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Resumen

El problema de la baja disponibilidad de fosfato inorganico (Pi) en los suelos
ocasiona una disminucién en los indices de produccion del cultivo de Zea mays L.,
debido a esto se vuelve necesario la busqueda de nuevas tecnologias dirigidas a
mejorar la absorcion de Pi al mismo tiempo que sean sustentables en el ambiente.
La simbiosis de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) con raices de plantas ha
mostrado participar de manera activa en la nutricibn de Pi. En contraste, la
evidencia de los ultimos afios ha establecido la existencia de una diversidad
funcional entre las posibles combinaciones de plantas huéspedes y hongos
hospederos, y el ambiente en el que se desarrollan. Factores como la morfo-
fisiologia, estado nutricional, expresion de genes y la eficiencia simbidtica, son
algunos de los parametros que se han visto modificados. Durante este trabajo
nosotros investigamos la diversidad funcional en la respuesta morfo/fisiologica y la
expresion de genes Phtl de cuatro cultivares de maiz asociados a HMA
(Claroideoglomus etunicatum) que se desarrollaron en concentraciones limitantes
y altas de Pi. Nuestros resultados indicaron diferentes niveles de respuesta al
crecimiento y modificacion fisioldégica entre cultivares maiz, los cuales estuvieron
en funcion de las concentraciones altas y limitantes de Pi, el estatus de
colonizacion de HMA o la interaccion entre los dos factores. De manera similar,
entre cultivares se observd una variacion en el nivel de regulacién de los genes
ZEAma;Phtl1;3 y ZEAma;Phtl1;6, esto en funcion de la interaccion entre factores.
Los cultivares 3 y 4 mostraron una mayor plasticidad fenotipica tanto a las
respuestas de crecimiento como a las de modificacion fisiolégica. Por otro lado,
plantas de maiz colonizadas por HMA a los 75 DDT mantuvieron un incremento en
variables del crecimiento como el area y peso de hojas (8.25 y 6.1 %,
respectivamente), mientras que redujeron hasta en un 10 % el peso seco de la
raiz. Es muy probable que estas modificaciones formen parte de un mecanismo en
gue raices asociadas a HMA reducen el gasto energético y de carbono utilizado en
el desarrollo de raices largas, sustituyéndolo por el micelio extra-radical de HMA.
Asi mismo, una mayor cantidad de biomasa aérea podria estar ligada a una
respuesta de las plantas por aumentar la capacidad de fotosintesis y las sintesis
de compuestos de carbono que son necesarios para mantener la simbiosis con
HMA. Los resultados de esta investigacidbn contribuiran significativamente a
elucidar los patrones de diversidad funcional asociados a la morfo/fisiologia y
expresion de genes Phtl entre plantas huéspedes de una misma especie y HMA.




Summary

The problem of the low availability of inorganic phosphate (Pi) in the soils causes a
decrease in the production rates of the Zea mays L. crop, due to this it becomes
necessary the search for new technologies aimed at improving the absorption of Pi
while that are sustainable in the environment. The symbiosis of arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) with plant roots has been shown to participate actively in
the nutrition of Pi. In contrast, the evidence from recent years has established the
existence of a functional diversity between the possible combinations of host plants
and host fungi, and the environment in which they develop. Factors such as
morpho/physiology, nutritional status, gene expression and symbiotic efficiency are
some of the parameters that have been modified. During this work, we investigated
the functional diversity in the morpho/physiological response and the expression of
Phtl genes from four maize cultivars associated with AMF (Claroideoglomus
etunicatum), which developed at the limiting and high concentrations of Pi. Our
results indicated different levels of growth responses and physiological changes
among maize cultivars, which were based on the high and limiting concentrations
of Pi, the colonization status of AMF or the interaction between the two factors.
Similarly, between cultivars a variation in the regulation level of the genes
ZEAma;Pht1;3 and ZEAma;Phtl;6, was observed, depending on the interaction
between factors. Particularly, cultivars 3 and 4 showed higher phenotypic plasticity
to both growth and physiological modification responses. On the other hand, maize
plants colonized by AMF at 75 DDT maintained an increase in growth variables
such as area and weight leaf (8.25 and 6.1 %, respectively), while reducing the dry
weight of the root by up to 10 %. Probably these modifications are part of a
mechanism in which AMF-associated roots reduce the energy and carbon
expenditure used in the development of long roots, replacing it with the extra-
radical mycelium of AMF. Likewise, a higher amount of aerial biomass could be
linked to a response of plants by increasing the capacity of photosynthesis and the
synthesis of carbon compounds that are necessary to maintain the symbiosis with
AMF. The results of this research will contribute significantly to elucidate the
patterns of functional diversity associated with the morpho/physiology and
expression of Phtl genes, between host plants of the same species and HA.
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1. INTRODUCCION

1.1. Laimportancia del cultivo de Maiz (Zea mays L.)

De acuerdo a la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, la produccion de maiz para el ciclo anual del 2013 fue de
1,017,536,854.00 ton ubicandose como el segundo cultivo de mayor produccion a
nivel mundial, particularmente México se situé como el séptimo pais productor de
este grano por detrds de Estados Unidos, China Continental, Brasil, Argentina,
Ucrania e India (FAOSTAT, 2016) con una produccién para el 2015 de
24,694,046.25 ton con un valor de 84,523,647.45 pesos mexicanos, colocandose
como el principal cultivo a nivel nacional con el 19.03 % del valor de participacion
total (SIAP, 2016). Una de las principales limitaciones en la produccion de maiz es
la baja disponibilidad de fésforo en los suelos, problema que es generalizado en
los suelos acidos de las regiones tropicales/subtropicales y los suelos calcareos
de las regiones templadas (Calderon-Vazquez et al., 2008), suelos predominantes

en México y donde este importante cultivo es producido en mayor medida.

1.2. Importancia del fésforo en las plantas

En las plantas el fosforo (P) puede representar del 0.1 al 0.5 % de la biomasa seca
total, por ello es considerado uno de los tres principales macro nutrientes junto con
el nitrégeno (N) y el potasio (K) (Cordell et al., 2009; Nussaume et al., 2011). EI P
es un elemento esencial por estar involucrado en factores clave de la vida de los
organismos ya sea por participar en la sintesis de componentes estructurales
como; acidos nucleicos, fosfolipidos y membranas, por contribuir en el
metabolismo energético mediante la sintesis de trifosfato de adenosina (ATP),
asimismo formar parte de las cascadas de transduccion de sefiales y es una
molécula reguladora en la activacion/inactivacion de enzimas (Rausch y Bucher,
2002; Vance et al., 2003; Ceasar et al., 2014). El fosfato en su forma inorganica
(HPO4 0 H,POy4, Pi, abreviatura para cualquiera de sus formas inorganicas) es la
fuente principal de asimilacion en plantas (Walder et al.,, 2015). ElI Pi es un

elemento de muy baja movilidad y disponibilidad en los suelos, siendo un factor
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limitante en los indices de produccion agricola de todo el mundo (Hinsinger et al.,
2001; Bucher, 2007; Richardson et al., 2011). Entre los principales factores que
influyen sobre la disponibilidad Pi esta; la retencion de los iones de fosfato por
particulas del suelo cargadas positivamente (0xidos de minerales y arcillas), su
precipitacion en complejos minerales resultado de la combinacion con metales del
suelo (Ca, Fe y Al), el potencial de Hidrogeno de la solucién del suelo (pH), y la
concentraciones de aniones que compiten con los iones de fosfato para las

reacciones de intercambio de ligandos (Hinsinger et al., 2001).

Ante la baja disponibilidad de Pi en los suelos y con el fin de contribuir a la
demanda y seguridad alimentaria actual, la agricultura convencional se ha vuelto
dependiente del suministro de fertilizantes fosfatados derivados en su mayoria de
las minas de roca fosférica (Richardson et al., 2011). Sin embargo, las reservas
actuales son un recurso no renovable que de acuerdo a los indices de consumo
existentes se prevé agotaran en los proximos 100 afios (Cordell et al., 2009).
Sumado a esto, gran parte de los fertilizantes fosfatados que son incorporados a
los suelos se pierden por lixiviacion y escorrentia (Hinsinger et al., 2001), ademas

de existir un poco interés en el uso sostenible de este recurso.

1.3. Estrategias de las plantas para incrementar la absorcién de Pi

Dentro de la solucidn del suelo el Pi es un nutriente de baja disponibilidad, debido
a las propiedades fisico-quimicas de este elemento y la de los suelos (Ticconi y
Abel, 2004). Generalmente las concentraciones de Pi en el suelo van de 0.1-10
UM, mientras que los niveles 6ptimos de consumo de las plantas suelen estar en
los rangos mM (Hinsinger, 2001; Javot et al., 2007). Por otro lado, la tasa de
absorcion de Pi de las plantas por lo general es superior a la velocidad de difusion
de este elemento en el suelo, o que propicia la rapida formacién de una zona de
agotamiento en la periferia de la raiz y como consecuencia limita la tasa de

absorcién directa (Bucher, 2007).

Ante la problematica de la baja movilidad quimica y disponibilidad de Pi en la

solucion del suelo, las plantas han desarrollado diferentes adaptaciones para
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aumentar la absorcion de este elemento. De acuerdo con Javot et al. (2007)
destacan tres principales estrategias; la primera se basa en un incremento en la
longitud de las raices laterales y el numero de pelos radicales que exploran el
volumen de suelo mas alla de las zonas de agotamiento. La segunda consiste en
la exudacion de compuestos movilizadores de P como; acidos organicos (malato y
citrato), fosfatasas y protones. Estos, son capaces de liberar el Pi fijado de
complejos y cationes quelantes, también compiten con los iones de fosfato por los
sitios de sorcidn, mineralizan Pi de compuestos orgénicos por desfosforilacion, e
incrementan la disolucion de Pi al acidificar la rizosfera en suelos alcalinos (Javot
et al., 2007; Ramaekers et al., 2010). La tercera estrategia es la formacién de
asociaciones simbidticas con diferentes microorganismos de suelo como;
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal y hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), estos ultimos participan de manera activa en la nutricién de
Pi de las plantas huéspedes al incrementan la absorcién de este nutriente por

medio de su micelio extra-radical que crece mas alla de las zonas de agotamiento.

1.4. Hongos Micorrizicos Arbusculares

El término micorriza denomina la asociacion simbidtica entre las raices de las
plantas con las hifas de hongos del Phylum Glomeromycota (Redecker et al.,
2013), actualmente se estima que mas del 80 % de las plantas vasculares pueden
establecer esta endosimbiosis como resultado de un proceso co-evolutivo y que
de acuerdo a registros fosiles data desde hace mas de 450 millones de afios
aproximadamente (Bonfante y Desiro, 2015).

Los HMA son organismos biotroficos obligados, es decir necesitan de un
hospedero vivo para completar su ciclo de vida. La base de esta relacion
simbidtica esta en el flujo bidireccional de nutrientes, donde, elementos como Pi,
nitrégeno en forma de amonio o nitrato (NH;" y NO3") y aminoéacidos (AA), son
tomados de la solucion del suelo por las hifas del micelio extra-radical de los HMA
y exportados a las plantas mediante la interfaz simbidtica que mantienen con las

células de la raiz, a su vez, de la planta se importan fuentes de carbén hacia el
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hongo el cual utiliza para la sintesis de sus lipidos y membranas (Parniske, 2008;
Bonfante y Genre, 2010).

El establecimiento, desarrollo y funcionamiento de la simbiosis entre plantas y
HMA es un proceso coordinado tanto por mecanismos fisiolégicos, bioquimicos y
de regulacién génica (Fig. 1) (Bonfante y Desir0d, 2015). El proceso de colonizacién
de raices comienza con la germinacion de las esporas de HMA en el suelo, el
micelio asimbionte explora el suelo hasta entrar en contacto con exudados de las
raices, los cuales contienen moléculas como las estrigolactonas que inducen la

ramificacion de las hifas y ejercen una quimiotaxis positiva hacia la raiz.

