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RESUMEN

En esta investigacion se evalué el efecto de los hongos micorrizogenosarbusculares (HMA)
provenientes de un matorral conservado y uno perturbado, sobre las variables de crecimiento, estado
nutricional y fisiologia en plantulas de Mimosa biuncifera Benth., en condiciones de invernadero.
Los tratamientos constaron de 20 plantas para cada tratamiento, las cuales fueron inoculadas con los
hongos de los matorrales conservado (RM+) y perturbado (GM+) respectivamente, cada uno de los
tratamientos fueron contrastados con su respectivo testigo sin micorrizar (RM- y GM-).Después de
90 dias, se observd un incremento en el crecimiento debido a la micorrizacion. Sin embargo, el
efecto de la perturbacion a través de la procedencia de los HMA fue diferente entre las variables
evaluadas, la procedencia de los HMA modificaron la biomasa total seca, el area foliar, la razon
raiz/vastago (RRV), los contenidos de fdésforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio(Mg), clorofila
total y actividad nitrato reductasa (NR) en hoja. Esta especie obtuvo altos porcentajes de

micorrizacion e indice de dependencia micorrizica.

Aunque los HMA tuvieron efectos sobre el crecimiento y la nutricion de las plantas de Mimosa
biuncifera, en los diferentes tratamientos y procedencias, los resultados no permiten sugerir
compatibilidad funcional entre las procedencias de los HMA y la especie estudiada, lo que se asocia
al nimero de morfoespecies de HMA que comparten los matorrales (11 morfoespecies). El hecho de
que los HMA de las dos procedencias conserven su potencial para formar micorriza con ésta
leguminosa puede ser un factor importante para comprender la distribucion ecoldgica y quizas el

facil establecimiento de la especie en matorrales xeréfitos del Valle del Mezquital.
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INTRODUCCION

La estabilidad de los ecosistemas terrestres esta determinada por su biodiversidad (Tilman et al.,
1996, Hooper y Vitousek, 1997), ya que la cubierta vegetal es de gran importancia para la retencion
de agua y la formacion de suelos, es de vital importancia conocer las estrategias de establecimiento
de las plantas, para la recuperacion de los ecosistemas naturales. Las plantulas se establecen en
micrositios especificos y desarrollan asociaciones mutualistas con la microbiota edafica, a fin de
mejorar la captacion hidrica y de nutrimentos del suelo (Jasperet al., 1989). En estas simbiosis, los
hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) desempefian un papel determinante, tanto en la
dinamica del suelo como en la sucesion vegetal (Carey y Watkinson, 1992, Allsopp y Stock, 1994).
La simbiosis micorrizica arbuscular no es especifica, ya que una especie de hongo puede establecer

simbiosis con muchas especies vegetales (Sylvia y Williams, 1992).

En la region semiarida del Valle del Mezquital Hidalgo, se ha estudiado muy poco la comunidad
vegetal, la cual es alterada continuamente por el aprovechamiento selectivo de las especies Utiles y
por la urbanizacion. La vegetacion del Valle estd dominada por matorrales xerdéfilos, donde es
comun encontrar a Mimosa biuncifera como dominante fisonémico del matorral perturbado. Esta
especie es apreciada por los habitantes locales debido a los multiples usos que se le da (cerca viva,
forraje para el ganado, lefia, etc.), y es particularmente importante para el ecosistema por su funcién
como especie que mejora la fertilidad del suelo (Camargo-Ricalde, 2001). En estos matorrales las
leguminosas modifican las propiedades fisicas y quimicas del suelo conformando microhabitats
diferentes, los cuales tienen implicaciones en la diversidad y dinamica de los HMA del suelo.

Es por ello que en este trabajo se analizo el efecto de la inoculacion de HMA provenientes de
diferente condicion (conservado y perturbado), sobre el establecimiento y desarrollo de plantas de
Mimosa biuncifera Benth., en condiciones de invernadero, buscando la mayor efectividad de los

hongos.
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MARCO TEORICO
Zonas aridas

Los ecosistemas aridos y semiaridos son aquellos donde existe poca disponibilidad de agua, por lo
que se ve limitado el establecimiento de una densa comunidad vegetal (Hunneke y Noble, 1996,
Heady, 1980, Skujins, 1991). La baja disponibilidad de agua es considerada como el factor més
importante que controla y limita los procesos biologicos en estos ecosistemas (Smith et al., 2004).
Las zonas semiaridas son areas donde la precipitacion pluvial varia entre los 350 mm y los 600 mm
al afio, la temperatura media anual va de los 18 a los 22° C, de acuerdo a la clasificacion de Képpen
(Garcia, 1978), estos tipos de ambientes corresponden a los BW y BS con sus respectivas variantes
(Rzedowski, 1994). Los periodos de sequia se presentan entre seis y ocho meses al afio, la cobertura
vegetal supera el 70%, la vegetacion predominante corresponde a diferentes tipos de matorrales y
pastizales (Villa, 1980, Skujins, 1991, Enkerlin et al., 1997).

Los suelos de las zonas aridas usualmente estdn poco desarrollados, las superficies expuestas al
viento y al agua en movimiento pueden deslavarlos y remover particulas, por esto la vegetacion
juega un papel importante en estos ecosistemas (Huenneken y Noble 1996).La cubierta vegetal de
estas zonas es de gran importancia para las actividades ganaderas de estas regiones; desemperfia
funciones a corto y largo plazo, ya que protegen al terreno de la erosion, favorece la infiltracién del
agua en el suelo, protege las cuencas hidrologicas y contribuye a regular y modificar los

microclimas.

En México las zonas aridas y semiaridas ocupan entre el 50 y 70% del territorio nacional,
distribuidas por los estados de Baja California, Sonora, Chihuahua, Coahuila, Durango, Zacatecas,
Sn Luis Potosi, Nuevo Ledn, Tamaulipas, Querétaro, Hidalgo y Puebla (Montafio y Monroy 2000).
Por su riqueza floristica, la vegetacion semiarida del Valle del Mezquital Hidalgo, es la méas
importante del desierto Querétaro-Hidalguense, pero, al mismo tiempo, es fuertemente destruido por
las actividades humanas de la region (Challernger, 1998), como el sobrepastoreo, la extraccién de

lefia, incendios y la sobre-explotacién de flora nativa (De-la-Rosa-Mera y Monroy-Ata, 2006).
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Micorrizas

Las micorrizas son asociaciones mutualistas altamente especializadas que se forman entre las raices
de las plantas y algunos hongos del suelo (Harley y Smith, 1983; Brundrett, 1991; Kendrick, 1992).
Es una simbiosis en la cual la planta hospedera recibe nutrimentos minerales por parte del hongo y

este obtiene compuestos de carbono derivados de la fotosintesis (Sanchez-Colin, 2005).

Las asociaciones micorrizicas son cosmopolitas por su presencia en la mayoria de los habitats
naturales y generalistas por el amplio nimero de familias de plantas susceptibles de ser micorrizadas
(Guevara, 2009), estas asociaciones juegan un papel muy importante en el crecimiento y desarrollo
de las plantas y en el ciclaje de nutrimentos en el ecosistema (Molina, 2005). A través de la
micorriza, el hongo incrementa la superficie de captacién de nutrimentos para la planta,
principalmente de iones fosfato y amonio disponibles en el suelo. Se estima que las hifas externas
proporcionan hasta un 80% de fésforo y 25% del nitrogeno requeridos por la planta. A cambio, el
hongo ademé&s de contar con un habitat, recibe azlcares simples derivados de la fotosintesis
efectuada por el hospedero. Se ha sefialado que los hongos micorrizicos asociados a las diferentes
especies vegetales reciben del 4 al 20% del carbono producido por las plantas (Hernandez et al.,
2003).

En esta asociacion mutualista ambos participantes, hongo y planta, mantienen un balance de
beneficios y costos positivo, ya que a pesar de los costos que representa el estar juntos, los
beneficios son mayores y reciprocos, lo cual se ve reflejado en un mayor crecimiento y

supervivencia de las poblaciones involucradas (Allen, 1991).

Micorrizas Arbusculares

La micorriza arbuscular (MA), es una asociacion simbiética formada por hongos pertenecientes al
phylum Glomeromycota y casi el 90% de las plantas, se caracteriza morfoldgicamente porque el
hongo desarrolla estructuras altamente especializadas en el intercambio de nutrimentos denominadas

arbusculos y que se forman dentro de las células corticales de su hospedero también presentan hifas
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cenociticas dentro y fuera de la raiz, estas Ultimas son conocidas como micelio extraradical y su
funcion es explorar y absorber el fosforo en el suelo de forma mas eficiente; otras estructuras que se
forman dentro de las raices son las vesiculas las cuales son 6rganos de reserva para el hongo, sin

embargo, no todos los géneros de HMA los forman (Gonzélez et al., 2005; Finlay, 2008).

