
y un aumento en la proteccion contra patogenos. Su estudio es un campo en constante
expansion y ofrece un amplio potencial para mejorar la produccién agricola y la
sostenibilidad ambiental.

Por otro lado, desafortunadamente la identidad de los hongos asociados a V. corymbosum
en México, es aun limitada, por lo que es necesario ampliar el conocimiento de su funcidon y
establecer herramientas de manejo, que permitan su mejor aprovechamiento conduciendo las
practicas agricolas hacia un enfoque mas amigable con el ambiente que a su vez, aumente la
calidad y rendimiento de los cultivos de ardndano brindando beneficios sustentables y

econdémicos para la sociedad.

IV.2. Metodologia

Propagacion de planta de arandano mediante esqueje

Se obtuvieron de manera comercial un total de 70 plantas de ardndano (V. corymbosum), de
un afio de edad, sin embargo, para contar con mas unidades experimentales, se procedi6 a
propagar estas plantas mediante esqueje de tallo. El procedimiento consistid en sacar cada
planta de su maceta y seccionarlas en dos o tres esquejes con raiz, dependiendo de su tamatfio.
En el sitio de corte de cada esqueje, se colocaron unas gotas de enraizador liquido

denominado Decoder Plus (marca Nutricional). Cada esqueje se trasladé a macetas limpias
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y desinfectadas que contenian sustrato compuesto de peat moss — perlita y vermiculita en
proporciones 2:1:1 con humedad a capacidad de campo (Figura 33). Los esquejes se
mantuvieron en riego continuo y se eliminaron las plantas que mostraron caracteristicas de

marchitez considerandolas como muertas.

Figura 33. Proceso de propagacion de plantas de arandano (V. corymbosum) por esqueje de tallo. A)
Diseccion de plantas, B) Colocacion de enraizador comercial y C) Acomodo de esquejes en macetas
con sustrato (peat moss, perlita y vermiculita; 2:1:1).

Pruebas de crecimiento de cepas fungicas aisladas en sustrato

Los hongos a evaluar fueron: 1) P. fortinii y 2) M. alpina, aislados de raiz y rizosfera
respectivamente de ardndano (V. corymbosum) asi como un hongo micorricico ericoide
(HMETr) obtenido de manera comercial y S. vermifera un hongo micorricico aislado de raices
de las orquideas mexicanas Bletia purpurata y Habenaria flexuosa e identificado
molecularmente (nimero de acceso GenBank JQ711842) en un trabajo de investigacion
llevado a cabo por Beltran-Nambo y colaboradores (2018) en el Laboratorio de Genética y
Microbiologia perteneciente a la Universidad Michoacana de San Nicolas de hidalgo.

Con la finalidad de conocer el comportamiento de los hongos en sustrato, se realiz6
una prueba para asegurar su crecimiento en condiciones de invernadero. Se llenaron tres
recipientes de capacidad de 500 g con el mismo sustrato de crecimiento de esquejes de
arandano (Peat moss, perlita y vermiculita en proporciones 2:1:1) en los cuales, se inocul6

aproximadamente 1 cm? de cada hongo.
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Los recipientes se regaron a capacidad de campo y se mantuvieron en invernadero para

simular las condiciones reales donde se montaria el experimento. Se mantuvieron en

monitoreo constante para reconocer el inicio de aparicion de hifas fungicas (Figura 34).

> e

Figura 34. Recipientes con sustrato (peat moss, perlita y vermiculita; 2:1:1) inoculado con dos
hongos aislados de rizésfera de arandano (V. corymbosum): Phialocephala fortinii y Mortierella
alpina, asi como dos hongos de referencia (S. vermifera y HMEr) en condiciones de invernadero.

Inoculacion de microorganismos aislados

El montaje del experimento se inici6 realizando dos orificios en el sustrato cercanos al
tallo y con una profundidad de 5 cm aproximadamente en cada maceta, para inocular en zonas
cercanas a las raices de plantas de arandano (V. corymbosum), que conformarian los sitios de
inoculacion. Posteriormente, se cortaron segmentos de aproximadamente 4 cm? del undculo
fungico desarrollado en medio de cultivo Agar Dextrosa Papa (PDA, por sus siglas en inglés)
y se colocaron en los orificios seleccionados que a continuacion se cubrieron con sustrato.
Finalmente, cada maceta se cubri6 con poli papel durante las primeras dos semanas para
conservar la humedad y asegurar el desarrollo fiungico (Figura 35). El experimento consté de
cinco tratamientos incluyendo el control no inoculado (T1: Control, T2: P. fortinii, T3: M.
alpina, T4: S. vermifera y T5: HMEr) cada uno con un total de 15 unidades experimentales
que se acomodaron de manera aleatoria en un invernadero perteneciente al Laboratorio de
Genética y Microbiologia Miguel Martinez Trujillo perteneciente a la Facultad de Biologia,
de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo. El experimento se mantuvo en

riego continuo a capacidad de campo durante ocho meses.
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Figura 35. Proceso de inoculacion de dos hongos aislados de rizosfera de arandano (V. corymbosum):
Phialocephala fortinii y Mortierella alpina, asi como dos hongos de referencia (S. vermifera y HMEr)
en condiciones de invernadero. A) Seleccion de orificios, B) Inoculacion de 4 cm?® de cada hongo, C)
Macetas cubiertas con poli papel y D) Acomodo aleatorio de macetas en condiciones de invernadero.

Variables agricolas

Después de ocho meses de interaccion de las plantas de ardndano con las cepas fungicas
seleccionadas, se tomaron datos de variables agricolas como 1) Altura, 2) Numero de tallos
secundarios, 3) Inflorescencias y 4) Contenido de clorofila (mg/m?) mediante el equipo CCM
— 300 (marca OptiScience). Los datos obtenidos se concentraron y se realizaron los andlisis

estadisticos correspondientes.

