COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS
CAMPUS MONTECILLO
POSTGRADO DE RECURSOS GENETICOS Y PRODUCTIVIDAD

GENETICA

VARIACION EN LA
COLONIZACION DE HONGOS
MICORRICICOS ARBUSCULARES
EN UNA POBLACION DE LINEAS
CASI ISOGENICAS DE MAIiz

BENJAMIN BARRALES GAMEZ

T E SIS
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, ESTADO DE MEXICO, MEXICO

2023




COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

®

La presente tesis titulada: Variacion en la colonizacion de hongos micorricicos
arbusculares en una poblacién de lineas casi isogénicas de maiz, realizada por el
estudiante: Benjamin Barrales Gamez, bajo la direccion del Consejo Particular
indicado, ha sido aprobada por el mismo y aceptada como requisito parcial para
obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS
RECURSOS GENETICQS Y PRODUCTIVIDAD
GENETICA

CONSEJO PARTICULAR

CONSEJERO

ASESOR

-

DR. SERAFIN.C f:Z IZQUIERDO

ASESOR

DR. ANDRES ADOLFO ESTRADALONA

Montecillo, Texcoco, Estado de México, México, enero de 2023



VARIACION EN LA COLONIZACION DE HONGOS MICORRICICOS
ARBUSCULARES EN UNA POBLACION DE LINEAS CASI ISOGENICAS DE MAIiz

Benjamin Barrales Gamez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

RESUMEN

Las raices de la mayoria de las especies vegetales se asocian con hongos del suelo
del filo Glomeromycota para formar asociaciones simbitticas micorricicas. Esta
interaccion beneficia a la planta porque mejora el crecimiento y desarrollo a través del
incremento en la adquisicion de agua , fosforo, nitrégeno y otros nutrimentos, mientras
gue la planta brinda carbohidratos al simbionte. Si bien la simbiosis se remonta a mas
de 450 millones de afios, la agricultura es un evento reciente donde los principales
cultivos (maiz, trigo y arroz) fueron domesticados. A lo largo de este proceso, se ha
mantenido la capacidad de interactuar con micorrizas arbusculares (MA). Sin embargo,
estudios recientes con variedades modernas y sus parientes silvestres han revelado
una reduccion en la capacidad para obtener el maximo beneficio de las interacciones
con MA, lo cual parece ser consecuencia del cambio de lo natural al cultivo de altos
insumos, sobre todo el mejoramiento genético de los ultimos 70 afios. Con el propésito
de ver si esta tendencia afecta al cultivo de maiz, se llevo a cabo este estudio con el
objetivo de determinar el porcentaje de estructuras fungicas durante el establecimiento
de la colonizacion de las micorrizas en una poblacion de 76 lineas casi-isogénicas
desarrolladas a partir de cruzar la linea subtropical CML312 y Teocintle parviglumis
(Zea mays parviglumis) (BC3S4), sus progenitores y el hibrido H383 para compararlos.
Los resultados obtenidos sefialan que las lineas casi-isogénicas mostraron una muy
amplia variacion en el porcentaje de hifas y arbusculos (33.7 a 85.5 y 11 a 64.07)
respectivamente, identificando 41 lineas con valores elevados y 4 lineas con valores
bajos comparables con el progenitor moderno. Los datos de los progenitores resultaron
contrastantes, ya que los valores para Teocintle (97.3 y 82.2 %) fueron elevados,
mientras que para CML312 fueron bajos (34.4 y 11.85 %) respectivamente y
comparables a los del Hibrido H383. Los datos sugieren que en el parental donante (T.
parviglumis) hay genes que podrian estar relacionados con la capacidad de interactuar
con los hongos y gracias a las combinaciones genéticas Unicas en cada linea que se
expresan de manera diferencial por tener la regiébn gendémica de dicho parental.
Nuestros datos sugieren que la domesticacion del maiz y el mejoramiento genético han
tenido un impacto negativo en la capacidad de interactuar con micorrizas arbusculares.

Palabras clave: Zea mays parviglumis, lineas casi isogénicas, micorrizas arbusculares



VARIATION IN THE COLONIZATION OF ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI IN
A NEAR ISOGENIC MAIZE LINE POPULATION

Benjamin Barrales Gamez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

ABSTRACT

The roots of most plant species associate with soil fungi of the phylum Glomeromycota
to form mycorrhizal symbiotic associations. This interaction benefits the plant because it
enhances growth and development through increased acquisition of water,
phosphorous, nitrogen, and other nutrients, while the plant provides the symbiont with
carbohydrates. Although the symbiosis dates back more than 450 million years,
agriculture is a recent event where the main crops (maize, wheat and rice) were
domesticated. Throughout this process, the ability to interact with arbuscular
mycorrhizae (AMF) has been maintained. However, recent studies with modern
varieties and their sild relatives have revealed a reduced ability to derive maximum
benefit from AMF interactions, which appears to be a consequence of the shift from
natural to high-input cultivation, especially breeding of the last 70 years. In order to see
if this trend affects the maize crop, this study was carried out with the aim of
determining the percentage of fungal structures during the establishment of mycorrhizal
colonization in a maize population of 76 near-isogenic lines developed from crossing the
subtropical line CML312 and Teosinte parviglumis (Zea mays parviglumis) (BC3S4),
their parents and the hybrid H383 to compare them. The results obtained indicated that
the near-isogenic lines showed a very wide variation in the percentage of hyphae and
arbuscules (33.7 to 85.5 and 11 to 64.07) respectively, identifying 41 lines with high
values and 4 lines with low values comparable to the modern parent. The data of the
parents were contrasting, since the values for teosinte (97.3 and 82.2 %) were high,
while for CML312 they were low (34.4 and 11.85 %) respectively and comparable them
with hybrid H383. The data suggest that in the donor parent (T. parviglumis) there are
genes that could be related to the ability to interact with fungi and thanks to the unique
genetic combinations in each line that are differentially expressed due to having the
genetic region said parent. Our data suggest that maize domestication and plant
breeding have had a negative impact on the ability to interact with arbuscular
mycorrhizae fungi.

Key words: parviglumis , Near isogenic lines, Mycorrhizal fungi
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I. INTRODUCCION

La simbiosis de micorrizas arbusculares (MA), es la asociacion de plantas y hongos del
filo Glomeromycota mas comun, extendida y antigua (MacLean, Bravo, & Harrison,
2017). Los fésiles de las primeras plantas (hace aprox. 450 millones de afios)
proporcionan evidencia de que los hongos son morfolégicamente similares a los
actuales (Sawers, Gutjahr, & Paszkowski, 2008). Aproximadamente, del 70-90% de las
plantas terrestres incluyendo cultivares importantes como: maiz, arroz, trigo y sorgo
son capaces de establecer esta asociacion simbidtica (Parniske, 2008). Las MA son
biétrofos u obligados, es decir, necesitan a un hospedero para completar su ciclo de
vida (Geilfus, 2019). En esta asociacion, el hongo mejora el desarrollo de la planta con
la adquisicion de agua y nutrientes (P y N) a través de arbusculos e hifas intra y
extracelulares, mientras que la planta brinda hasta el 20% de carbohidratos (Parniske,
2008).

Si bien la simbiosis de MA se remonta a mas de 450 millones de afios (Strullu-Derrien
et al.,, 2018), la agricultura es un desarrollo relativamente reciente, ya que, nuestros
principales cereales fueron domesticados hace 10 000 afios a partir de especies
silvestres, entre los cuales destaca el maiz (Pankin & von-Koff, 2017). El maiz fue
domesticado a partir de Teocintle parviglumis hace 9 000 afios en México (van
Heerwaarden et al., 2010). Durante dicho proceso, hubo cambios drasticos en la parte
aerea de la planta (Brisson et al., 2019). Evidencia sugiere que la disminucion de la
funcion de teocinte branchedl (tbl) en maiz da como resultado raices mas largas y
cuando su expresion aumenta, presenta mayor dencidad de raices laterales y de la
corona (Gaudin et al., 2014). Dado el efecto de tbl, parece logico que haya habido un

impacto negativo en simbiontes durante la domesticacion (Brisson et al.,2019).

Se han encontrado diferencias en microbios de la rizosfera en el maiz actual y
Teocintle. El maiz dulce presenta menos tipos de bacterias y hongos simbidticos
(Szoboszlay et al., 2015). Esto concuerda con estudios del microbioma en cebada
cultivada y silvestre (Bulgarelli et al., 2015) y lechuga (Cardinale et al., 2014). Estudios
en maices hibridos y razas muestran interacciones reducidas en estructuras de MA

(Sangabriel-Conde., 2015). En experimentos con trigo actual y sus parientes silvestres



los resultados mostraron menor colonizacion en el trigo moderno, lo cual indica que
puede haberse reducido la capacidad de los trigos modenos para asociarse con MA.
Las modificaciones en las comunidades simbioticas en plantas actuales y sus parientes
silvestres, como el maiz, siguen sin estar claras (Sawers et al., 2018)

Para sacar conclusiones solidas sobre las diferencias ente las plantas domesticadas y
sus parientes silvestres, es necesario muestrear mejor la diversidad, utilizando
informacion gendmica para tener en cuenta la estructura de la poblacion. Idealmente, la
respuesta de la planta se evaluara en plantas maduras cultivadas en campo y evaluar
la colonizacibn por HMA (Sawers et al.,, 2018). Una estrategia para responder
preguntas sobre el efecto de domesticacion y fitomejoramiento en las estructuras y
beneficio de las MA podria ser el uso de lineas de introgresion de parientes silvestres
como: lineas casi isogénicas (NIL’s), es decir, variedades modernas que portan una
region genomica de parientes silvestres. Esto puede facilitar la evaluacién y dar una
idea de si la region genomica fijada en una linea elite brinda mayor o menor porcentaje

de colonizacion en las raices de la poblacon (Sawers et al., 2018).

Por lo cual, en ésta investigacién nos planteamos el objetivo de evaluar el porcentaje
de colonizacion de estructuras (hifas, vesiculas y arbusculos) de MA nativas del suelo
en una poblacion de lineas casi isogénicas de maiz que se desarroll6 a partir de la
cruza de la linea CML312 y T. parviglumis, y comparar los resultados con el parental
recurrente (CML312), parental donante parviglumis colectado en su habitat natural y el
Hibrido H383 en un experimento de bloques completos al azar bajo condiciones de

campo.