Los HMA son microorganismos del suelo que contribuyen sustancialmente al establecimiento,
crecimiento, productividad y supervivencia de comunidades vegetales, tanto cultivadas como
naturales. Los HMA predominan en ecosistemas donde la mineralizacion de materia orgénica es lo
suficientemente rapida para evitar su acumulacion, en habitats donde los fosfatos edaficos son

escasos y en zonas donde las plantas presentan regularmente estrés hidrico (Wilcox, 1996).

Estructuras basicas de los HMA
Las micorrizas arbusculares presentan tres estructuras basicas (Figura 1):
Arbusculos

Los arbusculos son normalmente terminales, pero en algunos casos se forman lateralmente en hifas
(Gerdeman, 1968). La formacion de arblsculos aumenta la actividad metabdlica de la célula del
hospedero, la cual es principalmente debida a la transferencia bidireccional de metabolitos y
nutrimentos entre la planta y el hongo (Sieverding, 1991).

Vesiculas

Las vesiculas son hinchamientos apicales de la hifa, las cuales contienen lipidos y son érganos de
reserva del hongo. Durante situaciones de estrés (bajo suministro de agua o metabolitos desde la

planta hospedera), estas reservas son utilizadas por el hongo y entonces las vesiculas degeneran.
Esporas

Las esporas son de color blanco, crema, amarillo, naranja o café y a veces con tintes verdes. La
forma es globosa a subglobosa, irregular y eliptica (sobre todo aquellas extraidas desde raices

micorrizadas). Los tamafos van desde 40 a 140 um (De-la-Rosa-Mera y Monroy-Ata, 2006).
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Figura 1. Diagrama de un hongo micorrizégeno arbuscular mostrando como las hifas penetran el cortex de
una raiz para formar arbusculos y vesiculas. Imagen realizada por Mariano Garcia Diaz.
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Clasificacién

La clasificacion (Figura 2) de estos hongos se ha basado en la morfologia de sus esporas y en las

estructuras que forman dentro y fuera de la raiz (segun sea el caso).

Glomeromycota/

Glomeromycetes

Phylum / clase

__| Ambisporaceae Ambispora
__| Archaeosporales Archaeosporaceae Archaeorpora
L Geosiphonaceae Geosiphon

Acaulosporaceae

Acaulospora

Diversisporaceae

Diversispora

Otospora

Diversisporales

Entrophosporaceae

Entrophospora

Glomerales

Gigasporaceae

Gigaspora
Racocetra

Scutellospora

Pacisporaceae

Pacispora

Claroideoglomeraceae

Claroideoglomus

Glomeraceae

Funeliformis
Rizophagus

Sclerocystis

Paraglomerales

Paraglomeraceae

Paraglomus

Orden (4)

Familia (11)

Generos (17)

Figura 2. Clasificacion de los hongos micorrizico arblsculares (HMA) de acuerdo a Schiifler, 2011,

disponible en sitio web: http://www.lrz.de/~schuessler/amphylo/. Cuadro editado por: Bi6l. Eduardo Chimal

Sanchez.
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Importancia y beneficios del uso de las micorrizas

El beneficio que aporta la simbiosis micorrizica a las plantas estd determinado por la actividad del
micelio externo del hongo, ya que éste posee mayor capacidad de absorcion de los nutrimentos del
suelo mediante la extensa red de hifas que el hongo pueda generar. De este modo, la actividad del
micelio coadyuva en la funcion de la raiz, sobre todo cuando esta ha agotado los nutrimentos de la

zona del suelo adyacente (Alarcén y Ferrera-Cerrato, 1999).

Los beneficios que aportan los hongos micorrizicos a las plantas hospedera son: incremento en la
absorcion de sales minerales, incremento en la absorcién de agua, sintesis y transferencia de
sustancias promotoras del crecimiento, produccion de sustancias antibioticas, desarrollo mas
vigoroso y resistencia a condiciones ambientales estresantes como baja tension de agua, pH y
temperaturas extremos y altas concentraciones de metales pesados (Varela y Estrada, 1999).
Ademas del beneficio nutrimental de la simbiosis, también pueden participar como agentes de
biocontrol al ataque de patégenos de habito radical. Sin embargo, esto no se debe solo al
establecimiento de los hongos en el sistema radical, sino a que también intervienen en diversos
factores edaficos y ambientales (Dakessian et al., 1986; Abbott y Robson, 1991) e incluso en el
manejo de agroecosistemas (Trejo y Ferrera-Cerrato, 1997), asi como la capacidad del hongo para

compensar o superar las funciones de la raiz en la absorcion de nutrimentos y agua.

Todos los beneficios de la micorrizacién tienen un efecto positivo en el crecimiento y desarrollo de
las plantas hospederas, estos dos procesos son una combinacion de eventos a diferentes niveles,
desde el nivel biofisico y bioquimico hasta el organismico, que dan como resultado el crecimiento
integral de un organismo. El crecimiento puede medirse en variables como longitud, grosor o érea; a
menudo se mide como aumento en volumen, masa o peso (ya sea peso fresco o seco). Cada uno de
estas variables describe algo diferente y rara vez hay una relacion simple entre ellas en un
organismo en crecimiento. Esto sucede porque el crecimiento a menudo ocurre en direcciones

diferentes a distintas tasas (Bidwel, 1979).

Estudios en invernadero demuestran que la asociacién simbidtica de los hongos micorrizogenos en
las raices de la plantas producen diversos cambios y/o modificaciones a nivel fisioldgico, entre los
que destacan los incrementos en la actividad fotosintética, por efecto de la mayor capacidad de

fijacién de CO, y, por consiguiente, el incremento de las tasas de crecimiento en la biomasa
8
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producida, por las plantas micorrizadas en comparacion con las plantas control (Alarcon y Ferrera-
Cerrato, 1996; Olalde, 1997).

La interaccion hongo-planta y los beneficios que aporta no solo a ellos mismos, sino al entorno son
de gran importancia para la conservacion y recuperacion de zonas perturbadas, en especial de las
zonas con limitantes ambientales como las comunidades aridas y semiaridas. La perturbacion de
estos ecosistemas se manifiesta con la pérdida de la cubierta vegetal, generalmente asociada a
cambios importantes en la composicion de especies vegetales, en la pérdida de propagulos de los
HMA y en disminucion de la fertilidad del suelo. En los ambientes con limitaciones de agua y
nutrimentos, como los matorrales semiaridos, la micorriza favorece el crecimiento y la
supervivencia de las plantas, sin embargo, las diferentes especies de HMA difieren entre si y en su
eficiencia para incrementar el crecimiento de las plantas, estas diferencias pueden estar relacionadas
con las condiciones de perturbacion donde se originan los hongos micorrizégenos o con la
composicion de los consorcios de estos hongos, por ello es importante conocer la efectividad de los
HMA sobre el crecimiento de las plantas silvestres de gran valor ecolégico como Mimosa

biuncifera.
Mimosa biuncifera Benth.

El género Mimosa L. pertenece a la familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, y se ubica en la
tribu Mimoseae. Mimosa es un género principalmente americano, el 90% de sus especies se
distribuyen del sur de Estados Unidos, a la Argentina y el resto se encuentra en Africa, Asia y
Australia. En México, el género Mimosa presenta diversas formas bioldgicas donde predominan los
arbustos erectos y arboles. Las especies de Mimosa se utilizan en diferentes formas: como cerca
viva, combustible (lefia y/o carbén), forraje para ganado caprino y ovino principalmente, material
para construccion, medicinal, melifera, ornamental, peleteria por el alto contenido de taninos

principalmente en la corteza y como implemento agricola (Camargo-Ricalde et al., 2001).

Mimosa biuncifera Benth., conocida como “uia de gato” es un arbusto que mide 1-2.5 m de altura,
armado de cortas y recurvadas espinas de 7-8 mm de largo. Hojas bipinadas, de contorno oblongo
con 3-4 pares de divisiones primarias; cada una provista de foliolulos ovales pequefios de unos 12

mm, inflorescencias axilares de 7-8 mm de diametro, sobre pedinculos cortos de 9-10 mm.
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Frutos oscuros, comprimidos, espinosos en el margen, angostos en ambos extremos, de unos 3-5 cm

de largo, por 4 mm de ancho provistos de 6-8 semillas (Sanchez-Sanchez, 1978).

Figura 3. Mimosa biuncifera Benth.

