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Resumen

Los estudios referentes a los hongos micorrizogenos arbsculares (HMA)
principalmente se han enfocado al efecto y desarrollo de la planta hospedera,
mientras que aspectos relacionados con la ecologia funcional se han explorado
poco. Se reconoce que falta informacion sobre la genética, estructura y diversidad
funcional de estos hongos haciendo énfasis en las interacciones entre los
simbiontes, asi como su importante papel en el ecosistema o las respuestas de los

HMA relacionadas con factores ambientales en el contexto del cambio climatico.

Este trabajo tuvo como objetivo analizar el cambio en la produccién de micelio
extrarradical (ME) y del porcentaje de colonizacion intrarradical (Cl) de los HMA
asociados a dos especies arbéreas, una tolerante a la sombra (Poulsenia armata), y
otra demandante de luz (Trema micrantha), en ambientes contrastantes de la selva
humeda de Los Tuxtlas, Veracruz, ubicados en la region de la Estacion de Biologia

Tropical Los Tuxtlas, Veracruz.

En el experimento se hicieron crecer plantulas de ambas especies bajo dos
tratamientos: previamente inoculadas (HMA+) y sin inoculacion (HMA-); de cada uno
de los cuatro tratamientos se trasplantaron 30 individuos en dos parcelas una
ubicada en el interior de la selva y la otra en un potrero aledafio a la estacion. De
forma bimensual se realizaron cosechas de cinco réplicas por tratamiento por sitio,
con el propdsito de evaluar el desempefio de los HMA midiendo la produccion de ME
y el porcentaje de CIl. También se monitorearon datos de temperatura ambiente
(TAP), temperatura del suelo (TPS) y humedad relativa (HR); y se tomaron muestras
del suelo asociado a cada planta cosechada, para determinar la concentracion de

Fosforo (Peray) Y Amonio (NH.) en la rizosfera.

Los resultados indican que la inoculacion previa marca diferencias
significativas en el desempefio y desarrollo de los hongos; los valores mas altos
fueron de los tratamientos HMA+, tanto en la produccién de ME (P. armata: 12.50 *
2.04 m/g y T. micrantha: 14.56 = 1.22 m/g) como en el porcentaje de CI (P. armata:

54.02 £ 3.6% y T. micrantha: 70.86 = 2.33%). En la selva, las plantulas de T.
1



micrantha no sobrevivieron, por o que no se hicieron comparaciones entre sitios
para esta especie; por otra parte, en el potrero se observaron los valores mas
elevados de ME (14.78 + 1.49 m/g) y CI (70.86 + 2.33%), probablemente por el
aumento de la actividad fotosintética de las plantas y consecuente incremento en la
asignacion de recursos hacia los HMA en un ambiente que presenta condiciones
estresantes para las plantas.

En ambas especies se observan tendencias de aumento en la Cl relacionadas
con el aumento de HR y temperatura, posiblemente ligadas a las caracteristicas
estacionales de la regién y al ciclo de vida de los HMA; por otra parte, en el caso de
la produccién de ME del tratamiento HMA- de T. micrantha la relacion fue
significativa y negativa con el aumento de los factores ambientales, lo que podria

asociarse a una estrategia oportunista del desarrollo de los HMA.

La produccién de ME de P. armata se relacioné significativamente con la
concentracion de NH4 en el suelo Unicamente en el tratamiento HMA+ en potrero
(R?=0.30; p<0.04); también en el potrero las relaciones de la ClI con la concentracion
de Pgray fueron significativas, positiva para HMA- (R?*=0.66; p<0.0008) y negativa
para HMA+ (R?=0.34; p<0.03), comportamiento que podria atribuirse a la diferencia
en la interaccion con el nutriente entre el tratamientos previamente inoculados y la
colonizacion en campo. Sin embargo, la falta de repeticion y claridad de estos
patrones sugiere que interactian diversos factores en la regulacion de la absorcion y

transferencia de los nutrientes.

La mayoria de las relaciones estadisticamente significativas que se encontraron
en los diferentes analisis, fueron las del potrero, posiblemente porque en el interior
de la selva existen mucho mas elementos formando interacciones mas complejas

gue dificulten la visualizacién de patrones relacionados a un solo factor.



1. Introduccion
1.1. Hongos micorrizogenos arbusculares

El suelo es la capa delgada que cubre a la Tierra; est4 habitado por organismos que
conforman la biota edafica que es sumamente diversa y compleja, cuya actividad
ademas de afectar la fertilidad del suelo determina la estabilidad y funcionamiento de

los ecosistemas naturales y los agroecosistemas (Carrillo 2009).

En el suelo, las plantas juegan un papel muy importante debido a que son las
que aportan el humus que permite la circulacién de nutrientes y son las principales
suministradoras de substratos energéticos (Carrillo 2009), su sistema radical
interactia con el resto de los componentes biolégicos que ahi coexisten y se
interrelaciona con todas las propiedades del suelo generando nuevas condiciones
fisicas y quimicas (Sanchez de Prager et al. 2010). El area de interaccion entre las
raices y el suelo circundante es denominada rizésfera (Hawkes et al. 2007) y es aqui

donde se ubican los hongos micorrizégenos.

De acuerdo con Johnson (2010) la relacion micorrizica arbuscular (MA) esta
completamente ligada a la evolucién de las plantas y la pedogénesis; los resultados
de esta asociacion son cambios fisicos y quimicos en la rizosfera provocados por los
cambios en la fisiologia del hospedero (planta) y del huésped (hongo).

Se ha determinado que el 80% de las especies de plantas vasculares, en
practicamente todos los ecosistemas, establecen, por lo menos, un tipo de AM
(Smith y Read 2008). Son reconocidos siete tipos de esta interaccion mutualista de
acuerdo con la forma de penetracibn que presenta el hongo en la raiz, las
estructuras caracteristicas que desarrolla y las especies de hongos y plantas

involucrados (Guadarrama et al. 2004).

En particular en las zonas tropicales la asociacion mas comun es la micorriza
arbuscular (MA) que es formada con miembros de casi todos los phyla de plantas
terrestres y hongos micorrizégenos arbusculares (HMA), pertenecientes al phylum

Glomeromycota (Smith y Read 2008). La clasificacion de éstos es sumamente

3



complicada; el trabajo realizado por Schufler y Walker (2010) representa una
clasificacion natural a partir de filogenias moleculares, aunada a evidencia
morfoldgica; el resultado es la agrupacion en el phylum de cuatro o6rdenes, 11

familias, 18 géneros y alrededor de 150 especies descritas.

Desde el punto de vista nutricional, el intercambio de nutrientes entre el hongo
y la planta ocurre en casi cualquier circunstancia; por un lado el hongo le facilita a la
planta la absorcion de iones minerales, principalmente fésforo (P), nitrégeno (N)
(Read 1999) y zinc (Zn) (Johnson 2010) y en algunos casos puede conferirle mayor
tolerancia al estrés hidrico (Augé 2001). Por el otro, el hongo obtiene un habitat
propicio para su crecimiento y compuestos carbonados producto de la fotosintesis
del hospedero (Allen 1991).

La MA es una interaccion asimétrica, ya que las plantas mayoritariamente son
facultativas y pueden sobrevivir sin el hongo -por lo menos periodos cortos-,
mientras que los HMA han perdido la capacidad de adquirir carbono organico sin
estar asociados a alguna planta (Johnson 2010). La dependencia de una planta
hacia la MA puede variar en escala de plantas no micotréficas, micotréficas

facultativas e incluso micotréficas obligadas (Sanchez de Prager et al. 2010).

Esta asociacion también reduce el efecto de patégenos sobres las raices,
excluye iones toxicos, e influye en las relaciones hidricas y fotosintéticas de la planta
(Read 1999), debido al aumento de la superficie de absorcién que proporcionan las
hifas externas del hongo, que llegan a extenderse hasta decenas de metros por
gramo de suelo (Leake et al. 2004). Se ha sefialado que esta relacion cambia la
cantidad y calidad de los exudados radicales lo cual influye en la composicion de las

comunidades microbianas rizosféricas (Alvarez-Sanchez y Pefia 2009).

La MA forma un sistema integrado por tres componentes, la raiz de la planta 'y

dos sistemas miceliales asociados, uno en el suelo (micelio extrarradical) y otro en el



interior de las raices, formando los apoplastos® (colonizacién intrarradical); ambos

sistemas conforman la interfaz de intercambio de nutrientes (Smith y Read 2008).

Los HMA cuentan con un micelio aseptado y delgado que al penetrar dentro
de la raiz se extiende por las células corticales de la planta (Smith y Read 2008),
estas hifas, inter e intracelulares, son filamentos tubulares que penetran la epidermis
radical para iniciar la colonizacion (Bago et al. 2000) dando lugar a varias estructuras
caracteristicas de estos hongos, los arbusculos, estructuras formadas a partir de
ramificaciones dicotomicas de la hifa que fungen como sitios de transferencia de
carbono, agua y minerales entre el hongo y la planta; las vesiculas, estructuras
intracelulares redondas, elipticas o irregulares, formadas por un hinchamiento de la
hifa, cuya funcién es almacenar fosfolipidos (Allen 1991); y las esporas, que son
estructuras asexuales de resistencia que cumplen las funciones de reproduccion y

supervivencia (Bago et al. 2000)

En el suelo pueden encontrarse los HMA en diferentes formas; como esporas
libres, asociados al mantillo o a la materia organica (MO), o esporas ligadas a las
raices a través de micelio extrarradical (ME) que, a su vez, puede estar libre o
adherido a trozos de raices jévenes (Sanchez de Prager et al. 2010). El crecimiento
continuo de las hifas, la diferenciacion de las estructuras de infeccién y la
penetracion del hospedero, estan afectadas principalmente por sefiales y factores

emitidos por las plantas (Singh y Adholeya 2002).
1.1.1. Funcién ecoldgica de los HMA

Aspectos claves para explicar el origen de las micorrizas son las diferencias en la
habilidad de adquirir nutrientes de las plantas y los hongos, y las caracteristicas
guimicas del suelo (Johnson 2010). Un sdlo aislamiento de HMA puede colonizar
diferentes especies de plantas, formar vinculos entre ellas y proveer un conducto

para la transferencia de C, N, P y agua entre ellas (Simard y Durall 2004).