II. REVISION DE LITERATURA
2.1 Micorrizas arbusculares

La mayoria de las plantas terrestres son capaces de formar diferentes tipos de
simbiosis con los microorganismos del suelo. Estas simbiosis pueden contribuir
significativamente en la sustentabilidad natural y agricola de los ecosistemas (Schubler,
Schwarzott & Walker, 2001). Se ha planteado la hipétesis de que la simbiosis
micorricica arbuscular (MA) es una de las innovaciones evolutivas esenciales para la
colonizacion de la tierra desde hace 400 millones de afios (Sawers, Gutjahr &
Paszkowski, 2008). Aproximadamente el 70-90% de las plantas terrestres incluyendo
cultivares importantes a nivel mundial tales como: maiz (Zae mays), arroz (Oryza
zativa), trigo (Triticum spp) y sorgo (Sorghum bicolor), son capaces de formar esta
asociacion simbiética con hongos pertenecientes al filo Glomeromycota (Parniske,
2008), en el cual se presenta alta diversidad genética y funcional entre
aproximadamente 150 especies de hongos de este filo que colonizan especies tanto
momo Yy dicotiledéneas (Paszkowski, 2006).

Los hongos micorricicos arbusculares son organismos biétrofos u obligados, es decir,
son capaces de germinar sin la presencia del simbionte, sin embargo necesitan a su
hospedero para crecer y completar su ciclo de vida (Figura 1) (Geilfus, 2019). En esta
asociacion el hongo mejora el desarrollo de la planta con la adquisicion de agua y
nutrientes (principalmente fosfato (Pi) y N), mejora el suministro de agua, proteccion
contra patdgenos e incrementa la flora bacteriana benéfica, entre otros, mientras que la
planta brinda hasta el 20% carbohidratos y proteccion al hongo (Parniske, 2008). Cabe
mencionar que el mayor beneficio de la simbiosis se da cuando existe una baja

disponibilidad de nutrientes (Schmitz & Harrison, 2014).
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Figura 1. Ciclo de vida de los hongos arbusculares

Inicia con la germinacién de las esporas donde se ven involucradas las moléculas de
sefalizacion, después el hongo forma los apresorios. Se extienden las hifas extraradiculares,
donde se producen nuevamente los esporas que son liberadas al suelo (Bucking, Liepold &
Ambilwade, 2012).

2.2 Desarrollo de las micorrizas arbusculares MA

Las esporas de los hongos MA se encuentran en el suelo, pueden germinar en
ausencia de un huésped (crecimiento no simbidtico) y vivir pocos dias de sus reservas
de lipidos antes de encontrar a su hospedero. Ante la ausencia de una raiz hospedera
y ante la falta de sefiales por parte de la planta, las hifas se retraen (Akiyama,
Matsuzaki & Hayashi, 2005); sin embargo, un mayor crecimiento y ramificacién de hifas
en la germinacién antes de la infeccion de la raiz requiere la presencia de exudados de
las raices los cuales estan involucrados en la via de sefalizacion en la fase
presimbidtica, estos incluyen a las estrigolactonas. Estas hormonas vegetales
enddégenas desencadenan germinacién de semillas en plantas parasitas, como Striga
(Parniske, 2008). Con los descubrimientos mas recientes se sugirio la participacion de
estas moléculas en la sefalizacién de la simbiosis. Cuando las plantas se encuentran
bajo una escasez de nutrientes existe un aumento considerable en la produccion y
liberacion de estrigolactona, es ahi cuando el hongo micorricico percibe la sefal y
responde con un incremento en la actividad fisiolégica y en el desarrollo de hifas. Este



proceso incrementa la posibilidad de establecer la simbiosis (Yoneyama et al., 2007).
No obstante, en experimentos de campo, se observé que plantas de sorgo colonizadas
con MA presentaban una disminucion en el numero de Estriga. Estos resultados
sugieren que las MA confieren resistencia a las plantas parasitas, debido a la
disminucién de los exudados de la raiz como consecuencia de una mejora en la
absorcion de nutrientes (Lendzemo et al., 2001). Por otro lado, los hongos también
producen moléculas que intervienen en la sefializacion, entre ella una de las mas
estudiadas es la de las osilaciones de calcio en la epidermis de la raiz, asi como la
induccion de la activacion transcripcional de genes relacionados con la simbiosis.
Dichas moléculas que se caracterizaron como factores de hongos (factores Myc) son
los lipoquitooligosacaridos y son muy similares a los que liberan bacterias fijadoras de
nitrogeno del género Rhizobium en el proceso de nodulacion llamados factores Nod. A
este paso de reconocimiento de sefiales previo al contacto entre el hongo y la planta se

denomina etapa presimbioética (Kosuta et al., 2003).

Despues de que se desarrollan las hifas, el primer paso decisivo para marcar el inicio
de la colonizacion exitosa es la formacion de una estructura llamada hipopodio en la
epidermis de la raiz y es el primer punto de contacto célula a célula entre simbiontes
(Paszkowski, 2006). En las células de las plantas, el nucleo migra hacia el punto de
contaco para formar el aparato de prepenetracion (APP). El APP es una estructura
subcelular compuesta de microtibulos y microfilamentos que se forma de 4 a 5 horas
despues de la formacion del hipopodio, dicha estructura se alinea con el reticulo
endoplasmatico formando un tubo hueco que guian a la hifa a travez de las celulas
hasta llegar al cortex (Figura 2). Es ahi donde se forman estructuras llamadas
arbusculos, por los cuales se da el intercambio de nutrientes entre el hongo y la planta,
hasta este punto se puede decir que la simbiosis esta bien establecida (Parniske,
2008). En consecuancia, la arquitectura de la célula del huésped sufre cambios
notables: como el nucleo de la célula se mueve de una posicion periférica a una central
y se desarrolla una membrana periarbuscular que rodea al arbusculo (Gutjahr &
Parniske, 2013).
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Figura 2. Colonizacion por micorrizas arbusculares en la raiz

El proceso de colonizacion por micorrizas arbusculares en la raiz incluye los siguientes pasos:
1) La liberacion de estrigolactonas por la raiz de la planta envia sefiales a las MA en la
rizosfera. La percepciébn de estrigolactonas promueve la germinacion de esporas y la
ramificacién de las hifas. Las MA producen factores de hongos y, posiblemente, sefales que
activan la via de sefalizacion de la simbiosis en la raiz, o que lleva a oscilaciones de calcio. 2)
La formacién del hipopodio permite el crecimiento de hifas fangicas en la célula epidérmica de
la raiz. 3) La ruta de invasion de las hifas en la célula vegetal se produce por el aparato de
prepenetraciéon en una zona de la célula debajo del primer punto de contacto fungico. 4) El
hongo coloniza la corteza de la raiz de la planta a través del crecimiento de hifas intercelulares.
Los arbusculos se forman en las células corticales de la raiz a partir de las hifas intercelulares
(Oldroyd, 2013).

2.3 Componentes requeridos en la via comun de sefializacién

Se han identificado al menos 7 genes que intervienen en la via comun de sefializacion
(VCS) simbidtica para bacterias fijadoras de nitrdgeno y micorrizas arbusculares. Estos
componentes se describieron por primera vez en los modelos de estudio, Lotus
japonicus, Medicago truncatula y Oryza sativa. Estos genes codifican proteinas que
estan directa o indirectamente involucradas en una red de sefiales que se requiere para
el desarrollo de estructuras intercelulares para hongos y bacterias simbibticas

(Parniske, 2008). Dichos genes se describen a continuacion (Figura 3):

SYMRK. (DMI2) en Medicago truncatula y NORK en Medicago sativa. Las simbiosis

con micorrizas arbusculares y bacterias fijadoras de nitrogeno basan sus vias de



sefalizacion parcialmente superpuestas. La base molecular de esta convergencia es
SYMRK, la cual es una proteina transmembranal que codifica para un receptor rico en
péptidos de Leucina que tiene un dominio con actividad enzimatica quinasa. Este
receptor percibe de manera directa o indirecta las sefales extracelulares de las
bacterias u hongos, ademas, activa genes relacionados con la simbiosis (Stracke et al.,
2002).

CASTOR y POLLUX. (DMI1) en Medicago truncatula. Codifican para canales ionicos
ubicados en la membrana nuclear. Ambos canales ionicos no selectivos de un i6n en
especifico, si embargo tienen como preferencia el K* sobre otros canales como Na*y
Ca*. CASTOR y POLLUX estan conservados en monocotiledoneas y dicotiledoneas.
Ademas, tienen una alta similitud de secuencia y estructura, por lo cual se lés llamé
CASTOR y POLLUX, haciendo refrencia a los gemelos griegos de la mitologia griega.
La funsion que se les ha dado a los canales de potacio es que compensan el
desbalance de cationes durante cada evento de fluctuacion de calcio, ademas, se les
atribuye la activacion de de los canales de Ca?* mediante el cambio de menbrana (Kim
et al.,, 2019). En Zea mays, (CASTOR) es importante en la simbiosis, ya que el alelo
mutante castor-2 muestra ausencia de estructuras fungicas dentro de la raiz (Ramirez-
Flores et al., 2020).

NUP133 y NUP85. Son genes que codifican para dos nucleoporinas transportadoras de
proteinas, dentro y fuera del nudcleo. Son esenciales para las interacciones con
simbiontes y la produccion de semillas, asi como, se les ha asociado con la induccién
al incremento de calcio en los pelos radiculares y a las oscilaciones de calcio en el
ndcleo. Ademas, regulan la temperatura de la célula una vez iniciada la simbiosis
(Kanamori et al., 2006; Saito et al., 2007).

CCaMK. (DMI3) en Medicago truncatula. Es una proteina quinasa dependiente de
calcio-calmodulina que es esencial para el desarrollo de micorrizas arbusculares y su
via de sefializaciéon. Sensa las firmas de calcio, pero lo las induce, lo que se sugiere es

gue activa genes rio abajo de las oscilaciones de calcio (Singh & Parniske, 2012). Se



ha propuesto que la traduccién de las sefales de calcio da como resultado eventos de

fosforilacion, asi mismo se le asocia con la organogenesis de nodulos (Parniske, 2008).

CYCLOPS. (IPD3) En Medicago truncatula es una proteina con funsién desconocida,
pero se localiza en el nucleo. CYCLOPS interactua con CCaMK y esta implicado en el
alojamiento de intercelular de las bacterias y hongos (Yano et al., 2008; Capoen &
Oldroyd, 2008).

De acuerdo a la caracterizacion de las mutantes de los genes antes mencionados,
SYMRK, CASTOR, POLLUX, NUP133 y NUP85, inducen las oscilaciones de calcio, es
decir, actuan rio arriba. Mientras que CCaMK y CYCLOPS no requiren las oscilaciones,

actuan rio abajo (Gutjahr et al., 2008).
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Figura 3. Componentes comunes de la sefializacion de simbiosis en micorrizas
arbusculares

La percepcion de sefales derivadas de MA estan mediadas por al menos 7 genes. SYMRK,
percibe las sefiales extracelulares. CASTOR y POLLUX, mantienen el balance de cationes
durante las fluctuaciones de Ca*'. NUP85 y NUP133, su papel principal es regular la
temperatura durante la simbiosis. CCaMK, activa genes que se expresan rio debajo de los
eventos de oscilaciones de calcio. CYCLOPS, interactia con CCaMK (Parniske, 2008).

