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Efectos de retroalimentacion suelo-planta en un
pastizal semiarido de Oaxaca, México.

Alumno: Valdés Villarreal Boullosa, Luis Fernando. Tutor: Dr. Carlos Martorell
Delgado

Resumen

Las plantas modifican el suelo al crecer en él: cambian el contenido de nutrientes y la microbiota. Los
efectos que esta biota tiene a su vez sobre las plantas suelen ser especificos y positivos o negativos. Los
efectos de estas modificaciones del suelo sobre las plantas de la misma especie que las provocé son
llamados efectos de retroalimentacidén suelo-planta (ERSP). Medi los ERSP en el desempefo de tres
especies de plantas de un pastizal semidrido e intenté identificar los mecanismos subyacentes. En las
especies Bouteloua chondrosioides, (Poaceae), Microchloa kunthii (Poaceae) y Richardia tricocca
(Rubiaceae) medimos, en condiciones naturales, el crecimiento y la supervivencia de plantas sembradas
en suelos preacondicionados por cada una de las especies de interés. En el laboratorio, esterilizamos y
fertilizamos el suelo para encontrar los mecanismos subyacentes a este efecto (microbiota y

agotamiento de nutrientes, respectivamente).

Se encontraron efectos negativos de retroalimentacién suelo-planta en las tres especies. Estos efectos
se manifestaron Unicamente en la supervivencia de las plantas, y variaron en gran medida a lo largo de
la ontogenia de las mismas. El experimento en laboratorio no arrojé resultados concluyentes sobre los
mecanismos primarios de accion de los ERSP. Sin embargo, los patégenos se postulan como la fuerza

primaria de los efectos de retroalimentacién en este pastizal.

Abstract

Plants modify soil nutrients and microbiota. This biota and soil nutrient composition affects plants
specifically and either in a positive or negative manner. The net effect of the changes in the soil
components on the plant species that caused them is called plant-soil feedback effects (ERSP). |
measured growth and survival in Bouteloua chondrosioides (Poaceae), Microchloa kunthii (Poaceae)
and Richardia tricocca (Rubiaceae), three herb species in a species rich semi-arid grassland. By
measuring these fitness components in preconditioned soils by either conspecifics or heterospecifics in

field settings, | calculated the feedback effect and assessed the possible causal mechanisms. In order to
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assess the mechanisms behind these effects, | measured in laboratory settings the growth and survival
differences between control and sterilized or fertilized preconditioned soils (for the microbiota and

nutrient depletion, respectively).

All three species suffered from negative feedback in their survival, but not in their growth, especially in
the long term. Also, the effects varied greatly in their magnitude and sign as the plants grew. The
laboratory experiment wasn’t conclusive about the mechanism behind the feedback effects, but
nonetheless, the literature and the field evidence point towards the microbiota as the main driver of

plant-soil feedback effects in these plant species.

Introduccion

La coexistencia de grandes numeros de especies ha intrigado a los ecdlogos durante décadas, ya que
este hecho contradice algunos principios tedricos fundamentales de la disciplina (Hutchinson 1961,
Chesson 2000, Middleton y Bever 2011). En las comunidades de plantas coexisten grandes nimeros de
especies sin que exista una aparente diferenciaciéon en sus requerimientos ecolégicos: dos especies de
plantas necesitan radiacion fotosintéticamente activa en distintas medidas y con distintas proporciones
de luz roja y luz azul, pero la competencia por los recursos sigue ocurriendo. El hecho de que exista una
gran diversidad de especies a pesar de haber recursos limitados — la “paradoja del plancton”
(Hutchinson 1961)— ha intrigado a los investigadores durante décadas. Es dificil plantear mas
claramente el problema que como lo han hecho Wilson y colaboradores (2012): ¢cémo es posible, si la
teoria del nicho tiene algo de razdén, que convivan 942 especies en una hectarea de bosque meséfilo, o
que coexistan 25 especies de hierbas en un decimetro cuadrado de pastizal? éLas especies pueden
diferenciarse ecolégicamente unas de otras tanto como para que no se excluyan mutuamente a lo largo
del tiempo? Todo esto ha provocado la busqueda empirica de mecanismos que permitan la coexistencia

de las especies de plantas.

El principio de Gause (1934) predice que las especies con requerimientos ecoldgicos similares tenderan
a desplazarse una a la otra hasta que la especie con la mayor tasa de crecimiento promedio domine
sobre las otras (Hubbell 2005). Esto ocurre Unicamente bajo ciertas condiciones: i) sélo un recurso es el
limitante, ii) las condiciones ambientales se mantienen constantes, iii) las condiciones ambientales son
homogéneas espacialmente y iv) las poblaciones tienen mecanismos de incrementar su tamafo cuando
son raras (Gause 1934). Como estos supuestos rara vez se cumplen en la naturaleza, el principio de

exclusion de Gause pierde fuerza cuando contemplamos un gran nimero de variables y dindmicas



realistas (respuestas no lineales, densodependencia negativa, heterogeneidad espacial y temporal;

Crawley 2007).

Usando como base el modelo de Lotka-Volterra de la interaccién entre dos especies con respecto a la
disponibilidad de un recurso, Chesson (1997, 2000) mostrd que dos especies pueden coexistir mediante
dos tipos de mecanismos: los estabilizadores y los igualadores. Los estabilizadores son aquéllos que,
mediante efectos densodependientes intraespecificos negativos (competencia, por ejemplo), no
permiten que una especie alcance las densidades necesarias para excluir a la otra. Los igualadores son
aquellos que disminuyen la magnitud de la diferencia entre las tasas de crecimiento entre las dos
especies, permitiendo la coexistencia por un tiempo finito pero potencialmente muy largo (Chesson
2000, Volkov et al. 2005, Comita et al. 2010). En su conjunto, la diferenciacion de los requerimientos
ecoldgicos entre especies y la magnitud de las fuerzas estabilizadoras determinan si habra coexistencia

(Chesson 2000).

Algunos estudios recientes resaltan el protagonismo de la competencia intraespecifica (Volkov et al.
2009, Comita et al. 2010, Martorell y Freckleton 2014), la heterogeneidad espacial y temporal (Chesson
2000, Casper et al. 2008), y las interacciones planta-patdgeno y planta-mutualista no sélo como
reguladores de las comunidades, sino también como mecanismos estabilizadores de la coexistencia
local de especies de plantas (Bever et al. 1997). Estos procesos, mediante la densodependencia
negativa especifica, regulan la densidad de las especies: mientras mayor sea la densidad de una
especie, mayor sera el efecto negativo; al no permitir que las plantas de una especie lleguen a la
densidad requerida para desplazar competitivamente a otra especie, los fendmenos de
densodependencia negativa pueden promover la coexistencia y la diversidad de especies en una
comunidad de plantas (Chesson 2000, Volkov et al. 2005). Los efectos de retroalimentacion suelo-planta

(ERSP) pueden subyacer a estos efectos (Bonanomi et al. 2005, Petermann et al. 2008).

