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Resumen

Antecedentes: El trompillo es asociado por hongos endofiticos septados (HOS) y micorrizas arbusculares (MA) en ecosistemas tropicales, pero
no se ha estudiado su colonizacion en cada etapa fenologica durante las estaciones del afio en una zona urbana arida.

Preguntas: ;Cuales estructuras fingicas ocurren simultdneamente y estan relacionadas con cada etapa de crecimiento del trompillo?

Especies de estudio: Solanum elaeagnifolium Cav.

Sitio de estudio y fecha: Ciudad Juarez, Chihuahua, México, 2014.

Método: Las raices se trataron con una tincion dual de azul de tripano y sudan IV para distinguir microscopicamente las estructuras de la colo-
nizacion de ambos hongos en el ciclo de vida del trompillo en las cuatro estaciones del afio. Se evaluo el promedio de sus estructuras fingicas y
su colonizacion total por milimetro de longitud de raiz.

Resultados: La colonizacion simultanea de los hongos fue en todas las estaciones cuya diversidad morfologica estuvo relacionada con la fenologia
del hospedero. El promedio de la colonizacion de sus estructuras de ambos hongos (HOS: 64.2 + 7.2 y HMA: 31.5 £ 3.2 por mm de longitud de
raiz) representaron la mayor significancia de asociacion de las raices en primavera. Las hifas hialinas como las estructuras activas de los HOS y
los arbusculos de los HMA fueron consistentes en las estaciones del afio.

Conclusiones: Este es el primer reporte en mostrar la asociacion micorrizica tipo ‘Arum’y describir la co-ocurrencia de los HMA y los HOS en
relacion con la fenologia del trompillo por estacion del afio en una zona urbana del Desierto Chihuahuense.

Palabras clave: Azul de tripano, Desierto Chihuahuense, estaciones del afio, maleza, simbiosis, trompillo.

Abstract

Background: The silver nightshade is associated for endophytic dark septate fungi (HOS) and arbuscular mycorrhiza (MA) in tropical ecosys-
tems, but their colonization has not been studied in each phenological stage along the seasons of the year in an arid urban zone.

Question: Which fungal structures occurs simultaneously and are related with each growth stage of the silver nightshade?

Species study: Solanum elaeagnifolium

Study site and years of study: Juarez City, Chihuahua, Mexico, 2014

Method: The roots were treated with a dual stained of trypan blue and sudan IV to distinguish the mycorrhizal colonization structures of both
fungi in the silver nightshade life cycle during the four seasons of the year. The mean of fungal structures of root length with their total coloniza-
tion per millimeter was evaluated.

Results: The simultaneous colonization of the fungi was in all the seasons which morphological diversity was related to the host phenology. The
mean of the total colonization for their structure of both fungi (HOS: 64.2 + 7.2 y HMA: 31.5 £ 3.2 per mm of root length) represented the major
significance of root association in spring. The hyaline hyphae as the active structures of the HOS and the arbuscules of the HMA were consistent
in the seasons of the year.

Conclusions: This is the first report to show the mycorrhizal colonization ‘Arum’ type and describe the co-occurrence of the HMA and the HOS in
relation with the silver nightshade phenology per seasonal year in an urban area of the Chihuahuan Desert.

Key words: Chihuahuan Desert, seasonal of the year, silver nightshade, symbiosis, trypan blue, weed.
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Endomicorrizas en trompillo

El Desierto Chihuahuense alberga una amplia gama de
flora silvestre y una maleza con crecimiento agresivo lla-
mada trompillo (Solanum elaeagnifolium Cav.) fue selec-
cionada para este estudio. Es una especie probablemente
con origen en el noreste de México y suroeste de los Esta-
dos Unidos de América (Boyd et al. 1984) que se ha distri-
buido en muchas regiones semiaridas en el mundo (Mekki
2007, Singleton et al. 2020). En particular, esta maleza
prospera con tal rapidez que llega a cubrir gran parte de
tierras perturbadas y se ha convertido en una planta in-
deseable en las areas urbanas y agricolas (Khare 2007).

patogenos de las plantas (Mandyam & Jumpponen, 2005,
Pryor et al. 2009) o tienen efectos negativos, neutral o po-
sitivos en la salud de las plantas (Newsham et al. 1995) y
no esta muy claro su funcioén en los ecosistemas aridos.
Se ha demostrado que estos hongos, producen sustancias
toxicas causando la muerte de los herbivoros al consumir
las plantas de hierba loca (Braun ef al. 2003) como también
los pastos del género Festuca (Vazquez de Aldana et al.
2014, Petigrosso et al. 2019).

El trompillo presenta alcaloides tdxicos para el ganado
(Boyd et al. 1984, Chowanski et al. 2016) y con valores

El trompillo tiene efectos alelopaticos, es hospedero de
varias plagas y contiene alcaloides que son toxicos para
el ganado (Mekki 2007). Estos atributos y las condiciones
ambientales extremas que prevalecen en las zonas aridas
la hacen una maleza muy competitiva y dificil de eliminar
(Vigna et al. 1981).