Este proceso de simbiosis tiene lugar en la rizosfera, que se define como la parte
estrecha del suelo que esté influenciada por raices vivas y que se caracteriza por una

intensa actividad de crecimiento microbiano. Entre los microbios se encuentran los



hongos micorricicos arbusculares (Geilfus, 2019), los cuales, estan omnipresentes en
los suelos cultivados formando relaciones simbiéticas con las principales especies
cultivadas, y debido a su potencial para mejorar el crecimiento de las plantas huésped,
incluida una mayor absorcion de nutrientes inmoviles (especialmente fésforo), agua y
tolerancia a tipos de estrés, dichos hongos tienen un gran interés en la agricultura

actual y sostenible (Sawers et al., 2018).

Si bien la simbiosis de micorrizas arbusculares se remonta a mas de 450 millones de
afos (Strullu-Derrien et al., 2018), la agricultura es un desarrollo relativamente reciente,
ya que, nuestros principales cereales fueron domesticados hace 10 000 afios a partir
de diferentes especies de pastos silvestres en distintos centros de domesticacion, entre

los cuales destaca el maiz (Pankin & von-Koff, 2017).
2.4 Domesticacion del maiz

Comunmente, la domesticacion es la modificacion genética de una especie silvestre
para crear una planta alterada, la cual satisface las necesidades humanas. Dichas
modificaciones se expresan en rasgos como: frutos o semillas méas gandes,
indehisencia, mayor dominancia apical o mejor sabor de frutos, las cuales se conocen
como sindrome de domesticacion, un claro ejemplo es el maiz (Doebley, Gaut, &
Smith, 2006).

La domesticacion del maiz comenzd hace 9000 afios en el periodo Pleistoceno tardio.
Los datos genéticos y arqueoldgicos sugieren que el proceso de domesticacion del
maiz se llevo a cabo en el valle central del rio Balsas en México, a parir del Teocintle
(Zea mays ssp. parviglumis), un pariente silvestre que es endémico de las tierras bajas

del suroeste de México (van Heerwaarden et al., 2010).

Uno de los pasos mas criticos en la domesticacion del maiz fue quiza la liberacion del
grano de la cubierta protectora endurecida que envuelve el grano en el progenitor del
maiz. Este evento evolutivo clave esta controlado por un solo gen (teocinte glume
architecture; tgal) y es posible que solo un cambio de aminoacidos dentro de este gen

sea responsable de tener granos de maiz desnudos (Wang et al., 2006).



Un segundo locus clave de domesticacidon es, grassy tillersl (gtl), el cual se expresa
en las ramas axilares formadoras de mazorcas en maiz y teocintle y el cambio de
fenotipo es causado por la ganancia relativamente sutil de la expresion en el plexo
nodal de las ramas formadoras de mazorcas del maiz. Este gen se expresa rio abajo
de tbl, por lo cual el fenotipo obaservado es que se suprime el crecimiento de macollos

para formar mazorcas en las llemas axilares (Whipple et al., 2011).

Un tercer factor de transcripcion, teosinte branchedl (tb1l), subyace a la reduccién del
macollamiento de los brotes del maiz. En los genotipos modernos, los meristemos del
desarrollo responsables de la ramificacion lateral de los brotes se inician, pero su
crecimiento es reprimido por tbl. Durante la domesticacion, la antigua seleccién de los
elementos reguladores de tbl dio como resultado una mayor expresion de tbl en los
meristemos del macollo, lo que llevo a su reprecion constitutiva (Zhou et al., 2011). Por
lo tanto, tbhl se considera un sitio de domesticacién de brotes maestro y critico para el
surgimiento de la agricultura moderna del maiz. Dados los los cambios dramaticos por
tbl en la arquitectura y el tamafio de los brotes de maiz durante la domesticacion,
parece logico que haya habido cambios equilibrados en el tamafio y la morfologia del
sistema de raices (Gaudin et al., 2014).

2.5 Efecto de Tb1 en el sistema redicular de maiz

La domesticacion y el mejoramiento genético del maiz han resultado en cambios
drasticos y bien documentados en las caracteristicas superficiales como: dominancia
apical, mayor indice de cosecha y tamafio de semilla. Estos procesos también han
influido en rasgos subterraneos, incluida la arquitectura de la raiz, que a su vez pueden
afectar el establecimiento de las comunidades microbianas de la rizosfera. Sin
embargo, dichos efectos siguen sin comprenderse bien, a pesar de su importancia para
la adquisicion de nutrientes y agua (Brisson et al., 2019). La evidencia sugiere que una
disminucion de la funcién de Tbl en el maiz da como resultado un sistema de raices
mas largo, debido a un aumento en el numero de raices laterales, pero cuando la
funcién de Tb1l incrementa las plantas presentan mayor nimero de raices de la corona,

incremento en la dencidad de raices laterales de primer y segundo orden y reduccién
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de la longitud de raices laterales (Figura 4). Estos cambios hacen que el maiz mordeno

se asemeje al ancestro del maiz (Gaudin et., 2014).

B73 Th1/tb1 th1/thb1 T. parviglumis

Maiz moderno

Figura 4. Morfologia de raices de plantas de maiz y T. parviglumis

Imagenes representativas de brotes: (A) linea de maiz moderno B73, (B) mutante heterocigoto
Tbhl/tbl, (C) mutante homocigoto thl/tbl, (D) Teocintle parviglumis. Imagenes representativas
del sistema radicular: (E) linea de maiz moderno B73, (F) mutante heterocigoto Tb1/tbl, (G)
mutante homocigoto tb1/tb1 y (H) Teocintle parviglumis (Gaudin et al., 2014).

Dado el papel critico mediado por Tbhl en la arquitectura radicular durante la
domesticacion, el mejoramiento genético y el cambio de los ecosistemas silvestres a
monocultivos modernos, parece logico que haya habido un impacto negativo en
comunidades de simbiontes micorricicos para asociarse con sus hospederos (Brisson
et al., 2019).

2.6 Variacion de comunidades microbianas en la rizosfera

Recientemente, se han encontrado algunas diferencias en los microbios alrededor del
maiz y las raices de Teocintle. El maiz dulce tienen menos microbios que el Teocintle y
menos tipos de bacterias y hongos simbidticos (Szoboszlay et al.,, 2015). Dicha
tendencia se puede observar en un ancestro silvestre de la remolacha Beta vulgaris
ssp. Maritimis, tiene mayor diversidad de simbiontes en la rizosfera y por ende mayor
resistencia al estrés abidtico que la remolacha azucarera moderna (Zachow et al.,
2014). El microbioma de la cebada domesticada Hordeum vulgare difiere de sus

ancestros silvestres tanto en funcién como en diversidad, con genes que afectan las
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interacciones huésped-microbio mostrando evidencia de seleccién positiva (Bulgarelli et
al., 2015). En otro estudio se reportd que los cultivares de lechuga mas antiguos y
modernos Lactuca sativa tienen mayor diversidad de rizobacterias que su ancestro
silvestre Lactuca serriola, lo que sugiere que la domesticacion conduce a la
diversificacion bacteriana en el sistema radicular de la lechuga (Cardinale et al., 2014).
En otro estudio donde compararon diferentes epecies de pastos, incluyendo algunas
plantas de cultivo como el maiz, se encontr6é que las diferencias en las comunidades
microbianas de la raiz y la rizosfera estan correlacionadas con la distancia filogenética

de la planta huesped (Bouffaud et al., 2014).

Por otro lado, los mismos efectos negativos de domesticacién y mejoramiento se han
reportado para microorganismos benéficos especificos. Por ejemplo, se han
encontrado interacciones reducidas de hongos micorricicos arbusculares en hibridos
modernos de maiz en comparacion con las razas mas antiguas (Sangabriel-Conde et
al., 2015). Otro experimento en trigo Triticum aestivum y sus parientes silvestres mostro
gue la capacidad de la respuesta a Glomus intraradices de los parientes silvestres era
mayor que en el trigo moderno, lo cual indica que pueden haber reducido la capacidad
de la respuesta de los cultivares de trigo modernos a los hongos micorricicos
arbusculares (zZhu et al., 2001). Los efectos heteréticos tambien se han estudiado en
hongos micorricicos arbusculares, donde un hibrido y una de sus lineas endogamicas
parentales pudieron seleccionar camunidades fangicas Unicas (Glomus para el hibrido
y Archeospora para la linea Lo964), mientras que la otra linea parental no lo hizo, lo
gue sugiere que la seleccién de cepas fangicas de micorrizas esta controlada por la

herencia dominante en lugar de la heterosis (Picard, Baruffa, & Bosco, 2008).

Esto respalda la idea de que el maiz moderno puede haber perdido algunos microbios
benéficos con el tiempo y ganado otros nuevos. Sin embargo, algunos de los mismos
microbios se pueden encontrar alrededor de las raices tanto de Teocintle como del
maiz. Esto demuestra que un grupo central de microbios se ha mantenido igual a lo
largo del tiempo (Schmidt & Gaudin, 2017).
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Sin embargo, las modificaciones en las comunidades simbidticas con las plantas y sus
parientes silvestres, como el maiz, siguen sin estar claros ya que estudios no han
tenido la resoluciébn de cuantificar especificamente los hongos micorricicos
arbusculares. Para sacar conclusiones solidas sobre las diferencias entre las plantas
domesticadas y sus parientes silvestres, es necesario muestrear mejor la diversidad,
utilizando informacién gendmica para tener en cuenta la estructura de la poblacion.
Idealmente, la respuesta de la planta se evaluard en plantas maduras cultivadas en
campo, evaluando rasgos fenotipicos y la colonizacion por hongos micorricicos

arbusculares.

El desarrollo de poblaciones de introgresion (Sawers et al, 2018) de parientes silvestres
de cultivos (variedades modernas que portan un componente pequefio y conocido de
un genoma de parientes silvestres) puede facilitar la evaluacion y dar una idea de si el
haplotipo fijado en una linea elite mejorada brinda mayor o menor porcentaje de

colonizacion en las raices de la poblacion.
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l1I.HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1 Hipotesis

La region gendmica de Teocintle parviglumis en la poblacion de lineas casi isogénicas
proporciona una mayor respuesta en el porcentaje de colonizacion de hongos

micorricicos arbusculares nativos del suelo.
3.2 Objetivo general

Determinar el porcentaje de colonizacion de hongos micorricicos arbusculares nativos
del suelo en genotipos emparentados de maiz y Teocintle: progenitor recurrente,
progenitor donante y una poblacion de lineas casi isogénicas de maiz.