Efectos de retroalimentacion suelo-planta

Las plantas modifican el suelo donde crecen: al consumir los recursos e incorporar al suelo metabolitos
y biomasa, las plantas provocan cambios biolégicos (Van der Putten y Peters 1997, Bezemer et al. 2006,
Singh et al. 2007), en la disponibilidad de nutrientes (Bezemer et al. 2006, Perkins y Nowak 2012) y
otros cambios fisicoquimicos en el suelo (Phillips 2009). Es decir, acondicionan el suelo. Dentro de la
infinidad de cambios fisicoquimicos que pueden provocar las plantas, los mas comunes son cambios en
la porosidad y estructura del suelo, en el contenido de materia organica, en el pH, en la capacidad de

retener agua, las temperaturas maxima y minima (Phillips 2009).



Los cambios en las caracteristicas bioldgicas del suelo, por parte de las plantas, consisten en la
acumulacidén de cierta micro y macrobiota especifica (Marschner et al. 2001, Kowalchuk y Buma 2002,
Singh et al. 2007). Entre ésta se ha reconocido especialmente a los enemigos naturales (patdgenos,
parasitos, depredadores de semillas, de frutos, flores, hojas, raices y tallos) y a mutualistas (hongos
micorrizégenos, bacterias fijadoras de nitrégeno, lombrices; Reynolds et al. 2003, De Deyn et al. 2003,

Petermann et al. 2008, Yamazaki et al. 2008, Garcia-Palacios et al. 2011).

Las plantas, a su vez, son afectadas por el suelo en el que viven. La influencia del ambiente edafico
sobre las plantas ha sido ampliamente documentada. La disponibilidad de nutrientes y agua es vital
para las plantas, y diferentes especies tienen distinto desempefio dependiendo del suelo en el que se
encuentren (Davies et al. 2005, Wacker et al. 2008). Incluso la capacidad competitiva de las plantas se
ve afectada por el sustrato (Petermann et al. 2008). En consecuencia, las caracteristicas del suelo tienen
un papel importante en la estructuraciéon de las comunidades de plantas que viven en él (Casper et al.

2008).

La influencia del componente bioldgico del suelo sobre la vegetacion no ha sido muy abordado, pero
estd ocurriendo un reconocimiento creciente del papel que juega la microbiota del suelo en el
desempeiio de las plantas, mediante procesos fisioldgicos, ecoldgicos y evolutivos (Breemen y Finzi
1998, Reynolds et al. 2003, Elgersma et al. 2012, Bever et al. 2012). Los procesos fisioldgicos incluyen al
crecimiento y a la reproduccion de un organismo vegetal, asi como su respuesta a condiciones abiéticas
desfavorables (Mittler 2006); procesos ecoldgicos como la depredacidn, la competencia y la infeccion
por patdgenos (Janzen 1970, Cintra 1997, De Deyn et al. 2003); procesos evolutivos como la adquisicién
de resistencia a patdgenos y los cambios en las interacciones entre plantas (van Breemen and Finzi
1998, McCarthy-Neumann 2008). Ademas, la influencia de la microbiota del suelo se ha postulado
como aceleradora de procesos de sucesidén, modulando las interacciones entre las especies y afectando
la densodependencia negativa (Van der Putten and Peters 1997, Petermann et al. 2008, Kulmatiski et al.
2008). Ya que muchas, si no la mayoria, de las especies de plantas provocan efectos especificos en la
microbiota del suelo que acondicionan, y que estos efectos retroalimentan el desempefio de las mismas
de forma positiva o negativa, se dice que ocurre un efecto de retroalimentacidon suelo-planta
(Petermann et al. 2008). Los efectos de retroalimentacion suelo-planta se traducen en procesos que

pueden afectar las interacciones en las poblaciones y en las comunidades de plantas (Reinhart 2012).

Los efectos de retroalimentacion suelo-planta (ERSP) resultan de la relacion reciproca entre las plantas y
el suelo, y son el producto de la presencia y actividad metabdlica de las plantas. Los ERSP se definen
como la diferencia en el desempefiio de una planta, resultante del acondicionamiento del suelo causado
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por la misma planta u otras de la misma especie. Cuando el desempeno de las plantas de la especie en
cuestién se ve beneficiado por el acondicionamiento del suelo por las mismas, se dice que hay ERSP
positivos. Cuando ocurre el caso contrario, se dice que hay ERSP negativos. En consecuencia, este
fendmeno sélo puede presentarse cuando hay cierta especificidad en los mecanismos que lo subyacen

(Bever 2003).

Especificidad

El acondicionamiento fisicoquimico del suelo suele provocar efectos poco especificos en las plantas
(Aerts y Chapin Il 1999). Los enemigos naturales y los mutualistas varian en la especificidad de su
asociaciéon con las plantas, desde los mas generalistas (invertebrados, hongos micorrizégenos
arbusculares) hasta los mas especificos (patdgenos intracelulares, hongos ectomicorrizégenos; Bever et
al. 1997, Petermann et al. 2008). Una asociacion que no es totalmente especifica también puede
provocar efectos de retroalimentacién, como es el caso de la micorriza arbuscular. La distribucién
diferencial de los hongos en los tejidos vegetales y la intensidad de la colonizacidon parecen ser
dependientes de la especie de planta asociada; esto puede provocar por si mismo efectos de
retroalimentacidn, ya que las plantas de una especie particular tendran un mejor desempefio en la
cercania de otras plantas de la misma especie; es decir, densodependencia positiva (Helgason et al.

2002).

Tres requisitos deben cumplirse para que los ERSP promuevan la coexistencia: (i) que los organismos
asociados presenten un grado de especificidad, (ii) que los efectos sean mas fuertes en las especies

dominantes que en las raras vy (iii) que sus efectos sean negativos y densodependientes (Gilbert 2005).

Retroalimentacion positiva y negativa

Los ERSP pueden tener efectos tanto positivos (Fitzsimons y Miller 2010) como negativos (Bonanomi et
al. 2005, Reinhart 2012) sobre las plantas. Algunas especies de pinos, por ejemplo, requieren de la
asociacion de ectomicorrizas para poder germinar y establecerse. Es mds probable que las plantas de
una de estas especies se asocien a los mutualistas en zonas mds densas de estos pinos, quienes ya han
enriquecido el suelo con esporas, que en zonas mas lejanas a los pinos adultos, o bien, menos densas
(Rejmanek y Richardson 1996). Esto es un caso de retroalimentacidn positiva, ya que la presencia inicial
de los pinos permitiéd la acumulacién de mutualistas, con lo que se ven beneficiados los nuevos
organismos de la misma especie. Por el contrario, en los monocultivos, como se acostumbra en la
agricultura moderna, suele disminuir la produccidn del cultivo después de un periodo corto de tiempo.

Esto es debido, entre otras razones, a que se establece una comunidad muy activa de patdgenos



especificos que afectan el desempefio subsecuente de las plantas de la especie cultivada (Bever et al.

1997, Casper et al. 2008, Garcia-Palacios et al. 2011, Kulmatiski et al. 2011).

La evidencia de ERSP

Se han encontrado ERSP en diversos ambientes; entre ellos, bosques tropicales (Cintra 1997, Stevenson
2006, McCarthy-Neumann y Kobe 2010, Swamy y Terborgh 2010), bosques templados (Lambers y Clark
2003, Yamazaki et al. 2008, Miller 2009, Wang et al. 2010) y pastizales o praderas (Casper et al. 2008,
Liancourt et al. 2009, Fitzsimons y Miller 2010, Garcia-Palacios et al. 2011, Kulmatiski et al. 2011,
Middleton y Bever 2011).