'Zona de interaccién entre la membrana plasmatica del hongo y la membrana de la célula vegetal que rodea el
arbusculo; juega un papel fundamental en la transferencia de nutrientes entre simbiontes (Smith y Read 2008).
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Coalpaert y van Tichelen (1996) afirman que es dificil demostrar que la
simbiosis micorrizica presenta ventajas selectivas hacia uno u otro simbionte, la
planta o el hongo, y que es de suma importancia no equiparar los efectos benéficos
de las micorrizas Unicamente con una caracteristica particular del simbionte vegetal
como el peso o la altura. La eficiencia de la MA puede determinarse en funcion de su
habilidad para incrementar la tasa de absorcion del recurso mas limitante para
ambos simbiontes; de acuerdo con el modelo de co-adaptacion (Johnson 2010). Asi,
las fuerzas selectivas ejercidas de un simbionte a otro son reciprocas, de manera tal
gue el intercambio de nutrientes entre ambos se optimiza cuando la fertilidad del
suelo es baja minimizando el costo de la simbiosis en términos del C, de manera
adaptativa, las plantas invertiran mas biomasa en las raices y la AM —que en los
brotes- (Camargo y Rodriguez 2006); sin embargo, cuando la fertilidad del suelo es
alta los beneficios del intercambio son bajos (Johnson 2010). De esta forma, se
puede decir que en general una baja disponibilidad de nutrientes favorece el
desarrollo micorrizico y en consecuencia pueden aumentar significativamente el
crecimiento de las plantas en tales condiciones (Coalpaert y van Tichelen 1996). A
pesar de esto, hay modelos que sugieren que el mutualismo disminuye con el
aumento de la disponibilidad de nutrientes y de la calidad del ambiente (Thrall et al.
2006).

Los factores ambientales juegan un papel importante en el establecimiento de
las micorrizas, a pesar de que los HMA se han adaptado a un amplio intervalo de
condiciones, existen diferentes factores que intervienen y afectan la colonizacion
intra y extrarradical, entre los que podemos identificar la historia de vida de las
plantas hospederas (Guadarrama et al. 1998), la estacionalidad (Nufez-Castillo y
Alvarez-Sanchez 2003), caracteristicas propias del suelo como la concentracién de
nutrientes principalmente fosforo (P) (Kiers et al. 2000) y nitrogeno (N) (Thrall et al.
2006), asi como el pH, la temperatura y la radiacion solar (Jasso 2010), la fisiologia
y la complementariedad funcional de las plantas con el hongo (Allen 2001).

Existen datos contradictorios acerca de la produccion de micelio intra- y

extrarradical afectada por la estacién del afio. Se considera que ambas aumentan
6



durante la temporada de lluvias debido a que esta favorece la geminacién de
esporas propiciando asi la colonizacion (Manson et al. 1992, Ragupathy vy
Mahadevan 1993). Ademas, se ha determinado que el aumento de temperatura
durante la época de secas, tiene efectos directos e indirectos sobre el desarrollo de
los HMA, sugiriendo que el calentamiento de los ecosistemas puede estimular el

movimiento de C del hospedero hacia el micobionte (Rillig et al. 2002).

Debido a que la simbiosis facilita la absorcion de los recursos también afecta
la competencia intra- e interespecifica de las plantas (Schroeder y Janos 2004). Las
observaciones en campo muestran que diversas plantas que crecen en una amplia
variedad de situaciones de estrés se encuentran micorrizadas (Coalpaert y van
Tichelen 1996).

1.1.2. Micelio Extrarradical

Se le denomina micelio extrarradical (ME) a las redes hifales de los HMA que crecen
de manera extensiva por el suelo a partir del establecimiento del hongo en las raices
de la planta (Smith y Read 2008), formando rutas de transferencia de C organico de
las raices de las plantas hospederas y de nutrientes provenientes del suelo, asi
como transfiriendo sustancias nutritivas y C entre plantas unidas por las redes
formadas (Simard et al. 2002). El ME de los HMA tiene una influencia muy
importante sobre los ciclos biogeoquimicos, la composicion de la comunidad de
plantas, su nutricién y, en general, las funciones del agroecosistema; constituye una
proporcion considerable de la biomasa microbiana total, del 20 al 30%, al igual que
del C organico del suelo, sin embargo no suele ser detectado por métodos estandar
de medicion de biomasa edéfica (Leake et al. 2004, Olsson et al. 1999).

El ME es la parte de la interaccibn mas dinamica y con mayor diversidad
funcional (Leake et al. 2004); es la estructura que interactia directamente con el
suelo, influyendo en las propiedades y formacion de éste (Miller y Jastrow 2000);
produce glomalina, glicoproteina capaz de aglomerar las particulas de suelo,

confiriéndole una estructura mas estable (Lovelock et al. 2004). Asimismo, la



relacion que establecen las hifas extrarradicales con su entorno puede aumentar la

porosidad y agregacion del suelo (Simard et al. 2002).

Hay investigaciones que consideran que las redes miceliales tienen el
potencial de influir sobre el desempefio de plantulas y la competencia interespecifica
entre ellas, la diversidad vegetal y la dinamica de la comunidad (Simard y Durall
2004). La interaccion es tan estrecha que se ha estimado que 10% 6 mas de los
fotosintatos de la planta hospedera son consumidos por el ME, los costos y
beneficios funcionales para las plantas asociadas, dependen de la especificidad del
hongo, las variaciones fisiol6gicas y de la especificidad del hospedero (Leake et al.
2004).

En la nutricion de las plantas el ME juega un papel muy importante, al
aumentar el flujo de nutrientes minerales hacia la planta hospedera mediante la
extension del area de absorcion abarcada por la raices (Albertsen et al. 2006). Se ha
estudiado y documentado el flujo del P, N y C; los altos requerimientos de P por una
especie y su incapacidad para tomarlo del suelo se han correlacionado con una alta
dependencia hacia la MA (Sanchez de Prager et al. 2010); también se sefiala que
los HMA transportan cantidades considerables de N hacia su hospedero y, puede
ser adquirido de fuentes minerales y organicas (Leigh et al. 2009). A su vez, también
el micelio puede ser una via importante de flujo de C por su respiracién en sistemas

tropicales (Nottingham et al. 2010).

Ademas, el ME puede afectar el balance hidrico de las plantas hospederas,
ya que los sistemas radicales con HMA en general tienen capacidad de absorber
agua mas rapido y a mayor profundidad que los sistemas no micorrizados, lo que se
ve reflejado en el descenso del contenido de agua del suelo y del potencial hidrico

del suelo a través del tiempo ante la presencia de HMA (Augé 2001).
1.1.3. Colonizacién Intrarradical

La colonizacion de las raices de las plantas por HMA puede darse a partir de tres

fuentes de in6culo que se encuentran de manera natural en el suelo: esporas,
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fragmentos de raices infectadas y ME (Smith y Read 2008). Una vez que las hifas
infectivas del in6culo entran en contacto con la raiz de un hospedero, se forma un
apresorio, la hifa penetra en la raiz y se extiende de manera radial por la epidermis y
exodermis; en las células de la corteza las hifas se diferencian (Bago et al. 2000) y
comienzan a formar las estructuras de colonizacién e intercambio mencionadas

anteriormente.

La tasa de colonizacion esté influenciada por la habilidad de los HMA para
dispersarse de manera rapida y extensiva hacia las raices de las plantas; esta
capacidad esta afectada por factores ligados a la germinacion de las esporas, el
crecimiento presimbiético del micelio y la formacion de apresorios (Guadarrama et
al. 1998). La composicidon de especies, viabilidad, latencia y fuente de in6culo, asi
como la comunidad de esporas son factores importantes en la colonizacion de las
raices, particularmente, la tasa de iniciacion de la colonizacion y la propagacion
dentro del sistema radical, estan correlacionados con la densidad de propagulos

(Smith y Read 2008) y el potencial de in6culo del suelo? (Ramos-Zapata et al. 2008).

Gehring y Connell (2006) afirman que la intensidad de la luz es un factor
importante para predecir la Cl, en especies de la selva hiumeda que sean
micotréficas facultativas u obligadas, debido a que los HMA dependen de las plantas
para la obtencion de energia, por lo que bajos niveles de luz podrian resultar en
porcentajes de colonizacion mas bajos de los que podrian alcanzarse en zonas con

mayor incidencia luminica.

Existen datos contradictorios acerca de la produccién de micelio intra- y
extrarradical afectada por la estacion del afio; por una parte se considera que ambas
aumentan durante la temporada de lluvias debido a que esta favorece la geminacion
de esporas propiciando asi la colonizacion y disminuyendo la abundancia de
esporas (Manson et al. 1992, Ragupathy y Mahadevan 1993). Sin embargo, se ha

sefialado que el aumento de temperatura, como ocurre durante la época de secas,

2 Capacidad de los propagulos de formar la asociaciéon micorrizica con las raices de las plantas de un suelo dado
(Luna 2009).



tiene efectos directos e indirectos sobre el desarrollo de los HMA; algunos resultados
sugieren que el calentamiento de los ecosistemas puede estimular el movimiento de

C del hospedero hacia el micobionte (Rillig et al. 2002).

1.2. La selva himeda

La selva humeda (SH) Unicamente ocupa el 7% de la superficie total de la Tierra, y
en ellos se ha registrado cerca del 50% de la biodiversidad mundial; en México
representa el 17% de la flora del pais con mas de 5,000 especies vegetales
(Soberdn et al. 2008). Actualmente este tipo de ecosistemas corren el riesgo de
desaparecer principalmente como consecuencia de la deforestacion, en el caso
particular de México, presenta una tasa de pérdida anual de 2% (Masera et al.
1997). La Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, reporta que en el
afo 2000, la tasa estimada anual de deforestacion total de las selvas fue de 510 mil
hectareas afio® (SEMARNAT 2008).

Durante la década de los 80’s, en México el 75% de la deforestacion del pais
ocurrio6 en las SH; es sabido que las consecuencias a gran escala de la
deforestacién son muy graves e incluyen el cambio climético global, la pérdida de

servicios ecosistémicos y de biodiversidad (Guevara et al. 2004a).

