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RESUMEN

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) se usan como
biofertilizantes porque al colonizar las raices pueden mejo-
rar el crecimiento, la produccién y el estado hidrico de las
plantas. El beneficio potencial del hospedero es mayor con
HMA nativos. En este estudio se evalué el efecto de un iné-
culo mixto y un consorcio de siete especies de HMA nativos
del Desierto Sonorense asociados con Cucurbita pepo var.
pepo cultivada con sequia, asi como alta y baja salinidad. La
respuesta de estos inéculos se comparé con un HMA proce-
dente de una regién templada y el testigo. El disefio experi-
mental fue completamente al azar y se hizo un anilisis fac-
torial 4 (tres inéculos y el testigo) X2 (con y sin estrés) con
baja salinidad o sequia; para los datos de estrés salino alto se
aplicé un ANOVA. Las variables analizadas fueron peso seco
véstago y raiz, porcentaje de humedad foliar, potenciales hi-
drico y osmético, porcentaje de raices micorrizadas, micelio
en suelo y nimero total de esporas. Se encontré que el iné-
culo mixto de HMA nativos disminuy¢ el estrés fisiolégico
en C. pepo var. pepo causado por la sequia y baja salinidad,
mientras que el consorcio de siete especies de HMA nativos
mejord la respuesta al estrés salino alto, comparado con los

otros tratamientos (p=<0.05).
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INTRODUCCION

os hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
se encuentran en la mayoria de los suelos y
se asocian con plantas, estableciendo una
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ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are used as biofertilizers
because when colonizing the roots they can improve growth,
production and plant water status. The potential benefit of
host is higher with native AME. In this study the effect of a
mixed inoculum and a consortium of seven species of AMF
native of the Sonoran Desert associated with Cucurbita pepo
var. pepo planted with drought, and high and low salinity
was evaluated. The response of these inocula was compared
with AMF from a temperate region and the control. The
experimental design was a completely random design and
a factorial analysis was performed: 4 (three inocula and the
control) X2 (with and without stress) with low salinity or
drought; for high saline stress data an ANOVA was applied.
The variables analyzed were shoot and root dry weight,
percentage of leaf moisture, water and osmotic potential,
percentage of mycorrhized roots, mycelium in soil and total
number of spores. It was found that mixed inoculum of
native AMF decreased physiological stress in C. pepo var. pepo
caused by drought and low salinity, while the consortium of
seven species of native AMF improved response to high saline

stress, compared with other treatments (p=<0.05).

Key words: Cucurbita pepo var. pepo, mycorrhizae, drought,

salinity, water potential, osmotic potential.
INTRODUCTION

rbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are found
in most soils and are associated with plants,
stablishing a symbiotic interaction required,
improving the absorption of minerals and water,
and tolerance to different types of biotic and abiotic
stresses (Smith and Read, 2008). The mycorrhizal
symbiosis is not very specific and efficiency of
plant-fungus interaction varies depending on
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interaccion simbidtica obligada, mejorando la absor-
cién de minerales y agua, y la tolerancia a distintos
tipos de estreses abidticos y bidticos (Smith y Read,
2008). La simbiosis micorrizica es poco especifica
y la eficiencia de la interaccién planta-hongo varia
dependiendo de las especies asociadas o las caracteris-
ticas del ambiente (Piotrowski ez al., 2004; Bucher,
2006).

Rilling y Mummey (2006) senalan que los HMA
mejoran el crecimiento y las relaciones hidricas de
las plantas a través de cambios en la conductancia
estomdtica y la transpiracién. Estos organismos in-
crementan el crecimiento, la supervivencia y el ren-
dimiento de las plantas en condiciones de baja dis-
ponibilidad de agua, por lo que se consideran de alta
importancia agricola y ecolégica (Augé, 2001).

La respuesta de una planta micorrizada con la
misma especie de HMA varia segtin las condicio-
nes ambientales. Por ello ha aumentado el interés
en estudiar la asociacién con HMA nativos. La
inoculacién de consorcios de HMA procedentes
de regiones semidridas en Solanum tuberosum L.
y Sorghum bicolor (L.) Moench, mejoran el estado
hidrico, la produccién de biomasa y la calidad de
la papa o sorgo, comparado con un aislado puro de
Glomus intraradices N. C. Schenck & G. S. Smith
(Davies et al., 2005; Cho et al., 2006). En dife-
rentes variedades de Cucurbita pepo L. la inocu-
lacién con HMA mejora la produccién total y el
contenido de fésforo en la planta (Lau ez 4l., 1995;
Schroeder y Janos, 2005). Asimismo, la asociacién
de G. intraradices con esta misma cucurbitdcea con-
trarresta los efectos perjudiciales del estrés salino
(Colla et al., 2008).

Las practicas de cultivo tradicionales como el mo-
nocultivo y la destruccién de la rizosfera por el arado,
reducen las poblaciones de HMA que promueven la
resistencia de los cultivos a la desecacién y aumen-
tan aquellos con menor grado de adaptacién a esas
condiciones (Boddington y Dodd, 2000). La Costa
de Hermosillo (LCH), estado de Sonora, México,
es una regién agricola semidrida donde la carencia
de agua y la salinidad en los suelos ha ocasionado el
abandono de poco mds de 80 000 ha de cultivo (Hal-
vorson et al., 2003; Castellanos ez 4/, 2005). Atn
asi, es una zona importante para la produccién de
hortalizas, entre las que destaca la calabaza italiana C.
pepo var. pepo con una produccién de mds de 9000 ¢

(SAGARPA, 2010).
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species associated or environmental characteristics
(Piotrowski et al., 2004; Bucher, 20006).