Los ERSP parecen jugar un papel importante en el caso de los pastizales. Por ejemplo, la magnitud y el
signo de los ERSP en una comunidad de pastizal canadiense estan muy relacionados con el nivel de
rareza de las especies. Las especies de plantas con mayor abundancia relativa fueron las que tuvieron
efectos de retroalimentacion positivos, mientras que las especies raras (i.e. las de menor abundancia)

tendieron a sufrir efectos de retroalimentacién negativa (Klironomos 2002).

Un meta-analisis de 329 experimentos de 45 estudios independientes con especies de pastizales
encontré que los ERSP son en su mayoria negativos, aunque los efectos varian segun las caracteristicas
de la especie (formas y ciclos de vida) y del experimento (en campo, en laboratorio, en invernadero;
Kulmatiski et al. 2008). Las especies de plantas anuales presentan efectos mas negativos que las
perennes; los pastos y las hierbas suelen tener ERSP negativos, y los arboles parecen no experimentar
ERSP, aunque por ser pastizales, los arboles y arbustos son poco abundantes. Esto podria ser porque el
cociente vdstago-raiz suele ser menor en las hierbas; es decir, el area de las raices es
proporcionalmente mucho mayor que la de los érganos por encima del suelo, y en consecuencia estan
mas expuestas al ataque de patdgenos del suelo (Morris et al. 2007). Los experimentos en invernadero
resultan en ERSP mas negativos que experimentos en el campo, quizd porque los experimentos en
laboratorio utilizan en su mayoria monocultivos, lo que exagera el efecto neto de los ERSP (Morris et al.
2007). Ademas, los experimentos manipulativos encuentran efectos mdas negativos de

retroalimentacidn que los experimentos naturales (i. e. no manipulativos; Kulmatiski et al. 2008).

Se ha encontrado evidencia mas contundente de efectos positivos de retroalimentacion en zonas con
condiciones desfavorables (desiertos, pastizales calcareos, bosques con suelo acido, comunidades en
suelos contaminados con metales pesados) que en zonas templadas (Ehrenfeld et al. 2005). Algunos
han teorizado que los ambientes abidticamente estresantes favorecen la evolucidn de caracteristicas en

las plantas que provocan efectos de retroalimentacidén positiva (Breemen y Finzi 1998). Las plantas



suelen priorizar los componentes de su desempefio; por ejemplo, se ha visto que diferentes fuentes de
estrés pueden provocar una interaccién no aditiva en la respuesta de la planta a éstas. Las plantas
sometidas a periodos extensos de estrés por calor suelen tener respuestas deficientes de defensa
contra patdégenos. El caso contrario, algunas plantas expuestas a estrés por rayos UV se ven favorecidas
en su defensa contra los patdgenos (Mittler 2006). Incluso hay quien considera que deberian tomarse a
los efectos de retroalimentacién como una extensidn del fenotipo. Si consideramos que debido a que (i)
las plantas interacttian tanto con el suelo (mediante los mecanismos ya mencionados) y a que (ii) esta
interaccion tiene el potencial de afectar significativamente su desempefio, la parte del fenotipo que
regula y promueve la interaccién con el suelo debe estar sujeta a seleccion. Es decir, podriamos estudiar
los efectos de retroalimentacién como marcas fenotipicas y como resultado de procesos evolutivos con

sefiales filogenéticas (Phillips 2009).

Los experimentos en laboratorio han sido utiles para descubrir los mecanismos que subyacen a los
ERSP. Por ejemplo, se han utilizado distintas técnicas de esterilizacion selectiva o total de los suelos
acondicionados para medir la contribucién a los ERSP por parte de hongos (patégenos, de vida libre y
micorrizégenos), bacterias (patdgenas, mutualistas o de vida libre) y hasta artropodos y nematodos (De
Deyn et al. 2003, Petermann et al. 2008). De similar manera se ha utilizado la fertilizacidn de los suelos
como herramienta para medir la contribucidon a los ERSP del agotamiento especifico de micro y
macronutrientes (Ehrenfeld et al. 2005, Petermann et al. 2008, Wacker et al. 2008). Ademas, se ha
usado el carbén activado para eliminar cualquier efecto de metabolitos alelopaticos en el suelo sobre

las plantas (Petermann et al. 2008).

Otras teorias relacionadas

Los patrones generados por los ERSP negativos son indistinguibles de los patrones generados por los
efectos tipo Janzen-Connell, e incluso se utilizan estos nombres indistintamente en la literatura
(Petermann et al. 2008). Ambas teorias se basan en principios similares: (1) las plantas adultas han
modificado las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del medio circundante. (2) Esta alteracion
tiene un efecto negativo sobre las plantas vecinas, y (3) puede afectar a plantas de cualquier especie, o

bien, afectar Unicamente a la especie que los provocé (Janzen 1970).

La hipodtesis de Janzen-Connell analiza un mecanismo que podria permitir la alta diversidad de especies
gue observamos hoy. Janzen planted que: (1) la relacion entre la distancia a adultos de una especie y la

abundancia de sus semillas es inversa y (2) que estas semillas son una fuente importante de nutrientes
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para una serie de depredadores o parasitos asociados a los arboles adultos de la misma especie (Clark
1984). Esto resultaria en que la probabilidad de que una plantula “escape” a la herbivoria o infeccidn
por parte de los enemigos naturales, aumentaria en funcién de la distancia a los adultos de la misma
especie (Janzen 1970, Connell 1971). Ademas, Janzen abordd los diferentes procesos que serian
importantes para que se cumpliera lo predicho: que los enemigos naturales se acumularan cerca o
sobre las plantas progenitoras y que éstos fueran especificos en sus presas u hospederos. Si esto ultimo
no sucediera, depredarian de igual manera a las semillas de cualquier especie, de tal suerte que la
probabilidad de escape dependeria de la distancia a cualquier arbol (en el caso extremo, las semillas
solo podrian sobrevivir fuera del bosque; Janzen 1970). De esta forma, las especies muy abundantes se
verian perjudicadas, mientras que las especies poco abundantes podrian establecerse dondequiera. Al
regular la abundancia relativa y no permitir la exclusién competitiva, este mecanismo de
densodependencia negativa permitiria la coexistencia de un gran nimero de especies (Chesson 2000,

Wilson 2011).

A pesar de que la hipétesis de Janzen-Connell fue revolucionaria, otros investigadores tales como Paine
habian planteado previamente ideas similares, como el hecho de que si hubiera algo que disminuyera a
largo plazo la densidad y dominancia (en sus palabras, monopolizacion) de una especie en una
comunidad, esto promoveria la coexistencia de las especies al disminuir la probabilidad de la exclusién
competitiva. Paine se enfocé al estudio de la diversidad de animales y propuso que la diversidad local
de éstos esta relacionada con la diversidad de depredadores presentes en el sistema y la eficiencia de

éstos (Paine 1966).