Variables micorricicas

Para conocer el estado de micorrizacion o interaccion hongo — raiz, se realiz6 una tincion de
acuerdo al procedimiento de Phillips & Hayman (1970), la cual consiste en obtener muestras
de raices y lavarlas con agua corriente para posteriormente, implementar el uso de Hidréxido
de Potasio (KOH), para el proceso de clarificacion de las raices, seguido de una acidificacion
con acido clorhidrico (HCI) y el uso de azul de tripano como colorante. Las raices tefiidas se
colocaron en una caja Petri con lactoglicerol, se cortaron en segmentos de 2 cm de largo y se
colocaron en portaobjetos, obteniendo un total de tres laminillas por planta. Las raices
montadas se observaron en microscopio Optico a 40X y se realizaron 100 observaciones por

planta. El porcentaje de colonizacion fingica total se calculd dividiendo el nimero de campos
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colonizados entre el nimero total de campos observados y multiplicado por 100 (Hernandez-
Cuevas et al., 2008). Con base a este dato se determin6d también el porcentaje de estructuras
fingicas en las raices; los datos se analizaron con una prueba de ANDEVA y comparacioén

de medias de Tukey (P < 0.05) con el software SPSS Statistics (IBM) Version 28.0.1 para

establecer diferencias significativas entre los tratamientos.

IV.3. Resultados

Propagacion de planta de arandano mediante esqueje

De 70 plantas iniciales se obtuvieron 150 plantas después de la propagacion mediante
esqueje, sin embargo, después de un mes de monitoreo y cuidados en invernadero, se observé
una mortalidad por necrosamiento de hojas y tallos del 50% del total de plantas propagadas,

quedando un total de 75 plantas disponibles para el montaje del experimento.

Pruebas de crecimiento de cepas fungicas aisladas en sustrato

Las condiciones de invernadero establecidas para el desarrollo de los hongos aislados de
arandano, asi como para los hongos micorricicos utilizados como referencia resultaron
favorables para su propagacion. El monitoreo constante de los recipientes de crecimiento,
permitid observar las primeras hifas fungicas de M. alpina, HMEr, P. fortinii y S. vermifera,

sobre el sustrato al cabo de cinco, siete, diez y veintitrés dias respectivamente (Figura 36).

Figura 36. Fotografia representativa del desarrollo de las primeras hifas del hongo M. alpina, aislado
de suelo rizosférico de arandano (V. corymbosum), sobre sustrato (peat moss, perlita y vermiculita;
2:1:1) a los 5 dias de inoculacion.
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Efecto de hongos sobre plantas de arandano (V. corymbosum)

Variables agricolas

Los resultados de las variables agricolas de las plantas de arandano, indican que la altura

no se vio mejorada con los hongos evaluados, todos tuvieron un comportamiento similar al

control (Figura 37).
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Figura 37. Altura de plantas de arandano inoculadas con dos hongos aislados de su rizosfera: P.
fortinii, M. alpina y dos hongos utilizados como referencia (S. vermifera y HMEr), en condiciones de
invernadero.

Por su parte, el hongo micorricico orquideoide S. vermifera, aumentd el numero de
tallos secundarios (< 4), mientras que el hongo micorricico ericoide (HMEr), tuvo un
comportamiento similar al control. Por su parte, los hongos P. fortinii y Mortierella alpina,
disminuyeron esta variable (< 2.9), con un nimero menor de tallos secundarios que el control

no inoculado (Figura 38).
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Figura 38. Numero de tallos secundarios de plantas de arandano inoculadas con dos hongos aislados
de surizosfera: P. fortinii y M. alpina y dos hongos utilizados como referencia (S. vermifera y HMEr)

en condiciones de invernadero. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (P <
0.05, Tukey).

El nimero de hojas se increment6 de manera considerable por la inoculacion del hongo
micorricico orquideoide S. vermifera (<35). Las plantas de ardndano inoculadas con los
hongos P. fortinii y HMEr no afectaron positivamente el nimero de hojas (<25) al igual que
el tratamiento control. Por su parte, M. alpina, inhibi6 el desarrollo de hojas teniendo un

efecto negativo en comparacion con las plantas no inoculadas (Figura 39).
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Figura 39. Numero de hojas de plantas de arandano inoculadas con dos hongos aislados de su
rizosfera: P. fortinii y M. alpina y dos hongos utilizados como referencia (S. vermifera y HMEr) en

condiciones de invernadero. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (P < 0.05,
Tukey).
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A pesar de que durante el experimento el nimero de inflorescencias fue bajo (de dos
a tres flores por planta), esta variable se observo favorecida por los hongos usados como
referencia: S. vermifera y HMEr (£2), seguido por el hongo M. alpina, mientras que en las
plantas inoculadas con P. fortinii, se reportan con un comportamiento similar al control no
inoculado (Figura 40).
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Figura 40. Inflorescencias de plantas de arandano inoculadas con dos hongos aislados de su rizésfera:
P. fortinii y M. alpina y dos hongos utilizados como referencia (S. vermifera y HMEr) en condiciones
de invernadero. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (P < 0.05, Tukey).

El contenido de clorofila de las plantas de arandano fue menor (<430 mg/cm?), de manera
general después de los ocho meses de interaccion planta-hongo, con respecto a la primera

medicion hecha al inicio de la interaccion (<455 mg/cm?), (Figura 41).
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Figura 41. Contenido de clorofila (mg/m?) en plantas de arandano inoculadas con dos hongos
aislados de su rizosfera: P. fortinii y M. alpina y dos hongos utilizados como referencia (S. vermifera
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y HMEr) en condiciones de invernadero. Letras diferentes indican diferencias estadisticas
significativas (P < 0.05, Tukey).