Rilling and Mummey (2006) indicate that
AMF improve growth and water relations of plants
through changes in the stomatic conductance and
transpiration. These organisms increase the growth,
survival and performance of plants under low water
availability, so they are considered of high ecological
and agricultural importance (Augé, 2001).

The response of a mycorrhized plant with the same
species of AMF varies with environmental conditions.
For this reason, the interest in studying the association
with native AMF has increased. The inoculation of
associations of AMF from semiarid regions in Solanum
tuberosum L. and  Sorghum bicolor (L.) Moench
improved the water status, biomass production and
quality of potato or sorghum compared with a pure
isolate of Glomus intraradices N. C. Schenck & G.
S. Smith (Davies et al., 2005; Cho et al., 2006). In
different varieties of Cucurbita pepo L., inoculation
with AMF improves total yield and phosphorus
content in the plant (Lau ez al., 1995; Schroeder and
Janos, 2005). Also, the association of G. intraradices
with the same cucurbitaceae counteracts the harmful
effects of saline stress (Colla ez 4/., 2008).

Traditional =~ farming  practices such  as
monoculture and destruction of rhizosphere by
plowing reduce populations of AMF that promote
crop resistance to drying and increase those with
lower degree of adaptation to these conditions
(Boddington and Dodd, 2000). La Costa de
Hermosillo (LCH), State of Sonora, México, is a
semiarid farming region where lack of water and
soil salinity has caused the abandonment of just
over 80 000 ha of crops (Halvorson ez al., 2003;
Castellanos ez al., 2005). Even so, it is an important
area for the production of vegetables, among
which zucchini C. pepo var. pepo highlights with a
production of more than 900 t (SAGARPA, 2010).

The objective of this study was to evaluate the
effect of native AMF of the Sonoran Desert, from
saline fields of LCH, on the growth and water balance
of C. pepo var. pepo grown under conditions of saline
stress and drought. The results were compared with
the effect of Glomus claroideum N. C. Schenck &
G. S. Smith from temperate climate, in order to
determine whether the use of biofertilizers composed
of native AMF of semiarid regions are more effective
in reducing the effect of stress by drought and salinity.
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El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de
HMA nativos del Desierto Sonorense, procedentes
de campos salinos de LCH, en el crecimiento y ba-
lance hidrico de C. pepo var. pepo cultivada en con-
diciones de estrés salino y sequia. Los resultados se
compararon con el efecto de Glomus claroideum N.
C. Schenck & G. S. Smith procedente de clima tem-
plado, con la finalidad de determinar si la utilizacién
de biofertilizantes compuestos de HMA nativos de
regiones semidridas son mds efectivos para disminuir
el efecto del estrés por sequia y salinidad.

MATERIALES Y METODOS
Obtencién de in6culos

Las esporas de HMA nativos se obtuvieron en suelos de
campos salinos abandonados en LCH, Sonora. Los sitios pre-
sentaron salinidad de 5 dS m™}, pH de 8, relacién de adsor-
cién de sodio de 3, sodio intercambiable 3.5 % y 70 % de
arena. Con la finalidad de incrementar el nimero de esporas
se cultivé C. pepo var. pepo en muestras de suelo procedentes
de LCH, obteniéndose un inéculo conformado por siete mor-
foespecies de HMA (In7): Glomus sp. 1 (103 esporas g~ ),
Glomus claroideum (90 esporas g_l), Glomus intraradices (34
esporas g_l), Pacispora sp. 1 (27 esporas g_l), Glomus sp. 2
(11 esporas g_l), Glomus sp. 3 (10 esporas g_l) y Pacispora
sp. 2 (7 esporas g_l). Las plantas se desarrollaron bajo una
luz diurna >800 lum m™2, con un riego diario de 100 mL
hasta la floracién. Para producir el indculo mixto compuesto
por dos morfoespecies (In2): Glomus sp. 1 (42 esporas g~ ') y
Glomus sp. 3 (24 esporas g_l), se inocularon 30-50 esporas de
cada morfoespecie por planta de sorgo usando suelo estéril.
Las plantas trampa crecieron a una temperatura y humedad
relativa promedio de 25 °C y 35 %, con iluminacién diurna

>800 lum m 2.

Condiciones de cultivo y tratamientos de inoculacién

Se sembraron cinco semillas de C. pepo var. pepo en 5 L de
sustrato estéril (5:2 turba negra: suelo) en macetas de 30 cm
de didmetroX35 cm de alto. Las plantas se cultivaron hasta
floracién con luz diurna de 850 lum m™? durante 8 h, con
humedad relativa y temperatura diurna promedio de 26.5 %
y 23-28 °C. En cada tratamiento se usaron seis repeticiones y
la unidad experimental fue de tres plantas por maceta. La tem-
peratura, iluminacién y humedad del ambiente se monitored
con un equipo HOBO modelo 1996 serie 922811 (Lab Safety
Supply, EE.UU.).

MATERIALS AND METHODS
Collection of inocula

Native AMF spores were obtained in saline soils of
abandoned fields on LCH, Sonora. The sites had salinity of
5dS m~ ", pH 8, sodium adsorption ratio of 3, exchangeable
sodium 3.5 % and 70 % of sand. In order to increase the
number of spores C. pepo var. pepo was cultivated in soil
samples from LCH, obtaining an inoculum comprised of
seven morphospecies of AMF (In7): Glomus sp. 1 (103 spores
g_l), Glomus claroideum (90 spores g_l), Glomus intraradices
(34 spores g~ 1), Pacispora sp. 1 (27 spores g~ '), Glomus sp. 2
(11 spores g~ ), Glomus sp. 3 (10 spores g~ ") and Pacispora
sp. 2 (7 spores g~ ). Plants were grown under daylight >800
lum m_z, with a daily irrigation of 100 mL until flowering. To
produce the mixed inoculum composed of two morphospecies
(In2): Glomussp. 1 (42 spores g~ ') and Glomus sp. 3 (24 spores
g~ 1), 30-50 spores were inoculated of each morphospecies per
plant of sorghum using sterile soil. The trap plants grew at an
average temperature and relative humidity of 25 °C and 35 %,