El fendmeno de retroalimentacion suelo-planta tiene el potencial de ser una teoria con alto poder
explicativo de la diversidad de especies existente (Mills y Bever 1998, Kulmatiski et al. 2008, Petermann
et al. 2008, Reinhart 2012), y es particularmente importante evaluarlo en un pastizal rico en especies,
ya que es en estos sistemas donde los ERSP parecen ser comunes e importantes. Y, debido a que las
plantas con estrés hidrico o por calor suelen responder peor a los patégenos que las plantas con otros
tipos de estrés (Mittler 2006), es importante medir los ERSP en ecosistemas semiaridos. En un sistema
con tales caracteristicas, estudiado por Martorell y Freckleton (2014), las interacciones entre plantas
gue son las mds importantes (i. e. de mayor impacto poblacional) son negativas e intraespecificas, lo
que puede ser resultado de la competencia, pero también es consistente con ERSP negativos. El
presente trabajo estudié el mismo sistema, y es probable que la alteracién de las caracteristicas
bioldgicas y/o fisicoquimicas del suelo por parte de las plantas de este sistema provoque ERSP

negativos sobre las mismas.
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En este trabajo evalué los efectos de la retroalimentacion suelo-planta en el desempefio individual de
tres especies de plantas con forma de vida herbacea. En particular, me planteé las siguientes preguntas
de investigacién: ¢Qué tanto afecta la retroalimentacién suelo-planta al desempefio? ¢Cuales son los

mecanismos subyacentes? ¢Son estos efectos de caracter especifico?

Objetivo general
e Medir la intensidad de los efectos de retroalimentacién suelo-planta en el crecimiento y la

supervivencia de tres especies de un pastizal semidrido e identificar los mecanismos

subyacentes.

Objetivos especificos
e Cuantificar los efectos de retroalimentacién suelo-planta en el crecimiento y la supervivencia

de las tres especies en el campo y en condiciones controladas.
e Determinar si los efectos de retroalimentacion suelo-planta son resultado de la acumulacién de

la microbiota o del agotamiento de nutrientes.

Métodos

Zona de estudio

Realicé el estudio en un pastizal semidrido con una alta riqueza y densidad de especies (alrededor de
200 especies y hasta 22 especies/dm?), en el municipio de Concepcidn Buenavista, Oaxaca, México. En
este pastizal, los suelos son muy someros (generalmente de profundidad menor de 30 cm) y la roca
madre —de toba andesitica— se encuentra expuesta en gran parte de los montes (Cruz Cisneros y
Rzedowski 1980). La temporada de lluvias se presenta entre junio y septiembre, con una marcada
estacionalidad. La precipitacion anual promedio del sitio es de 579 mm y la temperatura anual
promedio es de 16.3 °C (Martorell y Freckleton 2014). El experimento fue montado en un terreno

cercado de media hectarea a una altitud de 2260 m.

Especies en estudio

Escogi para el estudio tres especies focales: Richardia tricocca (Torr. & A. Gray) Standl. (Rubiaceae),
Microchloa kunthii Desv. (Poaceae) y Bouteloua chondrosioides (Kunth) Benth. ex S.Watson (Poaceae),
las cuales se caracterizan por ser plantas perennes (con un ciclo de vida de mas de dos afios), de menos
de 8 cm de altura y localmente abundantes. De esta manera, los ERSP podrian haberse acumulado en

las parcelas por bastante tiempo y por lo tanto ser mas facilmente detectables. Las plantas de las tres
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especies crecen cespitosamente (crecen mas en superficie que en altura) en el campo. R. tricocca crece
radialmente con sus tallos paralelos al suelo, formando parches circulares de 5-10 cm de didmetro que
cubren en un 50-80 % la superficie. B. chondrosioides forma tapetes (que ocupan varios metros
cuadrados de area) que en la temporada seca se deshidratan casi completamente; en la siguiente época
de lluvias gran parte se rehidrata. Estos tapetes dificultan el crecimiento de otras especies dentro de
ellos, pues cubren en su totalidad el suelo que ocupan. M. kunthii forma pequefios macollos (que
ocupan 1-5 cm de didametro) aislados por unos cuantos centimetros cuando hay alta densidad. Estas
hierbas practicamente no crecen en altura en esta localidad. Por estas razones, estimamos el tamafio
de las plantas de las tres especies en funcidn de su cobertura, y esa fue junto con la supervivencia, las
variables del desempefio que seleccionamos. En el laboratorio, las plantas crecieron de forma erecta,

por lo que medimos el tamafio de las plantas como un volumen en vez de un area (ver abajo).

Disefio experimental

Realicé dos experimentos: uno en campo y otro en laboratorio. El experimento de campo fue con el fin
de detectar los efectos de retroalimentacion en condiciones naturales. Muchos otros experimentos se
han llevado a cabo en condiciones controladas, lo cual puede derivar en resultados poco realistas. El
objetivo del experimento en laboratorio era evaluar en qué medida la microbiota especifica y el

agotamiento de nutrientes actuaban como mecanismos causantes de los ERSP.

Experimento en campo: Con el fin de poder distinguir ERSP en condiciones naturales, realicé un disefio
de siembras reciprocas. Cada Especie (factor con tres niveles: Bouteloua chondrosioides, Microchloa
kunthii, Richardia tricocca) fue sembrada en el Suelo donde crecian las otras (factor con tres niveles: B.
chondrosioides, M. kunthii, R. tricocca, identificados con el nombre de la especie que los ocupaba
naturalmente), dando un total de 9 tratamientos con 20 réplicas (Parcelas) cada uno, con un total de
180 parcelas (unidades experimentales). El total de unidades muestrales (semillas sembradas) fue de
2040.

Una parcela de 10 x 10 cm fue considerada como perteneciente a alguno de los niveles del factor
Suelo, si tenia, antes de iniciar el experimento, una cobertura de mas del 50 % de una de las especies, y
las otras dos especies estaban ausentes. De este modo traté de elegir sitios con suelo previamente
acondicionado por cada especie. La cobertura antes del experimento fue medida con cuadros
cuadriculados de acetato de 10 x 10 cm con 25 divisiones de 2 x 2 cm (celdas). Para obtener la
cobertura de una especie en una parcela, conté todas aquellas celdas que tenian mas de la mitad
ocupada por la misma. Tras identificar las parcelas, se marcaron con clavo e hilos, y luego de la
asignacion aleatoria de tratamientos (factor Especie) se quitd toda la vegetacidon de las parcelas. En
cada cuadro se colocaron ocho tubos de metal galvanizado de 1 cm de didmetro. Sembré una semilla
por tubo, con el fin de poder ubicar a las plantulas germinadas y evitar que las semillas fueran
arrastradas por el agua tras las lluvias. Todas las semillas (680 semillas por especie) se sembraron el
mismo dia (2 de julio de 2011), cuando iniciaron las lluvias. Las semillas que sembré fueron colectadas y
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desinfectadas (fungicida “Captan” al 3 %) al terminar la época de lluvias del afio anterior (de octubre a
enero de 2010). En cada parcela sembré ocho semillas separadas de una sola especie. Consideré que la
distancia de separacion a las que fueron sembradas era suficiente para que no interactuaran, de
acuerdo al tamafio y al acomodo de las raices de las plantas jovenes de estas tres especies.

Tomé datos tanto de supervivencia como de germinacién y de cobertura. Las mediciones de
supervivencia fueron hechas con base en la presencia o ausencia de las plantas, a menos que
estuvieran completamente secas, en cuyo caso se contaron como muertas. La cobertura de las plantas
sembradas la obtuve midiendo con un vernier electrénico el diametro mayor del area ocupada por la
planta (a) y el didmetro perpendicular a éste (b), y calculando el drea de una elipse (rtab/4).

