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Resumen

En la region de Los Tuxtlas, Veracruz, los procesos de deforestacion y fragmentacion de la selva alta
perennifolia afectan de manera general la estructura y funcionamiento de la comunidad de plantas;
dada la relacion de ésta con la comunidad de Hongos Micorrizogenos Arbusculares (HMA) en el
suelo, también pueden verse afectados su composicion, abundancia y potencial de inéculo. Por lo
tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la estructura y el potencial de colonizacion del in6culo de
la comunidad de hongos micorrizégenos arbusculares en fragmentos de selva de diferente tamarfio. Se
seleccionaron tres fragmentos chicos de 3, 5y 7 hectéareas y, dos grandes de 211 y 640 hectareas de

selva alta perennifolia.

Para determinar la estructura de la comunidad de HMA se analizaron la riqueza y abundancia
de esporas en fragmentos chicos y grandes durante la época de secas en 2006. Se colectaron al azar 15
muestras de suelo por fragmento el cual fue mezclado para obtener 15 muestras compuestas para los
chicos y 15 para los grandes. Las esporas fueron aisladas, montadas, cuantificadas e identificadas. Se
identificaron 19 especies pertenecientes a cinco géneros: Glomus, Acaulospora, Archaeospora,
Gigaspora y Scutellospora. Los fragmentos chicos presentaron el mayor nimero de esporas promedio

con 20.14 (+13.86) y los grandes de 19.81 (+ 13.3).

Para evaluar el potencial de in6culo de HMA, se estimo el numero de propagulos infectivos y
su potencial de colonizacién en fragmentos chicos y grandes durante la época de lluvias en 2007. Para
ello, se colectd el suelo de 6 puntos por cada fragmento y fue mezclado para obtener una muestra
compuesta para cada uno de ellos; en total tres muestras para fragmentos chicos y dos para los
grandes. Se aplico el método del nimero mas probable y finalmente se determind el porcentaje de
colonizacion micorrizica. Se aplicé un ANOVA de dos vias para analizar las diferencias entre los

factores (dilucién vy sitio). En promedio se obtuvieron 9 246 (+3 991.7) propagulos en 50g de suelo
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para fragmentos chicos y 12 709 (+3 436.3) para los grandes. Los fragmentos chicos tuvieron un
porcentaje de colonizacion total promedio de 32% (+5.03), mientras que los grandes tuvieron un
porcentaje de 21.67 (+3.36). El andlisis de varianza fue significativo para ambos factores. Los
mayores porcentajes de colonizacion se obtuvieron en suelo sin diluir, mientras que los menores se

presentaron para el suelo més diluido, sin importar el tamafio del fragmento.

Se concluye que el tamafio del fragmento no influye sobre la composicién y potencial de
indculo de HMA 'y que los fragmentos mejor conservados, ain cuando posean una superficie menor,
pueden sostener una gran riqueza de especies de HMA, asi como un alto nimero de propagulos

infectivos y, de potencial de colonizacion.



1. INTRODUCCION

La fragmentacion de la selva alta perennifolia, efecto inmediato de su deforestacion, ha traido graves
implicaciones para este ecosistema dado que ya no es un continuo sino una serie de fragmentos de
diferentes tamafios rodeados de una matriz de condiciones ambientales diferentes a la vegetacion
nativa, lo que trae como resultado alteraciones en las condiciones microambientales internas de los
fragmentos y pérdida de habitat, que se pueden agudizar a medida que disminuye el tamafio de éstos.
Bajo este panorama, la pérdida de la diversidad vegetal y animal, asi como la erosion del suelo y el
disminucion del aporte de materia organica es mayor conforme el tamafio del fragmento disminuye.
Asimismo, los microorganismos del suelo se pueden ver afectados y entre ellos los hongos
micorrizgenos arbusculares (HMA), que estan asociados con las raices de la mayoria de las plantas y
que son de vital importancia para el funcionamiento de los ecosistemas terrestres, ya que a través de sus
hifas extrarradicales aumentan la capacidad de absorcion de nutrientes y de agua requeridos por la

planta para su establecimiento y desarrollo.

1.1 Hongos micorrizégenos arbusculares

1.1.1 Generalidades

Los hongos del phylum Glomeromycota (Schipler et al., 2001) son cosmopolitas ya que se encuentran
en la mayoria de los habitats (Gerdemann y Nicolson, 1963), sin embargo, estdn mas ampliamente
distribuidos y ocurren con mayor frecuencia en los tropicos, de ahi que sea de especial interés

estudiarlos en dichos ecosistemas (Janos, 1980a; Smith y Read, 1997).

Estos organismos son simbiontes obligados que establecen una asociacion con las raices del 90%
de las plantas terrestres, angiospermas, gimnospermas, pteridofitas y briofitas llamada micorriza
arbuscular (Smith y Read, 1997; van der Heijden y Sanders, 2002). Esta asociacion es mutualista

debido a que el balance beneficio-costo es positivo, es decir, los beneficios son mayores que las
5



pérdidas. Por un lado, los hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) exploran a través de sus hifas
extrarradicales el suelo, de tal manera que aumentan la superficie de absorcion de nutrientes por parte
de las plantas, principalmente del fésforo que es relevante por ser un factor limitante en las zonas
tropicales (George et al., 1995; Smith y Read, 1997; Schipler et al., 2001; Redecker, 2008), ademas,
junto con los nutrientes transportan agua que beneficia el estado hidrico de las plantas (Newsham et al.,
1995); por otro lado, son capaces de intervenir en la produccion de hormonas como el &cido absicico y
reducen el dafio en las plantas por patégenos de las raices y herbivoros (Linderman, 1988). A su vez,
los HMA obtienen de las plantas los carbohidratos necesarios para Su supervivencia, asi como un
habitat donde pueden desarrollarse (Allen, 1991; Smith y Read, 1997; Schupler et al., 2001; Redecker,

2008).

Los HMA no forman una estructura especializada de reproduccién, sino sélo estructuras de
resistencia que son esporas asexuales, solas, agregadas, formando esporocarpos (Morton, 1988) o, en
muy pocas ocasiones, dentro de las raices de las plantas; las esporas germinan en el suelo y, al contacto
con una raiz, forman el apresorio que es la estructura que permite penetrar las células corticales de la
planta hospedera sin modificar la estructura radical (Redecker, 2008); las hifas, que carecen de septos,
invaginan el plasmalema de cada célula de la corteza radical y la penetran o producen una estructura
profusamente ramificada Ilamada arbusculo, que es donde se lleva a cabo el intercambio de nutrientes
entre el hongo y la planta. Algunos géneros de HMA forman estructuras de almacenamiento dentro de
las células corticales llamadas vesiculas, las cuales contienen abundantes lipidos (Allen, 1991; Smith y

Read, 1997; Redecker, 2008).

Todas estas estructuras estdn conectadas con un micelio extrarradical que tiene diferentes

funciones (Friese y Allen, 1991), como la formacion de esporas, de hifas corredoras, la exploracién del



suelo y la captacion de nutrientes y agua (Bago et al., 2000; Villegas y Fortin, 2001). Dentro de las
estructuras de los HMA, las esporas, el micelio y las raices colonizadas se pueden considerar sus
propagulos (Biermann y Linderman, 1983; Friese y Allen, 1991; Ritcher et al., 2002). Las esporas,
siendo estructuras de resistencia, pueden tolerar condiciones de estrés como la disminuciéon de
humedad y depredacion por otros organismos del suelo; ademas de dispersarse y colonizar nuevos
habitats gracias a su transporte en el tracto digestivo de algunos insectos, lombrices y roedores (Allen,

1991).

1.1.2 Clasificacién taxonémica

Anteriormente los hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) formaban parte del grupo Glomales
clasificados en el phylum Zygomycota; actualmente se les considera como un phylum aparte, el
Glomeromycota, con cuatro 6rdenes y once familias (Figura 1), con base en el anélisis de la subunidad

pequefia que codifica para el ARN ribosomal (Schipler et al., 2001).

Phylum Glomeromycota
Orden Glomerales
Familia Glomeraceae
Orden Diversisporales
Familia Acaulosporaceae
Entrophosporaceae
Gigasporaceae
Pacisporaceae
Diversisporaceae
Orden Archaesporales
Familia Archaeosporaceae
Appendicisporaceae
Orden Paraglomerales

Familia Paraglomeraceae
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Figura 1. Arbol filogenético de los hongos micorrizgenos arbusculares. 1) Principales grupos
monofileticos del reino Fungi, entre ellos destaca el Phylum Glomeromycota como un grupo separado.
2) Estructura de los cuatro érdenes y familias del Phylum Glomeromycota, entre ellos el reciente orden
Archaesporales y dos nuevas familias dentro del orden Glomerales (Glomus grupos A y B) (tomado de

Schipler et al., 2001).



1.1.3 La relacién planta-hongo micorrizégeno arbuscular: beneficios desde individuo hasta
ecosistema

Ademas de la importancia que tienen estos hongos en la absorcion de nutrientes, los HMA aportan
otros beneficios a los ecosistemas. La resistencia contra el estrés hidrico la logran a través de la
formacion de una extensa red hifal que se forma entre las raices de las plantas y las particulas del suelo,
la cual previene la formacion de claros entre ellas y con ello la pérdida de agua; ademas, las hifas
extrarradicales incrementan la superficie de absorcion de agua, de tal manera que la planta micorrizada
tiene un mejor estado hidrico que las que no tienen HMA, lo cual favorece el establecimiento,
productividad y supervivencia de las plantas en ecosistemas con condiciones limitadas de agua (Augé,
2001). De igual manera, las hifas externas de los HMA contribuyen a la estabilidad del suelo mediante
la secrecién de una proteina Ilamada glomalina que promueve la adhesién de particulas de suelo y la
formacion de agregados (mayores a 250 um) con poros grandes, capaces de retener suficiente agua y
prevenir asi la erosion (Wrigth y Upadhyaya, 1998). Asimismo, los HMA junto con otros organismos
producen compuestos hdmicos que aceleran la descomposicion de minerales primarios y secretan
azUcares capaces de unir granos minerales y homogeneizar particulas finas del suelo, como arcillas y

humus que mantienen la porosidad del suelo (Rillig y Mummey, 2006).

La asociacion HMA-planta, le confiere a esta Ultima una mayor proteccion contra patdgenos
(Linderman, 1988; Newsham et al., 1994; Azcon-Aguilar y Barea, 1996; Filion et al., 1999), es decir,
la planta puede resistir y recuperarse rapidamente del ataque de ciertos depredadores, ademas, los
HMA pueden afectar las comunidades de patdgenos radicales, disminuyendo sus poblaciones, la
cantidad de propagulos infectivos y el grado de colonizacion a través de diversos mecanismos como la

ocupacion de un espacio en la raiz y la produccion de exudados (Barea et al., 2005).



En fechas recientes se ha encontrado que existe un nivel de afinidad fisioldgica entre una especie
de HMA y una especie vegetal, es decir, a pesar de que se sabe que un HMA es capaz de colonizar una
gran cantidad de especies de plantas y una especie de planta puede ser colonizada, a la vez, o en
diferentes fases de su ciclo de vida, por muchas especies de HMA, se ha demostrado que solo cierta
especie de hongo proporciona méas beneficios a una especie determinada de planta y viceversa (Bever,
2002; van der Heijden y Sanders, 2002; Hart et al.,2003). Este hecho explica, en mucho, cémo la
diversidad vegetal esta directamente correlacionada con la diversidad fungica, por lo que factores que
afectan la estructura vegetal pueden afectar también la estructura de la comunidad de HMA,
disminuyendo el numero de especies y cambiando la composicién, siendo esto, a su vez, un factor
determinante para la conservacion de la diversidad vegetal, la variabilidad del ecosistema y la

productividad vegetal (van der Heijden et al., 1998).

1.1.4 Propagulos y potencial de inéculo de la comunidad de HMA

Cuando alguno de los propagulos (esporas, micelio y raices colonizadas) entra en contacto con una raiz
activa y es capaz de colonizarla entonces se desarrolla una colonizacién primaria. Esta capacidad de
dichos propégulos de formar la asociacion micorrizica con las raices de las plantas de un suelo dado, se
denomina potencial de indculo (Brundrett y Abbott, 1995), sin embargo, no todos los propagulos son
igualmente infectivos y efectivos (Klironomos y Hart, 2002). Diversos autores han indicado que el
potencial de in6culo de un sitio esta directamente relacionado con la cantidad de propagulos en el suelo
(Sanders y Sheik, 1983; Walker y Smith, 1984; Franson y Bethlenfalvay, 1989; Kiers et al., 2000), y
han sefialado que conforme se incrementa el nimero de propagulos en el suelo, el nivel de colonizacién
se incrementa y viceversa, que una disminucion en su numero disminuye el nivel de colonizacién

(Carling et al., 1979).
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El potencial de indculo puede ser estimado a través del conteo especifico de los propagulos
presentes en el suelo y de la estimacion de la colonizacion micorrizica en plantas trampa (Nehl et al.,
1999). Comunmente se evalUa el nimero de esporas, sin embargo, no parece ser un indicador suficiente
para medir el potencial de indculo de un suelo, ya que existen especies que no producen esporas y, en
ocasiones, cuando éstas estan presentes se encuentran parasitadas y/o muertas, ademas, a través de su
conteo no se determina el inicio de la colonizacién micorrizica, por lo tanto, no indican el potencial de

indculo real (Abbott y Robson, 1991).

Entre los métodos mas utilizados para evaluar la cantidad de propéagulos se encuentra el del
nimero mas probable de Porter (1979) (Apéndice 1) que consiste en estimar el namero de propagulos
infectivos de un suelo en particular, utilizando una serie de diluciones y valorando la presencia o
ausencia de colonizacién en las raices de la planta trampa en cada una de las diluciones; asi, suelos con
mayor potencial de in6culo presentaran una mayor incidencia de colonizacion aunque el suelo esté
diluido en mas de la mitad, mientras que un suelo con poco potencial de in6culo no mostrara evidencia

de colonizacién adn desde diluciones bajas (Sieverding, 1991).