Los hongos aislados de la rizésfera de arandano (V. corymbosum) P. fortinii y M. alpina, no
incrementaron el desarrollo de la biomasa aérea de las plantas, con respecto al control no
inoculado, sin embargo, los hongos utilizados como referencia en este experimento (S.

vermifera’ y HMEr) si lo hicieron (Figura 42).
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Figura 42. Biomasa aérea de plantas de arandano inoculadas con dos hongos aislados de su rizosfera:
P. fortinii, M. alpina y dos hongos utilizados como referencia (S. vermifera y HMEr) en condiciones
de invernadero. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (P < 0.05, Tukey).

El HMEr, tuvo un efecto positivo sobre la biomasa radicular de las plantas de
arandano en las cuales, se reporta un peso 11g mayor al control. Por otra parte, la inoculacién
de M. alpina 'y S. vermifera tuvo efectos neutrales en esta variable mientras que P. fortinii no

tuvo un efecto significativo sobre el desarrollo de raices por lo que se observan mediciones

similares a las de plantas no inoculadas (< 12 cm) (Figura 42).
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Figura 43. Biomasa radicular de plantas de arandano inoculadas con dos hongos aislados de su
rizosfera: P. fortinii y M. alpina y dos hongos utilizados como referencia (S. vermifera y HMEr) en

condiciones de invernadero. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (P < 0.05,
Tukey).

Variables micorricicas

El estado de colonizacién fingica mostré que todos los hongos evaluados habian
colonizado las raices a los ocho meses con porcentajes de entre 30 y 40 %, siendo HMEr el
hongo con menor colonizaciéon (< 26.9 %), con respecto al resto de los hongos evaluados
(Figura 44). De manera particular, se reporta una colonizacion del 11% en las plantas control
(no inoculadas), debido a que la obtencion de las plantas fue desde un invernadero comercial,

donde existe la probabilidad de que los sustratos utilizados contengan microorganismos de

manera natural.
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Figura 44. Porcentaje de colonizacion fungica en plantas de ardndano inoculado con dos hongos
aislados de su rizosfera: P. fortinii y M. alpina, y dos hongos utilizados como referencia (S. vermifera
y HMETr). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (P < 0.05, Tukey).

Estructuras fungicas en las raices de arandano (V. corymbosum)

El desarrollo de hifas fungicas en forma de micelio intra y extraradicular se puede
observar en la Figura 45, donde es notable que mayoria de las raices inoculadas con los
hongos evaluados presentaron dicha estructura (< 90 %), con excepcion de las plantas
inoculadas con P. fortinii, el cual es el hongo con menor presencia de hifas fungicas (< 50%).
Las caracteristicas de las hifas de acuerdo al hongo evaluado se pueden observar en la Figura

46.
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Figura 45. Porcentaje de hifas fungicas presentes en raices de arandano inoculado con dos hongos
aislados de su rizosfera: P. fortinii, M. alpina, y dos hongos utilizados como referencia (S. vermifera
y HMETr). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (P < 0.05, Tukey).
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Figura 46. Hifas fungicas (sefialadas con flechas) presentes en raices de arandano inoculado con dos
hongos aislados de su rizostera A) P. fortinii y B) M. alpina, y dos hongos utilizados como referencia
C) S. vermifera y D) HMEr.

La presencia de estructuras caracteristicas de una colonizacién micorricica como lo son los
enrollamientos intracelulares, se observa en la Figura 47. P. fortinii, es el hongo que presentd
mayor cantidad de esta estructura (< 25%). Por su parte, los hongos evaluados como
referentes (S. vermifera y HMEr) presentaron cerca del 6% mientras que, en los datos
obtenidos, resalta M. alpina, quien no presentd esta caracteristica en las raices evaluadas.
Fotografias representativas de cada tipo de enrollamiento presentado por los hongos

evaluados se puede observar en la Figura 48.
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Figura 47. Porcentaje de enrollamientos intracelulares presentes en raices de arandano inoculado con
dos hongos aislados de su rizésfera: P. fortinii y M. alpina, y dos hongos utilizados como referencia
(S. vermifera y HMEr). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (P < 0.05,
Tukey).

Figura 48. Enrollamientos intracelulares (sefialados con asteriscos) presentes en raices de arandano
inoculado con dos hongos aislados de su rizosfera A) P. fortinii y dos hongos utilizados como
referencia B) S. vermifera y C) HMEr.

La presencia de estructuras de resistencia como microesclerocios o vesiculas en las
raices de las plantas de ardndano, también fue una caracteristica evaluada en este
experimento. El hongo P. fortinii, tuvo una cantidad considerable de dichas estructuras (<
25 %), mientras que en las raices inoculadas con HMEr, S. vermifera y M. alpina se

observo un 10.8%, 4.6% y 2.8% respectivamente (Figura 49).
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Figura 49. Porcentaje de estructuras de resistencia presentes en raices de arandano inoculado con dos
hongos aislados de su rizosfera: P. fortinii, M. alpina, y dos hongos utilizados como referencia (S.
vermifera'y HMEr). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (P < 0.05, Tukey).

IV .4. Discusion

Los hongos capaces de formar colonizacion micorricica ericoide, son conocidos por
mejorar el crecimiento de las plantas de la familia Ericaceae, sin embargo, los resultados de
la asociacion raiz-hongo en esta familia se ven influenciados por multiples factores como el
estado nutrimental, las précticas de cultivo, las condiciones climaticas, la variedad de plantas
hospederas, los patrones de colonizacidn, entre muchos otros. El objetivo de este estudio fue
determinar la presencia de estructuras fingicas de dos hongos aislados de la rizésfera de
arandano (P. fortinii y M. alpina) y dos hongos usados como referencia: un micorricico
aislado de plantas de orquidea (S. vermifera) y un micorricico ericoide, obtenido de manera
comercial (HMEr) en las raices de plantas de ardndano propagado mediante esqueje de tallo.
Ademas, se examinaron los efectos de dicha inoculacion fingica después de ocho meses de
interaccion.