Registré la supervivencia y la germinacidon cada dos semanas durante la temporada de lluvias, y cada
dos meses aproximadamente de enero a noviembre de 2011; un total de trece mediciones de cada
variable. También medi la cobertura cada cuatro semanas durante la época de lluvias (de julio a
noviembre) y otra vez en noviembre de 2012; dando un total de cinco mediciones de cobertura.

Experimento en laboratorio: colecté suelo de la misma localidad (Municipio de Concepcidon Buenavista,
Oaxaca). El criterio de colecta del suelo fue con base en la cobertura aproximada de las plantas, tal y
como en el experimento anterior. Colecté aproximadamente 20 | por tipo de suelo procedente de los 5—
10 cm superiores, pues en el laboratorio usaria un volumen determinado de esta tierra. Almacené la
tierra colectada en bolsas de plastico negras y la tamicé (tamiz de 1 cm?) para eliminar las piedras.

Con el fin de distinguir los mecanismos por medio de los cuales pueden ocurrir los ERSP procesé el
suelo tres formas distintas, resultando en el factor Condicién con tres niveles (Control, Esterilizado,
Fertilizado), que estd cruzado con los factores Especie y Suelo. Si el efecto de retroalimentacion ocurre
primordialmente a través de los patdgenos o por microorganismos mutualistas especificos, al esterilizar
el suelo desapareceria el efecto (ya fuese éste positivo o negativo). De forma similar, si el mecanismo
detrds de los ERSP es el agotamiento de los nutrientes en el suelo, al fertilizar el suelo desapareceria el

efecto. Estas dos condiciones del suelo se compararon con el control que fue tratado igual a las otras

condiciones en todos los aspectos posibles excepto la fertilizacidn o esterilizacién.

Esterilicé después un tercio de la tierra de cada tipo de suelo y se fertilizé otro tanto. La esterilizacidn se
realizd en autoclave a 120 °C durante 20 minutos. Para la fertilizacidon se utilizé fertilizante sdlido
homogeneizado “triple 17” (1.86 g de fertilizante por litro de tierra: la mitad de la cantidad indicada en
el producto, el cual contiene superfosfato triple de calcio, urea, cloruro de potasio y fosfato de amonio).
El suelo se colocd en macetas de cartdn cilindricas de 118 cm? de la siguiente forma: 70 ml de tierra por
maceta, 40 macetas por cada tipo de suelo y condicidn (40 x 3 x 3 = 360 macetas). De esta forma se

controld la profundidad del suelo (7 cm).

Las semillas para este experimento las colecté al terminar la temporada de lluvias, en noviembre de

2011, y a la mitad de la temporada de secas, en febrero del 2012. Antes de ponerse a germinar, a las
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semillas de Richardia tricocca se les sumergié en una solucién de fungicida (Captan al 3 %) porque
tardan mas de una semana en germinar y el tiempo promedio de infeccién por parte de hongos y
bacterias en el agar fue de aproximadamente una semana. A las semillas de Bouteloua chondrosioides y
Microchloa kunthii, que germinaron en un par de dias, no se les aplicé fungicida. Se colocaron 300
semillas de cada especie en agar-agar al 1 % en una cdmara de ambientes controlados con un
fotoperiodo y temperaturas de 12 horas luz a 29 °C, 10 horas obscuridad a 14 °C y una hora de
transicién entre cada periodo. Estos parametros fueron establecidos con base en las temperaturas
registradas en el campo el afio anterior. Al emerger la radicula, las semillas se trasplantaron a la maceta

correspondiente. Los tratamientos fueron asignados al azar.

A las macetas cuyas plantulas no hubieran sobrevivido siete dias después del transplante se les
trasplantd otra plantula. Esto es importante, ya que el trasplante para cualquier planta es un evento
altamente estresante y que por si mismo causa mortalidad; si tomaramos estos datos como respuesta
al tipo y condicion del suelo, estariamos confundiendo las causas de la mortalidad. Después de este

plazo, la mortalidad fue tomada en cuenta como variable de respuesta.

Coloqué las macetas en la camara de ambientes controlados (Percival Scientific Series 982
Microprocessor) a la misma temperatura y fotoperiodo mencionados. Esta cdmara tiene cuatro repisas,
cada una de las cuales tiene su fuente de luz. El control de la humedad relativa es para toda la cdmara.
Coloqué las macetas en charolas de plastico, con el fin de que el agua de una maceta, si escurria, no
entrara en contacto con otras macetas, contaminandolas con su microbiota o enriqueciendo la tierra. El
acomodo fue aleatorio, cuidando que todos los tratamientos estuvieran equitativamente representados

en todas las repisas y charolas.

Regué cada maceta con jeringas de 5 ml a capacidad de campo. Consideré que ésta era la medida mas
adecuada porque los diferentes tipos de suelo tienen distinta retencion del agua; el regar con la misma
cantidad de agua provocaria que la cantidad de agua disponible fuera un factor de confusidn. Regué en
un principio todos los dias y paulatinamente separando mas los momentos de riego hasta regar cada

dos dias, con el fin de imitar las condiciones de la localidad.

Conté el numero de plantulas vivas y su cobertura cada semana, con el fin de calcular su supervivencia
y crecimiento. La Unica diferencia con las mediciones en campo es que ademas de la cobertura de las
plantas, medi la altura. Hice esto porque las plantas crecieron mucho mas en altura que en el campo.
Medi cinco veces cada variable durante tres meses, cuando el experimento debid suspenderse debido a

una falla en el equipo. La mortalidad causada por esta falla no fue considerada en los analisis.
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Andlisis de resultados

Realicé anadlisis de medidas repetidas utilizando modelos lineales de efectos mixtos y modelos lineales
generalizados de efectos mixtos con el programa R (R Core Team 2012) y el paquete Ime4 (Bates 2010)
para efectos mixtos. Utilicé la funcidn Imer dentro de este paquete. Los modelos de efectos mixtos
permiten un analisis que involucra tanto factores fijos como aleatorios. Para los factores fijos se estimé
el intercepto, en el caso de variables categéricas, o la pendiente de la linea, en el caso de las
covariables. El introducir variables aleatorias en el modelo permite separar la variabilidad individual de
los organismos, el ambiente (parcela o charola) y el tiempo (fluctuaciones en las condiciones climaticas
o de la cdmara). Asimismo, el analisis de medidas repetidas permite tomar en cuenta la autocorrelacion
de los datos de un mismo individuo a través del tiempo, o bien, segin el tamafno. Al explorar los
primeros modelos descubrimos que los modelos que incluian al tamafio del individuo (en la medicion
anterior) tenian, sin excepcion, un valor de AIC mucho menor (AAIC > 4) que el modelo nulo (el que sdlo
consideraba los factores aleatorios). Por esta razdn inclui como covariable al tamafio en todos los

modelos excepto el nulo.

En el andlisis, el tamafio en la medicidn previa, el suelo y la condicién se designaron como factores fijos,
pues son variables replicables cuyos efectos queriamos conocer; las variables, individuo, parcela, repisa
y fecha de la medicion fueron designadas factores aleatorios porque son fuentes de variacion aleatoria

(no controlada) e irrepetible.