La disponibilidad y cantidad de los propagulos de HMA, asi como su potencial de indculo estan
influenciados por diversos factores, tales como las condiciones edaficas y microambientales (Pattinson
y Mc Gee, 1997), los disturbios (Jasper et al., 1989 y 1991; Pattinson et al., 1999), la historia de uso
del suelo (Boddington y Dodd, 2000; Menéndez et al., 2001; Oehl et al., 2003), la diversidad vegetal,
asi como la estacionalidad (Smith y Read, 1997; Allen et al., 1998). En particular, es de esperarse que
si la diversidad disminuye, ademas de la densidad de esporas y demas propagulos, también lo haga el
porcentaje de colonizacion micorrizica, por lo que puede inferirse que el potencial de indculo asi como

la efectividad varian segun las condiciones fisicas y practicas de manejo del sitio.
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En general, cuando se presenta algln tipo de disturbio natural o inducido, algunos propagulos
suelen ser mas sensibles que otros. Tanto las raices colonizadas como las esporas son propagulos mas
resistentes al disturbio que los otros propagulos, en el primer caso el micelio se encuentra protegido
dentro de la raiz y, a menos que la planta sea dafiada, dicho micelio sobrevivir; en el segundo caso, al
ser estructuras de resistencia y tolerar condiciones de estrés, las esporas suelen ser la principal fuente
de indculo y la més efectiva para colonizar las raices de las plantas en suelos que presentan algun tipo
de disturbio; en contraste el micelio extrarradical, al ser muy sensible a un proceso de disturbio suele
ser una fuente de colonizacion secundaria (Jasper et al., 1989, 1991; Smith y Read, 1997; Pattinson et

al., 1999).

1.1.5 Factores que influyen en la estructura y potencial de inéculo de la comunidad de hongos
micorrizégenos arbusculares

La comunidad de hongos micorrizdgenos arbusculares (HMA), en especial su composicion, abundancia
y potencial de in6culo, pueden verse influenciados por varios factores, tales como las variaciones
estacionales, la humedad, compactacion y calidad del suelo, y la comunidad vegetal que la sostiene,

entre otros (Molino y Amarantus, 1990).

1.1.5.1 Factores abidticos

Un factor que puede modificar la comunidad de HMA es la luz. En invernadero, la formacion de la
asociacion micorrizica disminuye cuando la incidencia de luz es menor (Tester et al., 1986), esto
debido a que bajo esas condiciones de luz la planta crece menos y no tiene los suficientes carbohidratos

para mantener al hongo.
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En cuanto a la temperatura, diversos autores indican que las especies fungicas evolucionan y se
desarrollan en diferentes ambientes, de tal forma que las especies de HMA se encuentran distribuidas
segun su capacidad de adaptacion. Por lo que, las especies de HMA que se encuentran adaptadas a
ambientes frios, un disparo en la temperatura promovera su germinacion, mientras que si se han
desarrollado en ambientes calidos, un descenso o aumento drastico previo a la época de secas la

inhibird (Koske, 1987; Pawloska y Charvat, 2002).

Monz et al. (1994) reportaron que un incremento de 4°C en la temperatura disminuye la
colonizacion micorrizica en Pascopyrum smithii pero al compararla con Bouteloua gracilis no
encontraron ningin cambio. Asimismo, Gavito et al. (2005) indicaron que el crecimiento de algunas
especies de HMA se encuentra reducido y limitado a temperaturas menores a los 20°C, debido a que el
crecimiento de muchas plantas en ambientes templados y frios también es limitado y, como respuesta,
la transferencia de C al hongo resulta ser reducida. Es evidente que existe un efecto directo de la
temperatura sobre los HMA y que éstos responden de manera diferente a los cambios en esta variable,
sin embargo, Staddon et al. (2002) indicaron la necesidad de estudiar con mas detalle su influencia en
los HMA tomando en cuenta la respuesta del hospedero, asi como otros factores que induzcan cambios

en la comunidad vegetal y fungica.

Las diferencias en pH y en la concentracion de nutrientes también son otros factores importantes
que influyen en el potencial de indculo y en la estructura de la comunidad de HMA. En respuesta al pH
la composicion de HMA puede variar, por ejemplo, se ha reportado la preferencia de especies de los
géneros Gigaspora, Acaulospora y Glomus en suelos acidos que cominmente presentan alta toxicidad
por elementos como el aluminio (Clark, 1997; Sano et al., 2002). En cuanto a los nutrientes P, C y N,
que son esenciales para que las plantas lleven a cabo funciones como la sintesis de aminoacidos, ATP y

azucares, su disponibilidad en el suelo puede afectar a la comunidad de plantas y, por tanto, modificar
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los niveles de colonizacién micorrizica; de esta forma, si el suelo es deficiente en estos nutrientes 0 no
se encuentran disponibles para las plantas, la asociacion micorrizica se incrementara y mejorara la
absorcién de nutrientes para las plantas (Gavito y Varela, 1993; Brundett et al., 1996), en caso
contrario, es probable que la alta disponibilidad de nutrientes en el suelo reprima la colonizacién
fangica debido a que la planta puede tomar directamente del suelo los nutrientes sin tener que asociarse

al hongo.

La distribucion y abundancia de los HMA también se relaciona con cambios en las propiedades
del suelo a diferentes profundidades, es decir, la concentracion de raices y propagulos, asi como los
niveles de colonizacion disminuyen conforme aumenta la profundidad del suelo debido a que la
compactacién del suelo es mayor, la capacidad de intercambio cationico se incrementa y las
concentraciones de P, C y O, disminuyen, impidiendo la supervivencia de los HMA, por lo que es de
esperar que la mayor concentracion de propagulos y colonizacidon micorrizica se encuentren de los 0 a
los 25cm de profundidad, donde las condiciones del suelo son favorables para su desarrollo (Nadian et

al., 1996; Nehl et al., 1999; Diagne et al., 2001; Oehl et al., 2005).

Los disturbios generados naturalmente o por el hombre, pueden también ser factores importantes
que modifiquen la comunidad de HMA. Las erupciones volcanicas son catastrofes naturales que
eliminan los propagulos de HMA debido a las altas temperaturas producidas durante la erupcion, pero,
posteriormente, durante las primeras etapas de sucesion vegetal comienzan a invadir el sustrato
volcanico solidificado y se inicia la colonizacion micorrizica; de hecho, estudios recientes sefialan que
las primeras especies sucesionales pueden ser altamente micotroficas debido a que en las primeras
etapas de la sucesion los suelos son pobres en nutrientes y la asociacién micorrizica representa una
ventaja para la captura de éstos, mientras que las especies que se encuentran en las Gltimas etapas

sucesionales tienen mayor disponibilidad de nutrientes y, por lo tanto, son menos micotréficas (Gemma
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y Koske, 1990; Zangaro et al., 2000).

El fuego puede ser otro factor de disturbio importante que afecta a los HMA, se ha reportado una
disminucion del nimero de propagulos viables y de infectividad por HMA en sitios donde ocurri6 un
incendio con respecto a sitios intactos, ya que con la eliminacion de la cobertura vegetal el suelo se
erosiona rapidamente y con ello los propagulos méas sensibles al disturbio como el micelio y raices

tienden a disminuir (Rashid et al., 1997; Pattinson et al., 1999).

1.1.5.2 Factores bi6ticos

Las variaciones fenolégicas de las plantas, independientemente del sistema de estudio, influyen sobre
la comunidad de HMA del suelo. La actividad micorrizica estd influenciada por la fenologia de la
planta hospedera; durante la época de lluvias, se puede presentar un mayor porcentaje de colonizacion
asi como un menor nimero de esporas (Allen et al., 1998). En particular, en las selvas secas con una
precipitacion muy marcada durante el verano, el nimero de propagulos presentes en el suelo es
afectado, especificamente la cantidad de esporas es menor debido a que germinan mas en esta época
formando nuevas asociaciones con las plantas, por lo tanto, durante esta época se registra la mayor
infeccion y la menor durante secas (Allen et al., 1998); por otro lado, el niUmero de esporas es mayor en
secas ya que funcionan como estructuras de resistencia ante el déficit de agua. En los sistemas
tropicales himedos las variaciones estacionales también influyen en la dinamica de los HMA; en secas
la produccién de esporas es alta y la colonizacion micorrizica baja, mientras que en época de lluvias la
colonizacidon micorrizica suele ser mayor debido a que la germinacién de esporas se ve favorecida por
la disponibilidad de agua, sin embargo su abundancia es menor. Estos hechos implican que la
precipitacion sea un factor determinante en la asociacién micorrizica (Brundett y Abbott, 1994;

Guadarrama y Alvarez-Sanchez, 1999).
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Otro disturbio natural es la actividad depredadora de la fauna del suelo. Existen estudios que
sugieren que el aumento o disminucion de los propagulos en el suelo, asi como el recambio de especies
de HMA entre sitios, se debe a que diversos animales trasladan los propéagulos de un lugar a otro en sus
tractos digestivos 0 en sus extremidades y contribuyen a aumentar la diversidad de HMA en sitios con

caracteristicas microambientales diferentes (Janos 1980b; Ramirez-Gerardo et al., 1997).

Generalmente, entre los disturbios mas importantes se encuentra la eliminacién de cobertura
vegetal nativa para la creacién de campos de cultivo o practicas agropecuarias. Con ello, la pérdida de
suelo también se incrementa (Wiseman y Wells, 2005) y como resultado el nimero de propagulos de
HMA presentes en el suelo tiende a disminuir, asi como su potencial de in6culo, debido a la remocion
de plantas hospederas y a la ruptura del micelio extrarradical de HMA ( Jasper et al., 1989, 1991;
Abbott y Robson, 1991; Boerner et al., 1996; Gould et al., 1996; Requena et al., 1996; Allen et al.,
1998; Richter et al., 2002; Oehl et al., 2003), que es uno de los propagulos méas sensibles al disturbio

(Sylviay Jarstfer, 1992).

1.1.6 La comunidad de HMA de la region de los Tuxtlas

En los sistemas tropicales, la comunidad vegetal estd sometida a disturbios tales como la deforestacion
que, particularmente para la zona de Los Tuxtlas, es un proceso muy comin que se ha dado en los
altimos 40 afios con mayor intensidad, debido a la introduccion de practicas como la ganaderia y la
agricultura (Guevara et al., 2004). Este proceso ha generado la reduccion del continuo de selva en un
mosaico de fragmentos de diferentes tamafios y formas, aislados unos de otros por una matriz de
vegetacion diferente a la original (Mendoza et al., 2005). Diversos autores indican que las principales
consecuencias de este proceso implican cambios en la diversidad y abundancia de especies animales y
vegetales (Scariot, 1999; Laurance et al., 2000; Hill y Curran, 2003; Cagnolo et al., 2006; Laurance et

al., 2006; Arroyo-Rodriguez et al., 2007), al reducir su &rea de distribucion, modificando el tamafio de
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sus poblaciones y aumentando las tasas de extincion local y de migracion (Simberloff y Abele, 1982;

Wilcove et al., 1986, Saunders et al., 1991).

De manera general, los fragmentos sufren una disminucion de la riqueza de especies vegetales y
animales a medida que la reduccion en el continuo de selva es mayor y los fragmentos con menor area
frecuentemente poseen menor riqueza de especies nativas comparados con aquellos que presentan un
area mayor (Santos y Telleria, 2006), esto debido a que un fragmento mas pequefio tiene un mayor
efecto de borde que uno grande. El efecto de borde consiste en una serie de cambios microambientales
alrededor del fragmento a los que ciertas especies, que se encuentran hacia el interior del fragmento no
pueden responder y adaptarse y, por lo tanto, sus tasas de extincién aumentan (Turner, 1996; Santos y

Telleria, 2006).

Dada la relacién planta-HMA, es de esperarse que si la comunidad vegetal es afectada por la
fragmentacion, ésta afecte también a la comunidad de HMA, tanto en su estructura como en su
potencial de indculo. De tal manera que el tamafio puede estar relacionado con la capacidad que tiene
un fragmento para sostener un nimero de especies vegetales determinado y los HMA que estan
asociados a ellas. Sin embargo, poco se sabe sobre la comunidad de HMA en los fragmentos y aun
menos sobre si el tamafio del fragmento tiene alguna influencia sobre éstos, ya que son casi nulos los
estudios que abordan este tema (Mangan et al., 2004). Por lo tanto, el presente trabajo pretende
describir el potencial de indculo, y si éste esté relacionado con la diversidad, riqueza y composicion de

la comunidad de HMA.

Con base en lo anterior, se han planteado en este estudio las siguientes preguntas ¢el potencial de
in6culo de los HMA estéa relacionado con el tamafio del fragmento?, ¢la diversidad y composicion de

morfoespecies de HMA que se encuentran en fragmentos de selva chicos y grandes esta relacionada
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con el potencial de in6culo de dichos fragmentos?

El presente trabajo forma parte de un proyecto denominado “Restauracion ecoldgica en la zona
intertropical: el uso de hongos micorrizégenos arbusculares” apoyado por SEMARNAT-CONACyT-
2002-c01-668, cuyo objetivo general fue conocer la dindmica de los hongos micorrizégenos
arbusculares en comunidades naturales de la selva alta perennifolia de Los Tuxtlas, Veracruz, y su
efecto en el crecimiento y supervivencia de especies vegetales con el objeto de potenciar la

restauracion ecoldgica de ambientes deteriorados.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Estudios sobre potencial de indculo en las selvas

En las selvas tropicales la dinamica de los HMA se encuentra en funcion de distintos factores como la
disponibilidad de agua, la luz, las condiciones edaficas y algunas practicas agropecuarias. Algunos
estudios reportan que durante la época de lluvias el potencial de colonizacion tiende a ser alto, pero la
esporulacion es poco frecuente y la cantidad de propagulos baja, en comparacion con la de secas
(Janos, 1992; Fischer et al., 1994). Adicionalmente, las practicas agropecuarias y otros disturbios
recurrentes como la apertura de claros dentro de la selva, originados por la caida de arboles, pueden

reducir el potencial de inoculo de un suelo (Janos, 1980b).

Desafortunadamente, son pocos los estudios sobre HMA en las selvas tropicales, la mayoria de
los cuales analizan la diversidad y abundancia de esporas de HMA en diferentes ambientes y en
relacion con el tipo de disturbio (Jasper et al., 1991; Ramirez- Gerardo et al., 1997; Guadarrama y
Alvarez-Sanchez, 1999), asi como los efectos de la asociacion sobre la planta hospedera (Allen et al.,
2003; Guadarrama et al., 2004b; Alvarez-Sanchez et al., 2007). No existen estudios que analicen el

potencial de inéculo de los HMA en este ecosistema.

