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Resumen

El suelo es el habitat de los hongos ectomicorrizicos, y complementa al tipo de hospedero al
momento de explicar la estructura de la comunidad. Ademds, es un factor determinante para la
diversidad. En México, los bosques de Abies religiosa los encontramos asociados con este tipo de
hongos, y es posible encontrar a éstos de manera monodominante y monoespecifica, por lo que es
viable aislar la variable arbérea para estudiar los pardmetros del suelo. El objetivo de este trabajo
fue determinar el efecto de algunas propiedades del suelo sobre la estructura de la comunidad de
hongos ectomicorrizicos. Establecimos 21 parcelas al azar (tres transectos por parcela (N=3)) y las
describimos en funcidn de dos variables: 1) la arbdrea (distancia promedio entre arboles, didmetro
a la altura del pecho y biomasa de raices durante secas (mayo)), y 2) la edafica (pH en agua, y en
KCl, fosforo facilmente extraible, porcentaje de nitrégeno, porcentaje de carbono y conductividad
eléctrica). Hicimos correlaciones no paramétricas de Spearmanggs, analisis de varianza
multivariado (MANOVA . s), clister por UPGMA y anélisis de correspondencia candnica con las
variables arbdrea y edafica, para seleccionar las parcelas de estudio. En estas parcelas fue donde
extrajimos las micorrizas, ademas, nosotros tomamos medida de la densidad aparente, y la
biomasa de raices en la época de lluvias (octubre). También nosotros caracterizamos la comunidad
de hongos al amplificar y secuenciar la regién ITS de las micorrizas, y comparar las secuencias con
la base de datos del GENBANK. Con las secuencias identificadas, determinamos la diversidad en las
parcelas con el indice de Simpson, y los estimadores de diversidad no paramétricos Chao 1y Jack-
Knife 1. También, calculamos la abundancia relativa, y la frecuencia absoluta y relativa.
Comparamos la densidad aparente con un ANOVA,_q s con un Post Hoc de Tukey y la biomasa de
raices en octubre con la prueba de t de student,.q 5. Para determinar el efecto del suelo utilizamos
la correlacién no paramétrica de Spearmangq o5 ¥ andlisis de factores,—q.1.

Para la seleccidn de sitos en el andlisis de Spearmang.ogs, existieron correlaciones significativas
(p<0.05) y superiores al 90% en el carbono y el nitrégeno, también en el pH en agua y KCl. En el
MANOVA,.o o5 entre los sitios, sélo la parcela tuvo un efecto significativo (p<0.05). Con ayuda del
analisis de agrupamiento por UPGMA y de correspondencia candnica, seleccionamos las parcelas
homogéneas en sus caracteristicas arbdreas y en un gradiente de pH, y de C y N. nosotros
extrajimos 1198 micorrizas de las 10 parcelas, pero sélo analizamos 7 parcelas con 856 micorrizas.
Nosotros enviamos a secuenciar 757 productos de PCR y recuperamos 591 secuencias Utiles.
Encontramos 91 unidades taxondmicas operativas (OTU’s) de las cuales 87 pertenecen a hongos

formadores de ectomicorrizas. De éstas 15 pertenecen al phylum Ascomycota y 72 a



Basidiomycota. Clavulina cf. cinerea tiene 76 secuencias, Membranomyces spurius 51, vy
Thelephoraceae sp. 1 tiene 39 secuencias, siendo estas tres las especies mas abundantes. El
género Inocybe presentd mas especies (OTU’s) (21), después Tomentella (10), y Russula (8). La
parcela 9 presenta el mayor indice de diversidad de Simpson (1-D= 0.955) seguida por la parcela
10 (1-D= 0.942). La que presenta el menor indice es la parcela 1 (1-D=0.775). Para el estimador
CHAO 1 encontramos que es posible obtener 147.07 especies y para el Jack-Knife 1, 129.86
especies. En la abundancia y frecuencia relativa se encontré que Clavulina cf. cinerea es la mas
abundante seguida por Membranomyces spurius. Para la frecuencia absoluta, Clavulina cf. cinerea
fue la mas frecuente, seguida por Membranomyces spurius. Estos dos valores (abundancia y
frecuencia relativa) se ven resumidos en el valor de importancia de la comunidad, en donde
Clavulina cf. cinerea fue la mas importante, seguida por Membranomyces spurius. Thelephoraceae
sp. 1 estd en tercer lugar de importancia. Hubo una diferente produccién de micorrizas entre las
parcelas, y existié diferencia en la densidad aparente (p<0.05) en una parcela de los sitios, y no
hubo un aumento significativo (p>0.05) en la produccion de raices entre los dos meses
comparados (mayo y octubre), pero si hubo parcelas con diferente produccion de biomasa de
raices.

Para la correlacion no paramétrica de Spearmany-q¢s, €l porcentaje de carbono y nitréogeno fueron
significativos (r= 0.857, 0.821 p<0.05) con la diversidad (1-D). En el andlisis de factores
encontramos que el porcentaje de carbono vy, el pH en agua y en KCl, son componentes del factor
1, ademas la biomasa en peso seco (g) de raices (octubre) es el factor 2. Con estos dos factores es
explicamos el 73.05 % de la varianza de los datos. La salud del suelo (factor 1), estd dado por el
porcentaje de Cy de N, y pH. Por lo que la diversidad esta en funcion de la salud del suelo y de la
biomasa de raices. Asi las propiedades del suelo tuvieron un efecto en la estructura de la
comunidad al existir correlacion entre variables que determinan la dominancia de un grupo en la

comunidad.



Abstract

Soil is the ectomycorrizical fungi habitat, and is a complement to host type when explain
community structure. Also, soil is an important factor for promoting diversity. Abies religiosa
forests in Mexico, are associated with this type of fungi, and were possible to find forests in a
monodominant and monospecific manner, so isolate arboreal variable for soil parameters study is
worthwhile. Determination of soil effect on ectomicorrhizal fungal community was the objective of
this work. We randomly established 21 plots (three lines per plots (N=3)) and we described in
function of two variables, arboreal variable (tree distance average, breast height diameter, and dry
root biomass on May), and edaphic variable (H,O and KCI pH, readily extractable phosphorous,
nitrogen percent, carbon percent, and electrical conductivity). A Spearmang.gos ho parametrical
correlation, multivariate analysis of variance (MANOVA..905), UPGMA cluster and canonical
correspondence analysis was made to variables for plot study selection.

On these plots, we extracted root tips, in addition, bulk density and root biomass on rainy season
was recorded. We characterized fungal community by amplifying and sequencing the ITS region
from root tips, and compared sequences with GENEBANK database. With identified sequences we
characterized plot diversity using Simpson index, no parametric estimator Chao 1 and Jack-Knife.
Also, we calculated relative abundance and absolute, and relative sequence. We compared bulk
density with an ANOVA,-q s with a Tukey Post hoc, and root biomass with a student t test. For soil
effect determination, we used Spearman,- ;s N0 parametrical correlation, and factor analysis,-q 1.
For select plots, we used Spearman,q s correlation (p<0.05), and superior to 90% on carbon and
nitrogen, also H,0 and KCl pH. For plot’s MANOVA ,.,0s5, only plot was significative (p<0.05).
Assisted by UPGMA cluster analysis and canonical correspondence, we selected homogenous plot
in arboreal traits on plots, and in a pH, C and N gradient. We extracted 1198 root tips from 10
plots, but only 7 were analyzed, with 856 tips. 757 PCR products were sequenced and 591 useful
sequences were recovered. We found 91 Operative Taxonomic Units (OTU), which 87 develop
ectomicorrhizal association. Fifteen sequences were classified as Ascomycota, and 72 to
Basidiomycota. Clavulina cf. cinerea had 76 sequences, Membranomyces spurius 51, and
Thelephoraceae sp. 1 had 39 sequences, being the three most abundant species. Genus Inocybe
had more species (OTU’s) (21), followed by Tomentella (10), and Russula (8). Plot 9 has higher
Simpson diversity index (1-D= 0.955), succeed by plot 10 (1-D=0.942). Plot 1 has lowest index (1-
D=0.775). Our Chao 1 estimated 147.07 and Jack-Knife 1, 129.86 species. Clavulina cf. cinerea was

the most abundant in relative abundance, succeed by Membranomyces spurius. In absolute



frequency Clavulina cf. cinerea was the most frequent, followed by Membranomyces spurius. In
relative frequency Clavulina cf. cinerea was the most frequent, followed by Membranomyces
spurius. These two values (relative abundance and frequency) are resumed in ecological
importance value, we find Clavulina cf. cinerea is the most important, succeeded by
Membranomyces spurius, and Thelephoraceae sp. 1 is on third importance place. There are a
different root tip production between the plots, and exist a plot different in bulk density (p<0.05),
and there were not a significative increase (p>0.05) on root production between both months
(May and October), but there were plots with different root biomass in May or in October. In
Spearmany-g s NO parametrical correlation, carbon and nitrogenous percent are significative (r=
0.857, 0.821 p<0.05) with diversity (1-D). In factor analysis we found carbon percent, H,0 and KCl
pH, were part of factor 1, and root dry weight (g) biomass (October) is factor 2. With 2 factors we
can explain 73.05% of data variance. Soil site health (factor 1), is composed by carbon and
nitrogen percent, and pH. So diversity is in function to soil site health and root biomass. Thus, soil
had an effect on community structure because correlations there were between variables that

determine dominance of a group in the community.



Introduccién

Las comunidades de hongos ectomicorrizicos para poder establecerse deben superar el filtro
abiotico del suelo, y también deben ser compatibles con el hospedero (Koide et al. 2011). La
capacidad de un hospedero para establecerse depende de su biologia y del ambiente en donde
espera establecerse. Esta interaccion del hospedero-ambiente afecta a las comunidades de
hongos en lo general, y en lo particular las propiedades del suelo tienen relacién directa con la
diversidad (Tedersoo et al. 2012). Asi, ciertas propiedades de la Sierra de las Cruces permiten el
establecimiento del hospedero de hongos ectomicorrizicos (Abies religiosa) en el Zarco Estado de
México y son:

e Geomorfologia de la Sierra de las Cruces

La secuencia de la Sierra de las Cruces separa la cuenca de México de la Cuenca del Lerma. Tiene
una orientacion de NNO-SSE y estd formada por varios estratovolcanes andesiticos como el San
Miguel, La Corona, Picacho, Zempoala, y el Ajusco, ademas de otras estructuras volcdnicas, en su
mayoria domos, calderas, y conos de escoria (Garcia-Palomo et al. 2008). Cada volcan esta hecho
de flujos piroclasticos, caida de depdsitos y flujos de lava, ademds de una gruesa secuencia de lajar
y depdsitos en avalancha asociados en ocasiones con el colapso de las estructuras. Esta secuencia
se va adelgazando hacia los depdsitos lacustrinos, fluviales, y aluviales de la cuenca del Lerma; en
el caso de la secuencia de las Cruces presenta ademas, una capa de rocas mas jovenes del campo
volcdnico del Chichinautzin, y yace discordantemente en la punta de la Formacion Tepoztlan. La
edad de esta formacidn geoldgica es considerablemente variable, y tiene un intervalo de 13 a 6
millones de afios (Ma) en la parte mas nortefia (Aguirre-Diaz y Carrasco-Hernandez 1999), y de 8 a
5 Ma en la caldera Catedral (Aguirre-Diaz et al., 1999). En el sur se estima de 2.87 a 0.39 Ma
(Mora-Alvarez et al., 1991) y de 3.4 a 0.6 Ma en el Volcdn del Ajusco (Romero-Terdn 1999, Garcia-
Palomo et al. 2002).

Los suelos derivados de depdsitos o cenizas volcanicas son denominados andosoles en la FAO
(2006) se presentan en asociacion con las mayores zonas tectonicas del globo. Los andosoles son
el grupo edafico mas representativo de la Faja Volcanica Transmexicana (FVT), debido a que se
trata de suelos minerales derivados cenizas (Garcia-Calderdn et al. 2007). Los andosoles se
clasifican como suelos minerales que tienen un horizonte vitrico o un horizonte andico. Las
propiedades andicas, es decir de color oscuro, resultan del intemperismo moderado de los
depdsitos principalmente pirocldsticos que pueden encontrarse de forma superficial como

subsuperficialmente. Los horizontes andicos generalmente contienen elevadas cantidades de



materia organica (mas del 5%), y de ahi su color oscuro o pardo. También tienen una estructura
macroesponjosa que resulta en una baja densidad aparente y con frecuencia una consistencia
untuosa, esto debido a los al6fanos presentes (Garcia-Calderén et al. 2007, Brady y Weil 2008).

Los fosfatos son los aniones retenidos en mayor proporcién por los andosoles, ya que algunos
suelos adsorben mas de 200 pg (Gebhardt y Coleman 1974, Rajan y Fox 1975, Parfitt et al. 1977).
Valera y colaboradores (1994), y Valera y Aguilera (1995), mostraron que existié una clara
tendencia al aumento de la retencién de fosfatos en andosoles, que junto con la caracteristica de
baja densidad aparente son caracteristicas de éstos. Aguilera (1969, 1989) reportd valores de
densidad aparente para andosoles mexicano de 0.74 a 0.86 g/cm°, Alvarez (1982) reporta valores
entre 0.68 y 0.90 g/cm’ para Michoacan, Hidalgo (1986, 1988) en la Sierra Nevada de 0.72 g/cm® a
1.22 g/cm?®, y Saucedo (1989, 1990) en de Puebla 0.82 g/cm?>. Es en este tipo de andosoles donde
se establece y desarrolla preferentemente A. religiosa debido a que la densidad aparente baja es
una caracteristica determinante de los andosoles. Como se ha mencionado estos arboles
establecen simbiosis mutualistica con los hongos ectomicorrizicos y su desarrollo esta influenciado
por las dinamicas de los hongos y su interaccion con el suelo. Asi, las caracteristicas
geomorfoldgicas, eddficas y de humedad de la sierra de las cruces permiten el establecimiento de

bosques de afinidad boreal, en este caso Abies, en la region del Neotrépico mexicano.

e Los bosques de Abies en México

Los bosques de coniferas, son frecuentes en las zonas de clima templado y frio del hemisferio
boreal. En latitudes boreales estdn practicamente desde el nivel del mar hasta el limite de Ia
vegetacidn arbodrea, prosperan en regiones de clima semiarido, semihiumedos, y himedos ademas
de que varios existen sélo en condiciones edaficas especiales de humedad y profundidad
(Rzedowski 2006). En México estos bosques son un remanente de los bosques boreales y por lo
tanto su afinidad biogeografica es Neartica en cualquier lugar en donde estén (Rzedowski 2006),
ademds de localizarse sélo en zonas montafosas.

México cuenta con 1 959 248 Km? o 195 924 800 ha de superficie total. La superficie de
distribucidon potencial de bosques de Oyamel (Abies) es de 402 462 ha, y la superficie total
comprendida hasta 2008 es de 142 269 ha (SEMARNAT 2008). Estos bosques de Abies
comprenden un area de vegetacidn primaria con 127 960.61 ha, y de vegetacion secundaria con
15 618.67 ha de superficie. Esto representa en porcentaje respecto a la cobertura de la superficie

del pais el 0.07% de superficie cubierta por bosques de Abies, de un total de 0.2% de superficie



potencial para bosques de Abies. Flores y colaboradores (1971) sensu Rzedowski (2006), cita que la
extension para 1971 de estos bosques era del 0.16% del area total del pais, es decir 313 479.68 ha,
lo que ha representado una disminucidn actual de la superficie que reportd SEMARNAT (2008) de

171 210 ha, siendo reducida en un 54.61 % de la distribucién de 1971 a 2008.

o Abies religiosa

Abies religiosa (Kunth) Schlechtendal et Chamisso, estd distribuida en la FVT. Los bosques se
establecen en suelos derivados de rocas andesiticas desarrollandose tipicamente entre los 2500 y
3500 m de altitud y presentan, casi siempre, un estrato arbdreo en donde son el elemento
dominante, pero puede ser comln que se mezcle con especies de los géneros Pinus o Quercus
dependiendo de su posicidn en la montana. También pueden existir en el estrato arbdéreo inferior
especies de Alnus, Arbutus, Salix, Prunus, Garrya, Buddleja, ademas de herbaceas como Senecio,
Eupatorium, Stevia y Archibaccaris (Rzedowski 2006). En algunos casos en el estrato arbustivo A.
religiosa se ve acompanada por Roldana angulifolia, Syphoricarpos microphyllus, Cestrum
anagyris, Solanum cervantesii y Physalis coztomat! (Rivera-Hernandez y Espinosa-Henze 2007). Los
bosques de A. religiosa en condiciones de disturbio estan perturbados con Salix paradoxa, Garrya
laurifolia, Sambucus nigra y Buddleja cordata, ademas de encontrar Berberis moranensis,
Baccharis conferta, Roldana barba-johannis, Fuchsia microphylla y Rubus liebmannii (Rivera-

Hernandez y Espinosa-Henze 2007).

e Descripcion del drea de estudio

El bosque de A. religiosa en El “Zarco”, Estado de México, es monodominante, y estd localizado en
la Sierra de las Cruces dentro de la FVT. En el caso del bosque en el Zarco, los Unicos arboles que
presentarian simbiosis ectomicorrizica ademas de A. religiosa son: Alnus jorullensis y Salix
paradoxa. De acuerdo con el INEGI (2011) estos bosques se desarrollan en el sito en un suelo tipo
Andosol Umbrico de textura media y una litologia de roca ignea extrusiva, con clima C(E)(w)
(semifrio, subhimedo con lluvias en verano). Ademas, Rodriguez-Palacios (2009) reportd que
presenta una combinaciéon de suelos de tipo Andosol himico asociados con Andosol ocrico, ambos
de textura media. También, en este mismo trabajo se reporta que la litologia es de toba en la

parte basal y de brecha volcanica en la parte superior de esta localidad.



Los estudios en campo de ecologia de comunidades de ectomicorrizas presentan dificultades, no
obstante trabajar con bosques monoespecificos como los de Abies religosa en el “Zarco” permite
mantener cierta homogeneidad en las caracteristicas arboreas (una sola especie de planta
hospedera de hongos ectomicorrizicos, amplia distribucién en un continuo geomorfolégico) lo que
permite atribuirle la diversidad de la comunidad no a la diversidad de los hospederos, sino a las
propiedades fisico quimicas del suelo. Por lo tanto es necesario describir la simbiosis
ectomicorrizica y su interaccidn con las propiedades del suelo que pueden afectar a la comunidad

de hongos ectomicorrizicos.

e Generalidades de las ectomicorrizas

Las ectomicorrizas son la asociacidn entre algunos grupos de hongos y las raices de ciertas plantas,
en donde las hifas de los hongos se distribuyen en los espacios intercelulares sin penetrar las
células de las raices (Molina et al. 1992, Smith y Read 2008). En los ecosistemas forestales la
simbiosis micorrizica tiene mucha importancia porque los arboles dentro del bosque en las zonas
templadas y boreales forman esta asociacion (Horton y Bruns 2001). Las ectomicorrizas tienen un
papel importante en el aporte de nutrientes a la planta hospedera y participan en el reciclaje de
los nutrientes del suelo. La ectomicorriza se establece con el contacto de los hongos que
envuelven a los pelos absorbentes de la raiz y promueven su reabsorcién. El micelio del hongo
empieza a envolver a la raiz y forma un arreglo especial conocido como manto. El micelio del
hongo atraviesa la epidermis intercelularmente y rodea de forma extracelular a las células del
cortex en donde se da el intercambio de nutrientes. A este arreglo de micelio que rodea a las
células vegetales se le conoce como red de Hartig. El manto puede continuar desarrolldndose y
formar una capa de varias células de espesor (Peterson et al. 2001).