Aslani et al. (2019) indican que las especies invasivas
son una amenaza mundial porque ellas modifican la bio-
diversidad del ecosistema y que los mecanismos por los
cuales las endomicorrizas contribuyen a su invasion estan
sin resolver. Es importante enfatizar que las investigacio-
nes en plantas invasoras en areas urbanas de zonas aridas
y su relacion con la microbiologia del suelo son rara-
mente investigados. Sin embargo, se ha observado que las
plantas invasoras micorrizadas tienen mejores beneficios
que las plantas nativas en la competencia por nutrientes,
aunque esto ha sido evaluado en condiciones de inverna-
dero (Awaydul et al. 2019, Xia et al. 2020). Las condicio-
nes aridas de la zona urbana de Ciudad Juarez, Chihua-
hua, México, tales como la escasa precipitacion, cambios
drasticos de temperatura y pobreza de nutrientes en el sue-
lo, albergan plantas con adaptaciones especiales capaces
de establecer simbiosis con microbios (Ali et al. 2018).
Por lo tanto, la investigacién sobre el patréon de coloni-
zacion de los hongos septados oscuros (HOS), sus simili-
tudes y/o diferencias relacionada a la colonizacion fingica
aseptada en el ciclo de vida del trompillo en un ecosistema
tan fragmentado por las zonas urbanas aridas no ha sido
reportada. Por ejemplo, en el sureste arido de los EUA,
los pastos y arbustos fueron méds comiinmente coloniza-
dos por hongos septados de color obscuro (HOS) que por
los hongos micorrizicos comunes (Barrow ef al. 1997a, b,
Porras-Alfaro et al. 2008). Investigadores reportan que los
hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) contribuyen
a que las plantas sobrevivan en ecosistemas desérticos
(Armenta-Calderdn ef al. 2019) y funcionan en suelos con
bajos niveles de materia organica y fosforo (Bertolini et al.
2020). Por otro lado, hay reportes que los HOS son o no
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medicinales (Muthukumar & Sathya 2017) como la sola-
sodina usado en las preparaciones anticonceptivos, asma
o artritis (Maiti & Mathew 1967). Si el trompillo contiene
sustancias toxicas o medicinales y crece agresivamente en
ecosistemas urbanos y agricolas, entonces: ;cuales aso-
ciaciones fungicas estan relacionadas con cada etapa de
crecimiento del trompillo? o jacaso los HOS y los HMA
podrian estar simultineamente compartiendo las células
radiculares de su hospedero vegetal en cada estacion del
afio? Para contestar estas preguntas, se propuso como ob-
jetivo analizar la dindmica de colonizacion de los hongos
septados endofitos y de las micorrizas arbusculares for-
madas por HMA en cada etapa fenologica del trompillo
a través de la microscopia en cuatro muestreos que cor-
responden a las cuatro estaciones del afio.

Materiales y métodos

Recoleccion de raiz. Las muestras de raiz de S. elaeagni-
Jfolium Cav. y suelo fueron colectadas en una poblacion de
plantas creciendo naturalmente en un lote baldio del area
urbana de Ciudad. Juarez, Chihihuaha, México en las co-
ordenadas de 31° 45’ 0” Ny 106° 27° 0” O. Tres muestras
de raiz y suelo se colectaron mensualmente por cada tem-
porada a una profundidad no mayor a 15 cm. Las raices
secundarias mas delgadas y cercanas de la raiz principal,
fueron colocadas dentro de bolsas plasticas con ziper y
transportadas en un contenedor con hielo para evitar su
desecacion. Al llegar al laboratorio las muestras de raiz se
almacenaron dentro del refrigerador a 5 °C por un lapso
no mayor a 10 dias. El suelo libre de raices se trasportd
de igual manera que las raices y fue usado inmediatamente
para determinar el porcentaje de humedad por cada es-
tacion del afio por medio del secado al horno (110 °C x 24
h). El laboratorio de climatologia y calidad del aire, de la
Universidad Auténoma de Ciudad Juérez proporcioné los
datos del porcentaje de humedad relativa, temperatura am-
biental, y precipitacion total en milimetros en el afio 2014.
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El muestreo inici6 en el afio 2014 durante el invierno (5 de
febrero) y se continud en la siguiente estacion de primavera
(10 de mayo), verano (23 de julio) y concluy6 en otofio con
su fecha correspondiente de 10 de noviembre.

Preparacion de doble tincion de la raiz. El procedimiento
de tincion de raiz se realiz6 con el método de Phillips &
Hayman (1970) y fue modificado para visualizar y evaluar
la colonizacion de los hongos endéfitos (HMA y HOS)
quienes fueron tefiidos con azul de tripano y sudan IV. El
azul de tripano fue para tefiir la pared celular de los hongos
y el sudan IV para tefiir de rojo a los lipidos contenidos
en las vacuolas de los hongos en estudio. En hifas hialinas
donde el hongo carece de pared celular, el color rojo de los
cuerpos de lipidos ayuda a visualizar en forma lineal a lo
largo de las hifas (Barrow 2003). La preparacion de un litro
de tincion con azul de tripano fue con 0.5 g de azul de tri-
pano, 500 ml de glicerol, 500 ml de acido lactico, se mezclo
la solucion y se conservo en un frasco ambar a temperatura
ambiente. La tincidén de sudan IV, consiste en combinar 3.0
g de sudan IV, con 740 ml de etanol (C,H,O 96 %), aforar
a un litro con agua destilada y agitarse para conservarse
en un frasco &mbar a temperatura de cuarto. Para la solu-
cion de doble tincion se agregd 100 ml de cada solucion de
azul de tripano y 100 ml de sudan IV (Barrow & Aaltonen
2001). Todas las raices fueron tefiidas con esta dual tincion
para observar a las estructuras de los hongos de los HMA
y HOS.