En la selva tropical de Panama, Kiers et al. (2000) analizaron el efecto del in6culo proveniente
de la selva intacta sobre el crecimiento y supervivencia de especies nativas. Realizaron tres
experimentos haciendo crecer seis especies de arboles nativos de la selva a partir de semillas, con
diferentes historias de vida, pioneras Luehea semannii y Ochroma pyramidale y persistentes,
Anacardium excelsum, Dipterix panamensis, Licania platypus y Theobroma cacao. Todas fueron
inoculadas con fragmentos de raices de individuos adultos de las mismas especies, asimismo, se
tuvieron individuos sin ningdn tipo de in6culo como control. En el primer experimento, semillas de A.

excelsum y D. panamensis fueron inoculadas con inéculo de cada uno de ellos y observaron la
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presencia de las principales estructuras fangicas. Posteriormente realizaron el bioensayo del nimero
mas probable para obtener el nimero de propagulos infectivos y comparar el potencial de in6culo de
los diferentes indculos; reportaron valores de 780 a 23 054 propagulos infectivos para el indculo de A.
excelsum y de 2 305 a 4 922 propéagulos infectivos para el de D. panamensis.. De igual manera, en el
segundo experimento L. semannii y O. pyramidale fueron inoculadas para probar diferencias en
colonizacion y supervivencia. En el tercer experimento se expusieron semillas de T. cacao y L.
platypus a los seis in6culos con el fin de analizar el efecto de éstos sobre el crecimiento de las semillas.
De manera general, reportaron dependencia de las semillas a la micorrizacién en los tres experimentos;
de igual manera encontraron una mayor colonizacion por HMA cuando las raices de las diferentes
especies fueron expuestas a su mismo indculo. Se obtuvieron diferentes patrones de crecimiento
dependiendo de la fuente de indculo de HMA. Sin embargo, en las seis especies, el mayor crecimiento
no correspondid a su mismo indculo y en el caso del primer experimento, el crecimiento de las semillas
no estuvo relacionado con la cantidad de propagulos de los indculos respectivos. De tal manera que el
crecimiento y supervivencia de las seis especies de plantas respondieron de manera diferente segun la

procedencia del inéculo.

Zhang et al. (2004) analizaron la riqueza y abundancia de esporas de HMA en &reas de selva
intacta y areas deforestadas en la regién suroeste de China. Reportaron 44 morfoespecies de los géneros
Glomus, Acaulospora, Entrophospora y Archaeospora, 34 de las cuales fueron encontradas en ambos
sitios, sin embargo la riqueza fue mayor en los sitios deforestados que en la selva, 5.3+0.3 especies en
100 g de suelo seco y 4.1+0.2 en 100 g de suelo seco, respectivamente. No obstante, no se encontraron
diferencias significativas en la abundancia de esporas, 284+50 esporas en 100 g de suelo para la selva
y 349+37 esporas en 100 g de suelo para los sitios deforestados. Estos datos indican que el proceso de
deforestacion no afecta la composicién y densidad de esporas de HMA, sino que incrementa la riqueza

de especies de HMA significativamente, debido a que en estos sitios la cantidad de herbaceas es mayor
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que en la selva y estas plantas hospederas suelen establecer una relacion mas estrecha con los HMA
que con los arboles, ademas, algunas propiedades del suelo se ven alteradas, como la humedad que
tiende a disminuir y la temperatura a incrementarse, bajo estas circunstancias estresantes la produccion

de esporas es mayor.

Lovelock y Ewel (2005) analizaron la relacion entre la diversidad fungica y vegetal en ambientes
perturbados de la selva tropical en Costa Rica. El objetivo de este estudio fue evaluar si la diversidad
de las especies vegetales hospederas afecta a la comunidad de HMA y si ésta tiene alguna relacion con
la asimilacién de los recursos (P) por parte del hospedero y por tanto de la productividad del
ecosistema. Para ello, se estudiaron muestras de suelo de parcelas previamente establecidas en una
plantacién de cacao abandonada, donde fueron establecidos monocultivos y policultivos de diferentes
especies de arboles y se obtuvo la riqueza y abundancia de HMA. Ademas realizaron un anélisis de
correlacion entre la diversidad de HMA y las variables de Productividad Primaria Neta (PPN) y la
cantidad de fésforo 1abil. Respecto a la diversidad de HMA se encontraron 16 morfoespecies de los
géneros Glomus, Acaulospora y Scutellospora con un total de 3065 esporas viables. Se encontrd un
numero promedio de esporas similar entre monocultivos y policultivos, de 25.3+1.7 esporas en 50 g de
suelo. Asimismo, la riqueza fue similar en ambas practicas, 4.17+ 0.22 en 50 g de suelo para
policultivos y 4.00+0.21 en 50 g de suelo en monocultivos. Sin embargo, esta minima diferencia radica
en la composicion de especies vegetales de las parcelas, quienes determinaron la composicion de la
comunidad de HMA, por ejemplo, en el caso del policultivo, las especies de HMA mas y menos
abundantes fueron A. spinosa y A. morrowiae, con 47 y 23% del total del nimero de esporas presentes
en cada sistema, en contraste, en el monocultivo la abundancia de estas especies es del 12 y 57%
respectivamente, lo que indica que la abundancia de esporas de HMA también puede estar influenciada
por la especie hospedera. Por otra parte, en los policultivos la PPN se incrementa conforme la

diversidad de HMA aumenta, mientras que en los monocultivos la PPN es alta ain cuando la
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diversidad es menor. Se indica que la alta diversidad de HMA reduce la competencia entre los
hospederos, lo cual, permite que estos mejoren su productividad. En cuanto a la relacion entre la
diversidad de HMA y el P, no se encontraron diferencias significativas. Estos datos muestran una
primera aproximacion de la relacion entre la diversidad vegetal y la de HMA y que ésta Ultima esta

influyendo la PPN de la selva tropical de Panama.

2.1.1 Estudios sobre potencial de inoculo en las selvas en México

En México, Allen et al. (1998) realizaron un estudio en la selva baja caducifolia de Chamela, Jalisco,
durante diferentes épocas para determinar la actividad micorrizica en este ecosistema y en diferentes
ambientes sometidos a perturbacion; claros hacia el interior de la selva producto de la caida de los
arboles y areas que fueron convertidas en pastizales. Para ello, obtuvieron la diversidad de HMA, el
numero de esporas Yy el porcentaje de colonizacion micorrizica de la rizésfera en los diferentes sitios y
en tres épocas del afio, secas, lluvias e invierno. Tanto el porcentaje de colonizacién (85%) como la
densidad de esporas (12 esporas/g de suelo) fueron altos durante la época de lluvias (julio) en
comparacion con las de las otras épocas. La abundancia de esporas dependi6 del suelo de procedencia;
la mayor abundancia (28 g™ de suelo) se registré en suelos rojos y la menor en los amarillos (3-9 g™ de
suelo); lo contrario sucedié con la riqueza, los suelos amarillos presentaron trece especies y 10s rojos
sOlo seis, del total de quince. Tanto el porcentaje de colonizacion como la densidad de esporas no
fueron diferentes entre claros y el interior de la selva. En cuanto a los pastizales, los porcentajes de
colonizacién variaron entre el 23 y 46%, mientras que la cantidad de esporas fue baja, de 1.5 a2 2.8 g™*
de suelo. Aun cuando la esporulacion fue alta durante lluvias, una vez que llega la época de secas pocas
esporas sobreviven y, por lo tanto, el potencial de indculo tiende a ser bajo durante esta época. Sin
embargo, se piensa que las raices colonizadas pudieron contribuir a mantener el potencial de in6culo
durante esta época y que las esporas podrian funcionar como estructuras dispersoras capaces de iniciar

una nueva asociacion micorrizica en sitios perturbados.
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Recientemente, en la selva baja caducifolia de la regién de Nizanda, Oaxaca, Guadarrama et al.
(2008) evaluaron el potencial de inoculo de suelos con diferentes edades de abandono, utilizados
previamente para la agricultura. Para ello, obtuvieron el porcentaje de colonizacion micorrizica, las
densidades de los principales propagulos de HMA, esporas y micelio extrarradical para cada parcelay,
por ultimo, realizaron la técnica del niUmero mas probable para obtener la cantidad total de propagulos
en el suelo de cada parcela. Los porcentajes de colonizacion total promedio van del 29.3% (+5.3) en la
parcela con 14 afios de abandono a 69.3% (+10.1) para la de 27 afios. En cuanto a las esporas, menos
del 50% fueron viables, con concentraciones promedio que van de 18.1 en 100 g de suelo (+2.8) en la
parcela con 7 afios de abandono a 35.5 en 100 g de suelo (+3.8) en la parcela con 10 afios. Asimismo,
s6lo el 40% de la cantidad total promedio de micelio fue viable con longitudes de 2.96 m g™ de suelo
seco (+9.661) para la parcela con 25 afios y de 8.57 m g™ de suelo seco (+0.468) para la de 1 afio. El
menor namero total de propagulos fue de 4 para la parcela de 27 afios, mientras que el mayor fue de
421 para la de 18 afios. Las cantidades de los diferentes propagulos no muestran una relacion clara con
la edad de abandono; las areas con mayor edad de abandono, 25 y 27 afios tienen las densidades mas
bajas de propagulos infectivos y micelio viable, sin embargo, se reporté el mayor porcentaje de
colonizacién en la de 27 afos; en cuanto a las parcelas con edad media de abandono, 10 y 18 afios
tuvieron la mayor cantidad de esporas y de propagulos infectivos, respectivamente, mientras que la de
14 presentd el menor porcentaje de colonizacion. En cuanto a las parcelas mas jovenes, la de 1 afio tuvo
la mayor cantidad de micelio viable y la de 7 la menor cantidad de esporas. Estos datos sugieren que en
la region de Nizanda, Oaxaca, las practicas agricolas no influyen de manera negativa sobre el potencial
de indculo del suelo. Los cambios en el potencial de indculo son atribuidos a otros factores como la luz,
las condiciones edéficas, la compactacion del suelo, asi como la composicion y distribucion de las

especies de HMA.
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2.2 Estructura de la comunidad de hongos micorrizégenos arbusculares en fragmentos de
selva de diferente tamafio

El impacto de la fragmentacion sobre la comunidad de HMA ha sido poco estudiado y menos aun sobre
la calidad de su in6culo en la selva alta perennifolia. EI Unico estudio fue realizado en Panama por
Mangan et al. (2004), ellos evaluaron la importancia e influencia de la escala espacial y el tamafio de
los fragmentos, asi como la distancia que los separa entre si sobre la composicion de la comunidad de
HMA. Realizaron un muestreo de esporas de HMA de suelo proveniente del bosque hacia el interior
del continente y en islas que se encontraban en los alrededores del Lago Gatun, en dos tamarios, chico y
mediano, con el fin de comparar la diversidad y riqueza de HMA. En este estudio observaron que los
sitios dentro del continente fueron similares entre si, en términos de la identidad de las esporas y su
abundancia, ain cuando estuvieran alejados unos de otros a mas de 1 km; sucedié lo mismo entre las
islas, sin importar que tuvieran diferentes tamafios y la separacion geogréafica entre ellas. Sin embargo,
al comparar la composicion entre las zonas del continente e isla, se registraron abundancias diferentes
dependiendo del sitio y de la especie de HMA, Glomus ““tsh” y G. clavisporum tuvieron un mayor
numero de esporas en los sitios continentales, mientras que en los insulares, Acaulospora mellea y
Glomus “brown” fueron las méas abundantes. Este hecho puede ser indicador de que la funcionalidad
de las especies de HMA puede variar en términos de los fragmentos grandes (continentales) y los
chicos (islas), sobre todo si se considera que el potencial de indculo depende del nimero de esporas,

ademas de la especie de que se trate.
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2.2.1 Estructura de la comunidad de hongos micorrizdgenos arbusculares en la region de Los
Tuxtlas

En la selva alta perennifolia de Los Tuxtlas, no se han llevado a cabo estudios sobre el impacto de la
fragmentacion en la comunidad de HMA, las pocas referencias al respecto s6lo se han basado en
analisis sobre las formas, tamafios, distribucion (Mendoza et al., 2005), microclima, estructura de la
vegetacion y composicion floristica de los fragmentos y sus bordes (Williams-Linera et al., 1998;
Arroyo-Rodriguez y Mandujano, 2006; Arroyo-Rodriguez et al,. 2007) y apuntan a que la
fragmentacion de la selva esté afectando negativamente a la comunidad de plantas nativas. En general,
estos estudios sugirieron la importancia de conservar aquellos fragmentos mas grandes y continuos de

selva ya que tienen mayor diversidad y mas especies vegetales nativas.

En el caso de los HMA, no existen estudios que indiquen que el proceso de fragmentacion que es
comun en esta zona, influya sobre su estructura y por consiguiente, si el tamafio del area de estos
fragmentos tiene alguna implicacion en la calidad del in6culo. Los estudios realizados hace algunos
afios en la selva alta perennifolia se basaron en el analisis de la composicion de especies de HMA, a
partir de sus principales propégulos, las esporas. La informacion generada proviene de sitios como
fragmentos de selva intacta o madura, claros, pastizales, asi como en el area de borde (area limite entre
la selva y pastizal, con diferentes condiciones microambientales) y bajo arboles remanentes que se
encuentran dentro de los potreros. Entre los resultados generados se reportaron 18 morfoespecies de los
géneros Acaulospora, Glomus, Gigaspora y Scutellospora; la mayor riqueza de especies se encontrd en
los fragmentos de selva durante la época de secas comparada con la de lluvias, asimismo, el nimero de
esporas también se incremento durante secas a mas de 200 esporas en 100 g de suelo y menos de 50 en
100g de suelo durante lluvias. En el caso de la produccidon de raices, sucede lo contrario, ésta es mayor
en lluvias (0.1 g m™) y menor en secas (0.01 g m™). Estos resultados indican que en los fragmentos de

selva, la estacionalidad puede determinar una mayor riqueza de especies y un alto nimero de esporas
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durante secas, pero menor produccion de raices. Sin embargo, la mayor abundancia de esporas se
encontr6 en pastizales que son sitios con mayor perturbacion, a la que los HMA tienen mayor
tolerancia debido a la dominancia de pastos que promueve una afinidad méas estrecha con éstos

(Guadarrama y Alvarez-Sanchez, 1999).

También se analizé la colonizacion de raices de la palma Astrocaryum mexicanum por HMA en
claros de la selva y en dosel cerrado, durante lluvias y secas. La mayor colonizacién se reportd durante
lluvias en claros y dosel, con mayor presencia de vesiculas en claros y mas arbusculos en dosel.
Algunos factores que influyeron en estos resultados fueron la luz, la disponibilidad de P y la
competencia por los nutrientes, N y P. En los claros la incidencia de luz fue mayor dado el disturbio,
mientras que la competencia por los recursos fue menor, por lo que se registré6 mayor porcentaje de
vesiculas como estructura de almacenamiento de nutrientes indispensables para la supervivencia de la
palma; en el dosel tanto la incidencia de luz como la disponibilidad de los recursos fue menor, por lo
que la competencia por éstos es mayor entre las especies vegetales asi como para la palma, de tal
manera que la colonizacién por los HMA puede incrementar la absorcion de nutrientes y disminuir la

competencia (Nufiez-Castillo y Alvarez-Sanchez, 2003).