Ericaceae comprende alrededor de 3000 especies acomodadas en 100 géneros, entre
los que se encuentran algunas especies potencialmente invasivas como Gaultheria shallon,
algunas plantas con valor hornamental como Rhododendron, asi como plantas con valor
comercial por su cultivo como Vaccinium corymbosum. La obtencidon de plantas como el
arandano azul, generalmente se lleva a cabo mediante semilla, injertos, propagacion in vitro

y estaca; este ultimo procedimiento puede verse afectado por la capacidad de enraizamiento,
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el tipo de sustrato, reguladores de crecimiento, nutricién, tipo de estaca, condiciones
climaticas e incluso la condicion fisioldgica de la planta madre, por lo que es muy frecuente
observar altos porcentajes de mortandad de plantas cuando se elige este método (Castro-
Garibay et al., 2019). Lo anterior permite una explicacion de los resultados reportados en
este trabajo, donde solo el 50 % de las plantas propagadas sobrevivieron.

En la naturaleza, los hongos micorrizicos ericoides, mantienen relaciones simbidticas
con las ericaceas permitiendo que la raiz huésped acceda a nutrientes organicos, mediante
una transferencia que se ve facilitada a través de actividades enzimaticas flngicas
extracelulares que son generalmente, secretadas por los hongos (Cairney and Meharg, 2003).
En los resultados reportados de este trabajo de investigacion, se observd una baja
colonizacion en las plantas control la cual, podria haber surgido de propagulos de hongos que
se encuentran de manera natural en el abono de corteza, utilizado cominmente como sustrato
de crecimiento de berries en viveros. Lo anterior, coincide con trabajos como el de Scagel y
colaboradores (2005), quienes reportan colonizacién micorricica ericoide en porcentajes
menores al 5% en plantas de ardndano no inoculadas, sugiriendo que el uso de sustrato no
esterilizado puede representar un potencial bajo de indculo.

El estudio de Vaccinium corymbosum, inoculado con los hongos P. fortinii y M.
alpina aislados de su rizésfera asi como de S. vermifera y HMEr obtenidos de plantas de
orquideas y de forma comercial respectivamente, mostro porcentajes de colonizacion entre
el 25 y 50%, después de ocho meses de interaccion; estos datos resultan favorables en
comparacion a los reportados por otros autores quienes mencionan rangos de 14 al 20% de
colonizacién micorricica en plantas inoculadas con hongos micorricicos ericoides como
Leohumicola, Oidiodendron maius y Meliniomices (Bizabani et al., 2016), por lo que
encontrar bajos porcentajes de colonizacién es comun en variedades de arandano azul, que
crecen bajo condiciones de invernadero comercial (Yand et al., 1998; Scagel and Yang,
2005).

La colonizacion fingica también puede verse influenciada por el estado nutrimental
del sustrato de crecimiento, en este trabajo de investigacion, el experimento en etapa de
invernadero no fue enmendado con nutrientes minerales, sin embargo, algunos estudios
realizados en condiciones controladas demuestran que los niveles bajos de nitrogeno

aumentan la colonizacion de hongos micorricicos ericoides (Goulart et al., 1996). Por su
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parte, el uso de nutrientes organicos puede mejorar este tipo de colonizacioén (Vohnik et al.,
2008; Sadowski et al., 2012).

De acuerdo con Tapia-Goné y colaboradores (2010), la capacidad de los hongos
micorricicos de promover el crecimiento de las plantas tiene como base dos factores
principales: la infectividad y la efectividad. Mientras que la infectividad es la capacidad del
hongo para penetrar e invadir la raiz y explorar el suelo, la efectividad se determina por el
efecto del hongo sobre el desarrollo la planta hospedera. Ambos conceptos no siempre estan
relacionados por lo que, la presencia de colonizacion micorricica en altos porcentajes (80-
90%) no necesariamente inducird mayores efectos benéficos sobre la planta, asi también,
colonizaciones de 15-40% pueden provocar excelentes efectos en la nutricién y desarrollo
vegetal (Bago et al., 2000). Un efecto similar a lo anterior se observo en el presente trabajo
para el caso del hongo micorricico orquideoide S. vermifera, con el cual se observaron
porcentajes de colonizacion < 40% sin embargo, ésta especie fingica tuvo mayor efectividad
sobre las variables agricolas evaluadas en comparacion con el resto de los hongos probados.

La variable agricola de la cantidad de clorofila en las plantas de arandano, muestra
una disminucién significativa con el paso del tiempo en el experimento, si bien, este
comportamiento estd ligado al desarrollo vegetativo de las plantas, es importante mencionar
que la disminucion de la capacidad fotosintética esta relacionada con la disponibilidad de
carbono, el cual es un elemento indispensable para mantener la simbiosis (Smith et al., 2009),
por lo tanto, esta también podria ser una explicacion de la baja colonizacion observada.

El efecto positivo de la inoculacion de HMEr sobre la variable de biomasa radicular,
sugiere que este hongo promueve la elongacion de raices, lo cual implica que las plantas
tengan una mayor superficie para lograr eficientar el proceso de absorcion de nutrientes del
suelo (Abdalla et al., 2023).