La simbiosis ectomicorrizica produce regularmente cambios morfoldgicos evidentes en la raiz, al
contrario de lo que ocurre en las micorrizas arbusculares, estos cambios morfoldgicos en las raices
de los arboles ectomicorrizicos permiten caracterizar las propiedades cualitativas externas y con
esto agrupar en morfoespecies y en algunos casos identificar el organismo causante de la
asociaciéon. No obstante este tipo de procedimientos son laboriosos y no permiten la
diferenciacidn a nivel de especie por lo que se han ido sustituyendo paulatinamente con métodos
que involucran herramientas de biologia molecular (patrones de RFLP, secuenciacién de regiones
de ADN o secuenciacion de nueva generacién) que permiten en la mayoria de los casos una mejor

determinacion.



Los hongos ectomicorrizicos influyen en la productividad, el restablecimiento de la vegetacidn, la
dinamica y sucesién de las comunidades de plantas ademds en la estabilidad del habitat. Las
ectomicorrizas pueden aumentar el crecimiento de los arboles, y benefician diferencialmente el
crecimiento de las plantulas (Amaranthus 1998, Smith y Read 2008, Bonfante y Genre 2010). Los
sistemas radiculares de las plantas se conectan por el micelio de los hongos ectomicorrizicos
formando lo que se conoce como Red Micorrizica Comun (RMC). Estas redes permiten el
intercambio de azlcares simples y nutrientes entre distintas especies vegetales a través del
micelio de los hongos. La red facilita el establecimiento de plantulas nuevas dentro de los bosques
permitiendo su crecimiento ademds de mantener el habitat, sin embargo la red se ve afectada por
la distancia que pueda existir entre las plantas hospederas, evitando el desarrollo normal del
bosque y el reclutamiento de plantulas (Selosse et al. 2006). Una parte importante de las redes
micorrizicas es la diversidad de especies. La red es fundamental para el establecimiento de
bosques. El primer paso en su estudio es analizar la estructura de la comunidad, y después los

factores edafo-ecolégicos que afectan la comunidad.

o Ecologia de ectomicorrizas

El nimero de especies de hongos ectomicorrizicos estaba estimado entre 5000 a 6000 especies
(Molina et al. 1992, Baxter y Dighton 2005), pero Comandini y colaboradores (2012) reportaron un
estimado de 20 000 a 25 000 especies con 7950 especies descritas, y representa un avance en los
Ultimos 7 ainos. Ademas esta riqueza de hongos es alta en comparacion de las 228 especies de
hongos arbusculares (SchiBler y Walker 2010). Las especies de hongos no existen como entidades
aisladas en el espacio, por lo que estdn sujetas a condiciones de interaccidén con otras especies y
con su ambiente. Para el caso de los hongos ectomicorrizicos, estos tienen una estrecha relacién
con las raices de su drbol hospedero y con el suelo en el cual viven y se desarrollan, por lo que su
distribucidn y abundancia se ve afectada principalmente por ambos factores. Ademas, las especies
de hongos tienen que interactuar a corto plazo con otras especies de forma mutualistica, neutra o
antagonista (Tuininga 2005). Asi, las especies son entidades semi-independientes, por lo que otras
especies pueden influenciar la presencia y la estructura de las comunidades de los hongos. En
ecologia de comunidades de hongos, una propiedad emergente y propia de ésta, es la diversidad,
compuesta por la riqueza y la abundancia de especies conocida como diversidad alfa o local. El
ensamblaje de la comunidad son las especies componentes y su arreglo de riqueza y abundancia,

por lo que el ensamblaje de las comunidades puede ser diferente en sitios que presentan la misma



diversidad o una diversidad alta (Ricklef y Miller 1999). La abundancia relativa de cada especie
identificara aquellas especies que por su escasa representatividad en la comunidad pueden ser
mas sensibles a las perturbaciones ambientales. Ademas, identificar un cambio en la diversidad, ya
sea en el nUmero de especies, en la distribucidon de su abundancia o en la dominancia, nos alerta
acerca de procesos empobrecedores o extinciones locales (Moreno 2001). Sin embargo, como se
destacd, la diversidad de las especies ectomicorrizicas es dificil de diagnosticar con técnicas
morfoldgicas por lo que con técnicas de biologia molecular es posible reconocer mas entidades
taxondmicas distintas y poder determinar la diversidad y su distribucién espacial en el suelo. En el
trabajo de Tedersoo y colaboradores (2003), encontraron la distribucién espacial de las especies a
una escala fina, y encontraron que la abundancia relativa de las especies cambia de forma
horizontal y, de manera vertical en espacios de 5 cm verticales y de 50 cm horizontales. La
composicion de especies varia en distancias muy cortas de suelo, por ejemplo lzzo y colaboradores
(2005a), encontraron cambios en la composicién espacial en las ectomicorrizas entre muestras
tomadas a una distancia de 5 cm. En el meta andlisis de comunidades a nivel global de Tedersoo y
colaboradores (2012), analizan que el 70% de la distribucion de la riqueza esta influenciado por

factores edaficos, mientras que el 30% se lo atribuyen al hospedero.

=  Hospederos estudiados recientemente en el mundo

Las comunidades de hongos ectomicorrizicos en el mundo han sido estudiadas numerosamente,
Tedersoo y colaboradores (2012) citaron 56 trabajos. Algunos de los hospederos que se han
estudiado recientemente, y que son relevantes porque representa una mejoria en la cantidad y
calidad de informacion de las bases de datos para la identificacion de los miembros de la
comunidad en los ultimos afos son: Fagus sylvatica (Kjgller 2006); bosques mixtos de Abies
homeolepis, Tsuga sieboldii, Betula maximowicziana, B. grossa, Fagus crenata, F. japonica,
Quercus crispula (Ishida et al. 2007); bosques mixtos de Pseudotsuga menziesii, Betula papyrifera,
Pinus contorta var. latifolia, Thuja plicata, Tsuga heterophylla (Twieg et al. 2007); bosque mixto de
Quercus petrea, Q. rubur y Carpinus betulus (Courty et al. 2008); bosques mixtos de Nothofagus
truncata, N. fusca, y N.truncata (Dickie et al. 2009); comunidades de Dryas acroeptala y Salix
reticulata (Ryberg et al. 2009); selvas de Anthonotha fragrans, Anthonotha macrophylla,
Cryptosepalum tetraphyllum, Paramacrolobium coeruleum y Uapaca esculenta (Diédhiou et al.
2010); Eucalyptus grandis, Eucalyptus camaldulensis (Jairus et al. 2011); comunidades mixtas de

Shorea obtusa, S. siamensis, Dipterocarpus obtusiforius, D. tuberculatus (Phosri et al. 2012).
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e Elsuelo como habitat y modelador de comunidades

El suelo es un cuerpo natural complejo y dindmico. Ademds, es un sistema estructurado,
heterogéneo y discontinuo, con microorganismos viviendo en microhabitats discretos (Nannipieri
et al. 2003). Los suelos son el resultado de la interaccidon de varios factores: clima, organismos,
material parental y el relieve (Coleman y Crossley 1996) moldeados por el tiempo (Brady y Weil
2008). De los suelos depende la productividad de las plantas, de los ecosistemas, y los ciclos
biogeoquimicos, porque los microrganismos en el suelo degradan los compuestos organicos
persistentes, liberando el carbono y el nitrégeno retornandolo de vuelta a la atmdsfera. El 80 -
90% de los procesos que ocurren en el suelo estan mediados por microorganismos (Coleman vy
Crossley 1996, Brady y Weil 2008). Los hongos y las bacterias son muy versatiles, ya que pueden
efectuar casi todas las reacciones biolégicas conocidas. Por lo tanto existe una relacién casi directa
entre la diversidad de microrganismos y la funcion de los suelos.

El suelo presenta diversas funciones ecoldgicas: es un regulador del ciclo hidrolégico, un habitat de
organismos, interviene en la produccion de biomasa, es un almacén, filtro y transformador de
nutrientes, sustancias y agua, ademds de ser un reservorio de biodiversidad, una fuente de
materiales diversos y un almacén de carbono. La capacidad de llevar a cabo alguna de estas
funciones se llama calidad del suelo (Brady y Weil 2008). Cuando los suelos funcionan como parte
del ecosistema el concepto se denomina salud del suelo (Brady y Weil 2008) en el cual la
resilencia, resistencia, y la carencia de sintomas de estrés en el suelo (como baja diversidad)
reflejan la salud del suelo. De todas estas funciones, la diversidad bioldgica de microorganismos,
presenta una relaciéon con dichas funciones del suelo (como la regulacién de los ciclos
biogeoquimicos, descomposicién de la materia orgdnica, el ciclaje de los nutrimentos, la
bioturbacién (formacién de canales, poros, y agregados) y la supresion de enfermedades y plagas
(Coleman y Crossley 1996, Brady y Weil 2008). Nannipieri y colaboradores (2003), argumentaron
que la permanencia de funciones no esta necesariamente relacionada con la estabilidad de las
comunidades de microorganismos ya que suelos que conservan sus funciones ecoldgicas
presentan una alta diversidad de organismos, pero con una estructura dindmica de la comunidad.
La alta diversidad de microorganismos no es critica para mantener los procesos de los ecosistemas
bajo condiciones ambientales constantes o benignas, pero esta puede ser importante para
mantener éstos procesos en condiciones cambiantes (Loreau et al. 2001). Esto se debe a que
diferentes especies responden diferencialmente a las fluctuaciones ambientales (Yachi y Loreau

1999). Existe evidencia de que los organismos son funcionalmente redundantes y que las
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caracteristicas funcionales de las especies que la componen, son al menos, igual de importantes
como el nimero de especies per se para mantener los procesos esenciales (Andren y Balandreau
1999, Bardgett y Shine 1999, Nannipieri et al. 2003). Un alto contenido de C organico, la
estabilidad de los agregados, la capacidad de intercambio catidnico y la biomasa microbiana
permiten que la equitatividad de microorganismos en el suelo sea resistente a las perturbaciones,
ya que en suelos con una menor equitatividad catabdlica (una medida indirecta de diversidad
metabdlica) presentan mayores perturbaciones en su funcion (Degens et al. 2001, Nannipieri et al.
2003). No obstante existen también otras propiedades que pueden explicar la diversidad en el
suelo. Estas propiedades afectan la estructura de las comunidades en el suelo, ya que ciertos
organismos ocuparan diferentes habitats, ademas de que estos interactuaran entre si, lo que
afectard también la estructura de la comunidad.

Las caracteristicas abidticas y propiedades particulares de los suelos, son otros factores que
influencian la riqueza y estructura de la comunidad de los organismos. Por ejemplo, la textura
influye en el tamafo y cantidad de poros, que regulan la calidad y la dindmica del agua y aire, lo
qgue determina la presencia de organismos aerobios o anaerobios en el suelo (Brady y Weil 2008).
La humedad del suelo es necesaria tanto para organismos terrestres como acuaticos. El oxigeno y
el H,0 determinan la presencia organismos aerobios, aerobios facultativos o anaerobios. La
temperatura influye en la presencia de organismos ya que a mds de 80 °C ocurre la muerte de la
mavyoria de ellos, y a temperaturas menores de 0 °C se detienen su actividad bioldgica. La luz/UV,
interfiere con organismos con o sin pigmento, estos dos factores, la temperatura del suelo y la luz
UV, aumentan cundo el suelo se encuentra expuesto a una mayor iluminacién. El pH afecta la
actividad microbiana y es éptima para la mayoria a pH cercano al neutro (Coleman y Crossley
1996, Brady y Weil 2008). Un cambio en la calidad de la materia orgdnica (relacién de C en
proporcién con el N) tendra efecto la disponibilidad de nutrimentos lo que cambia la diversidad.
También la materia organica (M.O.) afecta a las caracteristicas estructurales, ya que los suelos son
mas porosos con mayores contenidos de M.O. El espacio poroso, el nitrégeno, el carbono, el
fésforo, y el pH, afectan de manera diferente a las comunidades de hongos en el suelo por lo que

se explican a continuacién:
o Elespacio poroso

En el suelo existe una interacciéon con la atmosfera, que estd determinada por su cantidad de

poros (Brady y Weil 2008). Los limos y las arcillas tienen menos cantidad de espacio poroso que las
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arenas. No obstante, las arcillas tienden a organizarse en agregados lo que por lo que pueden
funcionar como particulas de mayor tamaiio. La cantidad de poros le permite al suelo actuar como
un regulador en el ciclo hidrolégico, ya que si la percolacidn excede a la evapotranspiracion,
entonces ocurre la recarga del acuifero, lixiviacion (lavado) de nutrientes o contaminantes; si la
percolacidon es menor a la evapotranspiracion, se genera se genera una acumulacién de solutos
(salinizacién, precipitacion de carbonatos secundarios); si el escurrimiento superficial es mayor a la
infiltracidn, entonces ocurre la erosion hidrica del suelo, pérdida radicular y el azolve (Brady y Weil
2008).

El sistema poroso actla como un sistema de capilares con diferente conectividad entre poros, lo
que le confiere propiedades muy importantes, tanto para regular al ciclo hidrolégico como para
determinar los microrganismos presentes en el edafén. El espacio poroso, cuya medida indirecta
es la densidad aparente del suelo, determina la atmosfera oxidante o reductora. En una atmosfera
oxidante, se facilitara la alta diversidad de bacterias que mineraliza rapidamente la M.O del suelo.
En condiciones reductoras, es decir con ausencia de oxigeno, se favorece a los microrganismos
fermentadores y bacterias reductoras del nitrégeno, lo que cambia las condiciones del habitat, y

esto produce un cambio en la estructura de la comunidad (Standing y Killham 2007).

o Nitrdgeno

El nitrégeno es requerido en mayor cantidad por los microorganismos en el suelo, y a menudo es
el factor limitante en el hdbitat. Todos los hongos pueden usar aminoacidos como fuente de
nitrégeno. Ademads, el papel de los hongos ectomicorrizicos es el de mejorar la adquisicién de
nitrégeno para el arbol hospedero, y la interaccion es predominante en ecosistemas con nitrégeno
limitante (Read y Pérez-Moreno 2003, Corréa y Martins-Louc¢do 2011). Los hongos ectomicorrizicos
también pueden aumentar la cantidad de amonio (NH,+) traslocado. La mayoria de especies de
hongos que dominan en ecosistemas ectomicorriziocos prefieren el NH,+ al nitrato (NO3;) como
fuente de N (Eltrop y Marschner 1996, Anderson et al. 1999, Plassard et al. 2000; Corréa y
Martins-Lougdo 2011). Por lo que la capacidad de los hongos de colonizar las raices y de producir
micelio extramatrical, aumenta cuando disminuye la disponibilidad del N indicando que la
traslocacion de C al hongo es mayor a niveles bajos de N (Wallander y Nylund 1991, Hogberg et al.
2003, Nilsson y Wallander 2003, Treseder et al. 2004, Hobbie 2006, Correa et al. 2008, 2010,
Corréa y Martins-Lougdo 2011). También a lo largo de un depdsito de N habrd mayor diversidad

(Lilleskov et al. 2002, Kranabetter et al. 2009, Cox et al. 2010).
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o Carbono

Las asociaciones micorrizicas tienen un efecto profundo en el metabolismo del carbono,
generalmente la planta incrementa transporte de éste hacia las raices (Jones et al. 1991, Rygiewicz
y Andersen 1994, Wu et al. 2002; Corréa y Martins-Loucdo 2011). Un importante porcentaje de
este carbono es transportado hacia las micorrizas y hacia el micelio del hongo, indicando que el
simbionte flngico es un importante sumidero de los carbohidratos de la planta hospedante (Wu et
al. 2002, Corréa y Martins-Loucdo 2011). El control en el flujo de carbohidratos de la planta
hospedante en la simbiosis, es esencial para evitar el parasitismo por hongos (Nehls 2008). Varios
estudios indicaron que las plantas micorrizadas traslocan mas carbono al hongo conforme la
disponibilidad de nutrientes disminuye, incluso si la cantidad de nutrientes provista por el hongo
también desciende (Ingestad et al. 1986, Treseder y Allen 2002, Hogberg et al. 2003, Hobbie 2006,
Corréa et al. 2008, 2010, Corréa y Martins-Loucdo 2011).

o Fosforo

El fésforo tiene un impacto en la productividad de los ecosistemas terrestres ya que su
disonibilidad en los mismos es baja (Brady y Weil 2008). Ademas, el fésforo en el suelo es muy
insoluble y se encuentra formando compuestos de dificil asimilacién. Las ectomicorrizas mejoran
la absorcidn de P, ya que lo traslocan desde zonas en donde existe y pueden romper los enlaces de
la formas menos disponibles de este elemento, evitando asi la zona de escasez de éste en las
raices. Los hongos ectomicorrizicos preferencialmente traslocan carbono a las hifas que tienen
acceso a minerales que contienen fésforo (Plassard y Dell 2010). Se ha demostrado que estos
hongos liberan fosfomonoesterasas alcaninas que tienen como objetivo la mineralizacién del
fosfato secuestrado en compuestos organicos (Plassard y Dell 2010) y también excretan menos
acido oxalico cuando hay mdas amonio en el medio (Plassard y Dell 2010), siendo mayor la

liberacion de P a la solucién del suelo en pH acidos.

o pH

Los hongos son tolerantes a los ambientes acidos. Pueden modificar el pH alrededor de ellos y asi
crear su propio microambiente. Los cambios en la estructura de la comunidad han sido atribuidos
a cambios en el pH (Dighton y Skeffington 1987, Agerer et al. 1998). Los cambios en el pH se deben
a que la forma en la cual el nitrégeno se hace disponible para los hongos es a través de iones de

NHz+, en este proceso utilizan el intercambio de iones H+ por iones de NH4+ por lo que se excretan
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activamente protones (Deacon 2006). En general la acidificacion no reduce el grado de
micorrizacion de las raices finas, pero si el nUmero de puntas de raices micorrizadas por volumen
de suelo ademas del nimero de morfotipos (Cudlin et al. 2007). Un aumento del pH no afecta
drasticamente a distintas especies de ectomicorrizas ya que la mayoria de las comunidades estdn
adaptadas a condiciones de suelo acidas (Read 1991), pero puede desencadenar un cambio en la

estructura de la comunidad (Erland y Taylor 2002; Kraigher y Al Sayegh Petkovsék 2011).

Analizado lo anterior, el espacio poroso, el nitrégeno, el carbono, el fésforo, y el pH, notamos que
las condiciones eddficas tienen una influencia en la riqueza y estructura de la comunidad de
hongos ectomicorrizicos. Existe evidencia de la importancia de las condiciones del suelo en la
configuraciéon de las comunidades de estos hongos (Bruns 1995, Erland y Taylor 2002; Khernaghan
2005). Por lo que la cantidad, cualidad y heterogeneidad de la materia organica en el suelo tendra
una influencia significativa en la estructura de la comunidad (Khernaghan 2005). Asi, la
heterogeneidad del habitat (Bruns 1995) y la reparticién entre las especies es un factor adicional al
tipo de hospedero (Tedersoo et al. 2012) al momento de explicar la diversidad de éstos hongos en
el suelo. Usualmente una baja diversidad indica ambientes estresados. Una reduccion en el
numero de especies en una comunidad de hongos micorrizicos puede estar negativamente
influenciada por la capacidad de las poblaciones de micorrizas y plantulas para formar una
simbiosis funcional. Existe la idea de que los athelioides y thelephoroides (Thelephora terrestris,
Tylospora fibrillosa, y Thelephora asterophora) ademas de Cenoccocum geophilum, pueden jugar
un papel crucial en ecosistemas forestales estresados (Kraigher y Al Sayegh Petkovsék 2011).