3.3 Objetivos especificos

e Colectar muestras de raices en campo durante la etapa de floracion.

e Determinar el porcentaje de colonizacién de las estructuras de los hongos,
vesiculas arbusculares, hifas y arblsculos en la raiz.

e Identificar lineas que tengan mayor respuesta positiva a la colonizacién de

hongos micorricicos arbusculares comparado con los controles y T. parviglumis.
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IV.  MATERIALES Y METODOS
4.1 Material genético

Para el desarrollo de la presente investigacion, se utilizd6 una poblacién de lineas casi-
isogénicas, misma que fue generada utilizando como parentales, la linea subtropical
CML312 (progenitor recurrente) y semilla de la coleccion de Teocintle (Zea mays L.
ssp. parviglumis) (progenitor donante), la linea proveniente del Centro Internacional de
Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) y Teocintle de la colecta realizada en tres
localidades de Talpitita (Municipio de Villa Purificacion, 19°42°51.58”N, 104°48°0.52”W),
Jalisco, México. Cabe destacar que la poblacion de lineas fue generada por el doctor
Julio Bernal en la Universidad Texas A&M. La linea CML312 fue polinizada con polen
de una planta de Teocintle parviglumis para generar una Fi. Un solo individuo
CML312xTeocintle parviglumis Fi1 fue cruzado como macho con multiples jilotes de
CML312 para generar una amplia poblacion BCi, capturando un solo haplotipo de
Teocintle parviglumis. La BCi1 fue cruzado nuevamente con CML312 para generar la
BC2, el proceso se repiti6 una hasta obtener la retrocruza BCs. Luego, la BCs se
autopolinizé durante 4 generaciones para formar una poblacién de BC3S4 de lineas casi
isogénicas, con el 6.25 % del genoma de Teocintle parviglumis, y el 93.75 % de
CML312 en promedio (Figura 5). Por otro lado, se colectaron muestras de raices de
tres plantas de Teocintle parviglumis en su habitad natural en la etapa de floracién y

contrastar los resultados de la poblacion de lineas y los controles.
4.2 Incremento de semilla

El incremento de semilla de la poblacion constituida por 76 lineas casi-isogénicas de
maiz BC3S4 se llevo a cabo en el ciclo invierno-primavera del afio 2019 (Tabla 10). Las
lineas se sembraron en el campo experimental de la empresa Agricultura invernal de
Puerto Vallarta en el municipio de Valle de Banderas, Nayarit (latitud 20.78493, longitud
-105.24229) a 40 m.s.n.m. Se sembraron 15 semillas de cada linea con una separacion
de 15 centimetros en un surco de tres metros de largo. En la etapa de floracion se
cubrieron los jilotes con bolsas enseradas de papel Glassine y las espigas con bolsas

de papel enserado. Una vez cubiertas las estructuras florales, se tomé polen de la
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primera planta para polinizar la segunda planta. Posteriormente, se colecto polen de la
segunda planta para polinizar la tercera planta, el proceso se aplicé para las plantas del

surco y para cada linea de maiz (Figura 6).
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Figura 5. Proceso de generacion de la poblacion de lineas casi isogénicas de maiz

La primera cruza entre CML312 (como hembra) con polen de Teocintle parviglumis (como
macho) generando una Fi. 2. La F; se retrocruzé con CML312 para capturar un solo haplotipo
de T. parviglumis. La F;, resultante se retrocruz6 hasta obtener BCs. 3. Cada individuo BC; se
autopolinizé durante cuatro generaciones para generar una linea casi isogénica.

Figura 6. Incremento de semilla en el ciclo primavera-invierno del 2019
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En el periodo de floracion se polinizaron las plantas de cada linea de maiz, se tomo
polen de la primer planta para polinizar la segunda planta. EI mismo procedimiento se

aplico para cada linea de maiz.

Cuadro 1. Poblacién de 76 lineas casi isogénicas de maiz BC3S4

No. No. No.
Orden Genotipo  Orden  Genotipo Orden  Genotipo

1 LANZP1C169 26 LANZP1C203 51 LANZP1C239
2 LANZP1C170 27 LANZP1C204 52 LANZP1C240
3 LANZP1C171 28 LANZP1C205 53 LANZP1C241
4 LANZP1C172 29 LANZP1C207 54 LANZP1C242
5 LANZP1C173 30 LANZP1C208 55 LANZP1C243
6 LANZP1C174 31 LANZP1C209 56 LANZP1C244
7 LANZP1C175 32 LANZP1C210 57 LANZP1C245
8 LANZP1C177 33 LANZP1C211 58 LANZP1C246
9 LANZP1C178 34 LANZP1C216 59 LANZP1C247
10 LANZP1C180 35 LANZP1C218 60 LANZP1C249
11 LANZP1C182 36 LANZP1C219 61 LANZP1C250
12 LANZP1C183 37 LANZP1C221 62 LANZP1C251
13 LANZP1C186 38 LANZP1C222 63 LANZP1C252
14  LANZP1C187 39 LANZP1C224 64 LANZP1C253
15 LANZP1C188 40 LANZP1C225 65 LANZP1C254
16 LANZP1C189 41 LANZP1C226 66 LANZP1C256
17 LANZP1C190 42 LANZP1C227 67 LANZP1C257
18 LANZP1C191 43 LANZP1C228 68 LANZP1C258
19 LANZP1C192 44 LANZP1C229 69 LANZP1C259
20 LANZP1C193 45 LANZP1C230 70 LANZP1C260
21 LANZP1C194 46 LANZP1C231 71 LANZP1C261
22 LANZP1C195 47 LANZP1C232 72 LANZP1C264
23  LANZP1C197 48 LANZP1C233 73 LANZP1C266
24  LANZP1C200 49 LANZP1C234 74 LANZP1C267
25 LANZP1C202 50 LANZP1C236 75 LANZP1C269

76 LANZP1C275
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4.3. Descripcion del experimento

Para obtener las muestras de raices de interés, la poblacion de lineas casi isogénicas,
la linea elite CML312 y el hibrido H-383 (controles) fueron plantadas en un campo
experimental del Instituto de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP)
Pabellén, Aguascalientes (latitud 22.16211, longitud 102.29558) durante el ciclo
primavera-verano 2021 a 1922 m.s.n.m. en un disefio de bloques al azar con dos

repeticiones (bloques). La fecha de siembra se realizo el 20 de mayo del afio 2021.
4.4. Colecta de muestras en campo

Las muestras de raices se colectaron en la etapa de floracién (98 dias después de la
siembra) de las plantas de la poblacion de lineas casi isogénicas el 25 de agosto del
2021. Para tomar la muestra se tomé una planta de maiz al azar en la parte media del
surco. Se desenterr6 cada planta de maiz en un circulo a 15 cm de distancia del tallo a
una profundidad de 25 cm. Se extrajo suavemente la planta mientras mantenia las
raices lo mas intactas posible. Posteriormente, con una tijeras para podar
desinfectadas, se cortaron en promedio cinco raices de la corona cerca del borde del
cepellon para cada planta. La raiz colectada aln conservaba suelo de la rizosfera
adherido, por lo que se depositd en un tubo Falcon de 50 ml estéril y se resguardd en

una hielera a 5°C (Figura 7).

El mismo procedimiento de extraccién de la planta y colecta de raices se llevé a cabo
en 2 plantas de Teocintle parviglumis en etapa de floracién, dichas plantas crecen de

forma silvestre en campos del Cinvestav, Unidad Irapuato.
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Figura 7. Esquema de colecta de raices en campo en la etapa de floracion

1 Colecta de raices a una profundidad de 25 cm. 2 Toma de raices de la corona con parte de la
rizosfera. 3 Las muestras se almacenaron a una temperatura de °5C.

4.5. Tincion de raices con azul de tripano
Reactivos y preparacion de soluciones para la tinciéon de raices:
1.- Hidréxido de potasio al 10%

Se pesaron 100 gramos de KOH en un vaso de precipitados con capacidad de un litro y

posteriormente, se aforo a 1000 ml con agua destilada.
2.- Acido acético al 85%.

Agregar 850 ml de acido acético de la marca Sigma Aldrich 99-100% en una probeta de

un litro y aforar a un litro agregando 150ml de agua destilada.
3.- Azul de tripano de la marca Sigma Aldrich.

4.- Glicerina cien por ciento pura de la marca Corona.
Preparacion de 1.5 litros de acetoglicerol para tincion:

En una botella de vidrio de color ambar con capacidad de 2 litros, se agregaron 400 ml

de Acido acético al 85%, 500 ml de glicerina, 600 ml de agua destilada y 0.75 gramos
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de azul de Tripano. Finalmente, la botella fue cubierta con papel aluminio y

resguardada en refrigeracion.
Preparacion de 1.5 litros de acetoglicerol para resguarda raices.

En una botella de vidrio transparente, se agregaron 400 ml de &cido acético al 85%,
500 ml de glicerina pura y 600 ml de agua destilada. La botella se resguarda a

temperatura ambiente.
Una vez colectado el tejido de la raiz se tifien de acuerdo al siguiente protocolo:

1.- Las muestras de raices se lavaron tres veces con agua corriente para remover los

restos de suelo adherido (rizosfera).

2.- Se decoloraron las raices adicionando KOH al 10%, y se sometieron a 10 libras de

presién en una olla de presion durante 10 minutos.

3.- El KOH de cada tubo se decanto en un recipiente y posteriormente, las raices se

lavaron con agua corriente para remover los restos de KOH (Figura 8).

4.- Se adicion6 acetoglicerol con el azul de tripano a cada tubo hasta cubrir las raices y
se dej6é actuar durante 10 minutos en una olla de presién a 10 libras de presién (Figura
9)

5.- El colorante de cada tubo se removio y las raices se enjuagaron en dos ocasiones

con agua corriente.

6.- Se adiciond acetoglicerol a cada tuvo para resguardad las muestras por mas
tiempo.

Lavado de raices Aclarado de raices con KOH al 10% Lavado con agua corriente Obtencién de raices
con agua corriente + 10 b presién por 10 minutos aclaradas

Figura 8. Proceso de aclarado de raices con KOH al 10 %
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Solucién de azul de Tripano y Acetoglicerol. Lavado con agua i Adici

i al
+ Dejar actuar a 10 Ib presién por 10 conservar las ra|cesp

minutos

Figura 9. Proceso de tincion de raices con azul de Tripano

7.- Una vez que las raices fueron tefidas, se tomaron 15 segmentos de raiz de un
centimetro para montarlo en cada portaobjetos y realizar la cuantificacion de la
colonizacion. Se hicieron tres replicas técnicas para cada replica bioldgica. La
cuantificacion de la colonizaciébn en las raices fue realizada por el método de

interseccion (McGonigle et al., 1990).