En pastizales, los arboles remanentes juegan un papel importante como sitios que pueden
mantener la riqueza y abundancia de HMA, debido a que el microambiente e interacciones bidticas
bajo ellos son adecuadas para el desarrollo de los HMA, sin embargo, existen otros factores como la
competencia, la precipitacion y las condiciones edaficas que pueden influir en la composicion de la
comunidad de HMA, asi como en la colonizacién de las especies vegetales que estan bajo los arboles
remanentes (Ramirez-Gerardo et al., 1997). En general, se observd una mayor colonizacion y una
menor produccién de esporas durante la época de secas debido a la disminucién de recursos en el suelo,

principalmente de fosforo y agua, por lo que es probable que los arboles remanentes no influyan
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negativamente sobre el potencial de indculo de estos hongos y, por tanto, la comunidad de HMA que se
encuentra bajo ellos puede tener implicaciones importantes en la dindmica sucesional de la vegetacion.

(Ramirez-Gerardo et al., 1997).

Por otro lado, existen estudios en esta region en los que se ha encontrado que las plantulas
nativas de la selva, tanto pioneras como persistentes responden de manera diferente ante la inoculacion
con HMA dependiendo de sus historias de vida, asi como de otros factores que son determinantes para
su supervivencia como la luz y disponibilidad de nutrientes, principalmente fésforo, como se ha estado
sefialado. Asimismo, se ha determinado que la asociacién micorrizica con las plantas nativas tiene un
efecto en la regeneracion de la selva, que puede ser positivo o negativo, dependiendo de la historia de
vida de la especie vegetal (Sanchez-Gallen, 1999; Sanchez-Gallen y Guadarrama, 2000; Sanchez-

Gallen y Guadarrama, 2003; Guadarrama et al., 2004 a y b; Pefia-Becerril, 2005; Quiroz-Ayala, 2006).

Recientemente, se llevd a cabo un estudio en esta regién, apoyado por la Global Enviromental
Facility (Varela et al., 2008). El propoésito de este trabajo fue determinar si los diferentes cambios en el
uso de suelo a los que ha sido sometida la selva alta perennifolia de Los Tuxtlas afectan la diversidad
de HMA. Para ello, seleccionaron tres sitios (ventanas) de la reserva de la biosfera de Los Tuxtlas de
acuerdo al grado de disturbio en términos de su cobertura vegetal. EI primero presentd 75% de
cobertura de selva alta perennifolia, el segundo 50% de bosque meso6filo de montafia y la Ultima
ventana 25% de selva alta. Se tomaron muestras de suelo correspondientes a cuatro usos de suelo: selva
nativa, agroforestal, pastizales y milpa. Las esporas de HMA fueron separadas, identificadas y
cuantificadas. En total obtuvieron 59 especies de HMA de los géneros Glomus, Acaulospora,
Scutellospora y Gigaspora. Se encontraron 40 especies en la primera ventana, 54 en la segunda y 45 en
la tercera. Respecto a los usos de suelo, la selva present6 43 especies, el agroforestal 42, el pastizal 44

y la milpa 50. Estos resultados sugieren una alta diversidad de HMA en la regiéon de Los Tuxtlas e
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indican que el cambio en los usos de suelo afecta la abundancia y riqueza de estos hongos. Tanto la
selva como el bosque fueron los sitios con menos esporas, mientras que la milpa y los pastizales
tuvieron el mayor nimero de esporas, lo cual atribuyen a que en estos ultimos sitios las condiciones
microambientales son mas estresantes, la alta intensidad de luz y las elevadas temperaturas propician
una mayor esporulacion, mientras que en los sitios con mayor cobertura vegetal como la selva y el
bosque, las condiciones microambientales suelen ser mas estables y, por lo tanto, los HMA tienden a

esporular menos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el potencial de colonizacion del in6culo de hongos micorrizogenos arbusculares en fragmentos
de diferente tamarfio de vegetacion de la selva alta perennifolia de Los Tuxtlas, Veracruz y establecer su

relacion con la estructura de la comunidad de HMA respectiva.

3.2 Objetivos particulares

a) Describir la relacién entre el potencial de in6culo y la diversidad, riqueza y composicion de HMA en
fragmentos chicos (<10 ha) y grandes (<100 ha).

b) Estimar el porcentaje de colonizacidén micorrizica en fragmentos de selva chicos y grandes.

c) Estimar el nimero de propagulos infectivos para cada uno de los fragmentos.

4. HIPOTESIS
Se espera que los fragmentos de menor area al presentar un mayor efecto de borde y menor cobertura
vegetal, decrezcan en riqueza, diversidad y nimero de propagulos, comparados con los fragmentos de

mayor areay, por lo tanto, su potencial de indculo sera, también, menor.
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5. METODOS

5.1 Area de estudio

La Reserva de la Biosfera “Los Tuxtlas”, se encuentra al SE del estado de Veracruz, entre los 18°05” y
18°45 de latitud norte y los 94°30’y 94°35’ de longitud oeste. Cuenta con un area de 155 122 hectareas
y tiene una altitud maxima de 1780 msnm.; a altitudes menores a los 700 m la vegetacion predominante
es una selva alta perennifolia (Castillo-Campos y Laborde, 2004) (Figura 2). Su configuracion espacial
consiste en numerosos fragmentos de forma irregular y de diferentes tamafios (desde <1.0 ha hasta
>100 ha) (Mendoza et al., 2005), rodeados por una matriz compuesta de pastizales y campos de cultivo

ocasionada por la acelerada deforestacién producida entre 1970 y 1990 (Guevara et al., 2004).
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Figura 2. Localizacion de la Reserva de la Biosfera de Los Tuxtlas en el estado de Veracruz. Imagen
satelital tomada de Garcia et al. (2005).
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5.1.1 Clima

Para la region de Los Tuxtlas se reporta un clima de tipo calido himedo Af (m) con lluvias en verano,
con una precipitacion total promedio anual de 4 700 mm (Soto y Gama, 1997). Durante el periodo de
secas que va de marzo a mayo, la precipitacion total promedio al mes es de 100 mm, mientras que en la
época de lluvias, que abarca de junio a octubre, es de 486 mm mensual (Lot-Helgueras, 1976). La
temperatura media anual es de 24.3° C, con una maxima de 32.18 y una minima de 16.4° C, con una
oscilacién media de 6° C (Soto y Gama, 1997). Entre los meses de noviembre y febrero, la zona es
afectada por “nortes”, vientos provenientes del Golfo de México, desde el norte de Estados Unidos y
sur de Canada, con velocidades de 80-100 km/h, acompafiados del aumento de la precipitacion y de

descensos rapidos en la temperatura (Soto y Gama, 1997).

5.1.2 Suelo

Los suelos de la region son producto de la alteracién de materiales volcanicos expulsados por los
volcanes de San Martin Pajapan, San Martin Tuxtla y el de Santa Marta desde hace alrededor de 1000
afios (Nelson y Gonzalez-Caver, 1992) y que muestran horizontes pocos desarrollados y varian en el
contenido de materia organica (Chizon, 1984). Las condiciones ecogeogréaficas de la zona han dado
origen a una diversidad importante de suelos, entre ellos se encuentran luvisoles, acrisoles, andosoles,

feozems y vertisoles (Campos, 2004).

Predominan los suelos arcillosos hacia la parte sur y suroeste del volcan de Santa Marta que
corresponde a la zona geoldgicamente mas antigua; hacia la vertiente norte y noroeste, que es méas
humeda, los suelos presentan una textura franco arcillo-limosa y franco-limosa. Los suelos que tienen
influencia del volcan San Martin presentan una textura franco arcillo arenosa, franco arcillosa y franca,
que corresponden a la zona geoldgica mas reciente (Campos, 2004). Los suelos de la regidon son de

colores rojo, rojo amarillento, pardo, pardo obscuro, pardo amarillento que es el mas comun y pardo
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grisaceo.

Son suelos &cidos (pH 6.1-6.5) con altos contenidos de materia organica, nitrogeno y cationes
intercambiables, sodio y potasio (Flores-Delgadillo et al., 1999; Somer-Cervantes et al., 2003). Hughes
et al. (1999) reportaron para los suelos de la regién de Los Tuxtlas que el contenido de P se encuentra
en el intervalo de 5 a 140%, con concentraciones de aproximadamente 107 Kg ha™, producto de la
gran cantidad de materia organica contenida en el suelo; en cuanto a la concentracion de C en el suelo,
se reportan de 1.3 a 6.2%, a profundidades que van desde los 0 a los 100 cm para sitios nativos.
Campos (2004), indic6 un porcentaje del 4 al 6% de carbono organico correspondiente a los sitios

nativos.

Respecto al contenido de N en el suelo, las concentraciones van de 0.1% en suelos profundos a
0.6% en los horizontes superficiales. La relacién C/N es de 10:6, igual en todos los sitios y a la misma
profundidad (Hughes et al., 1999). Hughes et al. (1999) indicaron que estos valores son muy altos
comparados con los reportados en otros estudios para zonas tropicales (Sanchez, 1989) y que esto se
debe a las propiedades del suelo anteriormente mencionadas y al pH que va de neutro a &cido, al
relativamente alto contenido de arcillas y a la alta capacidad de intercambio catiénico. Por otro lado,
los suelos mas fértiles se encuentran en los alrededores del volcan de San Martin Tuxtla, sin embargo,
en la mayoria de ellos la vegetacion original ha sido removida para convertirlos en campos de cultivos
y potreros, por lo que presentan problemas de compactacion y erosién causados principalmente por la

ganaderia (Campos, 2004).

32



5.1.3 Vegetacion

En la Reserva de la Biosfera de Los Tuxtlas se distinguen nueve tipos de vegetacion: selva alta
perennifolia, selva mediana perennifolia, selva baja perennifolia inundada (sensu Rzedowski, 1978),
bosque mesdfilo de montafia, bosque de pino, bosque de encino, sabana, manglar y dunas costeras
(Castillo-Campos y Laborde, 2004). Sin embargo, el tipo de vegetacion predominante es la selva alta
perennifolia (Miranda y Hernandez-X., 1963), que se encuentra distribuida en fragmentos de diferente

tamafio desde el nivel del mar hasta los 700 m de altitud.

Su dosel se caracteriza por ser denso y cerrado con alturas de mas de 30 m, la mayoria de los
arboles tienen contrafuertes amplios. Entre las especies que destacan se encuentran: Nectandra
ambigens, Ocotea uxpanapana, Brosimum alicastum, Poulsenia armata, Ficus yoponensis, Bursera
simaruba y Omphalea oleifera. Bajo el dosel crecen especies arboreas de menos de 20 m de altura,
como son Pseudolmedia oxyphyllaria, Pleuranthodendron lindenii, Pimenta dioica, Rheedia edulis e
Inga pavoniana, por mencionar algunas (Castillo-Campos y Laborde, 2004). El sotobosque en su
mayoria estd representado por palmas como Astrocaryum mexicanum, Chamaedorea tepejilote y
Bactris baculifera (Castillo-Campos y Laborde, 2004). Otras formas son las lianas (bejucos), epifitas y
hemiepifitas. Algunas especies que prosperan en claros formados por la caida de algin arbol son:
Cecropia obtusifolia, Heliocarpus appendiculatus, Myriocarpa longipes y Urera caracasana (Castillo-

Campos y Laborde, 2004).

Esta gran diversidad vegetal de la selva ha sido reemplazada gradualmente por la vegetacion de

los potreros y la de las zonas agricolas, como el maiz, el café y otros cultivos (Castillo-Campos y

Laborde, 2004).
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5.1.4 Sitios de colecta

Se eligieron tres fragmentos chicos y dos grandes de selva alta perennifolia en funcién de las
posibilidades de acceso y trabajo. Estos se localizan dentro de la Reserva hacia el noreste de Catemaco,
con altitudes que van desde los 100 hasta los 1100 msnm (Geissert, 2004) y representan una superficie
total de 866 hectareas (Figura 3). Sus principales caracteristicas se muestran en el cuadro 1. Cabe
destacar que en el fragmento mas grande se encuentra ubicada la Estacion de Biologia Tropical “Los
Tuxtlas” perteneciente a la Universidad Nacional Autbnoma de México, manejada por el Instituto de
Biologia de la misma institucion, que desde 1967 se encuentra bajo la proteccién de la Universidad

Nacional Auténoma de México y gran parte de su terreno nunca ha sido manejado ni talado.

95° 08’ 95° 01’
18° 37

=

18° 33’

18° 33’

95° 08’ 95° 01

Figura 3. Ubicacion de los fragmentos de estudio dentro del area de la Reserva. (Modificado de la
Carta topogréfica de INEGI, clave el5 a63; La Nueva Victoria escala 1: 50 000).
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Cuadro 1. Caracterizacion de los sitios de colecta (Sdnchez-Gallen et al. en prep.)

Superficie Edad de
delos o . : .
f Localizacion aislamiento Riqueza vegetal Suelo
ragmentos ~
(afios)
(ha)
. . : No. de Especies més P en partes
Chicos Latitud norte Longitud oeste L pH por millén
especies abundantes
(ppm)
Poulsenia armata,
18°34'30.28" y 95°04'1.69" y Dendropanax
3 18°34'40.71” 95°03'55.91" 20 62 arboreus y Psychotria 59(£007) | 5(x1.29)
chiapensis
) " , " Piper sanctum,
18°35'12.44" y 95°03' 36.31" y . ;
5 , . ) " 20 51 Myriocarpa longipes y | 5.8 (+ 0.05) 7 (+1.23)
18°35'13.71 95°03'32.92 Omphalea oleifera
Trophis mexicana,
18°30'21.03" y 95°06'42.09” y Dendropanax
7 18936'12 37" 95°06'1.13” 20 57 arboreus y Omphalea 6.1 (+0.07) | 11 (+2.26)
oleifera
Grandes
Astrocaryum
' " ' " i , Trophis
18°35'54.34" y 95°05'41.54" y mexicanum
211 ) " , . 20 114 mexicana y 6.2 (+0.10) | 15 (+2.74)
18°36'8.38 95°05’30.52 Pseudolmedia
oxyphyllaria
Astrocaryum
18°34'46.56" y 95°07'06.43" y mexicanum,
640 18935'14 28" 95004'31.14" 20 117 Cgﬁgﬁgggrja 58(+0.03) | 7(+1.28)

Brosimum alicastrum.
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5.2 Trabajo de campo

Se realizaron dos muestreos, el primero de ellos en la época de secas, durante el mes de marzo de 2005
ya que durante esta época se ha observado que esporula una mayor proporcion de especies de HMA en
comparacion con la de lluvias (Janos, 1995; Ramirez-Gerardo et al., 1997; Guadarrama y Alvarez
Sanchez, 1999) y es posible extraer la mayor cantidad de morfoespecies y caracterizar, de manera mas
precisa, la estructura de la comunidad de HMA, en los fragmentos chicos y grandes seleccionados para
el estudio. Para ello se colectd aleatoriamente suelo de 15 puntos en cada uno de los fragmentos
teniendo un total de 45 puntos para los fragmentos chicos y 30 para los grandes. Las muestras fueron
tomadas de los primeros 20 cm de profundidad, donde se encuentra la mayor parte de las raices finas
colonizadas (Sanchez-Gallen y Alvarez-Sanchez, 1996; Diagne et al., 2001). Las muestras
correspondientes a los fragmentos chicos y grandes por separado, fueron mezcladas y colocadas en
bolsas de plastico. Una vez en el laboratorio fueron puestas a secar a temperatura ambiente,
posteriormente se tamizaron con una malla de 5 mm para eliminar restos de raices gruesas, materia
organica y rocas, y se pesaron 15 muestras de 50 g de suelo seco de cada categoria de fragmento. Este
suelo se utilizd para extraer esporas y asi caracterizar la comunidad de HMA de fragmentos chicos y
grandes, en su conjunto. De esta forma, se obtuvieron dos grupos de datos, aquéllos pertenecientes a los

fragmentos chicos y los de los fragmentos grandes.