Avis y colaboradores (2012), corroboraron que la perturbacion artificial con N reduce la diversidad
y cambia la composicidn, observando que aumenta la dominancia de ciertos grupos como Russula
y Lactarius. La alta diversidad es importante para mantener los procesos de los ecosistemas bajo
condiciones cambiantes (Loreau et al. 2001). Esto se debe a que diferentes especies responden
diferencialmente a las fluctuaciones (Yachi y Loreau 1999) y por lo cual la diversidad le confiere
propiedades de resistencia y resilencia a éstos ecosistemas. Por lo tanto, las propiedades fisicas y

quimicas del suelo van a alterar la composicion de la comunidad y por lo tanto su diversidad.
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Antecedentes

e Comunidades de hongos ectomicorrizicos asociados con Abies en el mundo

Para los arboles del género Abies, han sido elaborados 21 trabajos sobre ectomicorrizas, y se
muestran en el Cuadro 1, existen tres varios de métodos de colecta y analisis: colecta de
esporomas, colecta de morfotipos, anadlisis de patrones de RFLP, y anadlisis por técnicas de

extraccién, amplificacion y secuenciacién de ADN de los morfotipos o esporomas.

Cuadro 1. Numero de especies de hongos ectomicorrizicos reportadas en los 21 trabajos para los

bosques del género Abies.

. . Nu d .
o Numero de Morfotipos u.merf) N Método de muestreo y
Autor y aio . . micorrizas . e
especies caracterizados , tipo de analisis
extraidas
Vogt et al. (1982) 1 - - Esporomas
Berndt et al. (1990) 4 - - Morfotipos
Pillukat (1996) 1 1 - Morfotipos
Kernaghan et al. 15 i i Morfoé:a:i,l_;;atrones
(1997) Y
secuenciacién
Agerer y Ammirati .
1 1 -
(1998) Morfotipos
Comm(alr;(;lsn)l etal. 25 25 - Morfotipos
Matsuda e Hijii (1998) 39 - - Esporomas
Kranabetter et al.
14 74 192 Morfoti
(1999) 9200 orfotipos
Mass;;c;;tge)et clt 10 10 - Morfotipos
M Hiii
at(slugdgagae) " 2 16 6156 RFLP y Esporomas
Matsuda e Hijii .
1 =
(1999b) 6 37 Morfotipos
Morfotipos, patrones
Eberhardt et al. (2000) 3 - - de RFLPy
secuenciacion
Lagana et al. (2002) 45 - - Esporomas
Kernaghan et al. .
1
(2003) 3 33 00 Morfotipos
1652 raices en
37 en plantulas + 26 129 plantulas + .
LD QLI 18 en drboles maduros 1841 de arboles LTS e
maduros
Morfoti
Izz0 et al. (2005a)* 100 - 1300 orfotipos y
secuenciacién
Iz20 et al. (2005b)* 69 : : Secuenciacion directa,

esporomas y esporas
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lzzo et al. (2006)* 6 -
Ishida et al. (2007)* 46 -
Nuytinck et al. (2007) 2 -
Krana(l;g:)tge)i etal. 74 63

1005

1396

Morfotipos y patrones
de RFLP
Morfotipos, patrones
de RFLP y
secuenciacion
Secuenciacion
Morfotipos y
secuenciacion

* Bosques no monoespecificos.

e Comunidades de hongos ectomicorrizicos en México

Los estudios de diversidad para hongos ectomicorrizicos en México se han conducido

principalmente utilizando esporomas, pero en los Ultimos afos se han elaborado 12 estudios con

un enfoque hacia las ectomicorrizas en bosques de Pinus, Quercusy Alnus (Cuadro 2), en los que

existen tres metodologias distintas para determinar la diversidasd, colecta de esporomas,

morfotipos, y por técnicas de extraccién, amplificacidn y secuenciacién de ADN de los morfotipos.

Cuadro 2. Estudios de hongos ectomicorrizicos en México donde se muestra el numero de

especies reportadas y el tipo de metodologia en 12 estudios en México con enfoque hacia los

hongos ectomicorrizicos.

Autor y Ao

Numero de especies

Método

Garibay-Orijel (2008)

Morris et al. (2008a)

Morris et al. (2008b)

Smith y Pfister (2009)

Montoya et al. (2010)

231 en Pinus spp.

154 en Quercus spp.

44 en Quercus spp.

6 en Quercus spp.

2 en Fagus grandifolia

Secuenciacion de ADN de
los morfotipos

Secuenciacion de ADN de
los morfotipos

Secuenciacion de ADN de
los morfotipos

Secuenciacion de ADN de
los morfotipos

Secuenciacion de ADN de
los morfotipos
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Reverchon et al. (2010)

Aguilar-Aguilar et al. (2011)

Hasselquist et al. (2011)

Kennedy et al. (2011)

Reverchon et al. (2011)

Reverchon et al. (2012)

Garibay-Orijel et al. (2013)

7 en Pinus montezumae

6 en Pinus jefreyi
4 especies en Guapira, Neea,
Pisonia, y Coccoloba

23 en Alnus jorullensis y A.
acuminata

21 en Pinus montezumae

26y 29 OTUS en plantulas y
adultos de Pinus montezumae
respectivamente

27 en Pinus spp.

Secuenciacion de ADN de
los morfotipos

Morfotipos

Esporomas

Secuenciacion de ADN de
los morfotipos

Esporomas

Secuenciacion de ADN de
los morfotipos

Secuenciacion de ADN de
los morfotipos

e Comunidades de hongos ectomicorrizicos asociados con Abies en México

En México para los bosques de A. religiosa, Estrada-Torres (2003) enlisté 550 especies de hongos

potencialmente ectomicorrizégenas. Ademas, refiere que los trabajos de Leon y Guzman (1980),

Quintos y colaboradores (1984) y Garza y colaboradoresn (1985), donde se hicieron listados sobre

la micobiota ectomicorrizégena del sur de Veracruz, Durango y la parte central de Nuevo Ledn

respectivamente. También en los trabajos de Gispert et al. (1984), Garza-Ocafias (1986), Kong-Luz

(1998), y Varela et al. (2000), se proporcionan listados de hongos ectomicorrizicos. No obstante

todos estos listados Unicamente estan basados en muestreos de esporomas en donde adjudican

su asociacién micorrizica a través de la literatura. Para México en bosques de Abies no existen

trabajos que se enfoquen de manera punutal en el estudio de las ectomicorrizas, los trabajos que

existen (Cuadro 3) utilizan esporomas, y reportan algunas especies como ectomicorrizicas

mediante la literatura.

18



Cuadro 3. Numero de especies de hongos ectomicorrizicos reportados para Abies religiosa en

México.
Autor Ao Especies
Guzman 1972 30
Guzman y Villareal 1984 36
Valenzuela et al. 2004 2
Montoya et al. 2005 24
Arteaga y Moreno 2006 18
Landeros et al. 2006 25
Montoya et al. 2007 4
Villaruel y Cifuentes 2007 7
Guzman et al. 2009 39
Pérez-Moreno et al. 2010 20
Franco-Mass y Burrola 2010 25
Medel et al. 2012 2

Pefia-Cabriales y Valdés (1973) reportaron que las ectomicorrizas aisladas de Abies religiosa,

presentan un antagonismo hacia cepas de hongos patégenos de raices, incluso teniendo potencial

de inocular otras especies como Pinus y aun pueden mantener la capacidad antagdnica contra

estos parasitos.
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Justificacion

Los bosques de Abies religiosa presentan una extension muy limitada en México, distribuyéndose
en condiciones de elevada humedad y bajas temperaturas. También, en contraste con otros paises
donde se han efectuado estudios de ecologia de ectomicorrizas en bosques de Abies pero no
moespecificos, en México los bosques se encuentran de forma monodominante y monoespecifica.
Se ha demostrado que la diversidad de ectomicorrizas depende del tipo de hospedero y del suelo,
pero para el caso de Abies religosa, no existen trabajos donde se estudie de forma exclusiva el
suelo en bosques monodominantes y monoespecificos. Ademas, su distribucién en el pais ha sido
reducida en mas del 50%, por lo que es importante generar datos sobre las ectomicorrizas de esta
especie. Por lo que nuestro estudio explora por primera vez, el efecto de algunas propiedades del
suelo sobre la comunidad de hongos ectomicorrizicos en sitios con caracteristicas arbdreas

similares.

Objetivos

e General

Evaluar el efecto de la heterogeneidad de las caracteristicas fiscas quimicas del suelo sobre la
diversidad especies en la estructura de la comunidad de los hongos ectomicorrizicos asociados al
bosque de Abies religiosa en la comunidad de hongos ectomicorrizicos en el “Zarco”, San Pedro

Atlapulco, Estado de México.

e Especificos

Utilizar analisis estadisiticos multivariados (UPGMA vy correspondencia candnica) para seleccionar
las parcelas con la variable arbdrea similiar y en un gradiente de suelo.

Conocer el nimero de especies de hongos ECM en las micorrizas asociadas a A. religiosa, al
amplificar la regidn ITS y compararla con la base de datos del Genebank para caracterizar la
comunidad de micorrizas.

Calcular la abundancia y frecuencia de especies en las micorrizas asociadas a los bosques de A.
religosa para determinar la diversidad al obtener el indice de Simpson.

Relacionar la variable del suelo con la diversidad al utilizar la correlaciéon de Sperman y el andlisis

de factores.
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Hipétesis:

Debido a la alta especificidad de los hongos ectomicorrizicos con su planta hospedera y la
capacidad de A. religiosa de formar bosques monoespecificos y monodominantes, el tener
homogeneidad en las variables arbéreas permitird que no exista diferencia entre la diversidad
(rigueza y abundancia), al variar las propiedades fisico quimicas del suelo. De existir esta

diferencia en la diversidad, sera posible atribuirla a las caracteristicas del suelo.

Metodologia

e Seleccion de parcelas de muestreo

El estudio se llevo a cabo en las tierras comunales del “Zarco” (lat. 19.293456 longitud -99.355005)
pertenecientes a la comunidad de San Pedro Atlapulco en el Estado de México, por tener bosques
modominantes y monoespecificos, con un tipo especifico de suelo (Andosol) ademas de presentar
facilidad para su acceso por tener senderos y estar en cercania de la Ciudad de México. Para
seleccionar las parcelas de muestreo en el “Zarco” nosotros utilizamos un disefio experimental con
un muestreo completamente al azar (Figura 1). Se caracterizaron todas las parcelas en cuanto a
sus variables arbodreas y de suelo.

La zona, se dividié en 64 cuadrantes de 250 m’ sobreponiendo una cuadricula en la imagen
satelital del Google Earth®. Con estos cuadrantes se utilizd la pagina www.random.org, para
seleccionar nimeros al azar (porque presenta verdadera aleatoriedad, ya que estd basado en
ruido espacial, y no en algun algoritmo) para seleccionaron al azar 21 de los 64 cuadrantes. En
estos cuadrantes seleccionados se establecié una parcela de 60 m x 60 m en la esquina superior
izquierda (en total 21 parcelas). Las coordenadas se grabaron en un GPS (Garmin eTrex®) para

localizarlas en el campo.
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Figura 1. Localizacidn de los 21 parcelas de muestreo en la localidad del “Zarco”, Municipio de
San Pedro Atlapulco, Estado de México. Los circulos y los triangulos sefialan la localizaciéon de las
parcelas. Solo se analizaron para las ectomicorrizas los sitios sefialados con triangulos (imagen

Google earth ®).

e Caracterizacion de las parcelas

Durante mayo de 2011 en cada una de estas parcelas se establecieron tres transectos de 60
metros de largo separados entre si por 20 m. Para caracterizar la variable arbdrea los transectos se
dividieron en cuatro puntos (metro 0, 20, 40 y 60) y en estos puntos, en total 12 por parcela, se
localizaron los cinco arboles mas cercanos al punto y se les midié su distancia al punto (metro O,
20, 40, 60) y el perimetro a la altura del pecho de cada arbol para obtener el didmetro a la altura
del pecho (DAP).

Para caracterizar la varibable del suelo, en el metro 0, 30 y 60 de cada transecto se tomaron dos
nucleos de suelo con ayuda de un tubo de PVC de 30 cm de largo por 2.5 cm de didmetro, ya que
es similar a la utilizada en otros estudios (Rerverchon et al. 2010, Kennendy et al. 2011), en total
se tomaron 18 submuestras por parcela (Figura 2), nueve submuestras para los analisis de suelo
(en una muestra compuesta por parcela) y nueve submuestras para cuantificar la biomasa de
raices. El suelo contenido en todos los nucleos se almacend en bolsas de plastico en campo y se
colocé en el refrigerador para ser procesado posteriormente. El suelo en las bolsas destinadas

para los analisis, se secd colocandolo en una bolsa de papel estraza etiquetada en una secadora a

22



65 °C por cinco dias. El suelo seco se dividié en dos partes iguales, dejando la mitad en almacén y
mezclando el suelo restante por cada submuestra por cuadrante para formar una muestra
compuesta. Este suelo total, se tamizé para quitar las rocas de mayor tamano vy triturd para los
anadlisis de suelo en el Instituto de Geologia de la UNAM. Los analisis fueron los siguientes:
porcentaje de nitrégeno (% N), y porcentaje de carbono (% C) anallizados por el analizador
elemental Perkin-Elmer® 2400 utilizando acetanilida para calibracién y con temperaturas de
combustidn de 980 °C y de reduccion de 640 °C; Conductividad eléctrica (C.E.), pH en agua (pH
H,0), pH en cloruro de potasio (pH KCl) en relacién 1:2.5 con agitacion de 18 horas, con
conductimetro y potencidmetro respectivamente; fésforo facilmente extraible (P) por el método
de Bray, usando 4acido ascdrbico como agente reductor en espectofotémentro Genesys® 20. Las
nueve submuestras de suelo destinadas para la biomasa de raices se lavé en un tamiz de 2 mm de
abertura de malla, para obtener las raices de Abies religosa. Estas raices se diferencian de otras
por presentar una apariencia lefiosa, tener un caracteristico color rojo y presentar micorrizas. Las
otras raices se descartaron ya que no estaban lignificadas, y la presencia de otros posibles
hospederos arbdreos fue verificada en campo para no tomar raices de arboles distintos de A.
religiosa. Las raices se pesaron, después se almacenaron en bolsas de papel y se secaron en la
estufa a 65 °C y posteriormente se tomd su peso seco. De cada transecto se obtuvo el valor
promedio de los datos de distancia, DAP y biomasa de raices, en cada parcela (N=21 con tres
observaciones (transectos) por parcela). Con estos datos se hizo una correlacion multiple de
Spearmany-0s. Para seleccionar las parcelas a estudiar, se efectuaron pruebas de normalidad en
los datos de Distancia (m), DAP (m) y Biomasa en peso seco (g) de raices (mayo). Los datos que no
cumplieron la normalidad fueron Logy, transformados. A los datos normales o normalizados, se le
efectud un andlisis de varianza multivariado (MANOVA) con Post hoc de Tukey para encontrar si
habia diferencias entre alguna parcela en funcién de sus variables arbédreas.

Los datos de suelo y arbdreos se analizaron con técnicas exploratorias multivariadas (UPGMA y
Correspondencia Candnica) y se seleccionaron sitios de estudio basados en la similitud de su
componente arbéreo, para asi tener controlada la variable de estructura arbérea y comprobar la
hipétesis nula. La normalidad, correlacion no paramétrica de Spearman, MANOVA vy clister por
UPGMA se hicieron con el programa STATISTICA 10 (Statsoft®) mientras que el Analisis de

correspondencia candnica con el Software R (R-Project) usando la libreria Vegan.
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Figura 2. Sitios de toma de datos de arboles y muestreo de suelo para seleccionar las parcelas de
muestreo de ectomicorrizas. Los tridngulos representan los arboles, los circulos los puntos de
muestreo de raices y suelo, y los cuadrados los puntos a partir de los cuales se seleccionaron los

cinco arboles mas cercanos.

e Muestreo de ectomicorrizas y densidad de suelo

El muestreo de ectomicorrizas se llevo a cabo en 10 parcelas que resultaron similares en la
variable arbdrea y presentaron un gradiente en las caracteristicas de suelo durante el mes de
mayo de 2011 a partir de los analisis exploratorios multivariados. La presencia de ectomicorrizas
se monitorizé durante los meses de agosto y septiembre para iniciar el muestreo cuando comenzé
la produccién de micorrizas. La produccién empezd en octubre de 2011, por lo que fue cuando
realizamos el muestreo de raices para extraer las ectomicorrizas. El criterio para determinar que
empezd la produccién de micorrizas, fue cuando en las raices aparecieron estructuras engrosadas,
no lefiosas, con colores brillantes y presentaban turgencia. En cada parcela se colocé una linea de
60 m (Figura 3). Cada 20 m se colocé una linea paralela a la pendiente y otra perpendicular a ésta,

sobre la cual se tomaron muestras de suelo cada 20 m (3 submuestras por linea) para micorrizas
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con un tubo de PVC de 2.5 cm por 30 cm. Al extraer el nucleo el contenido se colocd en una bolsa
de plastico y se etiquetd. Ademads, antes de tomar la muestra con el tubo de PVC, se tomaron
muestras para densidad aparente del suelo utilizando cilindros Eijkelkamp® (07.53.SA Sample ring
kit, model A). Estos cilindros se ensamblaron a una pieza mas grande y después de retirar el
mantillo del suelo, se tomd la muestra procurando que el suelo en el cilindro saliera completo.
Después se rotuld y se guardd con la tapa. En el laboratorio se tomé el peso del cilindro con suelo,
para después secarlos a 65 °C por 2 dias. Posteriormente se volvid a pesar y se continué secando
hasta que el peso no varié. El peso de cada cilindro se tomé previamente y se resté al peso del
suelo seco. El peso del suelo seco se multiplicé por el volumen del cilindro (100 cm?), para calcular
la densidad aparente. Se compard las densidades aparentes entre parcelas con un ANOVA - o5 cON

el programa STATISTICA 10 (Statsoft®).