M. biuncifera es una especie dominante o codominante en los matorrales xerdfilos del Valle del
Mezquital y de otros matorrales del centro de México, este arbusto es importante dada su capacidad
para retener el suelo y la humedad del mismo, asi como por su aporte de materia organica, por
mantiene la diversidad de los organismos microbianos entre ellos las bacterias fijadoras de nitrégeno
y los HMA, por lo que ésta especie es clave para la restauracion ecoldgica de estos matorrales, y por
ello es importante conocer los factores que favorecen su crecimiento y la influencia de los HMA en

condiciones experimentales.
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Zona de muestreo

Para realizar este trabajo, se colecto material biolégico en las localidades conocidas como
“Gonzalez-Gonzalez” y “Rincon” (Figura 3) pertenecientes a los Municipios de Santiago de Anaya
y Actopan, los cuales se encuentran dentro del Valle del Mezquital, Hidalgo, cuyas coordenadas
geograficas son 20° 16° 12 de latitud norte y 98° 56° 42” de longitud oeste, se encuentra ubicado al
norte de la Ciudad de México, la cual se encuentra a una distancia de 120 km por carretera y a 37
km de la capital del estado. Santiago de Anaya cuyas coordenadas geograficas son 20° 23’ 04"’
latitud norte y 98° 57° 53’ longitud oeste, con una altura de 2040 msn, se encuentra ubicado a 56
km. de distancia de la capital del estado. EI municipio colinda al norte con los municipios de
Cardonal y Metztitlan; al este con los municipios de Metztitlan y Actopan; al sur con el municipio
de Actopan y San Salvador; al oeste con los municipios de San Salvador, Ixmiquilpan y Cardonal.

Las semillas, el suelo y el inoculo empleados en este estudio son procedentes de estas localidades.

11
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Figura 4. Mapa de ubicacion de las localidades Gonzélez y Rincon en el estado de Hidalgo, México.
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JUSTIFICACION

La micorriza arbuscular influye en la planta hospedera, incrementando su adecuacion (reproduccion
y supervivencia) y la produccién de biomasa (Fisher y Jayachandran, 2002). Dichos hongos acttan
como extensiones del sistema radical al aumentar la asimilacion de nutrimentos del suelo,
principalmente fosforo, debido al didmetro y longitud de sus hifas del hongo simbionte que le
permite a la planta explorar un mayor volumen del ambiente edafico (Smith y Read, 1997). Los
primeros efectos en la planta relacionados con la inoculacion micorrizica ocurren a nivel fisiologico
y estan relacionados con los procesos involucrados con la acumulacién de biomasa, como la
fotosintesis y la acumulacion de nutrimentos. Dekkers y Van der Werff (2001) afirman que la
colonizacion arbuscular (CA) es un buen indicador de los beneficios de la micorriza hacia el
hospedero, y la colonizacion micorrizica arbuscular (CMA) como un indicador del costo invertido
por la planta en la produccién de biomasa fungica.

La interaccion hongo-planta y los beneficios que aporta no solo a ellos mismos, sino al entorno son
de gran importancia para la conservacion y recuperacion de zonas perturbadas, en especial de las
zonas con limitantes ambientales como los ecosistemas aridos y semiaridos, y que en México
ocupan 125 millones de hectéreas, lo que equivale al aproximadamente el 60% del territorio
nacional (Rezedowski, 1994). La perturbacion de estos ecosistemas se manifiesta con la pérdida de
la cubierta vegetal, generalmente asociada a cambios importantes en la composicion de especies
vegetales, en la pérdida de propagulos de los HMA y en disminucion de la fertilidad del suelo. En
los matorrales semiéridos, la micorriza favorece el crecimiento y la supervivencia de las plantas
hasta ahora estudiadas, de igual manera, los HMA reportados en estos ecosistemas son similares a
los encontrados en otros ambientes o plantas. Asi mismo, las especies de HMA difieren en su
infectividad y efectividad al asociarse con diferentes plantas, traduciéndose en mayor o menor
eficiencia en el crecimiento de las plantas, esta situacién puede estar relacionada con las condiciones

de perturbacion o con la diversidad de estos hongos.
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En los ultimos afios se ha publicado el efecto positivo que tienen las micorrizas, en especies con
valor alimenticio como frutales; sin embargo, poco se conoce sobre los efectos de esta simbiosis en
especies silvestres de los matorrales semiaridos y podria esperarse una respuesta similar, por lo que

este estudio busco responder las preguntas:

¢Mimosa biuncifera es una planta dependiente de la micorriza en las primeras etapas de crecimiento
(90 dias)?.

¢Los HMA provenientes de matorrales perturbados y conservados donde M.biuncifera, es

dominante, tienen la misma eficiencia y eficacia para micorrizar a Mimosa biuncifera?

14
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HIPOTESIS

Si se encuentra diferente diversidad y abundancia de hongos micorrizogenos arbusculares (HMA)
asociados al suelo de matorrales perturbados y no perturbados donde Mimosa biuncifera es
dominante, se espera que estos hongos tengan diferente eficiencia en la colonizacién micorrizica en
las plantulas de M. biuncifera y que las variables asociadas a su crecimiento reflejen tanto la

eficiencia micorrizica de los HMA como la dependencia micorrizica de M. biuncifera.

OBJETIVOS

Evaluar la eficiencia de los hongos micorrizdégenos arbusculares (HMA) con diferente procedencia
sobre algunas variables fisioldgicas asociadas al crecimiento de Mimosa biuncifera Benth en

condiciones de invernadero.

PARTICULARES

e Cuantificar el crecimiento en la etapa inicial de Mimosa biuncifera al ser micorrizada con
HMA provenientes del suelo de un matorral perturbado y uno conservado en condiciones de

invernadero.

e Evaluar la eficiencia micorrizica de los HMA de diferente procedencia en la translocacién de
nutrimentos a tejido foliar (N, P, K, Ca, Mg) y en las variables funcionales: contenido de
clorofilas a, B y totales, carotenos, y nitrato reductasa en plantas de Mimosa biuncifera de 90

dias de crecimiento en condiciones de invernadero.

e Determinar la colonizacion y dependencia micorrizica de Mimosa biuncifera a los 90 dias

de crecimiento en invernadero.

e Cuantificar la densidad de esporas y la diversidad de los HMA contenidos en los suelos de

matorral perturbado y conservado y utilizados como indculos iniciales.
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METODO

Colecta y preparacion de semillas

Se colectaron las semillas de Mimosa biuncifera en los matorrales correspondientes a las localidades
de Gonzélez y Rincén en el Valle del Mezquital Hidalgo, se seleccionaron aquellas que no
presentaron dafio aparente, posteriormente se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio
al 10% por 10 minutos, después se enjuagaron con agua destilada y se secaron a temperatura
ambiente, este proceso con el fin de eliminar esporas, bacterias y microorganismos que afectaran la
germinacién. Se escarificaron mecanicamente con una lija de agua para estimular la germinacion,

posterior a esto se plantaron en los sustratos correspondientes.

Colecta de los HMA usados como in6culo

El inoculo de hongos micorrizégenosarbusculares (HMA), empleados se obtuvieron de suelos bajo
dosel de M. biuncifera, en dos matorrales: en los alrededores del poblado de Gonzélez-Gonzalez,
mismo que se consideraron como perturbados con base en el porcentaje de la cobertura vegetal y la
diversidad vegetal- y el matorral conservado ubicado en los alrededores del poblado de Rincon. Los
suelos colectados fueron conservados en refrigeracion a 4°C en el laboratorio, se pesaron 100g de
suelo para cada unidad experimental, los que fueron colocados en las macetas sobre el sustrato
esteril.

Conteo e identificacion de esporas

Para conocer la densidad de esporas de HMA colocados en cada maceta, se realiz6 el conteo de
esporas en los suelos correspondientes a los sitios de estudio (Rincon y Gonzalez), de acuerdo al
método de tamizado en himedo de Nicholson y Gedermann citado por Trejo et al., 2008 de la

siguiente manera:
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Se pesaron 50g de suelo seco en un vaso de precipitados, al cual se la agrego 1L de agua de la llave
y se agito vigorosamente con un agitador mecéanico (marca Oster modelo 2523-13 440-20) por 3min.
Se dejo reposar de 20 a 30 segundos, despues se hizo pasar el sobrenadante en una serie de tamices
ordenados de mayor a menor apertura de la malla, colectando el contenido del tamiz mas pequefio
con ayuda de una piseta en tubos para centrifuga, y se les agrego agua para centrifugarlos durante 5
min a 2000-2500 rpm.

Del material ya centrifugado se desechd el sobrenadante de los tubos, y se resuspendio el
precipitado, al que se agreg6 sacarosa al 50%, para centrifugar nuevamente, esta vez entre 1500 y
2000 rpm durante 35 s a 1 min. El centrifugado se enjuago en el tamiz méas pequefio, y se deposito el
material en cajas Petri para contabilizar las esporas totales, el conteo se realiz6 colocando una
cuadricula debajo de la caja Petri y contabilizando el nimero de esporas presentes en cada cuadro de
0.5 x 0.5 cm cada uno, la suma de estos se extrapolo para 100 g de inoculo y ser reportado como
numero de esporas por 100 g de in6culo, posteriormente extraer las esporas de la caja e identificar
las especies de HMA presentes en cada sitio (Rincon y Gonzélez), bajo el microscopio de diseccion

a 40x de aumento.