Utilizando los datos de laboratorio, asi como los de la primera temporada de crecimiento (fechas) en
campo, analicé la supervivencia y el crecimiento como medidas del desempefio para poder detectar los

ERSP. Empleé una distribucion tipo normal para el andlisis del crecimiento y una distribucién tipo

binomial para el andlisis de la supervivencia. Transformé los valores de tamafio con el logaritmo natural
para homogeneizar las varianzas. Finalmente, presento los andlisis de crecimiento como el efecto del
tamafo en la tasa relativa de crecimiento, calculada como el cociente de la diferencia entre los
logaritmos naturales de los tamafios de cada individuo entre el nimero de dias transcurridos entre el
par de mediciones:

InTy, —InTg,_,

TRC, = —
ti—tiq

Donde TRC; es la tasa relativa de crecimiento en el tiempo ty T es el tamafio en determinado momento.

Formulé los modelos con los factores e interacciones que consideré relevantes en los experimentos en

campo y en laboratorio. Seleccioné un total de cuatro modelos para los datos del experimento en
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campo (modelos 1-4, Anexo 1), y 22 modelos para los datos del experimento en laboratorio (modelos 1-
22, Anexo 1; los primeros 4 modelos son los mismos empleados para el experimento de campo). Bajo
los modelos 1 y 2, no hay efectos de retroalimentacion. EIl modelo 1 sdlo considera los factores
aleatorios (individuo, parcela o repisa y fecha). El modelo 2 explica el crecimiento y la supervivencia con
base en el tamafo de las plantas. Todos los demds modelos incluyen al tamafio como variable
explicativa. Los modelos 3 y 4 explican la variacién en la supervivencia o crecimiento como un efecto
del suelo, y el modelo 4 considera que los efectos del suelo sobre la planta varian a lo largo del
desarrollo de la misma. Bajo la familia de modelos del 5 al 10 no habria efectos de retroalimentacidn; la
microbiota y los nutrientes son los que explicarian las diferencias en el desempefio. Los modelos 5y 6
solo consideran a la microbiota, mientras que 7 y 8 consideran Unicamente a los nutrientes y 9 y 10
consideran a ambas variables. La familia de modelos del 11 al 16 es basicamente igual a la familia
anterior, pero el suelo es considerado como factor y son incorporados los efectos combinados del suelo
y los otros factores asociados. La ultima familia de modelos, del 17 al 22, es igual a la familia anterior,

pero no considera los efectos combinados de los distintos factores.

Creé un modelo Unico (modelo ponderado) que incluyera a todos los modelos segun el apoyo
evidencial de cada uno. Para cada una de las tres especies y por cada componente del desempefio
realicé dos modelos ponderados: uno con los datos de campo y uno con los de laboratorio. De cada
modelo, segln su valor de AIC (Criterio de informacién de Akaike), calculé un peso de Akaike (W) de la

siguiente forma:

e_(AAZICi)

Z{'{:l e_(AAZICi)

Wi =

donde AAIC; es la diferencia absoluta entre el valor de AIC del iésimo modelo y el valor minimo de AIC
obtenido al analizar todos los modelos ajustados. Cada uno de los pardmetros de los modelos (por
ejemplo, el estimado del efecto del tamafio sobre la tasa relativa de crecimiento) se ponderd
multiplicandolo por el peso W correspondiente. Los pardmetros del modelo ponderado se obtuvieron al

sumar los valores ponderados de los pardmetros de todos los modelos (Burnham 2004).

De esta manera, pudimos tomar en cuenta todos los modelos y ponderarlos de acuerdo al apoyo
evidencial (i.e. W de Akaike) que tuvieran. A medida que el valor de AAIC de un modelo aumenta, su
peso disminuye rapidamente y, por lo tanto, su aporte al modelo ponderado se vuelve rapidamente
menor, pero no nulo. Este método se conoce como inferencia multimodelo (Multimodel inference;

Burnham 2004).
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Ademas de estos andlisis, realizamos un anadlisis de riesgos proporcionales de Cox para analizar la
supervivencia de las plantas en los diferentes suelos durante los dos afos del experimento en campo.

Hicimos estos modelos con la funcidon Coxph del paquete Survival en R.

En el experimento en campo, tanto para el andlisis de efectos mixtos del crecimiento como para el de
supervivencia, utilicé al suelo (B. chondrosioides, M. kunthii y R. tricocca) como factor fijo y al tamafio
anterior (T, ) como covariable, ya que en las plantas, el crecimiento y la probabilidad de supervivencia
suelen depender del tamafio. La probabilidad de supervivencia de una planta suele aumentar con el
tamafio (Casper y Castelli 2007; Hunt 1982; Metcalf et al. 2003), exceptuando las muertes por esfuerzo
reproductivo en las especies anuales y en las monocarpicas. De forma contraria, la tasa relativa de
crecimiento suele disminuir con el tamaiio, probablemente porque la proporcion de tejido fotosintético
con respecto al tejido total disminuye con el aumento en el tamafio (Delagrange et al. 2004). Ademas,
la sensibilidad de las plantas al estrés de distintas fuentes y la naturaleza de sus interacciones suelen

cambiar a través de la ontogenia de la planta (Boege y Marquis 2005, Valladares y Niinemets 2008).

Como factores aleatorios se incluyeron al tiempo, a la parcela y al individuo. Por su naturaleza y por la

insuficiencia de unidades muestrales, consideré su efecto aleatorio iUnicamente en los interceptos.

En el experimento en laboratorio, en ambos analisis tomé al suelo y a la condicién (C: control,

esterilizado, fertilizado) como factores fijos, y al tamafio previo (Tti—l) como covariable.

Consideré a los factores tiempo, repisa, maceta e individuo como aleatorios. Dado que algunos focos
dejaron de servir por un dia en algunas repisas y la humedad varid drasticamente entre las repisas de la
camara de germinacién en la que se realizé el experimento, consideré a la repisa como un factor

aleatorio y Unicamente en los interceptos.

Resultados

A continuacidn se presentan los modelos ponderados, resultado de las inferencias multimodelo de cada
analisis. Se anexan al final del trabajo los Cuadros con la descripcidn y la seleccion de modelos con los
pesos de Akaike (W). Los modelos de crecimiento de las plantas estdn expresados como la tasa relativa
de crecimiento (TRC) de acuerdo al tamaifio de las mismas. Considero que ocurre un efecto de
retroalimentacidn suelo-planta (ERSP) cuando hay una diferencia entre el desempefio (tasa relativa de
crecimiento o supervivencia) de las plantas en el suelo acondicionado por la misma especie (suelo
propio) y el desempefio en cualquier otro suelo (suelo ajeno). Los ERSP son positivos cuando el
desempeno en el suelo propio es superior al de los suelos ajenos, y negativos cuando ocurre lo
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contrario. Si el desempefio de las plantas mejora cuando éste es esterilizado (comparado con el
control), se puede decir que hay ERSP negativos causados por la microbiota; en caso contrario, se dice
qgue hay ERSP positivos. De igual manera, si el desempefio de las plantas mejora cuando éste es
fertilizado (comparado con el control), se puede decir que hay ERSP negativos causados por el

agotamiento de nutrientes; en caso contrario, se dice que hay ERSP positivos.

Experimento en campo

El crecimiento de las plantas de las tres especies en el campo no fue afectado de manera importante
por ningun otro factor mas que el tamafio de las plantas (Fig. 1). El modelo que mas aporté al modelo
ponderado en los tres casos fue el modelo 2 (Cuadro 2; W > 0.61), seguido por el modelo 4 (Cuadro 2;

W < 0.25). A mayor tamafio, las tres especies tuvieron menor tasa relativa de crecimiento (Fig. 1).