4.6 Identificacibn de estructuras de micorrizas arbusculares en

microscopio

Para la identificacién de estructuras de los hongos micorricicos arbusculares, es decir,
arbusculos, hifas y vesiculas arbusculares se utilizd un microscopio estandar de la
marca CARL ZEIZZ con un ocular de 10X y objetivo de 40X aumentos segun el

protocolo de interseccion mencionado anteriormente.
4.7 Modelo estadistico y transformacién de variables estimadas

Para determinar si hubo diferencias en las variables analizadas entre las lineas de la
poblacion y los controles utilizados se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) vy
comparacién de medias. El modelo utilizado para analizar la informaciéon obtenida se

eligié de acuerdo con el disefio de bloques completos al azar (Kuehl, 2000):
Yij = u+ Ti+ Bj + Eij
Donde:

Yij = Observacion de la variable respuesta (porcentaje de arbusculos, hifas y vesiculas

arbusculares) obtenida del tratamiento i-esimo dentro del blogue j-esimo.
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u = Media general.

Ti = Efecto del i-esimo tratamiento.

Bj = Efecto del j-esimo bloque.

Eij = Error asociado al tratamiento i en bloque j (Bj + Eij)
Porcentaje de colonizacién por arblsculos en la raiz

La variable de porcentaje de la raiz colonizada por arbusculos es discreta y la
distribucién de los datos obtenidos es “Poisson”, debido a este comportamiento se
transformé a la raiz cuadrada para acercarse al supuesto de homocedasticidad. La
formula utilizada fue Yi’ =+/Yi y al final se transformé nuevamente la variable para

concluir con las medias originales.
Porcentaje de colonizacién por vesiculas arbusculares en la raiz

En este caso, se llevd a cabo la transformacion a potencia usando Boxcox de la
variable con el parametro lamda sugerido de (0.544308) y el paquete estadistico
EnvStats. La formula de la variable fue la siguiente: (Y») = Y°544308  pgra el andlisis

estadistico se utiliz6 el software R version 4.2.1.
Porcentaje de colonizacién por hifas en la raiz

Esta variable es discreta y su distribucién es normal, por lo que no hubo necesidad de

transformacion.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de varianza realizado detecto diferencias significativas (P < 0.05) tanto para
las variables porcentaje de arbusculos (P<2.2e-16), hifas (P<2.2e-16) y vesiculas
arbusculares (P<2e-16) presentes en las raices de la poblacion de lineas casi
isogénicas, CML312 y el hibrido comercial H383. Los siguientes resultados son de

acuerdo a la comparacion de medias realizadas.
5.1 Porcentaje de la raiz colonizada por arbusculos

Los resultados obtenidos para la variable de colonizacién de arbusculos en la raiz para
la poblacién de lineas casi isogénicas y los controles utilizados dentro del experimento
(CML312 y el hibrido H383) se presentan en la (Cuadro 2). Los niveles de porcentaje
de colonizacién de arbusculos en la poblacion de lineas casi isogénicas variaron de
11.1 a 64.1 % en promedio y de 10 a 11.8 % para el hibrido y la linea parental CML312
respectivamente. Los genotipos mas sobresalientes en relacion a esta variable y de
acuerdo a la comparacion de medias por HSD de Tukey con a= 0.05 fueron 47 lineas
casi isogenicas que va del numero 1 (LANZP1C253) al 47 (LANZP1C194) (Tabla 2).
Contrario a estos genotipos se encontraron las lineas LANZP1C193 (11 %) y
LANZP1C245 (11.85 %) con los niveles mas bajos de la variable en cuestion (Cuadro
2). Al comparar las lineas casi isogénicas con el control que registro el nivel mas alto
de arbusculos (CML312), 74 de las lineas fueron estadisticamente superiores (Cuadro
2). Con respecto al hibrido comercial (H383), que registr6 un porcentaje de 10, 76,

todas las lineas de la poblacién fueron significativamente superiores.

Para comparar los resultados del experimento, se colectaron muestras de T.
parviglumis en su habitat original. Los resultados para la variable estudiada mostraron
un minimo de 66.6 y un maximo de 93.3% (Cuadro 3). Claramente la media (82.2 %) es
superior a la media maxima mostrada por la linea LANZP1C253 (64.07 %) con la
medicié mas alta. Referente a los controles, el hibrido H383 (10.0 %) y la linea elite
CML312 (11.85 %) tuvieron resultados muy bajos comparados con la media de

parviglumis.
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Cuadro 2. Comparacion de medias para el porcentaje de colonizacién de arbusculos.

Numero de Arbusculos Numero Arbusculos
orden Genotipo en la raiz (%) Grupo de orden Genotipo en la raiz (%) Grupo
1 LANZP1C253 64.07 a 40 LANZP1C200 33.70 abcdefghijk
2 LANZP1C187 52.96 ab 41 LANZP1C260 34.44 abcdefghijk
3 LANZP1C239 51.48 abc 42 LANZP1C243 32.59 abcdefghjik
4 LANZP1C222 51.85 abcb 43 LANZP1C192 32.59 abcdefghjikl
5 LANZP1C202 50.37 abcd 44 LANZP1C169 31.85 abcdefghjikl
6 LANZP1C250 48.51 abcde 45 LANZP1C209 32.22 abcdefghjikl
7 LANZP1C228 48.14 abcde 46 LANZP1C178 31.48 abcdefghjikl
8 LANZP1C241 48.14 abcde 47 LANZP1C194 31.11 abcdefghjikl
9 LANZP1C191 48.14 abcdef 48 LANZP1C240 30.00 bcdefghijkl
10 LANZP1C256 47.40 abcdefg 49 LANZP1C258 31.48 bcdefghijkl
11 LANZP1C227 47.03 abcdefg 50 LANZP1C251 32.96 bcdefghijkl
12 LANZP1C188 47.40 abcdefg 51 LANZP1C224 29.25 bcdefghijkl
13 LANZP1C174 47.40 abcdefg 52 LANZP1C257 29.25 bcdefghijkl
14 LANZP1C249 44.92 abcdefg 53 LANZP1C175 31.85 bcdefghijkl
15 LANZP1C229 45.92 abcdefg 54 LANZP1C195 31.11 bcdefghijkl
16 LANZP1C205 44 .81 abcdefgh 55 LANZP1C190 29.62 bcdefghijkl
17 LANZP1C216 47.77 abcdefgh 56 LANZP1C259 28.14 bcdefghijkl
18 LANZP1C266 42.59 abcdefgh 57 LANZP1C210 27.77 bcdefghijkl
19 LANZP1C233 42.22 abcdefgh 58 LANZP1C221 27.40 bcdefghijkl
20 LANZP1C208 42.59 abcdefgh 59 LANZP1C261 27.40 bcdefghijkl
21 LANZP1C197 41.48 abcdefghi 60 LANZP1C246 28.51 bcdefghijkl
22 LANZP1C252 42.22 abcdefghi 61 LANZP1C232 28.51 bcdefghijkl
23 LANZP1C225 42.22 abcdefghi 62 LANZP1C189 27.40 bcdefghijkl
24 LANZP1C218 40.74 abcdefghi 63 LANZP1C219 26.66 bedefghijkl
25 LANZP1C242 42.96 abcdefghi 64 LANZP1C231 25.25 bcdefghijkl
26 LANZP1C226 41.11 abcdefghi 65 LANZP1C186 25.55 bcdefghijkl
27 LANZP1C211 40.74 abcdefghi 66 LANZP1C170 24.07 bcdefghijkl
28 LANZP1C264 40.00 abcdefghi 67 LANZP1C269 23.70 bcdefghijkl
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Numero de Arbusculos Numero Arbusculos
orden Genotipo en la raiz (%) Grupo de orden Genotipo en la raiz (%) Grupo
29 LANZP1C234 39.62 abcdefghi 68 LANZP1C247 22.96 cdefghijkl
30 LANZP1C230 39.62 abcdefghi 69 LANZP1C236 20.74 defghijkl
31 LANZP1C244 39.62 abcdefghi 70 LANZP1C183 20.74 efghijkl
32 LANZP1C177 38.51 abcdefghi 71 LANZP1C203 18.88 fghijkl
33 LANZP1C207 38.14 abcdefghi 72 LANZP1C180 19.62 ghijkl
34 LANZP1C267 40.37 abcdefghi 73 LANZP1C254 18.88 hijkl
35 LANZP1C204 37.40 abcdefghi 74 LANZP1C173 15.55 ljkI
36 LANZP1C172 34.81 abcdefghi 75 CML312 11.85 JkI
37 LANZP1C275 35.18 abcdefghij 76 LANZP1C193 11.85 JKI
38 LANZP1C171 34.81 abcdefghij 77 LANZP1C245 11.00 Kl
39 LANZP1C182 37.03 abcdefghij 78 H383 10.00 I
Estadisticos
HSD (0.05) ok
Genotipo 5.98

HSD: Honestly Significant Difference de Tukey; *, ** y *** significativo a una p-valor menor de 0.05, 0.01 o 0.001 respectivamente.
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Cuadro 3. Porcentaje de arbusculos en la raiz de Teocintle parviglumis

Variable Min Max Media Mediana Desv. Var. C.V.
Esta.
Arbusculos enlaraiz 66.6 93.3 82.2 82.2 10.4 108.6 12.6%
(%)

Significado: Min: Minimo; Max: Maximo; Desv. Esta: Desviacion Estandar; C.V.: Coeficiente de
variacion; Var.: Varianza.

Figura 10. Fenotipos de arbusculos en lineas casi isogénicas y controles estudiados

En la figura se muestran raices de maiz para las lineas casi isogénicas y controles estudiados,
cosechadas a los 98 dias después de la siembra (etapa de floracién) y colonizadas con hongos
micorricicos arbusculares nativos del suelo. (A) a (C) Raices de lineas casi isogénicas de maiz
LANZP1C253 (A), LANZPIC187 (B) y LANZP1C202 (C). (D) a (H) Raices de los controles
estudiados, hibrido H383 (D), CML312 (E) y Teocintle parviglumis, muestran colonizacion por
arbusculos. A= arbusculos.

5.2 Porcentaje de la raiz colonizada por hifas

Los resultados obtenidos para el porcentaje de hifas en las células de la raiz para la
poblacion de lineas casi isogénicas y los controles utilizados dentro del experimento
(CML312 y el hibrido H383) se presentan en la (Cuadro 4)

Los niveles del porcentaje de hifas en las lineas casi isogénicas variaron de 85.56 a
33.70 %, mientras que en los controles (CML312 y el hibrido H383) fue de 34.44 a
34.84 % respectivamente. Las lineas de la poblacién con los niveles mas altos para

esta estructura y de acuerdo a la comparacion de medias por HSD de Tukey con
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0a=0.05 fueron 47 (numero de orden 1 al 47), las cuales alcanzaron porcentajes de
56.26 a 85.56. Al realizar el comparativo de los porcentajes de hifas con el control que
registro el porcentaje mas alto (H383 con 34.81 %), 74 de las lineas casi isogénicas de
la poblacion fueron superiores significativamente. Las mismas 74 lineas mencionadas

anteriormente, fueron superiores a CML312.