Proceso de tincion de las raices. Las raices colectadas
fueron lavadas con abundante agua corriente para eliminar
el suelo de las raices y fueron disectadas en fragmentos
no mayores a 1 cm. Raices sanas fueron seleccionadas al
azar y se colocaron en un tubo de ensaye de vidrio con la
solucion de hidroxido de potasio (KOH) al 10 %, los cua-
les después se pasaron a bafio maria a una temperatura de
32 °C durante 15 minutos. Las raices se enjuagaron con
agua corriente para retirar el exceso de KOH, y después
se clarificaron con peréxido de hidrégeno (H,0,) al 10 %
por 10 minutos, seguido de un enjuague con agua, para re-
moverlo (Phillips & Hayman (1970). Una vez clarificadas
las raices se sumergieron en la soluciéon de la doble tin-
cion y en bafio maria a 32 °C por un lapso de tres minu-
tos. Después se enjuagaron con agua corriente y se dejaron
reposar por 24 horas en 4cido acético glacial (CH,COOH)
al 5 %.

Cuantificacion de colonizacion. Segmentos de raices (8
segmentos, 1.0 cm de largo) con seis repeticiones con un

total de 48 segmentos por temporada fueron colocados en
un portaobjeto en varias gotas de medio para montaje (lac-
to glicerol). Un cubreobjetos fue colocado sobre las sec-
ciones de las raices y presionado firmemente con un lapiz,
para facilitar su observacidn. Se recorrieron cinco campos
visuales de forma vertical por cada fragmento dando un
total de 40 campos por laminilla. Se observaron las lami-
nillas al microscopio realizando un recorrido de las raici-
llas en busca de estructuras que indicaban la colonizacion
micorrizica: (hifas, vesiculas y arbusculos) o/y endofita:
(microesclerocios, hifas septadas oscuras, hialinas y ve-
siculas). Se evalu6 el promedio de estructuras fingicas
de colonizacién por milimetro (mm) de longitud de raiz.
La magnificacion fue a 100x y fue realizado con microsco-
pio Nikon Eclipse Ni-U (modelo: MQS32000. New York,
EUA) usando optico de contraste interdiferencial (DIC,
por sus siglas en inglés) unido a una camara digital tipo alta
resolucion DS-F12-U3 (modelo: MQA11020. New York,
EUA) y el software ProScan III.

Andalisis estadistico. Se realiz6 un analisis de varianza para
un disefio completamente al azar y asi detectar diferencias
entre las estructuras de ambos hongos con su hospedero en
las diferentes estaciones del afio. Las variables dependien-
tes fueron las estructuras de los hongos y los factores de
estudio fueron cada estacion del afio. El tamafio de mues-
tra (n) fue variable, ya que la aparicion y deteccion de las
estructuras fungicas vari6 entre 12 a 32, con un promedio
de n=19. La comparacioén de medias fue con la prueba de
Tukey al P <0.05 y fue utilizado para determinar la mejor
respuesta en la colonizacion total de las estructuras y entre
el nimero de estructuras por mm de longitud de raiz de
los hongos ensayados. Los datos fueron analizados con el
software SPSS v25.0 para Windows.

Resultados

Muestreo de raices en la estacion de invierno. Las células
de las raices del trompillo fueron colonizadas por estruc-
turas de ambos hongos en forma inter e intracelular (Figu-
ra 1). Los HOS presentaron sus estructuras caracteristicas,
tales como hifas septadas melanizadas, hifas intracelulares
hialinas, vesiculas y microesclorocios, mientras los HMA
mostraron hifas cenociticas lineales intracelulares y enro-
lladas o en racimos ademas de cuerpos lipidicos. La colo-
nizacion total de los HOS en las raices mostr6 valores pro-
medios de 50.9 + 5.7 por mm de longitud de raiz, y los HMA
fueron de 22.2 + 3.4 mm (Tablas 1, 2). Los septos de las hi-
fas que son tipicas de los HOS fueron visibles (Figura 1A).
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Figura 1. Colonizacién simultanea de hongos micorricicos y hongos septados endofiticos en raices de S. elaeagnifolium en la estacion de invierno. A)

hifa septada de los hongos endofiticos mostrando leve tincidén con azul de tripano de su pared celular. B y C) Hifa interna sin pared celular visible. D)

hifa con pared hialina y arreglo en linea de vacuolas con lipidos. E) hifa intracelular hialino de HOS conectadas a vesiculas llenas de lipidos. F) Micelio

tefiido de HOS mostrando su atipica forma cargada de lipidos. G) cuerpo de lipidos. H) Microesclorocio melanizado son llenados con formas irregulares

de cuerpos de lipidos mostrando el color rojo de la tincioén del sudan IV. J) Un racimo de hifas de HMA con cuerpos estéricos de lipidos. Fotogratias:

José Angel Alvarez Olivares.