Los HMA por su lado liberan moléculas a base de quitina (lipo-quito-oligosacéaridos
y penta-quito-oligosacaridos) conocidos como “factores Myc”. Estos, activan la
simbiosis en las plantas mediante vias de sefalizacion de genes denominados
SYM genes, los cuales estimulan el desarrollo de las raices laterales, la
acumulacion de almidon y desencadenan repetidas oscilaciones de calcio en las
células de la rizodermis. Posteriormente, el contacto entre la hifa y la epidermis de
la raiz induce la formacion del hyphopodium (hifa de anclaje), la cual nuevamente
mediante la sefalizacion de SYM genes genera la agregacion del citoplasma en
las células de la rizodermis del sitio de contacto y las células corticales

subyacentes.

La colonizacion de HMA dentro de la raiz comienza con la formacion del aparato
de pre-penetracion (PPA, por su acronimo en inglés), durante este paso las hifas
del micelio intra-radical son separadas fisicamente del citoplasma de las plantas
por la invaginacion de su membrana plasmatica, logrando de esta manera
mantener la integridad de la célula huésped. Una vez dentro de las células
internas, las hifas ramifican en varias ocasiones hasta diferenciarse en arbusculos
siendo estas la principal estructura en donde se da el intercambio de nutrientes,
mientras que el micelio extra-radical de los HMA prolifera en el suelo méas alla de
la zona de agotamiento de nutrientes que rodea a las raices. Este puente entre la

solucion del suelo y las raices proporciona la base estructural para la mejora del
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fitness ecoldgico de las plantas que son capaces de establecer una asociacion de

tipo micorrizica (Bonfante y Desiro, 2015).
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Figura 1. Diferentes pasos de la colonizacion de HMA en raices y vias de
absorcién de fosfato (Bonfante y Desiro, 2015).

1.5. Vias y mecanismos de absorcién del Pi

En plantas micotréficas existen dos vias de absorcidén de Pi desde la solucion del
suelo, ambas mediadas a través de proteinas transportadoras de alta afinada
ubicadas en la superficie de la membrana celular (Fig. 1). La primera es la via de
absorcion directa (DPU, por su acronimo en inglés) y se da a través de las células
de la epidermis de la raiz y pelos radicales, la segunda es la via de absorcién a
través de micorrizas (MPU, por su acrénimo en inglés) y es mediada por el micelio
extra-radical de los HMA (Smith et al., 2011; Smith y Smith, 2012). Cada via de
absorcion involucra diferentes tipos de células, trasportadores de Pi y el acceso a

diferentes regiones y volumenes del suelo (Smith et al., 2011).

Tanto en plantas como en hongos la absorcién de Pi se produce contra un
gradiente de potencial electroquimico empinado debido a la carga negativa el Pi
que es mantenido dentro de las membranas celulares (Fig. 2) (Smith y Smith,
2012; Karandashov y Bucher, 2005). Una bomba H*-ATP fosfohidrolasa (ATPasa,
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por su abreviatura) que funciona a expensas de ATP, expulsa protones (HY)
generando un gradiente electroquimico y de concentracidén que facilita la absorcién
de Pi a través de transportadores de fosfato ubicados en la membrana plasmatica.
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Figura 2. Mecanismo de transporte de fosfato a través de la membrana plasmética
(Karandashov y Bucher, 2005).

De manera particular el Pi tomado por el micelio extra-radical de los HMA en la
MPU es condensado en granulos de polifosfato y trasportado a lo largo de las
hifas del micelio intra-radical hasta los arbusculos. Aqui el fosfato es liberado del
hongo hacia el area de la interfaz simbiotica y trasferido a su planta huésped
mediante transportadores de fosfato inducidos por los HMA que se ubican en la

membrana periarbuscular (Smith et al., 2011; Bonfante y Desiro, 2015).

1.6. Genes Phtly su implicacion en el transporte de Pi en plantas

En la planta los genes que codifican a transportadores de fosfato se agrupan en
tres familias, Phtl, Pht2 y Pht3, cada familia contiene un grupo de proteinas que
pueden tener funciones similares pero que son distintos entre si, estos, son
localizados en la membrana plasmatica, la envoltura interna de los plastidios o son
transportadores de fosfato mitocondriales (familias Phtl, 2 y, 3, respectivamente)
(Karandashov y Bucher, 2005). En plantas y hongos los transportadores Phtl
regulan el transporte de Pi a través de la membrana plasmatica, estos pertenecen
a la familia de co-transportadores de fosfato-protones (H*) y son englobados

dentro de la superfamilia facilitadora principal de proteinas de membrana, los
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cuales generalmente transportan una sola clase de compuestos (Rausch y
Bucher, 2002; Karandashov y Bucher, 2005; Bucher et al., 2007).

La prediccion topologia transmembranal de los transportadores Phtl se ilustra en
la (Fig. 3a) (Karandashov y Bucher, 2005), estos contienen doce dominios que
cruzan la membrana y estan dispuestos en dos mitades (con terminales N- y C-)
conectadas con un bucle hidréfilo, también se indican los posibles sitios de
miristoilacion, fosforilacion y glicosilacion, y la firma GGDYPLSATIXSE conservada
en todos los transportadores Phtl de plantas. Por otro lado, en la (Fig. 3b) se
indica el posible mecanismo co-transportador de fosfato-H™ a través de un
transportador de Phtl, este se divide en seis pasos: (1) la protonacion de un
transportador con un poro hidrofilico abierto hacia el exterior; (2) unidén del anion
fosfato; (3) el cambio conformacional que conduce a la apertura de los poros hacia
el interior; (4) la liberacion de fosfato; (5) desprotonaciéon del transportador; y (6)

regreso a la conformacioén original con la cara hacia el exterior.
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Figura 3. Prediccion topologia transmembranal de los transportadores Phtl (a) y
posible mecanismo co-transportador de proton y fosfato a través de transportador
de Phtl (b) (Karandashov y Bucher, 2005).
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En planta los transportadores Phtl son expresados preferentemente en células del
apice de la raiz y pelos radicales (Smith et al., 2011), y pueden estar expresados
de manera constitutiva, estar bajo regulacién por las concentraciones de fésforo
en la solucién del suelo o ser inducidos durante la colonizacion de HMA
(Karandashov y Bucher, 2005; Tian et al., 2013). Ademas, diferentes
trasportadores Phtl han demostrado participar en las dos vias de absorcion en
plantas (DPU y MPU) (Karandashov y Bucher, 2005).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Respuesta entre plantas y HMA

Segun Feddermann et al. (2010) existen diferentes respuestas entre las
combinaciones de especies de plantas y de HMA, la morfologia, fisiologia, estado
nutricional de las plantas, la eficiencia simbiética de HMA, asi como la expresion
de genes relacionados a la nutricién, son algunos de los parametros que se ven
modificados (Bucher, 2006; Smith et al., 2011; Hong et al., 2012). Particularmente,
las proteinas transportadoras de la familia Phtl ha mostrado participar en multiples
roles de adquisicion y translocacion de Pi durante diferentes condiciones de
crecimiento y etapas de desarrollo en las plantas, asi como durante la simbiosis
con HMA (Loth-Pereda et al., 2011).

En Z. mays L. han sido recientes los estudios dirigidos a investigar la respuesta
del crecimiento vegetal, los cambio en la modificacion fisioldgica, las variables de
respuestas microbioldgicas y/o la expresiéon de genes Phtl, desplegada entre
plantas asociadas a HMA y desarrolladas bajo diferentes concentraciones de Pi
(Wright et al., 2005; Hao et al., 2014; Sangabriel-Conde et al., 2014; Augé et al.,
2016). Sin embargo, mucho de los patrones de diversidad funcional entre
cultivares aun no son del todo elucidados, principalmente aquellos relacionados
con los cambios a nivel transcripcional de genes Phtl que son inducios por HMA o
por condiciones deficientes de P en los suelos, asi como su posible efecto en el
desarrollo morfo/fisiolégico de sus plantas hospederas.

2.2. Expresion de genes Phtl inducidos por HMA

Diversos estudios han indicado la regulacion en los niveles de transcripcion de
genes que codifican a transportadores Phtl en raices de plantas colonizadas por
HMA. Mediante analisis de arboles filogenéticos se ha observado ciertas
predicciones sobre los posibles origenes y relaciones entre diferentes grupos de
transportadores, asi como su posible funcién (por ejemplo: el alto grado de
conservacion entre los transportadores de fosfato inducidos por micorrizas MtPT4,
StPT4 y ORYsa, Pht1;11) (Fig. 4).
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Figura 4. Arbol filogenético de varios transportadores de fosfato de plantas y
hongos (Karandashov y Bucher, 2005).

Los primeros estudios realizado por Glassop et al. (2005) indicaron por pruebas de
RT-PCR e hibridacion in-situ un incremento en los niveles de expresion en raices
de los genes HORvu;Pht1;8; TRIlae;Phtl;myc y ZEAma;Phtl;6 en plantas de
Hordeum vulgare, Triticum aestivum y Zea mays respectivamente, durante la

colonizacion de Glomus intraradices, Glomus sp. y Scutellospora calospora.

Por otro lado, los genes de Lycopersicon esculentum (LePT4) y Solanum
tuberosum (StPT4) mostraron altos niveles de transcripcion en raices durante la
colonizacion de G. intraradices, ademas, se demostré que su expresion fue
exclusiva en células colonizadas por HMA, esto mediante la insercion del gen
reportero GUS (GUS: B-glucuronidasa) en las regiones promotoras de ambos

genes (Nagy et al., 2005).

En Lotus japonicus técnicas de RT-qPCR mostraron una mayor expresion del
transportador LjPT3 en raices colonizadas por G. mosseae, mientras que técnicas
de localizacién in situ revelaron que los transcriptos de LjPT3 fueron expresados
solamente en células del cortex interno de raiz que contenian arbusculos (Maeda
et al., 2006). También, células de raices de papa transgénica que contenian

arbusculos y bobinas de hifas, mostraron actividad GUS mediante la insercion del
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promotor inducido por HMA del gen PtPT10 de Populus trichocarpa, y mediante
ensayos de inmunolocalizacion se demostré la acumulacion de proteina PtPT10
alrededor de las estructuras del micelio simbidtico desarrollado por G. intraradices
(Loth-Pereda et al., 2011).

En Glycine max L. un analisis de expresion de genes por RT-PCR mostro que los
transportadores GmPT7, GmPT10 y GmPT11 fueron altamente inducidos en
raices durante la colonizacion de G. intraradices, ademas, la introduccion de la
proteina verde fluorescente (GFP) en los promotores GmPT10 y GmPT11, y la
subsecuente trasformacion de raices, determind de manera especifica la
expresion de estos genes sobre la membrana periarbuscular que envuelve las

ramificaciones (Tamura et al., 2012).

De manera reciente, se comprob6 que los genes SiPHT1;8 y SiPHT1;9 de Setaria
italica fueron inducidos en raices durante la colonizacion de Funneliformis
mosseae, esto mediante un analisis de RT-PCR (Ceasar et al., 2014), mientras
gue en raices de plantas de Sorghum bicolor y Linum usitatissimum se observé un
cambio en la expresion de los transportadores SOrbi;Pht1;9; SOrbi;Pht1;10 y
LINus;Phht:1;5; LINus;Phht:1;8, respectivamente, los cuales fueron inducidos por

la asociacién de Rhizophagus irregularis® y F. mosseae (Walder et al.,2015).

La expresion de los tranportadores Phtl inducidos por HMA es generalmente
mayor en las células de la raiz que contienen estructuras de estos hongos. De
acuerdo con Javot et al. (2007) esto se atribuye principalmente a su participacion
directamente en la absorcion Pi que es liberado por estos hongos en la interfaz

simbidtica que mantienen con su planta huésped.

2.3. Genes Phtl en plantas de Zea mays
En Z. mays se han caracterizados seis genes miembros de la familia Phtl que

codifican a transportadores de Pi, nombraron ZEAma;Phtl1;1 hasta ZEAma;Pht1;6.

! Hoy en dia Rhizoglomus irregulare (Bfaszk., Wubet, Renker & Buscot) Sieverd., G.A. Silva & Oehl, Mycotaxon 129 (2): 381
(2015) [MB#803198] (Fuente: International Mycological Association (IMA) (2016).
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Entre las proteinas codificadas por estos genes se exhibe un alto grado de
homologia, siendo comparables en la longitud, peso molecular calculado, y el valor
de punto isoeléctrico tedrico (Tabla I) (Nagy et al., 2006).