Los resultados del experimento se compararon con muestras de T. parviglumis. El
porcentaje de hifas del ancestro del maiz mostraré un minimo de 95.55 y un maximo de
97.77 % (Cuadro 5). La media (97.03 %) es superior a la media maxima mostrada por
la linea LANZP1C256 (85.56 %). Con referencia a los controles estudiados, el hibrido
H383 (34.81 %) y la linea elite CML312 (34.44 %) tuvieron resultados muy inferiores
comparados con la media de parviglumis. Esta misma tendencia se observa en la linea
LANZP1C269 con el promedio mas bajo (33.70 %).
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Cuadro 4. Comparacion de medias para el porcentaje de colonizacion de hifas.

Numero de Hifas en la Numero de Hifas en la
orden Genotipo raiz (%) Grupo orden Genotipo raiz (%) Grupo

1 LANZP1C256 85.56 a 40 LANZP1C177 60.37 abcdefghilkimn
2 LANZP1C253 82.96 ab 41 LANZP1C249 59.63 abcdefghilkimn
3 LANZP1C202 78.52 abc 42 LANZP1C232 59.63 abcdefghilkimn
4 LANZP1C191 75.19 abcd 43 LANZP1C219 58.52 abcdefghilkimn
5 LANZP1C264 75.19 abcd 44 LANZP1C227 57.41 abcdefghilkimn
6 LANZP1C187 74.07 abcde 45 LANZP1C231 57.04 abcdefghilkimn
7 LANZP1C205 72.59 abcdef 46 LANZP1C192 56.30 abcdefghilkimn
8 LANZP1C171 72.22 abcdef 47 LANZP1C251 56.30 abcdefghilkimn
9 LANZP1C216 71.48 abcdef 48 LANZP1C194 55.19 bcdefghilkimn
10 LANZP1C230 71.48 abcdef 49 LANZP1C186 54.44 bcdefghilkimn
11 LANZP1C208 71.11 abcdef 50 LANZP1C260 53.33 bcdefghilkimn
12 LANZP1C207 70.37 abcdefg 51 LANZP1C200 52.96 bcdefghilkimn
13 LANZP1C252 70.00 abcdefg 52 LANZP1C259 52.59 cdefghilkimn
14 LANZP1C169 68.89 abcdefgh 53 LANZP1C246 51.48 cdefghilklmn
15 LANZP1C218 68.52 abcdefghi 54 LANZP1C183 50.37 cdefghilkimn
16 LANZP1C188 68.15 abcdefghij 55 LANZP1C189 50.37 cdefghilklmn
17 LANZP1C225 68.15 abcdefghij 56 LANZP1C275 50.00 cdefghilkimn
18 LANZP1C250 67.78 abcdefghilk 57 LANZP1C175 49.26 cdefghilklmn
19 LANZP1C222 67.04 abcdefghilk 58 LANZP1C195 48.89 cdefghilkimn
20 LANZP1C229 67.04 abcdefghilk 59 LANZP1C209 48.15 defghilklmn
21 LANZP1C172 66.30 abcdefghilk 60 LANZP1C240 48.15 defghilkimn
22 LANZP1C266 65.93 abcdefghilk 61 LANZP1C221 47.78 defghilklmn
23 LANZP1C226 65.56 abcdefghilk 62 LANZP1C170 46.67 defghilkimn
24 LANZP1C239 65.56 abcdefghilk 63 LANZP1C236 46.30 defghilklmn
25 LANZP1C244 65.56 abcdefghilk 64 LANZP1C254 45.19 defghilkimn
26 LANZP1C241 65.19 abcdefghilk 65 LANZP1C178 44.07 efghilkimn
27 LANZP1C242 65.19 abcdefghilk 66 LANZP1C224 44.07 efghilkimn
28 LANZP1C234 64.81 abcdefghilkl 67 LANZP1C180 43.33 fghilkimn
29 LANZP1C243 64.44 abcdefghilkim 68 LANZP1C261 43.33 fghilkimn
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Numero de Hifas en la Numero de Hifas en la
orden Genotipo raiz (%) Grupo orden Genotipo raiz (%) Grupo
30 LANZP1C182 63.70 abcdefghilkimn 69 LANZP1C210 42.59 fghilklmn
31 LANZP1C258 63.70 abcdefghilkimn 70 LANZP1C247 40.74 ghilkimn
32 LANZP1C204 63.70 abcdefghilkimn 71 LANZP1C173 39.26 hilkimn
33 LANZP1C267 62.96 abcdefghilkimn 72 LANZP1C245 38.52 ilklmn
34 LANZP1C257 62.22 abcdefghilkimn 73 LANZP1C193 38.15 JIKImn
35 LANZP1C228 61.85 abcdefghilkimn 74 LANZP1C190 37.78 Kimn
36 LANZP1C197 61.11 abcdefghilkimn 75 H383 34.81 Imn
37 LANZP1C233 61.11 abcdefghilkimn 76 CML312 34.44 mn
38 LANZP1C174 60.74 abcdefghilkimn 77 LANZP1C203 34.44 mn
39 LANZP1C211 60.74 abcdefghilkimn 78 LANZP1C269 33.70 n
Estadisticos
HSD (0.05) ok
Genotipo 5.99

Honestly Significant Difference de Tukey; *, ** y *** significativo a una p-valor menor de 0.05, 0.01 o 0.001 respectivamente.
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Cuadro 5. Porcentaje de hifas en la raiz de Teocintle parviglumis.

Variable Min Max Media Mediana Desv. Var. C.V.
Esta.

Hifas en laraiz (%) 95.55 97.77 97.03 97.77 1.14 131 1.18%

Significado: Min: Minimo; Max: Maximo; Desv. Esta: Desviacion Estandar; C.V.: Coeficiente de
variacion; Var.: Varianza.
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Figura 11. Fenotipos de hifas en lineas casi isogénicas y controles estudiados

En la figura se muestran raices de maiz para las lineas casi isogénicas y controles estudiados,
cosechadas a los 98 dias después de la simbra (etapa de floracion) y colonizadas con hongos
micorricicos arbusculares nativos del suelo. (A) a (C) Raices de lineas casi isogénicas
LANZP1C256 (A), LANZPIC253 (B) y LANZP1C203 (C), (D) a (H) Raices de los controles
estudiados, hibrido H383 (D), CML312 (E) y Teocintle parviglumis, muestran colonizacion por
hifas. H= hifa.

5.3 Porcentaje de vesiculas arbusculares en la raiz

El porcentaje de vesiculas arbusculares en las células de la raiz para la poblacion de
lineas casi isogénicas fue de 1.48 a 25.92 % y en los controles (CML312 y H383) de
1.1 a 2.96 % respectivamente (Cuadro 6). Las lineas de la poblacion que mas
sobresalieron a razén del porcentaje de vesiculas de acuerdo a la comparacion de
medias utilizando la prueba HSD de Tukey con a=0.05 fueron: LANZP1C191 (25.92 %),
LANZP1C22 (24.07 %) y LANZP1C256 (24.81 %) con los numeros de orden 1, 2y 3

(Cuadro 6). Por otro lado, 65 lineas de la poblacion de maiz registraron de 2.59 a 10.74
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% de vesiculas intracelulares. Por contraparte, hubo lineas que presentaron

porcentajes bajos, los cuales oscilan de 1.48 a 1.85 % (Cuadro 6).

Los resultados del experimento se compararon con muestras de T. parviglumis
colectadas en su habitat natural y se identificaron hifas intracelulares de los HMA. Los
resultados para el porcentaje de vesiculas arbusculares en las celulas de parviglumis
mostraron un minimo de 4.44 y un maximo de 11.11 % (Cuadro 7). Se observa que la
media (6.29 %) es claramente inferior a las tres lineas casi isogenicas superiores
(LANZP1C191), LANZP1C22) y LANZP1C256) en cuanto a esta variable. El promedio
del porcentaje de vesiculas de parviglumis (6.29 %) se encuentra entre las 65 lineas
gue registraron porcentajes entre 2.59 a 10.74 %, al igual que el hibrido H383 (2.95 %).
Finalmente, comaparando el promedio de la linea elite CML312 (1.11 %) y el promedio

de teocintle, podemos ver que el porcentaje es menor.
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Cuadro 6. Comparacion de medias para el porcentaje de colonizacién de vesiculas arbusculares.

Numero Vesiculas en NUmero Vesiculas en
de orden Genotipo la raiz (%) Grupo de orden Genotipo la raiz (%) Grupo
1 LANZP1C191 25.92 a 40 LANZP1C200 3.70 cdefg
2 LANZP1C222 24.07 ab 41 LANZP1C266 3.70 cdefg
3 LANZP1C256 24.81 ab 42 LANZP1C192 4.07 cdefg
4 LANZP1C187 10.74 bc 43 LANZP1C172 4.07 cdefg
5 LANZP1C173 10.74 cd 44 LANZP1C246 4.07 cdefg
6 LANZP1C251 9.25 cde 45 LANZP1C218 3.33 cdefg
7 LANZP1C241 8.88 cde 46 LANZP1C240 3.33 cdefg
8 LANZP1C225 8.88 cdef 47 LANZP1C250 3.33 cdefg
9 LANZP1C202 8.14 cdef 48 LANZP1C216 3.33 cdefg
10 LANZP1C253 7.77 cdef 49 LANZP1C171 2.96 cdefg
11 LANZP1C170 8.14 cdef 50 LANZP1C188 2.96 cdefg
12 LANZP1C195 7.77 cdefg 51 LANZP1C207 2.96 cdefg
13 LANZP1C221 7.40 cdefg 52 LANZP1C257 2.96 cdefg
14 LANZP1C219 7.40 cdefg 53 LANZP1C178 3.33 cdefg
15 LANZP1C252 7.03 cdefg 54 LANZP1C209 3.33 cdefg
16 LANZP1C234 7.40 cdefg 55 LANZP1C177 2.59 cdefg
17 LANZP1C229 6.66 cdefg 56 LANZP1C204 2.59 cdefg
18 LANZP1C249 6.66 cdefg 57 LANZP1C264 2.96 cdefg
19 LANZP1C242 6.29 cdefg 58 H383 2.96 cdefg
20 LANZP1C226 5.92 cdefg 59 LANZP1C236 2.96 cdefg
21 LANZP1C254 6.29 cdefg 60 LANZP1C182 3.33 cdefg
22 LANZP1C261 5.55 cdefg 61 LANZP1C210 2.22 cdefg
23 LANZP1C258 5.92 cdefg 62 LANZP1C228 2.22 cdefg
24 LANZP1C208 6.66 cdefg 63 LANZP1C233 2.22 cdefg
25 LANZP1C244 5.55 cdefg 64 LANZP1C245 2.22 cdefg
26 LANZP1C205 5.55 cdefg 65 LANZP1C247 2.22 cdefg
27 LANZP1C239 5.18 cdefg 66 LANZP1C211 2.59 cdefg
28 LANZP1C180 5.18 cdefg 67 LANZP1C230 2.59 cdefg
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NUmero Vesiculas en NUmero Vesiculas en