with daylight >800 lum m ™2,

Cultivation conditions and inoculation treatments

Five seeds of C. pepo var. pepo were sown in 5 L of sterile
substrate (5:2 black peat: soil) in pots of 30 cm of diameter X35
cm high. The plants were grown to flowering with daylight of
850 lum m ™ for 8 h, with relative humidity and diurnal average
temperature of 26.5 % and 23-28 °C. In each treatment six
replicates were used and the experimental unit was three plants
per pot. The temperature, lighting and humidity were monitored
with a HOBO computer model 1996 number 922 811 (Lab
Safety Supply, USA).

The inoculation was started 10 d after sowing in all treatments
and consisted of inoculating in each plant 3 g In2, 1.5 g In7, 1
g of inoculum with G. claroideum from Hueyotlipan, State of
Tlaxcala (InG). These quantities were defined considering 100-
150 spores g~ ' of the most abundant morphospecies in each
inoculum. In the control (T0) 1 g of sterile soil per plant to
standardize the management of experimental units was added.
Stress treatments were initiated 5 d after inoculation to stabilize

the plant-AMF interaction.
Stress by drought
In this evaluation preliminary experiments were performed

to know the minimum volume of irrigation water that would

allow growing the plants to bloom, avoiding death by desiccation.
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La inoculacion se inicié 10 d después de la siembra en todos
los tratamientos y consisti6 en inocular en cada planta 3 g In2,
1.5 g In7, 1 g de un inéculo con G. claroideum procedente de
Hueyotlipan, estado de Tlaxcala (InG). Estas cantidades se de-
finieron considerando 100-150 esporas g_l de la morfoespecie
mds abundante en cada indculo. En el testigo (T0) se adicioné
1 g de suelo estéril por planta para uniformizar el manejo de las
unidades experimentales. Los tratamientos con estrés se inicia-
ron 5 d después de la inoculacion, para estabilizar la interaccién
planta-HMA.

Estrés por sequia

En esta evaluacién se realizaron experimentos preliminares
para conocer el volumen minimo de agua de riego que permitiera
cultivar las plantas hasta floracién, evitando la muerte por dese-
cacién. Dicho volumen fue 25-50 mL diarios por maceta (25-
40 % de humedad). Para mantener una humedad de 50-60 % en
el sustrato se requirieron 100 mL d7'de agua, con lo cual no se

observé sintomas de desecacién (condicién sin estrés).
Estrés salino bajo

Se anadieron diariamente 100 mL de agua por maceta man-
teniendo una salinidad de 1.4%+0.43 dS m™! para las plantas
sin estrés, y 100 mL de agua con NaCl 40 mM manteniendo
una salinidad de 3.8+1.2dS m™! para las plantas con estrés por

salinidad baja.
Estrés salino alto

En los cuatro tratamientos se aplicé un riego diario de 100
mL de agua con NaCl 50 mM, manteniendo una salinidad pro-

medio de 4.5 dS m ™! con variaciones entre 3.5 y 6dS m .
Evaluacidn de la respuesta

El peso seco total del vdstago y radical se midié colocando
ambas partes de la planta en una estufa a 60 °C por 72 h o has-
ta peso constante. Los porcentajes de humedad foliar se cuan-
tificaron por diferencia entre peso fresco y seco de secciones de
hojas. El potencial hidrico (W) se registré con una bomba de
Scholander (PMS Instrument Co.). Las muestras se congelaron
a —80 °C para obtener el exudado intracelular del tejido foliar y
medir el potencial osmético con un osmémetro (Wescor Vapor
5520). Los resultados de osmolaridad se convirtieron a potencial
osmotico con la ecuacién de Van't Hoff (W =—CiRT).

Las caracteristicas de micorrizacién se evaluaron procesando

las muestras con el método de tamizado en himedo. El niimero
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This volume was 25-50 mL per pot daily (25-40 % moisture).
To maintain humidity of 50-60 % in the substrate 100 mL d ™!
of water was required, with which signs of drying (no stress

condition) were not observed.
Low saline stress

Daily, 100 mL of water were added per pot maintaining a
salinity of 1.4%0.43 dS m~! for stress-free plants, and 100 mL
of water with NaCl 40 mM maintaining a salinity of 3.8 1.2 dS

m ™! for plants with stress by low salinity.
High saline stress

In the four treatments a daily irrigation of 100 mL of water
with NaCl 50 mM was applied, maintaining an average salinity
of 4.5 dS m ™! with variations between 3.5 and 6 dS m™ .

Evaluation of the response

The total dry weight of shoot and root was measured by
placing both parts of the plant in an oven at 60 °C for 72 h or
to constant weight. Foliar moisture percentages were quantified
by the difference between fresh and dry weight of leaf sections.
Water potential (W) was recorded with a Scholander pump (PMS
Instrument Co.). The samples were frozen at —80 °C to obtain
the intracellular exudate of leaf tissue and measure the osmotic
potential with an osmometer (Wescor Vapor 5520). Osmolarity
results were converted to osmotic potential with Van’t HofFs
equation (W, =—CiRT).