AA

- - N 30m
20m
20 m
- 'Hv
A 5 A
Ap
Om 60 m

Figura 3. Diseiio de toma de datos de densidad de suelo y raices de A. religiosa. Los circulos son
los sitios donde se tomaron los datos dentro de la parcela. Los tridngulos representan los

arboles.
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e Diseccion de las ectomicorrizas

Para obtener las ectomicorrizas se tamizé el suelo a través de dos tamices, uno de 850 micras y el
otro de 2 mm de abertura, sobre el cual se colocd el suelo. Con agua se enjuagd con suavidad el
suelo y se colocd el contenido de raices que quedd sobre los tamices en una tina de color blanco
(para facilitar la observacidn de raices) llena de agua, en donde se extrajeron las raices con las
ectomicorrizas con ayuda de pinzas de punta fina y se colocaron en frascos de pldstico con agua
destilada fria. Al extraer todas las raices, los frascos se refrigeraron. Las raices se extajeron la
misma semana de recolecta. Las micorrizas se disectaron en una caja de Petri bajo un microscopio
estereoscopico. Las que fueron selecionadas, estuvieron turgentes y presentaron colores distintos
a los de la raiz, ademas de patrones de ramificacidn distintivos (Agerer 2002). Se extrajeron las
micorrizas mayores a 1 mm para colocarlas en una caja Petri con agua destilada fria. Las raices
restantes, se colocaron en papel absorbente y en bolsas de papel estraza y se secaron a 65 °C. Al
tener todas las micorrizas, la caja Petri se colocd sobre una hoja cuadriculada y numerada y se
seleccionaron 15 micorrizas al azar. De éstas, se registré el color y el tipo de ramificaciéon que
presentaron, y se colocaron en tubos Eppendorff® con agua destilada fria. Las ectomicorrizas se
mantuvieron en frio durante la diseccidon y posteriormente se refrigeraron. La biomasa de las
raices producidas en mayo y en octubre de 2011 se compard utilizando una prueba de t de

student,-o s con el programa STATISTICA 10 (Statsoft®).

e Determinacion de las especies con herramientas de biologia molecular

e Protocolo de extraccion de ADN

El ADN se extrajo utilizando placas para PCR (GENEMate®, ISC BioEXpress) de 96 pozos, en cada
pozo se colocaron 10 plL de solucidn de extraccién (ES) del kit Xnap REDEX xtract-N-Amp (Sigma-
Aldrich®), y se colocé en cada uno un fragmento de 1 mm de ectomicorriza. Después se calenté en
un termociclador (Aplied biosystem®) a 65 °C por 10 minutos y 95 °C por 10 minutos para
permanecer a 4 °C. Al terminar el programa a cada pozo se le afiadieron 30 pL de solucién de
disolucién (DS) del mismo kit. Cada placa se mantuvo 30 minutos a temperatura ambiente y

después se guardo en el refrigerador a -20° C.

e Reaccion de PCR

Una vez que se extrajo el ADN se procedié amplificar la region de los ITS (ITS1, 5.8 S e ITS2) por

medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con los primers ITS1F
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(CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) (Gardes y Bruns 1993) y el ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC). Se
hizo una solucién maestra (7.6 uL de agua didestilada, 10 pl de solucion REDEX (Sigma- Aldrich®),
0.2 pL de Primer ITS1F y 0.2 pl de ITS4) para colocar 18 plL de ésta en cada pozo y se les agregaron
2 uL de ADN. Posteriormente, cada placa se colocé en un termociclador (Aplied biosystem®) con el
siguiente programa: 94 °C 3 min (temperatura de desinhibicion de Taq polimerasa); 34 ciclos de:
94 °C 1 min (desnaturalizacién), 51 °C 1 min (alineamiento), 72 °C 1 min (elongacién); al terminar
los 34 ciclos, 8 min en 72 °C para terminar en 4 °C. Para verificar la existencia de la amplificacion

de la region ITS se procediod a hacer un gel de electroforesis para cada placa.

e FElectroforesis

Para preparar TBE 10x se pesaron 54 g de Tris, se disolvieron en 400 mL de agua desionizada. Al
matraz con la solucién se le afiadieron 27.5 g de acido bdrico, luego se agregaron 20 mL de EDTA
0.5 M. El matraz se aford hasta 500 mL. En otro matraz de 500 mL, se disolvieron 2 g de agarosa en
200 mL de buffer TBE 0.5x%, y se calenté suavemente en un horno de microondas, al estar a 60 °C
se le afadid 1 L de tinte REDGEL (Biotium®). Posteriormente se vertid en un molde, y se colocé el
peine, que formaron los pozos donde se colocaron las muestras. En cada uno de los pozos se
depositaron 4 L de producto de PCR, luego el gel se cubrid con buffer TBE al 1x y se colocd en una
camara de electroforesis a 100 V por 45 m. Una vez terminado, se coloco el gel en la camara de UV
(Kodak-Eastman ®) para revelar las bandas. Una vez que se verificé que las muestras amplificaron
se procedid a realizar un protocolo de limpieza en los productos de PCR para enviarlos a

secuenciar.

e Limpieza de productos de PCR

En un tubo Eppendorff se afiadié 1 uL de Exo-SAP-IT (Affymetrix®) y se agregd 1 uL de agua
didestilada, esto se repitid para el nimero total de muestras. Se afiadieron 2 pL de la solucién de
Exo-SAP-IT a cada pozo, y se le agregaron 3.5 uL de producto de PCR. Al terminar, se homogeneizd
suavemente con el vdrtex y posteriormente se centrifugd por 30 s a 2990 RPM. A continuacidn se
colocaron las muestras en el termociclador con un programa de 37 °C por 45 minutos, 80 °C por 15
minutos y 4 °C para terminar. El producto limpio se envié a la unidad de secuenciacién del

Instituto de Biologia (UNAM), la cual se encargd de la secuenciacion.
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e Fdicion de secuencias

Los electroferogramas se editaron con el programa GENEious 5.5 (Biomatters®), las secuencias
utiles se agruparon en contigs al 90, y 80 % de similitud, la edicidn consistié en verificar la longitud
de las secuencias (600-800 bp), eliminar la regidn de los primers (extremos terminales), y detectar

o corregir errores en las identidades de los nucleétidos.

e Procedimientos de bioinformdtica (BLAST)

Las secuencias editadas, se ensamblaron en secuencias consenso al 97% de similitud ya que esta
es la media de asociacidn utilizada por consenso para hongos (Peay et al. 2008), y se compararon
por medio del algoritmo BLAST (Altschul et al. 1990) con la base de datos del GENBANK (NCBI®)
Unicamente con ejemplares voucher de esporomas, para asi asignarle una identidad a cada unidad

taxondmica operativa (OTU), a las secuencias que superaban el 97% de similitud.

e Estudios de diversidad

Al tener la identidad de cada OTU se elaboré una lista de taxones, ademds de graficas del numero
de secuencias por OTU, el nimero de especies por género, y el nimero de secuencias por familia.
Se analizé la comunidad utilizando |a diversidad local (alfa) en funcién del indice de equitatividad

de Simpson (1-D) con la dominancia de especies (Krebs 1999):

D=3 (ni(ni—l)) (1)

N(N-1)

n; = numero de secuencias de la especie i-ésima
N = nimero total de secuencias

D= Dominancia de especies de Simpson

Se utilizaron los estimadores de riqueza no paramétricos CHAO 1 y Jack-Knife 1, y se constituyé la
curva de rarefaccidén de especies por parcela. Los analisis de diversidad se hicieron con el software
Biodiversity PRO (SAMS®). Para la descripcién de la comunidad utilizamos la abundancia relativa,
la frecuencia absoluta y la frecuencia relativa de las secuencias (Horton y Bruns 2001) para la
abundancia relativa se utilizd la cantidad de secuencias por OTU dividida sobre la cantidad de
secuencias. Para la frecuencia absoluta se dividieron las ocasiones de aparicion de la secuencia por

parcela (maximo 9) sobre el total de parcelas utilizadas, y para la frecuencia relativa se dividié la
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sumatoria de la frecuencia absoluta sobre el total de parcelas analizadas. Ademas, se resumieron
los valores en el Valor de Importancia Ecoldgica (VIE) (Horton y Bruns 2001, Garibay-Orijel et al.

2009).

e Andlisis del efecto del suelo sobre la diversidad

En las parcelas utilizadas se verificd la normalidad de las variables del suelo y de diversidad y en
caso de no cumplir este supuesto se transformaron Log,,. A las variables se les hizo una
correlacién no paramétrica de Spearmany-q o5, ademads de un analisis multivariado de factores con
extraccién de componentes principales con el programa STATISTICA 10 (Statsoft®) y asi inferimos

el efecto de las varibales del suelo en la diversidad.
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Resultados

e Seleccidn de sitios de estudio y variables arbdreas

En el Cuadro 4, se muestran los resultados obtenidos de los muestreos por parcela, todos los

valores son promedios de las submuestras. Observamos que existen gradientes entre las variables

(distancia de: 3.462 a 7.334 m; DAP de: 0.062 a 0.577 m; Biomasa en peso seco (g) de raices

(mayo) de: 0.1a0.511 g; pH H20 de : 5.48 a 6.225 ; pH KCl de :4.825 a 5.65; fésforo de: 0.07 a 1.69

mg/Kg; porcentaje de carbono de: 5.202 a 13.118; porcentaje de nitrogeno de :0.34 a 0.804;

conductividad eléctrica de: 0.087 a 0.158 dS/m) y que hay unas parcelas mas parecidas a otros.

Cuadro 4. Caracteristicas de vegetacion arbdrea y suelo de las parcelas.

Biomasa en
Parcela Distancia DAP peso selco (g) pH pH KCI P % C %N CE
(m) (m) de raices H,0 mg/Kg dS/m
(mayo)

6.272 0.564 0.160 6.040 5.420 0.420 6.160 0.415  0.144

5.781 0.544 0.100 5.835 5.190 0.490 8.872 0515  0.141

7.095 0.548 0.177 5.835 5.220 0.740 7.578 0435  0.142

10 6.397 0.496 0.101 5.855 5.265 0.600 6.374 0371 0138
11 4.928 0.523 0.108 6.055 5.510 0.885 5.682 0.340  0.138
17 7.334 0.509 0.511 6.040 5.460 0.455 8.126 0.463  0.135
25 5.613 0.577 0.187 6.225 5.650 0.525 8.030 0.482  0.158
26 6.227 0.521 0.188 6.000 5.385 0.990 6.923 0.423  0.154
39 6.637 0.524 0.201 5.535 4.855 1.690 10.439 0.637  0.120
42 5.821 0.542 0.120 5.870 5.260 0.385 8.762 0520  0.122
43 6.053 0.440 0.287 5.870 5.260 0.810 9.118 0.48  0.119
47 6.314 0.505 0.167 5.815 5.220 0.670 7.966 0.412  0.113
50 5.453 0.515 0.172 5.740 5.125 0.315 8.939 0.515  0.105
55 5.834 0.470 0.173 5.485 4.825 0.385 9.300 0.553  0.112
70 5.990 0.301 0.111 5.870 5.265 1.340 9.306 0.663  0.099
71 5.742 0.280 0.242 5.910 5.240 0.070 11.702 0.804  0.131
72 4.717 0.295 0.227 5.805 5.080 0.670 10.800 0.697  0.099
73 6.424 0.457 0.149 6.090 5.440 0.175 9.267 0.548  0.134
74 3.462 0.062 0.105 5.990 5.250 0.070 5.202 0.392  0.087
41a 5.360 0.390 0.178 5.715 5.025 0.600 9.579 0.582  0.093
41b 5.356 0.364 0.151 5.700 5.030 0.175 13.118 0.762  0.132

Distancia: distancia entre arboles, DAP: diametro a la altura del pecho, P: fosforo facilmente

extraible, % C: porcentaje de carbono, % % N: porcentaje de nitrégeno, CE: Conductividad

eléctrica.
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En la analisis de Spearmany- o5 Se encontraron correlaciones significativas entre algunas variables
(Cuadro 5). El diametro a la altura del pecho esta negativamente relacionado con el porcentaje de
carbono y positivamente relacionado con la conductividad eléctrica. La distancia no se
correlaciona con ninguna variable. El porcentaje de nitrégeno se relaciona positivamente con el
porcentaje de C y negativamente con el pH en agua y el pH en KCl. El fésforo no se correlaciona
con ninguna variable. La C.E se relaciona positivamente con el DAP y el pH en agua, pH en KCI vy
negativamente con el porcentaje de C. El pH en agua se correlaciona negativamente con el
porcentaje de nitrdgeno y el porcentaje de carbono y positivamente con la conductividad

eléctrica. La biomasa en peso seco de raices (mayo) no se relaciona con ninguna variable.

Cuadro 5. Correlaciones multiples de Spearman,o s entre las variables arbéreas y edéficas. Los

valores significativos estan subrayados.

Biomasa
. . en peso P
Distancia CE
1S1aNCld  hAP(m) seco(g)de pHH,0 pHKC (mg/ %C %N
(m) , (dS/m)
raices Kg)
(mayo)
Distancia
(m) 1 0.382 0.206 0.098 0.207 0304 0151 -0.196 0.391
DAP (m) 1 -0.071 0.211 0.286 0.263  -0.461  -0.417 0.719
Biomasa en
peso seco
h 1 -0.062 -0.107 0.174 038 0317 -0.025
(g) de raices
(mayo)
pH H,0 1 0.952 -0.078  -0.537  -0.452 0.514
pH KCI 1 0.080 -0.577 -0.524 0.553
P (mg/Kg) 1 -0.107  -0.176 0.120
% C 1 0.965 -0.423
% N 1 -0.383
CE (dS/m) 1

Distancia: distancia entre arboles, DAP: diametro a la altura del pecho, P: fésforo facilmente
extraible, % C: porcentaje de carbono, % % N: porcentaje de nitrégeno, CE: Conductividad

eléctrica.

Para la prueba de normalidad de los datos arbéreos de Shapiro-Wilk .- 05 Se encontré que:

La variable Distancia: W 4- 5= 0.984, p=0.599, por lo tanto es normal; la variable Log,, Biomasa en
peso seco de raices (mayo): W 4-005= 0.976, p=0.270, por lo tanto es normal. El DAP no cumplid
con los supuestos de normalidad aun cuando se transformd a logaritmo de base 10, Log;, DAP: W

w0.05= 0.740, p = 3.943E™, por lo tanto no es normal. En consecuencia se usé la funcién empirica
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de distribucion acumulativa (Empirica CDF en inglés) para determinar el tipo de distribucion. La
distribucidn obtenida de Log;, DAP es una distribucion multivariada del tipo Gaussiana mixta
(Prueba de Kolmogorov-Smirnov ,-0; d=0.085, p=0.716) con tendencia a la derecha. Por este
motivo se procedié a dividir los datos en dos conjuntos y determinar de forma independiente la
normalidad con la prueba de Shapiro-Wilks. Para la variable Log,qo DAP de 14 parcelas (1, 2, 9, 10,
11, 17, 25, 26, 39, 42, 43, 47, 50, 55): W 4-0.05=0.963 p=0.195, por lo tanto es normal; Variable Logyo
DAP sitios perturbados (70, 71, 72, 73, 74, 41a, 41b): W 4.00s= 0.914 p=0.777, por lo tanto es
normal. Al determinar que existen dentro de la variable DAP normalidad de los datos por separado
y verificar que los residuales se comportan de manera normal en la variable DAP se continud con
el MANOVA .. s (Datos para el MANOVA en el Anexo C).

Al realizar el MANOVA .05 Se encontrd que existe un efecto de la parcela por lo menos para una

variable (A Wilksy-05=0.047 p<0.05) (Cuadro 6).

Cuadro 6. MANOVA o5 de las parcelas, para la distancia, Log,, Biomasa en peso seco de raices,

y Log,, DAP. Los valores significativos estan subrayados.

Prueba Valor F Efecto Error p
Parcela Wilks 0.048 3.286 60.000 111.222 p<<0.01
Transecto Wilks 0.860 0.967 6.000 74.000 0.454

Al realizar las pruebas Post Hoc de Tukey, se encontrd que la parcela tiene un efecto; para la
variable Distancia: MSy00s= 1.186 p> 0.05, no hay grupos diferentes. Para la variable Logi
Biomasa en peso seco de raices (mayo): MSg.0s= 0.0495 p<0.05, la parcela 17 es diferente. Para la
variable Log;y DAP: MS 4.5 = 0.006 p<0.05, las parcelas 70, 71, 72, 74 son diferentes. Los valores
de p por parcela se presentan en el Anexo F.

En el analisis de cluster por UPGMA se encontraron tres grupos, el grupo A, el By el C (Figura 4).
Los grupos Ay B tienen cuadrantes que presentan diferencias significativas en Logyy DAP (MS 4005
= 0.006 p<0.05) o en la Logy, Biomasa en peso seco de raices (mayo) (MSg-0.05= 0.049 p<0.05) por

lo que se excluyeron del analisis.
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Figura 4. Andlisis de cluster por UPGMA de los sitios. Se encuentran tres grupos: el grupo A, By

C. Los triangulos indican parcelas diferentes en el MANOVA ., o5 Post hoc Tukey.

En el andlisis exploratorio de correspondencia candnica (CCA) se encontré que los ejes son
significativos (Pillai’s trace: 0.897 p=0.022) y se observan las tendencias generales de los sitios
segln nuestra variable de interés. En la Figura 5 se observa que las variables de distancia y DAP
separan a los sitios 41a, 41b, 70, 71,72, 73 y 74 con respecto a los demas. El sitio 43 se aleja de las
variables y se agrupa mas con el sitio 73. El sitio 9 y 17 se encuentran alejados de los demas. En la
Figura 6 observamos que los mismos sitios 41a, 41b, 70, 71,72, 73 y 74 estan siendo discriminados

por las variables de suelo.
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Figura 5. Analisis de Correspondencia Candnica entre las variables de diametro a la altura del

pecho (DAP) y distancia. El circulo indica las parcelas mas homogéneas.
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Figura 6. Andlisis de Correspondencia Candnica entre las variables de suelo. (Porcentaje de
nitrégeno (% N), porcentaje de carbono (% C), fosforo facilmente extraible (P mg/Kg),
conductividad eléctrica (C.E. dS/m), pH en agua (pH H,0) y Biomasa * (mayo) (Biomasa en peso

seco de raices (mayo)). El circulo indica las parcelas mas homogéneas.

El grupo B (Figura 4) presentd una parcela con predominancia de arboles jovenes (43), otra con el
bosque muy cerrado (11) y dos abiertos o dispersos (9 y 17) por lo que también se excluyeron del
analisis. Las parcelas 41a, 41b, 71, 73 presentaron un DAP pequefio (Cuadro 4) por lo que los
consideramos cuadrantes jovenes aunque no presenten diferencias en su distancia con los demas
(Cuadro 5). La parcela 43 (Figura 5) presenté con respecto a la variable de DAP un alejamiento de
los demas cuadrantes en el analisis exploratorio de CCA, aunque no presenta una diferencia

estadisticamente significativa. Asi las parcelas que se seleccionaron para los sitios de estudio
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fueron: 1, 2, 10, 25, 26, 39, 42, 47, 50, 55. Para facilitar la lectura se renombraron las parcelas

como sigue: 1 (1), 2(2), 3(10), 4(25), 5(26), 6(39), 7(42), 8(47), 9(50), 10(55).

e Diseccion de raices, densidad del suelo, y extraccion de las micorrizas

En total se disectaron 1198 ectomicorrizas y a estas se les extrajo el ADN. Durante la diseccién se
anotaron caracteristicas como color, tipo de ramificacion, presencia de micelio emanente, para
agruparlos por morfotipos, conceptos de los morfotipos se presentan en el Anexo A. El morfotipo
naranja recta fue el mas abundante con 608 micorrizas (Figura 7) siendo el 50.75 % del total. En las
figuras 8, 9 y en el Cuadro 7 se presentan el nUmero de ectomicorrizas por parcela, el nimero de
morfotipos por parcela y el tipo con su proporcidon de morfotipos por parcela. Existieron parcelas
que presentaron diferente produccion de raices y de micorrizas (1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9), tampoco
hubo la misma cantidad de morfotipos en todas las parcelas, siendo la parcela 10 la que presenta

la mayor cantidad (23).
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Figura 7. Abundancia de morfotipos de ectomicorrizas de A. religiosa.
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Figura 8. Numero de micorrizas recolectadas por parcela.
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Figura 9. Nimero de morfotipos por parcela.
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Morfotipo /Parcela 1 2 3 4 5 6 7 8 9

[y
‘

Rojo oscuro recta 31 10 4 10 15 38 10 14 27 13

Negra 1 4 8 13 1 1 16 1 4

wn
[,
»
»
N
w

Naranja manto blanco

[any
H
N
w
~

Blanca recta

[
I
[

Naranja tortuosa 1

[y
[

Naranja crema tortuosa

~
w

Roja tortuosa

()]

Doradas tortuosas

IS
N

Negra pinada

[any
w

Doradas

N
N

Negra punta naranja clara

w

Rojo claro

[y
[uny

Rosa

Blanca monopodial pinada 1

[uny

Naranja dicotomica punta naranja

Naranja punta setas negras 1

Roja monopodial pinada 1

Cuadro 7. Abundancia de los morfotipos por parcela.
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e Biomasa de raices en época de lluvias (octubre) y densidad aparente

Para las diez parcelas con los tres transectos como réplicas, se obtuvo el valor de biomasa de raices
que oscilé entre 0.05y 0.305 g en mayo y, 0.045 y 0.527 g en octubre, de biomasa de raices secas
de Abies religiosa. La biomasa en peso seco de raices (mayo) presenta una distribucion normal
(Wq=005=0.975 p=0.575), la biomasa en peso seco de raices (octubre) no es normal (Wy-005=0.859
p<0.05), y la densidad si es normal (Wg4-005=0.97 p=0.652). Por lo tanto se decidid transformar los
datos de biomasa en peso seco de raices (octubre) y si cumplid el supuesto de normalidad
(Wqe0.05=0.992 p=0.998). También transformamos los valores de Biomasa en peso seco (g) de raices
(mayo) para comparar entre los meses.