El segundo muestreo se realizd en lluvias, durante septiembre de 2006. En esta época, se puede
evaluar el méximo potencial de indculo de HMA dadas las condiciones de alta disponibilidad de agua
en el suelo que promueven la germinacion y desarrollo de las esporas y demas propagulos, asi como su
éxito de colonizacion (Guadarrama y Alvarez-Sanchez, 1999). Se extrajo aleatoriamente suelo de
quince puntos de cada uno de los fragmentos, contando con un total de 18 muestras para los fragmentos
chicos y 12 para los grandes. Cada una de las muestras fue colectada de los primeros 20 cm de

profundidad y colocada dentro de bolsas de plastico; ya en el laboratorio se pusieron a secar a
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temperatura ambiente. Este suelo se utiliz6 para estimar el nimero méas probable de propégulos para

cada uno de los fragmentos.

5.3 Invernadero

Las seis muestras obtenidas para cada fragmento correspondientes al mes de septiembre de 2006 se
homogeneizaron y tamizaron con una malla de 2 mm de apertura, obteniendo una muestra compuesta
de 5 kg de suelo seco para cada fragmento (en total cinco muestras compuestas, una por cada
fragmento). Posteriormente, se extrajo una submuestra de 125 g de cada muestra compuesta para
estimar el nimero de propagulos infectivos de hongos micorrizogenos arbusculares (HMA). Para ello,
se aplico el método del nimero mas probable de acuerdo con Porter (1979), un bioensayo en
invernadero que consiste en inocular sorgo (Sorghum vulgare) con una solucion de suelo problema y
que al cosechar permite estimar la infeccion micorrizica primaria (Apéndice 1). El suelo de cada
fragmento fue diluido con arena estéril, de esta manera se tuvieron nueve diluciones mas el control
(dilucién “0”) y cinco réplicas por cada una, es decir, 50 plantas por fragmento y 250 en total. Se
realiz6 en enero de 2007, en el invernadero de la Facultad de Ciencias, UNAM, controlando las
variables de temperatura y humedad durante siete semanas que dur6 el experimento. En promedio, la
temperatura se mantuvo entre los 18 y 20° C, mientras que la humedad relativa fue de entre el 49 y
52%. Este bioensayo requiere de un periodo corto de tiempo para que se lleve a cabo la colonizacion
primaria (Plenchette et al., 1989), por lo que después de siete semanas, las raices ubicadas en la zona
del suelo diluido fueron cosechadas y lavadas con agua corriente y, por ultimo, colocadas en celdas

histoldgicas para su posterior tincién (Ramos-Zapata et al., 2008).
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5.4 Trabajo de laboratorio

5.4.1 Extraccion, abundancia e identificacion de esporas

Como se mencioné anteriormente del suelo del primer muestreo se extrajeron las esporas siguiendo la
técnica de tamizado humedo, decantacion y de gradientes de densidad modificada de Brundrett et al.
(1996). Una vez obtenidas las esporas de las 15 muestras por categoria de fragmento, fueron montadas
y cuantificadas (Apéndice 2). Se conto el nimero de esporas por preparacion y por morfoespecie y se
expresd como el numero de esporas por 50 g de suelo seco, de esta forma, se obtuvo un total de 15
preparaciones para el conjunto de fragmentos chicos y 15 para el conjunto de los grandes (Hernandez-

Cuevas et al., 2008).

La identificacion de las esporas fue realizada por la M. en C. Laura Hernandez Cuevas, en el
Laboratorio de Micorrizas del Centro de Investigaciones Bioldgicas de la Universidad Autonoma de
Tlaxcala. Para la determinacion de las especies fueron consultados el Manual para la identificacion de
HMA (Schenk y Peérez, 1990), la informacion del Internacional Culture Collection of (Vesicular)
Arbuscular ~ Mycorrhizal ~ Fungi  (INVAM), a traves de la  pagina  web
invam.caf.wvu.edu/myc_info/taxonomy asi como las descripciones de diferentes especies que
aparecen en la pagina web http://www.agro.ar.szczecin.pl/ jblaszkowski/index.html. La clasificacion
de los HMA se enuncia de acuerdo con la propuesta de la pégina web: http://www.lrz-

muenchen.de/~schuessler/amphylo.
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5.4.2 Numero de propagulos infectivos y colonizacion micorrizica

Las raices fueron aclaradas y tefiidas segun la técnica de Phillips y Hayman (1970) (Apéndice 3). Las
raices mejor tefiidas fueron seleccionadas y cortadas en segmentos de 2 cm de largo aproximadamente,
antes de ser montadas. Se colocaron 30 segmentos por laminilla y se fijaron con PVLG (alcohol

polivinilico).

La estimacion del porcentaje de colonizacion total y por estructura se llevd a cabo sélo en las
preparaciones de la dilucion “0”, a través del método de Mc Gonigle et al. (1990), con el propdsito de
obtener una estimacion mas aproximada a las condiciones originales de los fragmentos ya que el suelo

de esas macetas no fue diluido (Apéndice V).

Para estimar el numero mas probable de propéagulos infectivos, al revisar las preparaciones
también se utilizé el método de Mc Gonigle et al. (1990), pero sélo se registrd la presencia o ausencia
de colonizacion sin cuantificar las raices colonizadas y sin importar el tipo de propagulo que estuviera
colonizando la raiz. Asi, se realiz6 un cuadro por fragmento, de cinco columnas por 10 renglones,

donde cada columna represent6 una réplica y cada renglén una dilucién (Ramos-Zapata et al., 2008).
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5.5 Analisis de datos

5.5.1 Esporas de hongos micorrizégenos arbusculares

Se calculo la diversidad de HMA para los fragmentos chicos y grandes con el indice de Simpson. Este
parametro fue calculado utilizando el programa BioDiversity Professional Beta (Mc Aleece, 1997). Se
comparé la composicion de especies de HMA de las dos categorias de fragmentos (chicos y grandes)
con el indice de similitud de Bray-Curtis, que considera tanto la presencia y la ausencia de las especies,
asi como sus abundancias y enfatiza la importancia de las especies que existen en comun entre los
sitios de muestreo (Pileou, 1984). Estos andlisis fueron llevados a cabo con el programa EstimateS

version 8.0 (Colwell, 2006).

En cuanto al nimero de esporas, se analizaron las diferencias entre categorias de fragmentos y
especies usando un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, transformando el nimero de esporas
con el log (x+1), donde x es el dato observado respectivo (Zar, 1999). En caso de detectarse diferencias
significativas con el ANOVA, se aplic6 una prueba de Tukey de comparacién maltiple de medias. Este

analisis se proceso con el programa Statistica version 6.0 (StatSoft, 2000).
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5.5.2 Porcentaje de colonizacion micorrizica de HMA
Se obtuvieron los porcentajes de colonizacién total por dilucion (PCTd) y fragmento, y por cada

estructura fungica (PCTe) (s6lo para la dilucion “0” de cada fragmento) (Apéndice 4).

Los porcentajes totales de colonizacion por dilucion fueron transformados con log (x+1), con el
fin de cumplir con los supuestos del ANOVA de dos vias que se realizo para detectar diferencias
debidas a la dilucién y el fragmento. También se efectio un ANOVA de una via para analizar las
diferencias en el porcentaje por estructura entre fragmentos. Se utilizé el programa Statistica version
6.0 (StatSoft, 2000) para dichos andlisis. Posteriormente, si algun factor gener6 diferencias
significativas o la interaccién fue significativa se aplicd una prueba de comparacion multiple de medias

de Tukey para identificar las medias diferentes.

5.5.3 Determinacion del numero mas probable de propagulos infectivos de HMA

Se calcul6 el namero de propagulos infectivos de HMA con la ecuacién de Porter (1979) para cada uno

de los fragmentos estudiados (un total de cinco) (Apéndice 1).
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6. RESULTADOS

6.1 Estructura de la comunidad de hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) del in6culo
proveniente de fragmentos de dos tamaiios diferentes

Para este analisis, se consideraron las 15 muestras de 50 g de suelo seco obtenidas de los fragmentos

chicos, y sélo 11 de las 15 de los grandes ya que en cuatro de éstas no se registraron esporas de HMA.

6.1.1 Riqueza y abundancia de esporas de HMA

Se identificaron 19 especies de hongos micorrizégenos arbusculares en total, que correspondieron a
cinco géneros: Glomus, Acaulospora, Archaeospora, Gigaspora y Scutellospora. Sélo siete especies
estuvieron presentes en ambos tamafios de fragmento, Glomus tenebrosum, G. fulvum, G.

verruculosum, G. microaggregatum, G. geosporum, Acaulospora scrobiculata y A. spinosa (Cuadro 2).

La mayor riqueza observada se presento en la categoria de fragmento grande con 15 especies,

mientras que la de fragmento chico presentdé 11 (Figura 8). De igual manera, el mayor numero de

especies esperado se encontro en fragmento grande (18) y el menor en fragmento chico (15) (Figura 4).
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Cuadro 2. Morfoespecies de hongos micorrizdgenos arbusculares encontradas en las categorias de
fragmentos chicos y grandes. Los nameros corresponden al nimero total de esporas por especie (en 750
g de suelo seco).

Especie Fragr_nentos Fragmentos | Abundancia
chicos grandes total
Acaulospora scrobiculata 37 46 83
Glomus tenebrosum 49 14 63
Acaulospora spinosa 11 16 27
Glomus geosporum 11 12 23
Glomus microaggregatum 8 9 17
Acaulospora foveata 0 13 13
Glomus aggregatum 0 7 7
Glomus verruculosum 4 2 6
Glomus claroideum 0 4 4
Glomus fulvum 1 2 3
Glomus sinuosum 0 3 3
Acaulospora morrowae 3 0 3
Scutellospora gilmoreii 0 3 3
Glomus clavisporum 2 0 2
Glomus rubiforme 3 0 3
Acaulospora mellea 2 0 2
Acaulospora laevis 0 1 1
Archaeospora leptoticha 0 1 1
Gigaspora decipiens 0 1 1
Total 131 134 265
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Figura 4. Riqueza promedio (+1E.E.) de hongos micorrizdgenos arbusculares, observada y esperada,
para fragmentos grandes y chicos en funcion del nimero de muestras que si presentaron especies de
HMA (11 y 15, respectivamente). S prom obs = riqueza promedio observada. S prom esp = riqueza
promedio esperada.

Al llevar a cabo el analisis en funcion de las especies raras (aquellas que se presentan en
numeros muy bajos) se observo que en el fragmento grande, la curva acumulativa de especies muestra
que los singletons (morfoespecies que tuvieron un “individuo™) y doubletons (morfoespecies que
tuvieron “dos individuos™) tienden a la estabilidad a partir de la muestra 8 al igual que los uniques
(morfoespecies encontradas en una sola muestra), mientras que los duplicates (morfoespecies
encontradas en dos muestras) aumentan conforme se incrementa el nUmero de muestras (Figura 5a); en
el fragmento chico, la curva no muestra una tendencia clara a la estabilidad, ya que los singletons y

uniques tienden a disminuir, mientras que los doubletons y duplicates van en aumento (Figura 5b)

conforme aumenta el nimero de muestras.
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En el fragmento grande, se encontraron tres morfoespecies con una espora (singletons) y una
morfoespecie con dos esporas (doubletons), cinco morfoespecies encontradas solamente en una
muestra (uniques) y tres morfoespecies encontradas en dos muestras (duplicates) (Figura 5a). En el
fragmento chico se encontraron dos morfoespecies con un individuo (singletons) y una morfoespecie
con dos individuos (doubletons), cuatro morfoespecies encontradas en una muestra y dos
morfoespecies en dos muestras (Figura 5b). Por lo tanto, el mayor niamero de singletons, uniques y
duplicates lo present6 el fragmento grande, mientras que el fragmento chico presentd el mismo nimero

de doubletons que el grande (Figuras 5 ay b).

especies

0 & f f f f f f f f f {
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
muestra
—A— Uniques —a—Duplicates
—O— Singletons —&—Doubletons
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especies
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Figuras 5. Curvas acumulativas de las especies raras (singletons, doubletons, uniques y duplicates)
promedio en funcién del nimero de muestras. a) Fragmentos de selva alta perennifolia grandes; b)
Fragmentos de selva alta perennifolia chicos.

En ambos fragmentos, los géneros Glomus y Acaulospora tuvieron la mayor riqueza,
presentando un total de diez y seis especies, respectivamente (Figura 6), en la categoria de fragmento
grande se encontraron ocho especies del género Glomus y cuatro de Acaulospora, mientras que en la de
fragmento chico hubo siete y cuatro especies, respectivamente (Cuadro 3). Los géneros Archaeospora,

Gigaspora y Scutellospora se encontraron representados con una especie cada uno (Figura 6) (Cuadro

3).
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Figura 6. Numero total de especies de los cinco géneros de hongos micorrizogenos arbusculares que se
presentaron tanto en fragmentos grandes como chicos en Los Tuxtlas, Veracruz.