Mycorrhizal characteristics were evaluated by processing
the samples with the wet sieving method. The total number of
spores (NTE) was quantified by the sucrose flotation method
and display with an optical microscope. To measure the external
mycelium 0.02 to 0.025 g of screening were placed on a slide with
glycerin and quantified the number of hyphae found along four
lines evenly distributed in the coverslip (Herrera-Peraza et al.,
2004). Mycorrhizal colonization (CM) was assessed by staining
100-150 mg of dry roots (45 °C) with trypan blue (Phillips and

Hayman, 1970) calculating the percentage of mycorrhized roots.
Experimental design and statistical analysis

The experimental design was completely randomized in all
experiments. Drought stress and low salinity was analyzed with a
factorial arrangement 4 (three inocula and control) X2 (with and
without stress) of treatments. Significant differences (p=<0.05)
by a combination of factors were compared based on standard

error. For high saline stress data an ANOVA was applied and
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total de esporas (NTE) se cuantificé con el método de flotacién
en sacarosa y visualizacién con un microscopio ptico. Para me-
dir el micelio externo se colocaron 0.02-0.025 g de tamizado en
un portaobjetos con glicerina y se cuantificé el nimero de hifas
encontradas a lo largo de cuatro lineas uniformemente distribui-
das en el cubreobjetos (Herrera-Peraza ez al., 2004). La coloniza-
cién micorrizica (CM) se evalué tifiendo 100-150 mg de raices
secas (45 °C) con azul de tripano (Phillips y Hayman, 1970),

calculando el porcentaje de raices micorrizadas.
Disefio experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar en todos
los experimentos. El estrés por sequia y salinidad baja se analizé
con un arreglo factorial 4 (tres indculos y el testigo) X2 (con y sin
estrés) de tratamientos. Las diferencias significativas (p=<0.05)
por la combinacién de factores se compararon con base en el
error estdndar. Para los datos de el estrés salino alto se aplicé un
ANOVA y las diferencias estadisticas de las medias se compara-
ron por el método de Tukey-Kramer (p=0.05). Para todos los
analisis estadistico se usé NCSS versién 2006 (Hintze, 20006).

REesuLTADOS Y DISCUSION
Estrés por sequia

El cultivo de C. pepo var. pepo bajo condiciones
de estrés por sequia duré 57 d, durante el cual ocu-
rri6 la floracién. El andlisis factorial mostré varia-
ciones en el peso seco del vastago (PSV) y de la raiz
(PSR), por el efecto combinado de la sequia y el
inéculo de HMA (p=0.05). Sin embargo la rela-
cién vistago:raiz (V:R) cambié tnicamente con o
sin sequia, obteniéndose los valores mds altos en
plantas sin estrés (10-25 %) vs. cultivadas con se-
quia (Cuadro 1).

Con el estrés por sequia, las plantas inoculadas
con las cepas nativas de HMA (In2 e In7) aumen-
taron el PSV en 0.03-0.06 g en comparacién con
los otros dos tratamientos; ademds, con In2 e In7
aument6 el PSR (>0.05 g) vs. testigo (Cuadro 1).
Ruiz-Lozano y Azcén (2000) sehalan que la pre-
sencia de HMA permite a las raices de las plantas
alcanzar un mayor crecimiento en comparacién
con plantas no micorrizadas, debido a un aumento
en la cantidad de nutrimentos transferidos al tejido
radical.

El estrés por sequia y la presencia de los indcu-
los InG, In2 e In7, cambiaron significativamente el

statistical differences of means were compared by the Tukey-
Kramer (p=<0.05) method. For all statistical analysis the NCSS
version 2006 (Hintze, 2006) was used.

REesuLTs AND Discussion
Stress by drought

The cultivation of C. pepo var. pepo under
drought stress conditions lasted 57 d, during which
flowering occurred. Factorial analysis showed
variations in shoot dry weight (SDW) and root
(RDW), by the combined effect of drought and
inoculum of AMF (p=<0.05). However the shoot:
root (S: R) relationship changed only in the presence
or absence of drought, resulting in higher values in
plants without stress (10-25 %) wvs. planted with
drought (Table 1).

With drought stress, plants inoculated with
native strains of AMF (In2 and In7) increased the
SDW in 0.03 to 0.06 g compared with the other two
treatments; besides, with In2 and In7 there was an
increase in the RDW (>0.05 g) vs. control (Table
1). Ruiz-Lozano and Azcén (2000) indicate that
the presence of AMF allows plant roots to achieve
a higher growth compared to non-mycorrhizal
plants, due to an increase in the amount of nutrients
transferred to the root tissue.

Drought stress and the presence of inocula
InG, In2 and In7, significantly changed the
percentage of water, osmotic (¥,) and water (W)
potential of plants (Table 1). The presence of native
AMF adapted to drought conditions improves
physiological capacity of plants to withstand the
low availability of water in soil (Feire-Cruz ez al.,
2000; Marulanda ez 4/., 2006). Treatment with In2
and In7 increased the percentage of water in leaves
under low water availability (>89 %) and there was
a similar amount of water on the leaves of plants
with and without drought (Table 1). Plants exposed
to drought and inoculated with In2 showed lower
osmotic potentials (—1.25 MPa) and similar to that
recorded with InG (—1.3 MPa); in the control and
with In7 a W, of —1.1 MPa was quantified.

The percentages of mycorrhizal colonization in
roots of C. pepo without drought stress were higher
than in water-stressed plants (Table 1). This is similar
to that observed in Triticum aestivum L. inoculated
with Glomus etunicarum W. N. Becker & Gerd. or
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Cuadro 1. Efecto de la sequia en el peso seco del vistago (PSV), peso seco de la raiz (PSR), relacién peso seco vastago:raiz (V:R),
porcentaje de humedad foliar (Agua), potencial osmético (¥,), potencial hidrico (¥), porcentaje de colonizacién
micorrizica (CM), micelio externo (ME) y ntimero total de esporas (NTE) de Cucurbita pepo var. pepo, en plantas con

(+E) o sin estrés (—E).