Disefio experimental

La fase experimental se desarroll en el invernadero de la Facultad de estudios Superiores Zaragoza,
UNAM, en el oriente de la ciudad, el invernadero tiene una orientacion de Este a Oeste. El lote
experimental const6 de 20 unidades experimentales (UE) por tratamiento, y 20 UE para cada testigo,

de acuerdo al siguiente disefio:

1 planta x 2 tratamientos x 2 condiciones x 20 repeticiones = 80 UE.

17
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En las UE se utilizd un sustrato compuesto por suelo (proveniente del Valle del Mezquital, Hgo.) y
arena silica en proporciones 3:1 vol/vol para permitir la permeabilidad del sustrato y la facil
penetracion de las raices, el sustrato se mezclé homogéneamente, se colocd dentro de bolsas de
polipapel con aproximadamente 1 kg de este para su esterilizacion en el autoclave, durante dos

sesiones de calor himedo y presion a 1.2 magapascales.

Se lavaron y desinfectaron 80 macetas de polivinil carbono (PVC) de aproximadamente 30 cm de
largo y 7 cm de didmetro, selladas con acetato y cinta adhesiva en la parte inferior, con una solucién
de hipoclorito de sodio al 10% por 10 minutos, posteriormente se enjuagaron con suficiente agua

corriente.

Con el sustrato estéril se llenaron las macetas hasta 8 cm por debajo del borde superior, después se
colocaron 100 g de suelo con HMA por maceta del tratamiento correspondiente o el filtrado
bacteriano; Se humedecid el sustrato de cada maceta al 100%, sobre este se colocaron 3 semillas de
M. biuncifera (previamente desinfectadas y escarificadas) y se cubrieron con aproximadamente 1cm
de sustrato, dejando cerca de 2 cm de maceta libres hacia el borde superior de la maceta, se les
coloco una bolsa pléstica, a modo de tapa para evitar la desecacion durante la germinacién de la

semilla, la cual se retird en cuanto estas emergieron.

El filtrado bacteriano se obtuvo a partir de 100g de suelo, al cual se le agregd un volumen de 250 ml
de agua desionizada, se agitd 30 durante minutos, se dejo reposar durante una hora y se filtr6 con
papel Watman de 42 micras, con ello se permiti6 el paso de las bacterias pero no de las esporas de
los HMA presentes en la muestra. Este filtrado se prepar6 para los suelos de los dos matorrales, de
forma que cada tratamiento tuvo su correspondiente testigo. El filtrado bacteriano compensé la
presencia de las bacterias contenidas en los 100g de suelo utilizados en cada unidad experimental de

cada tratamiento.
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Las macetas se regaron semanalmente a capacidad de campo con agua y con un riego de apoyo de
solucién Long Ashton (Hewitt, 1966) modificada para suministrar 11pg por mL™ de fésforo cada

tres semanas, con el fin de mantener la humedad necesaria para el desarrollo de las plantas.

Evaluacion del crecimiento
Altura y numero de hojas

A partir de la aparicion de la primera hoja, se registré semanalmente la altura y el nimero de hojas
de cada planta durante 14 semanas de crecimiento, y con las mediciones de la altura se calcul6 la
tasa relativa de crecimiento (TRC). Esta variable evalUa el crecimiento de la especie de estudio, en
un tiempo dado. La TRC se determind mediante el modelo de crecimiento exponencial, el cual
describe la fase inicial del desarrollo vegetal (Charles-Edwards et al., 1986). Se emple6 la siguiente

ecuacion:

TRC= [In (alt final en cm) — In (alt inicial en cm)] / [tiempo (dias)]

6.5.2 Biomasa y area foliar

A los 90 dias de crecimiento se tomaron al azar 4 unidades experimentales por tratamiento, se
cortaron las hojas para colocarlas en el integrador de area foliar modelo CI-202, CID Inc., y asi
obtener directamente el area foliar en cm?. Las hojas se retiraron del integrador y se pesaron tanto el
vastago (parte aérea) y la raiz de cada una de las plantas para obtener el peso de la biomasa fresca,
en una balanza analitica OHAUS, modelo IP 15KS. La biomasa seca se pes6 de igual manera en la

balanza ya mencionada, después de un periodo de 48 hrs. de secado en la estufa a 60°C.
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Evaluacion de respuestas fisioldgicas
Contenido de nutrimentos en tejido foliar

Para este andlisis se tomo tejido vegetal previamente secado en la estufa a 60° C por 24hrs, de 4
unidades experimentales por condicion, para determinar la concentracion de los siguientes
nutrimentos: Nitrdgeno total (N), Fésforo (P), Potasio (K), Calcio (Ca) y Magnesio (Mg), a través de
espectrofotometria por emision de plasma. Estos analisis fueron realizados en el Laboratorio de
Nutricion Vegetal “Salvador Alcalde Blanco” (LABSAB) del Colegio de Postgraduados.

6.6.2 Evaluacion de clorofilas, carotenos y nitrato reductasa

De igual manera se tomaron 4 unidades experimentales para la cuantificacion de clorofilas y
carotenos, por el método de Harborne modificado (tomado de Gutiérrez et al., 1995) para ambos

casos, el procedimiento fue el siguiente:

Se cort6 la sexta hoja de la planta y se macero en 10ml de acetona al 80%, agregando un poco de
carbonato de calcio. La mezcla se centrifugo a 3000 rpm por 5 minutos hasta que se compacto el
“pellet” en el fondo del tubo, y asi tomar libremente el sobrenadante; este se llevdo a volumen
conocido, las muestras se mantuvieron siempre bajo hielo para evitar la oxidacion y realizar
adecuadamente las lecturas de absorbancia en el espectrofotometro a 645 y 663 nm para las

clorofilas y a 470 nm para carotenos. Se utiliz6 un blanco de acetona al 80%.

Las clorofilas a, B y totales se calcularon de las siguientes ecuaciones:

Clorofila o= 12.7 (absorbancia 663nm) — 2.69 (absorbancia 645nm) = mg/I
Clorofila p=22.9 (absorbancia 645nm) — 4.68 (absorbancia 663nm) = mg/I
Clorofila total = 8.02 (absorbancia 663nm) + 20.2 (absorbancia 645nm) = mg/I
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Paralelamente, se evalud la actividad de la enzima nitrato reductasa total extractable (NR), mediante
el método propuesto por Foyer et al. (1998). Se tomaron las hojas frescas de 4 plantas por
tratamiento y se maceraron con buffer de extraccion, consistente en 50 mMMops-KOH de pH 7.8, 5
mMNaF, 1uM Na,M00,, 10 pM FAD, 1 pMleupeptin, 1 pMmicrocystin, 0.2 g de PVP g™ de tejido
fresco, 2 mM mercaptoetanol y 5 mM EDTA. Posteriormente el extracto se centrifugo a 12 000 rpm
por 15 minutos, se tomo una alicuota de 200 uL del extracto a la cual se adicionaron 200 uL de la
mezcla de reaccion (50 mMMops-KOH buffer pH 7.5, 1 mMNaF, 10 mM KNOg3, 0.17 mM NADH
y 5 mM EDTA). La reaccion se termind después de 15 minutos con la adicion de 200 uL de
sulfanilamida (1% [w/v] en 3 N HCI) y 200 uL de naphthylethylendiaminadihydrochloride (0.02%
[w/v]), y se tomaron lecturas de absorbancia a 540 nm en espectrofotometro (Hewlett Packard HP
8453). La actividad nitrato reductasa fue expresada en micromoles de NaNO, por gramo de tejido
fresco (UM NaNO; g™).

Colonizacion radical

El porcentaje de colonizacion micorrizica, se evaluo en raices de cuatro plantas de cada tratamiento
y de cada especie. Para tefiir las raices se empled la técnica de tincion vital, la cual revela la
actividad fosfatasa alcalina del hongo (Tisserant et al.1993). Las raices fueron expuestas durante una
noche a una solucién buffer de 0.05 M Tris/acido citrico pH 9.2, con 15 unidades de celulasa mL™ y
15 unidades de pectinasa mL™. Posteriormente se colocaron en el medio de reaccién consistente de
0.05 M Tris 4cido citrico pH 9.2; 1 mgmL™ de sales de azul rapido RR; 1 mgmL™ o-naftilfosfato;
0.5 mgmL™ MgCl,, y 0.8 mgmL™ MnCl,4H,0, durante 16 h.