Tabla I. Genes de la familia Phtl en plantas de Z. mays.

No. de Acceso a 1

2 3
Nombre del Gen GenBank aa kD pl

ZEAma;Phtl;1 AY974041 541 58.8 7.6
ZEAma;Phtl;2 AY974042 542 58.8 7.6
ZEAma;Pht1;3 AY974043 547 58.3 7.6
ZEAma;Phtl;4 AY974044 539 58.4 7.1
ZEAma;Phtl1;5 AY974045 509 56.1 8.8
ZEAma;Phtl;6 AY974046 554 60.6 8.2

Notas: ‘Se indica el nimero respectivo de aminoacidos (aa); %la masa molecular calculada en kiloDaltons (kD);
%el valor de punto isoeléctrico teérico (pl).

De acuerdo con analisis de relaciones filogenéticas con otros transportadores y
estudios de expresién génica, se ha indicado la presencia de diferentes grupos
funcionales implicados en la absorcion de P y su asignacién a diferentes 6rganos
(Nagy et al., 2006), para esto ultimo el gen ZEAma;Pht1;6 ha sido asociado como
un gen inducido por los HMA y el gen ZEAma;Pht1;3 inducido en raices por la baja
deficiencias de fésforo en suelo. Diferentes estudios han indagado en los patrones
de expresion del gen ZEAma;Phtl1;6 y el rol que desempeifia en la nutricion de Pi
en plantas de maiz. Estudios como los de Glassop et al.,, (2005) lograron
caracterizar por topologia 3D al gen ZEAma;Pht1:6, ademéas y mediante técnicas
de hibridacion in situ comprobaron que este gen fue inducido fuertemente en
células del cértex que contenian estructuras de HMA. Por otro lado, técnicas de
RT-PCR demostraron sobre el cultivar de maiz “Gold Queen” un incremento en el
nivel de expresion de este gen en raices cuando fue colonizada por G.

intraradices, Glomus sp. y S. calospora.

Posteriormente, Nagy et al. (2006) lograron identificar a cinco nuevos genes de la
familia Phtl en maiz (ZEAma;Phtl:1; Phtl:2; Phtl:3; Phtl:4 y Phtl;5), siendo los
transportadores ZEAma;Phtl;1, Phtl;2 y Phtl;4 asociados a la DPU al igual que el
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gen ZEAma;Phtl;3, este ultimo inducido en raices de plantas que se encontraban
en condiciones bajas de P y en polen, asi mismo, la inoculacion de G. intraradices
genero altos niveles de transcripcion en el gen ZEAma;Phtl1;6 en tejido de raiz,
mientras que el gen ZEAma;Phtl;5, no pudo ser detectado en ningun tejido bajo

las condiciones de evaluacién que se establecieron.
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3. JUSTIFICACION

Dada la problematica de la baja disponibilidad de fésforo en los sistemas de
produccion agricola y el agotamiento inminente de las reservas de roca fosforica
con el que son producido mayormente los fertilizantes fosfatados, es necesario el
estudio de alternativas sustentables que optimicen el uso de este elemento en los
suelos. En este sentido, el estudio y la implementacion de una herramienta
biotecnolégica a base HMA toman relevancia debido al papel activo que tiene en
el transporte de fésforo hacia su planta huésped. Por otro lado, es importante
indagar en la diversidad funcional desplegada entre cultivares de maiz asociados
con HMA y que se desarrollan bajo condiciones limitantes y altas de Pi,
principalmente sobre los patrones de respuesta del crecimiento vegetal, la
modificacion fisioldgica y la regulacion en la expresion de genes Phtl. Los
resultados de este trabajo contribuiran significativamente al desarrollo vy
establecimiento de practicas de produccion agricola sostenibles que contemple el
uso de estos microorganismos y la diversidad funcional desplegada entre los
simbiontes y los niveles de fésforo sobre los que se desarrollan.

4. HIPOTESIS

Si existen diferencias en la respuesta morfo/fisiologia y expresion de genes Phtl
entre especies de plantas, hongos micorrizicos arbusculares, y el ambiente en el
gue se desarrollan, entonces existira una respuesta diferencial en al menos un

cultivar de Zea mays L. asociado a estos hongos bajo dos concentraciones de Pi.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar la respuesta morfo/fisiologica y de expresion de genes Phtl de cuatro

cultivares de Zea mays L. inoculados con hongos micorrizicos arbusculares bajo

dos concentraciones de Pi.

5.2. Objetivos particulares

1.

Determinar mediante variables microbioldgicas el nivel de colonizacién de

los HMA en las plantas hospederas.

. Cuantificar parametros de morfométria en cuatro cultivares de maiz

asociados a HMA bajo dos concentraciones de Pi.
Cuantificar parametros fisiolégicos de cuatro cultivares de maiz asociados a

HMA bajo dos concentraciones de Pi.

Determinar el nivel de expresion relativa de los transportadores de Pi
ZEAma;Phtl;3 y ZEAmaPht1;6 de cuatro cultivares de maiz asociados a
HMA bajo dos concentraciones de Pi.



29

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Establecimiento del bioensayo

Area de estudio. Se establecié un bioensayo bajo condiciones de casa con malla
anti-afidos con 30 % de sombreo en el Campo Agricola experimental “El Comitan”,
perteneciente al Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR),
ubicado en el km 1 de la carretera a San Juan de la Costa a 24°08'32" de latitud
norte y 110°18'39" de longitud oeste, a 0 msnm en La Paz, B.C.S (Fig. 5).

Figura 5. Casa sombra con malla anti-afidos utilizada para el establecimiento del
bio-ensayo (a); mapa de las instalaciones principales del CIBNOR (b) y la
ubicacion del campo agricola experimental.

Material biolégico. Se utilizaron semillas de cuatro cultivares de Z. mays L., tres
de ellos fueron proporcionados por la Facultad de Ciencias Agricolas de la
Universidad Veracruzana, campus Xalapa (FCA-UV-CX), con las siguientes claves
y caracteristicas; PEE004-AC (cultivar de grano medio y de color amarillo),
PEEO04-BA2 (cultivar de grano grande y de color blanco) y PEEO04-RT (cultivar
de grano medio y de color rojo) (Fig. 6 a, b y ¢). Un cuarto cultivar se obtuvo en la
zona “Las Positas” en el km 100, en el estado de la Baja California Sur, el cual se
catalogd como LPO-km100 (cultivar de grano pequefio y de color amarillo) (Fig. 6
d).

Se utilizé el in6culo de HMA “CeUV-01" que contenia la especie Claroideoglomus
etunicatum (Fig. 7), donado por la M. en C. Liliana Lara Capistran, investigadora
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de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Veracruzana, Campus

Xalapa. El inéculo contenia 11 esporas g™ y un 68 % de colonizacién radical.

D W LEAT
'] -

Figura 6. Diferencias de las semillas de los cultivares de maiz obtenidos para el
establecimiento de este bioensayo. a) PEE004-AC; b) PEE004-BA2; c) PEE0O4-
RT y d) LPO-km100.

Sustrato. Se utiliz6 una mezcla de arena de cuarzo previamente cernida a través
de un tamiz con apertura de 2 mm, y musgo cosmopet (COSMCEL) en proporcion
5:2 (v/v). El sustrato fue previamente esterilizado en autoclave (Sanyo, MLS-
3751L) durante 15 min a 120 °C (14-15 Ib/pulg? de presién de vapor) y aireado
durante tres dias. Se determinado el fosforo soluble con base a la metodologia de
Jackson (1976), en el Laboratorio de Servicios Analiticos de Edafologia del

CIBNOR, siendo 59 mg kg™ de P presente en el sustrato.

Figura 7. Esporas de HMA de Claroideoglomus etunicatum presente en el inéculo
“CeUV-01". La imagen a) esporas visualizada con objetivo 10X; b) espora
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visualizada con objetivo 40X y c) espora visualizada con objetivo 100X, las barras
de escala corresponden a 100 um (a) y 10 um (b y c).

Obtencién de plantula y unidad experimental. Semillas de cada cultivar de maiz
fueron esterilizadas en una solucion de NaClO comercial al 20 % durante 20 min,
se realizaron lavados con agua destilada estéril en tres tiempos durante 5 min
antes de su siembra en almacigo con sustrato de la mezcla previamente descrita.
Después de 10 dias, plantulas individuales de cada cultivar que presentaban su
segunda hoja verdadera fueron trasplantadas a macetas de 10 L previamente
desinfectadas con una solucion de NaClO al 10 %, y que contenia 7 L del sustrato

previamente descrito.

Tratamientos e Inoculacion. Un total de 16 tratamientos fueron establecidos,
siendo estos el resultado de la combinacion de los cuatro cultivares de maiz
(PEEOO4-AC, PEEO04-RT, PEEO004-BA2 y LPO-km100) desarrollados en dos
concentraciones de Pi (0.01 y 1 mM) y dos condiciones de HMA (con y sin).
Durante el trasplante, cada tratamiento con HMA, fue inoculado con 7.5 g del

in6culo de C. etunicatum.

Mantenimiento del experimento. Las plantas se mantuvieron en condiciones
de casa sombra con malla anti-afidos desde su siembra hasta su levantamiento
75 dias después del trasplante (DDT). Se realizaron riegos cada tercer dia con
una solucién nutritiva de Hogland con las siguientes modificaciones; KNO; (6 mM),
Ca(NOs), 4H,0 (4.0 mM,) NH,NO; (1.0 mM), MgSO, 7H,O (2 mM), FeSO, 7H,0 (0.15
mM), Na,EDTA, H,O (0.09 mM), MnCl, 4H,0O (0.009 mM), H;BOs; (0.046 mM), ZnSO,
7H,0 (0.0008 mM), CuSO, 5H,0 (0.0005 mM), Na,MoO, 2H,0O (0.0005). K;HPO, fue
utilizado como fuente de fosforo, este se utilizé en las concentraciones 0.01 mM y
1 mM, siendo 0.309737 y 30.9737 mg L™ (respectivamente) el contenido de P
disponibles en la solucion de riego.

6.2. Evaluacién de variables morfo-métricas y fisiologicas

Variables morfométricas. Se determind a lo largo y al final del experimento la altura

de planta en (cm) con un flexdémetro de metal, partiendo de la base del tallo hasta
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el angulo superior del domo apical (meristemo apical) donde se forman los
primordios foliares. El &rea foliar total expresada en cm? se obtuvo con un medidor
Li-Cor, modelo Li- 3000A. La biomasa fresca y seca de tallos, hojas y sistema
radical en g se determiné con una balanza electrénica (METTLER TOLEDO®),
para secar los tejidos vegetales, estos se colocaron en bolsas de papel de estraza
y mantuvieron a 60 °C en una estufa Shel-Lab, modelo FX-5 hasta peso

constante.

Variables fisioldgicas. La tasa neta de asimilacién de CO, (A = umol CO, m™? s™),
conductancia estomatica (gs = pmol CO, m? s™), tasa de transpiracién (E = mmol
H,O0 m™? s™) y CO; intercelular (Ci = umolCO,mol™) se midieron en campo sobre
hojas jovenes, sanas, turgentes, planas, del mismo tamafio y color, entre las 10:00
y 13 h en un dia soleado y sin nubes. Para ello, se utilizé el analizador portatil LCi
Photosynthesis System (de ADC BioScientificLtd®), acoplado a una camara Broad
que cubria una superficie de 6.25 cm?. El potencial hidrico foliar (PHF) en -Mpa, se
verificO ex situ con un psicrometro WP4-T (de DecagonDevices, Inc.) en un
segmento de hoja joven, completamente desarrollada y que permanecio expuesto
a luz directa durante 1 h. El indice de verdor se determind in situ con un medidor
portatil de doble longitud de onda (de Minolta® SPAD-502), la evaluacion se realizé
en base al promedio de tres puntos de lectura que se realizaron sobre la tercera
hoja completamente desarrollada, sana, limpia y turgente, del mismo tamafo y
color uniforme. El contenido de clorofilas a, b (mg cm?) y total (mg mL™), se

determiné de acuerdo a la metodologia de Ruiz-Espinoza et al. (2010).