Table 1. Effect of drought on the shoot dry weight (SDW), root dry weight (RDW), dry weight ratio shoot: root (S:R), leaf
moisture percentage (Water), osmotic potential (W), water potential (), percentage of mycorrhizal colonization (MC)
external mycelium (EM) and total number of spores (TNE) of Cucurbita pepo var. pepo, in plants with (+E) or without

stress (—E).
Significancia p<0.05
Variable Testigo InG In2 In7
E In EXIn
+E 3.9%0.1 42+0.1 4.9+0.1 4.6%0.2 . . .
PSV (g -E 6.6%0.1 6.7+0.1 6.5+0.1 6.9%+0.1 0 0 0
+E 0.16%0.01 0.14%0.01 0.24%0.01 0.22+0.03 . N N
PSR (g) -E 0.15%0.01 0.17+0.02 0.16+0.02 0.14%0.01 0 0.02%  0.02
. +E  24.95%1.6 30.2%1.6 20.5+1.8 21.1%2.8 .
ViR —E  440+38 39.4+2.6 40.1+3.6 482441 0 02 02
+E 85.9+1.3 87.4+0.6 90.7%0.2 89.5+0.7
0, * *
Agua (%) -E 88.2%+0.5 89.4%+0.6 90.0+0.4 88.9%+0.6 0-3 0 0.02
+E —1.2+0.04 —1.2+0.13 —1.3+0.03 —1.1£0.07 N .
¥ (MPa) —E  —1.07%0.04 —1.64+0.14 —1.12+0.07 —1.05+0.04 05 0 0.01
+E  —1.42+0.01 —0.93%0.01 —0.97%0.03 —1.03£0.02 N ) .
¥ (MPa) —E  —1.27%0.03 —1.57%0.07 —1.18+0.01 —1.57%0.05 0 0 0
+E 0 7.2+0.4 10.4+0.5 9.2+0.8
0, *
CM (%) —-E 0 17.9+2.0 12.3+1.1 11.5+0.9 0-1 0-2 0
ME (g ME/g  +E 0 25.0%+1.5 40.1£2.6 35.8+3.4 o o1 o
suelo) -E 0 42.6*+4.4 33.3%+1.6 43.0%+4.5 ’
NTE (esporas/ +E 0 98+4 164*13 110£22
10 gsuelo) ~ —E 0 249£21 160£19 203£29 0* 0.6 0*

* Significancia p<0.05. Los valores son el promedio de scis repeticiones = error estdndar. Sin HMA (testigo), inéculo procedente de
regién templada de G. claroidenm (InG), inéculo con dos morfoespecies nativas del Desierto Sonorense (In2) e inéculo compuesto por
siete morfoespecies nativas del Desierto Sonorense (In7) % * Significance p=<0.05. The values are the average of six replicates * standard
error. Without AMF (control), inoculum from the temperate region of G. claroideum (InG), inoculum with two native morphospecies

of the Sonoran Desert (In2) and inoculum composed by siete native morphospecies of the Sonoran Desert (In7).

porcentaje de agua, el potencial osmético (W) y el
hidrico (W) de las plantas (Cuadro 1). La presencia de
HMA nativos adaptados a condiciones de sequia me-
jora la capacidad fisiolégica de las plantas para resistir
la baja disponibilidad de agua en el suelo (Feire-Cruz
et al., 2000; Marulanda ez /., 2006). Los tratamien-
tos con In2 e In7 aumentaron el porcentaje de agua
en las hojas en condiciones de baja disponibilidad de
agua (>89 %) y hubo una cantidad similar de agua
en las hojas de las plantas con y sin sequia (Cuadro
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Funneliformis mosseae (T. H. Nicolson & Gerd.) C.
Walker & A. Schiibler, where these percentages were
increased when the availability of water for the plant
increased from 50 to 405 mm of rainfall during the
cultivation (Al-Karaki e /., 2004).

When soil moisture was 25-40 %, the total
number of spores was significantly higher with In2
vs. In7 with a difference of >5 spores g_1 of soil,
while with InG the lowest values were obtained

(6.5-10 spores g_1 of soil). With In2 the number of
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1). Las plantas expuestas a sequia e inoculadas con
In2 presentaron los potenciales osméticos menores
(—1.25 MPa), siendo similar a lo registrado con InG
(—1.3 MPa); en el testigo y con In7 se cuantificé un
W de —1.1 MPa.

Los porcentajes de colonizacién micorrizica en las
raices de C. pepo sin estrés por sequia fueron mayores
que en plantas con estrés hidrico (Cuadro 1). Lo an-
terior es similar a lo observado en Triticum aestivum
L. inoculado con Glomus etunicatum W. N. Becker
& Gerd. o Funneliformis mosseae (T. H. Nicolson
& Gerd.) C. Walker & A. Schiibler, donde dichos
porcentajes aumentaron cuando la disponibilidad de
agua para la planta aumenté de 50 a 405 mm de pre-
cipitacién pluvial durante el cultivo (Al-Karaki ez al.,
2004).

Cuando la humedad en el suelo fue 25-40 %, el
namero total de esporas fue significativamente ma-
yor con In2 vs. In7 con una diferencia de >5 esporas
g~ ! de suelo, mientras que con InG se obtuvieron los
valores menores (6.5-10 esporas g~ de suelo). Con
In2 la cantidad de esporas no vari6 en los tratamien-
tos con o sin estrés por sequia (Cuadro 1).

El micelio externo fue significativamente mayor
con los HMA nativos »s. InG, obteniéndose valores
similares entre In2 e In7 con alrededor de 40 mg ME
g~ ! de suelo. El efecto positivo en el estado hidrico
de las plantas y la mayor produccién de micelio exter-
no por las morfoespecies presentes en los indculos de
HMA nativos, puede estar relacionado con el incre-
mento en la retencién de agua en el sustrato debido al
aumento en la cantidad de micelio en el suelo como
lo senalan Ben-Khaled ez 2/. (2003) y Augé (2004).