La tincion de la pared celular vario desde un azul fuerte,
ligero o hialino al 0jo humano. La hifa hialina indica la mas
minima deposicion de pared celular, casi a nivel de mem-
brana, la cual fue considerada en su fase activa (Figuras
1B, C). Las vacuolas tefiidas ligeramente de azul son obser-
vadas en forma lineal a lo largo de las hifas hialinas (Figura
1D). Las vesiculas de forma circular estuvieron unidas a
hifas hialinas dentro de la célula de la raiz (Figura 1E). La
morfologia de la hifa fue variable, ya que en ocasiones era
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de un diametro continuo, uniforme y en otras tomaban for-
mas atipicas, es decir amorfas con didmetros diferentes en
algunas secciones (Figura 1F). El sudan IV tiii6 los lipidos
de color purpura en lugar de rojos, contenidos en las vacuo-
las del micelio de los hongos (Figura 1G). En la Figura 1H,
el micelio se observa apretadamente empaquetados dentro
de la célula, formando asi las estructuras de reposo o inacti-
vas llamados microesclerocios. La imagen muestra cuerpos
redondos llenos de lipidos en forma de racimos unidos a
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Figura 2. Estructuras de HOS y HMA colonizando inter o intracelular con el cortex de las raices de S. elaeagnifolium en la temporada de primavera. A)

Arbusculos de HMA tipo ‘Arum’ocupando casi todo el espacio de las células de la raiz. B) Arbusculo flicido, después de concluir su actividad fisiologica.

C) Alta densidad de hifas aseptadas en forma de red, rodeando la pared celular vegetal, tipico de la colonizacion Tipo ‘Arum’. D) Hifa mostrando la fuerte

tincion de azul de tripano con cuerpos lipidicos. E) Lipidos tefiidos con sudan IV contenidos en hifas hialinas septadas. F) Hifa hialina septada de los

HOS en etapa activa. G) Hifa modificada parecido a un tipo apresorio. H) hifa tipica melanizada de color oscuro de los HOS tefidos con azul de tripano.

Fotografias: José Angel Alvarez Olivares.

hifas pigmentadas con azul de tripano a quien se le registrd
como estructura de los HMA (Figura 17J).

Muestreo de raices en la estacion de primavera. Se ob-
servo el inicio de estructuras activas de la colonizacion del
tipo ‘Arum’ (Figura 2 A) de los HMA y continuian las fases
activas de los HOS en las células radiculares del trompillo
en la estacion de primavera. Las células adyacentes con-
tienen rastros de arbusculos (Figura 2B) mientras el tipo
‘Arum’ estan activos justo en la formacion de los nuevos
brotes del trompillo. Esta etapa fenologica supera signifi-
cativamente la asociacion micorrizica total (31.5 + 3.2 por
mm de longitud de raiz) a la observada en la estacion del
invierno (22.2 + 3.4 por mm; Tabla 1). Una amplia red de
micelio coloniza rodeando todas las células vegetales y

conectandose con el arbusculo tipo ‘Arum’ (Figura 2C).
Las asociaciones de los HOS fueron mayores significati-
vamente en primavera, pero son estadisticamente similares
con la estacion de invierno (Tabla 2). Sin embargo, se ob-
servan sus estructuras como una hifa septada de los HOS
fuertemente tefiida con azul de tripano con corptsculos de
granulos de lipidos (Figura 2D) o bien una densa red de hi-
fas septadas hialinas en forma intra o intercelular con o sin
lipidos en las células corticales de la raiz (Figuras 2E, F).
La Figura 2G muestra una estructura parecido a la de un
apresorio como la modificacion de la hifa septada que hace
contacto con la pared y membrana de la célula de trompi-
llo. Simultaneamente hay deposicion de melanina en las
hifas cercanas que tifie fuertemente con azul de tripano que
caracterizan el color oscuro de los HOS (Figura 2H).
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Muestreo de raices en la estacion de verano. Las mi-
croscopias realizadas en verano utilizando las muestras
de raices de trompillo (Julio 22) contintian con la pre-
sencia de ambos tipos de hongos en su hospedero. El pro-
medio de longitud de raiz por mm de colonizacién total
de los HOS fue de 32.1 + 2.6 y para los HMA de 17.4
+ 1.7 (Tablas 1, 2). Los tres tipos de estructuras encon-
tradas en HMA fueron las hifas cenociticas, vesiculas y
arbtsculos. La hifa no septada tipica de una colonizacion
de arbusculos tipo ‘Paris’ fue prominente dentro de una
célula vegetal, quien tuvo la habilidad de empaquetarse
ocupando casi toda la célula (Figura 3A). Otras hifas hia-
linas que escapan a la tincion colonizan intercelularmente
conectando las células (Figura 3B). Vesiculas prominentes
en forma esférica acumulando lipidos (Figura 3C) y ve-
siculas ovaladas-aplanadas (fuera de enfoque) son unidas
a los extremos de las hifas (Figura 3D) consideradas como
estructuras de HMA. Como evidencia de la presencia de
los HOS se encontraron hifas septadas hialinas intracelu-
lares con divisiones o intervalos irregulares por tabiques
o paredes transversales que dividen a las hifas en células
corticales de la raiz (Figura 3E). Aunque el micelio es hia-
lino, se logra observar ligeramente una linea de lipidos
donde los HOS acumulan fuentes de carbono (Figura 3F).
Se requirio6 la tincion de sudan IV para tefiir los cuerpos de
lipidos y de esta manera con una examinacion cuidadosa
fue posible rastrear las redes finas de hifas como la con-
tinua asociacion inter o intracelular. Fue comun que las
hifas tifieran o no de color azul y se distinguiera las que
rodeaban la pared celular fueran las no septadas (Figura
3G) y las intracelulares correspondian a las hifas septadas
hialinas (Figuras 3E-F, H).