Glomus tenebrosum (63 esporas), G. microaggregatum (17), G. geosporum (23), Acaulospora
scrobiculata (83), A. spinosa (27) y A. foveata (13) tuvieron el mayor nimero total de esporas (Cuadro
1). En cuanto a las especies con menor numero de esporas encontramos a Acaulospora laevis,
Archeospora leptoticha y Gigaspora decipiens con una sola espora cada una y solo presentes en los

fragmentos grandes (Figura 7).
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Figura 7. Namero promedio (+1E.E.) de esporas en 50 g de suelo seco de todas las especies de HMA

encontradas en la categoria de fragmentos, tanto chicos como grandes, de selva alta perennifolia.
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6.1.2 NUmero de esporas

La categoria de los fragmentos grandes presentd un total de 134 esporas mientras que los chicos
tuvieron 131. El andlisis de varianza no mostré diferencias significativas entre fragmentos (Fy sgo =
1.57, P > 0.01). Los fragmentos grandes presentaron el menor nimero de esporas promedio con 7.05 (+

13.95) en 50 g de suelo y los chicos de 6.89 (+14.55) en 50 g de suelo (Figura 8).

Los géneros Glomus y Acaulospora tuvieron el mayor numero de esporas promedio en ambas
categorias de fragmentos comparados con los otros géneros, siendo mayores las cantidades en el
fragmento grande (12.67 + 7.26 y 5.83 + 1.78, respectivamente) que en el fragmento chico (8.83 + 5.87

y 3.5 + 1.98, respectivamente) (Figura 9).

25 -
M No. de especies
20 - & No. de esporas

15 +

10

Fragmentos chicos Fragmentos grandes

Figura 8. Numero total de especies y numero de esporas promedio (+1E.E.) de hongos micorrizogenos
arbusculares por tamafio de fragmento.
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Figura 9. Numero promedio (+1E.E.) de esporas por cada género de hongos micorrizogenos
arbusculares en fragmentos chicos y grandes de Los Tuxtlas, Veracruz.

En cuanto al factor especie, el andlisis de varianza mostro diferencias significativas (Fig, 580
=10.81, P < 0.01) asimismo, la interaccion especie/sitio también fue significativa (Fig, 50 =1.87, P <
0.01). El factor especie form6 tres grupos claramente diferenciados, el primero formado por
Acaulospora scrobiculata la especie con el mayor nimero de esporas promedio (3.19 + 0.67); el
segundo grupo formado por 13 especies representadas cada una de ellas por lo menos por dos a tres
esporas (0.08 + 0.05 a 0.65 + 0.35) y el tercero formado por las especies con el menor nimero de
esporas, Archeospora leptoticha, Acaulospora laevis y Gigaspora decipiens (0.32 + 0 el mismo para
cada una). Cabe destacar que Glomus tenebrosum y Acaulospora spinosa formaron otro grupo, sin

embargo, no son diferentes de los grupos a y ¢, respectivamente. Asimismo, forman un continuo entre
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A. scrobiculata (a) y el grupo ¢ (Figura 10a).

Para la interaccion, la prueba de Tukey mostrd que las especies presentes en ambos fragmentos
con mayor nimero de esporas fueron A. scrobiculata, G. tenebrosum y A. spinosa. A. scrobiculata y A.
spinosa tuvieron el mayor nimero de esporas en los fragmentos grandes y el menor en los chicos y G.
tenebrosum presentd mayor nimero de esporas en los fragmentos chicos que en los grandes. Otras
cuatro especies, G. fulvum, G. microaggregatum, G. sinuosum y G. verruculosum se presentaron en
ambos fragmentos, sin embargo, las dos primeras tuvieron mayor nimero de esporas en los grandes
que en los chicos, lo contrario sucedié con las dos ultimas especies. Con respecto a las especies que
estuvieron presentes sélo en los fragmentos grandes se encuentran A. foveata, G. geosporum, con
mayor nimero de esporas si se comparan con G. aggregatum, G. claroideum, A. laevis, Gigaspora
decipiens, Scutellospora gilmoreii y Archaeospora leptoticha, que forman el grupo con el menor
numero de esporas; en cuanto a los fragmentos chicos, se encontraron exclusivamente G. rubiforme, G.

clavisporum, A. morrowae y A. mellea con bajo nimero de esporas (Figura 10b).
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Figura 10a. NUumero promedio de esporas (+1E.E.) por especie; letras diferentes indican medias

significativamente diferentes.
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Figura 10b. Numero promedio de esporas (+1E.E.) por especie tanto en fragmentos grandes como
chicos; letras diferentes indican medias significativamente diferentes.

6.1.3 Indices de diversidad y similitud
El promedio del indice de Simpson calculado para cada categoria de fragmentos vario; los fragmentos

grandes fueron los més diversos (3.54 + 0.37) comparados con los fragmentos chicos (2.98 + 0.40).

El indice de similitud de Bray-Curtis mostré una similitud del 57% entre categoria de fragmento

chico y grande lo cual indica que ambos tipos de fragmentos comparten méas del 50% de las especies de

HMA encontradas.
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6.2 Potencial de colonizacion del inéculo de HMA en fragmentos de diferentes tamafios
6.2.1 Porcentaje de colonizacion total en funcion del nimero de propagulos infectivos

En promedio, los fragmentos grandes tuvieron A = 12 709 + 3 436.3 propagulos infectivos en 50 g de
suelo, mientras que los fragmentos chicos tuvieron A = 9 246 + 3 991.7 propagulos. Sin embargo, el
mayor porcentaje de colonizacién total promedio correspondié a los fragmentos chicos, con 32%
(+5.03), mientras que los grandes tuvieron un porcentaje de 21.67 (+3.36), aunque al analizar los

porcentajes entre fragmentos chicos y grandes no se encontraron diferencias significativas (Cuadro 3).

Al hacer el analisis por cada fragmento, el sitio de 3 ha 'y el de 211 tuvieron el mismo numero de
propagulos infectivos, 9 273.51. De igual manera, el fragmento de 640 hectareas y el de 5 tuvieron el
mismo numero de propagulos, 16 146.11, mientras que el fragmento con el menor numero de

propagulos fue el de 7 hectareas con 2 318.38 (Figura 11) (Cuadro 3).

El analisis de varianza mostré diferencias significativas por el factor sitio en el porcentaje de
colonizacion total (F4, 200 = 11.54, P < 0.01) y al aplicar la prueba de Tukey se mostré que el fragmento
mas pequefio, el de 3 hectareas, presentd el mayor porcentaje de colonizacion (15.91 + 2.34), mientras
que el de 211 hectareas, con igual nimero de propagulos obtuvo el menor porcentaje de colonizacion
(6.73 + 1.19) (Figura 12). En cuanto a los fragmentos de 640 y 5 hectareas, tuvieron un porcentaje de
colonizacion semejante de 11.09 (+ 1.36) y 8.44 (+ 1.17), respectivamente (Figura 12). El fragmento de
7 ha tuvo un porcentaje de 8.38 (+ 1.35), muy parecido al del fragmento méas grande (Figura 12)

(Cuadro 3).
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Figura 11. Numero total de propagulos infectivos en 50 g de suelo seco de sitios de diferente tamafio de
selva alta perennifolia.
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Figura 12. Porcentaje de colonizacion total promedio (+1E.E.) por fragmento de selva alta perennifolia;
letras diferentes indican medias significativamente diferentes.
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6.2.2 Porcentaje de colonizacion total en funcion de la dilucién

El analisis de varianza también mostré diferencias significativas dadas por el factor dilucion en el
porcentaje de colonizacion total (Fg, 200 = 41.50 P < 0.01). EI mayor porcentaje de colonizacién fue
registrado en la dilucién 0, mientras que el menor porcentaje se encontrd en la dilucion 8 (Figura 13).
La interaccion dilucion y fragmento si fue significativa (F 36 200 = 0.96 P < 0.01), y al aplicar la prueba
de Tukey se observé que los menores porcentajes de colonizacion total se presentaron en todos los
fragmentos para las diluciones mayores, 7 y 8, mientras que el mayor porcentaje se observo en los

sitios de 640 y 3 hectéreas en las diluciones cero y tres (Figuras 14 a y b).

El fragmento de 211 ha desde un principio, antes de ser diluido, presentd bajos porcentajes de
colonizacion total, que disminuyeron aun mas conforme se diluyo el suelo, excepto en la dilucion 3
(Figura 14a). Mientras que el fragmento de 3 ha, en general, presentd los valores méas altos de
colonizacion sin importar la dilucion, lo que lo hace un fragmento muy interesante si ademas se
considera que no tuvo el mayor nimero de propagulos (Figura 14b). En general, es posible afirmar que
los suelos de los fragmentos de menor superficie generan porcentajes de colonizacién mayores a los
suelos de fragmentos grandes, al menos en las primeras tres diluciones, de tal forma que a pesar de

estar diluido el suelo, su potencial de colonizacion tiende a mantenerse.
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Figura 13. Porcentaje de colonizacién total promedio (+1E.E.) para cada dilucion; letras diferentes
indican medias significativamente diferentes.

57



40 -

M640 ha

(211 ha

Colonizacién total (%)

Dilucién

M3 ha
E5 ha
B7 ha

Colonizacion total (%)

Dilucién

Figura 14. Porcentaje de colonizacion total (+1E.E.) por dilucion. a) Fragmentos de selva alta
perennifolia grandes y b) Fragmentos de selva alta perennifolia chicos.
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En cuanto a los porcentajes de colonizacion por estructura, el analisis resulto significativo s6lo
para hifas. Los mayores porcentajes fueron del fragmento de 3 ha (38.67 + 10.51) y del fragmento de
640 (26.67 + 2.98), mientras que el menor fue el del fragmento de 211 (11.11 + 1.96). Lo cual indica
que tanto el fragmento de 640 como el de 3 tienen potenciales de colonizacion muy semejantes (Figura

15), a pesar de que el de 3 tiene un menor nimero de propagulos que el de 640.
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Figura 15. Porcentaje de colonizacion por hifas promedio (+1E.E) para los fragmentos de selva alta
perennifolia; letras diferentes indican medias significativamente diferentes.
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Cuadro 3. Resultados méas importantes del in6culo de hongos micorrizégenos arbusculares, proveniente de fragmentos chicos y grandes de
selva alta perennifolia de Los Tuxtlas, Veracruz.

Fragmentos chicos (ha) Fragmentos grandes (ha)
Géneros encontrados
3 5 7 Total 211 640 Total
No. de especies 7 8
Glomus

No. de esporas 78 51

No. de especies 4 4
Acaulospora

No. de esporas 53 76

No. de especies 0 1

Gigaspora

No. de esporas 0 1

No. de especies 0 1
Scutellospora

No. de esporas 0 3

No. de especies 0 1
Archaeospora

No. de esporas 0 1

Numero total de propagulos 9,273.51 16,146.11 2,318.38 27,738 9,273.51 16,146.11 25,419.62

% Colonizacion total promedio | 15.91 (+ 2.34) | 8.44 (+1.17) | 8.38 (+ 1.35) 32 (+5.03) 6.73 (+1.19) 11.09 (+1.36) | 21.67 (+3.36)
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7. DISCUSION

7.1 Composicion de la comunidad de HMA

En sistemas como las selvas altas perennifolias de nuestro pais, la comunidad de HMA ha sido poco
estudiada y todos los estudios al respecto, se basan en la determinacion de especies a partir de esporas
de campo (Ramirez-Gerardo et al., 1997; Guadarrama y Alvarez, 1999; Varela et al., 2008), con
diferentes objetivos, métodos de muestreo y en diferentes sitios con respecto al presente trabajo, por lo
que la comparacion taxonomica entre los listados de especies de HMA obtenidos es muy limitada y
puede ocasionar problemas de sobre o subvaloracion de los datos. Es importante considerar todas estas
circunstancias como posibles sesgos que pueden influir en la determinacion taxondmica de las especies
de HMA a partir de las esporas de campo (Rosendahl, 2007). Entre ellas podemos mencionar, de
manera mas especifica, las siguientes: a) es probable que las esporas obtenidas en los momentos de
muestreo definidos en los diferentes estudios hayan estado tan dafiadas, que en algunos casos, su
identificacion sélo pudo aproximarse hasta nivel de género y en otros hasta especie; b) se ha observado
una esporulacién diferencial en diferentes géneros dependiendo de las condiciones ambientales que
varian de acuerdo a la estacionalidad del sitio de estudio, c) la cantidad de muestras obtenidas en cada
uno de los estudios y el volumen de cada una de ellas influye en la presencia o ausencia de algunas
especies de HMA, d) el grado de disturbio del sitio y las condiciones de estrés que éste conlleva ya que
existen algunas especies que suelen ser menos tolerantes al disturbio y, por lo tanto, se promueve su
esporulacion y como resultado es posible obtener una mayor cantidad de esporas en comparacion con
otras especies; y e) la naturaleza agregada de los HMA que impide obtener la mayor representatividad

de sus esporas si se muestrea aleatoriamente.

En este trabajo, se encontrd6 que siete especies de las 19 reportadas aqui (Cuadro 2)
correspondientes a los géneros Glomus y Acaulospora, se encuentran en todos los fragmentos (Cuadro

3), lo cual sugiere una amplia distribucion de estos géneros y, por lo tanto, una alta capacidad de
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asociarse a una gran diversidad de especies vegetales sin importar las condiciones microambientales
del suelo, el tamafio y la condicién del fragmento. De hecho, se ha reportado que estos géneros son mas
resistentes al disturbio del suelo (Boddington y Dodd, 2000) y, por lo tanto, pueden encontrarse en
ambientes deteriorados tales como los fragmentos chicos, sin embargo, también se ha reportado su
presencia en ambientes conservados como los fragmentos grandes (Guadarrama y Alvarez-Sanchez,

1999).

Tres de estas siete especies, Acaulospora scrobiculata, A. spinosa y Glomus geosporum se
encuentran por primera vez para los fragmentos de selva alta perennifolia de Los Tuxtlas, ya que
anteriormente fueron reportadas por Guadarrama y Alvarez (1999) para la region, pero de sitios con
cierto grado de disturbio como los claros de selva y pastizales. De acuerdo con Schenck y Pérez (1990)
las dos primeras especies habian sido reportadas para selva alta perennifolia en México, pero no para
Los Tuxtlas. Lo mismo sucede con Gl. geosporum anteriormente encontrada por Allen et al., (1998) en

la selva baja caducifolia de Chamela, México.

Los géneros Glomus y Acaulospora se han asociado con diferentes ambientes con suelos
relativamente 4acidos (Souza et al., 2003), lo que podria explicar por qué encontramos diferentes
especies de estos géneros tanto en fragmentos grandes como en chicos, ya que el pH de los suelos de
esta regién es menor a 6. Sin embargo, especies como A. foveata, A. laevis, Glomus aggregatum, Gl.
claroideum y GI. sinuosum fueron encontradas exclusivamente en los fragmentos grandes, mientras que
A. morrowae, A. mellea, Gl. clavisporum y GI. rubiforme fueron reportadas para los chicos (Cuadro 2).
Mangan et al. (2004) reportan, en concordancia con nuestros datos, que A. mellea se encuentra
asociada a fragmentos con menor &rea. Por el contrario, la especie Gl. clavisporum es reportada por
Mangan et al. (2004) para un area con mayor tamafio, equivalente a lo que nosotros definimos como

fragmentos grandes, lo que no coincide con los resultados aqui obtenidos, ya que se le encontr6 sélo en
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fragmentos chicos, es importante realizar otros muestreos subsecuentes porque durante la época en que
se realiz6 el muestreo tal vez esta especie no esporul6 en los fragmentos grandes, de tal manera que de

muestrear en mas puntos dentro de nuestros fragmentos grandes Gl. clavisporum se presente.