Las raices fueron evaluadas para estimar el porcentaje de colonizacion mediante microscopio éptico
(objetivo de 40x), se cuantifico la frecuencia de hifas, vesiculas y arbusculos, expresado en
porcentaje. Ademas, se estimé la respuesta de las plantas a la inoculacion micorrizica atravez del
indice de dependencia micorrizica (IDM) de acuerdo a la ecuacion de Planchette et al., 1983, con

base en el peso seco de la biomasa que se calculo previamente.
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IDM = (Ps (+M) — Ps (-M))/Ps (+M)

Ps = peso seco
+M = planta micorrizada

-M = planta no micorrizada

Analisis estadistico

Para determinar si habia diferencias en los tratamientos de inoculacion sobre las especies vegetales,
los datos de cada variable se analizaron con una ANOVA de dos factores. Posteriormente cuando
hubo diferencias significativas se realizd6 una prueba de Tukey (o =0.05). Los andlisis fueron

realizados con el programa InfoStat/E 2011 (StatSoft 2011).
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RESULTADOS

Densidad e identificacion de esporas

La densidad de esporas de los sitios de procedencia del inoculo fue cuantificada para cada uno de los
sitios obteniendo los siguientes valores promedio, para Gonzélez 341 esporas, en comparacion con
Rincdn con 114 esporas, contenidas en 100 g de suelo para ambos casos (Fig. 5).
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Figura 5. Numero de esporas contenidas en 100g de suelo utilizados como inoculo, de las diferentes
procedencias Rincdn (conservado) y Gonzélez (perturbado).

Se identificaron las morfoespecies de hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) para cada sitio de
muestreo, obteniendo un total del5 diferentes morfoespecies para Gonzélez y 21 para Rincon.
(Cuadro 1, Fig. 6).
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Cuadro 1. Listado de las morfoespecies de hongos micorrizogenosarbusculares (HMA) identificadas en dos
matorrales xer6filos del Valle del Mezquital, Hidalgo, México.

Especie HMA*/ Matorral Gonzalez Rincon

Acaulospora laevis
Acaulospora aff. mellea
Acaulospora spinosa
Ambispora appendicula
Ambispora spl
Claroideoglomus aff. claroideum
Claroideoglomus etunicatum
Entrophospora infrequens
Funneliformis geosporum
Funneliformis mosseae
Gigaspora ramisporophora
Glomus aggregatum

Glomus caesaris

Glomus globiferum

Glomus tortuosum

Pacispora scintillans

Pacispora spl

Racocetra fulgida

Racocetra gregaria
Rhizophagus intraradices X
Sclerocystis rubiformis

Sclerocystis sinuosa

Scutellospora calospora X
Scutellospora pellucida X
Scutellospora scutata X X
Morfoespecies totales 15 21

X
X X X X

X X X X X X X X X
XX X X X X X X

X X
X X X X X

X X

* La identificacion taxonémica se sustent6 en las descripciones especializadas de los diferentes géneros y
especies de HMA que actualmente se encuentran disponibles en el International Culture Collection of
(Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM) disponible a través de internet en el sitio web:
http://invam.caf.wvu.edu/ y del sitio http://www.lrz-muenchen.de/~schuessler/amphylo/
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A

Hongos Micorrizogenos Arbusculares de la localidad Rincon
a) Scutellospora pellucida b) Racocetra gregaria c¢) Ambispora appendicula

d) Sclerocystis rubiformis e) Acaulospora laevis f) Acaulospora sp.

- > -

Hongos Micorrizogenos Arbusculares de la localidad Gonzéalez

a) Gigaspora ramisporophora b) Entrophospora infrequens c) Funneliformis mosseae

d) Rizophagus intraradices e) Claroideoglomus etunicatum f) Scutellospora scutata

Figura 6.Morfoespecies de hongos micorrizdgenosarbusculares determinadas para cada una de las
localidades (Rincon y Gonzélez).

25



UNAM, FES-Zaragoza,2011

Respuestas de crecimiento
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Figura 7. Dinamica de crecimiento en altura (A) y nimero de hojas (B) de Mimosa biuncifera inoculada con
los HMA de dos matorrales. GM+ = inoculo de Gonzéalez, RM+ = inoculo de Rincén y los testigos (GM- y
RM-), bajo condiciones de invernadero durante 90 dias. Letras minusculas diferentes indican diferencias
estadisticas entre tratamientos y letras mayusculas diferentes indican diferencias estadisticas entre sitios
(Tukey 0=0.05), n=20.
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El crecimiento en altura y ndmero de hojas fue significativamente (p<0.05) favorecido por la
presencia de los HMA (Fig. 7), se muestra el crecimiento continuo en altura y numero de hojas de
las plantas de Mimosa biuncifera, durante 90 dias, donde se aprecia que las plantas inoculadas con
los HMA (RM+ y GM+) presentan mayor crecimiento y nimero de hojas en comparacion con su
contraparte sin micorriza (RM- y GM-), en cuanto a la procedencia de los HMA en la variable altura
no se encontrd diferencia significativa, contrario a esto en el nimero de hojas si se observa una
diferencia significativa (p<0.05), teniendo que, los HMA provenientes de Rincon (RM+)
promovieron mayor crecimiento y numero de hojas que los HMA provenientes de Gonzélez
(GM+).La inoculacion de HMA no tuvo efectos significativos (p<0.05) en la TRC (Fig. 8)entre los
tratamientos micorrizados (RM+ y GM+), pero si con sus respectivos tratamientos testigos (RM- y
GM-).
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Figura 8. Tasa relativa de crecimiento (TRC cm dia-') de Mimosa biuncifera inoculada con los HMA de dos
matorrales. GM+ = inoculo de Gonzéalez, RM+ = inoculo de Rincén y los testigos (GM- y RM-), bajo
condiciones de invernadero durante 90 dias. Letras minusculas diferentes indican diferencias estadisticas
entre tratamientos (Tukey 0=0.05), n=20.
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Cuadro 2. Biomasa total, area foliar, y relacion raiz/véastago en plantulas de Mimosa biuncifera inoculadas
con dos tratamientos que difieren en la procedencia de los HMA, en condiciones de invernadero para la
semana 14 (90 dias) n=4 para cada tratamiento.

Tratamiento Biomasa total Area foliar Raiz/vastago TRC
(9) (cn’) gg?h (cmdia ™)
GM+ 0.79+£0.06 b 21257 +6.35a 052+044a 0.03 £ 0.006 a
GM- 0.40 £ 0.14 bc 9.67+1.84c 0.11+0.14a 0.01+£0.005b
RM+ 191+037a 118.07+6.84 b 0.39+0.13a 0.03+£0.004 a
RM- 0.14+0.06 ¢ 19.57+£6.35¢ 161+133a 0.02£0.007 b

*Tratamiento: GM+ = con inéculo de Gonzélez micorrizado, RM+ = con in6culo de Rincén micorrizado y
los tratamientos testigo (GM- y RM-) Medias con letras diferentes en la misma columna son estadisticamente
diferentes entre tratamientos (Tukey 0<0.05), n = 4. Valor después del promedio indica la desviacion
estandar.

En la Figura 9, podemos observar el efecto de la micorriza sobre la biomasa total en la plantas de
Mimosa biuncifera, presentan diferencias estadisticas entre el tratamiento micorrizado de Rincon
(RM+) y su testigo no micorrizado (RM-), los tratamientos del sitio Gonzélez (GM+ y GM-) no
presentan diferencias significativas (p<0.05), pero si se observa diferencia estadistica entre sitios.
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Figura 9. Biomasa total (g) de Mimosa biuncifera inoculada con los HMA de dos matorrales. GM+ = inoculo
de Gonzalez, RM+ = inoculo de Rincon y los testigos (GM- y RM-), bajo condiciones de invernadero. Letras
mindsculas diferentes indican diferencias estadisticas entre tratamientos y letras mayusculas diferentes
indican diferencias estadisticas entre sitios (Tukey a=0.05), n=20.

Respuestas fisioldgicas
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Nutrimentos en tejido foliar

Para los nutrimentos se presentan diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos en la
concentracion de P, K, Ca'y Mg. En el caso de N (Fig. 10) no hubo diferencias (p>0.05) entre los

tratamiento micorrizados (RM+ y GM+) y los no micorrizados (RM- y GM-), pero si hubo

diferencias entre tratamientos micorrizados y no micorrizados.

Para el P (Fig. 11), la mayor concentracion se obtuvo en los tratamientos del sitio Rincon tanto

micorrizado como no micorrizado, y presentaron diferencias significativas (p<0.05) con los

tratamientos del sitio Gonzélez (GM+ y GM-).
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Figura 10. Concentraciones promedio de Nitrogeno (N), en tejido foliar de las plantas de Mimosa biuncifera,
inoculada con los HMA de dos matorrales. GM+ = inoculo de Gonzélez, RM+ = inoculo de Rincon y los
testigos (GM- y RM-), bajo condiciones de invernadero. Letras minusculas diferentes indican diferencias
estadisticas entre tratamientos y letras mayusculas diferentes indican diferencias estadisticas entre sitios

(Tukey 0=0.05), n=20.
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Figura 11. Concentraciones promedio de Fosforo (F), en tejido foliar de las plantas de Mimosa biuncifera,
inoculada con los HMA de dos matorrales. GM+ = inoculo de Gonzélez, RM+ = inoculo de Rincon y los
testigos (GM- y RM-), bajo condiciones de invernadero. Letras minusculas diferentes indican diferencias
estadisticas entre tratamientos y letras mayusculas diferentes indican diferencias estadisticas entre sitios
(Tukey 0=0.05), n=20.