Existio una diferencia en por lo menos una parcela en cuanto a Logy, de biomasa en peso seco (g)
de raices (octubre) (F= 2.578 p=0.042, Cuadro 8) para el ANOVA,-o0s. La parcela diferente en el
Log,, de biomasa en peso seco de raices (octubre) fue la 8, que presenta diferencias con la parcela
2 (Tukey MS= 0.036 p=0.015, Figura 10). La biomasa no aumenté significativamente entre los dos
muestreos (F= 1.544 p=2.48, Cuadro 9) pero se noté un ligero incremento (Figura 11). En la
densidad aparente del suelo (densidad g/cm?) también por lo menos un grupo fue diferente (F=
5.026 p=0.002, Cuadro 10) y en las comparaciones de Tukey se encontré que fueron las parcelas 9y
10 las que presentan diferencias con la parcela 2, 3, 6 y 8 (Tukey MS= 0.003 p<0.05, Figura 12). Los

valores de p se presentan en el Anexo H.

Cuadro 8. ANOVA ,.¢¢s de parcelas y los transectos de Log,, de biomasa en peso seco de raices

(octubre). Los valores significativos estan subrayados.

Grados de

3¢ libertad (df) "' F P
Parcela 0.843 9 0.094 2.579 0.042
Transecto 0.033 2 0.017 0.456 0.641
Error 0.654 18 0.036
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Figura 10. ANOVA .05 para Log,, de biomasa en peso seco (g) de raices (octubre). En la prueba

de Tukey las letras indican diferencias significativas (p<0.05).

Cuadro 9. Comparacion (t-student .. s) entre la produccion de raices (Log ;, de la biomasa en

peso seco (g) de las raices) durante dos meses, mayo y octubre.

Media Media df ¢ DS DS FVar
(mayo) (octubre) P (mayo) (octubre) P
ES -0.840 -0.817 58 -0.415 0.679 0.185 0.230 1.544 0.248

masa

Biomasa = Log,, Biomasa en peso seco (g) de raices, df= grados de libertad, DS= desviacion

estandar, Var= varianza.
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Figura 11. Comparacion (t- student,.q s) entre la produccién de raices en mayo y octubre. ES:

error estandar. DS: Desviacion estandar.

Cuadro 10. ANOVA, s de parcelas y las lineas de los transectos de densidad del suelo g/cm?.

Las diferencias significativas estan resaltadas.

Grados de
SC . cM F
libertad (df) P
Parcela 0.152 9 0.017 5.026 0.002
Transecto 0.001 2 0.001 0.193 0.826

Error 0.061 18 0.003
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Figura 12. ANOVA 005 para densidad (g/cm?®). En la prueba de Tukey las letras distintas indican

diferencias significativas (p<0.05).

e Resultados determinacion de las especies con herramientas de biologia molecular

Un total 757 productos de PCR fueron enviados a secuenciar en el laboratorio de Biologia
Molecular de la UNAM. De estos se obtuvieron 621 secuencias de calidad y 175 no cumplieron los
estandares. Para el andlisis molecular se usaron sélo los datos de las parcelas 1, 4, 5, 7, 8, 9, 10. Se
tienen 591 secuencias utiles de las cuales 570 pertenecen hongos formadores de ectomicorrizas.
En el Cuadro 11 se presentan el nimero de OTU’s obtenidos, la cantidad de secuencias por
parcela, el nUmero de micorrizas recolectadas y el porcentaje de eficiencia del proceso. Se enlistan
91 especies (Cuadro 12) cuya identidad obtuvimos al comparar las secuencias de la regién ITS de
las ectomicorrizas contra la base de datos del GENBANK. De estas, 87 son de hongos
ectomicorrizicos mientras que cuatro especies no son formadoras de ectomicorrizas. De estos 87
hongos, 15 pertenecen al phylum Ascomycota mientras que 72 a Basidiomycota. En la Figura 13 se
presenta la composicion de la comunidad de hongos ectomicorrizicos asociados con Abies religiosa
durante el mes de octubre, la lista completa se presenta en el Anexo B, Clavulina cf. cinerea es la
que presenta el mayor nimero de secuencias (76) en la comunidad. En la Figura 14, se presenta el
numero de OTUs por género, Inocybe y Tomentella son los que presentan la mayor cantidad de
especies. Para Inocybe, tres OTU’s se parecen a la secuencia de ITS en 97% o mas a alguna especie
de Inocybe de GENBANK, mientras que 12 sélo se identificaron hasta la secuencia mds pareciday 6

solo se determinaron hasta género. En Tomentella, una secuencia se parece en 97% o mas a otra
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secuencia de voucher, mientras que dos secuencias, se parecen en menos del 97% y otras se
parecen a ejemplares no determinados. En la Figura 15 se muestra que la familia Clavulinaceae
agrupa mas de un cuarto de todas las secuencias (127).

En el Cuadro 13 se presentan los datos de dominancia de Simpson. La parcela 1 es en la que existe
mayor dominancia de alguna especie (Clavulina) mientras que en la parcela 9 es mas probable que
al tomar otra muestra ésta sea de distinta especie (p=0.955), ésta probabilidad es el reciproco del
indice de dominancia de Simpson (1-D). En los estimadores de diversidad Chao 1 y Jack-Knife 1
(Cuadro 14 y 15), se encontrd que es posible obtener mas de las 87 especies que encontramos,
siendo 147.07 y 129.86 especies posibles respectivamente para cada estimador. En la Figura 16 se
muestra la curva de rarefaccién de especies, donde se encontré que en algunas parcelas el
muestreo de 15 ectomicorrizas no captura toda la riqueza (parcela 9 y 10), mientras que en

algunos hubo sobre muestreo (parcelas 5y 7).

Cuadro 11. Porcentaje de eficiencia de todo el proceso desde la toma de muestras en el campo

hasta obtener la identidad por medio de la secuenciacidén de la region ITS.

% de
eficiencia
Micorrizas ADN Porcentaje Secuencias NGmero de del proceso
Parcela - de utiles , de
recolectadas amplificado g g . OTU’s . .
amplificacion  obtenidas micorrizas
a
secuencias
1 120 112 93.33% 98 20 81.67%
4 122 114 93.44% 87 17 71.31%
5 119 104 87.39% 70 22 58.82%
7 118 112 94.92% 75 21 63.56%
8 114 104 91.23% 85 22 74.56%
9 125 119 95.20% 92 32 73.60%
10 138 132 95.65% 84 34 60.87%
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Cuadro 12. Listado de taxones de ectomicorrizas de Abies religiosa encontrados.

Especie

Phylum

Atheliaceae sp. 1

Clavulina cf. cinerea

Clavulina sp. 1

Clavulina sp. 2

Clavulina sp. 3 (aff. cinerea)
Clavulina sp. 4 (aff. cinerea)
Cortinarius cf. ignipes

Cortinarius obtusus

Cortinarius vernus

Fischerula sp. 1 (aff. macrospora)
Genabea sp. 1 (aff. sphaerospora)
Genea sp. 1

Genea sp. 2 (aff. harknessii)
Hebeloma albocolossum

Helvella sp. 1

Humaria sp. 1 (aff. hemisphaerica)
Humaria sp. 2 (aff. hemisphaerica)
Hydnobolites sp. 1 (aff. cerebriformis)
Hydnobolites sp. 2 (aff. cerebriformis)
Hydnotrya cerebriformis

Hydnum sp. 1

Inocybe geophylla var. lilacina
Inocybe lanatodisca

Inocybe sp. 1

Inocybe sp. 2

Inocybe sp. 3

Inocybe sp. 4

Inocybe sp. 5 (aff. amblyspora)
Inocybe sp. 7 (aff. geophylla)
Inocybe sp. 8 (aff. glabrodisca)
Inocybe sp. 9 (aff. mixtilis)

Inocybe sp. 10 (aff. vulpinella)
Inocybe sp. 11 (aff. salicis-herbaceae)
Inocybe sp. 12 (aff. pseudoreducta)
Inocybe sp. 13 (aff. reisneri)
Inocybe sp. 14 (aff. rimosa)
Inocybe sp. 15 (aff. serotina)
Inocybe sp. 16

Inocybe sp. 17 (aff. inodora)
Inocybe sp. 18 (aff. neobrunnescens)
Inocybe sp. 19

Inocybe suaveolens

Lactarius fennoscandicus

P 0 W W P W @ E ©@E @ E ©@E ©@E @ E @@ E>> > > > P> > > > > OEI EOE O W ®
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Membranomyces sp. 1 (aff. spurius) B

Peziza sp. 1 (aff. ostracoderma)

Phaeocollybia sp. 2 (aff. pseudofestiva) B

Piloderma sp. 1 (aff. fallax) B

Pseudotomentella sp. 2 (aff. tristis)

Russula acrifolia

Russula cf. chloroides B

Russula olivacea B

Russula sp. 1 (aff. olivobrunnea) B

Sebacina sp. 1 (aff. epigaea)

Sebacina sp. 3 B

Sebacina sp. 5 B

Sebacinaceae sp. 2 B

Tarzetta sp. 2 A

Thelephoraceae sp. 2 B

Tomentella pilosa B

Tomentella sp. 2 B

Tomentella sp. 4 B

Tomentella sp. 6 B

Tomentella sp. 8 (aff. fusco-cinerea) B

Tremelloscypha sp. 1 (aff. gelatinosa) B

Tuber separans

Chalara microchona A
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Hyaloscyphaceae sp. 1 A

Illyonectria rufa A
Verticillium leptobactrum A

A: Ascomycota. B: Basidiomycota. Las especies subrayadas no forman ectomicorrizas.
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B Clavulina cf. cinerea

B Membranomyces spurius

M Thelephoraceae sp. 1

M Russula sp. 1 (aff. olivobrunnea)

M Inocybe sp. 3

W Tomentella sp. 2

B Tomentella pilosa

M Inocybe sp. 13 (aff. reisneri)

M Helvella sp. 1

M Russula cf. chloroides

B Russula firmula

B Inocybe sp. 1

B Phaeocollybia sp. 2 (aff. pseudofestiva)
W Genea sp. 1

M Russula acrifolia

M Sebacina sp. 2 (aff. epigaea)

B Tomentella sp. 3

M Sebacina sp. 3

M Piloderma sp. 1 (aff. fallax)

B Russula americana

B Tarzetta sp. 1

M Tuber separans

B Xerocomellus sp. 1 (aff. chrysenteron)
M Inocybe sp. 5 (aff. amblyspora)

M Inocybe sp. 8 (aff. glabrodisca)

B Membranomyces sp. 1 (aff. spurius)
M Russula roseipes

W Tomentella sp. 4

M Clavulina sp. 1

H Inocybe sp. 4

W Tomentella sp. 5

M Clavulina sp. 3 (aff. cinerea)

H Hydnobolites sp. 1 (aff. cerebriformis)
M Inocybe geophylla var. lilacina

M Inocybe sp. 15 (aff. serotina)

M Inocybe sp. 16

M Inocybe sp. 9 (aff. mixtilis)

M Sebacinaceae sp. 1

W Tarzetta sp. 2

B Tomentella sp. 8 (aff. fusco-cinerea)
B Tomentella sp. 9 (aff. lateritia)

H Cortinarius obtusus

M Fischerula sp. 1 (aff. macrospora)

M Genea sp. 2 (aff. harknessii)

W Humaria sp. 1 (aff. hemispherica)

B Humaria sp. 2 (aff. hemisphaerica)
M Inocybe sp. 11 (aff. salicis-herbaceae)
W Inocybe sp. 12 (aff. pseudoreducta)
B Inocybe sp. 2

M Inocybe suaveolens

i Sebacina sp. 4

M Sebacinaceae sp. 2

u Thelephorales sp. 1

i Tremelloscypha sp. 1 (aff. gelatinosa)
H Clavulina sp. 2

M Clavulina sp. 4 (aff. cinerea)

Figura 13. Composicion de la comunidad de hongos ectomicorrizicos por niimero de secuencias.
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M /nocybe

B Tomentella

M Russula

M Sebacina

B Clavulina

B Cortinarius

B Phaeocollybia
B Thelephoraceae
B Genea

W Humaria

B Hydnobolites

B Membranomyces
B Pseudotomentella
M Sebacinaceae

W Tarzetta

B Atheliaceae

M Fischerula

H Genabea

B Hebeloma

H Helvella

& Hydnotrya

B Hydnum

W Lactarius

W Peziza

i Piloderma

i Thelephorales
i Tremelloscypha
W Trichophaea

i Tuber

= Xerocomellus

Figura 14. Namero de taxa (OTU’s) por género.

48



Figura 15. Niumero de secuencias de los OTU por familia.

B Clavulinaceae

B Thelephoraceae
H Inocybaceae

B Russulaceae

B Pyronemataceae
B Sebacinaceae

B Cortinariaceae
B Helvellaceae

i Atheliaceae

H Pezizaceae

B Boletaceae

E Tuberaceae

i Pezizales (insertae sedis)

W Discinaceae
i Hydnaceae

i Strophariaceae
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Cuadro 13. Dominancia de especies e indice de diversidad de Simpson.

indice de diversidad

Parcela Dominancia (D) de Simpson (1-D)
1 0.225 0.775
4 0.101 0.899
5 0.097 0.903
7 0.073 0.927
8 0.109 0.891
9 0.045 0.955
10 0.058 0.942

Cuadro 14. Estimador basado en Abundancia (CHAO 1).

Parcela CHAO1
1 29.25
41
67.06
77.15
97.03

122.66
147.07

N o A~ WN

Cuadro 15. Estimador basado en Abundancia (Jack-Knife 1).

Parcela Jack-Knife 1
1 17
45.5
74.33
84.25
101
111.5
129.86

N oo A WN
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Figura 16. Curva de rarefaccion de especies.

En la abundancia relativa y frecuencia absoluta se encontré que Clavulina cf. cinerea es la mas
abundante y fecuente seguida por Membranomyces spurius (Figuras 17 y 18). En la frecuencia
relativa también Clavulina cf. cinerea fue la mas frecuente, seguida por Membranomyces spurius
(Figura 19). Estos dos valores (abundancia y frecuencia relativa) se ven resumidos en el valor de
importancia de la comunidad, en donde Clavulina cf. cinerea fue la mds importante, seguida por
Membranomyces spurius. Thelephoraceae sp. 1 esta en tercer lugar de importancia (Figura 20). Los
datos de abundancia relativa, frecuencia absoluta y frecuencia relativa por parcela no se muestran,
pero se muestran los VIE en cada parcela (Figuras 21-27) y observamos que hay diferente

estructura de las especies en cada parcela.

51



T °ds pjjauawio]
~ffb) T "ds bu1opqas
SuUDISNIOUI DUIIDGIS
D3JDAIO bjnssny
puaiqo pjnssny
T “dS Djj21uaW010PNISH
"ffb) € "ds bigAjj00090Yd
"ffb) T ds bigAjj02030Yyd
~ffp) 1 “ds agAaou|
61 "ds aqAoou|
~fJp) 8T "ds aqAiou|
(bsows “ffb) T “ds agAoou|
ffb) 0T “ds agAoou|
pIsipoloup| 3qAd0u|
T 'ds wnupAH
SIWI0J11q2432 bAIJOUPAH
winssoj030q|p bWojaqaH
~ffp) T "ds paqouan
SNUJaA SNLIDUIII0)
T °ds apadpijayly
“ffb) T “ds babydoyoi
/ "ds pjjajuawo
9 ds pj|23uawWo |
Z 'ds apaanioydajay |
G “ds budpqas
"z "dS Dj|21uaW010pPNaSq
fJp) T "ds pzizaq
SN2IPUPISOUUS SNIIDIIDT
ffb) /T “ds agAoou|
fJb) z *ds sajijoqoupAH
sadiubi “o sniipuilio)
“ffp) v *ds puiinap|)
Z ds puiinap|)
“ffo) T “ds bydAasojjawaiy
T 'ds sajpioydajay |
Z "ds anaopuopgas
¥ “ds bupqas
suajoanpns agArou|
Z 'ds aqfoou|
~ffb) zT *ds aqAou|
~fJo) TT "ds agArou|
~fJp) z *ds bLbwWnH
“ffb) T *ds bubwny
“ffb) z *ds pauan
~[fo) T “ds bjniayasi4
sNsN1qo snipui40)
~ffb) 6 ds pjja3uswWo ]
~[fb) g “ds pjja3uswo
Z 'ds p13azing
T "ds apadpungas
(sixiw ffo) 6 *ds agAsouy
91 “ds agAaou
~Jfb) T *ds agAou|
oA pjjAydoab aqAou|
~Jfo) T *ds sajjoqoupAH
“ffb) € “ds putnapp)
G “ds pjjaquawo
¥ -ds aqAoou|
T “ds puiinao|)
 "ds pjjajuawo
sad1aso. pjnssny
“T *ds saoAwouniquian
~ffb) g “ds agArou|
~ffb) g “ds agAaou|
~ffb) T “ds snjjawo304ax
supipdas iaqnj
T "ds 0313240
DUDILIWD DINSSNY
(xoyjof o) T *ds DuLIAPOJId
€ ds buppqas
€ “ds pjjajuawoy
“ffo) z *ds buipbgas
DIjofi1op pInssny
T "ds bauan
~ffo) 7 “ds DIGA|0202DYd
T 'ds agAoou|
pjnwutf pjnssny
saploJojys “f2 bjnssny
T 'ds pjjanjaH
~ffb) €T *ds aqAiou|
psojid pjja3uawo]
Z "ds pjjaquawo
€ “ds agAoou

ffb) T "ds bjnssny
T *ds apnaopioydajay |

snunds sasAwouniquiap

D3Jauld “f2 buliNABD

0.14 -
0.12
0.1
0.08 -
0.06 -
0.04 -
0.02

o

suepunqy

Especies

Figura 17. Abundancia relativa de las especies.