Estrés salino bajo

Esta evaluacién durdé 47 d y el andlisis factorial
mostré que el peso seco de la raiz varié significati-
vamente por el estrés salino. La presencia de sales en
bajas concentraciones disminuy6 de 0.05 a 0.1 g el
crecimiento radical vs. tratamientos sin estrés. Ade-
mis, el PSV, la ViR, el porcentaje de humedad foliar
y el potencial hidrico fluctuaron con la condicién de
salinidad en el suelo y la presencia de los distintos
inéculos (p=0.05) (Cuadro 2).

El PSV fue aproximadamente 45 % mds alto
con la inoculacién de HMA nativos en relacién
con InG y el testigo. Al comparar las plantas con y
sin estrés salino bajo se encontré que con In2 e In7

spores did not vary in the treatments with or without
drought stress (Table 1).

The external mycelium was significantly greater
with native AMF vs. InG, obtaining similar values
between In7 and In2 with around 40 mg ME g™'
of soil. The positive effect on plant water status
and increased production of external mycelium by
morphospecies present in the native AMF inocula
may be related to the increase of water retention
in the substrate due to the increase in the amount
of mycelium on the ground as pointed out by Ben-
Khaled ez al. (2003) and Augé (2004).

Low saline stress

This evaluation lasted 47 d and the factorial
analysis showed that the root dry weight varied
significantly by the saline stress. The presence of
salts at low concentrations decreased from 0.05 to
0.1 g the root growth vs. treatments without stress.
Furthermore, SDW, S:R, the percentage of leaf
moisture and water potential fluctuated with the
condition of salinity in the soil and the presence of
different inocula (p=<0.05) (Table 2).

The SDW was approximately 45 % higher with
the inoculation of native AMF in relation to InG
and the control. When comparing plants with and
without low saline stress it was found that with In2
and In7 the SDW increased more than 7 g. With
treatments In2 and In7 under saline stress, the RDW
fell 0.02 g for both compared with InG. In addition,
the root growth was reduced from 0.05 to 0.1 g with
respect to the treatments without stress. With all
inocula low salinity increased the S:R relationship
vs. non-saline condition; with or without stress, the
highest values were quantified with In2 followed by
In7 (Table 2).

The native AMF improved the water status
of plants by increasing more than 82 % the leaf
water in low salinity conditions, with respect to the
other two treatments. The leaf osmotic potential in
C. pepo growing with salinity of 3.8 dS m™" was
similar to In7 and InG (—1.5 and —1.6 MPa),
being greater than those quantified in In2 and the
control (Table 2).

The number of AMF spores of In7 and InG
decreased with low salinity conditions for crops
without stress, similar to that observed under natural
conditions in saline »s. non-saline soils (Carvalho
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Cuadro 2. Efecto de la baja salinidad en el peso seco del vastago (PSV), peso seco de la raiz (PSR), relacién peso seco vdstago:raiz
(V:R), porcentaje de humedad foliar (Agua), potencial osmético (¥,), potencial hidrico (¥), porcentaje de coloniza-

cién micorrizica (CM), micelio externo (ME) y nimero total de esporas (NTE) de Cucurbita pepo var. pepo, en plantas

con (+E) o sin estrés (—E).

Table 2. Effect of low salinity on the shoot dry weight (SDW), root dry weight (RDW), dry weight ratio shoot:root (S:R), leaf
moisture percentage (Water), osmotic potential (W), water potential (W), percentage of mycorrhizal colonization (MC),
external mycelium (EM) and total number of spores (TNE) of Cucurbita pepo var. pepo, in plants with (+E) or without

stress (—E).
Significancia p<0.05
Variable Testigo InG In2 In7
E In EXIn
+E 45+0.4 4.8+0.3 8.3+0.5 7.0%0.5 . . .
PSV (g E 49%0.2 45+0.4 57+0.4 5.8+0.5 0 0 0
+E 0.18+0.02 0.21£0.01 0.19+0.02 0.19+0.01 N
PSR (g) -E 0.85+0.04 0.86+0.04 0.84%0.09 0.91%0.09 0 0.7 04
_ +E 25+2.2 23+2.4 41%2.4 36+1.7 N N .
ViR -E 17+1.2 16£1.7 20+6.3 19+.22 0 0 0
+E 78.1+1.1 79.7+0.8 82.2+0.5 83.8+0.7
0, * * *
Agua (%) -E 86.1+0.7 86.5+0.5 86.8+0.9 87.2%+0.4 0 0 0
+E  —1.91%0.10 —1.52+0.13 —~1.80%0.06 —1.62%0.01 . .
¥ (MPa) —E  —1.22%0.04 —1.08%0.06 —1.22+0.08 —1.21+0.03 0 0.04 045
+E  —3.31%0.28 —3.51+0.42 —2.42%0.42 —2.42%0.36 N . .
¥ (MPa) -E  —3.66%0.15 —3.59%0.19 —2.77%0.31 —3.49%0.27 0 0 0
+E 0 50.3+4.0 36.0+4.0 26+0.4
0, * %
CM (%) —-E 0 22.1%2.1 24.2+4.1 22.9+2.9 0.02% 0.1 0
ME (g ME/g  +E 0 31.8+1.2 50.6+1.7 51.7+1.2 o o o
suelo —E 0 49.8+2.5 35.5+1.3 39.5+1.4
NTE (esporas/ +E 0 62+12 13822 92+15
10gsuclo  —E 0 95+8 94+11 152+17 0.2 0.02% 07

* Significancia p<0.05. Los valores son la media de seis repeticiones = error estdndar. Simbologia de tratamientos de inoculacién como
en el texto y Cuadro 1 < * Significance p=<0.05. The values are the mean of six replicates * standard error. Symbolism of inoculation

treatments as in the text and Table 1.

el PSV aumenté mds de 7 g. Con los tratamien-
tos In2 e In7 bajo estrés salino, el PSR disminuyé
0.02 g para ambos comparados con InG. Ademds
el crecimiento radical se redujo de 0.05 a2 0.1 g con
respecto a los tratamientos sin estrés. Con todos los
indculos la salinidad baja aumentd la relacién V:R
vs. condicién no salina; con o sin estrés los valores
mis altos se cuantificaron con In2 seguido de In7
(Cuadro 2).