6.3. Evaluacién de variables microbioldgicas

Extraccion de esporas de HMA y tincidon de raices. Se realiz6 la extraccion de
esporas por el método de tamizado humedo y gradiente de sacarosa en base a la
metodologia descrita por INVAM (2016a) con las siguientes modificaciones; una
mezcla de 10 g de suelo y raices fueron suspendidos en 1 L de H,O destilada y
agitados vigorosamente durante 5 min. En seguida la suspension se filtro a traves
de tamices colocados de manera descendente, siendo recolectado el material

depositado en el tamiz con la apertura de 65 um en tubos de 50 mL, estos se
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centrifugaron a 3200 xg por 5 min, transcurrido el tiempo se desechd el
sobrenadante y, adicionandose 30 mL de sacarosa 2.5 M, nuevamente se
centrifugdé a 680 xg por 1 min, al finalizar, el sobrenadante se filtr6 a través de un
papel filtro con ayuda de un embudo, y el exceso de sacarosa se lavo con agua

destilada.

Por Ultimo, las esporas se colectaron con ayuda de una pipeta dentro un tubo 1.5 mL
y se suspendieron en 50 pL de H,O destilada. La tincion de las raices para la
determinacion del porcentaje de colonizacion se realiz6 con azul Trypan (azul de

tripano) de acuerdo con la metodologia descrita por el INVAM (2016b).

Numero de esporas y porcentaje de colonizacion. El nimero aproximado de
esporas de HMA en el in6culo “CeUV-01" al inicio del experimento, asi como para
los diferentes tratamientos al final del bioensayo, se determind mediante la técnica
de conteos directos de baja densidad descrita por IVAM (2016c), con las
siguientes modificaciones; se realizo el conteo total de las esporas presentes en
10 de los 50 mL totales de la suspension de esporas extraidas de una mezcla de
10 g de suelo y raices. Al finalizar el conteo, la media del nimero total esporas se
multiplico por el factor de dilucién (1:5), todos los conteos se realizaron sobre
cajas de Petri de plastico con un diametro de 4.5 cm, utilizando un microscopio

estereoscopico (Nikon Eclipse E200) con el objetivo de 2X.

El porcentaje de colonizacion se estimd utilizando el método de intercesion
magnificado de (McGonigle et al., 1990). Para ello, 10 fragmentos aleatorios de
raiz de ~1 cm, previamente teflidos con azul Trypan fueron montados sobre un
portaobjetos de vidrio y tapados con un cubreobjetos. Se realizaron observacion al
microscopio con el objetivo de 10X, realizando 3 campos de vision a lo largo cada
raiz (superior, centro e inferior). La estimacion del total de observacion se realiz6

en base a la siguiente formula:

(1)

Numero de campos de visién con micorriza

Porcentaje de colonizacién = ( ) x 100

Numero de observaciones
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6.4. Andlisis de la expresion relativa de genes Phtl en raices de Zea mays

Al final del bioensayo se tomé una muestra de raices de cada unidad experimental
para cada uno de los tratamientos sometido a evaluacion, para ello, se
recolectaron 5 g de raices (aproximadamente) de la parte basal del centro de la
raiz, se lavaron con agua destilada, envolvieron en papel aluminio y almacenaron
en nitrégeno liquido, para su traslado al laboratorio en donde se almacenaron en

un ultra congelador a -80 °C durante 3 meses hasta su procesamiento.

Se realizo la extraccion del ARN total de 250 mg de tejido de raiz utilizando el
método de TRIzol® Reagent (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las
instrucciones de la ficha técnica del fabricante (Life Technologies, 2012). Para
eliminar el residuo de ADN gendmico se realiz0 la purificacion de ARN mediante
un tratamiento con la enzima DNase | (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las

especificaciones de la ficha técnica del fabricante (Invitrogen, 2002).

La integridad del ARN se avalu6 visualmente en geles de electroforesis de agar al
2 %, utilizando como agente desnaturalizantes cloro comercial (CLORALEX) al 1
%, con base a la metodologia descrita por Aranda et al. (2012). La concentracion
del ARN total en ng pL™? se realiz6 por espectrofotometria en el rango de los
260/230 nandémetros (nm) en un equipo NanoDrop (ThermoScientific).
Aproximadamente 100 ng del RNA total se utilizaron como molde para la sintesis
de cDNA el cual se realiz6 a partir de la enzima de transcriptasa reversa
SuperScript® Il (Thermo Fisher Scientific) con base a las especificaciones de la
ficha técnica del fabricante (Promega, 2012). Al final el cDNA se almaceno a -20

°C hasta su uso.

Para los ensayos de expresion de genes en tiempo real (RT-gPCR), se utiliz6 el
reactivo SsoFast"EvaGreen®SuperMix (Bio-Rad), con base a la ficha técnica del
fabricante (Bio-Rad Laboratories, 2016). Cada reaccion de RT-gPCR contenia 5 uL
de SsoFast™EvaGreen®SuperMix [2X]; 0.3 pL de cada cebador Forward y
Reverser [10 um] y 1.5 uL cDNA [1:0]. El volumen final de la reaccion fue ajustado

a 10 pL con H,O miliQ ultra pura, previamente esterilizada y filtrada.
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Las condiciones de amplificacion fueron de un ciclo a 95 °C por 30 s para la
activacion de la enzima, seguida de 40 ciclos a 95 °C por 5 s para la
desnaturalizacion y 60 °C por 30 s para alineamiento y extension. Para la
generacion de la curva de disociacion se realizé un ciclo de 65 a 95 °C con
incrementos de 0.5 °C cada 5 s. Todo esto se realiz6 en un termociclador de
tiempo real “C1000Touch™ (Bio-Rad CFX96™ Real-Time System).

Se utilizaron los cebadores para la genes ZEAma:Phtl;3, y ZEAma:Phtl;6,
sugeridos por Deng et al. (2014), mientras que para normalizar los niveles de
expresion se evaluaron los cebadores para los genes enddgenos y-tubulin,
ZmUBQ?2, y el factor de iniciacién eucariota 4A (EIF4A) (Bustin et al., 2009; Tian et
al., 2013; Deng et al., 2014; Lin et al., 2014) (Tabla II). Se utiliz6 aquellos pares de
cebadores que mostraron una eficiencia comparable en la reaccion de RT-qPCR.

Tabla II. Lista de cebadores para los genes Phtl y de genes constitutivos
utilizados en el ensayo de RT-qPCR™.

Nombre del Primer en sentido 5’-3' Primer anti-sentido 5'-3’ Tamano
Gen (pb)
ZEAma;Pht1;3 tgtttccgttctgtctggtgettgtg tcccgacggtgacctecgattattta 180
ZEAma;Pht1;6 cggacgtgagcaaggatgacaa ggattccacaccccctgtgtagt 180
ZmuBQ2 ggattccacaccccctgtgtagt atggacgcacgctggctgacta 220
y-tubulin gtcctgtgecactctattge cttgtttccacctgatttgg 130
EIF4A cgtccagaggttctacaa catccttcgccacaatac 180

Nota: 'se indica la secuencia de los primer’s y el tamafio del producto en pares de bases (pb).

La eficiencia de la amplificacion de la PCR se establecié mediante curvas de
calibracion a partir de diluciones seriadas de 1:0, 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16 del molde de
cDNA (Bustin et al., 2009). La eficiencia de amplificacion se determiné a partir de
la pendiente de la porcién Logaritmica-lineal de la curva de calibracion, esto
cuando el logaritmo de la concentracion inicial del molde (variable independiente)
se graficé en el eje X y el Cq (variable dependiente) se grafica en el eje Y. El

calculo se realizé con base a la siguiente formula;

(2)

Porcentaje de la eficiencia de PCR = 10~ 1/pendiente . 10
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El méaximo tedrico es 1.00, indicando que la cantidad de producto de la reaccién se
duplica con cada ciclo. Para el analisis de expresion relativa de los genes objetivo
se recurrié al método de 2229 (Livack y Schmittgen, 2001). Para ello se utilizé la

siguiente formula;

®3)

Cambio en el nivel de expresion = 274

Donde:

(4)

AACq = (CQ:objetivo_ C‘Lendogeno) - (CQ:objetivo_ C‘Lendogeno)

calibrador tratamiento

Los resultados son expresados como el cambio en el nivel de expresion en
unidades de un gen objetivo en un grupo de tratamientos con relacién a un grupo

control.

6.5. Disefio experimental y Analisis Estadistico

Se establecié un disefio experimental de tipo trifactorial y de interacciones entre

niveles. Los factores en estudio fueron:

e Factor A) concentracion de Pi en dos niveles denominados; 0.01 mM y 1 mM.

e Factor B) condicion de HMA en dos niveles denominados; sin HMA y con
HMA.

e Factor C) cultivar de maiz en cuatro niveles denominados; CV.1, CV.2, CV.3y
CV.4 (cultivares PEEO004-AC, PEEO04-BA2, PEEOO04-RT y LPO-km100,

respectivamente)

Para el andlisis de interaccion, los valores-P menores a 0.05 probaron un efecto
estadistico entre los factores con un nivel de confianza del 95 %. Por otro lado, se
evaluaron 16 tratamientos resultado de la combinacion de los niveles de cada

factor mediante un analisis unifactorial.

Para establecer diferencias significativas entre los niveles de los factores, las

interacciones y entre tratamientos, se recurrié a un andlisis de comparacioén de
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medias multiple utilizando el método de diferencias honestamente significativas
(HSD, por su acronimo en inglés) de Tukey con una confianza de 95 %.

Se realiz6 un andlisis de correlacidon por rangos de Spearman. El rango de estos
coeficientes de correlacion va de -1 a +1, y miden la fuerza de la asociacion entre
las variables. Valores-P menores de 0.05 indicaron un correlacion significativa
diferente de cero, con un nivel de confianza del 95 %. Todos los analisis se
realizaron en el software STATGRAPHICS Centurion XV (StatPoint, Inc. 1982-
2007).
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7. RESULTADOS

7.1. Respuesta del crecimiento vegetal
7.1.1. Respuesta del crecimiento vegetal entre factores

En la Tabla Ill se agrupan los resultados del analisis trifactorial y de interaccion,
para las diferentes variables de respuesta al crecimiento vegetal de plantas de
maiz a los 75 DDT. Entre los niveles de los factores A (concentracion de Pi); B
(condicién de HMA); y C (cultivar de maiz), las variables de area de hojas (cm?),
longitud de raiz (cm) y peso seco de hojas (g), mostraron diferencias estadisticas.
Especificamente el area de hojas incremento significativamente en plantas que
crecieron bajo la concentracién 1 mM v/s 0.01 mM de Pi (6509.78 v/s 6052.5 cm?),
y en plantas asociadas a HMA v/s sin HMA (6551.38 v/s 6010.91 cm?) (Fig. 8),
mientras que entre cultivares, el CV.4 (5350.73 cm?) genero el menor efecto
estadistico (Fig. 9).

Por otro lado, la longitud de raiz incremento significativamente en plantas que
crecieron bajo la concentracién 1 mM v/s 0.01 mM de Pi (38.07 v/s 32.48 cm), y en
plantas sin la presencia de HMA v/s con HMA (37.1325 v/s 33.42 cm) (Figs. 9 y
10, respectivamente), mientras que entre cultivares, las medias de los Cv. 1y 2
mostraron diferencias estadisticas entren si con 324 y 39.215 cm
(respectivamente) (Fig. 10). Para el peso seco de hojas, se observo un incremento
significativo en plantas que crecieron bajo la concentracién 1 mM vs 0.01 mM de
Pi (35.29 v/s 33.03 g), y en plantas asociadas a HMA v/s sin HMA (35.23 v/s 33.08
g) (Fig. 11), mientras que entre cultivares, la media del CV. 4 (30.01 g) genero el

menor efecto estadistico (Fig. 12).