La principal causa de deforestacion se debe al cambio de uso de suelo, ya
gue al eliminar la cobertura vegetal las condiciones se modifican considerablemente,
lo que lleva a que paisajes anteriormente continuos se fragmenten y alteren la
dindmica del ecosistema; el resultado es una serie de fragmentos desiguales con
vegetacion original en diferentes estados sucesionales, rodeados de cultivos y
potreros, cambiando el paisaje de selva por un mosaico de vegetaciéon con zonas
agricolas, ganaderas, de vegetacion secundaria y parches de vegetacion original
(Guevara et al. 2004b).

La fragmentacion repercute en el ambiente abiotico, ya que la forma y el

tamafio del fragmento determinan que en la zona de transicién de selva a la zona
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perturbada se genere un efecto denominado de borde, el cual consiste en la
modificacién, desde el interior del fragmento de selva hacia el exterior, de las
condiciones como luz, temperatura, humedad y compactacion del suelo (Laurance et
al. 2001). El efecto depende de la forma de fragmento y su distancia a las zonas de
selva original; esto determina el nivel de diversidad, de tal manera que a mayor

distancia entre fragmentos, menor sera la diversidad (Guevara et al. 2004b).

La deforestacion y fragmentacion también repercuten sobre la dinamica de los
HMA. Se tienen datos que indican que en los pastizales la diversidad disminuye y la
abundancia de esporas aumenta, mientras que en el interior de la selva ocurre lo
contrario (Nufiez 2006). A pesar de que los HMA pueden encontrarse inmersos en
una matriz edafica, que podria suponer un sistema mas resistente a las alteraciones
de la superficie, en muchos casos los cambios fisicos, quimicos y biolégicos del
suelo son de tal magnitud que estos hongos no pueden resistirlos, viéndose el dafio
reflejado en la alteracion de su funcionalidad (Smith y Read 2008). Entre otros
aspectos llegan a presentarse reduccion en el nimero de esporas viables, pérdida
de redes hifales, reduccién de la infectividad de raices de plantas colonizadas y/o de

la colonizacién por ME (Brundrett 2002).
1.2.1. Grupos funcionales

Pugnaire y Vallardares (2007) proponen que la alta densidad de especies
reportada en las SH, podria estar mas ligada a la historia evolutiva de las plantas
gue a cualquier otro rasgo ecologico de estos ecosistemas, en otras palabras,
mucha de la diversidad de estos sistemas puede estar fuertemente ligada con los

grupos funcionales dentro de las comunidades vegetales.

Los grupos funcionales de plantas se construyen a partir de la utilizacion de
rasgos de historias de vida, lo que permite clasificaciones mas flexibles que pueden
variar de acuerdo con la escala de analisis y los objetivos de investigacion (Diaz et
al. 2002).
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Anteriormente se pensaba que en la SH, el grado de colonizacién por HMA de
las plantas y su dependencia estaban relacionados con el estado sucesional de la
comunidad vegetal, siendo las especies pioneras las no micotroficas o micotroficas
facultativas, y las especies persistentes o de estadios sucesionales tardios aquéllas
gue necesitan de los HMA de manera obligada (Janos 1980). Esta teoria ha sido
descartada en diferentes ocasiones, pues se ha reportado la presencia de diferentes
especies vegetales y asociaciones en los distintos estadios sucesionales (Nufiez
2006), particularmente se ha demostrado mayor respuesta a la colonizacién por
HMA en plantas demandantes de luz o pioneras que en aquéllas asociadas a etapas
sucesionales mas avanzadas denominadas tolerantes a la sombra (Sanchez-Gallen
y Guadarrama 2000); también Siqueira et al. (1998) y Zangaro et al. (2000), reportan
gue las especies DL presentan altas tasas de colonizacién y son mas susceptibles a
la colonizacion por HMA, ademéas Kiers et al. (2000) sefialan que son mas

dependientes de los HMA para su crecimiento y reproduccion.
1.2.1.1. Tolerantes a la sombra

Por definicion, las especies tolerantes a la sombra (TS) no requieren,
necesariamente, de claros para la germinacién ni para el crecimiento a tamafios
reproductivos y son capaces de crecer en el bosque maduro. Suelen tener valores
bajos del punto de compensacién luminica de la fotosintesis, lo que permite su
crecimiento durante periodos prolongados en el sotobosque, aunque a tasas bajas
(Granados y Lépez 2000).

Las especies TS suelen tener baja susceptibilidad al declive poblacional; en
bosques primarios, por lo general, son abundantes ya que al poder desarrollarse
bajo sombra tienen mas lugares en el bosque donde pueden regenerarse y crecer.
Suelen requerir de pocas cantidades de luz para disparar su germinacion (valor bajo
de saturacion luminica de la fotosintesis), y consecuentemente tienen una tasa de
crecimiento mucho menor que las DL; es caracteristico en ellas la produccion de
semillas grandes, de corta viabilidad que tienden a germinar rapidamente en forma

relativamente sincronica, produciendo carpetas de plantulas de la misma edad, que
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pueden permanecer latentes hasta morir o crecer a diferentes velocidades
dependiendo de los recursos disponibles (Mabberley 1992).

1.2.1.2. Demandantes de luz

Las plantas que se consideran dentro de este grupo funcional (DL), suelen
encontrarse asociadas a las primeras etapas sucesionales (Mabberley 1992); en las
SH maduras, donde la cobertura del dosel es densa, la densidad de plantulas de las
especies pioneras es baja, mientras que en zonas mas abiertas, son dominantes
(Granados y L6pez 2000); esto se debe a que sus semillas germinan en los claros y
las plantulas no suelen sobrevivir en la sombra. De acuerdo con Mabberley (1992)
se encuentran estrictamente ligadas a las condiciones discontinuas e inestables que
se generan al abrirse un claro, porque tipicamente han desarrollado caracteristicas
funcionales que les permiten establecerse exitosamente en estos ambientes, sin
embargo, no todas las pioneras poseen todas las caracteristicas asociadas a este
sindrome, debido a que tanto las TS como las DL son extremos de un gradiente,
donde la mayoria de las especies se encuentran ubicadas mas hacia uno u otro de

los polos.

La capacidad de las planta para poder explotar un claro, depende en gran
parte del valor de saturacion luminica de la fotosintesis, si éste es alto las plantas
presentaran altas tasas de crecimiento en condiciones de alta luminosidad,
permitiéndole competir por espacio en el claro y reproducirse rapidamente mientras
persiste la luz, pero limitando su crecimiento bajo la sombra (Granados y Loépez
2000). A pesar de no tener gran capacidad para competir se trata de un grupo muy
versatil, ya que utilizan los recursos que no pueden aprovechar otras especies y son
capaces de tolerar condiciones del ambiente relativamente extremas (Quiroz 2006).
Ademas presentan tasas fotosintéticas, de respiracion y acumulacién de carbono

muy elevadas sobre todo durante la fase de plantulas (Mabberley 1992).
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2. Antecedentes

Los estudios referentes a los HMA se han enfocado mayoritariamente a los efectos y
desarrollo de la planta hospedera; sin embargo, su investigacion reciente se ha
consolidado, reconociendo que aun falta informacidn sobre la genética, estructura y
diversidad funcional de estos hongos, enfatizando las interacciones entre los
simbiontes (Smith y Read 2008), asi como su importante papel en el ecosistema
donde no puede dejarse de lado la gran influencia que tienen en la funcionalidad,
estructura y composicion de las comunidades epigeas (Rillig 2004, Berg 2010).

AuUn no estan del todo claros aspectos de la ecologia basica de los HMA,
incluyendo caracteristicas de su colonizacién (Hart y Reader 2002), la relacidon con
los rasgos de historias de vida de las plantas (Guadarrama et al. 1998, Pefia 2005) y
los morfos sexuales (Vega-Frutis 2010) de las plantas con las que se asocian o si las
condiciones microambientales son determinantes (Jasso 2010). Se ha concluido que
la relacion con las caracteristicas de historia de vida de los simbiontes vegetales
(Piotrowski et al. 2004) o la influencia de las condiciones edéficas y ambientales
predominantes (Drew et al. 2003) pueden determinar el tipo de relacion que se
desarrollardq, ya sea mutualista o parasita; por ejemplo, si las condiciones son
estresantes, la relacion mutualista puede tornarse muy estrecha (Klironomos y Hart
2002), pero al haber agua y nutrientes en abundancia el hongo puede llegar a

representar un gasto mayor e innecesario para la planta (Johnson et al. 1997).

En ecosistemas perturbados, la importancia de los HMA puede resultar mas
clara ya que pueden volverse significativamente limitantes para los procesos
ecosistémicos, ligado por ejemplo a la pérdida de especies vegetales (Rillig 2004),
gue puede afectar la complementariedad funcional de este grupo de organismos
(Allen 2001).

El grupo de trabajo de Ecologia del Suelo de la Facultad de Ciencias de la
UNAM, se ha dedicado a determinar el papel ecologico que juegan los HMA en la

regeneracion y restauracion de la selva humeda de Los Tuxtlas, Veracruz,
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enfocandose principalmente en los estudios a nivel de individuos y comunidades

vegetales (Alvarez-Sanchez y Pefia 2009).

Existen diversas conclusiones sobre los patrones de comportamiento de las
comunidades de HMA en la selva humeda de la region de Los Tuxtlas, ya sea en un
continuo de selva, en fragmentos de diferente tamafio y en zonas de borde. La
informacion sefiala que, en términos del numero esperado de especies, la diversidad
y la composicion de la comunidad de HMA, no existen diferencias claras entre
fragmentos de diferente tamafio (Sanchez-Gallen et al. 2010); por otra parte ciertos
estudios marcan gue existen diferencias en cuanto a la composicion, rigueza (Janos
1980) y capacidad de colonizacién de los HMA en claros y debajo del dosel (Nufiez-
Castillo y Alvarez-Sanchez 2003); mientras que otros a pesar de no haber
encontrado diferencias en la abundancia o riqueza de esporas, entre claros y selva,
si han visualizado patrones entre diferentes estaciones climaticas, reportando en la
estacion de secas, mayor numero de especies y cantidad de esporas que en la de
lluvias (Guadarrama y Alvarez-Sanchez 1999), informacion que se complementa con
los estudios de Ramirez-Gerardo et al. (1997) que sefialan que hay diferencias
significativas en el niumero de esporas de acuerdo con la época del afio en
diferentes especies de arboles remanentes y los resultados de mayor colonizacion
intrarradical (Cl) en la época seca del afio, obtenidos en claros, al interior de la selva
y en potreros por Jasso (2010).