De acuerdo con los datos del numero de especies estimado, y dado que no se alcanzé una
asintota, el nimero de especies observado por categoria de fragmento es menor al que se podria esperar
(Figura 2), por lo que es probable que con un mayor nimero de muestras se encontraria una mayor
riqueza de especies, lo cual esta sustentado con otros estudios de hongos micorrizdgenos arbusculares
para la region de Los Tuxtlas (Varela et al. 2008), en donde se han reportado un total de 60 especies,
mas del 60% de las que nosotros obtuvimos. Como ya se mencion0, un aspecto muy importante de
estos hongos, es que la descripcion de las morfoespecies se lleva a cabo con las esporas y en muchas
ocasiones éstas solo se obtienen en el suelo de campo, donde suelen ser muy pocas y estar expuestas a
diferentes factores, como depredadores, parasitos y sequia, entre otros, que alteran sus caracteristicas
morfoldgicas, de tal manera que se dificulta o hace imposible su identificacidn. Por ello, con el fin de
incrementar el nimero de esporas factibles de ser identificadas, es decir, no alteradas
morfoldgicamente, y tener una mayor aproximacion de la riqueza de especies, es fundamental
considerar mas muestreos, ya que la esporulacién de los HMA no ocurre durante todo el afio, debido a
que depende de factores tales como la disponibilidad de agua y temperatura, asi como la fenologia del
hospedero, en diferentes épocas y afios. Ademas, independientemente de lo anterior, es necesario
colocar macetas de propagacion con suelo del sitio de estudio, a fin de obtener el mayor nimero de
esporas viables y en buen estado fisico para facilitar su determinacion taxonémica y tener un listado

mas completo de los sitios.

La presencia de Gigaspora decipiens y Scutellospora gilmoreii en los fragmentos grandes

(Cuadro 2 y 3) puede ser indicadora de un mayor grado de conservacion de tal categoria de fragmento,
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dado que existen estudios que sefialan que los miembros de estos géneros son menos tolerantes al
disturbio, comparados con los de los géneros Glomus y Acaulospora (Klironomos y Hart, 2002; Allen
et al., 2003), los cuales son capaces de producir un mayor nimero de esporas independientemente de

las condiciones ambientales donde se desarrollen.

La presencia de una Unica espora de Archaeospora leptoticha, solamente en los fragmentos
grandes (Cuadro 2 y 3) es de destacarse ya que anteriormente se le registrd en pastizales y milpas de la
region de Los Tuxtlas (Varela et al., 2008), que son ambientes con alto disturbio, por lo que se podria
sugerir la adaptacion de esta especie a ambientes perturbados. Aungue esta suposicion se contrapone a
nuestro supuesto de que los fragmentos grandes estdn méas conservados, la cantidad de esporas
reportada para pastizal es mucho mayor que la que nosotros reportamos (36 esporas para pastizales y
una en milpas), lo que indicaria que el disturbio promueve una mayor esporulacion de esta especie; el
hallarse ante una situacién de bajo disturbio, como la que se infiere para los fragmentos grandes,

presupone una menor produccion de esporas, como la que se encontr6 en el estudio.

Cabe destacar que la especie Glomus constrictum, reportada por otros estudios en Los Tuxtlas y
de manera abundante, tanto en pastizales como en selva (Ramirez-Gerardo et al., 1997; Guadarrama y
Alvarez-Sanchez, 1999; Varela et al., 2008) no fue registrada en nuestros fragmentos, esto es de Ilamar
la atencion porque el registro de Gl. constrictum en ambientes tan contrastantes, indica la adaptacion de
esta especie a condiciones estables, como las de los fragmentos grandes de selva, y a condiciones de
alto estrés, como las de los pastizales, por lo que los niveles de conservacion o perturbacion no

explican su presencia.

A una escala espacial regional no encontramos que el tamafio del fragmento influya sobre el

numero de esporas promedio, independientemente de la especie de HMA. Sin embargo, si encontramos
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una relacion en cuanto al nimero de esporas y categoria de fragmento para ciertas especies, ya que en
los fragmentos grandes Acaulospora scrobiculata present6 el mayor nimero de esporas (46 esporas en
50 g de suelo) y el menor (37 esporas en 50 g de suelo) en los fragmentos chicos, por lo que, su
relacion es directamente proporcional al tamafio; mientras que en los fragmentos chicos la especie con
el mayor numero de esporas es Glomus tenebrosum (49 esporas), sin embargo el nimero de esporas de
esta especie en los fragmentos grandes es menor (14 esporas), es decir, su relacion es inversamente
proporcional. Lo anterior, coincide con lo reportado por Mangan et al. (2004), quienes mencionan que
tanto la identidad de las especies como su nimero de esporas depende del tamafio del fragmento, esto
puede ser debido a que las condiciones microambientales en cada categoria de fragmento son diferentes
y favorecen la presencia de ciertas especies vegetales y, por lo tanto, fungicas, dada cierta afinidad con

algunas especies vegetales que se ven favorecidas en su desempefio por la asociaciéon con los HMA.

De manera global, los fragmentos grandes son més ricos que los chicos, lo cual concuerda con lo
esperado, ya que los fragmentos grandes estdn mas conservados y presentan una mayor diversidad
vegetal, que puede estar directamente relacionada con la fungica (van der Heijden et al., 1998). Sin
embargo, al analizar la curva acumulativa de especies de HMA raras, la diferencia es minima, ya que
los fragmentos grandes superan en solo una especie rara a los fragmentos chicos. Con respecto a las
especies raras, determinadas por la abundancia de uniques, singletons, duplicates y doubletons, en el
caso de fragmentos grandes, las curvas alcanzan su asintota; en los chicos Unicamente los uniques y
singletons declinan con el aumento de muestras, mientras que los duplicates y doubletons no alcanzan
una estabilidad, es decir, que si llegase a aumentar el niUmero de muestras, estos dos ultimos también

tenderian a aumentar (Rico-Gray et al., 2005).

También, se ha relacionado la riqueza observada de especies raras con la diversidad y

conservacion de un sitio (Halffter y Ezcurra, 1992; Kershaw et al., 1995), de tal forma, que a mayor
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numero de especies raras se esperaria una mayor diversidad y un ambiente mas conservado (Armbrecht
y Ulloa-Chacon, 1999), como es el caso de los fragmentos grandes que poseen la mayor diversidad y
riqueza observada de especies raras de HMA, considerando la riqueza esperada de las especies raras,
los fragmentos chicos también presentan una tendencia al aumento, lo cual indica que pueden ser sitios
de gran diversidad fangica y conservados, contrario a lo esperado. Sin embargo, los estudios que han
estimado la diversidad a partir de las especies raras se basan en animales, con individuos que pueden
ser claramente diferenciados entre si (Armbrecht y Ulloa-Chacon, 1999; Rico-Gray et al., 2005). En el
caso de los HMA, no existen estudios que muestren datos sobre las especies raras, debido a que hasta el
momento no es posible determinar que las esporas obtenidas en las muestras provengan de un mismo

individuo o sean de diferentes (Rosendahl, 2007).

Una explicacién para la alta diversidad fangica en los fragmentos chicos puede ser su relacion
con una alta diversidad vegetal (van der Heijden et al., 1998), hecho que se ha demostrado en estos
sitios de estudio (Sanchez-Gallen et al., en prep.); también otra explicacion complementaria es que el
suelo ha amortiguado, a nivel hipogeo los cambios en las condiciones ambientales, tal que éstas no son
tan diferentes a aquéllas encontradas en los fragmentos grandes, a pesar de que en la parte aérea si se
observan cambios. Una caracteristica edafica muy importante para el desarrollo de las comunidades
microbianas es la estabilidad de las condiciones microambientales (p.e. pH, temperatura, humedad,
concentracion de nutrientes), y que, a pesar de que ocurren cambios ambientales drasticos en la zona
aérea, éstos no se reflejan en la parte hipogea, de esta manera, organismos como los HMA no se ven
afectados en su riqueza de especies y abundancias (Beauchamp et al., 2006; van der Heijden et al.,

2008).

Todo lo anterior apunta a que, contrario a lo esperado, los fragmentos chicos tienen alta

diversidad fungica muy semejante a la de los fragmentos grandes, a pesar de su tamafio y esto trae
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como consecuencia, dentro de un paisaje tan fragmentado como es el caso de la regién de Los Tuxtlas,
que pueden funcionar como puentes entre diferentes parches, promoviendo la alta conectividad espacial

del paisaje en un mosaico de vegetacion.

7.2 Numero mas probable de propagulos infectivos y potencial de colonizacion de HMA

En este estudio al comparar el potencial de indculo entre fragmentos grandes y chicos encontramos que
los primeros tienen, en promedio, un nimero mayor de propagulos infectivos que los ultimos, lo cual
pareceria indicar que, a pesar de que ambas categorias sostienen una alta diversidad de HMA, ésta no
influye en la capacidad de inoculacién. Si consideramos que los fragmentos chicos (< 10 ha) son mas
susceptibles al deterioro debido a que tienen una zona de amortiguamiento menor y una zona de borde
mayor (Turner, 1996; Santos y Telleria, 2006), tal que los cambios en las condiciones ambientales son
mas drasticos, entonces nuestros datos del potencial de indculo se ajusta a lo reportado en otros
estudios, donde reportan niveles bajos de propagulos en ambientes deteriorados (Jasper et al., 1989,

1991; Boerner et al., 1996; Gould et al., 1996, Corkidi y Rincén, 1997).

Por otra parte, la composicion de HMA y el nimero de propéagulos indican la capacidad de
colonizacion de las raices de las plantas, asi como su infectividad (Tovar-Franco, 2006). De esta forma,
el alto nimero de propagulos de un suelo estd relacionado con altos niveles de colonizacion
micorrizica, mientras que un nimero menor de propagulos estd relacionado con una lenta y poco
efectiva colonizacion (Carling et al., 1979; Nehl et al., 1999). Sin embargo, por categorias de
fragmento la relacion es inversa, lo cual indica que a esta escala el nimero de propagulos no influye
sobre la capacidad de infeccidn de los HMA en las raices de las plantas. En este caso, los factores que
pueden influir sobre el nivel de colonizacion son la cantidad de fosforo en el suelo y la identidad de las

especies de HMA y de plantas (Guadarrama et al., 2004a).
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La cantidad de P disponible en el suelo puede ser una limitante para la colonizacion de las raices
de las plantas por HMA, especificamente, las altas concentraciones de P disponible en el suelo
disminuyen el nivel de colonizacién micorrizica, debido a que como las plantas pueden tomar
directamente del suelo el P que requieren para sus funciones, sin necesidad de asociarse con los HMA,
los gastos energéticos que implica la relacién son menores, independientemente del nimero de
propagulos de HMA (Koide y Li, 1991; Smith y Read, 1997; Wiseman y Wells, 2005). Este hecho
coincide con el presente estudio ya que en promedio hay una baja concentracion de fésforo 1abil (7
ppm + 0.92) en suelos de fragmentos chicos, mientras que para los fragmentos grandes es casi del

doble (12 ppm + 1.83) (Sanchez-Gallen, datos no publicados).

También, la identidad de las especies fungicas es muy importante, especies de los géneros
Gigaspora y Scutellospora poseen un micelio robusto y con hifas densamente agregadas que permiten
explorar una longitud mayor de suelo y le confieren a la planta una mayor area de captacion de
nutrientes, por ello ésta asigna mas fotosintatos a ellos que a sus propias raices, pero debido al estado
de latencia que presentan sus esporas y a los requerimientos especificos para su germinacién, su
capacidad para colonizar las raices de las plantas es mas lenta comparada con la del género Glomus
(Hart y Reader, 2002; Klironomos y Hart, 2002). Es posible que el bajo porcentaje de colonizacién en
los fragmentos grandes se deba por una parte a esta lenta capacidad de colonizacién de los géneros
Scutellospora y Gigaspora que estuvieron presentes en tales fragmentos, y por otra al alto contenido de
fosforo disponible en el suelo, que puede ser absorbido directamente por las plantas sin la mediacion
por HMA, por lo que éstas asignan menor energia a la asociacion con dichos hongos. Mientras que en
los fragmentos chicos, la mayor presencia de especies del género Glomus y el bajo contenido de
fosforo disponible en el suelo pueden explicar el alto porcentaje de colonizacién micorrizica. Hart y
Reader (2002) y Klironomos y Hart (2002) reportaron que este género presenta un micelio delicado y

con hifas difusas que le permite colonizar una mayor longitud de raices que de suelo, a través de
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cualquiera de sus propagulos, desarrollando hacia el interior de la raiz un extenso micelio altamente
infectivo, es por esto que la colonizacién es mucho mas rapida comparada con los géneros Gigaspora y

Scutellospora y, por lo tanto, puede esperarse una mayor colonizacion transcurrido el mismo tiempo.

En el caso de los fragmentos por separado, existen diferencias contrastantes de su potencial de
indculo. Los fragmentos de 640 ha y 5 ha presentan el mayor nimero de propéagulos y porcentajes
semejantes de colonizacion seguidos del de 3 ha (Cuadro 3), lo cual indica un buen estado de
conservacion de ambos fragmentos, ain cuando el segundo presenta menor area. El fragmento de 3 hy
el fragmento de 211, tuvieron el mismo nimero de propagulos, sin embargo, el mayor porcentaje de
colonizacion lo present6 el fragmento con menor area, mientras que el segundo presentd el menor
porcentaje de todos los fragmentos (Figura 11) (Cuadro 3). Estos datos reiteran que el tamafio del
fragmento no esta influyendo sobre la infeccién micorrizica, sino otros factores tales como la cantidad

de fosforo disponible en el suelo, asi como la composicion vegetal del fragmento.

Particularmente, el fragmento de 3 ha tiene un nivel de foésforo disponible muy bajo (5+1.29
ppm) (Sanchez-Gallen et al., datos no publicados). Como se ha mencionado, las bajas concentraciones
de fosforo disponible en el suelo promueven la asociacion HMA-planta, debido a que la absorcion de
este nutriente por parte de las raices de las plantas es limitada (Abbott y Robson, 1991) y, por tanto, el
potencial de colonizacion de los HMA se puede incrementar independientemente de la cantidad de

propagulos que presente dicho sitio.