" *ds pydAdsojjawia. ]

“ds bjjauawo ]
ds pjjaj3uswo]

6
Z
9
¥ ds pjjaiuawo]
T *ds pjjajuawo]
I “ds sojpioydajay |
Z "ds apnaonioyda|ay |
Z 'ds p113zin |

Z 'ds abaopu1dngas
G :ds buidpq3S
“*ffp) T "ds budLgas
sup1snJoul bungas
D3JbAIJO DINSSNY
Sap10.iojyd *fo bjnssny
bUIIaIqD DINSSNY
“DJ[23UUW010PNISH
£ ds pigA|]020a0Yd
2 “ds bigA|j020a0Yd
T -ds pigA||020a0Yd
“*fJp) T “ds bzizaqd
“$90Awouniquiaiy
“ffp) 6 ‘ds aqAoouf
bw\ / “ds agAaou|

Z 'ds aqAoouy
61 “ds aghoou|
~fIn) 8T ‘ds agqArou
~Jo Qmw ‘ds agAaou|
9T ‘ds aqAoouy
~*fIo) vT *ds agArou|
~YIo) zT *ds agAdou|
~Io) 0T "ds agAdouj
posipoipup| aqArou|
T :ds wnupAH
“bA1joupAH
“DWOI3GaH
“fJp) T ‘ds bagpbuao
SNUJIN SNIIDUII0)
“ffp) v *ds buijnap])
~fo) € *ds puilnap)
1 -ds buinapo|H

I "ds 20220ij9Y1y
“T *ds bapydoydLi|

I 'ds a022pUIIDGIS
¥ "ds buiopqas
“*D[|23UdWI010PNISH
“*SN1IDIIDT
.S@ GT ds aqAoou|
=z -ds sayjoqoupAH
~“ffp) T "ds pLubwny
o) ¢ "ds bauao
§nsniqo snipuilio)
sadiubi Jo snLibuio)
Z 'ds pbuilnapjd
T “ds snjjaw 02043
supnJpdas 1aqn |
g "dS DJ|23UdWIO0 |
G “ds pjjajuawo]
€ “ds pjjajuawo]
bso|id Djj23uaWo |

T "d$ b311ozIp]
5ad12504 bjnssny
DIJOf112D DINSSN
siajoanpns agAdou|
“fIpb) ¢ *ds aqAd0ouj|
~fIo) T1 *ds agAaou|
DJ|Aydoab aqArou|
T -ds $331]0qOUPAH
“ffo) z -ds blupbwNH
~*ffo) T “ds pbjniayasi4
D) ¢ “ds buiopqas
hu T “ds buiiapojid

~

D) & “ds aqArou|
“ds aqAaou|
“ds bauan
"ds buiobqas
binw.if bjnssny
puDIIIdUWD DINSSNY
‘ds agArou|

...M\E €T "ds agAiou|
1 -ds agAoou|f

w ‘ds pj|an|aH

4

Nk

[[p) T “ds bjnssny

“ds E\E:msom..ﬁ
T "ds abadpnioydajay
*$30AWoUDIqUIIIN

D3J3auld *fo DUIINAB|D

ANOOOTANHOOITNO

o5 eeQ
OCcoo  ©oooo

eInjosqe e|pUaNII

52

Especies

Figura 18. Frecuencia absoluta de las especies.




53

1 °ds pjja3usawo |
“ffp) T *ds pupqas
SupISNJIOUI DUIDDGIS
D32DAIO bInsSNY
puIaIgD DINSSNY
‘T “ds pjja3uawio3opnasd
b) € “ds pIgA|j020aDYd
b) T “ds pIgA||0203DYd
b) £ "ds agAaou|
61 "ds agqAoou|
~ffo) 81 "ds agAaou
(psows “ffb) pT “ds aghoou|
“ffb) ot "ds agAdouy
DIsIpolbup| agAIou|
T 'ds wnupAH
SIW1041193432 bAIIOUPAH
winssojo20q|b bwiojaqaH
~ffo) T “ds baqouao
SNUJ3A SN1IDUILIOD
T °ds apadnijay1y
/ ds pjjauawo ]
9 'ds pjja3uswo ]
Z "ds apaonioyda|ay |
G “ds budDqas
“ffo) T *ds pzizad
~fJo) /T “ds agAaou|
~Jfo) v “ds pbuiinap|D
w\ T 'ds bydAasojjawa.y
1 “ds sa|pioydajay
Z “ds apaopuidngas
Z “ds agAoou|
fo) zT “ds aqAoou|

h% 6 'ds pjja3uawWoy
Z "ds p312zi0 |
(sinxiw “ffb) 6 *ds agAoou|
9T “ds agAoou
~Jfo) € “ds pbuiinao|
~ffo) T “ds pabydoys1i|
‘Z "ds pj|a3uawo3opnasd
SNoIpUPISOUUSS SNLIDIIDT
“ffo) z “ds sajjoqoupAH
sadiubi “fo snupuii0)
Z “ds puiinanj)
T 'ds pbuiinap|)
v ds budpqas
b) T *ds bLibWNH
b) z *ds bauan
sNsN3IGo snipuII0)
¥ “ds pjjaauawo
T ds sasAwoupiquiap
T 'ds apnaipuidpgas
~ffb) 6T *ds aqAaou|
suajoanpns agAiou|

fJp) T “ds bydAasojjawaiy
fJp) 6 ‘ds pjja3uawio|

/ "ds pjjaquawio

9 “ds pj{a3uawWo|
¥ "ds pjjajuawo]
T ‘ds pjjauawio]
T ‘ds s3|pioydajay |
Z "ds anaonioydajay |
Z 'ds 013320
Z "ds anaopuoogas
G °ds buLqas
~ffb) T "ds bu1oLqas
SupISNIoUl PUIIDGAS
D3JDAIO bjnssny
sapio.iojyd “fo bjnssny
puijaiqo bjnssny
T "ds bjjajuawolopnasd
b) £ “ds b1gA||020aDYd
) z “ds pIgAj|020aDYd
b) T "ds pIgAjj020aDYd
[fo) T "ds bziza4
T "ds saoAwouniquiapy
@q.:x.\s o) 6 “ds agAaou|

=Ry

IS

p) / “ds agqAoou|
s agAoou|
61 "ds aqAoouf
~fJp) 8T “ds aqAou|
~fJp) /T “ds aqAiou|
91 “ds agAou|
(psowits .%@ vT “ds agAoou|

ffb) zT *ds agAoou|
~fJp) 0T "ds aqAdou|
DIsIpolpup| 3gAI0U|
T 'ds wnupAH
SIWI0J11g3432 bAIJOUPAH
wnssoj030q|b bwojagaH
ffb) T "ds bagouao
SNUJIA SNLIDUII0D
~ffp) t "ds pbuinapD
~ffb) € "ds pbuiinap|)
T “ds puljnapo|)
T 'ds apa2p1jay1y
~ffp) T "ds pabydoyori|
T "ds apaopupgas
v “ds buippgqas
"z "ds pjja1uawolopnasd

m:u\ntcumotcwx snlpOT
b) ST "ds agAoou|

b) Z "ds saijoqoupAH

b) T "ds bLbWNH
Jfo) z “ds bauao
$nsN1qo snipui40)
sadiuby “o snupuio)

Especies

=R

ey

Z ds puiinap|n .
“ffo) T .h\m snjjawoa04ay - .uQm\ E”QMM N@RNE
Supiodas 4agn | - .\k z ds biou u@
o) 8 ds pjjaiuauio, \ ) L ds Diniayosiy
G “ds bj|a3uawo [fv) g “ds pjja3uawio|
AbA pjjAydoab aqAou|

€ 'ds pjjajuawo

psojid pjja3uawo]

T ds b13azin]

$ad1aso. bjnssny
DIjofiuop pjNssny
5U3/03ADNS m\wﬁos
ffb) G “ds agAdou|
~fJp) TT "ds aqAiou|
IDA DJjAydoab agAaou|
fJp) T *ds sayjoqoupAH
....\E Z 'ds bupwnH
*[Ip) T "ds pjniayasi4
~fIp) z "ds buiopqas
xnuu\ .%E T "ds bwJapojid

~ffo) T “ds saijjoqoupAH
G ‘ds pjjajuawo]
~ffo) z “ds piIqAjj020a0Yd
sadlaso. pjnssny
“+fJb) ¢ *ds aghoouy|
~+[fb) T “ds snjjawod0iax
supJpdas 4aqn|
T "ds p319zi0]
mmEEo\Mu 2 pjnssny
v “ds agAoou|
~[fo) g ds aqArou|
xoj|of “ffo) T “ds bw.apojid
€ *ds pjjaauawo
pijof11oD pjNSsny
DUDILIAWD bINSsny
~ffb) z “ds pbuidpgas
T "ds pauan
€ “ds bupqas
psojid bjja3uawo |
T “ds agAoou|
pjnwif pjnssny
T ds pjjanjaH
“ffb) €T *ds aqAaou|
€ “ds agAoou|
ffb) T “ds pjnssny
Z "ds pjjajuawoy
T "ds anaopioydajay |
sninds sasAwoupiquiapy

Figura 19. Frecuencia relativa de las especies.
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Figura 22. Valor de importancia ecoldgica de las especies en la parcela 4.
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e [Efecto del suelo sobre la diversidad

Las variables fisco quimicas del suelo que usamos para los andlisis se presentan en el Cuadro 16,
donde puede observarse que Unicamente siete parcelas cuentan con el indice de diversidad de
Simpson. Para la diversidad de ectomicorrizas (1-D), donde existié un gradiente de diversidad de
0.775 a 0.955, sdlo el porcentaje de carbono (% C) y de nitrégeno (% N) son significativos (p<0.05)
en la correlacion de Spearman (Cuadro 17). También, a mayor distancia promedio entre los
arboles existe una mayor cantidad de fosforo disponible, y el porcentaje de carbono y nitrégeno
disminuye cuando el pH se hace mas neutro (es decir aumenta el pH), y a su vez el didmetro a la
altura del pecho disminuye. En el misma Cuadro observamos que cuando aumenta la densidad
aparente del suelo, disminuye la cantidad de fosforo facilmente extraible (Logio P). Con el anilisis
exploratorio multivariado con extraccion de componentes principales (p<0.1) no encontramos que
él % Cy el % N tengan una correlacion significativa con la diversidad de ectomicorrizas (Cuadro
18), no obstante los valores son muy cercanos al 0.9 para el pH en agua, el % C y la biomasa de
raices durante el mes de octubre. Al graficar los valores observamos que existié una separacion
entre los dos factores, el 1 (mayor porcentaje de carbono y nitrégeno, ademas de un pH mas 4acido
o menor) y el factor 2 (Biomasa de raices en el mes de octubre) (Figura 28), ademas se explico el

73.02 % de la varianza con dos los primeros factores (Cuadro 19).
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Cuadro 16. Caracteristicas de vegetacion arbdrea y suelo de las parcelas a estudiar.

Biomasa en peso Biomasa en P
Distancia DAP p’ Densidad peso seco (g) pH C.E. Log,o P o (1-D)
Parcela seco (g) de raices 3 . pH KCI %C %N . h (mg/Kg)
(m) (m) (g/cm’) de raices H,0 (dS/m) (mg/Kg) micorrizas
(mayo)
(octubre)

1 6.272 0.564 0.16 0.661 0.107 6.04 0.144 5.42 -0.377 6.16 0.415 0.775 0.42
2 5.781 0.544 0.1 0.587 0.071 5.835 0.141 5.19 -0.31 8.875 0.515 - 0.49
3 6.397 0.496 0.101 0.578 0.255 5.855 0.138 5.265 0222 6375 0.375 - 0.6
4 5.613 0.577 0.187 0.622 0.131 6.225 0.157 5.65 -0.279 8.03 0482 0.899 0.525
5 6.227 0.521 0.188 0.664 0.192 6 0.154 5.385 -0.004 6925 0.425 0.903 0.99
6 6.637 0.524 0.201 0.529 0.184 5.535 0.12 4.855 0.228 10.44  0.64 - 1.69
7 5.821 0.542 0.12 0.627 0.131 5.87 0.122 5.26 -0.415 8765 0.52 0.927 0.385
8 6.314 0.505 0.167 0.575 0.304 5.815 0.113 5.22 -0.174  7.965 0.41 0.891 0.67
9 5.453 0.515 0.172 0.749 0.166 5.74 0.105 5.125 -0.502 894 0.515 0.955 0.315
10 5.834 0.47 0.173 0.76 0.206 5.485 0.112 4.825 -0.415 93  0.555 0.942 0.385

DAP: didametro a la altura del pecho, Log;, P: logaritmo base 10 del fésforo facilmente extraible, % C: porcentaje de carbono, % N: porcentaje

de nitrégeno, C.E: Conductividad eléctrica, 1-D micorrizas: reciproco del indice diversidad de Simpson de las secuencias de ectomicorrizas. P:

fésforo.
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Cuadro 17. Correlacién no paramétrica de Spearman,.o s, entre las variables y la diversidad. Los valores significativos (p <0.05) estan

subrayados.
Biomasa
Distancia DAP Biomasa en Densidad en peso pH CE pH o (1-D) Logy P
(m) (m) peso seco (g) de (g/em?) seco (g) de H,0 ds/m KCl %C %N micorrizas mg/Kg
raices (mayo) raices 2
(octubre)

DAP (m) 1 -0.030 -0.139 -0.867 0.685 0.685 0.564 -0.164 0.067 -0.464 0.006

Densidad

3 1 -0.139 0.018 -0.115 -0.042 0.042 0.182 0.679 -0.687
g/cm -

pH H,0 1 0.879 0.976 -0.745 -0.517 -0.679 0.091

pH KCI 1 -0.830 -0.657 -0.679 0.182

1 0.821 -0.244

Log;o P
mg/Kg

1

DAP: diametro a la altura del pecho, CE: Conductividad eléctrica, % C: porcentaje de carbono, % N: porcentaje de nitrégeno, 1-D micorrizas:

reciproco del indice diversidad de Simpson de las secuencias de ectomicorrizas.
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Cuadro 18. Carga de factores con extraccion de componentes principales. Las variables significativas estan subrayadas (p <0.1).

Factor 1 Factor 2

Distancia (m) 0.539 0.714

DAP (m) 0.760 -0.620

Biomasa en peso seco (g) de raices (mayo) 0.192 0.256

Densidad g/cm® -0.667 -0.209

Biomasa en peso seco (g) de raices 0251 0.888
(octubre)

pH H,0 0.898 -0.353

CE dS/m 0.843 -0.209

pH KCI 0.886 -0.344

% C -0.895 -0.156

% N -0.826 -0.480

(1-D) micorrizas -0.755 -0.023

Logy, P mg/Kg 0.590 0.618

DAP: diametro a la altura del pecho, CE: Conductividad eléctrica, % C: porcentaje de carbono, % N: porcentaje de nitrégeno, 1-D micorrizas:

reciproco del indice diversidad de Simpson de las secuencias de ectomicorrizas.



Cuadro 19. Eigenvalues de la extraccion de los dos factores.

1.0

. . % Var.
Eigenvalue % Varianza total ’
Acumulada
1 50.987 50.987
2 22.623 73.611

Carga de factores, Factor 1 vs. Factor 2
Sin rotacion
Extraccion de componentes principales

0.8}

06

0.4t

0.2

Factor 2

00

-0.8

(o]
Biomasa (Octubre)

(1-D) micorrizas
(o]

% C O Densidad

Distancia O

Biomasa (Mayo)
(o]

(0]

Logio P

CE.
(©)

pH en H,0y kel @

DAP

-1.0

-0.2 0.0

0.2 0.4

Factor 1

0.6 0.8

1.0

Figura 28. Analisis de factores con extraccion de componentes principales. DAP: diametro a la

altura del pecho. Biomasa (octubre): biomasa de raices secas en el mes de octubre. Biomasa

(mayo): biomasa de raices secas en el mes de mayo. % C: porcentaje de carbono. % N:

porcentaje de nitrégeno. Densidad: densidad aparente. (1-D) micorrizas: indice de Simpson de

diversidad de micorrizas. CE: conductividad eléctrica.
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Discusion

La vegetacidn en el sitio estudiado presenta diferentes gradientes en las variables tanto de suelo
como de vegetacion (Cuadro 4). Fue posible obtener 10 parcelas con sitios similares en cuanto a
sus variables arbdreas. No obstante en los parametros fisicos quimicos del suelo los sitios
presentan heterogéneidad. Para los 21 sitios muestreados en el “Zarco”, existen correlaciones
significativas (p<0.05), la correlacién de r® de porcentaje de carbono y de nitrégeno (r?=0.931), y la
de pH H,0 y pH KCl (r*=0.906) son mayores al 90%, por lo que hay que tener en cuenta que el
carbono, y el nitrégeno covarian juntos y los valores de pH tanto en agua como en KCl
evidentemente también. El didmetro a la altura del pecho tuvo una distribucién multivariada
Gaussiana, por lo que es una combinacién lineal de sus componentes y por lo tanto cumple con el
supuesto de normalidad. En el MANOVA,. s encontramos que los arboles tienen una distribucién
espacial homogénea en cuanto a la distancia promedio entre ellos. Con excepcién de la parcela 17
todas las demas produjeron un biomasa de raices similar durante mayo (Anexo E). En cuanto al
diametro a la altura del pecho, las parcelas 70, 71, 72, 74 presentan un DAP diferente. A partir
estos datos discriminamos entre sitios y encontramos parcelas en las cuales se controld la variable
arbérea.

Existieron morfotipos dominantes dentro de cada parcela. El morfotipo con el manto externo color
anaranjado (naranja recta) fue el dominante (608 micorrizas) en la comunidad. No obstante, los
resultados de la secuenciacion demostraron que pertenecen a taxa moleculares diferentes
(Inocybe sp. 11 (aff. salicis-herbaceae), Lactarius fennoscandicus, Russula firmula, Thelephoracae
sp. 2., por ejemplo). También, hubo diferencia en la produccidon de micorrizas por parcela, debido
a la diferente produccion de raices, por ejemplo en la parcela dos, existieron nucleos sin
produccién de raices en la época de lluvias. La parcela 8 fue significativamente diferente en la
produccién de las raices durante el mes de octubre a las demds parcelas. Ademas, existié un
aumento en la produccién de raices entre mayo y octubre, aunque este no fue significativo. La
densidad aparente del suelo también fue mayor en dos parcelas, la 9 y 10, aun en sitios con
variables arbdreas similares (distancia entre arboles, biomasa de raices del mes de mayo y DAP
(m)).

Hubo un porcentaje de amplificacién del 87 al 95 % (Cuadro 11) y la eficiencia de identidad de
morfotipos recuperada fue de un 58 a 81 %, debido probablemente a presencia de inhibidores
naturales como resina o restos de suelo en las muestras. Aun asi, encontramos una riqueza de

especies alta. Fueron diferenciadas 87 taxa repartidas entre dos phyla, 15 son Ascomycota y 72
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Basidiomycota. La familia Clavulinaceae (Clavulina cf. cinerea y Membranomyces spurius) presentd
la mayor cantidad de secuencias (127). La composicion de la comunidad en funcién del nimero de
especies por género coincide con otros trabajos realizados en este tipo de vegetacién, con el
hecho de que Inocybe es el género que mas especies presenta en nuestro trabajo (21), seguido por
Tomentella (10) y Russula (8). La mayor cantidad de especies de Inocybe es concordante con lo
encontrado en otros trabajos (Vogt et al. 1982, Berndt et al. 1990, Pillukat 1996, Kernaghan et al.
1997, Agerer y Ammirati 1998, Commandini et al. 1998, Matsuda e Hijii 1998, Kranabetter et al.
1999, Massicotte et al. 1999, Matsuda e Hijii 1999a, Matsuda e Hijii 1999b, Eberhardt et al. 2000,
Kernaghan et al. 2003, Lagana et al. 2002, Matsuda e Hijii 2004, 1zzo et al. 2005a, 1zzo et al. 2005b,
Izzo et al. 2006, Ishida et al. 2007, Nuytinck et al. 2007, Kranabetter et al. 2009). No obstante la
diversidad de Russula y Lactarius es mayor en latitudes mds septentrionales pero Cortinariaceae
(posiblemente Inocybe) siempre presenta la mayor cantidad de especies. En nuestro caso no
encontramos Cenoccoum geophilum, algo raro ya que es muy comun en la mayoria de los
ecosistemas, pero es coherente con lo que nos menciona Corréa y Martins-Loug¢do (2011) que sélo
se encuentra en sitios muy estresados.