La dependencia que presentan las plantulas a esta asociacion también es
altamente variable (Gehring y Connell 2006). Pefia (2005) determiné que especies
TS presentan baja respuesta a la inoculacion con HMA; mientras que las especies
DL tienen altas tasas de colonizacion y en algunos casos dependencia (Siqueira et
al. 1998, Kiers et al. 2000, Zangaro et al. 2000, Guadarrama et al. 2004).

De acuerdo con Kapos (1989) y Lean y Warrilow (1989), en el potrero los
cambios en el ambiente se traducen en cambios en la humedad del suelo, lo cual
afecta directamente a la diversidad de los microorganismos. En Los Tuxtlas se ha

determinado que los cambios de uso de suelo modifican su estructura, lo que afecta
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la riqueza y abundancia de HMA (Nufiez 2006); por otra parte, el estudio de Jasso
(2010) sugiere que también afecta la colonizacién extrarradical, al reportar valores

muy bajos (51.39 + 6.02 mm/g) de ME en el potrero.

Es importante considerar que en esta region existe poca informacion que
documente el papel funcional de los HMA en términos de la respuesta del hongo en
su asignacion de biomasa extrarradical. Datos preliminares han destacado que
existen diferencias significativas en la produccion de ME entre el potrero, la selva y
los claros (51.4, 123.5y 157.19 mm/g, respectivamente) (Jasso 2010). Sin embargo,
los estudios en SH que documentan las modificaciones en la colonizacion y
produccién de ME por efecto de cambios ambientales son muy pocos, y pueden
llegar a ser de gran importancia para predecir cambios en la dindmica de los suelos,
la estructura vegetal o los ciclos biogeoquimicos, en el marco del cambio climatico

global.

En general, el efecto que tiene el calentamiento sobre la biota edéfica, es un
terreno poco explorado y sumamente complejo, particularmente las respuestas que
puedan tener los HMA ante el calentamiento global e introducen un componente

multifactorial, no evaluado hasta la fecha (Rillig et al. 2002).

Algunos datos preliminares sefialan que la abundancia de esporas se
incrementa en el suelo durante la época de secas, que corresponde al momento de
mayor temperatura en la selva de Los Tuxtlas, lo que posibilita que durante la época
de lluvias comience su geminacion, incrementando consecuentemente la
colonizacién de nuevas plantas (Nufiez-Castillo y Alvarez-Sanchez 2003). Lo
anterior de alguna manera se contrapone con lo reportado por Jasso (2010), quien
encontré valores de Cl mayores durante la temporada de secas en la selva, pero en

el potrero registré6 mayor produccion de ME en la época de lluvias.

El estudio de Jasso (2010) es pionero en la determinacién de los porcentajes
de colonizacion tanto intrarradical como extrarradical en la SH de Los Tuxtlas; para
determinarlas, en el trabajo se realizaron muestreos de raices y suelo rizosférico.

Los resultados indican mayor colonizacion intra y extrarradical en el ambiente selva,
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asociado a la estacionalidad reporta mayor Cl en la época de secas en ambos
ambientes, mientras que la produccion de ME fue mayor en el potrero en lluvias y en
selva durante secas. Al correlacionar ambas formas de colonizacion con la
concentracion de fosforo labil y nitrogeno total, solamente esta ultima fue

significativa y positiva.

En general, las investigaciones referentes a la adquisicion de los nutrientes
ligada a la asociacion micorrizica arbuscular, se enfocan en la interface raiz-hongo y
casi no se ha explorado el crecimiento y funcionamiento del ME dentro de la matriz
edéfica (Drew et al. 2003). Ademas, en ecosistemas forestales se espera que el ME
sea particularmente importante, ya que los arboles tienen un alto potencial de
fijacion de C y dependen de la eficiencia del ciclaje de nutrientes para mantener la
productividad (Leake et al. 2004).

En lo referente a las respuestas diferenciales entre especies DL o TS ante la
colonizacion de HMA, en la selva de Los Tuxtlas, se ha encontrado que
dependiendo de la especie vegetal de la que se trate, el ambiente en donde se
desarrolle y el tipo de in6culo, pueden cambiar los beneficios que los HMA

representen para la asociacién mutualista (Pefia 2006).

Sin embargo, los datos alrededor del comportamiento funcional de los HMA
son muy escasos Y mucho tiene que ver con que las técnicas de evaluacion de la
colonizacion por HMA y la extraccibn de ME son muy laboriosas y, en muchas
ocasiones, tienen un factor subjetivo muy dificil de eliminar ademéas de que deben
ser disefiadas para los diferentes tipos de suelo que se manejen, por lo que trabajos

como este aportan ademas técnicas depuradas para algunos sitios de estudios.
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El presente trabajo forma parte del proyecto “Analisis de la respuesta
funcional de los hongos micorrizégenos arbusculares a los cambios ambientales en
una selva humeda: una aproximacion a los efectos del cambio climatico”, cuyo
objetivo general es analizar la respuesta funcional de los HMA en funcion de las
variaciones de temperatura y humedad después de la deforestacion de la selva

humeda.

Por lo anterior, surgen las siguientes preguntas:

e /Existira alguna relacion entre la historia de vida de las plantas (DL o TS) y el
desemperio de los HMA?

e (Se presentardn cambios en los patrones de produccién de micelio
extrarradical y porcentaje de colonizacion ligados a las variaciones de
temperatura y humedad?

e ;Qué relacion hay entre las condiciones microambientales (selva y potrero) y
la respuesta funcional de los HMA, con respecto a la produccion de micelio

extrarradical y a la colonizacion intrarradical?
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3. Objetivos
3.1. Objetivo general

Analizar el cambio de la produccién de micelio extrarradical y del porcentaje de
colonizacion de los HMA asociados a dos especies arbdreas con historias de vida

diferentes, en ambientes contrastantes de la selva himeda de Los Tuxtlas.
3.2. Obijetivos particulares
Asociado a las especies Poulsenia armata (TS) y Trema micrantha (DL):

A. Analizar el cambio de la produccion de micelio extrarradical y del porcentaje de
colonizacion asociados a las variaciones de temperatura y humedad relativa.

B. Determinar y analizar las diferencias en la producciéon de micelio extrarradical en
selva y potrero.

C. Determinar y analizar las diferencias en el porcentaje de colonizacion de HMA en

selva y potrero.

4. Hipotesis

A. Debido al aumento de temperatura y disminucién de humedad que restringen la
disponibilidad de agua en el suelo para las plantas, se espera mayor produccién
de micelio extrarradical en el potrero; patron que se acentuara en P. armata al
tratarse de una especie tolerante a la sombra ubicada en un sitio con alta
incidencia luminica, lo que supone condiciones estresantes para la planta.

B. Al haber mayor incidencia de luz, que aumenta la actividad fotosintética de las
plantas, y asociado al aumento de temperatura, que estimula el movimiento de C
a los HMA, se espera mayor colonizacion intrarradical principalmente en el
potrero, comportamiento que se remarcara en T. micrantha por ser una especie
demandante de luz con altas tasas metabdlicas, propensa a la micorrizacion.

C. Ante concentraciones bajas de P y NH,4, que pudieran limitar el desarrollo de las

plantas, se espera aumento de ambos tipos de respuesta micelial.
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5. Métodos

5.1. Sitio de estudio

5.1.1. Ubicacién geografica

El trabajo se realiz6 en la region de Los Tuxtlas localizada al SE del Estado de
Veracruz, en la llanura costera del Golfo de México (Figura 1). Una de las parcelas
delimitadas se ubicé dentro de la Estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas (EBTLT)
gue pertenece a la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM) y la otra en
un potrero aledafio a la estacion (Fotografias 1y 2).

Golfo
de

México

Figura 1. Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas (Tomado de Guevara et al. 2004,
escala 1:250,000. 1. Zona Volcan San Martin Tuxtla 2. Zona Volcan Santa Marta 3.
Zona San Martin Pajapan 4. Zona de amortiguamiento 5. Estacion de Biologia
Tropical Los Tuxtlas (EBTLT) de la UNAM.

La region se encuentra inmersa en un macizo volcanico en la costa del Golfo
de México entre las grandes zonas aluviales formadas por las cuencas de los rios
Papaloapan y Coatzacoalcos, debido a esto, el relieve general de la region resulta
de diversos procesos formadores (Sommer-Cervantes et al. 2003). En particular, la
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EBTLT se encuentra entre los 18° 34’ y 18° 36’ de latitud Norte y los 95° 04’ y 95° 09’
de longitud Oeste, abarca una superficie de 650 ha y al encontrarse en las faldas del
volcan San Martin Tuxtla la altitud varia desde 150 hasta 530 m s.n.m. (Sommer-
Cervantes et al. 2003), aunque la mayor parte de la regién se encuentra por debajo
de los 200 m s.n.m. (Guevara et al. 2004b).

Fotografia 1 (arriba). Parcela ubicada en el interior de la selva en la EBTLT.
Fotografia 2 (abajo) Parcela ubicada en un potrero de la regién.
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5.1.2. Clima

El clima de la zona se considera calido humedo (Af(m), Am, Aw); la precipitacién
total anual promedio es de 4 725.2 mm, siendo de 60 mm en el mes mas seco. La
temperatura promedio anual es de 24.3 °C, el valor maximo alcanza 32.18 °C,
principalmente en el mes de mayo y el minimo 16.4 °C durante enero (Soto y Gama
1997).

En el Golfo de México, esta region es la de mayor precipitacion durante todo
el afo, sin embargo es posible identificar tres temporadas: secas (marzo a mayo),
lluvias (junio a octubre) y nortes (noviembre a febrero) (Soto y Gamal1997).

5.1.3. Suelos

En Los Tuxtlas se ha determinado gran diversidad de tipos de suelos, debida a las
caracteristicas de la region que influyen en su formacién, entre las que destacan la
edad de los materiales geoldgicos, el origen volcanico de la roca madre (basalto y
andesitas en conjunto con cenizas volcanicas), la diversidad geomorfoldgica, las
condiciones climaticas y los distintos tipos de vegetacién de la sierra (Flores-
Delgadillo et al. 1999). Los grupos mas abundantes que se han determinado en la
sierra son luvisoles y acrisoles (34.2%), andosoles (21%), feozems (18%) y
vertisoles (13%) (Campos 2004).