El estado de micorrizacion tipo ericoide de algunos hongos como Leohumicola,
Oidiodendron y Meliniomyces se ha estudiado con anterioridad en distintas plantas ericaceas
hospederas (Vega et al., 2009; Villarreal-Ruiz et al., 2012; Grunewaldt-Stocker et al., 2013);
estos estudios han reportado su presencia en sitios que van desde ecosistemas quemados,
hasta cultivos comerciales de arandano azul (Nguyen and Seifert, 2008) pero de manera
desafortunada, los roles funcionales de la mayoria de la mayoria de este tipo de hongos

permanece incierto.
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En la actualidad, los hongos formadores de micorriza ericoide reconocidos, incluyen
un rango taxonomico delimitado y estrecho dentro de Ascomycota y algunos Sebacinales
pertenecientes al Phylum Basidiomycota. Durante mucho tiempo, las micorrizas ericoides
han permanecido en gran medida como un dominio de ascomicetos (Read, 1983; Kron et al.,
2002), considerando a las asociaciones de ericidceas con basidiomicetos como casuales
(Leake and Read, 1991). Sin embargo, dicho paradigma revolucioné después de que autores
como Berch y colaboradores (2002), Allen y colaboradores (2006), reportaran que la mayoria
de los pelos radiculares de plantas ericaceas bajo estudio, contenian ADN de Sebacinales
Basidiomicetos.

Posteriormente, se realizaron mas estudios con base molecular, que confirmaron que
Sebacina spp. son el principal taxoén de Basidiomicetos detectado en raices de plantas capaces
de formar micorriza ericoide (Bougore et al., 2007; Selosse et al., 2007; Ishida and Nordin,
2010;Walker et al., 2011); en el afio 2006, Setaro y colaboradores demostraron que
Sebacinaceae formd ectendomicorriza cavendishioide. En el presente trabajo de
investigacion, se corrobora la asociacion de S. vermifera y una planta ericicea como el
arandano azul, ademas de ser uno de los hongos evaluados que mejor6 significativamente la
mayoria de las variables agricolas. Por lo tanto, resulta importante realizar estudios que
detallen la asociacion para establecerla como micorricica del tipo ericoide.

Un hongo aislado de arandano (V. corymbosum), evaluado en este trabajo fue P.
fortinii, un endofito septado oscuro (DSE por sus siglas en inglés), habitante de raices de una
gran variedad de plantas; este tipo de hongos tienen una distribucion mundial y representan
un grupo que interactiia funcional y ecldégicamente con otros microorganismos del suelo
(Jumponen and Trappe, 1998). De manera particualr, P. fortinii es el DSE mas estudiado y
del cual se ha reportado que muy posiblemente, reemplaza a los hongos micorricicos en sitios
con condiciones climaticas y edaficas extremas (Haselwandter and Read, 1980; Read and
Haselwandter, 1981; Wang and Wilcox, 1985).

La asociacion de las raices de una planta con DSE, también varian de negativas a
neutrales y positivas de acuerdo al desarrollo de las plantas hospederas y para el caso de P.
fortinii, su colonizacidon se describid principalmente en coniferas sin embargo, diversos

autores reportan su aislamiento de las raices de ericaceas como Rododendros aunque es
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necesaria la apertura de estudios morfologicos mas especificos (Hambleton and Currah,
1997; Currah et al., 1993).

Tomando en cuenta la amplia distribucion del DSE P. fortinii, se puede esperar que
se encuentre presente en especies ericoides de interés comercial. Lo anterior se confirmé con
el presente estudio, ademas de su capacidad de formar estructuras caracteristicas de una
micorriza ericoide, como los enrollamientos intracelulares reportados, sin embargo, es
necesario indagar mas acerca de su funcionalidad en plantas de gran interés como el ardndano
azul asi como realizar estudios morfologicos y fisiologicos de dicha asociacion.

Las respuestas de la inoculacion fingica varian desde lo neutral a lo positivo; en el
caso particular de este trabajo de investigacion, la inoculacion de plantas de ardndano (V.
corymbosum) con los hongos P. fortinii y M. alpina aislados de su rizésfera no tuvo
influencia significativa sobre las variables agricolas de altura, tallos secundarios, hojas,
inflorescencias y biomasa aérea y radicular sin embargo, la inoculacion de los hongos usados
como referencia (S.vermifera y HMEr), si provoco cambios significativos en la mayoria de
las variables a excepcion de la altura. Estos resultados coinciden con los reportados por
Starret (2003) y Scagel (2005), en los que destaca que la colonizacién micorricica no siempre
tiene una correspondencia positiva de las respuestas de crecimiento en todas las variedades
de arandano azul.

Por lo anterior, resulta interesante el estudio del efecto de estos hongos sobre otras
variedades de esta especie vegetal. Por otra parte, es necesario llevar a cabo experimentos de
mayor duracion para observar efectos notables sobre el crecimiento vegetal de plantas como

el arandano incluyendo evaluaciones continuas durante varias temporadas de crecimiento.

IV.5. Conclusiones

El hongo P. fortinii aislado de rizésfera de V. corymbosum, asi como los hongos utilizados
como referencia (el hongo micorricico orquideoide S. vermifera y el hongo micorririco
ericoide HMEr obtenido de manera comercial), participan en asociacién micorricica con
plantas de ardndano cultivado en el estado de Michoacan, México. Los efectos de inoculacion
se ven afectados por diversos factores y las respuestas sobre el desarrollo vegetal son

diferenciales, sin embargo, el mejoramiento de variables agricolas como la biomasa aérea,
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biomasa radicular, hojas, tallos secundarios e inflorescencias indica que la inoculacion de S.
vermifera 'y HMEr, puede ser beneficiosa. Es necesario evaluar los efectos de la inoculacion
de estos hongos en arandanos, en estudios a largo plazo que también midan el rendimiento y
la calidad de los frutos.