de orden Genotipo la raiz (%) Grupo de orden Genotipo la raiz (%) Grupo
29 LANZP1C183 4.81 cdefg 68 LANZP1C231 2.59 cdefg
30 LANZP1C232 4.81 cdefg 69 LANZP1C243 2.59 cdefg
31 LANZP1C269 4.44 cdefg 70 LANZP1C203 1.85 defg
32 LANZP1C194 4.44 cdefg 71 LANZP1C275 1.85 defg
33 LANZP1C224 4.44 cdefg 72 LANZP1C259 2.22 defg
34 LANZP1C175 4.81 cdefg 73 LANZP1C267 2.22 defg
35 LANZP1C186 4.44 cdefg 74 LANZP1C169 1.85 efg
36 LANZP1C197 4.07 cdefg 75 LANZP1C174 1.48 fg
37 LANZP1C260 4.07 cdefg 76 LANZP1C190 1.48 fg
38 LANZP1C193 4.81 cdefg 77 LANZP1C227 1.48 fg
39 LANZP1C189 3.70 cdefg 78 CML312 1.11 g
Estadisticos
HSD (0.05) ok
Genotipo 5.98

HSD: Honestly Significant Difference de Tukey; *, ** y *** significativo a una p-valor menor de 0.05, 0.01 o 0.001 respectivamente.
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Cuadro 7. Porcentaje de vesiculas arbusculares en la raiz de Teocintle parviglumis.

Variable Min Max Media Mediana Desv. Var. C.V.
Esta.
Vesiculas enlaraiz 4.44 11.11 6.29 4.44 2.95 8.72 46.91%
(%)

Significado: Min: Minimo; Max: Maximo; Desv. Esta: Desviacion Estandar; C.V.: Coeficiente de
variacion; Var.: Varianza.
f,;' )-’
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Figura 12. Fenotipos de vesiculas arbusculares en lineas casi isogénicas y controles

En la figura se muestran raices de maiz para lineas casi isogénicas y controles estudiados,
cosechadas a los 98 dias después de la simbra (etapa de floracion) y colonizadas con hongos
micorricicos arbusculares nativos del suelo. (A) a (C) Raices de lineas casi isogénicas de maiz
LANZP1C208 (A), LANZPIC226 (B) y LANZP1C222 (C), (D) a (H) Raices de los controles
estudiados, hibrido H383 (D), CML312 (E) y Teocintle parviglumis, muestran colonizacion por
vesiculas. VA= vesiculas arbusculares.
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Cuadro 8. Lineas casi isogénicas sobresalientes en para las variables porcentaje de
hifas y arbusculos en la raiz

No. Orden Genotipo No. Orden Genotipo

1 LANZP1C253 21 LANZP1C197
2 LANZP1C187 22 LANZP1C252
3 LANZP1C239 23 LANZP1C225
4 LANZP1C222 24 LANZP1C218
5 LANZP1C202 25 LANZP1C242
6 LANZP1C250 26 LANZP1C226
7 LANZP1C228 27 LANZP1C211
8 LANZP1C241 28 LANZP1C264
9 LANZP1C191 29 LANZP1C234
10 LANZP1C256 30 LANZP1C230
11 LANZP1C227 31 LANZP1C244
12 LANZP1C188 32 LANZP1C177
13 LANZP1C174 33 LANZP1C207
14 LANZP1C249 34 LANZP1C267
15 LANZP1C229 35 LANZP1C204
16 LANZP1C205 36 LANZP1C172
17 LANZP1C216 37 LANZP1C171
18 LANZP1C266 38 LANZP1C182
19 LANZP1C233 39 LANZP1C243
20 LANZP1C208 40 LANZP1C192

41 LANZP1C169

5.4 Discusioén

Comparamos los resultados obtenidos para las variables estudiadas: porcentaje de
arbusculos, hifas y vesiculas arbusculares en la raiz para la poblacion de 76 lineas casi
isogénicas que tienen un haplotipo de su parental donante T. parviglumis en el fondo
genético de la linea CML312 y los controles, hibrido H383, CML312 y la colecta de T.
parviglumis en su habitat natural. Nuestros resultados muestran que las plantas
provocaron cambios sustanciales en las estructuras de hongos micorricicos
arbusculares nativos del suelo. Encontramos diferencias importantes entre los controles
y la poblacion de lineas casi isogénicas en la composicion de porcentaje de arbasculos,
hifas y vesiculas arbusculares segun lo indicado por el analisis de interseccién de las

muestras analizadas (McGonigle et al., 1990).

Los hallazgos encontrados para las variables de colonizaciéon por arbusculos, hifas

intracelulares y vesiculas arbusculares en el hibrido H383 (parental materno CML312) y
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la linea CML312 estan de acuerdo con lo reportado por (Picard, Baruffa, & Bosco,
2008) donde estudiaron lineas puras de maiz (Lo964 y L01016) y su hibrido
(Lo964xL01016), los resultados mostraron que cada genotipo de maiz estimula la
poblacion de HMA de manera diferente. Tanto el hibrido como la linea Lo964 pudieron
seleccionar sus propios grupos de micorrizas arbusculares (Glomus) para el hibrido y
Archeospora para L0964, mientras que la linea Lo1016 no lo hizo, lo que ocasioné
diferencias en las estructuras de los hongos, esto sugiere que la seleccion de HMA
esta controlada por la herencia dominante en lugar de la heterosis.

Sin embargo, para Teocintle parviglumis que presento 82 % de arbusculos e hifas
(97.03 %) en la raiz, los porcentajes fueron mas altos, estos datos concuerdan con
otros estudios realizados donde se plantea que la domesticacion puede haber
disminuido la capacidad de las plantas para responder positivamente a los HMA
(Lehman et al.,, 2012). Esto se ha corroborado en un estudio de la comunidad
microbiana y HMA en dos teocintles, tres lineas endogamicas y cinco hibridos de maiz
modernos. Los resultados mostraron diferencias significativas en la comunidad
microbiana en la risosfera entre los grupos geneticos de plantas. Los hibridos
modernos mostraron mayores diferencias lo que sugiere que los avances en el
desarrollo de hibridos afectan significativamente a las comunidades microbianas de la

rizosfera (Brisson et al., 2019).

Otra explicacion es que las lineas y los hibridos se han mejorado en condicones
optimas de fertilizantes, seleccionando altos rendimientos. Por lo tanto, en comparacion
con los razas de maiz y sus parientes silvestres, los cultivares modernos pueden haber
perdido cierta capacidad para reclutar micoorganismos (Pérez-Jaramillo, Mendes, &
Raaijmakers, 2016). La variacion en los porcentajes de las estructuras de HMA esta
relacionada a fitohormonas como reguladores de la simbiosis, es el caso de auxinas en
maiz, esta hormona ha sido objetivo de seleccion durante el mejoramiento de cereales,
especialmente con el tiempo de floracion. Sin embargo se desconoce coémo las
diferencias en la sefalizacidbn de auxinas entre cereales y sus parientes silvestres

afectan la colonizacion de HMA (Sawers et al., 2018).
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Los resultados superiores que se obtuvieron para la poblacidon de lineas casi isogénicas
respecto a los porcentajes de arbusculos, hifas y vesiculas arbusculares durante la
etapa de floracién comparado con CML312 coinciden con lo reportado por (Seres et al.,
2014), donde analizarén estructuras de HMA en el maiz transgenico Bt (DAS-59122-7)
tolerante a herbicidas y su linea casi isogénica en condiciones de campo. La linea casi
isogénica mostré porcentaje de hifas y arblsculos mayor que su linea parental
materna, sin embargo, no se encontraron diferencias en cuanto a la colonizacion de
vesiculas arbusculares. Se ha encontrado que durante las etapas reproductivas (R2 y
R6) en maiz, la intensidad de infeccion arbuscular aumenta independientemente del
aporte alto o bajo fosforo (Sabat & Whalen, 2022). La colonizacién micorrizica reducida
puede ser producida por la sobreproduccién de etileno y la deficiencia de Acido
Abcisico en las raices como se demostrd6 en una linea casi isogénica de tomate
deficiente de ABA (Fracetto, Peres, & Lambais, 2017).

En teocintle se ha encontrado una daptacion mas fuerte a la biota de la rizosfera local
en sitios mas frios y estresantes. Sin embargo, la biota de sitios menos estresantes y
mas célidos proporciona mayores beneficios en las poblaciones de teocinles (O'Brien et
al., 2019). Asi mismo, se ha estudiado si la domesticacion y el fitomejoramiento han
afectado las interacciones entre las plantas y sus microbiomas. Se ha encontrado que
los perfiles de metabolitos de exudados de la raiz entre teocintle y el maiz moderno son
distintos, por lo tanto sus comunidades microbianas en la rizosfera para solubilizar

fosfato tambien lo son (Brisson et al., 2019).

La disminucion del numero de arbusculos en los controles excepto Teocintle, podria
deberse a fallas en los procesos presimbidticos, en cuyo caso se refleja en la
disminucién en la abundancia de todas las estructuras fangicas simbidticas. Por el
contrario, es posible que los hongos se propaguen en las raices pero el genotipo
controle la formacion de arbusculos (Montero, Choi, & Paszkowski, 2018) y (Sawers,
Gutjahr, & Paszkowski, 2008). Lo que sugiere una influencia de la genética de las
plantas en el crecimiento de estructuras fungicas. Los mecanismos moleculares de las

plantas que determinan el desempefio de los hongos es desconocido, pero pueden
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estar relacionados con la cantidad de carbohidratos y lipidos liberados al hongo
(Lahmidi et al., 2016).