Entre los niveles del factor C, las variables de peso seco de tallos, hojas y
biomasa aérea (g) mantuvieron diferencias estadisticas entre cultivares. Para la
variable de peso seco de tallos las medias de los cultivares 3y 4 (52.015 y 51.395
g, respectivamente) fueron significativamente inferiores a la del cultivar 2 (64.595
g), mientras que en la variable de peso seco de raiz la media del cultivar 4 (26.395
g) presento el menor efecto estadistico entre los demas cultivares (Fig. 13). Para
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la variable de biomasa seca aérea se observé que la media del cultivar 2 (99.33 g)
incremento estadisticamente con relacion a la media del cultivar 3 (87.335 g) (Fig.
14).

Entre los niveles de los factores A y C, la variable de biomasas seca total ()
mostro diferencias estadisticas donde, plantas que crecieron bajo la concentracién
1 mM v/s 0.01 mM de Pi incrementaron estadisticamente esta variable con 132.30
v/s 123.57 g (respectivamente), mientras que entre cultivares, la media del CV. 4
(107.80 g) genero el menor efecto estadistico (Fig. 15). Finalmente, para la
variable de altura de plantas (cm) no se observé diferencias estadisticas entre los
niveles de los tres factores sometidos evaluaciones durante este bioensayo.

7.1.2. Respuesta de crecimiento vegetal por la interaccion entre factores
La interaccion de los factores A*C genero un efecto significativo sobre la variable
de peso seco de raiz (g). Particularmente plantas del cultivar 3 que se
desarrollaron bajo la concentracion 1 mM v/s 0.01 mM de Pi incrementaron
significativamente esta variable con 49.24 v/s 33.36 g (respectivamente) (Fig. 16).
Por otro lado, la interaccion de los factores B*C generd un efecto significativo
sobre las variables de longitud de raiz (cm), peso seco de hojas (g) y biomasa
seca total (g). Para la variable de longitud de raiz se observé un incremento
significativo en plantas del cultivar 3 que se desarrollaron sin la presencia de HMA
v/s con HMA (39.8 y 30.8 g), respectivamente (Fig. 15). Para el peso seco de
hojas se observé incremento significativamente en plantas de los cultivares 3 y 4
gue se desarrollaron con la presencia de HMA v/s sin HMA (38.01 v/s 32.63 y
32.07 v/s 27.96 @), respectivamente. Finalmente, la biomasa seca total incremento
significativamente en plantas del cultivar 3 que se desarrollaron con la presencia
de HMA v/s sin HMA (139.92 y 117.35 g) respectivamente (Fig. 16).
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Altura de Areade  Longitud de Peso seco Somea Somea

planta (cm) hojas (cm?)  raiz (cm) Tallos (g) Hojas (g) Raiz (9) aérea (q) total (g)
Factor A: Concentracion de Pi
Pi [0.01 mM) 152.235? 6052.5° 32.4875° 55.1625% 33.03° 35.38752 90.48252 123.578°
Pi [1 mM) 138.45% 6509.78° 38.07° 58.945° 35.292° 38.07° 96.48752 132.308%
Factor B: Condicion de HMA
Con HMA 139.59% 6551.38% 33.425° 57.52° 35.2375° 37.92252 94.85252 130.682
Sin HMA 151.095? 6010.91° 37.1325° 56.5875% 33.085° 35.5352 92.11752 125.2052
Factor C: Cultivar de maiz
Cv.1l 147.152 6574.262 32.4° 60.21% 36.5752 40.9752 96.785%° 137.762
CvV.2 149.5452 6624.56% 39.215°% 64.5952 34.7352 38.2452 99.332 137.572
Ccv.3 131.04*  6575.03° 35.3%® 52.015" 35.322 41.3 87.335" 128.635?
CV.4 153.635° 5350.73° 34.2%° 51.395" 30.015" 26.395" 90.49%" 107.805°
Interaccion A*B
Razon-F 0.09 0.94 0.14 0.06 1.76 0.89 0.53 0.06
Valor de P 0.7611 0.3364 0.7060 0.8119 0.1891 0.3491 0.4687 0.8074
Interaccion A*C
Razén-F 0.21 1.12 1.91 0.51 1.65 3.07 0.30 1.66
Valor de P 0.8918 0.3480 0.1370 0.6798 0.1868 0.0339* 0.8226 0.1834
Interaccion B*C
Razon-F 0.43 1.47 2.57 0.48 4.08 1.70 1.08 2.72
Valor de P 0.7323 0.2314 0.0619** 0.6971 0.0103* 0.1755 0.3629 0.0518*
Interaccion A*B*C
Razon-F 0.16 0.50 0.34 1.19 1.40 0.43 0.90 1.41
Valor de P 0.9240 0.6868 0.7971 0.3218 0.2506 0.7355 0.4466 0.2471

Notas:Analisis trifactorial y de interacciones. A) concentraciones de Pi (dos niveles); B) condiciones de HMA (dos niveles) y C) cultivar de maiz (cuatro niveles).
Cada valor corresponde a la media n= 40 (factores A y B), n=20 (factor C). Las medias que comparten una letra (*) son iguales estadisticamente, con un nivel de
significancia de a=0.05; La Agrupacion de la informacion se realizé utilizando el método de (HSD) de Tukey con una confianza del 95 %. Para las interacciones los
valore-P menores a 0.05 (*) 0 0.1 (**)prueban un efecto estadistico entre los factores. ! Dias Después del Trasplante.
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7.1.3. Respuesta del crecimiento vegetal entre tratamientos

En la (Tabla IV), se agrupan los resultados del andlisis de varianza entre
tratamientos para las diferentes variables de respuesta al crecimiento vegetal de
plantas de maiz a los 75 DDT. Un total de 16 tratamientos fueron analizados como
resultado de la combinacion de los cuatro cultivares de maiz, las dos
concentraciones de Pi (1 y 0.01 mM) y las dos condiciones de HMA (con y sin). En
la (Fig. 17) se muestra parte de las plantas de maiz a los 75 DDT
correspondientes a los 16 tratamientos sometidos a evaluacion.

Cultivar 1) PEEO04-AC Cultivar 2) PEEOO4-RT

Figura 17. Respuesta de crecimiento de plantas de maiz a los 75 DDT. Se
evaluaron dos concentraciones de Pi (1 y 0.01 mM) y dos condiciones de HVA
(cony sin).

Para la variable de area de hojas (cm?) se observaron diferencias estadisticas
entre la combinacion de tratamientos de los cultivares 3 y 4, para ambos casos la
mayor variacion estadistica se generd por la combinacion de los factores
concentracion de Pi y condicion de HMA. Para el cultivar 3, el tratamiento CV.3/Pi

[ImM]/Con HMA (7139.28 cm?) genero un incremento significativo con relacién al
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tratamiento CV.3/Pi [0.01mM]/Sin HMA (5229.46 cm?). Mientras que el tratamiento
CV.4/Pi [1 mM]/Con HMA (6381.06 cm?) del cultivar 4, genero un incremento
significativo con relacién al tratamiento CV.4/Pi [0.01mM]/Sin HMA (4415.86 cm?)
(Fig. 18).

Para la variable de longitud de raiz (cm) se observaron diferencias significativas
entre la combinacion de tratamientos de los cultivares 1 y 4. Para el cultivar 1 la
mayor variacion estadistica entre tratamientos se genero por la concentracion de
Pi, donde planta que crecieron en la concentracion 1 mM v/s 0.01 mM de Pi,
mantuvieron un incremento estadistico. Para el cultivar 4 la mayor variacion
estadistica se generd por la combinacion de los factores concentracion de Piy
condicion de HMA, donde el tratamiento CV.4/Pi [ImM]/Sin HMA (40.6 cm)
mantuvo un incremento estadistico con relacion a los tratamientos CV.4/Pi
[0.01mM]/Sin y Con HMA (31.4 y 29.4 cm) respectivamente (Fig. 19).

Para la variable de peso seco de tallos (g) se observaron diferencias significativas
entre la combinacion de tratamientos de los cultivares 1. Para este cultivar la
mayor variacion estadistica se generd0 por la combinacion de los factores
concentraciones de Pi y condicion de HMA, donde el tratamiento CV.1/Pi
[ImM]/Con HMA (66.14 g) mantuvo un incremento significativo con relacién al
tratamiento CV.1/Pi [0.01mM]/Con HMA (53.48 g) (Fig. 20).

Para la variable de peso seco de hojas (g) se observaron diferencias significativas
entre la combinacién de tratamientos de los cultivares 1, 3 y 4, particularmente
estas variaciones se puntualizaron entre la condicion de HMA. Para el cultivar 1
plantas del tratamiento CV.1/Pi [ImM]/Sin HMA (38.72 g) mantuvieron un
incremento estadistico con relacion al tratamiento CV.1/Pi [ImM]/Con HMA (34.34
g). Para el cultivar 3, plantas del tratamiento CV.3/Pi [0.01mM]/Sin HMA (28.94 g)
presentaron el menor efecto estadistico dentro el conjunto de tratamiento de este
cultivar, mientras que para el cultivar 4, el tratamiento CV.4/Pi [ImM]/Con HMA
(34.52 g) mantuvo el mayor incremento entre la combinacion de tratamientos del
cultivar 4 (Fig. 21).
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Para la variable de peso seco de raiz (g) se observaron diferencias significativas
entre la combinacion de tratamientos del cultivares 3. Para este cultivar la mayor
variacion estadistica se gener6 por la combinacion de los factores concentracion
de Pi y condicion de HMA, donde, el tratamiento CV.3/Pi [LmM]/Con HMA (53.94
g) mantuvo un incremento estadistico con relacion al tratamiento CV.3/Pi
[0.01mM]/Sin HMA (26.6 g) (Fig. 22).

Para la variable de biomasa seca area (g) solamente se observaron diferencias
significativas entre la combinacion de tratamientos del cultivares 3, donde el
tratamiento CV.3/Pi [0.01mM]/Sin HMA (74 g) genero el menor efecto estadistico
de entre el grupo de tratamientos (Fig. 23). Por otro lado, se observaron
diferencias significativas entre la combinacion de tratamientos de los cultivares 3 'y
4, para la variable de biomasa seca total (g). Para ambos casos, estas variaciones
se puntualizaron entre la combinacion de factores concentracion de Pi y condicion
de HMA, donde para el cultivar 3 el tratamiento CV.3/Pi [0.01mM]/Sin HMA (100.6
g) presentd el menor efecto estadistico de entre todos, mientas que el tratamiento
CV.4/Pi [ImM]/Con HMA (123.96 g) presento el mayor efecto estadistico dentro la

combinacion de tratamientos del cultivar 4 (Fig. 24).
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Tabla IV. Respuesta entre tratamiento del crecimiento vegetal de plantas de maiz a los 75 DDT.