Por su parte, es imprescindible realizar estudios mas detallados que confirmen la
funcién como micorriza ericoide del endofito septado oscuro P. fortinii, con la finalidad de

elucidar su funcionalidad en plantas de interés agricola como el ardndano azul.
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8. DISCUSION GENERAL

El uso de microorganismos promotores de crecimiento vegetal, es una de las
principales alternativas al uso de productos sintéticos en la agricultura actual, que encamina
hacia la produccion de alimentos con un enfoque de proteccion del medio ambiente (Calvo
et al.,, 2014). Teniendo en cuenta el actual aumento de la poblacion mundial, se hace
imprescindible la necesidad de una agricultura sostenible con la capacidad de preservar el
futuro de la humanidad. Por otro lado, el mundo enfrenta grandes desafios con respecto a la
productividad de los cultivos, por lo que la degradacion del suelo y otros recursos naturales

estan cada vez mas en riesgo.

El uso y aplicacion de inoculantes bioldgicos en sistemas agricolas, ha sido
ampliamente examinado. En el presente trabajo de investigacion, se identificaron hongos
patogenos como: F. oxysporum, B. cinerea y A. alternata que con frecuencia se han aislado
de arandano (Moya-Elizondo et al., 2019; Wang et al., 2021; Ramos-Bell et al., 2022), asi
como Phialemonium obovatum, un hongo saprotrofo oportunista de importancia clinica

(Gams y McGinnis, 1983).

Los hongos endofitos septados obscuros, son habitantes comunes de plantas ericaceas
(Vohnik and Albrechtova, 2011). Phialocephala fortinii, otro hongo aislado en este trabajo,
pertenece a dicha clasificacion que comunmente se encuentra en las raices de plantas con un
amplio rango de distribucion geografica y con capacidad de mejorar la absorcion de
nutrientes (Surono y Narisawa, 2021). De acuerdo a Yang y colaboradores (2018), existe
predominancia de especies de endodfitos septados obscuros representantes del complejo
Phialocephala fortinii sensu lato (s.l.)-Acephala applanata (PAC) en micobiomas de raices
que se desarrollan en suelos 4cidos, lo cual se comprueba con el presente estudio donde se
aislo a P. fortinii de raices de arandano, una planta que se desarrolla en suelos con pH de 4.5

a 5.2 donde generalmente, el acceso de la planta a nutrientes minerales es complicado.
Por otro lado, el aislamiento de P. fortinii de raiz de V. corymbosum cultivado en

Meéxico, coincide con un estudio realizado por Yang y colaboradores (2018), en el cual, los

autores investigaron la diversidad de hongos micorricicos ericoides en Vaccinium
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uliginosum, en China, en el cual reportan ademas de P. fortinii, a otros hongos de importancia
micorricica como Clavaria, Oidiodendron, Lachnum, Acephala y Phialocephala.
Adicionalmente, proponen un modelo putativo para la coexistencia entre hongos formadores
de micorriza ericoide y hongos endofitos septados oscuros en las raices de V. uliginosum
sugiriendo que, bajo estrés ambiental, como bajas temperaturas y poca disponibilidad de
nutrientes, las plantas ericoides pueden favorecer la co-colonizacion de ambos tipos de

hongos.

Mortierella alpina también es un hongo aislado en este trabajo; perteneciente a un
género con muy rara presencia de especies patogenas, lo que conlleva a que la mayoria de
las especies se consideran como una fuente prometedora al utilizarse como inoculantes
promotores de crecimiento vegetal (Mehrotra y Baijal, 1963). Este hongo aislado en el afo
2014 por Yadav y colaboradores (2014) en Corea y de manera mas reciente de plantas de
chile, aguacate y manzano (Hernandez et al., 2018; Mares-Ponce de Ledn et al., 2018; Diaz-
Aguilar et al., 2022) ha sido poco estudiado por lo que este trabajo representa un avance
importante de su aislamiento de suelo rizosférico de una planta ericicea como el ardndano
azul (V. corymbosum). De acuerdo al reporte de Wang y colaboradores (2022), es interesante
analizar su potencial para aliviar los sintomas de enfermedad causados por patdgenos como
F. oxysporum y aumentar el contenido de nutrientes esenciales como nitrogeno y foésforo,

disponibles en el suelo de la rizosfera.

En la actualidad, se han reportado una gran variedad de microorganismos como
candidatos para considerarse como agentes de biocontrol, entre los que destacan los
actinomicetos gracias a su capacidad de producir un espectro amplio de antibidticos como
metabolitos secundarios (Nishimura et al., 2002). Existen trabajos que reportan el aislamiento
de actinomicetos de plantas ericdceas como Calluna vulgaris, lo cual coincide con los
resultados de este estudio en el cual, se aislaron tres actinomicetos clasificados tnicamente
de manera morfologica. Hamin y colaboradores (2019), indican que la mayoria de estos
microorganismos presentes en C. vulgaris, pertenecen al género Streptomyces, por lo tanto,
es importante realizar estudios detallados para clasificar a los actinomicetos asociados a V.
corymbosum, cultivado en Michoacan con la finalidad de conocer su funcionalidad en el

desarrollo vegetal de esta planta de interés agricola.
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La interaccién entre microorganismos y plantas, ha sido de gran interés durante
mucho tiempo, ya que las plantas producen compuestos como azucares, acidos organicos y
vitaminas que los microorganismos utilizan como nutrientes o bien participan como sefales
bioquimicas que son Tutiles para su asociacion. A su vez, estas poblaciones de
microorganismos que pueden ser bacterias u hongos, liberan hormonas y compuestos
organicos que regulan el crecimiento y la morfogénesis de las plantas (Ortiz-Castro et al.,

2009).