En otro estudio donde se midié el efecto de la domesticacion en la capacidad de
respuesta de micorrizas en 27 cultivos con sus progenitores silvestres pertenecientes a
las familias: Poaceae, Solanaceae, Fabaceae, Cucurbitaceae, Asteraceae,
Amaranthaceae etc. La respuesta de la simbiosis de HMA a la domesticacién varié con
la disponibilidad de fosforo. Los progenitores silvestres se beneficiaron
independientemente de la disponibilidad de fosforo, mientras que los cultivares
domesticados solo se beneficiaron en condiciones limitadas de fosforo. Por lo tanto, los
resultados indican interrupciones en la eficiencia de la simbiosis vinculada a la
domesticacion (Martin-Robles et al., 2017). A la vez, las préacticas agricolas como la
labranza, el monocultivo y altas tazas de fertilizacion dificultan la proliferacion de hifas y
disminuye la funcionalidad de la simbiosis micorricica arbuscular (Martin-Robles et al.,
2017). En estudios recientes, se ha reportado que el complejo de proteinas DELLA son
clave en las vias hormonales y metabdlicas, controlando fuertemente el desarrollo de la
morfologia de estructuras arbusculares (Sawers et al.,, 2018). Ademas, se ha
documentado que la capacidad de las plantas para hacer frente a insectos herbivoros
se ve afectada en los cultivos domesticados, en parte como consecuencia de los
cambios en los rasgos morfoldgicos y en los niveles de metabolitos secundarios como
emisiones volatiles en comparacion con los parientes silvestres (Chen, Gols, & Benrey,
2015).

Nuestras observaciones también revelaron que el porcentaje de vesiculas arbusculares
es variable en la poblacién de lineas estudiadas. Sin embargo, los controles H383 y
Teocintle parviglumis se encontraron dentro de los porcentajes de la mayoria de las
lineas casi isogénicas. Cuando un arbusculo desaparece de una célula de la raiz,
nacen otros nuevos en otros lugares. Paralelamente, aparecen vesiculas y esporas
fungicas. Las vesiculas son estructuras intercelulares globulares que se cree que son
organos de almacenamiento de lipidos, incluidos los fosfolipidos (Tabaji-Hare,
Deschene, & Kendrick, 1984). Sin embargo, las funsiones biologicas de las vesiculas

siguen sin estar claras. Los primeros estudios citologicos sugierieron que el
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protoplasma de las vesiculas jévenes contiene muchos nucleos, granulos de glucégeno
y pequefias vacuolas (Bonfante-Fasolo, 1984). Dado que a menudo el niumero de
vesiculas aumenta en raices viejas o muertas (Bonfante-Fasolo, 1984), se cree que las
vésiculas son érganos en reposo y desempefian un papel importante como propagulo
dentro de las raices (Smith & Read, 2008). Recientemente, se ha reportado que en una
etapa posterior a la colonizaciéon, los lipidos se eliminan de las vesiculas y se
transportan rapidamente a las hifas de la colonizacion posterior. En consecuencia, las
vesiculas se vacian; por lo tanto, dichas estructuras se consideran érganos de reserva
temporales (Kobae et al., 2016). Las observaciones mostradas en este estudio se
relacionan con la opinibn de (Kobae et al., 2016), y los contenidos variables de
vésiculas en los genotipos puede reflejar roles pleiotropicos de las vesiculas en el ciclo
de colonizacién de las raices micorrizicas. Aunque se necesitan mas estudios, es
tentador especular que las vesiculas sirven como recipientes de retencidn para
alimentar a arblsculos nuevos a base de las gotitas de citoplasma y lipidos de
arbusculos colapsados (Kobae et al., 2014). Las vesiculas son estructuras que a
menudo son pasadas por alto, pero dan cuenta de la finalizacion del ciclo de vida del
hongo o colapso de la asociacién (Montero, Choi, & Paszkowski, 2018). Por lo tanto, es
probable pensar que dentro de las lineas casi isogénicas que muestran mayor nimero
de arbusculos esté ocurriendo mayor colapsamiento de arbusculos, eso podria explicar
el porcentaje mayor de vesiculas de las células de la raiz.
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VI. RECOMENDACIONES

Dado los resultados obtenidos y para aclarar mas preguntas referentes a si la
domesticacion del maiz y el fitomejoramiento han tenido un impacto negativo en el
establecimiento de la simbiosis de hongos micorricicos arbusculares nativos del suelo
es necesario implementar mas experimentos en distintas condiciones de campo, medir
rasgos agrondémicos de rendimiento, arquitectura aérea y radicular de las plantas, asi
como, estudios bioquimicos del grano de maiz y la parte aérea de la planta. Por otro
lado, seria de suma importancia determinar el tipo de hongos presentes en la rizosfera
(microbioma) de las lineas aqui estudiadas y sus controles, esto permitiria saber si hay
diferencia entre genotipos estudiados. Finalmente, se recomendaria, estudiar los
exudados emitidos por parte de la raiz para entender si son un factor clave en la
seleccién de hongos micorricicos especificos por la planta e incluir variedades nativas

de razas para contrastar los resultados.
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VIl.  CONCLUSIONES

La poblacién de lineas casi isogénicas mostrO una variacion muy amplia en el

porcentaje de colonizacion, diferenciacion de vesiculas hifas y arbusculos.

Los parentales mostraron datos contrastantes en cuanto a la colonizacion,
diferenciacion en hifas, vesiculas y arblsculos observandose que el parental donante
posee valores elevados, mientras que el parental recurrente se caracteriza por tener
niveles bajos. Por otro lado, los valores de los genotipos Zea mays (CML312 y H383)

mostraron valores equiparables.

Los datos obtenidos sugieren que en el parental donante (T. parviglumis) hay genes
gue pudieran estar relacionados con el control de la capacidad de interactuar con las
micorrizas arbusculares y gracias a las combinaciones genéticas Unicas en cada linea
casi isogénica se expresan de manera diferencial por tener la region gendémica de dicho

parental.

Se encontraron, 41 lineas casi isogénicas (Cuadro 8) sobresalientes con porcentajes
altos en estructuras (arbusculos e hifas) analizadas que posiblemente podrian usarse
en programas de mejoramiento genético para hacer introgresién de los atributos aqui
estudiados. También, serd importante evaluar en otros ambientes y practicas de

manejo diferentes ya que solo se cuenta con datos de un ciclo del cultivo en campo.

Finalmente, parece probable que la domesticacion del maiz y el mejoramiento genético
han tenido un impacto negativo sobre la capacidad de interactuar y establecer
asociaciones arbusculares, lo cual podria limitar los beneficios conferidos por los

hongos micorricicos arbusculares nativos del suelo.
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ANEXOS

Analysis of variance Table

Response: colarbusculos.rc

Df Sum Sg Mean Sqg F value Pr(=F)
genotipo 77 471.17 6.119 5.0086 < 2.2e-16 #=*
bloque 1 74.91 74.907 68.6582 1.916e-15 ===
Residuals 389 424.41 1.091

Signif. codes: 0 ****’ 0.001 **=’ 0.01 **’ 0.05 *." 0.1 * " 1
=

Figura 13. Analisis de varianza para porcentaje de arbusculos

Shapiro-wilk normality test

data: residuos.rc
W = 0.9967, p-value = 0.4586

Figura 14. Prueba de normalidad con Shapiro Wilk para porcentaje de arbusculos

Bartlett test of homogeneity of variances

data: residuos.rc by genotipo
Bartlett's K-squared = 103.53, df = 77, p-value = 0.02358

Figura 15. Prueba de Bartlett para homogeneidad de varianza en porcentaje de
arbusculos

FANOVA
Analysis of variance Table

Response: residual
pf Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Nonadditivity 1 3.42 3.4218 3.1364 0.07735 .
Residuals 389 424.40 1.0910

Signif. codes: 0 ‘#*=’ 0.001 ‘*=’ 0.01 **" 0.05 ‘." 0.1 " "1

Figura 16. Supuesto de no aditividad de Tukey para el porcentaje de arbusculos

Analysis of variance Table
Response: colhifas

Df Sum Sq Mean 5q F value Pri=F)
genotipo 77 69769 906.1 5.9827 <« 2.2e-16 =*=
bloque 1 7445 7445.4 49.1599 1.049e-11 *==*
Residuals 389 58915 151.5

Signif. codes: 0 ‘**=* 0.001 ‘*=’ 0.01 ‘*’ 0.05 *." 0.1 * " 1

Figura 17. Analisis de varianza para porcentaje de hifas

Shapiro-wilk normality test
data: residuos
W = 0.99384, p-value = 0.05422

Figura 18. Prueba de normalidad con Shapiro Wilk para la variable porcentaje de hifas
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Bartlett test of homogeneity of variances

data: residuos by genotipo
Bartlett's K-squared = 104.41, df = 77, p-value = 0.02055

Figura 19. Prueba de Bartlett para homogeneidad de varianza en porcentaje de hifas

$a
Nonadditivity
4439812

$ANOVA
Analysis of variance Table

Response: residual

Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)
Nonadditivity 1 510 510.38 3.3689 0.0672 .
Residuals 389 58934 151.50

Signif. codes: 0 *#%=’ 0.001 ‘#*’ 0.01 =’ 0.05 *.” 0.1 * " 1

Figura 20. Prueba de no aditividad de Tukey para la variable porcentaje de hifas

Normal Q-Q Plot of Box-Cox Transformation for
VESIC2 with lambda = 0.544308

)1 0544307971840

[ VESIC2* 0.544307971040676 -
1

Quantiles of Mormal(mean = 0, sd = 1)
PPCC = 0 9974277

Jantiles of Residuals Based on|[

Figura 21. Transformacion Boxcox para la variable vesiculas arbusculares

Analysis of variance Table

Response: colvesiculas.p

Df Sum Sq Mean Sg F value Pr(>F)
genotipo 77 397.37 5.1606 6.6589 <« 2e-16 *#*
bloque 1 3.20 3.1955 4.1232 0.04298 =
Residuals 389 301.47 0.7750

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 “**’ 0.01 **’ 0.05 *.” 0.1 * "1
>

Figura 22. Analisis de varianza para la variable vesiculas arbusculares

Shapiro-wilk normality test

data: residuos.v
W = 0.99531, p-value = 0.1711

Figura 23. Prueba de normalidad con Shapiro Wilk para la variable vesiculas
arbusculares

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = "mean™)
of F value P (=F)

group 77 2.4912 0.000000005281 “**
390

signif. codes: 0O "#*¢' 0.001 '¢** 0.01 '¢' 0.05 *.' 0.1 ' ' 1

Figura 24. Homogeneidad de varianza con Levene para la variable porcentaje de
vesiculas
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$Q
Nonadditivity
10.85289

$ANOVA
Analysis of Variance Table

Response: residual
Df sSum sq Mean Sq F wvalue Pr(>F)

Nonadditivity 1 0.521 0.52136 0.6727 0.4126
Residuals 389 301.475 0.77500

Figura 25. Prueba de no aditividad de Tukey para la variable vesiculas arbusculares
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