En el campo, las plantas pequefias M. kunthii y R. tricocca sobrevivieron entre un 10 y 20 % menos en
sus propios suelos (Figs. 2B y 2C) que en los ajenos, pero las diferencias desaparecieron en tamafios
mayores cuando la probabilidad de supervivencia de las plantas se aproximé a 1. La especie B.
chondrosioides tuvo probabilidades de supervivencia muy similares en los distintos suelos (Fig. 2A). Los
modelos mas relevantes para M. kunthii (Cuadro 3; W=0.99) y R. tricocca (Cuadro 3; W =0.56)
incluyeron al suelo como factor, mientras que para B. chondrosioides, el modelo con mds apoyo sélo

incluyé al tamafio (Cuadro 3; W = 0.67).

En los analisis de riesgos proporcionales de Cox, donde se utilizaron los datos de dos afios de
supervivencia en el campo, la interaccién entre los factores Especie y Suelo fue marginalmente
significativa (P =0.068). Ademas, este analisis mostré que todas las especies sufrieron en alguna
medida ERSP negativos al término de la segunda temporada de crecimiento (Fig. 3),aunque es menos

claro en el caso de M. kunthii (Fig. 3B).

Experimento en laboratorio

En el experimento de laboratorio, tanto B. chondrosioides como M. kunthii crecieron de igual manera
en todos los suelos, mientras que las plantas de R. tricocca crecieron mds lentamente en el suelo
acondicionado por M. kunthii (Fig. 4C). En este Ultimo analisis, hay un punto que por si solo parece ser
el responsable del patrén encontrado; sin embargo, no hay una justificacion experimental para quitarlo,

y aln si se omitiera, los modelos siguen comportandose de una manera similar.

El modelo con mayor contribucién al modelo ponderado para el crecimiento de B. chondrosioides
incluyé al suelo, al tamafio y a la esterilizacién como factores, ademas de su interaccidn de segundo
orden (Modelo 11: W =0.28). El modelo con mayor apoyo para M. kunthii fue el modelo que sdlo
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incluia al tamafio como factor fijo (Modelo 2: W = 0.19), mientras que para R. tricocca incluyo al suelo, a
la esterilizacion y a la fertilizacidn, pero no a sus interacciones (Cuadro 4; Modelo 22: W =0.36). Cabe
resaltar que en esta serie de modelos, los valores mas altos de W fueron bajos (W < 0.36) comparados

con los valores maximos de W en los analisis con los datos de campo (W > 0.56).

La esterilizacidn de los suelos afectd de distinta manera el crecimiento de las plantas de cada una de las
especies. Estos efectos fueron desde positivos, en el caso de R. tricocca (Fig. 4C, Modelo 18: W = 0.36),
hasta negativos en B. chondrosioides (Fig. 4A, Modelo 11: W = 0.28). En las plantas de M. kunthii tuvo
un efecto de baja magnitud (Fig. 4B), a pesar de que este factor formé parte de los modelos con mayor

apoyo evidencial (Cuadro 4; Modelo 5: W =0.07).
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La fertilizacién de los suelos provocd desde efectos
ligeramente negativos (Fig. 5A) hasta nulos en el
crecimiento de las plantas (Figs. 5B y 5C). Este
factor formé parte de los modelos con mas apoyo
para B. chondrosioides (Modelo 15, W = 0.10), M.
kunthii (Modelo 7: W = 0.15) y R. tricocca (Cuadro 4;
Modelo 22: W =0.36).

La supervivencia de B. chondrosioides en
laboratorio fue muy similar en los tres suelos (Fig.
6A); el modelo mas explicativo no incluyé al factor
suelo (Cuadro 5; Modelo 8: W =0.39). R. tricocca se
desempeind mejor en su propio suelo (Fig. 6C),
especialmente en plantas chicas, y el modelo con
menor AIC incluye al suelo y a la fertilizacién
(Cuadro 5; Modelo13: W=0.61). M. kunthii
sobrevivid menos en su propio suelo en las plantas
de mayor tamafio, ademds de que en el mismo
suelo disminuyd su probabilidad de supervivencia
conforme aumenté su tamano (Fig. 6B, Cuadro 5;
Modelo 4: W=0.31). La adicién de nutrientes
afectd negativamente la supervivencia de las tres
especies (Cuadro 5; B. chondrosioides, Modelo 8:
W=0.39, M. kunthii, Modelo 20: W-=0.25;
R. tricocca, Modelo 13: W =0.61; Figs. 7A, 7B y 7C),
mientras que la esterilizacidn provoco efectos desde
negativos hasta positivos pero de baja magnitud
(Figs. 6A, 6B y 6C, Cuadro 5; M. kunthii, Modelo 12:

W =0.16).
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Discusion
Encontré efectos de retroalimentacidon en las tres especies de hierbas. Los ERSP se reflejaron Gnicamente
en la supervivencia y no en el crecimiento de estas tres especies. Ademas, los efectos variaron en su
intensidad y en el signo a través de la ontogenia de las plantas, lo que puede ser importante para

entender los ERSP netos a nivel poblacional.

Aunque no fue posible identificar los mecanismos de retroalimentacién, los resultados del experimento
en laboratorio descartaron el agotamiento especifico de nutrientes como el principal factor causante de

los ERSP.

Evidencia de ERSP

Encontré efectos de retroalimentacion negativa en la supervivencia en el experimento en campo. Esto lo
confirman tanto el andlisis con modelos de efectos mixtos como el de riesgos proporcionales de Cox. Dos
especies, M. kunthii y R. tricocca, tuvieron menor probabilidad de supervivencia en sus propios suelos
que en cualquiera de los otros, y en todas las especies se observé un ERSP negativo a los dos afos,

aunque es menos claro este efecto en M. kunthii.

Ambos patrones son muy comunes en los andlisis de historia de vida (Metcalf et al. 2003, Casper y
Castelli 2007). La TRC disminuye en funcidén del tamafio —entre otras razones— porque las plantas
pequefias tienen mayor proporcién de tejidos fotosintéticos, con respecto a los tejidos totales, que las

plantas mds grandes.

Esto les permite a las plantas chicas crecer mas rapido, proporcionalmente, que las plantas de mayor
tamafio. Ademads, la probabilidad de supervivencia de las plantas generalmente aumenta conforme

aumenta el tamano de las mismas (Blanckenhorn 2000; Metcalf et al. 2003).

La evidencia indica que los ERSP dependen de la etapa de desarrollo de la planta. En dos especies, el
analisis de efectos mixtos en la supervivencia detecté que los ERSP ocurrieron en las plantas mas chicas y
desaparecieron completamente en plantas de mayor tamafio, al final de la primera temporada de
crecimiento. En el andlisis de Riesgos proporcionales de Cox también se detectaron ERSP en las plantas
jévenes de las mismas especies, aunque menos claramente en M. kunthii, que desaparecieron hacia el
final de la primera temporada de crecimiento. Un patron semejante suele encontrarse en estudios de
efectos tipo Janzen-Connell (Hyatt et al. 2003) en los cuales se analizan los efectos de la distancia a la

planta madre sobre el desempefio de las plantulas: las plantas jovenes tienen tasas de mortalidad mas
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altas, especialmente cuando se encuentran cerca de las plantas adultas de la misma especie. La deteccidn
de ERSP en las plantas jovenes puede deberse a que éstas suelen ser mas vulnerables a patdgenos y
competidores, asi como a condiciones causantes de estrés (Aarssen y Keogh 2002; Harper 1977; Packer y
Clay 2000). En pastizales, Casper y Castelli (2007) encontraron que los ERSP afectan negativamente la
supervivencia de las plantulas, mientras que Petermann y colaboradores (2008) encontraron lo contrario.
Cabe sefialar que mientras los estudios revisados por Hyatt y colaboradores (2003) y el estudio de Casper
y Castelli (2007) se desarrollaron en campo, Petermann y colaboradores (2008) trabajaron en invernadero
con condiciones controladas, ademds de estudiar un pastizal templado. La ontogenia tiene, entonces, un

papel importante en el estudio de los ERSP.