Muestreo de raices en la estacion de otorio. En la estacion
de otofio, siguid consistente el tipo ‘Paris’ de las mico-
rrizas arbusculares con micelio intracelulares en forma de

espiral que ocuparon un gran espacio de la célula vegetal
(Figura 4A). Aunque el micelio fue positivo para la tin-
cion de azul de tripano, la tincion roja de lipidos con sudan
IV no tuvo buena respuesta. Sin embargo, corptsculos de
lipidos sin tincién fueron observados a lo largo del mice-
lio no septado (Figura 4B). Una hifa emergiendo entre
dos células se conecta con la estructura tipo ‘Arum’, muy
proxima a la célula de la raiz que contiene el tipo ‘Paris’
(Figura 4C). Las mismas muestras de raiz demostraron
las estructuras de arbusculos del tipo ‘Arum’ (Figura 4D)
asociada a una red intercelular rodeando cada célula ve-
getal (Figura 4E). En las muestras de las raices en otofio,
se observa que la colonizacion total de los HMA fue la
mas baja comparada con el resto de las estaciones (Tabla
1). Sin embargo, colonizacion total y la cantidad de hifas
septadas, vesiculas y microesclorocios de los HOS se in-
crementaron significativamente (Tabla 2). Los HOS hacen
presencia en todas sus formas desde micelio melanizado
(Figura 4F) conteniendo cuerpos de lipidos (Figura 4G),
iniciando microesclerocios (Figura 4H), e hifas hialinas
fisiologicamente activas (Figura 4J). No obstante, las tin-
ciones positivas de la pared celular con azul de tripano de
las hifas septadas dentro de las células (Figura 4K) po-
drian indicar el inicio de su dormancia. Al momento de
la toma de la muestra de raices, el suelo registré una hu-
medad del 4.50 %, (Tabla 3). Las tinciones de las raices
mostraron las colonizaciones micorrizicas del tipo ‘Arum’
y ‘Paris’ y la decadencia de las fases activas (hifas hiali-
nas) de los HOS.

En general, de acuerdo con el andlisis de varianza para
las micorrizas arbusculares, se detectd efecto significativo
para hifas entre épocas del afio (# = 8.036, P =0.001). El
efecto de la estacion no fue significativo para el nimero de
vesiculas (F' = 1.446, P = 0.242). También no se detectd
efecto significativo para los arbusculos entre estaciones
(F = 1.581, P = 0.204). El resultado del analisis de va-

Tabla 1. Promedio del niimero de estructuras de asociacion micorrizica arbuscular por milimetro de longitud de raiz de S. elaeagnifolium

durante las cuatro temporadas del afio.

Estructuras de asociacion micorrizica

Epoca Colonizacién total Hifas Vesiculas Arbusculos
Invierno 222+3.4%% 9.8+ 1.0° 52+2.4 5.1+1.5°
Primavera 31.5+3.2° 18.4+0.9* 40+0.9° 7.0+2.0
Verano 17.4 £ 1.7 174+ 1.7* 142 +3.8 143 +£3.8
Otoflo 125+ 1.9¢ 129+ 1.9° 8.9+4.3 8.4+4.1*

T Las medias y error estandar con letras diferentes son significativamente diferentes para las épocas del afio (Tukey 0.05).
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Figura 3. Presencia de ambas asociaciones fungicas HMA y HOS en el cortex de las raices de S. elaeagnifolium en la temporada de verano. A) Micorrizas

arbusculares con colonizacion tipo ‘Paris’, ocupando casi todo el espacio de la célula vegetal. B) Hifas hialinas intercelulares conectando las células. C)

Vesiculas esféricas con lipidos y D) vesicula ovalada-aplanada formandose en el extremo de las hifas del hongo micorricico. E) Hifas hialinas septadas

intracelulares en la fase activa con corpusculos de lipidos con respuesta positiva al colorante azul de tripano. F) Hifas septadas intracelulares distinguibles

solamente como un arreglo lineal de cuerpos de lipidos tefiidos con sudan IV en el cortex de la raiz. G) Hifas aseptadas tefiidas con azul de tripano rode-

ando las células del cortex de la raiz. H) Hifas hialinas septadas intracelulares vacias de lipidos en la fase activa. Fotografias: Jos¢ Angel Alvarez Olivares.

rianza para los HOS, mostro diferencia significativa para
hifas septadas entre épocas del afio (F'=7.555, P=0.001)
como también para el nimero de vesiculas se encontrd
efecto significativo (F = 8.024, P =0.001). No se detecto
efecto significativo para hifas hialinas entre estaciones
(F=1.321, P =0.28). En contraste, para microesclerocio
el efecto entre épocas del afio fue altamente significativo
(F=6.172, P=0.004) .