Los HMA nativos mejoraron el estado hidrico
de las plantas al aumentar en mds de 82 % el agua
foliar en condiciones de salinidad baja, respecto a
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et al., 2003; Garcia et al, 2008). In treatments
with native AMF and low salinity (Table 2), it was
observed that the amount of external mycelium was
30 % higher with respect to InG, and the values were
similar between In2 and In7 of ca. 50 mg ME g_1 of
soil.

High saline stress

With high salinity the SDW increased more
than 1 g and doubled the S:R relationship with In7

compared with the control. The percentage of water
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los otros dos tratamientos. El potencial osmético
foliar en C. pepo creciendo con salinidad de 3.8 dS
m ™! fue similar con In7 e InG (—1.5 y —1.6 MPa),
siendo mayores a los cuantificados en In2 y el testi-
go (Cuadro 2).

La cantidad de esporas de HMA de In7 e InG
disminuy6 con la condicién de salinidad baja res-
pecto a los cultivos sin estrés, similar a lo observado
en condiciones naturales en suelos salinos zs. no sa-
linos (Carvalho ef al., 2003; Garcia et al., 2008). En
los tratamientos con HMA nativos y salinidad baja
(Cuadro 2) se observé que la cantidad de micelio
externo fue 30 % mayor con respecto a InG, y los
valores fueron similares entre In2 e In7 de ca. 50 mg
ME g~ de suclo.

Estrés salino alto

Con salinidad alta el PSV aumenté midsde 1 gy
se duplicé la relacién V:R con In7 en comparacién
con el testigo. El porcentaje de agua en las hojas y
el potencial hidrico se evalué sélo con baja salinidad
porque la alta salinidad dafné las hojas, lo cual no
permitié medir ambas variables. Con salinidad alta
(4.5 dS m™) el potencial osmético de las plantas fue
mayor a —2.7 MPa con In7, y <—2.3 MPa con los
otros tres tratamientos (Cuadro 3).

La colonizacién micorrizica fue mayor en 24.5 %
con InG al aplicar salinidad alta, respecto a los

in the leaves and water potential was evaluated
only with low salinity because the high salinity
damaged leaves, which did not allow measuring
both variables. With high salinity (4.5 dS m™") the
osmotic potential of plants was higher than —2.7
MPa with In7, and <—2.3 MPa with the other
three treatments (Table 3).

Mycorrhizal colonization was higher in 24.5 %
with InG when applying high salinity, in regard to
the native fungi (15-20 %). The increase in salinity
from 3.8 to 4.5 dS m ™" decreased the percentage of
MC in all treatments inoculated with AMF in 25,
15 and 5 % with InG, In2 and In7 (Tables 2 and
3). This is similar to that observed by Al-Karaki
(2000) when he evaluated the effect of AMF on
plants of Lycopersicum esculentum Mill. exposed
to different levels of salinity, where an increase
in electric conductivity of 4.7 to 7.4 dS m™!
decreased in 15 % the percentages of mycorrhizal
colonization of F. mosseae.

In plants where the salinity was 4.5 dS m ™', In7
produced more than 10 mg of external mycelium
g~ ! of ground, being 20 and 14 % higher than
with In2 and InG (Table 3). This could be related
to the sensitivity of certain AMF facing the saline
soil condition because the presence of salts can
affect germination and growth, changing the
specific rate of mycelial extension (Juniper and
Abbot, 20006).

Cuadro 3. Efecto de la salinidad alta en el peso seco del vistago (PSV), peso seco de la raiz (PSR),
relacién peso seco vastago:raiz (V:R), potencial osmético (W), porcentaje de colonizacién
micorrizica (CM), micelio externo (ME) y nimero total de esporas (NTE) de Cucurbita

pepo var. pepo.

Table 3. Effect of high salinity on the shoot dry weight (SDW), root dry weight (RDW), dry weight
ratio shoot:root (S:R), osmotic potential (¥,), percentage of mycorrhizal colonization (MC),
external mycelium (EM) and total number of spores (TNE) of Cucurbita pepo var. pepo.

Variable Testigo InG In2 In7
PSV (g) 5.3bc 4.7c 6.0ab 6.9a
PSR (g) 0.09ab 0.10a 0.08bc 0.06¢
V:R 62.8bc 46.1c 79.8ab 118.0a
W, (MPa) —2.30ab —2.07ab —2.72a —1.75b
CM (%) 0 24.5a 15.3b 20.1b
ME (g ME g_1 suelo) 0 40.3¢ 56.5b 69.8a
NTE (esporas 10 g_1 suelo) 0 355a 232b 170B

Los valores son la media de seis repeticiones * error estdindar. *Medias con letras distintas en una columna

son diferentes (p=<0.05). La simbologfa de tratamientos de inoculacién estin en el texto y el Cuadro 1 <

The values are the mean of six replicates * standard error. *Means with different letters in a column are
different (p=0.05). The symbolism of inoculation treatments are in the text and Table 1.
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hongos nativos (15-20 %). El aumento en la salini-
dad de 3.8 2 4.5 dS m ™! disminuy6 el porcentaje de
CM en todos los tratamientos inoculados con HMA
en 25, 15y 5 % con InG, In2 e In7 (Cuadros 2 y 3).
Ello es similar a lo observado por Al-Karaki (2000)
cuando evalud el efecto de HMA en plantas de Lyco-
persicum esculentum Mill. expuestas a diferentes nive-
les de salinidad, donde un incremento en la conduc-
tividad eléctrica de 4.7 a 7.4 dS m ™! disminuyé en
15 % los porcentajes de colonizacién micorrizica de
F. mosseae.