Arabidopsis thaliana se ha utilizado ampliamente como planta modelo para la
investigacion de los efectos de las sefales ambientales en el crecimiento de las plantas.
Anteriormente, se ha reportado que diferentes microorganismos que han causado diversos
efectos sobre A. thaliana, entre los que destaca su influencia favorable en su desarrollo
(Lopez-Bucio et al., 2006; Palacio-Rodriguez et al., 2017). Gutiérrez-Luna y colaboradores
(2010), informaron aislamientos de Bacillus sp., con la capacidad de aumentar el desarrollo
de plantas y sus raices a través de compuestos organicos volatiles. En nuestra investigacion,
también se demostrd que P. fortinii y M. alpina favorecieron el desarrollo vegetal de A.
thaliana, mediante la emision de compuestos volatiles con lo que se puede comprobar que
en muchos de los mecanismos que utilizan los microorganismos para interactuar con las
plantas y promover su desarrollo vegetal, la emisién de compuestos orgénicos volatiles tienen

un rol crucial.

Los resultados de este trabajo, sugieren que la presencia de una barrera fisica que
evita el contacto directo hongo-planta permite que los compuestos volatiles desencadenen
respuestas que promueven la division y elongacion celular, con lo que se logra estimular su
crecimiento. Esto coincide con trabajos como los de Coria- Arellano y colaboradores (2023)
y Contreras-Cornejo y colaboradores (2009), donde se reporta que los efectos observados
son el resultado de la presencia de compuestos fingicos similares a las auxinas. En nuestro
estudio, no se determinaron los compuestos liberados por los hongos, sin embargo, se conoce
que algunas especies del género Mortierella sintetizan fitohormonas como acido indolacético
y acido giberélico, colocandolos en un lugar importante como hongos promotores de
desarrollo vegetal (Ozimek et al., 2018). Por lo anterior, es importante llevar a cabo estudios

que profundicen en la identidad de los compuestos sintetizados en las interacciones planta-
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hongo para abrir una brecha hacia el mejor aprovechamiento de los beneficios de indculos

bioldgicos sobre el cultivo de berries como el arandano azul.

Contrario a lo observado por Casarrubia y colaboradores (2016), quienes utilizaron
las mismas configuraciones experimentales y observaron una promocion de crecimiento de
A. thaliana en cajas Petri no compartimentadas, sugiriendo que tanto las moléculas volatiles
como difusibles, son responsables de la respuesta vegetal, en nuestro estudio no se observéd
promocion de crecimiento en cajas no compartimentadas por lo que es posible que el contacto
directo planta-hongo desencadene mecanismos donde se involucran compuestos reportados
como inductores de defensa vegetal como el acido jasmomico, acido salicilico y/o otros
metabolitos que suprimen el desarrollo vegetal (Glazebrook, 2005; Pieterse et al., 2012; Shi

etal., 2016).

Arabidopsis thaliana también cuenta con una extensa coleccion de mutantes y lineas
de sobreexpresion de genes relacionados con la homeostasis hormonal. Actualmente esta
disponible un nimero cada vez mayor de lineas que expresan promotores inducibles
fusionados a genes indicadores, que codifican proteinas o enzimas fluorescentes que pueden
usarse para investigar a nivel de tejido especifico los efectos de aislados de hongos
seleccionados. Este tipo de experimentos llevados a cabo in vitro, permiten investigar los
primeros pasos en la comunicacion y el reconocimiento planta-hongo (Mendoza-Vazquez et
al., 2019). Los resultados de este estudio mostraron que existe una regulacion positiva de los
genes involucrados en la sintesis de citocininas y auxinas la cual, permite ampliar el
conocimiento acerca del proceso mediante el que las plantas perciben a los microorganismos
evaluados. Mientras que P. fortinii, promueve el crecimiento vegetal de A. thaliana, mediante
mecanismos relacionados con la produccion de auxinas y citocininas, S. vermifera influye en

el desarrollo vegetal mediante la activacion de mecanismos involucrados con las citocininas.

La generacion de informacion acerca de los mecanismos activados por la presencia
de compuestos volatiles, emitidos por M. alpina que promueven el desarrollo vegetal de 4.
thaliana reportada en el presente trabajo, puede considerarse como uno de los principales en
evaluar la respuesta de la planta modelo en interaccion con este hongo y los demas evaluados,

por lo que se les pueden atribuir caracteristicas potenciales como bioestimulantes vegetales.
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Asi como es posible que los microorganismos mejoren el desarrollo de las plantas,
también son capaces de inducir en ellas procesos de defensa cuando dicho microorganismo
representa una amenaza. Estos procesos activan respuestas que desencadenan la sintesis de
sustancias como el 4cido jasmonico o acido salicilico (Bostock, 2005), con la finalidad de
mejorar sus posibilidades de desarrollo. Los resultados de este trabajo permiten identificar
las respuestas vegetales de defensa, que involucran la produccion de 4cido salicilico
unicamente cuando las plantas de A. thaliana se encuentran en contacto directo con los
hongos M. alpina, HMEr y P. fortinii. Por otro lado, la expresion del gen reportero del dcido
jasmonico, se observa incrementado en contacto directo e indirecto con la mayoria de los
hongos evaluados a excepcion de los compuestos volatiles de P. fortinii. Estos resultados
demuestran la importancia de los mediadores genéticos que involucran la sintesis de
fitohormonas como citocininas, auxinas, acido jasmonico y acido salicilico desencadenada
por los microorganismos aislados de raiz y rizésfera de arandano y que tienen implicaciones

directas en la adaptacion y supervivencia de las plantas.