Los suelos de la estacién son principalmente andosoles de origen volcanico y
con grado evolutivo bajo; la textura predominante es franco-arcillosa y/o limosa,
siendo las arcillas tipo 1:1 las predominantes; el pH varia de 5.3 a 6.7; la capacidad
de intercambio catiénico (CIC) es alta con un intervalo entre 17.7 y 29.9 meq/100 g
(Pefia 2005, Nufiez 2006). En la region, la acumulacion de materia organica (MO)
varia, en algunos sitios es considerada alta (>11.11%) y en otros se registran
valores bajos (1.64 %) (Flores-Delgadillo et al. 1999). Predominan los colores rojo,
rojo-amarillento, pardo-oscuro y pardo-grisaceo, siendo el mas comun el pardo-

amarillento, lo que indica abundante humedad y MO en el suelo (Campos 2004).
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De acuerdo con el estudio realizado por Flores-Delgadillo et al. (1999), a
pesar de haber homogeneidad en los procesos de formacion y desarrollo de los
suelos, existen ciertas diferencias caracteristicas entre los suelos de zonas de
pastos y aquellos que se encuentran bajo la vegetacion de selva. En el primer caso,
los valores de CIC son relativamente altos, varian entre 30 y 47 cmol (+) Kgl y se
deben a la alta cantidad de material amorfo y de MO; la saturacion de bases es baja,
indicando desaturacion o eliminacién de bases como Ca, Mg, Na y K, debidos a
procesos de lixiviacion. Por otra parte, los suelos que se desarrollan en la selva no
presentan propiedades andicas, tienen menor capacidad de fijacion de fosforo (entre
59 y 68%), la textura es mas fina por el aumento de arcilla lo que confiere mayor
plasticidad, estructura y alta adhesividad; los valores de CIC son bajos y hay mayor
saturacion de bases (> del 50%); disminuye la cantidad de material amorfo; los
valores de nitrégeno total son muy bajos (0.1% a 0.6%), al igual que los de carbono
organico (< 6%).

5.1.4. Vegetacion

La vegetacion original de la region es selva alta perennifolia, con una mezcla de
parches en diferentes estados sucesionales. El area no perturbada esta compuesta
por arboles gruesos y lisos que alcanzan de 30 a 40 m de altura y la mayoria
presentan contrafuertes amplios; estos arboles, junto con los arbustos, lianas,
palmas y epifitas son los principales componentes de la estructura y fisonomia de la
vegetacion. Se presenta mayor diversidad de especies herbaceas (30%), seguida de
las trepadoras (19%), arbustos (18%), arboles (17%) y epifitas (16%) (Ibarra-
Manriquez y Sinaca 1997).

Por otra parte, las tierras deforestadas que se encuentran alrededor de la
reserva se caracterizan por ser potreros utilizados para el pastoreo y la siembra de
arboles frutales; se han identificado dos tipos, aquellos dominados por pastos
nativos con Cynodon dactylon y los dominados por pastos exéticos cultivados,

principalmente Cynodon plectostachyus (Castillo-Campos y Laborde-Dovali 2004).
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Las especies vegetales que se utilizaron en este trabajo fueron Poulsenia
armata, tolerante a la sombra, y Trema micrantha, demandante de Iluz,
seleccionadas por ser caracteristicas y representativas de la vegetacion del sitio de

estudio y por tener historias de vida contrastantes (Fotografias 3 y 4,

respectivamente).

Fotografia 3 (izquierda). Poulsenia armata en la parcela de la selva. Fotografia 4
(derecha) Trema micrantha en la parcela del potrero.

Poulsenia armata es un arbol perennifolio que llega a medir hasta 25 m de
altura y 60 cm de d.a.p.; su tronco generalmente es derecho y ocasionalmente
acanalado; presenta ramas horizontales o ascendentes, y una copa densa que
puede ser redonda o irregular (Pennington y Sarukhan 2005). Especie monoica que
alcanza altura del dosel medio, es tolerante a la sombra y de vida larga (Gentry
1993, Aide y Rivera 1998); suele crecer en suelos de material volcanico y esta
asociada a otras especies tolerantes a la sombra como Brosimun alicastrum,
Pseudolmedia oxyphyllaria y Nectandra ambigens caracteristicas de estados
sucesionales tardios (Pennington y Sarukhan 2005) (Fotografia 3).

Trema micrantha es una especie arborea cuyos individuos adultos miden de 5

a 13 m (méximo 30 m), el diametro a la altura del pecho varia entre 6 y 20 cm,
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(méximo 70 cm); su crecimiento es extremadamente rapido, hasta 7 m anuales, es
de vida corta y suele ser reemplazada después de 30 afios por otras especies.
(Pennington y Sarukhan 2005). Para su establecimiento son indispensables claros
grandes, ya que las semillas para germinar requieren de una intensidad luminica
alta; en invernadero se ha determinado que la floracion ocurre a los 9 meses
aproximadamente; desarrolla yemas continuamente, por lo que siempre hay
formacion de follaje nuevo. Se ha determinado que las raices de esta especie
presentan abundantes asociaciones con HMA y que la planta se adapta facilmente a

las condiciones de perturbacién (MuseumBotanicum 1856) (Fotografia 4).

5.2. Preparaciéon de especies vegetales
5.2.1. Sustrato

La preparacion del sustrato donde se colocaron las semillas y posteriormente las
plantulas, consistié en la recoleccion de suelo del interior de la selva, el cual fue
esterilizado en autoclave por 1 hora a 100 °C, se dej6é reposar durante 24 horas y
nuevamente se coloco en la autoclave. El suelo estéril se mezcl6é con arena en una

proporcién 3:1 (Pefia 2005).
5.2.2. Germinacion

Durante la época de lluvias de 2009 se colectaron semillas de T. micrantha (DL), y
P. armata (TS), las cuales fueron sembradas en el invernadero de la EBTLT. En
noviembre de ese afio fueron colocadas en charolas de plastico con el suelo
esterilizado antes mencionado; se mantuvieron en el invernadero y fueron regadas

periddicamente.
5.2.3. Inéculo

En el invernadero, se colocaron 25 charolas con suelo proveniente del interior de la
selva en las que se sembraron semillas de diferentes especies de la reserva para su

germinacion, con el propdsito de propagar HMA nativos y obtener in6culo para los
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tratamientos experimentales, a lo largo del afio 2009 se continuaron incorporando
semillas regularmente. En enero de 2010 se colectaron muestras al azar de este
in6culo para su caracterizacion; por otra parte, el inéculo utlizado para los
tratamientos fue el proveniente de diez charolas, para ello se mezclo el suelo
incluyendo las raices de las plantas por ser ahi donde se lleva a cabo la interaccion
con los HMA (Quiroz 2006).

5.2.4. Inoculacién con HMA

Al haber germinado las plantulas después de cuatro meses, fueron seleccionados
aleatoriamente 180 individuos de cada especie para la aplicacion de los diferentes
tratamientos experimentales. Con la finalidad de facilitar la asignacion vy
reconocimiento de los tratamientos se prepararon 360 bolsas de plastico negras con
capacidad de 2 Kg separadas en cuatro grupos (90 bolsas /) (Cuadro 1), marcadas
diferencialmente con una de las siguientes claves referentes a los tratamientos: “DL”
T. micrantha sin in6culo; “DL/M+” T. micrantha inoculada; “TS” P. armata sin indculo;
y “TS/M+” P. armata inoculada. Todas se llenaron con aproximadamente 1.5 Kg de
mezcla de suelo estéril y arena en proporcion 3:1.

Cuadro 1. Numero de plantas por tratamiento de cada especie.

Especies
Tratamiento Trema micrantha | Poulsenia armata TOTAL
HMA+ 90 90 180
HMA- 90 90 180
TOTAL 180 180 360

Para los tratamientos sin in6culo (HMA-) en cada una de las bolsas se sembr6

una plantula de P. armata; en el caso de T. micrantha, debido al reducido tamafio de

los individuos, se sembraron dos de ellos en cada bolsa y fue retirado el de menor
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tamafio al momento de transplantar a campo. Se siguié el mismo procedimiento en
los tratamientos con inéculo (HMA+), adicionando ademas a cada individuo 100 g

del in6culo antes mencionado.

Las plantulas permanecieron en el invernadero de marzo a agosto de 2010
para permitir que se llevara a cabo una buena inoculacion por parte de los HMA.
Fueron regadas periédicamente y trasplantadas al campo, durante la temporada de

lluvias.

5.3. Montaje del experimento
5.3.1. Trasplante a campo

El trasplante se realiz6 en dos ambientes, selva y potrero, en cada uno de los
cuales se delimité una parcela de 14 por 18 m, cuyas caracteristicas se describen en
el Cuadro 2. En el interior de las parcelas se colocaron 135 (selva) y 129 (potrero)
plantas de los cuatro tratamientos, en disposicion de tres en bolillo, y fueron
colocadas de manera aleatoria por tratamiento y especie (Cuadro 3); la parcela
ubicada en el potrero fue cercada con alambre de puas para evitar alteraciones por

ganado.

Cuadro 2. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo de los sitios.

Selva Potrero
pH 5.2 5.6
M.O. (%) 12.8 6.5
CIC (cmoles+Kg -1) 34.1 26.6
Fe (ppm) 146.4 69.9
Paray1 (PPM) 5.7 4.7
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NH4 (ppm)

10.4

13.2

Cuadro 3. Numero de individuos de cada tratamiento que fueron trasplantados a

campo en los dos microambientes

Figura 2. Distribucién de las plantulas en las parcelas.

Tratamiento Selva Potrero
T. micrantha HMA+ 34 29
T. micrantha HMA- 35 35

P. armata HMA+ 33 34
P. armata HMA- 33 31
TOTAL 135 129
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5.4. Cosechas

El trasplante a campo en agosto de 2010 fue considerado T, en este
momento se realizd la evaluacion del desempefio de los HMA a través de la
medicién de la produccién de ME y el porcentaje de ClI de cinco réplicas de cada uno
de los tratamientos, para comprobar la colonizacion. A lo largo de los ocho meses
siguientes (agosto 2010 a abril 2011), se realizaron cosechas bimensuales para
determinar los porcentajes de colonizacion de todos lo tratamientos ubicados en los
dos ambientes. En cada cosecha se colectaron cinco plantulas de cada tratamiento y

se evaluaron las variables antes mencionadas.

