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RESUMEN

En condiciones naturales, los arboles de citricos son dependientes de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) para
su crecimiento, desarrollo y nutricion, sin embargo, el efecto de éstos en plantas de citricos transgénicos se desco-
noce. De igual manera no se ha analizado como el ambiente rizosférico de estas plantas transgénicas se afecta y su
repercusion sobre la diversidad de los mismos. Se realizd un estudio sobre la diversidad de esporas de HMA desarrolla-
dos en un suelo nativo del estado de Colima, México, donde se ubican arboles de Citrus aurantifolia transgénicos. Se
observo que las plantas transgénicas tuvieron mayor diversidad de HMA, que las plantas no transgénicas. Los hongos
predominantes en plantas transgénicas fueron Racocetra fulgida, Gigaspora margarita, Funneliformis geosporum, G.
microaggregatum, Sclerocystis coremioides, Sclerocystis taiwanesis, Sclerocystis clavispora y Sclerocystis sinuosa,

mientras que los predominantes en no transgénicas fueron G. microcarpum, Acaulospora sp. y Sclerocystis sinuosa.
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ABSTRACT

Under natural conditions, citrus trees depend on arbuscular mycorrhyzal fungi (AMF) for
their growth, development and nutrition; however their effect on transgenic citrus
plants is unknown. Likewise, the manner in which the rhizosphere environment in
these transgenic plants is affected has not been analyzed, nor their repercussion on
diversity. A study was performed regarding the diversity of AMF spores developed in a
native soil in the state of Colima, México, where transgenic Citrus aurantifolia trees are
planted. It was observed that transgenic plants had a greater diversity of AMF than non-
transgenic plants. The predominant fungi in transgenic plants were Racocetra fulgida,
Gigaspora margarita, Funneliformis geosporum, G. microaggregatum, Sclerocystis
coremioides, Sclerocystis taiwanesis, Sclerocystis clavispora and Sclerocystis sinuosa,

while the predominant fungi in non-transgenic were G. microcarpum, Acaulospora sp. and

Sclerocystis sinuosa.
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INTRODUCCION
a mayoria de las raices de las plantas herba-
ceas, arbustivas y arboles, se encuentran colo-
nizadas por hongos micorrizicos arbusculares
(HMA). Algunas especies lefilosas que presentan
raices gruesas y con muy pocos pelos absor-
bentes, tales como, los citricos, son mas dependientes
de estos hongos, que otras plantas con un sistema ra-
dical mas abundante (Baylis, 1975). Los HMA auxilian a
que las raices de las plantas incrementen el volumen de
exploracion del suelo, y mejoran la absorcion de nutri-
mentos (Gonzalez-Chavez et al., 1998; 2000; Alarcon
y Ferrera-Cerrato, 2002; Ortas et al., 2002). El género
Citrus spp., presenta dificultades para el mejoramiento
genetico convencional, debido a que muchas de sus
especies son apomicticas y sus semillas producen em-
briones nucelares que limitan el desarrollo de embriones
cigoticos. Por tanto, es dificil recuperar una poblacion
grande de progenie para seleccionar plantas con carac-
teristicas deseables (Pefia y Navarro, 1999). La limitacion
tambiéen puede ser por incompatibilidad o autoincom-
patibilidad entre genotipos (Moore et al., 1992) y juveni-
lidad prolongada (Grosser y Gmitter, 1990; Moore et al.,
1993) entre otras razones. Una alternativa para el mejo-
ramiento de los citricos es la transformacion genética.
Con este sistema pueden insertarse genes especificos
foraneos dentro de un tejido vegetal receptor y asi obte-
ner una planta con caracteristicas de interes agronomico
sin la recombinacion genética propia de la hibridacion
de dos progenitores. Algunas propiedades maodificables
mediante transformacion genética de citricos son la re-
sistencia a plagas (Pérez-Molphe Balch y Ochoa-Alejo,
1998; Olivares-Fuster et al., 2000), a plaguicidas, habito
de crecimiento y calidad del fruto (Pérez-Molphe Balch
y Ochoa-Alejo, 1998). La transformacion genética per-
mite mantener integras las caracteristicas del cultivar ori-
ginal, mientras se inserta un gen o genes para conferir
una nueva cualidad (Bond y Roose, 1998; Pérez-Molphe
Balch y Ochoa-Alejo, 1998), es decir, que generalmente
no alteran el fenotipo, ni el comportamiento fenologico
de la planta modificada genéticamente (Wassenegger,
2002). Sin embargo, es importante evaluar posibles cam-
bios fisioldgicos por ejemplo su capacidad para asociar-
se con HMA. Las evidencias muestran que las plantas
transgénicas pueden cambiar la expresion de los genes
gue se le integran cuando son colonizadas por HMA, ya
sea evitando o aumentando la colonizacion del hongo
en la raiz, dependiendo de los genes integrados en la
planta y el objeto buscado en la transformacion (Bonfan-

Hongos arbusculares en limon mexicano

te et al., 1996; Gianinazzi-Pearson et al., 1995). Con base
a lo anterior, se evalud la diversidad de HMA en la rizos-
fera de arboles transgénicos [transformados con Agro-
bacterium rhizogenes con los genes rol, nptll, GUS vy el
gen de la capa proteica del virus tristeza de los citricos
(Perez-Molphe Balch y Ochoa-Alejo, 1998)] y arboles no
transgénicos, con el fin de evaluar la repercusion sobre
la diversidad de los HMA.