La concentracion de nutrimentos esta dada en gramos del nutrimento por gramo de tejido foliar
seco, en cuanto al nitrégeno, se pueden observar diferencias en ambos tratamientos micorrizados y
no-micorrizados estos ultimos presentaron menor contenido foliar de N, en cuanto a los sitios de
procedencia también podemos apreciar una diferencia no tan marcada en la concentracion del
nutrimento, teniendo a GM- con el valor mas bajo de todos. En el caso del P, se obtuvieron valores
mas altos en Rincon para ambos tratamiento micorrizados (M+) y no-micorrizados (M-), en
comparacion de Gonzélez donde se obtuvieron los valores mas pequefios, la diferencia entra
tratamientos de este sitio es minima, en comparacién de Rincén donde se aprecia que el tratamiento

M+ contiene una mayor concentracion de P.
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Para el caso de K, Cay Mg (Fig. 12, 13 y 14), las plantas del tratamiento no micorrizado (RM- y
GM-), tuvieron mayor concentracion que los tratamientos micorrizados (RM+ y GM+), para el K
(Fig. 12) se observa que el tratamiento GM+ es significativamente diferente de RM+ y RM-, y este
ultimo a su vez es difiere de GM-. El Ca (Fig. 13) presenta diferencias estadisticas entre los
tratamientos micorrizados (RM+ y GM+) y los no micorrizados( RM- y GM-) y el Mg (Fig. 14)
muestra diferencias significativas entre todos los tratamientos, micorrizados (RM+ y GM+) y no

micorrizados(RM- y GM-) vy entre ellos.
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Figura 12. Concentraciones promedio de Potasio (K), en tejido foliar de las plantas de Mimosa biuncifera,
inoculada con los HMA de dos matorrales. GM+ = inoculo de Gonzélez, RM+ = inoculo de Rincon y los
testigos (GM- y RM-), bajo condiciones de invernadero. Letras minusculas diferentes indican diferencias
estadisticas entre tratamientos y letras mayusculas diferentes indican diferencias estadisticas entre sitios
(Tukey 0=0.05), n=20.

Para el K se encontrd6 que Rincon contiene los valores mas altos de concentracion de este
nutrimento, teniendo a los tratamientos no micorrizados (M-) con mayor cantidad que los (M+)para
ambos sitios. El calcio y el magnesio, para ambos casos se pudo observar diferencias entre
tratamientos, donde los testigos no-micorrizados (M-) presentan las concentraciones mas altas de
ambos nutrimentos, en comparacion con los tratamientos micorrizados(M+), en cuanto a los sitios
Gonzélez contiene mayor concentracién en los testigos (sin micorrizar) y Rincon en los

micorrizados.
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Figura 13. Concentraciones promedio de Calcio (Ca), en tejido foliar de las plantas de Mimosa biuncifera,
inoculada con los HMA de dos matorrales. GM+ = inoculo de Gonzélez, RM+ = inoculo de Rincon y los
testigos (GM- y RM-), bajo condiciones de invernadero. Letras minusculas diferentes indican diferencias
estadisticas entre tratamientos (Tukey 0=0.05), n=20.
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Figura 14. Concentraciones promedio de Magnesio (Mg), en tejido foliar de las plantas de Mimosa
biuncifera, inoculada con los HMA de dos matorrales. GM+ = inoculo de Gonzalez, RM+ = inoculo de
Rincén y los testigos (GM- y RM-), bajo condiciones de invernadero. Letras minusculas diferentes indican
diferencias estadisticas entre tratamientos (Tukey a=0.05), n=20.
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Concentracion de clorofilas, carotenos y nitrato reductasa

Clorofilas a (mg L't g1)

12

10

Clorofilas p (mg L1 g?)
(o)}

A

GM+

GM- RM+
Tratamiento
B
1 II IEI 1 L 1
GM- RM+ RM-

Tratamiento

Figura 15.Concentraciones promedio de Clorofilas a (A) y B (B), en tejido foliar de las plantas de Mimosa
biuncifera, inoculada con los HMA de dos matorrales. GM+ = inoculo de Gonzalez, RM+ = inoculo de
Rincén y los testigos (GM-y RM-), bajo condiciones de invernadero. n=4.
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Figura 16. Concentraciones promedio de clorofilas totales, en tejido foliar de las plantas de Mimosa
biuncifera, inoculada con los HMA de dos matorrales. GM+ = inoculo de Gonzalez, RM+ = inoculo de
Rincén y los testigos (GM-y RM-), bajo condiciones de invernadero. n=4.
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Figura 17. Concentraciones promedio de Carotenos, en tejido foliar de las plantas de Mimosa biuncifera
inoculada con los HMA de dos matorrales. GM+ = inoculo de Gonzélez, RM+ = inoculo de Rincon y los
testigos (GM- y RM-), bajo condiciones de invernadero. Letras minusculas diferentes indican diferencias
estadisticas entre tratamientos y letras mayusculas diferentes indican diferencias estadisticas entre sitios
(Tukey 0=0.05), n=4.
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Figura 18. Concentraciones promedio de nitrato reductasa NR en tejido foliar de las plantas de Mimosa
biuncifera, inoculada con los HMA de dos matorrales. GM+ = inoculo de Gonzalez, RM+ = inoculo de
Rincén y los testigos (GM-y RM-), bajo condiciones de invernadero, n=4.

Las concentraciones de clorofilas a, B, totales y carotenos (Fig 15, 16 y 17), no presentaron
diferencias significativas (p<0.05) en ninguno de los casos, pero el tratamiento RM- mostro las
concentraciones mas altas, de igual forma para la concentracion de nitrato reductasa (Fig 18), no
mostro diferencias significativas entre ningun tratamiento y los correspondientes a no-micorrzados

mostraron las concentraciones mas altas.

35



UNAM, FES-Zaragoza,2011

Colonizacion radical e indice de dependencia micorrizica (IDM)
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Figura 19. Fraccion de la colonizacién micorrizica en raices de Mimosa biuncifera inoculada con dos
tratamientos que difieren en la procedencia de los HMA GM+ = inoculo de Gonzélez micorrizado, RM+ =
inoculo de Rincon micorrizado, y los tratamientos testigos (GM- y RM-) al termino de 90 dias de crecimiento
bajo condiciones de invernadero. Letras diferentes indican diferencias estadisticas (Tukey 0=0.05), n=4.
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Figura 20. Porcentaje de dependencia micorrizica en Mimosa biuncifera inoculada con dos tratamientos que
difieren en la procedencia de los HMA GM+ = inoculo de Gonzalez micorrizado, RM+ = inoculo de Rincén
micorrizado, y los tratamientos testigos (GM- y RM-)al termino de 14 semanas (90 dias) de crecimiento bajo
condiciones de invernadero. Letras diferentes indican diferencias estadisticas (Tukey a=0.05), n=4.
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DISCUSION

El crecimiento y nutricion foliar en M. biuncifera como respuesta a la inoculacion con HMA
procedentes de dos matorrales con diferente grado de perturbacién y por lo mismo con diferente
riqueza de HMA y densidad de esporas, permitié discutir la hipétesis de que los sitios con mayor
diversidad de HMA generan mejor respuesta en el crecimiento vegetal, y en efecto, la presencia de
la micorriza sobre el crecimiento fue notorio con respecto a sus testigos no micorrizados en ambos
matorrales Rincon y Gonzalez, al comparar los sitios, las diferencias fueron significativas (p<0.05)
entre ellos, fue RM+ quién produjo mayor crecimiento tanto en altura como en nimero de hojas de
M. biuncifera, en cuanto a la TRC no presento diferencias significativas entre el origen de los

HMA, pero si entre estos y sus respectivos testigos (RM-y GM-).

El aumento en biomasa y las variables que de ella derivan como la relacion raiz parte aérea (RRV),
varid cuantitativamente en funcion de la procedencia de los HMA, teniendo que las plantas
inoculadas con HMA provenientes del matorral conservado (Rincon) tuvieron valores mas altos de
biomasa que los del matorral perturbado (Gonzélez). La relacién RRV fue menor en las plantas
micorrizadas en el caso de Rincon, lo que muestra la tendencia a reducir la raiz debido a la presencia
de hifas extra-radicales que complementan la funcion de la raiz, contrastando con las plantas sin
micorriza cuyos valores de RRV fueron més altos. Sin embargo, los valores de RRV obtenidos en
las plantas micorrizadas fueron bajos en comparacion a lo reportado por Bethlenfalvay y Dakessian
(1984) o Aerts y Chapin (2000) quienes para especies arbustivas silvestres reportan valores mas
altos de RRV y a lo reportado por Monroy-Ata y Garcia-Sanchez (2009) para las mismas especies

vegetales, pero con HMA procedentes de matorrales deteriorados.