Discusion

Los resultados indican que la dindmica de estructuras de-
sarrolladas tanto de los hongos septados oscuros (HOS)

como de las micorrizas arbusculares fue variable en cada
estacion del afno. Es evidente que los HOS y los HMA
compartieron simultdneamente las células radiculares de
su hospedero vegetal en cada estacion del afio en una zona
urbana del Desierto Chihuahuense. En la estacion de in-
vierno, las estructuras de los HOS en las raices inician con
la transicion de la etapa de estructuras en reposo (micro-
esclorocios) a la activa (hifas hialinas) justo en la etapa de
dormancia del trompillo mientras que los HMA estan en
la etapa de micelio. Las hifas hialinas de los HOS, indica
que la pared celular de la hifa es muy delgada, debido a que
la reaccion del azul del tripano con los componentes de la
pared celular es minima. Resultados similares fueron ob-
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Tabla 2. Promedio del nimero de estructuras de asociacion de hongos endofiticos septados oscuros por milimetro de longitud de raiz de

S. elaeagnifolium durante las cuatro temporadas del afio.

Estructuras de asociacion de hongos
septados oscuros

Epoca Colonizacién total Hifas sep. Vesiculas Hifas hialinas Microesclorocios
i
fviermnoe 509+ 5,70t 231424 13.0+3.8 5.6+ 1.3 3.740.9°
Primavera 64.2+7.20 2474210 9.0+3.20 9.8+ 1.5 9.8£2.3%
Verano 32.1+2.6° 32.1+2.6 11.8 +3.4° 9.6+1.1° 5.0+0.8°
o
Otoflo 59.8+10.8° 59.8 +10.8° 474+9.10 43+0.7 15.9+3.9

T Las medias y error estandar con letras diferentes son significativamente diferentes para las épocas del afio (Tukey 0.05).

servados en las raices de Atriplex canescens (Pursh) Nutt.
en la zona arida del sureste de los EUA (Barrow & Aalton-
en 2001). Dentro de la célula, el hongo modifica su pared
celular a muy delgada casi a nivel membrana, que podria
indicar una evidencia de una colonizacion inter e intrace-
lular en las raices del trompillo. Las hifas hialinas, es la
fase activa de los HOS que posiblemente le confiere cierta
flexibilidad para contener diferentes tamafios de cuerpos
de lipidos (Barrow 2003, Lucero et al. 2008).

En el presente estudio se registraron las variables de-
pendientes de estructuras de los hongos por estaciones del
afio seglin los muestreos realizados, pero no se midieron
a diferentes humedades relativas, humedad del suelo o
eventos de precipitacion pluvial variados dentro de cada
estacion del afio. Por lo que la informacion climatica y de
suelo mostrada en la Tabla 3, es de apoyo en la explicacion
cientifica de la deteccion de estructuras fingicas que es la
relevancia del estudio. Por ejemplo, los valores de la tem-
peratura en invierno con una maxima de 8 °C y una minima
de 3 °C, la humedad relativa (58 %) y la humedad del suelo
con 1.5 % puede especularse que esté relacionada con la
actividad de ambos hongos y la fenologia de la planta.

La presencia de la colonizacion dentro de las raices
de los MA tipo ‘Arum’ y el aumento de las hifas hiali-
nas en los HOS demuestran que la asociacion de estos
hongos es simultdnea con las raices del trompillo en la
estacion de primavera. Los arblisculos son estructuras
activas tipicas de la asociacion micorrizica arbuscular.
El micelio de los HMA y de los HOS son estructuras
filamentosas caracteristicas en la etapa vegetativa de
la mayoria de los hongos que conectan la planta con el
suelo y que parecen tener relevancia en la sobrevivencia
de las plantas en condiciones de elevado estrés ambiental
(George et al. 1992, Smith & Read 2008, Tahtamouni et
al. 2016, De Oliveira et al. 2019, Quiroga et al. 2020).
La acumulacion de lipidos en el micelio hialino indica
que los HOS estan involucrados en la translocacion del
carbono con su hospedero (Barrow & Aaltonen 2001).
La formacién de un apresorio en la superficie de la célula
de trompillo sugiere que es la forma de entrada o infec-
cion de los HOS tal como lo hacen los HMA. Muthuku-
mar & Sathya (2017) observaron esta estructura como
una forma comun de colonizaciéon ‘peg’ de los HMA
(Gigasporaceae) penetrando las células rizodermales de

Tabla 3. Condiciones ambientales al momento de la toma de muestra de raices de S. elaeagnifolium en la zona urbana en las cuatro

temporadas de invierno, primavera, verano y otofio del 2014 en Ciudad Juarez, Chihuahua, México.

Epoca Fecha T,(°.C) T'(‘jC) Hur'nedad Humedad Precipitacion
maxima minima relativa (%) suelo (%) (mm)
Invierno 5 febrero 8 3 58 1.5 0
Primavera 10 mayo 32 14 19 2.20 0
Verano 23 julio 36 21 90 3.00 0.08
Otoflo 10 noviembre 26 11 63 4.50 1.55
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Figura 4. Micorrizas arbusculares con colonizacion tipo ‘Paris’ y ‘Arum” y endéfitos septados oscuros en la temporada de otofio. A) Colonizacion tipo

‘Paris’. B) Hifa no septada de HMA conteniendo cuerpos lipidicos. C) Hifa emergiendo entre dos células conectandose con arbusculo tipo ‘Arum’. D)

Colonizacion de arbusculos intracelulares tipo ‘Arum’. E) Hifas tipicas intercelulares de la colonizacion tipo ‘Arum’. F) Hifa septada melanizada oscuro

tipica de los HOS. G) Hifa de HOS conteniendo cuerpos de lipidos. H) Inicio en la formacion de microesclerocios como un indicador de los principios de

la dormancia de los HOS. J) Hifa hialina septada con trazas de cuerpos de lipidos. K) Hifa septada con tinciones positivas al azul de tripano. Fotografias:

José Angel Alvarez Olivares.