Si bien la familia Clavulinaceae (Clavulina cf. cinerea y Membranomyces spurius) presenté la mayor
cantidad de secuencias, Clavulina sélo esta reportada en bosques con Arctostaphylos, Betula,
Carpinus, Fagus, Populus, y Quercus ademads de gimnospermas como Pinus y Tsuga en Europa
(Uehling et al. 2012) sélo hay reportes de colectas en filogenias (Olariaga et al. 2009) utilizando
vouchers de C. cinerea, C. cristata y C. rugosa provenientes de Abies, pero no aparece en trabajos
sobre micorrizas. Tampoco hay reportes de micorrizas de Membranomyces spurius en los 21
trabajos para Abies conocidos en el mundo (Vogt et al. 1982, Berndt et al. 1990, Pillukat 1996,
Kernaghan et al. 1997, Agerer y Ammirati 1998, Commandini et al. 1998, Matsuda e Hijii 1998,
Kranabetter et al. 1999, Massicotte et al. 1999, Matsuda e Hijii 1999a, Matsuda e Hijii 1999b,
Eberhardt et al. 2000, Kernaghan et al. 2003, Lagana et al. 2002, Matsuda e Hijii 2004, Izzo et al.
20054, lzzo et al. 2005b, 1zzo et al. 2006, Ishida et al. 2007, Nuytinck et al. 2007, Kranabetter et al.
2009). Ni en los 12 trabajos de hongos de Abies religiosa para México (Guzman 1972, Guzman y
Villareal 1984, Valenzuela et al. 2004, Montoya et al. 2005, Arteaga y Moreno 2006, Landeros et
al. 2006, Montoya et al. 2007, Villaruel y Cifuentes 2007, Guzman et al. 2009, Franco-Mass y
Burrola-Aguilar 2010, Pérez-Moreno et al. 2010, Medel et al. 2012) y tampoco se encuentra
reportada en trabajos de ecologia de ectomicorrizas para México (Garibay-Orijel 2008, Morris et

al. 2008a, Morris et al. 2008b, Smith y Pfister 2009, Montoya et al. 2010, Reverchon et al. 2010,
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Aguilar-Aguilar et al. 2011, Reverchon et al. 2011, Kennedy et al. 2011, Hasselquist et al. 2011,
Reverchon et al. 2012, Garibay-Orijel et al. 2013), esto es importante porque amplia el rango de
distribucidn de la especie propuesto (Uehling et al. 2012) por lo menos hasta el centro de México,
ademas de suponer como arbol hospedero a A.religiosa.

De acuerdo con los estimadores de riqueza de especies (Chao 1y Jack-Knife 1, Cuadro 11y 12) es
posible encontrar mayor cantidad de especies, por lo que un mayor esfuerzo de muestreo (mas de
15 micorrizas por nucleo o un mayor nimero de nucleos, o mas parcelas en la zona) permitira
encontrar mas especies, pero sélo en ciertas zonas cercanas a las parcelas 9 y 10. Ishida y
colaboradores (2007) para bosques mixtos con Abies homolepis, extrajeron 644 micorrizas sélo
para bosque primario y 10 arboles, y en su estimador Jack-Knife 1 estimé de 60 a 80 especies, por
lo que es mayor la cantidad obtenida en nuestra estimacion (129). También encontramos mds
riqueza de especies para nuestro sistema que trabajos anteriores en México por esporomas.
Guzman (2009) es el que mas especies de ECM cita por esporomas para A.religiosa (39) mientras
que en este estudio logramos encontrar 87, no obstante lzzo et al. (2005a) encontraron 100
especies en Abies concolor y Abies magnifica utilizando extraccion y secuenciacion de ADN, la
diferencia radica en que su estudio no es en bosques monoespecificos ni monodominantes.

La abundancia, y frecuencia relativa se ven resumidas en el valor de importancia de la comunidad,
en donde la Clavulina cf. cinerea fue la mas importante, seguida por Membranomyces spurius.
(Figura 20), Thelephoraceae sp. 1 estd en tercer lugar de importancia no por ser abundante, sino
por ser muy frecuente. La dominancia de Clavulina cf. cinerea y Membranomyces spurius es
evidente en las parcelas 1, 4, 5 y 9 mientras que en las parcelas 7 y 8, Tomentella pilosa y
Thelephoraceae sp. 1 son las dominantes, y en contraste, en la parcela 10 donde Russula sp. 1 (aff.
olivobrunnea) es la dominante, coincidiendo en ser la parcela que mayor porcentaje de N tiene
(0.555 %) (Figuras 22-28). Comparandolo con el trabajo de lzzo y colaboradores (2005a), en el que
estudiaron su comunidad por tres afios diferentes, nuestra comunidad de hongos muestreada
durante 2011 no es similar a ninguna época de muestreo de su trabajo, ya que Lactarius y
Wilcoxina dominaron en abundancia en 1999, Rhizopogon y Cenoccum dominaron en 2001 vy
Cenoccoum y Wilcoxina dominaron en 2002. Por lo que es posible la comunidad cambie entre
parcelas al variar el afio del muestreo. También es diferente la estructura de la comunidad de A.
religiosa comparada con el trabajo de Ishida y colaboradores (2007), ya que en este trabajo,
Cenoccocum geophilum y Tomentella sp. 6 son los mdas abundantes en estos bosques. También,

comparando nuestros resultados con los de Kranabetter et al. 2009, nuestra comunidad es
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diferente, ya que en su trabajo Laccaria laccata y Piloderma sp. 1 son los que presentan mayor
abundancia.

Encontramos que la diversidad (riqueza y abundancia de especies) es diferente en las parcelas
muestreadas (Cuadro 13), ya que hay parcelas con mayor indice de Simpson (1-D) de especies
(parcelas 9 y 10, 1-D= 0.955 y 0.942 respectivamente) y otras con menor diversidad (parcelas 1y
8, 1-D = 0.775 y 0.891 respectivamente). El promedio (1-D= 0.898 (+-) 0.003) es similar a bosques
no monoespecificos de Abies homolepis con valores de 1-D = 0.937 en bosque primario y 0.91 en
bosque secundario (Ishida et al. 2007). Los cambios en la diverisdad de hongos se debe a los
cambios en parametros del suelo como el pH, nitrégeno y carbono (Lilleskov et al. 2002,
Kranabetter et al. 2009, Cox et al. 2010)

En el Cuadro 17 con la correlacién de Spearman, para la diversidad de ectomicorrizas (1-D) sdlo el
porcentaje de carbono (% C) y el porcentaje de nitrégeno (% N) son significativos (p < 0.05). Por lo
cual el efecto de los pardmetros de suelo es claro. A lo largo de un depdsito de N habrd mayor
diversidad (Lilleskov et al. 2002, Kranabetter et al. 2009, Cox et al. 2010), ya que la mayoria de las
especies de hongos que dominan en ecosistemas prefieren el NH;+ como fuente de nitrégeno.
Ademas, en nuestro caso la correlacion de la diversidad y el pH es negativa, es decir cuando el pH
se hace neutro esperamos menor diversidad. La produccién de raices también es un factor
promotor de diversidad (Peay et al. 2011a). Encontramos que el aumento en DAP (m) y la C.E.
(dS/m) se correlacionan de manera negativa a la diversidad. Como han sugerido Wallander y
Nylund (1991, 1992), Hogberg y colaboradores (2003), Nilsson y Wallander 2003, Treseder y
colaboradores (2004), Hobbie (2006), Correa y colaboradores (2008, 2010); Corréa y Martins-
Lougdo (2012) la dominancia de un grupo cuando hay variacién espacial, puede indicar que el
grupo de hongos dominante prefiere invertir en micelio, ya que el micelio aumenta cuando
disminuye la disponibilidad de N al estar secuestrado por los hongos (Ndsholm et al. 2013) lo que
aumenta la translocaciéon de C por parte de la planta hacia los hongos. Por lo que es posible que A.
religiosa favorezca la colonizacidén por parte de la familia Clavulinaceae para obtener N ya que el
recurso limitante es éste y no el P disponible, porque el N esta en mayor cantidad en las parcelas
donde domina la familia Clavulinaceae.

La densidad aparente y el Logi, P (mg/Kg) presentan correlacion negativa significativa (-0.687
p<0.05). Esto es congruente con los datos de Varela et al. (1994), y Varela y Aguilera (1995),
quienes mostraron que existe una clara tendencia al aumento de la retencidn de fosfatos debido a

los aléfanos presentes. En nuestro caso la técnica de utilizada mide el P facilmente extraible o
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disponible y no el total, que en su mayoria debe encontrarse secuestrado por los aléfanos
presentes en los sitios de mayor densidad y por lo tanto se requiere de una dindmica enzimatica
mas compleja para hacerlo disponible por los hongos (Plassard y Dell 2010). Asi, donde hay mayor
densidad aparente hay menor cantidad de P ya que se infiere una mayor cantidad de aléfanos (por
la caracteristica de los Andosoles de presentar arcillas de bajo orden estructural) lo que permite
una mayor retencidn de fésforo. Por lo que al conseguir el valor de P total estard positivamente
correlacionado con la densidad aparente. La densidad aparente no es un estimador completo del
espacio poroso, ya que falta la porosidad determinada por textura e incluir la perturbacidn por las
raices de Senecio y Eupatorium. En los sitios con menor densidad (0.5) hay mas aire, pero menor
capacidad de retener agua y mas P (disponible) mientras que en los de densidad media o alta (0.7
g/cm®) suponemos hay mas aléfanos y por lo tanto menos P disponible. En los sitios con baja
diversidad (parcelas 1 y 8) encontramos que la densidad aparente es baja (0.5-0.56 g/cm®) y sus
valores de P son mayores y en las parcelas 9 y 10 poco contenido de P disponible. En el trabajo de
Reverchon y colaboradores (2010) con Pinus, encontraron que no hay diferencia significativa en
diversidad (indice de Shannon) entre los sitios, aun cuando hay un gradiente de P y de N, pero la
diversidad es menor en sitios con densidad de 0.86 g/cm®, y el porcentaje de nitrégeno bajo (0.7).
También Reverchon y colaboradores (2011) sefialan que existe variacion intragenérica entre los
patrones de fructificacidon y las caracteristicas del sitio. Por lo que el suelo y las caracterisiticas que
lo conforman son un determinante muy fuerte en la fenologia y ecologia de los hongos (Tedersoo
et al. 2012). La densidad aparente debe ser un pardmetro para estimar la dominancia de especies
en suelos andosdlicos, ya que como se ha demostrado, los al6fanos son su principal componente
porque le confieren baja densidad aparente y nos permite inferir la capacidad de secuestrar
fésforo. Un pardmetro que no medimos y no es muy utilizado, pero es necesario explorar en
futuros estudios, es la saturacién de bases (Toljander et al. 2006) que explica significativamente el
20% de la varianza de sus datos, en adicidn del 22.4% de lo explicado por el N.

En el andlisis de factores (Cuadro 18), el factor 1 representa la salud del suelo, compuesto por un
contenido alto de carbono y nitrégeno, y una buena densidad aparente. El factor 2 representa la
produccién anual de raices ya que son los sitios de intercambio con el hospedero. Ambos factores
explican el 73.02% de la varianza. El primer factor, en el que el porcentaje de Cy N covarian con la
diversidad (1-D), mientras que el pH (en agua y KCl) covaria negativamente (-0.898 y -0.86). Esto
puede explicar que los sitios con mas diversidad tiene un pH 4acido, lo que inhibe la actividad

microbiana, ademas de una densidad aparente mayor lo que evita una mayor cantidad de oxigeno,
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qgue es limitante para las bacterias, en especial para las Pseudomonas (Moore et al. 2006). Con
este escenario, en los sitios 1, 4, 5 y 9 que tienen menor diversidad (mas dominancia), hay mas
cantidad de espacio poroso, y el pH es mds neutro, lo que permite que las bacterias mineralizan
mas eficientemente, mitiguen el estrés ambiental y promuevan a la ectomicorrizas de Clavulina,
no obstante es necesario evaluar expermientalmente este escenario, asi también la capacidad de
Clavulina para desplazar a otras especies por exclusién competitiva.

También, el pH desencadena cambios en la estructura de la comunidad de hongos ECM (Baar,
1996, Erland y Taylor 2002; Kraigher y Al Sayegh Petkovsék 2011). El pH tiene un efecto en la
capacidad de intercambio catidnico (CIC). Los cationes intercambiables en pH neutro estan
adheridos a las moléculas de humus, por lo que es un ambiente muy desfavorable al no estar
disponibles en la solucién del suelo los nutrientes para los hongos. Asi la heterogeneidad del
habitat (Bruns 1995) y su repartimiento entre las especies es un factor adicional al tipo de
hospedero (Tedersoo et al. 2012) al momento de explicar la diversidad de éstos hongos en el
suelo.

En el factor 2 (Cuadro 18), la biomasa de las raices en el mes de octubre (durante la época de
lluvias), tiene un efecto también positivo (0.895) aunque no estadisticamente significativo sobre la
diversidad, esto se debe a que con mayor cantidad de raices, habra mayores sitios de colonizacién
por parte del micelio de los hongos. En nuestros sitios la cantidad de micorrizas no fue
homogénea, ya que en varios nucleos por parcela no se encontraron las 15 micorrizas por nucleo
ya que no habia raices (parcelas 1, 4, 5, 7, 8, 9). Newton (1992) afirma que el recurso por el cual
compiten los hongos son las raices ya que ahi es el sitio de intercambio de nutrientes por carbono
con la planta. Para esto sugiere que una cantidad de raices mayor, provee de mayores sitos
disponibles para la colonizacién lo que debe favorecer a aquellos hongos que se dispersan por
micelio. Chilvers y Gust (1982) comentan que la infeccién secundaria via micelio también esta
influenciada por la disponibilidad de apices de las raices lo que apoya la idea de que las raices son
el recurso primordial de los hongos ECM.

Observamos que en las parcelas 9 y 10 son las que presentan la mayor diversidad, y la mayor
cantidad de micorrizas, pero de manera interesante, las parcelas presentaron diferente
produccién de raices y diferente produccion de micorrizas durante octubre, y no siempre estan
relacionadas como observamos en la Figura 10 comparada con la produccién de micorrizas de la
Figura 8. La parcela 8 es la Unica que presenta una diferencia significativa (p<0.05) en la

produccién de raices pero su produccién de micorrizas fue de 114, mientras que la parcela 3y 10
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produjeron mas de 135 micorrizas pero no hay diferencias significativas en la produccion de raices.
La densidad de los arboles puede afectar la riqueza de los hongos por muchos factores, uno de
ellos es la diferencia en la cantidad de raices en el suelo. En el trabajo de Peay y colaboradores
(2007) observan en Pinus muricata que la riqueza de especies de hongos ectomicorrizicos
aumenta con el area y la densidad de los arboles. Peay y colaboradores (2011a) muestran que la
colonizacion de las plantulas estd dada por la diferencia cuantitativa entre la abundancia de las
esporas y su reactividad mientras que la colonizacién de los hongos en arboles maduros depende
de la dispersiéon via micelio de los hongos y su competencia por las raices. También sefalan que la
estrategia 6ptima para la competencia de los micelios cambia con la densidad de las raices, porque
los gradientes naturales en la densidad contribuyen a patrones predecibles de zonificacion
espacial o temporal observada en los ensamblajes de comunidades de hongos ECM. Peay vy
colaboradores (2008) comentan que una heterogeneidad de habitat permite una mayor
diversidad, y esto es cierto en nuestro caso, a nivel de la comunidad.

A una escala mas fina existen otros determinantes de la diversidad. Es decir en sitios con mas N
hay mayor cantidad de especies pertenecientes a la familia Russulaceae. Ademds el N no sélo
promueve la diversidad sino que cambia la composicién de la comunidad (Avis et al. 2003). A pesar
de esto se ha encontrado que un exceso en la cantidad de N disminuye la riqueza y cambia la
composicion de la comunidad. (Avis et al. 2008). En nuestro sitio, el N no disminuye la riqueza
pero si cambia la composicién de la comunidad en cada parcela. Con esto explicamos que en la
parcela 10 exista una dominancia de Russula sp. 1 (aff. olivobrunnea) y de R. firmula ya que tiene
mayor porcentaje de N (0.555) y como sefiala Avis (2012), existen hongos nitrofilicos como los son
las Russulas, y comparando la parcela 10 y la parcela 1, ésta tiene un porcentaje de nitrégeno de
0.415 y un pH mas neutro por lo que domina Clavulina cf. cinérea. También en la parcela 1 hay
menor biomasa de raices comparada con la parcela 10. Con todo esto, encontramos que aunque
haya similitud en las variables arbdreas (Distancia, DAP y biomasa de raices durante el mes de
mayo) la heterogeneidad ambiental del suelo determina la probabilidad de encontrar que al
muestrear dos micorrizas estds pertenezcan a distintas especies.

Asi, el factor 1, compuesto por, el pH en agua, el pH en KCl, el porcentaje de carbono, representa
la salud del suelo para la diversidad de ectomicorrizas, es decir un sitio con contenido alto de C, N
y diversidad es un sitio con salud, mientras que uno con pH casi neutro permite una mayor
inmovilizacion (al tener una capacidad de intercambio catidnico baja) de cationes y por lo tanto

con menor salud. El factor 2 representa la produccion de raices durante el mes de octubre,
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indicando que a mas raices mayor diversidad (menor dominancia) al existir mayor cantidad de

sitios de colonizacién (Figura 28).
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Conclusiones

1.

Los analisis estadisticos multivariados, permitieron discriminar la existencia de parcelas
con caracteristicas de vegetacion similares (diez parcelas en total, de las 21 parcelas
establecidas), pero aun siendo las diez parcelas similares en vegetacion, presentaron un
gradiente en el ambiente eddfico.

Dentro del bosque monoespcifico de Abies religiosa, aun con caracteristicas arbdreas
similares, encontramos 87 especies de hongos ectomicorrizicos distribuidos
heterogéneamente en las parcelas, pero estos hongos tienen una diferente composicién
en la comunidad, dependiendo de la parcela en la que se encuentran, por lo tanto la
riqueza y la abundancia son variables al muestreo dentro de la parcela.

Las caracteristicas fisco quimicas del suelo producen un efecto diferencial sobre la
comunidad de hongos ectomicorrizicos, al estructurar de diferente forma a ésta. En la
variable edéfica, el factor principal es la salud del suelo (mayor porcentaje de Cy N, un pH
mas acido), y el factor 2 la biomasa de las raices en la época de lluvias. Estos dos factores
tienen un efecto promotor sobre la diversidad.