_ Alturade Areade Longityd Peso seco

Tratamientos p(lg;qt)a ?é)rjnag dzec:r?)lz Tallos (g) Hojas (9)  Raiz (g) aBécr)gqaa(sga; I?(l)?;rr?;;l
_ Sin HMA | 159.98%  6328.12% 25.0° 58.12% 36.48% 50.22 94.62 144.82
PI[0.01 mM] Con HMA | 140.382  6761.24% 29.6" 53.48" 36.76®  40.56° 90.242 130.8?
cvi i [1 mM] Sin HMA | 144.342  6585.28° 36.2° 63.1% 38.722  35.92° 101.822 137.74°
Con HMA | 143.92  6622.38% 38.8° 66.14° 34.34°  37.22° 100.482 137.7°
_ Sin HMA | 153.762  6126.98° 38.5° 62.56° 33.3*  40.56° 95.862 136.4°
ovo PI[0.01 mM] Con HMA | 156.382  6854.86% 34.8° 66.38° 35.02% 35.52 101.42 136.9°
i [1 mM) Sin HMA | 145.882 6867.66°  45.76° 69.12° 35.0° 39.52 104.122 143.62°
Con HMA | 142.16% 6648.72° 37.8° 60.32° 35.62¢  37.42° 95.942 133.36°
i [0.01 MM Sin HMA 148.52  5929.46" 41.2° 45.06° 28.94° 26.6" 74.0° 100.6"
ova Con HMA | 132.942 6566.46% 30.0° 55.282 37.2%  40.12% 92.48° 132.6°
— Sin HMA | 126.062 6664.94% 38.4% 53.242 36.32%  44.54° 89.56% 134.1°
Con HMA | 116.662  7139.28% 31.6° 54.48° 38.822  53.942 93.32 147.242
Pi (0.0 mM] Sin HVA 1742 4415.86" 31.4° 51.82% 26.92° 24.9 87.58° 103.64°
ova Con HMA | 151.942 5437.04% 29.4° 48.6° 29.62%° 24.66° 87.7° 102.88°
— Sin HMA | 156.242 5168.96% 40.6° 49.68° 29.0°  22.06° 89.4% 100.74°
Con HMA | 132.362 6381.06°  35.4% 55.48% 3452  33.96° 97.282 123.96°

Notas: Andlisis de varianza simple. Se evaluaron 16 tratamientos, resultado de la combinacién de cuatro cultivares de maiz (CV.1, 2, 3 y 4) bajo dos
concentraciones de Pi (0.01 y 1 mM) y dos condiciones de HMA (sin y con). Para cada tratamiento cada valor corresponde a la media n= 5; Las medias que
comparten una letra (*) son iguales significativamente, con una significancia del a=0.05; La Agrupacion de la informacion se realizé utilizando el método de (HSD)
de Tukey con una confianza nivel de confianza 95 %.
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Figura 19. Longitud de raiz (cm) entre tratamientos de cada uno de los cultivares
maiz (CV.1, 2, 3 y 4). Las barras sobre las columnas indican el error estandar.
Entre los tratamientos de cada cultivar las medias que comparten una letra (%) son
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Figura 21. Peso seco de hojas (g) entre tratamientos de cada uno de los cultivares
maiz (CV.1, 2, 3 y 4). Las barras sobre las columnas indican el error estandar.
Entre los tratamientos de cada cultivar las medias que comparten una letra (%) son
iguales estadisticamente con un nivel de confianza del 95 %.
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Figura 22. Peso seco de raiz (g) entre tratamientos de cada uno de los cultivares
maiz (CV.1, 2, 3 y 4). Las barras sobre las columnas indican el error estandar.
Entre los tratamientos de cada cultivar las medias que comparten una letra (%) son
iguales estadisticamente con un nivel de confianza del 95 %.
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Figura 23. Biomasa seca aérea (g) entre tratamientos de cada uno de los
cultivares maiz (CV.1, 2, 3 y 4). Las barras sobre las columnas indican el error
estandar. Entre los tratamientos de cada cultivar las medias que comparten una
letra (%) son iguales estadisticamente con un nivel de confianza del 95 %.
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Figura 24. Biomasa seca total (g) entre tratamientos de cada uno de los cultivares
maiz (CV.1, 2, 3 y 4). Las barras sobre las columnas indican el error estandar.
Entre los tratamientos de cada cultivar las medias que comparten una letra (%) son
iguales estadisticamente con un nivel de confianza del 95 %.
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7.2. Respuesta de modificacion fisiologica
7.2.1. Modificacion fisiologia vegetal entre factores

En la Tabla V se agrupan los resultados del andlisis trifactorial y de interaccion,
para diferentes variables de modificacion fisiolégica de plantas de maiz a los 75
DDT. Entre los niveles de los factores A y B se observaron diferencias estadisticas
para la variable del indice de verdor (U. SPAD). Las unida de SPAD aumentaron
significativamente en plantas que crecieron bajo una concentraciéon 1 mM v/s 0.01
mM de Pi (45.4025 v/s 41.9775 U. SPAD), y en plantas sin HMA v/s con HMA
(44.8975 vis 42.4825 U. SPAS) (Fig. 25).

Entro los niveles del factor C se observaron diferencias estadisticas para las
variables detasa fotosintética, conductancia estomatica y tasa de transpiracion. En
las tres variables la media del cultivar 4 mostraron un incremento significativo en
relacién a la del cultivar 3 con 26.4145 v/s 18.1241 umol CO.m™?s™ para la tasa
fotosintética; 0.160498 v/s 0.0947787 mol H,0m?s? para la conductancia
estomatica; y 3.37058 v/s 2.26804 mmol H,0m™?s™ para la tasa de transpiracion
(Figs. 26 y 27).

Finalmente, las variables de clorofila total (ug mL™), potencial hidrico foliar (= -
Mpa) y la contraccién de CO, Intercelular (Ci= pmol CO,mol™?), no mostraron
diferencias estadisticas entre los niveles de los tres factores sometidos

evaluaciones durante este bioensayo.

7.2.2. Modificacion fisioldgica vegetal por la interaccién entre factores
La interaccién de los factores A*C y B*C generaron un efecto estadistico sobre las
variables de clorofila total (ug mL™) y potencial hidrico foliar (w= -Mpa).
Particularmente, pantas del cultivar 1 mostraron un incremento significativo en el
contenido de clorofila total cuando crecieron bajo una concentracion 1 mM v/s 0.01
mM de Pi (42.08 v/s 34.03 pg mL™), en contraste, plantas del cultivar 4 redujeron
significativamente su contenido de clorofila cuando se desarrollaron bajo la
concentraciéon 1 mM v/s 0.01 mM de Pi (38.11 v/s 45.98 pg mL™) respectivamente.

Por otro lado, se observé un incremento significativo en el contenido de clorofila
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total en plantas de cultivar 1 cuando crecieron asociadas a HMA v/s plantas sin
HMA (42.20 v/s 35.96 pg mL™) respectivamente (Fig. 28).

Para la variable de potencial hidrico foliar, plantas del cultivar 2 mostraron un
incremento significativo cuando se desarrollaron bajo una concentracion 1 mM v/s
0.01 mM de Pi (-2.05 v/s -2.42 Mpa) respectivamente. Mientras que plantas del
cultivar 3, mostraron una disminucion significativa de su potencial hidrico cuando
se desarrollaron en presencia de HMA v/s planas sin HMA (-2.83 v/s -2.13 Mpa)

respectivamente (Fig. 29).

Finalmente, solo la interaccién de los factores A*C genero un efecto estadistico
sobre las variables de tasa fotosintética, conductancia estomatica y tasa de
transpiracion (Figs. 27 y 30). Para todos los casos, el cultivar 3 mostro un
incremento significativo de estas variables cuando sus plantas se desarrollaron
bajo una concentracion 0.01 mM v/s 1 mM de Pi, siendo; 23.62 v/s 12.62 pmol
CO’m?s? para la tasa fotosintética; 0.127 v/s 0.062 mol H,0m?s™ para la
conductancia estomatica; y 2.895 v/s 1.640 mmol H,0m?s™? para la tasa de

transpiracion.
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Tabla V. Analisis factorial de la modificacion fisiologia de plantas de maiz a los 75 DDT.

. P Potencial Tf”‘s"f‘. Conduc'Ea_ncia Tasa transpiratoria CO, Intercelular
Clorofila tzotal Indice de verdor hidrico fotoilntenca estoTaUca (E= mmol (Ci= umol
(Hg/em’) (U. SPAD) (w=-Mpa) ééz;jﬁ”;% I-(|§Sr_ngns (.)1|) H20m'25'1) COzmoI'l)

Factor A: Concentracion de Pi
Pi [0.01 mM) 40.0368% 41.9775° -2.2782 23.5383? 0.1382462 2.998262 16.2592
Pi [1 mM) 39.73612 45.,40252 -2.272252 21.00782 0.1176122 2.654572 14.17942
Factor B: Condicion de HMA
Con HMA 39.3448% 42.4825° -2.36425° 22.09022 0.1270242 2.834212 14.27312
Sin HMA 40.42812 44,8975 -2.1862 22.45592 0.128835? 2.818622 16.16542
Factor C: Cultivar de maiz
Cv.1 39.0842 45,32 -2.26252 22.4852% 0.128781%" 2.77668% 18.23912
CV.2 39.152 42.9052  -2.14752 22.0684% 0.127658% 2.89036% 16.81332
Ccv.3 40.20622 43.92 -2.4832 18.1241° 0.0947787" 2.26804" 8.665892
Cv.4 41.1056% 42,6552  -2.20752 26.41452 0.1604982 3.370582 17.15872
Interaccion A*B
Razoén-F 0.95 0.32 1.70 0.55 0.01 0.17 0.88
Valor de P 0.3344 0.5729 0.1971 0.4605 0.9282 0.6809 0.3525
Interaccion A*C
Raz6n-F 2.74 0.36 2.30 5.60 3.58 3.85 0.64
Valor de P 0.0507 0.7799 0.0858 0.0018* 0.0185* 0.0135* 0.5937
Interaccion B*C
Raz6n-F 3.29 0.60 4.16 0.55 1.03 0.52 1.13
Valor de P 0.0263* 0.6151 0.0094* 0.6490 0.3869 0.6712 0.3446
Interaccion A*B*C
Raz6n-F 0.41 0.67 0.90 1.58 2.21 1.57 0.38
Valor de P 0.7494 0.5709 0.4446 0.2022 0.0955 0.2057 0.7661

Notas: Analisis trifactorial y de interacciones. A) concentraciones de Pi (dos niveles); B) condiciones de HMA (dos niveles) y C) cultivar de maiz (cuatro
niveles).Cada valor corresponde a la media n= 40 (factores A y B), n=20 (factor C). Las medias que comparten una letra (*) son iguales estadisticamente, con un
nivel de significancia de a=0.05; La Agrupacién de la informacién se realizé utilizando el método de (HSD) de Tukey con una confianza del 95.0 %. Para las
interacciones los valore-P menores a 0.05 (*) prueban un efecto estadistico entre los factores. ! Dias Después del Trasplante.
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7.2.3. Respuesta de modificacion fisioldégica vegetal entre tratamientos
En la Tabla VI se agrupan los resultados del andlisis de varianza entre
tratamientos para las diferentes variables de modificacion fisioldgica vegetal de
plantas de maiz a los 75 DDT. Un total de 16 tratamientos fueron analizados como
resultado de la combinacion de los cuatro cultivares de maiz, las dos

concentraciones de Pi (1 y 0.01 mM) y las dos condiciones de HMA (con y sin).

Para las variables de clorofila total e indice de verdor, se observaron diferencias
estadisticas entre la combinacion de tratamientos de los cultivares 1 y 3
respectivamente, para ambos casos la condicion de HMA genero la mayor
variabilidad entre los tratamientos. Para la variable de clorofila total el tratamiento
CV.1/Pi [0.01mM]/Sin HMA (31.1585 pg mL™) presento el menor efecto estadistico
dentro los tratamientos del cultivar 1 (Fig. 31). Mientras que en la variable de
indice de verdor, el tratamiento CV.3/Pi [ImM]/Sin HMA (49.42 U. SPAD) genero
el mayor efecto estadistico dentro el grupo de tratamiento del cultivar 3 (Fig. 32).

Para la variable de potencial hidrico foliar, se observaron diferencias estadisticas
entre la combinacion de tratamientos de los cultivares 2 y 3, para ambos casos la
condicion de HMA genero la mayor variabilidad entre tratamientos. Para el grupo
de tratamientos del cultivar 2 el tratamiento CV.2/Pi [0.01mM]/Sin HMA (-2.59
Mpa) presento el menor efecto estadistico. Mientras que el tratamiento CV.3/Pi
[0.01mM]/Sin HMA (-1.85 Mpa) presento el mayor efecto estadistico dentro los

tratamientos del cultivar 3 (Fig. 33).

Para la variable de tasas fotosintética, se observaron diferencias estadisticas entre
la combinacion de tratamientos de los cultivares 3 y 4. Para el cultivar 3, la
condicion de Pi genero la mayor variabilidad entre los tratamientos donde, plantas
con y sin HMA que crecieron en la concentracion 0.01 mM de Pi, (22.80 y 24.43
umol CO,m?s™), mantuvieron un incremento estadistico en relacién a plantas con
y sin HMA que se desarrollaron en la concentracion 1 mM de Pi (13.88 y 11.36
umol CO,m™s™). Para el cultivar 4, la combinacién de los factores concentracién
de Pi y condicibn de HMA genero la mayor variabilidad entre los tratamientos
donde, el tratamiento CV.4/Pi [0.01mM]/Con HMA (31.0044 pumol CO.m?s™)
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mantuvo un incremento estadistico con relacién al tratamiento CV.4/Pi [1ImM]/Con
HMA (23.8814 pmol CO.m™?s™) (Fig. 34).