Solanum nigrum L. La colonizacion intracelular de los
HOS invadiendo la célula radicular del trompillo, podria
atribuirse a que no tiene funciones fitopatogénicos, ya
que las plantas fenotipicamente estan sanas. La falta de
microesclorocios y el aumento de transicion de las hifas
melanizadas a las hialinas en los HOS pudo ser causado
por el cambio de la fase dormante a la actividad fotosin-
tética del trompillo. En esta estacion de primavera se
registraron 32 °C de temperatura, 19 % de humedad rela-
tiva y la humedad en el suelo en un 20 %.

Los arbusculos en los HMA y la presencia de hifas
hialinas en los HOS representan evidencias de asociacion
entre estos hongos y las raices del trompillo en la estacion

de verano. Los HMA mostraron sus vesiculas, micelio y
colonizacion del tipo ‘Paris’. La colonizacion del tipo de
‘Paris’ es comun en plantas silvestres y es caracterizada
por hifas intracelulares empaquetadas sin hifas intercelu-
lares (Smith & Read 1997, Fonseca et al. 2009). Los HOS
con sus hifas hialinas septadas intracelulares contienen
mas cuerpos de lipidos alineados a lo largo de las hifas y
ausencia de microesclorocios. La diversidad de la distribu-
cion de las estructuras fungicas en las raices coincide con
la etapa pico de necesidades esenciales del trompillo. En
las condiciones ambientales del verano, el trompillo esta en
plena multiplicacion vegetativa con mas actividad fotosin-
tética, produccion de flor y fecundacion (Khare 2007). El
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alto nivel de colonizacion de los HMA (hifas, vesiculas
y arbusculos) y de HOS (hifas septadas, melanizadas y
numerosos esclorocios) son observados en la etapa de flo-
racion de Helianthus tubersosum L. en condiciones ari-
das del Argentina (Di Barbaro ef al. 2017). En las tempe-
raturas maximas de verano como la de primavera (36 °C
y 32 °C respectivamente), fueron mas notorias las hifas
hialinas con granulos de lipidos en los HOS y con la for-
macion de vesiculas prominentes en tamaifio y morfologia
diversa en HMA. La morfologia diversa de las vesiculas
en las raices de Helianthus tuberosus L. se le atribuye a la
colonizacién de diversas especies o géneros de HMA (Di
Barbaro ef al. 2017). Ray et al. (2019) concluyeron, por
ejemplo, que los cambios en los contenidos de lipidos es
una clave estratégica adoptada por los HOS de la familia
de Serendipitaceae para aliviar la falta de fosforo.

Las condiciones ambientales de otofio indican que
los HOS incrementan su colonizacién y sus estructuras
inician sus fases de reposo, mientras que los HMA pre-
sentan aun estructuras activas en las raices del trompillo
en la etapa de maduracion del fruto. Al momento de la
toma de muestras de las raices, la humedad del suelo fue
4.50 % y con la tendencia a la baja de la temperatura, la
colonizacion simultanea del tipo ‘Arum’ y ‘Paris’ fueron
observadas (Fisher & Jayachandran 2005, Smith & Read
2008). Armenta-Calderén ef al. (2019) encontraron que la
colonizacion de los HMA varia entre las estaciones del
afio y esta relacionado a la temperatura, humedad del suelo
y del genotipo de las plantas nativas en el desierto Sono-
rense. La colonizacion micorrizica arbuscular tipo ‘Arum’
es frecuente en cultivos agricolas y se forma a partir de
hifas que se dividen dicotdomicamente, invaginandose por
la membrana plasmatica de las células corticales. La colo-
nizacion tipo ‘Paris’ es observada en plantas silvestres y
se empaqueta dentro de la célula donde ambas realizan su
actividad simbiotica en el intercambio de nutrientes con la
planta (Urcelay et al. 2005). La presencia de ambos tipos
de colonizacion de los MA fue asociada con las etapas de
maduracion de los frutos y con el tipico amarre fuerte de los
frutos, aun cuando el trompillo esta senescente. Los culti-
vos inoculados con HMA incrementan significativamente
la absorcion de fosforo y otros minerales que contribuyen
a la produccion de frutos con nutrientes balanceados que
evitan su caida prematura (Ortas 2018). Géneros de HMA
son biofertilizantes potenciales como fuente de fosforo
en campos agricolas (Balestrini et al. 2020) y son pro-
veedores de nitrogeno en diferentes ecosistemas (Ray et
al. 2019) o micronutrientes en suelos marginados (Cardo-
so & Kuyper, 2006). En contraste, las fases activas de los
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HOS van disminuyendo e inician la formacion de los mi-
croesclorocios. Esto es influenciado por las bajas tempe-
raturas tanto en otofio como en invierno y coincide con la
declinacion gradual de la actividad en la planta de trompi-
llo. Las hifas se oscurecen porque es algo caracteristico de
los HOS debido a la acumulacion de melanina la cual las
protege de la deshidratacion (Jumpponen & Trappe, 1998,
Barrow & Aaltonen, 2001, Di Barbaro et al. 2017).