Otra opcion de las plantas para mejorar su éxito es su asociacion con microorganismos
benéficos. En el caso del arandano, los hongos que se asocian a €l, son capaces de formar
colonizacién micorricica ericoide para mejorar el crecimiento vegetal, sin embargo, los
resultados de la asociacion raiz-hongo en esta familia se ven influenciados por multiples
factores. La inoculacion de P. fortinii en este estudio, permitido comprobar su capacidad de
formar estructuras caracteristicas de una micorriza ericoide, como los enrollamientos
intracelulares sin embargo, es necesario indagar mas acerca de su funcionalidad en plantas
de gran interés como el arandano azul, asi como realizar estudios morfologicos y fisiologicos
de dicha asociacion. Lo anterior resulta importante debido a que algunos autores como Yang
y colaboradores (2018), han situado a P. fortinii como un hongo formador de micorriza
ericoide putativo, a la par de otros como Oidiodendron, Lachnum, Phialocephala, Clavaria,
Acephala y Meliniomyces después de encontrarlos en raices de V. uliginosum. Es por esto
que los resutlados de esta investigacion representan un antecedente mas para la confirmacion
del estado micorricico ericoide de P. fortinii, aunque claramente son necesarios estudios mas
detallados de esta asociacion entre los que destaca la determinacion del intercambio
bidireccional de carbono y nitrégeno asi como otras pruebas especificas que involucren

sistemas de sefializacion en el proceso de reconocimiento planta-microorganismo.
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A pesar de que la inoculacion de M. alpina no mostré la capacidad de formar
estructuras micorricicas, pueden analizarse otras opciones de aprovechamiento de este
aislado. Por otra parte, el estudio de los efectos de un hongo micorricico orquideoide como
S. vermifera, perteneciente al llamado "clado B" dentro de las Sebacinales (recientemente
reclasificadas como Serendipitaceae), (Ray y Craven, 2016), sobre el crecimiento de una
planta ericacea, llevado a cabo en este trabajo, también abre una brecha para dilucidar su
potencial como formador de micorrizas en plantas ericaceas. Sus efectos sobre las variables
agricolas evaluadas, permite plantear numerosas preguntas de investigacion basica, sobre la
evolucion de las simbiosis micorricicas y colocan a este hongo como uno de los principales
promotores de crecimiento de plantas de arandano. Por lo anterior, los resultados de este
estudio pueden atribuirle a S. vermifera, un potencial agricola que no ha sido estudiado

ampliamente.

Adicionalmente, es importante mencionar que el uso de A. thaliana como modelo de
prediccion para la seleccion de microorganismos benéficos de la rizosfera de arandano,
resulto favorable. Sin embargo, los efectos de los hongos en condiciones de invernadero con
plantas de arandano se reportan diferenciales, lo cual puede atribuirse a la variedad de
factores que intervienen en el establecimiento de este tipo de experimentos; aun asi, la
modularidad de la planta modelo es funcional para estudiar el efecto de microorganismos de
la rizosfera. Con respecto a lo anterior, es importante analizar el efecto de los hongos
seleccionados sobre otras variedades de ardndano, asi como llevar a cabo experimentos de
mayor duracion, que incluyan evaluaciones continuas durante varias temporadas de
crecimiento, asi como establecer criterios detallados que aseguren en estado micorricico
ericoide de los aislados, que en este trabajo fueron capaces de formar estructuras tipicas de

esta asociacion.
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9. CONCLUSIONES GENERALES

El presente estudio es un aporte importante acerca de la identidad de las especies
fungicas asociadas con Vaccinium corymbosum en el estado de Michoacan, México; sin
embargo, son necesarios estudios mas detallados que amplien el panorama acerca de la

diversidad fingica, asociada a las diversas variedades cultivadas en el estado.

La estimulacion de crecimiento de plantas de 4. thaliana (Col 0), otorgada por los
hongos P. fortinii y M. alpina, permite visualizar a estos hongos con potencial al usarse como
promotores de desarrollo vegetal. A pesar de que los efectos no sean tan notables al evaluarse
en plantas de ardndano en condiciones de invernadero, los resultados reportados logran ser
un antecedente importante para ampliar el conocimiento acerca del estado micorricico
ericoide de P. fortinii y la funcionalidad de M. alpina, de lo cual existen pocos reportes a la
fecha. La evaluacion de hongos referentes como S. vermifera y HMEr, resulto benéfica para
el desarrollo vegetal y comprob¢ la capacidad de formar estructuras micorricicas en plantas
de interés agricola en el estado de Michoacan, como lo es el arandano azul. Es necesario
evaluar los efectos de la inoculacion de estos hongos en arandanos en estudios a largo plazo

que también midan el rendimiento y la calidad de los frutos.

La expresion de genes de respuesta hormonal y de defensa, sugiere que la promocion
del crecimiento se lleva a cabo mediante compuestos volatiles que de ser estudiados con mas
detalle en experimentos posteriores, representaran un gran avance para explotar los
beneficios que estos hongos otorgan a las plantas colocando a estos hongos como un recurso

bioldgico imprescindible para estimular el crecimiento de especies cultivables.
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INTRODUCCION

Las plantas mantienen une constante INErACCHXAN CON
los mecraorganismes que se desarrolfan a su alrededor,
mediante procesos bioguimeos como la sefalizacidn del
regulador maestro TOR (poe sus sylas en inglés: Targat
of Rapamyein), & cual funciona come receptor de sefialkes
ambientales requiando el crecinvento y metabolismo de
eucanontes (Corona et al., 2018), En dichas mteracclones
interviene también fa liberacitn de compuestes voldtiks
o difusibles como terpenos, compuestos sulfurados y
siderdforos, entre otros {Cantda er al, 2020, Heméndez-
Ledn et &, 2015), 8 su vez, participan en ef establecimientoe
de relacienes que pueden clasficarse como ascciativas,
simbedticas, neutrales o patdgenas (Bouwmeester & al.,
2019, Yatav et al,, 2018), es por asto gue las asoc@aciones
planta-mecreorganisma @stdn directamente relacionadas
con fa modulacion del desarrollo, mataboksmo y defensa
vegetal (Agarwall et al., 2019, Wenke et al,, 2018).

B cultivo del aréndano (Vaceimum covymbosum L)
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