Uno de los beneficios més importantes de la micorriza en las plantas es el incremento en la
eficiencia para la absorcion de nutrimentos especialmente fosforo (Treseder y Allen 2002, Smith y
Read 2008), lo que mejora significativamente el estado nutricional de las plantas. El efecto de la
inoculacion en la fase de establecimiento de las plantulas de M. biuncifera se reflejé en mayor
concentracion de fésforo foliar en comparacion con los testigos esta vario de acuerdo a la

procedencia de los HMA. Lo anterior concuerda con Green et al. (1998) quienes indican que este
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efecto es una importante respuesta producida por los micosimbiontes a nivel foliar en las plantas, ya
que favorecen la fotosintesis y actta en el metabolismo de las plantas en forma de ATP.

Las plantas inoculadas con los HMA del tratamiento RM+ tuvieron mayor concentracion de fosforo,
pero en nitrogeno la mejor respuesta ocurrio con el tratamiento GM+, mostro respuestas diferentes
debidas a la procedencia de los HMA,; sin embargo, estas respuestas no fueron constantes hacia una
procedencia particular, lo que sugiere que tal vez, las respuestas se deban a algunas de las especies
de HMA compartidas entre las procedencias; ademas, las distintas especies de los HMA pueden
estar desempefiando funciones diferentes en la nutricion de la planta, tal como lo han propuesto
Kierset al. (2000) y Burrows y Pfleger (2002).

Las concentraciones de Ca y Mg fueron mayores en las plantas no micorrizadas, sugiriendo que los
HMA, de cualquiera de las procedencias evaluadas, no fueron eficientes en la translocacion de estos
dos elementos, de manera contraria a lo que sugiere la mayoria de la literatura que menciona que la
micorriza favorece la absorcion de Ca y Mg (Johnson et al. 2003, Smith y Read 2008). El calcio es
esencial en la division celular y en el funcionamiento de la membrana celular, mientras que el
magnesio activa las enzimas involucradas en la fotosintesis y forma parte de la molécula de la
clorofila (Taiz y Zeiger 2006). La concentracion de K foliar presentd diferencias en cuanto a la
procedencia de los HMA, no asi con sus testigos.

Con el incremento de fosforo en el tejido foliar se estimula también la fotosintesis, lo que puede
explicar la respuesta en la concentracion de clorofila total en las dos leguminosas. Las plantas
inoculadas con los HMA del tratamiento RM+ presentaron mayor concentracion de clorofila total

que los del tratamiento GM+.

Estos resultados no muestran una tendencia en el proceso fotosintético de cada una de las plantas
bajo los diferentes tratamiento, esto es que la concentracion de clorofila es mayor en plantas no-
micorrizadas que en las micorrizadas, estos resultados no son congruentes, puesto que en
investigaciones realizadas con plantas inoculadas, los pardmetros de concentracién de clorofilas y
tasa fotosintética por regla general tienden a aumentar en comparacién con las de sus testigos (Smith
y Read 1997).
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Los resultados, de este trabajo, muestran que la micorriza arbuscular estimula el ritmo de
crecimiento de Mimosa biuncifera donde la procedencia de los HMA afect6 a la mayoria de las

variables evaluadas.

La informacion disponible sugiere que los HMA no son especificos en sentido estricto, pero se ha
propuesto que existen respuestas diferenciales entre las especies vegetales y los HMA que las
colonizan (Barea et al. 2002, Smith et al. 2004). Este tipo de respuesta se presentd con respecto a los
HMA provenientes de los matorrales estudiados. Los HMA que proceden del matorral Rincon
generaron las mejores respuestas en el crecimiento y fisiologicas de M. biuncifera, con respecto a
los HMA provenientes del matorral Gonzalez, lo cual correspondio con el sitio de mayor riqueza de
HMA, sugiriendo que las especies de HMA de esta procedencia tuvieron mayor potencialidad para

mejorar la nutricion mineral de la planta.

Los porcentajes de colonizacion micorrizica fueron altos para ambos matorrales para Rincon 70% y
55% para Gonzalez, de igual forma Rincén presenta un indice de dependencia micorrizica mayor
(0.92) que Gonzalez (0.49). La dependencia micorrizica, en la etapa evaluada y en condiciones
experimentales, sugieren que Mimosa biuncifera se comportara en los matorrales como un arbusto
de crecimiento rapido y oportunista. Cada leguminosa responde de manera diferente a la
micorrizacion, y de acuerdo con lo propuesto por Klironomos (2003) y Martinez y Pugnaire (2009)
para los ecosistemas aridos, la interaccion planta-HMA evaluada como el grado de dependencia
micorrizica, es una forma de estimar la influencia de los HMA sobre la estructura de las poblaciones

vegetales.

Los resultados sugieren que los HMA de cualquiera del matorral perturbado y conservado tienen
suficiente diversidad de HMA para producir un efecto benéfico en el crecimiento de M.
biuncifera,lo que puede deberse a la semejanza de morfoespecies de HMA que comparten los dos
matorrales, asimismo, el hecho de que los HMA de las dos procedencias conserven su potencial para
formar micorriza con ésta leguminosa puede ser importante para entender como esta especie

conserva su densidad en la cubierta vegetal de los matorrales del Valle del Mezquital, Hgo.
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CONCLUSIONES

1.- El matorral conservado presento 21 morfoespecies de HMA y el matorral perturbado presento 19

morfoespecies de HMA

2.- Mimosa biuncifera formo micorrizas con los HMA de las dos matorrales, la micorriza

favorecio su establecimiento y crecimiento.

3.- La absorcion de nutrimentos en las plantas micorrizadas fue mayor que en las plantas sin
micorrizar y con los HMA del matorral conservado la respuesta fue mejor, aunque no se presentaron

diferencias significativas hacia una procedencia, es decir la respuesta fue muy variable.

4.- Los matorrales conservado y perturbado ain cuentan con suficiente riqueza o densidad de
esporas de HMA para inducir respuestas favorables en el crecimiento de las plantas., lo que sugiere

gue estos sitios son una buena fuente potencial de inoculos.
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ANEXO

Andlisis estadistico de la variable ALTURA

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC dal CM_ F p-valor
Modelo 13562.15 3 4520.72 107.44 <0.0001
SITIO 149.15 1 149.15 3.54 0.0638
CONDICION 13413.00 2 6706.50 159.38 <0.0001
Error 2987.50 71 42.08
Total 16549.65 74

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=2.99259

Error: 42.0774 gl: 71

SITIO Mediasn E.E.

G 21.17 39 1.04 A

R 24.53 36 1.08 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=5.58806
Error: 42.0774 gl: 71
CONDICION Mediasn E.E.

RM- 9.42 19 149 A

GM- 9.60 20 145 A

GM+ 32.74 19 1.49 B

RM+ 39.65 17 1.57 Cc

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Analisis estadistico de la variable # de HOJAS

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)

F.V. SC dal CM F p-valor
Modelo 37780.02 3 12593.34 155.43 <0.0001
SITIO 624.92 1 624.92 7.71 0.0070
CONDICION 37155.09 2 18577.55 229.29 <0.0001
Error 5752.46 71 81.02
Total 43532.48 74
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Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=4.15260

Error: 81.0206 gl: 71

SITIO Mediasn E.E.

G 24.20 39 1.44 A

R 30.77 36 1.50 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=7.75414
Error: 81.0206 gl: 71
CONDICION Mediasn E.E.

GM- 3.50 20 201 A

RM- 6.89 19 207 A

GM+ 44.89 19 2.07 B

RM+ 54.65 17 2.18 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Andlisis estadistico de la variable TRC

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)

F.V. SC dl CM_F p-valor

Modelo 4.6E-03 3 1.5E-03 40.12 <0.0001
SITIO 1.4E-06 1 1.4E-06 0.04 0.8513
CONDICION 4.6E-03 2 2.3E-03 60.16 <0.0001
Error 2.7E-03 71 3.8E-05

Total 0.01 74

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00286

Error: 0.0000 gl: 71

SITIO Mediasn E.E.

G 0.02 39 9.9E-04 A

R 0.02 36 1.0E-03 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00533
Error: 0.0000 gl: 71

CONDICION Mediasn E.E.

GM- 0.01 20 1.4E-03 A

RM- 0.01 19 1.4E-03 A

RM+ 0.03 17 1.5E-03 B
GM+ 0.03 19 1.4E-03 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

48



Mariana H. Ladron de Guevara

Analisis estadistico de la variable BIOMASA SECA TOTAL

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC dl CM _ F p-valor
Modelo 736 3 2.45 57.91 <0.0001
SITIO 074 1 0.74 17.43 0.0013
CONDICION 6.62 2 3.31 78.16 <0.0001
Error 051 12 0.04

Total 7.86 15

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.43197
Error: 0.0423 gl: 12
CONDICION Mediasn E.E.