En general, lo mas sorprendente fue la colonizacion
interna de multiples estructuras tanto de hongos septa-
dos como aseptados en las células de las raices durante
el ciclo de vida de las plantas saludables de trompillo
en las condiciones extremas de sequia y temperaturas
en el Desierto Chihuahuense. La presencia también de
los HOS en las plantas nativas de Colobanthus quitensis
(Kunth) Bartl. juega un papel relevante en su adaptacion
a las condiciones de baja temperatura y extrema aridez
en la Antérctica (Hereme et al. 2020). En las estaciones
de primavera, verano y otofio, las plantas en campo no
mostraron sintomas de enfermedad, lo cual sugiere que la
red de micelio hialinos intracelular de los HOS tiene una
funcién ecoldgica significativa con su hospedero (Man-
dyam & Jumponen 2005, Reyes-Jaramillo et al. 2020).
Similarmente, plantas micropropagadas exitosamente in
vitro de Atriplex spp. y Bouteloua eriopoda (Torr.) Torr.
son asociadas con la colonizacion asintomatica de HOS
(Barrow & Osuna 2002, Lucero et al. 2008, Lucero et
al. 2011).

Muthukumar & Sathya (2017), fueron los primeros en
reportar que S. elaeagnifolium era una especie micotro-
fica. Ellos observaron que las raices presentaban solo una
colonizacion micorrizica tipo ‘Paris’, pero con la ausen-
cia de la tipica micorriza tipo ‘Arum’ en diferentes sitios
de ecosistemas tropicales. Los arbusculos capturados en
nuestras imagenes valida que el trompillo es en efecto
una especie micotroéfica, pero es el primero en reportar
la colonizacién tipo ‘Arum’ durante las estaciones de
primavera y otofio en condiciones aridas. La dual colo-
nizacion fingica revelada por los resultados contrasta
con sus observaciones en sus raices teflidas solo con
azul de tripano donde eran cuatro veces mas coloniza-
das por los HMA que los HOS. Aunque Muthukumar &
Sathya (2017) reportan que es una especie micorrizica,
no muestran detalles de las estructuras morfologicas de
los HMA en S. elaeagnifolium. Asimismo, este estudio
revela la presencia de los HOS con hifas hialinas inter o
intracelulares con o sin cuerpos lipidicos observadas me-
diante contraste interdiferencial y la doble tincion (azul
de tripano y sudan IV), lo que podria indicar que los HOS
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fueron subestimados por Muthukumar & Sathya (2017).

Esto coincide con lo reportado por Yu et al. (2001),
quienes afirman que las hifas hialinas (perdida parcial o
total de la pared celular) que ocurre en la colonizacion de
los HOS puede ser ignorado, debido que son dificil de de-
tectar. La presencia de microesclerocios en los HOS fue
asociada mas a la etapa dormante o relativamente inac-
tiva del hospedero que podria indicar su fase inactiva y
para las micorrizas seria la ausencia de arbusculos. Las
estructuras mas activas de los hongos endofiticos como
las hifas hialinas y los arbusculos en los HMA fueron
consistentes en todas las estaciones. La colonizacion de
ambos hongos sugiere que podrian tener alguna funcion
ecolégica complementaria posiblemente relacionada
con la fisiologia del hospedero y con las condiciones
ambientales en las que habita (Hereme et al. 2020). Los
HOS pueden incrementar la absorciéon de minerales de
las plantas tal como lo realizan los HMA (Gasoni & De
Gurfinkel 1997) y hacer simbiosis con diferentes plantas
que mejoran el crecimiento, su reproduccion y las pro-
tegen contra factores abiodticos y bidticos en diferentes
ecosistemas (Saikkonen et al. 2016, Li et al. 2019, Zuo
et al. 2020). Los resultados de este estudio se suman a
los escasos estudios sobre la interaccion conjunta de los
HMA y HOS en plantas de zonas 4ridas.

En conclusion, este es el primer reporte en describir
la dinamica estacional de las micorrizas arbusculares
con la co-ocurrencia de hongos endofiticos septados
oscuros en relacion con la fenologia de Solanum elaeag-
nifolium en lotes abandonados en una zona urbana del
Desierto Chihuahuense. Ademas, es relevante mostrar
el primer informe de la presencia de colonizacion tipo
‘Arum’ asociado a trompillo en una region arida. Las
consistentes asociaciones fungicas encontradas durante
el ciclo de vida del trompillo sugieren que ellos tienen
una funcién ecologica significativa. En futuras inves-
tigaciones estas asociaciones fungicas podrian tener el
potencial colonizar a cultivos agricolas, plantas propa-
gadas tradicionalmente o in vitro que podrian auxiliar
en el establecimiento y desarrollo tanto en invernadero
como en condiciones de campo de produccidén comer-
cial orgéanica. Debido a la importancia ecoldgica, las
técnicas moleculares serian esenciales para detectar la
diversidad de especies en los HMA y los HOS. Como
posible perspectiva, seria importante determinar si los
HOS estan participando en la sintesis de varios alcaloi-
des en el trompillo que son toxicos para algunos her-
bivoros u otros metabolitos con propiedades medicinales
en la region de Chihuahua, México.
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