Para la variable de conductancia estomatica, se observaron diferencias
estadisticas entre la combinacion de tratamientos de los cultivares 3 y 4. Para el
cultivar 3, la condicion de Pi genero la mayor variabilidad entre los tratamientos
donde, plantas con y sin HMA que crecieron en la concentracion 0.01 mM de Pi,
(0.1208 y 0.1338 mol H,0m?s™), mantuvieron un incremento estadistico en
relacion a plantas con y sin HMA que se desarrollaron en la concentracion 1 mM
de Pi (0.069 y 0.0554 mol H,0m™s™). Para el cultivar 4, la combinacién de los
factores concentracion de Pi y condicion de HMA genero la mayor variabilidad
entre tratamientos donde, el tratamiento CV.4/Pi [0.01mM]/Con HMA (0.2146 mol
H,0m™s™) mantuvo un incremento estadistico con relacién al tratamiento CV.4/Pi
[1mM]/Con HMA (0.1332 mol H,0m™?s™) (Fig. 35).

Finalmente, para la variable de la tasa transpiratoria se observaron diferencias
estadisticas entre la combinacion de tratamientos de los cultivares 3 y 4. Para el
cultivar 3, la condicion de Pi genero la mayor variabilidad entre los tratamientos
donde, plantas con y sin HMA que crecieron en la concentracion 0.01 mM de Pi,
(2.7993 y 2.9922 mmol H,0m?s™), mantuvieron un incremento estadistico en
relacion a plantas con y sin HMA que se desarrollaron en la concentracion 1 mM
de Pi (1.7492 y 1.5312 mmol H,0m™?s™). Para el cultivar 4, la combinacién de los
factores concentracion de Pi y condicion de HMA genero la mayor variabilidad
entre los tratamientos donde, el tratamiento CV.4/Pi [0.01mM]/Con HMA (4.1239
mmol H,0m?s?) mantuvo un incremento estadistico con relacién a los
tratamientos CV.4/Pi [ImM]/Sin y Con HMA (3.1390 y 3.0027 mmol H,0m?s™)

respectivamente (Fig. 36).
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Clorofila indice de Potencial Tgsq_ Conduct,a_nua Ta_sa ) CO,
: P fotosintética  estomatica transpiratoria Intercelular
Tratamiento total ) verdor hidrico (A= umol (gs= mol (E= mmol (Ci= umol
(Mg mL™)  (U. SPAD) (y=-Mpa) CO_Z 21 o 2ol S
m=-s™) H,0m™“s™) H,0m™s™) CO,mol™)
, Sin HMA 31.1585° 44.16° -2.2722 22.33322 0.1212892 2.6686% 14.6385%
Pi [0.01 mM] . . . . . . .
ov 1 Con HMA 41.0141 42.76 2.5 19.2959 0.114947 2.5497 26.9174
' Pi {1 mM] Sin HMA 40.7674° 48.342 -1.7622 24.9227°2 0.1476162 2.97919% 16.6149?2
|
Con HMA 43.396? 45.942 -2.516% 23.3891° 0.1312742 2.90923% 14.7856
, Sin HMA 38.689°2 41.862 -2.59° 24.6278% 0.154898% 3.23815° 26.5193%
Pi [0.01 mM] . . b . . . .
oV Con HMA 40.88 39.3 -2.08 18.3178%  0.0970442 2.39759 11.7402
' i [L mM] Sin HMA 39.8823% 44,942 -1.9562 21.1903% 0.123493? 2.78392% 22.4516%
| m
Con HMA 37.1486° 45,522 -1.9642 24.1379% 0.135198% 3.14178% 6.54186%
PI [0.01 mM] Sin HMA 43.07972 43.12° -1.858? 24.4329% 0.1338222 2.9922? 6.53995%
| . m
ova Con HMA 37.2815° 40.98° -2.736° 22.8086° 0.1208342 2.79937°2 1.85064?
' Pi {1 mM] Sin HMA 42.8078% 49.42? -2.414% 11.3682°  0.0554308° 1.53128° 14.18592
| m
Con HMA 37.6555% 42.08° -2.924° 13.8865° 0.0690278° 1.74929° 12.0871%
_ Sin HMA 46.4869° 42.422 -2.3462 25.486%  0.148507%® 3.21652% 12.37322
Pi [0.01 mM] a a ] a a a a a
ova Con HMA 41.7048 41.22 1.842 31.0044 0.214631 4.12396 29.493
' Pi[1 MM Sin HMA 40.55342 44,922 -2.29% 25.2863%°  0.145622% 3.13909"° 15.9998?%
| m
Con HMA 35.6775° 42.062 -2.3522 23.8814° 0.133233° 3.00276" 10.76872

Notas: Andlisis de varianza simple. Se evaluaron 16 tratamientos, resultado de la combinacién de cuatro cultivares de maiz (CV.1, 2, 3 y 4) bajo dos
concentraciones de Pi (0.01 y 1 mM) y dos condiciones de HMA (sin y con). Para cada tratamiento cada valor corresponde a la media n= 5; Las medias que
comparten una letra (*) son iguales significativamente, con una significancia del a=0.05; La Agrupacion de la informacion se realiz6 utilizando el método de (HSD)
de Tukey con una confianza nivel de confianza 95 %. ! Dias después de trasplante.
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Figura 32. indice de verdor (U. SPAD) entre tratamientos para cada uno de los
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estandar. Entre los tratamientos de cada cultivar las medias que comparten una
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Figura 33. Potencial hidrico foliar (¢ = -Mpa) entre tratamientos para cada uno de
los cultivares maiz (CV.1, 2, 3y 4). Las barras sobre las columnas indican el error
estandar. Entre los tratamientos de cada cultivar las medias que comparten una
letra (*) son iguales estadisticamente con un nivel de confianza del 95 %.
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Figura 34. Tasa fotosintética (A = umol CO.m™?s™) entre tratamientos para cada
uno de los cultivares maiz (CV.1, 2, 3y 4). Las barras sobre las columnas indican
el error estandar. Entre los tratamientos de cada cultivar las medias que
comparten una letra (¥) son iguales estadisticamente con un nivel de confianza del
95 %.
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Figura 36. Tasa transpiratoria (E = mmol H,0m?s™) entre tratamientos para cada
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el error estandar. Entre los tratamientos de cada cultivar las medias que
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7.3. Respuesta de variables microbioldgicas
7.3.1. Variables microbioldgicas entre factores

En la Tabla VIl se agrupan los resultados del andlisis trifactorial y de interaccion,
de diferentes variables microbiologicas en plantas de maiz a los 75 DDT. Entre los
niveles de los factores A y B, se observaron diferencias estadisticas para las
variables de colonizacion de HMA en raiz (%) y N° de esporas (10 g/suelo). En la
(Fig. 37) se muestran raices de plantas de maiz tefiidas con azul de Trypan en
donde se aprecia la colonizacion de HMA en a los 75 DDT, particularmente, se

observan hifas del micelio intra y extra radical, esporas, vesiculas y arbusculos.

La variable del % de colonizacién incremento significativamente en plantas que
crecieron bajo la concentracion de 0.01 mM v/s 1 mM de Pi (32.45 v/s 24.33 %)
respectivamente, asi como en plantas inoculadas con HMA v/s sin HMA (56.5 v/s
0.29 %) respectivamente (Fig. 38). De igual manera, la variable de N° de esporas
incremento significativamente en plantas que crecieron bajo la concentracion de
0.01 mM v/s 1 mM de Pi (8.375 v/s 5.416 N° de esporas) respectivamente, asi
como en plantas inoculadas con HMA v/s sin HMA (13.45 v/s 0.33 N° de esporas)

respectivamente (Fig. 39).

7.3.2. Variables microbiolégicas por la interaccion entre factores
La interaccion entre los factores A*B, genero un efecto estadistico sobre las
variables del % de colonizacion y N° de esporas. Particularmente, ambas variables
mostraron un incremento significativo en la concentracion 0.01 mM v/s 1 mM con
64.75y 42.25 % de colonizacién (respectivamente), y 16.33 y 10.58 N° de esporas
en 10 g/suelo (respectivamente) (Fig. 40). Finalmente, entre los cuatro niveles del
factor C y la interaccion entre los factores A*B, B*C y A*B*C, no se genero

diferencias estadisticas.

7.3.3. Variables microbiol6gicas entre tratamientos
En la Tabla VIII se agrupan los resultados del analisis de varianza entre
tratamientos para las diferentes variables microbiologias evaluadas en plantas de
maiz a los 75 DDT. Para la variable de % de colonizacion, todos los tratamientos

gue involucraban la presencia de HMA presentaron altos niveles de colonizacion
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en raices que iban de 42 a 71.33 %. Por otro lado, ningun cultivar presento
variaciones en los indices de colonizacion por las concentraciones bajas o altas de
Pi. Particularmente se observo un incremento estadistico del tratamiento CV.2/Pi
[LmM]/Con HMA (71.3 %), con relacion a los tratamientos CV.4/Pi [0.01mM]/Con
HMA (46.0 %) y CV.3/Pi [0.01mM]/Con HMA (42.0 %), siendo este ultimo el de
menor efecto estadistico (Fig. 41).

Para la variable de N° de esporas, todos los tratamientos que involucraban la
presencia de HMA presentaron altos niveles de esporas en suelo que iban de los
9.3 a19.7 N° de esporas (10 g/suelo). Por otro lado, se observaron variaciones en
el N° de espora por las concentraciones de Pi donde, el cultivar 1 mantuvo un
incremento significativo en plantas desarrolladas bajo 1 mM v/s 0.01 mM Pi (16 v/s
12 N° de esporas). Finalmente, se observé un incremento estadistico del
tratamiento CV.2/Pi [ImM]/Con HMA (19.7 N°) con relacion a los tratamientos
CV.3/Pi [ImM]/Con HMA (9.7 N°) y CV.4/Pi [0.01mM]/Con HMA (9.3 N°) (Fig. 42).
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Figura 37. Colonizacion del HMA Claroideoglomus etunicatum en raices de
plantas de maiz a los 75 DDT (a y b); raices de plantas de maiz sin colonizacién
de HMA a los 75 DDT (c y d). *hifas de micelio intra/extra radical; *Esporas;
*vesiculas; “arbusculos.



Tabla VII. Analisis factorial de variables microbiol6gicas

en plantas de maiz a los 75 DDT.

% de N° de esporas

colonizacion (10 g/suelo)
Factor A: Concentracion de Pi
Pi [0.01 mM) 32.4583% 8.375%
Pi [1 mM) 24.3333° 5.41667"
Factor B: Condicion de HMA
Con HMA 56.5% 13.4583%
Sin HMA 0.291667" 0.3333"
Factor C: Cultivar de maiz
CVv.1 26.58332 5.666672
CV.2 26.83332 6.583332
CV.3 28.16672 7.02
CV.4 32.02 8.333332
Interaccion A*B
Razo6n-F 15.23 9.43
Valor de P 0.0005* 0.00403*
Interaccion A*C
Razon-F 0.63 0.88
Valor de P 0.603 0.4637
Interaccion B*C
Razon-F 1.41 1.33
Valor de P 0.2587 0.2819
Interaccion A*B*C
Razo6n-F 0.56 0.46
Valor de P 0.6456 0.715

Notas: Andlisis trifactorial y de interacciones. Cada valor corresponde a la
media n= 24 (factores A y B), n=12 (factor C). Las medias que comparten
una letra (%) son iguales estadisticamente, con un nivel de significancia de
0a=0.05; La agrupacion de la informacion se realiz6 utilizando el método de
(HSD) de Tukey con una confianza del 95 %. Para las interacciones los
valore-P menores a 0.05 (*) prueban un efecto estadistico entre los

factores. ! Dias Después del Trasplante.
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Tabla VIII. Respuesta entre tratamientos de variables
microbiolégicas en plantas de maiz a los 75 DDT.