Durante todo el periodo de cosechas se monitorearon y registraron datos de
temperatura ambiente (TAP), a 30 cm de altura, temperatura del suelo (TPS) a5 cm
de profundidad y humedad relativa (HR). Estos registros fueron obtenidos con los
equipos: HOBO U23 Pro v2 External Temperature Data Logger - U23-00 y HOBO
U23 Pro v2 Temperature/Relative Humidity Data Logger - U23-001. Los datos se
procesaron con el programa HOBOware Pro version: 3.3.0 (tomado de
Software.informer 2012).

En cada parcela, se tomaron muestras compuestas de suelo de para
determinar sus caracteristicas fisicoquimicas generales; ademas se tomaron
muestras de suelo asociadas a cada individuo cosechado, con el fin de realizar
analisis de fosforo (Pgray) Y @amonio (NH.) en la zona de la rizosfera. Los analisis se
realizaron siguiendo los procedimientos del Laboratorio de Fertilidad del Colegio de
Postgraduados, Montecillos (ver Apéndice 1).

5.5. Evaluacion del desempefio de los HMA

La extraccion del ME de las muestras de suelo se realizd con la técnica de Miller y
Jastrow (1998), considerando modificaciones realizadas por Jasso (2010) y Sanchez
de Prager (2010) (ver Apéndice 2).
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La cuantificacion del ME del suelo se realiz6 con la técnica de Jakobsen
(1998), considerando modificaciones realizadas por Jasso (2010) (ver Apéndice 3).

La tincion, observacion y cuantificacion de la Cl (total) por los HMA se realizé

con el método descrito por Phillips y Hayman (1970) (ver Apéndice 4).

5.6. Andlisis estadistico

Para ambas especies, se realizaron analisis de varianza (ANOVA) para determinar
diferencias significativas en la produccion de ME y porcentaje de CI, asociadas al
tratamiento de inoculacion previa al trasplante y al sitio. Fue necesario transformar
los datos de ME de P. armata a logaritmo natural, para obtener su normalidad; los
otros datos no fueron transformados. Unicamente se reportan los casos que fueron

significativamente diferentes luego de aplicar una prueba pos hoc de Tukey.

Por tratamiento se realizaron regresiones lineales entre la produccioén de ME y
el porcentaje de Cl de cada cosecha y los valores promedio obtenidos de TAP, TPS,
HR. También se realiz6 este andlisis entre las variables ME y CI, y las
concentraciones de Pgnay Yy NHs asociadas a la rizésfera de cada individuo
cosechado. En todos los casos s6lo se reportan las regresiones significativas.

Los analisis fueron realizados en el programa STATISTICA version 8.0.
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6. Resultados

6.1. Poulsenia armata

6.1.1. Produccién de Micelio Extrarradical

El analisis de varianza para la produccién de ME de P. armata, presento diferencias
significativas en el tratamiento de inoculacion (F1,62 = 65.93; p<0.001), siendo
mayor la produccién en los tratamientos HMA+ (12.50 + 2.04 m/g) que los HMA-
(8.57 £ 1.65 m/g) (Figura 3); también fue significativa entre sitios (F1,62 = 198.30;
p<0.001), donde la parcela del potrero registr6 mayor produccion (14.78 £ 1.49 m/qg)
que la de selva (6.29 + 0.79 m/g) (Figura 4) (Fotografia 5) .
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Figura 3. Produccion de ME (promedio +1EE) en Poulsenia armata por tratamiento.

Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey.
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Figura 4. Produccion de ME (promedio +1EE) en Poulsenia armata por sitio. Letras

diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey. a1



Los analisis de regresion lineal no fueron significativos para la produccion de
ME (biomasa fungica) en funcion de la Temperatura Ambiente Promedio (TAP), la

Temperatura Promedio del Suelo (TPS), ni la Humedad Relativa Promedio (HR).

Unicamente fue significativa la regresion lineal en funcion de la concentracion
de NH, en el suelo para el tratamiento HMA+ en potrero (R? = 0.30; Fy10 = 5.607,
p<0.04) (Figura 5).
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Figura 5. Relacion entre la concentracion de NH,4 en el suelo y la produccion de ME

de Poulsenia armata.
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Fotografia 5. Micelio extrarradical asociado a Poulsenia armata (50x).
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6.1.2. Colonizacion Intrarradical

En la CI total en P. armata, hubo diferencias significativas asociadas al tratamiento
de inoculacion (F1s9 = 57.64; p<0.001), siendo mayor en los tratamientos HMA+
(54.02 £ 3.6%) y menor en los HMA- (37.45 £ 2.6%) (Figura 6) (Fotografia 6).
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Figura 6. Cl total (promedio +1EE) de Poulsenia armata por tratamiento. Letras

distintas indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey.

En funcion de los factores ambientales, los analisis de regresion lineal fueron
significativos para los tratamientos HMA+ en selva y HMA- en potrero relacionados,
respectivamente, con la TAP (R2 = 0.51; F310 = 12.33, p<0.006 y R2 = 0.75; F110 =
33.31, p<0.0001) (Figura 7); con la TPS (R? = 0.54; F110 =13.99, p<0.004 y R? =
0.77; F110 = 37.91, p<0.0001) (Figura 8); y con la HR (R? = 0.77; F110 = 38.49,
p<0.0001 y R? = 0.76; F1 10 = 36.58, p<0.0001); con esta ultima también se relaciono
el tratamiento HMA+ en el potrero (R? = 0.30; F1 10 = 5.81, p<0.04) (Figura 9).
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armata.

70
65

Col. Intrarradical (%)
N W W b A 0 01 O
o0 O o1 O o1 O U1 O

N
o

® HMA+ Selva
m HMA- Potrero

R2=0.75, p<0.0001

21 22 23 24 25 26 27
Temperatura Ambiental Promedio (°C)

® HMA+ Selva
mHMA- Potrero

R2 =0.54, p<0.004

R2 = 0.77, p<0.0001

22 24 26 28
Temperatura Promedio del Suelo (°C)

20

Figura 8. Relacion entre la temperatura promedio del suelo y la Cl de Poulsenia

armata.

35



a [o2} ~
(@) o o
1

I
o

Col. Intrarradical (%0)

w
o

20

. R2=0.77, p<0.0001

® HMA+ Selva
m HMA- Potrero
HMA+ Potrero

R2 = 0.76, p<0.0001

70 75 80 85 90 95 100 105
Humedad Relativa Promedio (%6)

Figura 9. Relacion entre la humedad relativa promedio y la Cl de Poulsenia

armata.

También fue significativa la regresion lineal en funcion de la concentracion de P en el

suelo en los dos tratamientos del potrero, siendo positiva para el tratamiento HMA-

(R? = 0.66;

F110 = 22.26, p<0.0008) y negativa en el tratamiento HMA+ (R? = 0.34;

F110 =6.79, p<0.03) (Figura 10).

80
70

(o2}
o

Col. Intrarradical (%0)

Figura 10.

] m HMA- Potrero
il R?=0.34, p<0.03 HMA+ Potrero
|
1 R2=0.66, p<0.0008
0 2 4 6 8 10 12 14
Concentracion de P labil (ppm) en el suelo
Relacion entre la concentracién de P labil en el suelo y la Cl de

Poulsenia armata.

36



Fotografia 6. Colonizacion intrarradical de Poulsenia armata (50x).
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6.2. Trema micrantha

6.2.1. Produccién de Micelio Extrarradical

En la selva todo los individuos de T. micrantha murieron al haber transcurrido dos
meses desde el trasplante; por lo tanto no fue posible realizar comparaciones entre

sitios al contarse Unicamente con datos del potrero.

En cuanto al ME, hubo diferencias significativas de produccion atribuidas al
tratamiento de inoculacién (F1 3, = 7.09; p<0.05), siendo mayor la produccién en el
tratamiento HMA+ (14.56 + 1.22 m/g) y menor en HMA- (10.47 + 0.44 m/g) (Figura
11) (Fotografia 7).
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Figura 11. ME (promedio +1EE) por tratamiento de Trema micrantha. Letras

diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey.

Fueron significativas y negativas las regresiones lineales del tratamiento
HMA- en potrero con las tres variables ambientales TAP (R? = 0.29; F;10 = 5.40,
p<0.04) (Figura 12), TPS (R? = 0.36; F110 = 7.26, p<0.02) (Figura 13), y HR (R? =
0.36; F1,10=7.25, p<0.02) (Figura 14).
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Fotografia 7. Micelio extrarradical asociado a Trema micrantha (25x).
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6.2.2. Colonizacion Intrarradical

El porcentaje de CI total también tuvo diferencias significativas asociadas al
tratamiento con HMA (F13 = 21.16; p<0.001), siendo mayor en los tratamientos
HMA+ (70.86 = 2.33%) y menor en los HMA- (58.95 + 6.51%) (Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de CI (promedio+1EE) por tratamiento en Trema micrantha.

Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey.

En el caso de la ClI, los analisis de regresion lineal fueron significativos y
positivos para el tratamiento HMA- en potrero con la TPS (R2 = 0.34; F1,10 = 6.73,
p<0.03) (Figura 16); y asociadas con la HR los tratamientos HMA+ (R?2 = 0.40; F1 10 =
8.24, p<0.01) y HMA- (R2 = 0.60; F110=17.69, p<0.002) ambos en el potrero (Figura
17).
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50 um

Fotografia 8. Colonizacion intrarradical de Trema micrantha (50x).
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7. Discusion

El estudio ecoldgico de los HMA presenta fuertes retos, debidos principalmente a la
matriz edéfica en la que se desarrollan estos organismos, lo que conduce a la
necesidad de realizar procedimientos de extraccion complejos, que no aseguran la
total representacion de lo que en realidad ocurre en su interior (Sanchez-Gallen
2011).

En la selva humeda existen variaciones considerables en las tasas de
colonizacion (intra y extrarradical) de los HMA, probablemente ligadas a diversos
factores y condiciones, como las diferentes estrategias de colonizacion de las
familias de hongos (Hart y Reader 2002), variaciones en la composicion de la
comunidad fangica o cambios en la asignacién de C de la planta hospedera (Rillig et
al. 2002), a lo que se suma la variabilidad de la dependencia de éstas a la
asociacion (Gehring y Connell 2006) y los cambios en las caracteristicas del suelo y
factores ambientales que fomentan o inhiben su desarrollo (van Aarle et al. 2002).
Cada uno de estos factores actia por separado 0 en conjunto ocasionando una gran

variabilidad de respuestas y comportamientos.