Existe heterogeneidad espacial de las caracteristicas suelo aun cuando las parcelas son lo
mas similares en cuanto a estructura arbdrea. Esto debido a la historia del desarrollo
particular del suelo (algunas mas desarrolladas que otras) en cada parcela de estudio. La
heterogeneidad del suelo, genera diferencia en la estructura de la comunidad de los
hongos, produciendo diferente diversidad en las parcelas y, por lo tanto en toda la

comunidad.
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Anexos
Anexo A. Conceptos de morfotipos

Naranja crema Naranja recta Dorada tortuosa Naranja
transparente
. B
%
Naranja tortuosa Rojo claro

Blanca manto Azul Rojo oscuro Naranja verde

plata recta Una barra completa equivale —
a 0.25 cm a 1x de aumento
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Anexo B. Abundancia absoluta por OTU

Especie # de secuencias

Chalara microchona 12

Clavulina sp. 1 5

Clavulina sp. 3 (aff. cinerea) 4

Cortinarius cf. ignipes 2

Cortinarius vernus 1

Genabea sp. 1 (aff. sphaerospora) 1

Genea sp. 2 (aff. harknessii) 3

Helvella sp. 1 13

Humaria sp. 2 (aff. hemisphaerica) 3

Hydnobolites sp. 1 (aff. cerebriformis) 4

Hydnotrya cerebriformis 1

llyonectria rufa 4

Inocybe lanatodisca 1

Inocybe sp. 2 1

Inocybe sp. 4 3

Inocybe sp. 7 (aff. geophylia) 1

Inocybe sp. 9 (aff. mixtilis) 4

Inocybe sp. 11 (aff. salicis-herbaceae) 1

Inocybe sp. 13 (aff. reisneri) 3

Inocybe sp. 15 (aff. serotina) 5

Inocybe sp. 17 (aff. inodora) 1

Inocybe sp. 19 4

Lactarius fennoscandicus 2
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Membranomyces spurius 51

Phaeocollybia sp. 1 (aff. sipei) 1

Phaeocollybia sp. 3 (aff. spadicea) 1

Pseudotomentella sp. 1 (aff. tristis) 1

Russula abietina 1

Russula americana 7

Russula firmula 12

Russula roseipes 6

Sebacina incrustans 1

Sebacina sp. 2 (aff. epigaea) 10

Sebacina sp. 4 3

Sebacinaceae sp. 1 4

Tarzetta sp. 1 7

Thelephoraceae sp. 1 39

Thelephorales sp. 1 3

Tomentella sp. 1 1

Tomentella sp. 3 10

Tomentella sp. 5 5

Tomentella sp. 7 2

Tomentella sp. 9 (aff. lateritia) 4

Trichophaea sp. 1 (aff. hybrida) 2

Verticillium leptobactrum 2

Las especies subrayadas no desarrollan ectomicorrizas
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Anexo C. Datos para el MANOVA- 05, los factores son la parcela y la linea, y las variables de respuesta son la distancia, Logio DAP, y Log;, Biomasa en peso seco (g) de raices mayo

Parcela Transecto Distancia (m) DAP (m) Biomasa en peso Logio DAP (m) Logio Biomasa en peso seco (g) de raices mayo
seco (g) de raices
mayo
1 1 6.158 0.5785 0.124 -0.23769664 -0.90657831
1 2 5.9075 0.5195 0.201 -0.28441445 -0.69680394
1 3 6.7495 0.5952 0.1553 -0.22533708 -0.80882854
2 1 5.869 0.5989 0.1176 -0.22264569 -0.92959268
2 2 6.396 0.5132 0.0916 -0.28971335 -1.03810453
2 3 5.078 0.5212 0.0916 -0.28299559 -1.03810453
10 1 6.4895 0.5096 0.0776 -0.29277058 -1.11013828
10 2 6.3895 0.4532 0.1606 -0.3437101 -0.79425446
10 3 6.311 0.5247 0.0656 -0.28008894 -1.18309616
25 1 5.5495 0.6148 0.1346 -0.21126614 -0.87095494
25 2 5.621 0.5487 0.2003 -0.26066504 -0.69831905
25 3 5.6675 0.5672 0.227 -0.24626378 -0.64397414
26 1 7.076 0.5368 0.3056 -0.27018749 -0.51484665
26 2 4.945 0.4898 0.126 -0.30998122 -0.89962945
26 3 6.6605 0.5369 0.1316 -0.2701066 -0.88074411
39 1 5.4945 0.4559 0.174 -0.34113041 -0.75945075
39 2 7.788 0.5253 0.154 -0.2795926 -0.81247928
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39

42

42

42

47

47

47

50

50

50

55

55

55

11

11

11

6.629

5.5475

5.7255

6.1885

5.7715

7.5735

5.596

5.3615

5.3545

5.644

5.7905

5.2975

6.4125

8.166

7.2815

5.8385

5.2215

4.38

5.1825

0.5915

0.5831

0.5027

0.5403

0.4427

0.5599

0.5134

0.5095

0.5307

0.5048

0.452

0.5088

0.4481

0.5627

0.5404

0.5406

0.5199

0.5381

0.511

0.2763

0.148

0.05

0.1626

0.1208

0.157

0.222

0.083

0.2436

0.1886

0.2403

0.1433

0.1366

0.154

0.1276

0.2503

0.067

0.118

0.1386

-0.22804525

-0.23425696

-0.29869111

-0.26736503

-0.35389048

-0.25188953

-0.28954414

-0.29285581

-0.27515091

-0.29688065

-0.34486157

-0.2934529

-0.34862506

-0.24972308

-0.26728466

-0.26712396

-0.28408018

-0.26913701

-0.2915791

-0.55861912

-0.82973828

-1.30103

-0.78887946

-0.91793307

-0.80410035

-0.65364703

-1.08092191

-0.61332272

-0.72445831

-0.61924623

-0.84375381

-0.8645493

-0.81247928

-0.89414933

-0.60153915

-1.1739252

-0.92811799

-0.85823677
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17

17

17

41a

4la

41a

41b

41b

41b

43

43

43

70

70

70

71

71

71

72

7.981

6.4475

7.5735

6.003

5.7115

4.365

5.2665

5.5835

5.2165

4.746

6.388

7.0255

6.809

3.595

7.565

7.4905

4.171

5.5645

4.392

0.5492

0.5261

0.4502

0.3904

0.3334

0.4459

0.2462

0.4141

0.4324

0.3993

0.44

0.4798

0.2993

0.2766

0.3273

0.2573

0.2548

0.3289

0.293

0.537

0.3923

0.603

0.136

0.2193

0.1783

0.106

0.2156

0.131

0.6003

0.191

0.0686

0.1153

0.164

0.0544

0.168

0.1464

0.4115

0.3641

-0.26026947

-0.2789317

-0.34659451

-0.40849019

-0.4770344

-0.35076253

-0.60871195

-0.38289477

-0.36411431

-0.39870069

-0.35654732

-0.31893976

-0.52389328

-0.55814782

-0.48505399

-0.58956021

-0.59380058

-0.48293613

-0.53313238

-0.27002571

-0.40638169

-0.21968269

-0.86646109

-0.65896137

-0.74884866

-0.97469413

-0.66635124

-0.8827287

-0.22163166

-0.71896663

-1.16367588

-0.93817069

-0.78515615

-1.2644011

-0.77469072

-0.83445892

-0.38563016

-0.43877932
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72

72

73

73

73

74

74

74

4.609

5.1505

8.915

4.726

5.6315

3.6965

6.6885

0.2266

0.3651

0.1906

0.6544

0.5247

0.0845

0.1024

0.0551

0.2619

0.1565

0.1859

0.1038

0.0837

0.0462

0.1845

-0.64474009

-0.43758817

-0.7198771

-0.18415671

-0.28008894

-1.07314329

-0.98970004

-1.2588484

-0.5818645

-0.80548566

-0.73072061

-0.98380265

-1.07727454

-1.33535802

-0.73400363
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Anexo D. Datos para la prueba de t de student q-0.05. los factores son la parcela y la linea, y las variables de respuesta son Log;o Biomasa en peso seco de raices (mayo), y Logio Biomasa en peso seco de raices (octubre).

Parcela Transecto Distancia DAP (m) Biomasa en Densidad g/cm’® Biomasa en peso seco (g) de raices Log;o Biomasa en peso seco (g) de raices Logi, Biomasa en peso seco (g)
(m) peso seco (g) de (octubre) (mayo) de raices (octubre)
raices (mayo)

1 1 6.158 0.5785 0.124 0.7046 0.117 -0.93181414 -0.90657831
1 2 5.9075 0.5195 0.201 0.6675 0.0739 -1.13135556 -0.69680394
1 3 6.7495 0.5952 0.1553 0.611 0.1291 -0.88907376 -0.80882854
2 1 5.869 0.5989 0.1176 0.6453 0.0452 -1.34486157 -0.92959268
2 2 6.396 0.5132 0.0916 0.5866 0.07 -1.15490196 -1.03810453
2 3 5.078 0.5212 0.0916 0.5288 0.099 -1.00436481 -1.03810453
10 1 6.4895 0.5096 0.0776 0.5141 0.5276 -0.27769521 -1.11013828
10 2 6.3895 0.4532 0.1606 0.5616 0.1422 -0.8471004 -0.79425446
10 3 6.311 0.5247 0.0656 0.6577 0.0962 -1.01682493 -1.18309616
25 1 5.5495 0.6148 0.1346 0.6919 0.0951 -1.02181948 -0.87095494
25 2 5.621 0.5487 0.2003 0.6253 0.167 -0.77728353 -0.69831905
25 3 5.6675 0.5672 0.227 0.55 0.1298 -0.88672531 -0.64397414
26 1 7.076 0.5368 0.3056 0.652 0.1732 -0.76145211 -0.51484665
26 2 4.945 0.4898 0.126 0.6769 0.1999 -0.69918721 -0.89962945
26 3 6.6605 0.5369 0.1316 0.664 0.2026 -0.69336056 -0.88074411
39 1 5.4945 0.4559 0.174 0.5704 0.1731 -0.76170293 -0.75945075
39 2 7.788 0.5253 0.154 0.494 0.2474 -0.6066003 -0.81247928
39 3 6.629 0.5915 0.2763 0.5229 0.1319 -0.8797552 -0.55861912
42 1 5.5475 0.5831 0.148 0.5787 0.1341 -0.87257122 -0.82973828
42 2 5.7255 0.5027 0.05 0.5999 0.1452 -0.83803338 -1.30103

42 3 6.1885 0.5403 0.1626 0.7035 0.1142 -0.9423339 -0.78887946
47 1 5.7715 0.4427 0.1208 0.5746 0.2541 -0.59499533 -0.91793307
47 2 7.5735 0.5599 0.157 0.508 0.3237 -0.4898573 -0.80410035
47 3 5.596 0.5134 0.222 0.641 0.3344 -0.47573373 -0.65364703
50 1 5.3615 0.5095 0.083 0.7384 0.2022 -0.69421885 -1.08092191
50 2 5.3545 0.5307 0.2436 0.8114 0.1028 -0.98800689 -0.61332272
50 3 5.644 0.5048 0.1886 0.6972 0.1936 -0.71309465 -0.72445831
55 1 5.7905 0.452 0.2403 0.7508 0.3098 -0.50891859 -0.61924623
55 2 5.2975 0.5088 0.1433 0.7322 0.0887 -1.05207638 -0.84375381
55 3 6.4125 0.4481 0.1366 0.797 0.219 -0.65955589 -0.8645493
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Anexo E. Tukey HSD test, del MANOVA,-o0s; para la variable Log;, Biomasa en peso seco de raices mayo. Los valores significativos estan subrayados.

Error: Entre MS = .04957, df = 39.000

Parcela

4l1a
41b

1

0.999

0.425

L = T = = S S S SN N

0.904

1

2
1

0.999

0.045

0.995

0.999

0.986

0.981

0.999

0.944

0.998

0.998
1

0.999

0.996

0.551

10

0.999

0.996

11

0.055
0.998
0.999
0.992

0.989

0.962
0.999

0.999

17
0.425
0.045
0.551
0.031
0.055

0.669
0.567
0.765
0.066
0.793
0.468
0.417
0.527
0.049
0.891
0.587
0.309
0.009
0.594
0.305

25

0.995

0.986

0.998
0.669

26

0.999

0.995

0.999
0.567

39

0.986

0.965

0.992
0.765

42

0.066
0.999

0.995

0.993

43

0.981

0.956

0.989
0.793

47

0.999

0.468

50

0.999

0.417

55

0.999

0.997

0.527

70

0.952
0.999

0.999

71

0.944

0.895

0.962
0.891

72

0.998

0.994

0.999
0.587

T = T S e S S =)

0.999

0.803
1
1

73

[ e S =

0.309

= T = T = T = R = S S S S =

0.956
1
1

74

0.904

0.829

0.009

0.74
0.817
0.652

0.623
0.881
0.908
0.845

1
0.501
0.803
0.956

0.799
0.957

41 a

0.998

0.994

0.999
0.594

T e S S =)

0.999

41b

[ e S S =

0.305

I = T S N N T e e e e

0.957
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Anexo F. Tukey HSD test, del MANOVA,-o0s; para la variable Logio DAP. Los valores significativos estan subrayados.

Error: Entre MS = .00639, df = 39.000

Parce

la

1

2

9

10

11

17

25

26

39

42

43

47

50

55

70

71

72

73

74

41 a

41b

1 2 9 10 11 17 25 26 39 42 43 47 50 55 70 71 72 73
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.979 1.000 1.000 0.999 0.020 0.005 0.010 0.785
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.996 1.000 1.000 1.000 0.037 0.010 0.019 0.902
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.994 1.000 1.000 1.000 0.032 0.008 0.017 0.879
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.159 0.049 0.092 0.998
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.070 0.019 0.038 0.969
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.113 0.033 0.064 0.992
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.952 1.000 1.000 0.998 0.013 0.003 0.007 0.692
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.074 0.021 0.041 0.974
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.073 0.020 0.040 0.972
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.997 1.000 1.000 1.000 0.040 0.010 0.021 0.911
0.979 0.996 0.994 1.000 1.000 1.000 0.952 1.000 1.000 0.997 1.000 1.000 1.000 0.600 0.284 0.434 1.000
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.126 0.038 0.071 0.994
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.089 0.025 0.049 0.983
0.999 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.998 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.316 0.116 0.200 1.000
0.020 0.037 0.032 0.159 0.070 0.113 0.013 0.074 0.073 0.040 0.600 0.126 0.089 0.316 1.000 1.000 0.912
0.005 0.010 0.008 0.049 0.019 0.033 0.003 0.021 0.020 0.010 0.284 0.038 0.025 0.116 1.000 1.000 0.637
0.010 0.019 0.017 0.092 0.038 0.064 0.007 0.041 0.040 0.021 0.434 0.071 0.049 0.200 1.000 1.000 0.800
0.785 0.902 0.879 0.998 0.969 0.992 0.692 0.974 0.972 0.911 1.000 0.994 0.983 1.000 0.912 0.637 0.800
1.82E- 1.82E- 1.82E- 1.82E- 1.82E- 1.82E- 1.82E- 1.82E- 1.82E- 1.82E- 1.82E- 1.82E- 1.82E- 1.82E- 1.84E- 1.98E- 1.87E-  1.82E-
04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04
0.614 0.772 0.737 0.983 0.896 0.958 0.512 0.907 0.904 0.787 1.000 0.968 0.932 0.999 0.976 0.804 0.919 1.000
0.244 0.374 0.341 0.777 0.537 0.679 0.182 0.556 0.551 0.389 0.996 0.711 0.607 0.935 1.000 0.987 0.998 1.000

41 a

0.614

0.772

0.737

0.983

0.896

0.958

0.512

0.907

0.904

0.787

1.000

0.968

0.932

0.999

0.976

0.804

0.919

1.000

1.000

41b

0.244

0.374

0.341

0.777

0.537

0.679

0.182

0.556

0.551

0.389

0.996

0.711

0.607

0.935

1.000

0.987

0.998
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Anexo G. Tukey HSD test, del MANOVA-o0s; para la variable Distancia.Los valores significativos estan subrayados.

Error: Entre MS =1.1863, df = 39.000

Parcela 1 2 9 10 11 17 25 26 39 42 43 47 50 55 70 71 72 73 74 4la 41b
1 1.000 1.000 1.000 0.993 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.967 1.000 1.000 1.000 1.000
2 1.000 0.994 1.000 1.000 0.967 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
9 1.000 0.994 1.000 0.655 1.000 0.979 1.000 1.000 0.996 1.000 1.000 0.945 0.996 0.999 0.992 0.494 1.000 0.926 0.914 0.912

10 1.000 1.000 1.000 0.981 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.934 1.000 1.000 1.000 1.000
11 0993 1.000 0.655 0.981 0.473 1.000 0.995 0.924 1.000 0.999 0.990 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.977 1.000 1.000 1.000
17 1.000 0.967 1.000 1.000 0.473 0.919 0.999 1.000 0.974 0.996 1.000 0.846 0.976 0.993 0.958 0.328 1.000 0.827 0.791 0.788
25 1.000 1.000 0.979 1.000 1.000 0.919 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
26 1.000 1.000 1.000 1.000 0.995 0.999 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.975 1.000 1.000 1.000 1.000
39 1.000 1.000 1.000 1.000 0.924 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.998 1.000 1.000 1.000 0.824 1.000 0.995 0.996 0.996
42 1.000 1.000 0.996 1.000 1.000 0.974 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.999 1.000 1.000 1.000 1.000
43 1.000 1.000 1.000 1.000 0.999 0.996 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.993 1.000 1.000 1.000 1.000
47 1.000 1.000 1.000 1.000 0.990 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.957 1.000 1.000 1.000 1.000
50 1.000 1.000 0.945 1.000 1.000 0.846 1.000 1.000 0.998 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
55 1.000 1.000 0.996 1.000 1.000 0.976 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.999 1.000 1.000 1.000 1.000
70 1.000 1.000 0.999 1.000 1.000 0.993 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.996 1.000 1.000 1.000 1.000
71 1.000 1.000 0.992 1.000 1.000 0.958 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
72 0.967 1.000 0.494 0934 1.000 0.328 1.000 0.975 0.824 0.999 0.993 0.957 1.000 0.999 0.996 1.000 0.925 1.000 1.000 1.000
73 1.000 1.000 1.000 1.000 0.977 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.925 0.999 1.000 1.000
74 1.000 1.000 0.926 1.000 1.000 0.827 1.000 1.000 0.995 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.999 1.000 1.000
4l1a 1000 1.000 0.914 1.000 1.000 0.791 1.000 1.000 0.996 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

41b 1.000 1.000 0.912 1.000 1.000 0.788 1.000 1.000 0.996 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
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Anexo H. Tukey HSD test, del MANOVA,-0s; para la variable Densidad. Los valores significativos estan subrayados.

Error: Entre MS = .00337, df = 18.000

2 0.848614 1 0.998601 0.816441 0.959336 0.996234 1 0.068888 0.04401

4 0.997327 0.998601 0.992431 0.995142 0.62868 1 0.987699 0.2556 0.175196

6 0.213704 0.959336 0.986194 0.62868 0.190808 0.565471 0.991383 0.006027 0.003786

8 0.713528 1 1 0.987699 0.673251 0.991383 0.976552 0.04159 0.026239

10 0.556594 0.04401 0.030114 0.175196 0.598131 0.003786 0.208625 0.026239 1

Anexo I. Tukey HSD test, del MANOVA,-0s; para la variable Log;, Biomasa en peso seco de raices (octubre). Los valores significativos estan subrayados.

.Error: Entre MS =.03634, df = 18.000

1 0.966261 0.763162 0.999838 0.777359 0.872383 0.999585 0.15339 0.964353 0.847222

3 0.763162 0.170731 0.969021 1 1 0.97905 0.954186 0.999892 1

5 0.777359 0.178569 1 0.973131 1 0.982114 0.948258 0.999928 1

7 0.999585 0.714587 0.97905 1 0.982114 0.995779 0.411734 0.999877 0.993228

9 0.964353 0.392968 0.999892 0.999673 0.999928 0.999999 0.999877 0.734632 0.999995
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