En el caso del fragmento de 211 h, su porcentaje de colonizacién micorrizica es mucho menor
comparado con el de 3 ha, ain cuando tienen el mismo namero de propagulos (Figura 10) (Cuadro 3);
asimismo, el fragmento de 7 ha presentd el menor nimero de propagulos y un porcentaje de

colonizacién un poco mayor al de 211 ha (Cuadro 3). Es posible que el alto contenido de P disponible
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en el suelo de los fragmentos de 211y 7 ha (15 ppm + 2.74 y 11 ppm + 2.27, respectivamente) limite
el nivel de colonizacion micorrizica, por lo que las plantas no necesitan de la asociacion con los HMA.
Cabe destacar, que en este estudio no se analizo la relacion entre la composicion vegetal de los
fragmentos y si esta tiene alguna influencia sobre los niveles de colonizacion encontrados en este
estudio, pero es muy posible que las diferentes historias de vida de las plantas en los fragmentos de

diferente tamafo influyan en su asociacién con los HMA y sobre todo su nivel de colonizacion.

La cantidad de propagulos infectivos encontrados en las primeras diluciones fue alta y conforme
se aumentd la dilucion, la cantidad de propagulos disminuyd, lo cual coincidi6 con lo reportado por

Garza-Requena y Valdés (2000).

Finalmente, una variable no considerada en ningln estudio sobre numero de propégulos y
porcentaje de colonizacion, pero que tal vez tenga alguna influencia, sobre todo por su efecto sobre la
vegetacion, es la distancia de los fragmentos con menor area al fragmento mas grande y conservado. En
este estudio, esta variable puede estar influyendo en los resultados del nimero de propagulos infectivos
y porcentaje de colonizacion total, ya que los fragmentos mas cercanos al fragmento de 640, 3, 5y 211
ha con 2357.84, 2348.94 y 1792.35 m, respectivamente, tienen valores mayores de dichas variables
que el de 7 ha que esta un poco mas alejado (2774.38 m), sin embargo, no es clara la razén del por qué

de esa relacion.
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7.3 Técnica del nimero mas probable de propagulos infectivos

La técnica aqui empleada para evaluar el nimero de propagulos infectivos de una muestra permitio
tener una aproximacion del potencial de inoculo de la comunidad de HMA de diferentes fragmentos.
Sin embargo, subestima la cantidad de inoculo debido a la naturaleza agregada de estos hongos, asi
como por diversos factores microambientales y del hospedero. Asimismo, esta técnica no valora la
efectividad de los HMA en su hospedero, por lo que es conveniente no asociar la cantidad de

propagulos de un suelo con la efectividad fungica.

El método esta sujeto a error, ya que ademas de tener efectos por el suelo diluido, muchas de sus
caracteristicas se pueden perder, también algunas macetas pueden contaminarse con propagulos de
otras macetas proximas (Adelman y Morton, 1986; Franson y Bethlenfalvay, 1989). Por ejemplo, en
nuestro caso las raices del suelo de la maxima dilucion presentaron alta colonizacion, debido
probablemente a que pudieron contaminarse con propagulos de las macetas contiguas ya que no se

mantiene a cada maceta aislada.

Otro aspecto muy importante que hay que considerar es que no necesariamente los resultados
obtenidos a través de esta técnica se ajustan a las condiciones de campo, dado que las condiciones en
invernadero pueden inducir la germinacién de algunos propéagulos, tales como fragmentos de raices que
en condiciones de campo no serian infectivos (Abbott y Robson, 1991). Es por ello que Pattinson y Mc
Gee (1997) sugieren que al implementar esta técnica deben mantenerse las condiciones de temperatura
y humedad lo mas parecidas a las de campo y, sobre todo, se debe inocular una planta nativa del
sistema para poder tener una aproximacion mas real de la relacion planta-HMA en nuestro caso fue
imposible ajustar exactamente las condiciones del invernadero a las de campo (T= 24°C, pp= 4100mm)
y con el fin de seguir de manera precisa el método para la estimacion del potencial de inéculo se utilizo

el sorgo, en lugar de especies nativas.
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8. CONCLUSIONES
De manera general, se puede sefialar que la categoria de fragmento no genera diferencias significativas

en la riqueza y abundancia de especies de HMA.

Los resultados obtenidos sefialan que el tamafio del fragmento no influye sobre la composicién ni sobre
el potencial de indculo de HMA, pero factores como la concentracion de fosforo labil y la composicion

vegetal si.

Nuestros datos sugieren que los fragmentos con una superficie pequefia sostienen una gran riqueza de

especies de HMA, asi como un alto ndmero de propagulos infectivos y un alto potencial de

colonizacion.
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9. PERSPECTIVAS

Sugerimos la necesidad de evaluar los fragmentos de selva en términos de su estado fisico: mas
propiedades del suelo, practicas de manejo, composicién vegetal y variables microambientales, y no en
términos de su superficie como se ha propuesto hasta ahora, como futura estrategia de conservacién de

las selvas tropicales de nuestro pais.

Es necesario ampliar los estudios sobre la calidad del indculo de los fragmentos de selva en las especies

vegetales nativas y evaluar su respuesta a largo plazo.

Es fundamental incentivar la investigacion en estos pequefios parches, dadas sus caracteristicas
ecoldgicas particulares por su gran potencial en la conservacion de las selvas altas perennifolias y de
esta forma, generar informacion Gtil que permita conservar y restaurar las selvas himedas de nuestro
pais desde el punta de vista de la biodiversidad del suelo, en especial, de los hongos micorrizégenos

arbusculares.
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Apéndice 1. Técnica del nimero mas probable (Porter, 1979)
Antes de la inoculacién es necesario contar con un sustrato estéril, en este caso se utilizd arena
esterilizada en autoclave durante una hora a 120°C por dos dias consecutivos y secada a temperatura
ambiente. El suelo del sitio de estudio fue previamente tamizado con un tamiz de apertura de malla de
5 mm, para eliminar los fragmentos y agregados mayores a la abertura de la malla. Se utiliz6 sorgo
(Shorgum. vulgare L.) como planta trampa.

1. Se lavaron las semillas de sorgo con agua corriente y fueron desinfectadas con una solucion de
hipoclorito de sodio al 10% durante 5 minutos. Por ultimo, se preparé una solucién de captan al 2%,

que se esparcio sobre las semillas.

2.Una vez desinfectadas, se colocan en cajas de plastico con una mezcla de agrolita y

vermiculita estéril como sustrato para germinar durante una semana.

3. La preparacion del suelo de cada sitio de estudio para 9 diluciones con 5 réplicas cada una se
hizo de la siguiente manera:

4% suelo sin diluir

4 250 g de arena estéril més 75 g del suelo a evaluar

42 250 g de arena estéril mas 75 g de suelo de la dilucién 4™

43: 250 g de arena estéril mas 75 g de suelo de la dilucién 47

4*: 250 g de arena estéril mas 75 g de suelo de la dilucién 47

4°: 250 g de arena estéril més 75 g de suelo de la dilucién 4™

4°: 250 g de arena estéril mas 75 g de suelo de la dilucién 47

4" 250 g de arena estéril mas 75 g de suelo de la dilucién 47

48: 250 g de arena estéril mas 75 g de suelo de la dilucién 47

4°: 250 g de arena estéril méas 75 g de suelo de la dilucién 47
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4. En vasos de unicel de 300 g colocar 200 g de arena estéril, posteriormente 50 g de dilucion
realizada y por ultimo 50 g de arena para cubrir el suelo a evaluar. Este procedimiento se realiz6 para

cada réplica y dilucion.

5. Después de una semana de germinacion, se seleccionaron las plantulas del tamafio mas
uniforme y se sembraron dos en cada vaso, en caso de que alguna no sobreviviera. Es importante

asegurar que la radicula esté en contacto con el suelo a evaluar.

6. Posteriormente se cubrieron las macetas con una malla delgada que permitié la entrada de luz

pero impedia la posible contaminacion de las macetas.

7. Se regaron las plantulas, cada tercer dia, durante siete semanas; y s6lo al momento del montaje

se regaron con una solucién nutritiva (Solucion de Hoagland) baja en fdsforo.

8. Después de este tiempo, se cosecharon las plantas, cuidando de separar las raices de la planta

que estuviera en contacto con el suelo a evaluar. Se colocaron en rejillas histoldgicas y se tifieron con el

método de Phillips y Hayman (1970) que mas adelante se describe.

9. Finalmente, se montaron segmentos de raices de 2 cm de largo, en un portaobjetos y se fijaron

con alcohol polivinilico, se hicieron tantas preparaciones como plantas se tuvieron.

10. Cada preparacion se observd al microscopio con el fin de detectar presencia o ausencia de

colonizacion, indicando numero de réplica y dilucion.
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11. El nimero de propégulos infectivos se obtuvo con la siguiente formula:
Logde (A\)=(x) (loga) - K

Donde:

Log (A) = namero de propagulos infectivos

X = numero total de macetas con infeccion / nimero de réplicas por dilucién

a = factor de dilucion, 4;

K = constante de 0.201 para la dilucion 4X obtenida de la tabla de Fisher y Yates (1970)

12. Para calcular los limites de confianza se usé la siguiente formula:
log A + (8./Vn) (2)

Donde:

A = numero de organismos infectivos,

$,=0.201 para la dilucion por cinco réplicas,

n = numero de repeticiones por diluciéon y

z = 1.645 (valor tabulado para una probabilidad dada de 95%)
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Solucién de Hoagland
La solucién nutritiva de Hoagland se prepar6 en 10 litros de agua destilada con las siguientes sustancias

y Sus respectivas cantidades:

Sustancia Cantidad para 1 litro Cantid-ad para 10
litros

KNO3 1.02 g/l 10.20 g/l
Ca(NOs), 4H,0 0.492 g/l 4.92 g/l
NH4H, (PO.) 1 mg/l 10 mg/I
MgSO,, 7H,0 0.49 g/l 4.9/l
H3;BO3 2.86 mg/l 28.60 mg/I
MnCl,, 2H,0 1.81 mg/l 18.10 mg/I
CuS0Oy, 5H,0 0.08 mg/I 0.80 mg/I
ZnS0,, 5H,0 0.22 mg/l 2.20 mg/l
Na;MoQy4, 2 H,O 0.09 mg/I 0.90 mg/I
FeS0,4,7H,0 0.5% | 0.6 mL 6.0 mL

En una solucion nutritiva Hoagland normal, es decir para promover el crecimiento de plantas, se agrega
una cantidad de 0.23 g/l de NH4H; (PO,). Sin embargo, en este experimento, la cantidad de NH4H;

(PO,) fue modificada para que se tuviera a una concentracion de una parte por millon.
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Apéndice 2. Tamizado humedo, decantacion y gradientes de densidad (modificado de Brundett et

al., 1996)

1. En un recipiente de aproximadamente un litro, se coloco el 50g de suelo seco de cada muestra

compuesta y se lavo con agua amasando el suelo hasta reducir los grumos presentes lo méas posible.

2. Nuevamente, el suelo fue lavado repetidamente con agua a través de dos tamices, el superior

con una apertura de malla de 1 mm y el inferior de 40 um, para eliminar los agregados mayores a éstas.

3. El suelo que quedo en el tamiz de 40 um, se mezcld con agua destilada para realizar la primera
centrifugacion a 3500 rpm durante 4.25 min. Con esto se logra remover la materia organica que quedd

flotando en el sobrenadante.

4. Posteriormente, la pastilla se resuspendié en solucién de glucosa al 40% para ser centrifugada
durante 55 seg a 3 500 rpm y separar las esporas de las particulas del suelo méas densas. El
sobrenadante se retuvo en un tamiz de 40 um y fue lavado repetidamente con agua destilada para

eliminar la glucosa. En esta etapa se obtuvieron particulas de suelo y esporas de HMA.

5. Las esporas de HMA que presentaron contenido fueron separadas y contabilizadas por
morfoespecies bajo un microscopio éptico. Una vez separadas, se lavaron en una solucion de Tween 80
(detergente) durante un minuto y después en una solucion de cloro al 5% para eliminar la materia
organica. Por ultimo, las esporas fueron montadas en portaobjetos con PVLG (alcohol polivinilico,

agua, acido lactico y glicerina).
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Apéndice 3. Técnica de tincidn de raices (Phillips y Hayman, 1970)

1. Lavar las raices con agua corriente.

2. Colocar las raices en celdas histoldgicas.

3. Introducirlas en hidréxido de potasio (KOH) al 10% hasta que las raices tomen una

consistencia flexible y se tornen claras.

4. Si las raices presentan suberizacién o taninos (coloracién café-rojiza), agregar agua oxigenada

(H20,) al 3% por 10 minutos y lavar con agua corriente.

5. Agregar acido clorhidrico (HCI) al 10% durante 5 minutos, eliminar el exceso pero no lavar

con agua.

6. Colocar las raices en una solucién de azul de tripano al 0.05% con lactoglicerol (agua:

glicerina: &cido lactico, 1:2:1) y dejarlas reposar ahi durante 24 horas, para después cambiarlas a una

solucidn de lactoglicerol, donde se almacenan hasta su montaje.
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Apéndice 4. Técnica de colonizacion micorrizica (Mc Gonigle et al., 1990)

1. En cada portaobjetos se colocaron 30 segmentos de raiz de aproximadamente 2 cm de largo.

2. Se observaron al microscopio 90 campos con el objetivo de 20X y en ocasiones con el de 40X

s6lo para tener un mayor acercamiento y distinguir mejor las estructuras fungicas. La seleccion de los

campos se hizo trazando lineas virtuales, a lo largo del portaobjetos, paralelas y separadas entre si por

0.5 cm. De esta forma, cada interfecto de raiz x linea es considerado un campo a registrar.

3. Por campo, se anoto la estructura fangica hallada, o si no se encontré nada, ademas del total de

campos observados.

4. Se procedié a estimar los porcentajes de colonizacion total y por estructuras (sélo para la

dilucion “0”) con las siguientes férmulas:

Solo para la dilucién “0”

No.Sc (100) PCTe = No.Sef
No.Sto No.Sto

PCTd = (100)

En donde:
Sc = No. de segmentos colonizados
Sef = No. de segmentos con estructura fungica

Sto = No. de segmentos totales observados
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5. El total de campos visualizados correspondié al 100% de campos y el nimero total de campos
con alguna estructura flngica relativo al total observado correspondié al porcentaje total de
colonizacion; mientras que si se consideraron las estructuras presentes, el nimero de campos por
estructura en funcion del total de campos observados permitié calcular el porcentaje de colonizacion

por estructura.
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