Los métodos convencionales de estimacion de la colonizacion HMA no son
universales para todas las especies, posiblemente por las diferencias en las
estrategias de la Cl o en la estructura y distribuciébn de hifas extrarradicales,
caracteristicas de cada familia (Hart y Reader 2002). En este trabajo, ambas
especies presentaron diferencias significativas, tanto en la produccién de ME como
en la ClI, entre los tratamientos micorrizados (HMA+) y no micorrizados (HMA-); en
todos los casos se reportaron los valores mas altos asociados a la presencia previa
de inéculo, lo que sugiere un mejor desempefio del hongo. Aunque, en general, no
se han reportado resultados asociados al desempeiio de los HMA posterior a un

trasplante a campo; debe considerarse que el comportamiento del tratamiento HMA+
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refleja la continuacion de la interaccion al momento del trasplante, mientras que el
tratamiento HMA- implica la formacién de la asociacion en el sitio, por lo que
podriamos pensar que los requerimientos de ambos mutualistas al momento del

trasplante fueron diferentes reportdndose asi respuestas y patrones distintos.

La complejidad de los ambientes naturales puede llevar a variaciones
cuantitativas en la extension de la colonizacion de diferentes HMA, particularmente
se han observado diferencias relacionadas con las estaciones y el sitio de
crecimiento (Smith y Read 2008), como los ambientes selva y potrero que aqui se
estudian; sin embargo, aun existen interrogantes sobre el papel que juegan los

factores ambientales en la actividad y desarrollo de los HMA (Jansa et al. 2009).

Las hipotesis planteadas en este trabajo no pudieron ser contrastadas en el
caso de T. micrantha, ya que los individuos ubicados en selva no sobrevivieron. En
el caso de la produccién de ME, P. armata si presenté mayor produccién de biomasa
extrarradical en el potrero, sin embargo los valores de T. micrantha, en este sitio,
fueron mas altos, y en ninguna de las especies la produccion se relacion6é de
manera lineal con las variables ambientales. Por otra parte, los porcentajes mas
altos de ClI, si se reportaron en T. micrantha y el aumento de esta variable en ambas
especies se relaciond positivamente con el aumento de temperatura en la mayoria
de los tratamientos. A continuacion se detallan las explicaciones a estos

comportamientos.

La Cl de P. armata se relacion6 de manera positiva con la TAP y TPS, en los
tratamientos HMA+ en selva y HMA- en potrero; el tratamiento HMA- de T. micrantha
también mostré este comportamiento relacionado con la TPS. Esto sugiere que el
aumento de temperatura estimula el movimiento de carbono hacia los HMA debido al

incremento de la actividad fotosintética del hospedero, como proponen Rillig et al.
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(2002) ya que al aumentar la produccion de C de la planta, el nutriente puede ser
almacenado en las estructuras de reserva del hongo lo que se traduce en un
aumento del porcentaje de CI; esto podria concordar con los resultados de Jasso
(2010) que reporta aumento en la colonizaciéon durante la temporada de secas,

cuando la temperatura es mayor.

Por otra parte, se ha propuesto que la intensidad de la luz es un factor
importante para predecir la Cl en especies de selva humeda que sean micotréficas
facultativas u obligadas, debido a que los HMA dependen de las plantas para la
obtencion de energia, por lo que bajos niveles de luz podrian resultar en porcentajes
de colonizacion mas bajos de los que podrian alcanzarse en zonas con mayor
incidencia luminica (Gehring y Connell 2006), razon que podria relacionarse con los
valores tan altos de los dos tratamientos de T. micrantha en el potrero (HMA+: 70.86

+ 2.33% y HMA-: 58.95 + 6.51%) donde la incidencia luminica es mayor.

El aumento en la HR mostré una relacion positiva con la Cl, en casi todos los
tratamientos de P. armata (excepto HMA- en selva), y en todos los de T. micrantha;
este comportamiento podria atribuirse a que el aumento de humedad propicia la
germinacién de las esporas en el suelo, aumentando asi la colonizacion de las
plantas por las esporas que ya se encuentran en sitio. En la region se ha establecido
gue la cantidad de esporas aumenta en la temporada de secas, permitiendo que
durante las lluvias, cuando la HR se eleva, comiencen su geminacion (Nufez-
Castillo y Alvarez-Sanchez 2003).

En el caso de P. armata, no se encontraron relaciones lineales entre la
produccion de ME y las variables ambientales; las investigaciones de Fujiyoshi et al.
(2000) sugieren que el ME se desarrolla mas rapido que las estructuras

intrarradicales de la colonizacion del hongo lo que se refleja en la disminucion de la
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proporcién micelio externo/interno con el transcurso del tiempo, por esta razon
podria ser mas dificil apreciar patrones relacionados con la extension de la
colonizacion en el suelo. Sin embargo, en el caso de T. micrantha, la produccién de
ME en el tratamiento no inoculado, mostré un patron constante en cuanto a que se
registraron relaciones lineales negativas con los tres factores ambientales. Al
respecto es conveniente considerar que la asignacion de biomasa que confiere la
planta a sus 6rganos aéreos o hipogeos (y por ende la posibilidad de traslocar C al
huésped) depende de su ontogenia y de los factores ambientales a los cuales esta
sometida (Poorter y Nagel 2000); en este sentido, la teoria del equilibrio funcional
sugiere que las plantas asignaran mayor biomasa hacia la raiz o el vastago en
funcidén, respectivamente, de la deficiencia de recursos en el suelo o por arriba de
éste (Camargo y Rodriguez 2006). Al no ser el objetivo de este trabajo la respuesta
de la planta, no se cuenta con elementos para establecer esta relacion, sin embargo
podemos pensar, que en este caso existen factores ambientales por arriba del suelo
gue ejercen mayor presion a los organos aéreos de la planta, por lo que no se
asignan recursos suficientes a las raices como para desarrollar mayor cantidad de
ME.

En respuesta a la disminucion de humedad, el ME puede crecer de manera
rapida y oportunista ante aumentos minimos de ésta, produciendo esporas (Augé
2001), las cuales germinardn ante condiciones apropiadas de humedad vy
temperatura (Smith y Read 2008). Este comportamiento oportunista podria explicar
las tendencias observadas de disminucién de la biomasa extrarradical (con el
aumento de HR) y el incremento en la CI (con el aumento de TPS y HR), aunque
haria falta analizarlo a lo largo del afilo para determinar la secuencia de las

variaciones y corroborar el papel de la estacionalidad.

Unicamente se reportan regresiones significativas relacionadas con la

concentracion de nutrientes en P. armata en el potrero. La CI en el tratamiento
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HMA+ disminuyd con el aumento de la concentracion de P |abil en el suelo, lo que
concuerda con lo encontrado por varios autores (Smith y Read 2008, Johnson 2010)
y lo ya reportado en Los Tuxtlas (Guadarrama et al. 2004, Luna 2009), esto sugiere
gue al haber P disponible, la planta puede obtenerlo directamente del suelo sin
necesidad de apoyarse en los HMA, evitando asi los gastos energéticos que implica
la consolidacion de la relacion y el crecimiento hifal. Sin embargo este
comportamiento no siempre se presenta (Smith y Read 2008) como en el caso del
tratamiento HMA-; es importante considerar la diferencia que marcan los
tratamientos de inoculacion previa, ya que las plantulas inoculadas, por haber
establecido la relacion desde el invernadero, al momento del trasplante pueden
haber contenido mayor cantidad de P, mientras que las no inoculadas podrian tener
un requerimiento mayor del nutriente en el campo, de manera tal que les produjera

mayor beneficio establecer la asociacion

También el tratamiento HMA+ en potrero mostré un aumento de la produccion
de ME asociada a la concentracion de NH,, sugiriendo que este nutriente no es
incorporado facilmente por la planta (Leigh et al. 2009) por lo que para ello se
propicia la produccion de biomasa extrarradical. Varios estudios sefialan que, en
suelos secos y donde el flujo de nutrientes esta restringido, el N inorganico que se
encuentra en forma de nitrato (NO3") o amonio (NH;") es absorbido por el ME, que
representa una via muy efectiva estimada entre el 7 y 49%, dentro de él es
convertido en arginina, llega a las estructuras fungicas intrarradicales donde se
rompe el aminoacido y se transporta a la planta donde es asimilado en proteinas
(Leake et al. 2004, Johnson 2010).

Se han hecho diferentes investigaciones que relacionan el desarrollo de las
especies vegetales con los HMA. En general, las conclusiones apuntan a que el
comportamiento de estos hongos depende estrechamente de la especie vegetal que

colonizan. Se considera que dependiendo del hospedero, el efecto de la asociacion
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puede cambiar de mutualista a parasito (Piotrowski et al. 2004), el crecimiento de la
biomasa extrarradical varia (Gehring 2003), asi como el aporte de C para la
esporulacion (Lovelock et al. 2003); ademas, la complementariedad funcional entre
los simbiontes promueve la colonizacién por una u otra especie de HMA (Allen
2001). Ademas, las especies vegetales pueden alterar de manera diferente la
fertiidad y caracteristicas fisicas y quimicas del suelo que, de manera indirecta,
afectan el desempefio de los HMA, sin embargo esta area ha sido muy poco

explorada en especies tropicales (Lovelock et al. 2003).

En la selva de Los Tuxtlas se han realizado algunos estudios con especies
con historias de vida contrastantes (DL y TS), y los resultados sefialan que las
plantas demandantes de luz tienen mayor respuesta ante la inoculacién con hongos
micorrizdégenos que las tolerantes a la sombra (Sanchez-Gallen y Guadarrama 2000,
Pefia 2005, Alvarez-Sanchez et al. 2009), aunque las Ulimas dependen mas de la

asociaciéon para su crecimiento.