MATERIALES Y METODOS

En dos etapas se tomaron muestras de suelo rizosférico
(0-20 cm de profundidad) de arboles de limdn mexica-
no (Citrus aurantifolia) transgénicos y no transgénicos
de cuatro anos de edad bajo condiciones de inverna-
dero en invernadero en el campo experimental INIFAP,
Colima, México. La primera etapa se realizd en marzo
de 2004, y la sequnda en junio de 2005. Los arboles se
encuentran en macetas de aproximadamente 20-40 kg
de suelo, la cantidad de suelo colectada por cada arbol
fue de 0.5 kg, a una profundidad de 15 a 30 cm desde
el nivel del suelo. Para cada muestra se realizd un tami-
zado por el método de Gerdemann y Nicolson (1963).
Para la identificacion de organismos, se separaron del
tamizado de 15 a 20 esporas con caracteristicas morfo-
logicas semejantes y con hifa sustentora. Posteriormen-
te se realizaron preparaciones permanentes en forma
duplicada en laminillas con PVLG (polivinil alcohol lac-
toglicerol) y PVLG-reactivo de Melzer, respectivamente
(Schenck y Pérez, 1990). Las preparaciones se dejaron
secar en posicion horizontal por 24 horas a temperatu-
ra ambiente. Una vez secas, las prepa-

raciones se sellaron con

esmalte  trans-

parente
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para ufas alrededor del cubreobjetos. Las preparacio-
nes se observaron en un MIcroscopio en campo claro.
Se consideraron como caracteristicas relevantes para
su identificacion: el color de las esporas, tamafo y es-
tructura de la pared, y forma de la hifa sustentora. Para
ello se utilizo la tabla de colores del INVAM (http://in-
vam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/speciesiD.ntm).  En
esta tabla se utilizan varias combinaciones de los colo-
res azul, magenta, amarillo y negro para dar diversas to-
nalidades que al compararse con el color de las esporas
permiten definir su color.

El color de las esporas se expresa con la formula que
indica la concentracion de cada uno de los colores antes
mencionados. La determinacion de la estructura de la
pared de cada esporas se baso en la descripcion realiza-
da por Walker (1983) con base a murografos. La forma
de la hifa sustentora se determino con base en las claves
de Schenck y Pérez (1990). De las esporas con rasgos
mas representativos de la especie se tomaron fotogra-
flas con un microscopio invertido y uno de contraste de
Normaski (Olympus, Modelo BX51, objetivos planaploa-
cromaticos) para observar con detalle la estructura de la
pared celular de las esporas. La identificacion de las es-
poras se realizo siguiendo el enfoque de la clasificacion
actual de HMA (Redecker et al., 2013).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo de don-
de se tomaron las muestras indicaron pH alcalino de
7.7, con conductividad eléctrica de 1.93 ds m™!, donde
el efecto de la salinidad es casi nulo. La materia orga-
nica fue pobre (0.87%), al igual que el nitrogeno total
(0.04%). En el caso de fosforo (Olsen) el contenido en el
suelo fue bajo (4 mg kg™, al igual que el potasio (0.28
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cmol Kg_l). La textura fue migajon arenoso, eviden-
ciando que el suelo fue pobre en nutrimentos (Vazquez
y Bautista, 1993).

La diversidad de HMA en la rizosfera de las plantas trans-
geénicas fue registrd ocho especies, en comparacion
con la rizosfera de las no transgénicas con tres especies,
observando diferencias en las especies presentes de los
dos muestreos realizados (Cuadro 1). Lo anterior puede
deberse a variaciones estacionales entre el primer y se-
gundo muestreo. En la rizosfera de plantas no transgéni-
cas, Sclerocystis sinuosa fue el HMA con mayor frecuen-
Cia, y su presencia se reqgistro en ambos muestreos y ri-
zosferas, mientras que en la rizosfera de las transgénicas
fue G. microaggregatum. El hongo Sclerocystis sinuosa
estuvo presente en la rizosfera de ambas plantas, trans-
génicas y no transgenicas.