En las plantas donde la salinidad fue 4.5 dS m ™",
In7 produjo més de 10 mg de micelio externo g~ ' de
suelo, siendo 20 y 14 % mayor que con In2 e InG
(Cuadro 3). Lo anterior podria relacionarse con la
sensibilidad de ciertos HMA ante la condicién salina
del suelo porque la presencia de sales puede afectar su
germinacién y crecimiento, modificando la tasa espe-
cifica de extension micelial (Juniper y Abbot, 2006).

Los HMA nativos de regiones 4ridas o semidri-
das permiten que especies vegetales poco resistentes
al estrés salino mejoren su crecimiento debido a un
aumento en la asimilacién de fésforo, porque los
hongos asociados presentan una mayor produccién
de hifas en el suelo comparado con las cepas proce-
dentes de otros climas (Augé ez a/., 2003; Bhoopan-
der y Mukerji, 2004). En el presente estudio, el In7
de HMA nativos produjo mayor micelio externo en
el suelo que InG e In2 cuando la salinidad fue 4.5
dS m™', y ademés el més efectivo para obtener ma-
yor PSV e incrementar el potencial osmético foliar
(Cuadro 3).

Los inéculos de HMA (In7, In2 e InG) evalua-
dos en este trabajo modificaron de forma variable el
crecimiento, estado hidrico y caracteristicas de mi-
corrizacién (CM, ME y NTE) en el cultivo de C.
pepo var. pepo con o sin estrés. El efecto de los facto-
res abidticos y la asociacién micorrizica en las plan-
tas sometidas a estrés hidrico es complejo; cualquier
cambio ambiental afecta la fisiologia de la planta y
el desarrollo del hongo, por lo cual la respuesta varia
de acuerdo con la composicién de la comunidad de
HMA y la condicién de estrés (Quilambo, 2003; Es-
cudero y Mendoza, 2005; Bucher, 2006).

El andlisis de los resultados indica que los HMA
nativos permiten un mejor crecimiento y balance hi-
drico que la especie fingica procedente de una regién
templada (G. claroideum). De manera similar, en Ci-
trus volkameriana Pasq. se encontré que aislados de
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Native AMF of arid and semiarid regions
allow that plant species little resistant to saline
stress, improve their growth due to an increase in
assimilation of phosphorous, because the associated
fungi have a higher production of hyphae in the soil
compared with strains from other climates (Augé
et al., 2003; Bhoopander and Mukerji, 2004). In
this study, the In7 of native AMF produced more
external mycelium in the soil than InG and In2
when salinity was 4.5 dS m™', and also the most
effective to obtain more SDW and increase leaf
osmotic potential (Table 3).

The AMEF inocula (In7, In2 and InG) evaluated
in this study variably altered growth, water status
and characteristics of mycorrhization (MC, EM,
and TNE) in the cultivation of C. pepo var. pepo
with and without stress. The effect of abiotic factors
and mycorrhizal association in plants subjected to
water stress is complex; any environmental change
affects plant physiology and development of the
fungus, thus the response varies according to the
composition of the community of AMF and the
stress condition (Quilambo, 2003; Escudero and
Mendoza, 2005; Bucher, 20006).

The analysis of results indicates that native
AMEF allow for better growth and water balance
than fungal species from a temperate region (G.
claroideum). Similarly, in Citrus volkameriana
Pasq., it was found that Glomus isolates from
semiarid regions allow plants under stress
conditions to maintain a better water status than
the AMF from temperate environments (Fidelibus
et al., 2001).

CONCLUSIONS

The arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) from
saline fields of the Sonoran Desert decreased the
negative effect of drought stress and salinity in
crops of C. pepo var. pepo, improving growth and
water status of plants compared to AMF from a
temperate region (G. claroideum) and the control.
The isolate composed of two native morphospecies
conferred more benefit to plants exposed to drought
and low salinity, and the inoculum consisting of
seven morphospecies of native AMF was the best
inoculum under high salinity conditions. This
study provides a basis to further investigate the
native AMF of arid and semi-arid regions, for use as
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Glomus procedentes de regiones semidridas permiten
que las plantas en condiciones de estrés mantengan
un mejor estado hidrico que los HMA procedentes
de ambientes templados (Fidelibus ez /., 2001).

CONCLUSIONES

Los hongos micorrizicos arbusculares procedentes
de campos salinos del Desierto Sonorense, disminu-
yeron el efecto negativo del estrés por sequia y sali-
nidad en los cultivos de C. pepo var. pepo, mejorando
el crecimiento y el estado hidrico de las plantas en
comparacién con HMA procedente de una regién
templada (G. claroideun) y el testigo. El aislado com-
puesto por dos morfoespecies nativas confirié mayor
beneficio a las plantas expuesta a sequia y baja salini-
dad, y el inéculo compuesto por siete morfoespecies
de HMA nativos fue el mejor inoculante en condi-
ciones de alta salinidad. Este estudio sirve de base
para aumentar la investigacién de los HMA nativos
de regiones dridas y semidridas, para usarlos como
biofertilizantes en cultivos comerciales en condicio-
nes de baja disponibilidad de agua o salinidad en el
suelo.
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