RM- 014 4 010 A

GM- 041 4 010 A B

GM+ 0.79 4 0.10 B

RM+ 192 4 0.10 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Andlisis estadistico de la variable BIOMASA FRESCA TOTAL

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC dl CM F p-valor
Modelo 37.60 3 12.53 158.59 <0.0001
SITIO 280 1 2.80 35.45 0.0001
CONDICION 34.80 2 17.40 220.17 <0.0001
Error 095 12 0.08

Total 38.54 15

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.59018
Error: 0.0790 gl: 12
CONDICION Mediasn E.E.

RM- 038 4 014 A

GM- 0.70 4 014 A

GM+ 2.26 4 0.14 B

RM+ 425 4 0.14 Cc

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)
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Analisis estadistico de la variable RRV

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC dl CM _ F p-valor
Modelo 38.89 3 1296 2.27 0.1331
SITIO 1364 1 13.64 2.38 0.1485
CONDICION 25.25 2 12.63 2.21 0.1527
Error 68.66 12 572

Total 107.55 15

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=5.02202
Error: 5.7217 gl: 12
CONDICION Mediasn E.E.

GM- 011 4 1.20 A
RM+ 040 4 1.20 A
GM+ 052 4 1.20 A
RM- 393 4 1.20 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Andlisis estadistico de la variable AF

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 92869.22 3 30956.41 26.90 <0.0001
SITIO 2886.01 1 2886.01 2.51 0.1416
CONDICION 89983.21 2 44991.60 39.09 <0.0001
Error 12659.36 11 1150.85

Total 105528.58 14

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=83.62550
Error: 1150.8509 gl: 11
CONDICION Mediasn E.E.

GM- 9.67 4 16.96 A

RM- 19.57 4 16.96 A

RM+ 118.08 4 16.96 B

GM+ 212.57 3 19.59 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)
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Anadlisis estadistico de la variable N

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC 4l CM _ F p-valor

Modelo 0.08 3 0.03 48.60 <0.0001

SITIO 7.6E-04 1 7.6E-04 1.34 0.2696
CONDICION 0.08 2 0.04 72.23 <0.0001

Error 0.01 12 5.6E-04

Total 0.09 15

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.04989
Error: 0.0006 gl: 12
CONDICION Mediasn E.E.

GM- 2.74 4 001 A
RM- 2.76 4 001 A
RM+ 287 4 0.01 B
GM+ 291 4 0.01 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Andlisis estadistico de la variable P

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)

F.V. SC CM_ F p-valor
Modelo 1.07 3 0.36 29.28 <0.0001
SITIO 098 1 0.98 80.45 <0.0001
CONDICION 0.09 2 0.04 3.69 0.0564
Error 0.15 12 0.01

Total 1.21 15

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.23162
Error: 0.0122 gl: 12
CONDICION Mediasn E.E.

GM+ 1.04 4 0.06 A
GM- 1.09 4 006 A
RM- 146 4 0.06 B
RM+ 1.66 4 0.06 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

51



UNAM, FES-Zaragoza,2011

Analisis estadistico de la variable K

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC dl CM _ F p-valor
Modelo 1735 3 5.78 14.50 0.0003
SITIO 1321 1 13.21 33.12 0.0001
CONDICION 4.14 2 2.07 519 0.0238
Error 479 12 0.40

Total 22.13 15

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=1.32588
Error: 0.3988 gl: 12
CONDICION Mediasn E.E.

GM+ 5.89 4 032 A

GM- 6.63 4 032 A B

RM+ 746 4 0.32 B C
RM- 8.70 4 0.32 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Analisis estadistico de la variable Ca

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC 4l CM F p-valor
Modelo 1658.18 3 552.73 550.43 <0.0001
SITIO 0.05 1 0.05 0.05 0.8307
CONDICION 1658.13 2 829.07 825.62 <0.0001
Error 12.0512 1.00
Total 1670.23 15

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=2.10388
Error: 1.0042 gl: 12
CONDICION Mediasn E.E.

GM+ 12.96 4 050 A
RM+ 1471 4 050 A
RM- 33.12 4 0.50 B
GM- 35.09 4 0.50 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)
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Analisis estadistico de la variable Mg

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC 4l CM F p-valor
Modelo 189.64 3 63.21 627.69 <0.0001
SITIO 026 1 0.26 2.61 0.1323
CONDICION 189.38 2 94.69 940.23 <0.0001
Error 1.21 12 0.10

Total 190.85 15

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.66627
Error: 0.1007 gl: 12
CONDICION Mediasn E.E.

GM+ 3.18 4 016 A

RM+ 385 4 0.16 B

RM- 9.75 4 0.16 C

GM- 10.93 4 0.16 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Andlisis estadistico de la variable CLOROFILAS «.

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC 4l CM F p-valor
Modelo 499.81 3 166.601.40 0.2915
SITIO 113.41 1 113.410.95 0.3487
CONDICION 386.40 2 193.201.62 0.2384
Error 1431.28 12 119.27

Total 1931.09 15

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=22.92915
Error: 119.2736 gl: 12
CONDICION Mediasn E.E.

GM+ 5.37 4 546 A
RM+ 8.67 4 546 A
GM- 12.97 4 546 A
RM- 20.32 4 546 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)
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Analisis estadistico de la variable CLOROFILAS §

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC dl CM _ F p-valor
Modelo 50.68 3 16.89 1.67 0.2271
SITIO 26.56 1 2656 2.62 0.1316
CONDICION 24.12 2 12.06 1.19 0.3381
Error 121.7412 10.14

Total 172.41 15

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=6.68708
Error: 10.1448 gl: 12
CONDICION Mediasn E.E.

GM+ 211 4 159 A
GM- 2.76 4 159 A
RM+ 331 4 159 A
RM- 6.72 4 159 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Andlisis estadistico de la variable CLOROFILAS TOTALES

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC 4l CM F p-valor
Modelo 838.79 3 279.601.42
SITIO 249.74 1 249.74 1.27
CONDICION 589.05 2 294,52 1.50
Error 2357.84 12 196.49
Total 3196.63 15

Andlisis estadistico de la variable CAROTENOS

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)

F.V. SC 4l CM_ F p-valor
Modelo 369.36 3 123.124.29 0.0284
SITIO 93.56 1 93.56 3.26  0.0963
CONDICION 275.80 2 137.904.80 0.0294
Error 344.72 12 28.73
Total 714.07 15
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Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=11.25272

Error: 28.7265 gl: 12

CONDICION Mediasn E.E.
GM+ 1.40 4 268 A
RM+ 197 4 268 A
GM- 426 4 268 A
RM- 13.36 4 2.68

B
B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Andlisis estadistico de la variable NO2

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC  dl CM_ F p-valor
Modelo 578 3 193 3.84 0.0388
SITIO 037 1 0.37 0.74 0.4057
CONDICION 5.40 2 2.70 539 0.0214
Error 6.02 12 0.50
Total 11.79 15

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=1.48669

Error: 0.5014 gl: 12

CONDICION Mediasn E.E.
RM+ 019 4 0.35
GM+ 029 4 0.35
RM- 113 4 0.35
GM- 1.64 4 0.35

>>>>

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Andlisis estadistico de la variable COLONIZACION

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC dal CM_ F p-valor
Modelo 16310.01 3 5436.67
SITIO 234.32 1 234.32
CONDICION 16075.69 2 8037.84
Error 559.53 12 46.63
Total 16869.53 15

116.60 <0.0001
5.03 0.0447
172.39 <0.0001
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Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=14.33625
Error: 46.6272 gl: 12
CONDICION Mediasn E.E.

GM- 0.00 4 341 A

RM- 0.00 4 341 A

RM+ 55.28 4 3.41 B

GM+ 70.59 4 341 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Andlisis estadistico de la variable IDM
Andlisis de la varianza

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC  dl CM F p-valor
Modelo 240 3 0.80 156.30<0.0001
SITIO 019 1 0.19 36.87 0.0001
CONDICION 2.21 2 1.11 216.01<0.0001
Error 0.06 12 0.01
Total 247 15

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.15032
Error: 0.0051 gl: 12
CONDICION Mediasn E.E.

GM- 0.00 4 004 A

RM- 0.00 4 004 A

GM+ 049 4 0.04 B

RM+ 093 4 0.04 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Andlisis estadistico de la variable RRV

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC  dl CM F p-valor
Modelo 8.00 3 2.67 8.56 0.0026
SITIO 027 1 0.27 0.88 0.3676
CONDICION 7.72 2 3.86 12.40 0.0012
Error 3.74 12 0.31
Total 11.73 15
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Mariana H. Ladron de Guevara

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=1.17176
Error: 0.3115 gl: 12
CONDICION Mediasn E.E.

RM- 079 4 028 A

GM+ 191 4 028 A B
GM- 215 4 0.28 B
RM+ 2.74 4 0.28 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes(p<= 0.05)
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