Es relevante mencionar que la diversidad morfologica
que se observo en este estudio, no representa la totalidad
de HMA que pueden estar presentes en la rizosfera de las
plantas de C. aurantifolia, transgénicas o no. Los HMA po-
drian haber estado colonizando las raices de estas plantas
sin haber esporulado en el periodo que se realizaron los
muestreos (Douds y Millner, 1999). Adicionalmente, los
HMA poseen estrategias de colonizacion y esporulacion
diferentes, por lo que un estudio estacional en periodos
mas cortos puede dar mayor informacion sobre la diver-
sidad total de estos hongos en la rizosfera de citricos.
Estudios realizadospor Hijri et al. (2006) indican que la
diversidad morfoldgica medida por presencia de esporas
puede subestimarse en el sistema suelo, y que aunado al
estudio morfologico, el analisis ecologico y analisis mo-
lecular (Morton y Bentivenga, 1994) considerando raices
colonizadas y posiblemente micelio (en caso de poder

Cuadro 1. Especies de hongos arbusculares que se encontraron en la rizosfera de arboles de cuatro afios de Citrus aurantifolium transgénicos

y No transgeénicos en dos €pocas de muestreo.
Primer muestreo (marzo 2004)

No transgeénicos Transgénicos*

Segundo muestreo (junio 2005)

No transgeénicos Transgénicos

Sclerocystis sinuosa G. microaggregatum

Sclerocystis sinuosa G. microaggregatum

Acaulospora sp. Funneliformis geosporum

Sclerocystis sinuosa

Glomus microcarpum Racocetra fulgida

Sclerocystis coremioides

Gigaspora margarita

Sclerocystis taiwanensis

Sclerocystis clavispora

* plantas transformadas con Agrobacterium rhizogenes con los genes de seleccion (rol, nptll y GUS) y el gen de la capa proteica del VTC.
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separarlo del suelo) completaria la
informacion sobre la diversidad de
estos HMA. La diversidad de espe-
cies de HMA también puede deber-
se a las caracteristicas de las plantas
transgeénicas; ya que algunas de ellas
mostraron un fenotipo alterado, con
entrenudos cortos, hojas arrugadas
y sistema radical muy desarrollado al
ser modificadas genéticamente me-
diante Agrobacterium rhizogenes
(Chavez-Vela et al,, 2003). Otro fac-
tor pudo ser por la baja capacidad
nutrimental del suelo, asi como, por
la estacionalidad de muestreo. Los
resultados mostrados parecen ser
los primeros en su geénero que re-
lacionen el efecto de plantas trans-
génicas sobre la diversidad de HMA
que crecen en ambiente de la rizos-
fera. La mayor diversidad observada
debe analizarse en futuros trabajos
con respecto al efecto que los HMA

pueden tener en la produccion de
dichos arboles, ademas de conocer
si existen diferencias en la funciona-
lidad de las especies similares tales
como, Sclerocystis sinuosa, y G.
microaggregatum encontradas en
ambas rizosferas de citricos transgé-
nicos o no. Para ello seria necesario
establecer cultivos monosporicos e
incrementar la cantidad de indculo.
Las Figuras 1 a 15 muestran detalles
de las esporas de cada especie, ubi-
cando las hifas y las paredes de las
esporas.

CONCLUSIONES

La diversidad de los HMA en las
muestras de suelo del campo ex-
perimental INIFAP, Colima no fue
alta. Las muestras de suelo de la ri-
zosfera de plantas transgénicas con
genes de seleccion y con el gen de
la capa proteica presentaron mayor

Figura 1. 1. Glomus microcarpum espora solitaria. 2: Espora rota, detallando la pared
laminada (L2) y la hifa sustentora. 3: Sclerocystis sinuosa, esporocarpo envuelto por el
peridium de hifas. 4: Detalle de las esporas y peridium, Barra=30 um.

Figura 2. Glomus microaggregatum 5: Parte
de un esporocarpo. 6: Detalle de una espora
mostrando la pared unitaria. 7: Funneliformis
geosporum, espora solitaria. 8 Acercamien-
to de una espora detallando las paredes, L2
pared rigida laminada, L3 pared membranosa
Barra=30 um.
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Figura 3. 9: Racocetra fulgida espora solitaria mostrando la forma de la hifa sustentora. 10: Gigaspora margarita espora solitaria.
11: Espora rota detallando la espora sustentora. Barra=30 um.

Figura 4. Sclerocystis taiwanensis. 12: Esporocarpo envuelto por el peridium de hifas. 13: Detalle de las esporas y
del peridium. 14: Glomus microcarpa. 15: Esporocarpo mostrando el arreglo radial de las esporas. 15.- Detalle de las
esporas y el peridium. Barra=30 um.



diversidad de esporas. La presencia de los HMA en los
citricos da pauta a un estudio ecologico mas exhaustivo.
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