. % de N° de esporas
Tratamiento . L.
colonizacion (10 g/suelo)
Sin HMA 0.0¢ 0.0°
Pi [0.01 mM] - 5
Con HMA 64.3 12.0
cv.1
Sin HMA 0.7° 0.0°
Pi [1 mM] . 5
Con HMA 56.7%°¢ 16.0%
Sin HVA 0.0° 1.0°%
Pi [0.01 mM] . .
Con HMA 66.7 17.7
CV.2
Sin HVA 0.0° 0.7
Pi [1 mM]
Con HMA 71.3% 19.7%
Sin HVA 0.0° 0.3%
Pi [0.01 mM] .
Con HMA 42.0° 10.3%°
CV.3
Sin HMA 1.0° 0.7%
PI [l mM] abc bcd
Con HMA 49.0 9.7
Sin HMA 0.0° 0.0°
Pi [0.01 mM] . -
Con HMA 46.0 9.3
CV.4
Sin HMA 0.7° 0.0°
Pi [1 mM] e =
Con HMA 56.0 13.0

Notas: Andlisis de varianza simple. Se evaluaron 16 tratamientos,
resultado de la combinacion de cuatro cultivares de maiz (CV.1, 2, 3y
4) bajo dos concentraciones de Pi (0.01 y 1 mM) y dos condiciones de
HMA (sin y con). Para cada tratamiento cada valor corresponde a la
media n= 5; Las medias que comparten una letra (*) son iguales
significativamente, con una significancia del a=0.05; La agrupacion de
la informacion se realiz6 utilizando el método de (HSD) de Tukey con
una confianza nivel de confianza 95 %. * Dias después de trasplante.
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Figura 38. Colonizacion de HMA (%) a los 75 DDT para los factores: a)
concentracion de Piy b) condicion de HMA. Las barras sobre las columnas indican
el error estandar. Entre los niveles de cada factor, las medias que comparten una
letra (%) son iguales estadisticamente con un nivel de confianza del 95 %.
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Figura 39. N° de esporas (10 g/suelo) a los 75 DDT para los factores: a)
concentracion de Piy b) condicién de HMA. Las barras sobre las columnas indican
el error estandar. Entre los niveles de cada factor, las medias que comparten una
letra (*) son iguales estadisticamente con un nivel de confianza del 95 %.
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Figura 40. Interaccion entre los factores B*C para las variables: a) colonizacion de
HMA (%), y b) N° de esporas (10 g/suelo). Entre los niveles de cada factor, las
medias que comparten una letra (¥) son iguales estadisticamente con un nivel de
confianza del 95 %.
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Figura 41. Colonizacién de HMA (%) entre los tratamientos de cada uno de los
cultivares maiz (CV.1, 2, 3 y 4). Las barras sobre las columnas indican el error
estandar. Entre los tratamientos de cada cultivar las medias que comparten una
letra (*) son iguales estadisticamente con un nivel de confianza del 95 %.
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Figura 42. N° de esporas (10 g/suelo) entre los tratamientos de cada uno de los
cultivares maiz (CV.1, 2, 3 y 4). Las barras sobre las columnas indican el error
estandar. Entre los tratamientos de cada cultivar las medias que comparten una
letra (*) son iguales estadisticamente con un nivel de confianza del 95 %.
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7.4. Cambio en el nivel de expresion relativa de genes Phtl

En la Tabla IX se agrupa los resultados del analisis de varianza entre tratamientos,
y que evallan los cambios de expresion relativa (ER) de los genes ZEAmaPhtl;3
y ZEAmaPhtl1;6 en tejido de raices de plantas de maiz a los 75 DDT.

En el apartado A) se evallo el cambio de expresion relativa de los genes
ZEAmaPhtl;3 y ZEAmaPhtl;6 entre plantas de maiz desarrolladas bajo dos
concentraciones de Pi (1 y 0.01 mM). La expresién normalizada de planta que se
desarrollaron bajo la concentracién 0.01 mM de Pi fue utilizada como calibrador
(valor 1). Los resultados indicaron que plantas que se desarrollaron bajo la
concentracion 1 mM de Pi mostraron de manera significativa un sub-regulacion en
el nivel de expresién génica del gel ZEAmaPhtl;3 y ZEAmaPhtl1;6 con 0.1130 y
0.1305 ER (respectivamente) (Fig. 43).

En el apartado B) se evallo el cambio de expresion relativa de los genes
ZEAmaPhtl;3 y ZEAmaPhtl;6 entre plantas de maiz desarrolladas bajo dos
condiciones de HMA (con y sin). La expresion normalizada de planta que se
desarrollaron sin la presencia de HMA fue utilizada como calibrador (valor 1). Los
resultados indicaron que plantas desarrolladas con la presencia de HMA
mostraron de manera significativa una sobre-regulacion en el nivel de expresion
génica del gel ZEAmaPht1;3 (2.3115 ER), mientras que el gen ZEAmaPhtl;6
mostro sub-regulacioén con 0.4321 ER (Fig. 43).

En el apartado C) se evalio el cambio de expresion relativa de los genes
ZEAmaPhtl;3 y ZEAmaPhtl;6 entre cuatro niveles, resultado de la combinacion
de las dos concentraciones de Pi y las dos condiciones de HMA. La expresion
normalizada de planta que se desarrollaron bajo la concentracion 0.01 y sin HMA,
fue utilizada como calibrador (valor 1). Los resultados mostraron de manera
significativa un sub-regulacion del gen ZEAmaPhtl1;3 que fue dependiente a la
concentracion 1mM de Pi, mientras que en plantas que se desarrollaron bajo una
concentracion 0.01 mM de Pi y la presencia de HMA, tendieron a sobre-regular el
nivel de expresion en 1.1045 ER (Fig. 44). Por otro lado, el gen ZEAmaPht1;6

mostro una sub-regulacion en plantas que crecieron en la concentracion 1 mM de
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Pi con y sin HMA, asi como plantas que crecieron en una concentracion 0.01 con
HMA. Este ultimo mantuvo una diferencia estadistica en el nivel de sub-regulacion,
con relacion a plantas desarrolladas bajo la contraccion 1 mM y asociadas a HMA
(0.4265 y 0.0658 ER) respectivamente (Fig. 44).

En el apartado D) el cambio de expresion relativa de los genes ZEAmaPhtl1;3 y
ZEAmaPhtl;6 entre 16 tratamientos, resultado de la combinacion de los cuatro
cultivares de maiz, las dos concentraciones de Pi y las dos condiciones de HMA.
Para cada uno de los cultivar, se utilizo la expresion normalizada de planta que se

desarrollaron bajo la concentracion 0.01 y sin HMA como calibrador (valor 1).

Par el gen ZEAmaPhtl;3; todos los cultivares mostraron de manera significativa
una sub-regulacién en el nivel de expresion por la concentracion 1 mM de Pi. De
igual manera, plantas del cultivar 1 que crecieron asociadas a HMA y bajo la
concentracion 0.01 mM mostraron de forma significativa una sub-regulacion
(0.7148 ER). Por otro lado, los cultivar 2 y 3, mostraron significativamente una
sobre-regulacion cuando crecieron asociadas a HMA bajo la concentracion de
0.01 de Pi (1.24 y 1.41 ER) respectivamente (Fig. 45). Para el gen ZEAmaPht1;6;
se observo una sub-regulacion en plantas de los cultivares 1, 2 y 3, que crecieron
en la concentracion 1 mM de Pi con y sin HMA, asi como plantas que crecieron en
una concentracion 0.01 con HMA, mientras que en el cultivar 4, esta sub-
regulacion se limit6é a plantas que crecieron bajo la concentracion 1 mM de Pi (Fig.
46).
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Tabla IX. Cambio en el nivel de expresién relativa de los genes ZEAma;Pht1;3 y

ZEAma;Pht1;6 en tejido de raiz a los 75 DDT".

Expresién Relativa ZEAma;Phtl;3

ZEAma;Pht1;6

A) Concentracion de Pi

Pi [0.01 mM] 1+0.0° 1+0.0°
Pi [1 mM] 0.113046 + 0.0118972° 0.130527 + 0.0301681°
B) Condicion de HMA

Sin HMA 1+0.0° 1+0.0°
Con HMA 2.11684+ 0.30554° 0.0432127 + 0.117287"
C) Concentracién de Pi * Condicién de HMA

Pi [0.01 mM]*Sin HMA 1+ 0.0 1+ 0.0°
Pi [0.01 mM]*Con HMA 1.10452+ 0.0776831° 0.426531+ 0.181943"
Pi [1 mM]*Sin HMA 0.0957833+ 0.0189146" 0.120493+ 0.0556033"

Pi [1 mM]*Con HMA 0.146476+ 0.0211223° 0.0658864+ 0.0176869 ¢
D) Cultivar de maiz *Concentracion de Pi * Condicién de HMA

. Sin HMA 1+ 0.0% 1+ 0.0%

Pi[0.01 mM] b b

oVl Con HMA 0.714846+ 0.165409 0.32246+ 0.162957
' PI [1 mM] Sin HMA | 0.0241256+ 0.00507096° 0.0187327+ 0.0187327¢
Con HMA| 0.0687005+ 0.0110765°¢ 0.0648056+ 0.0213019¢
_ Sin HMA 1+ 0.0 1+ 0.0?

Pi [0.01 mM] . )

oo Con HMA 1.24998+ 0.102387 0.0628896+ 0.0377605
' PI [1 mM] Sin HMA | 0.0878312+ 0.00584304° 0.0192406+ 0.00873875"
Con HMA 0.107104+ 0.0176825°¢ 0.0311104+ 0.00526272°
. Sin HMA 1+ 0.0° 1+ 0.0%

Pi [0.01 mM] . .

ov3 Con HMA 1.41445+ 0.127996 0.0216719+ 0.0143395
' PI [1 mM] Sin HMA 0.17791+ 0.0632416° 0.0562003+ 0.0111654°
Con HMA 0.295432+ 0.0372417¢ 0.0326275+ 0.00911284"¢

. Sin HMA 1+ 0.0% 1+ 0.0%®
Pi [0.01 mM] . .

oV Con HMA 1.03879+ 0.0462144 1.2991+ 0.606007
' Pi [1 mM] Sin HMA | 0.0932664+ 0.0115607"° 0.387798+ 0.192606%
Con HMA|  0.114667+ 0.0150696" 0.135002+ 0.061423°

Notas: Analisis de varianza simple para la expresion relativa de los genes ZEAma;Pht1;3 y ZEAma;Pht1;6.
Cada valor corresponde a la media n= 40 (A y B), n=20 (factor C) y n=5 (D). Las medias que comparten una
letra (%) son iguales estadisticamente, con un nivel de significancia de a=0.05; La Agrupacion de la
informacién se realizd utilizando el método de (HSD) de Tukey con una confianza del 95 %. Para las
interacciones los valore-P menores a 0.05 (*) prueban un efecto estadistico entre los factores. ! Dias Después

del Trasplante.
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Figura 43. Cambio de expresion relativa del gen ZEAma;Pht1;3 y ZEAma;Phtl1;6.,
para: a) concentracion de Pi y b) condicion de HMA. Las barras sobre las
columnas indican el error estandar. Las medias que comparten una letra (%) son
iguales estadisticamente con un nivel de confianza del 95 %.
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Figura 44. En tratamientos se indica el cambio de expresion relativa del gen
ZEAma;Phtl;3 y ZEAma;Phtl1;6. Las barras sobre las columnas indican el error
estandar. Las medias que comparten una letra (¥) son iguales estadisticamente
con un nivel de confianza del 95 %.
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Figura 45. Cambio de expresion relativa del gen ZEAma;Pht1;3 entre tratamientos
de cada uno de los cultivares de maiz. Las barras sobre las columnas indican el
error estandar. Entre los tratamientos de cada cultivar, las medias que comparten
una letra (%) son iguales estadisticamente con un nivel de confianza del 95 %.
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Figura 46. Cambio de expresion relativa del gen ZEAma;Pht1;6 entre tratamientos
de cada uno de los cultivares de maiz. Las barras sobre las columnas indican el
error estandar. Entre los tratamientos de cada cultivar, las medias que comparten
una letra (%) son iguales estadisticamente con un nivel de confianza del 95 %.
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Tabla X. Andlisis de co