Poulsenia armata es una planta TS, por lo tanto, al crecer en el potrero fue
sometida a una situacion de estrés ocasionada por las condiciones ambientales
diferentes a las que predominan dentro de la selva (mayor temperatura, menor
humedad, falta de cobertura vegetal, mayor intensidad luminica) donde se desarrolla
naturalmente. Por esta condicidn, la relacibn mutualista se pudo haber tornado
mucho mas estrecha lo que se vio reflejado en una mayor produccion de biomasa
fungica en el potrero (14.78 + 1.49 m/g) que en la selva; ademas Drew et al. (2003)
sugieren que el ME tiene la capacidad de adaptarse a cambios del ambiente, al
modificar su crecimiento y morfologia en funcién del tamafio de los poros del suelo,
lo que podria sugerir adaptabilidad de los HMA asociados a P. armata que les
permiti6 el desarrollo del ME de manera significativa; por otra parte, en este
ambiente hay una alta densidad de pastos, que podrian ser hospederos de los HMA

y aumentar la cantidad de ME
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Trema micrantha en el potrero presentd los valores mas elevados de
colonizacion extrarradical (14.56 = 1.22 m/g) e intrarradical (70.86 + 2.33%);
resultado que podria ser atribuible a las altas tasas metabdlicas caracteristicas de su
ciclo de vida, y concuerda con los reportes de mayor susceptibilidad y dependencia
a los HMA de las especies DL en general (Siqueira et al. 1998, Kiers et al. 2000,
Zangaro et al. 2000) y, en particular, en la selva de Los Tuxtlas (Sanchez-Gallen y
Guadarrama 2000, Jasso 2010), ademas, se ha determinado que las raices de ésta
presentan abundantes asociaciones con los HMA y que la planta puede crecer en
condiciones de disturbio (MuseumBotanicum. 1856) como fue el potrero. Sin
embargo, el factor luz result6 crucial para su desarrollo, ya que todos los individuos
ubicados en la selva murieron a los dos meses de haber sido trasplantados, sin

importar el tratamiento de inoculacion.

En general las plantas DL, crecen mas rapido (altas tasas fotosintéticas, alta
produccién de biomasa) en ambientes con mayor luminosidad (Rozendaal et al.
2006), como el potrero, ademas reiterativamente se han reportado altas tasas de
colonizacion y en ocasiones dependencia a HMA, asociadas a este grupo funcional
(Guadarrama et al. 2004). Por otra parte, la rapida tasa de intercambio de nutrientes
gue presentan los HMA (Allen 1991), sugiere que éstos pueden ser grandes
reservorios del carbono que asimilan las plantas hospederas; en el caso particular
de las plantas DL, el hongo juega un papel muy importante en el flujo del C del suelo
(Fujiyoshi et al. 2000). A estas caracteristicas podrian atribuirseles los niveles
elevados de ambos tipos de colonizacion en los dos tratamientos en el potrero, lo

cual coincide con la hipétesis planteada en este trabajo.
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Conclusiones

Se observaron valores mas altos en los tratamientos HMA+ tanto en la

produccion de ME como en la ClI.

Las relaciones lineales con los factores ambientales fueron mas claras en el
potrero; particularmente en la Cl que incrementd con el aumento de la

temperatura y humedad en varios tratamientos.

Unicamente P. armata presento relaciones lineales con las concentraciones
de nutrientes; en el potrero la Cl presentd con la concentracion Pgay positiva
con HMA- y negativa con HMA+; mientras que la produccion de ME fue
positiva en funcion de NH,4 para el tratamiento HMA+, lo que podria sugerir
gue en el potrero hay limitacion de N.

Los valores mas elevados de produccion de ME y CI, en ambos tratamientos,
fueron los de T. micrantha, lo que se atribuye a las altas tasas metabdlicas
caracteristicas de su ciclo de vida y al probable incremento en la actividad
fotosintética de las plantas ubicadas en potrero. Sin embargo, los valores de
ME reportados para P. armata también son altos, principalmente en potrero,

donde la situacion de estrés debid de ser crucial para su desarrollo.
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APENDICE 1

Técnicas de analisis de nutrientes

Los andlisis se realizaron en el Laboratorio de Fertilidad del Colegio de
Postgraduados.

La concentracion de Fosforo disponible (P gray), Se realizé de acuerdo con la técnica

establecida por Bray y Kurtz (1945).

La determinacion de la concentracion de Amonios (NH4) se llevé a cabo por
digestibn hiumeda con la mezcla &cida sulfarico-salicilico, y destilacion semi-micro
Kjeldahl por arrastre de vapor y titulacién con &cido sulfarico 0.05 N, de acuerdo con
los métodos usados por el Laboratorio de Edafologia y Fertilidad de Suelos del
Colegio de Postgraduados (Etchevers 1992).
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APENDICE 2

Extraccion de Micelio Extrarradical

Se realiz6 con la técnica de Miller y Jastrow et al. (1998) considerando

modificaciones realizadas por Jasso (2010) y Sanchez de Prager et al. (2010) Los

pasos a seguir de este procedimiento se detalla a continuacion:

® a0 T

Se toman 5g de suelo humedo previamente tamizados en tamiz del numero
10.

La muestra se coloca en un matraz Erlenmayer de vidrio de 500 ml.

Se le adicionan 250 ml de agua y 31 ml de hexametafosfato de sodio.

La solucion se agita vigorosamente para deshacer los agregados.

El frasco se coloca en la agitadora de plancha durante una hora y media a
180 rpm aproximadamente, tapandolo con papel aluminio.

Durante este tiempo puede armarse el equipo de la bomba de vacio que se
utilizara posteriormente.

Una vez transcurrido el tiempo de agitacion se toman dos alicuotas de 6 ml de
la solucion del suelo y se colocan en otro matraz de 500 ml. Las muestras se
toman con la agitaciébn en curso y evitando que provenga del fondo del
recipiente.

A los 12 ml de solucion se le adicionan 250 ml de agua y 31 ml de
hexametafosfato.

Nuevamente se coloca el matraz cubierto en el agitador de plancha a
aproximadamente 180 rpm durante 20 minutos.

Se toman cuatro alicuotas de 5 ml de la solucién, tomando en cuenta las
mismas consideraciones que el paso anterior. Todas las alicuotas se pasan a
través de un tamiz del nimero 400, descartando lo que pasa a través del

tamiz.
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k. Se coloca en la bomba de vacio una membrana de nitrocelulosa de 45 ym de
apertura. Sobre el embudo de la bomba se lava con abundante agua lo que
no pasa a través del tamiz con la bomba encendida.

I.  Una vez filtrada la muestra se apaga la bomba y se agregan 5 ml de azul de
tripano al 0.05%. Se deja que el tinte filtre solo o que transcurran 10 minutos
para dar tiempo a que se tifia el micelio.

m. Transcurrido este tiempo se enciende la bomba para quitar el exceso de
colorante, sin apagar la bomba se retira el embudo del equipo y se espera a
gue se remueva el exceso de humedad.

n. Para finalizar se apaga la bomba y se monta la membrana sobre un
portaobjetos con PVGL como medio de montaje, se deja secar por 30 minutos

y luego se coloca un cubreobjetos.
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APENDICE 3
Cuantificacion de Micelio Extrarradical

Para realizar la cuantificacion se utilizd la técnica de Jakobsen (1998). Las
modificaciones que se realizaron fueron el nUmero de observaciones por portaobjeto
gue pasaron de 25 a 70. Para los calculos se determiné la longitud de la unidad de
la rejilla en el ocular de 10x10 sobre el filtro usando un objetivo micrométrico
resultando 0.05 mm (a).

Para el célculo total del ME en la muestra del suelo se consideraron:

Longitud total de la hifa observada sobre el area de filtrado cubierta por 70 campos
de observacion (H):
H=(11/14) -N-a (mm)

Donde: 11/14 = constante

N = ndmero total de interseptos en 70 campos de observacién

a = unidad de rejilla (0.05 mm)
a. Area filtrable sobre la membrana de nitrocelulosa (FA):
FA=n-r* (mm?
Donde: r = radio del area de captacion/filtrado
(en este trabajo r = 9.5 mm)
b. Area total examinada o area contable (CA)
CA=(10-a)*-C (mm?)
Donde: C = namero total de campos observados (en este trabajo = 70)
a = unidad de rejilla (0.05 mm)
c. Longitud total de la hifa sobre el area filtrable (HL)
HL = (H/CA)-FA (mm) 0 HL = H-FA/CA
d. Total de hifas en la muestra de suelo (TL)
TL = (HL-[(212+250+31)/20]-[(250+31)/12])/(p)
Donde: p = peso seco en g de la muestra de suelo 5 g utilizada, 250ml es el volumen de agua
donde la muestra fue suspendida, 31ml el volumen utilizado de hexametafosfato de sodio en

las dos disoluciones. 12 y 20ml son las alicuotas de las disoluciones pipeteadas del suelo.
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APENDICE 4

Tincion y cuantificacion de la Colonizacion Intrarradical

El método utilizado para la tincion de raices micorrizadas fue el de tincion con Azul

de Tripano, descrito por Phillips y Hayman (1970) en el cual el procedimiento a

seguir es el siguiente:

a.
b.

Lavar las raices con abundante agua corriente.

Colocar fragmentos largos de raices finas de cada individuo en su respectiva
rejilla.

Poner las rejillas con las raices en un recipiente para su tratamiento quimico,
procurando que éstas no lleguen hasta el tope.

Se cubren las raices con solucion de KOH al 10%.

Meter el recipiente en autoclave durante 20 minutos a 15 Ib de presion

Se lavan las rejillas con agua corriente, utilizando preferiblemente un tamiz
adecuado para evitar pérdidas durante el enjuague y se recupera el KOH para
desecharlo correctamente.

En caso de no haberse destefiido lo suficiente, a las raices que sea necesario se
les adiciona agua oxigenada al 10%, por 5 minutos maximo.

Nuevamente se lavan con agua corriente y se agrega una solucion de HCI al 1N
durante 10 a 15 minutos.

Se decanta el HCI sin lavar con agua y se adiciona Azul de Tripano al 0.05%
hasta que cubra totalmente las rejillas; se dejan tefiir toda una noche.

Por ultimo se montan las raices en portaobjetos calculando cortar fragmento de
la misma longitud (aproximadamente 1.5 cm) tratando de colocar entre 15y 20
fragmentos de raiz por preparacion.

La determinacion del porcentaje de colonizacién, se basa en la observacion
microscopica de segmentos tefiidos de raices. Se hacen tres barridos (arriba,
medio y abajo) con el objetivo 20x; se cuantifican tanto los campos de
observacion que presentan estructuras fungicas (hifas, vesiculas, esporas, ovillos
y arbusculos), como los segmentos no colonizados.

Se obtienen los porcentajes de colonizacion total y por estructura.
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