Tanto los andlisis de efectos mixtos como los de Cox muestran que los ERSP negativos se manifiestan en
las plantas jévenes. Los modelos mixtos muestran que los efectos de retroalimentacién, cuando existen,
desaparecen en las plantas de mayor tamafno al terminar la primera temporada de crecimiento. Los
modelos de Cox muestran que las plantas, ademas de sufrir ERSP negativos durante el establecimiento,
los sufren en las plantas adultas al final de la segunda temporada de crecimiento. Los ERSP observados en
las plantas mds viejas pueden deberse a la naturaleza acumulativa de sus mecanismos (microbiota o
agotamiento de nutrientes). En la naturaleza, los patdégenos especificos de cada especie se encuentran
casi Unicamente en sitios colonizados, en el pasado o en la actualidad, por la misma especie (Klironomos
2002, Diez et al. 2010). De esta forma, los patdgenos se van acumulando en mds y mas sitios en el suelo
de la comunidad. También los mecanismos que provocan ERSP se acumulan en un sitio a través del
tiempo, puesto que son efectos que dependen de la densidad de los patdgenos o del agotamiento de
nutrientes (Bever, et al., 2012; Miller, 2009). En M. kunthii en el laboratorio también se observé evidencia
de efectos acumulativos: las plantas de mayor tamafio tenian menor probabilidad de supervivencia, pero

solamente en el suelo acondicionado por su misma especie.

Con base en los resultados, es posible proponer un modelo que explica este comportamiento. 1) La
microbiota del suelo responsable de los ERSP decayd durante el periodo de las tres semanas que
transcurrieron entre la remocidon de las plantas adultas que habrian preacondicionado el suelo y la
siembra de las semilla. 2) Esta biota debilitada afecté a las plantas jévenes vulnerables, pero no a las
plantas mas grandes y resistentes al final de la primera temporada de crecimiento. 3) La biota fue
creciendo gradualmente gracias a la colonizacidn de las plantas sembradas hasta volverse lo
suficientemente abundante para impactar en el desempefio de las plantas al final de la segunda

temporada.
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Encontré efectos del acondicionamiento del suelo en la supervivencia, pero no en el crecimiento, como
se ha observado en algunos estudios previos (Metcalf et al., 2003; Rose, et al., 2009). Las plantas suelen
priorizar, en términos de asignacion de recursos y energia, la supervivencia sobre el crecimiento (i. e. a
una planta “le conviene” mas dejar de crecer un tiempo que morir, puesto que tendria mayor
probabilidad de reproducirse; Harper, 1977). En particular, se ha encontrado que las plantas en
ambientes de estacionalidad muy marcada se enfrentan a esta disyuntiva en una forma mas intensa. En
estos ambientes, las plantas que crecen rapido suelen ser mas vulnerables a patégenos, al estrés de
fuentes abidticas y a la competencia, que las plantas de crecimiento mas lento (Rose, et al., 2009). Sin
embargo, quiza las plantas de crecimiento mas lento en este pastizal necesiten llegar a un tamaio
minimo para sobrevivir la sequia y el invierno; si no llegasen a ese tamafio, moririan de igual manera,
por lo que es vital crecer lo suficientemente rapido. De similar manera, las plantas anuales, en estos
ambientes, tenderian a crecer rapidamente para llegar a un tamafio minimo porque esto les permitiria

reproducirse al final de la temporada.

Si las plantas de las tres especies de este trabajo priorizaran la supervivencia sobre el crecimiento,
notariamos en los experimentos que solo el crecimiento, o tanto el crecimiento como la supervivencia
se verian afectados por los ERSP. Sin embargo, sucede lo contrario. Esto podria ser un artefacto
metodoldgico causado porque (1) el crecimiento se registr6 cada mes y la supervivencia
quincenalmente, y (2) las plantas morian poco tiempo después (menos de 15 dias) de que entraban en
un estado de estrés evidente (marchitamiento de las hojas, coloracién rojiza de las mismas). En
consecuencia, es posible que las plantas muriesen antes de que el efecto del estrés sobre el crecimiento
fuese registrado. Otra posibilidad es que los errores de medicion enmascarasen los ERSP sobre el
crecimiento. El método que usé puede ser impreciso ya que el acomodo de las hojas de las plantas
altera la medicion de su tamaio. Las mediciones del tamafo de las plantas se aproximaron lo mas

posible al tamafio real de las mismas, pero no medimos la biomasa seca.

Otra posible razéon por la cual se logré detectar ERSP en la supervivencia y no en el crecimiento es la
combinacién de fuentes de estrés. El pastizal semiarido es un ambiente donde el agua es un recurso
limitante. Durante la época de lluvias (de junio a septiembre) hay semanas en las que no hay lluvia, por
lo que el desempeio de las plantas se ve frecuentemente limitado. Mittler (2006) encontré que la
acumulacidn de varias fuentes de estrés produce efectos no lineales sobre el desempefio de las plantas.
Es decir, una planta, al resistir las condiciones adversas de la poca disponibilidad de agua, puede
volverse mds sensible a otras fuentes de estrés (i. e. infecciones), lo que explicaria la muerte de las

plantas antes de verse afectado el crecimiento.
26



Mecanismos causantes de los ERSP

La fertilidad del suelo no fue la causa de las diferencias del desempeno entre los diferentes suelos. Los
aridisoles suelen acumular sales y ser deficientes en algunos micronutrientes (Fe, Cu, Mn, Zn), aunque
son relativamente ricos en macronutrientes (Tan 2009). La roca madre es una toba andesitica, también
abundante en macronutrientes (Martorell and Freckleton 2014). Por estas razones, es comprensible
que la fertilizacidon con triple 17 (N, P, K) no afectara en gran medida al desempefio. El fertilizante
incluso provocd efectos negativos sobre la supervivencia. Esto podria deberse a que las plantas en
ambientes muy nutritivos suelen desarrollar un sistema radical minimo (Passioura 1983). Las plantas en
el experimento en laboratorio produjeron raices del orden de milimetros, cuando en campo eran del
orden de centimetros. Al tener las plantas raices poco desarrolladas, suelen volverse mas sensibles a
otras fuentes de estrés, como por ejemplo la falta de agua entre riegos (Mittler 2006). Ademas, las
plantas parecian etioladas en todo momento. Esto se ha visto que sucede en condiciones de nitratos
excesivos en el suelo (Passioura 1983). Un factor que pudo haber causado las diferencias en los
resultados entre el experimento en campo y el experimento en laboratorio es que en el experimento en
laboratorio, el suelo extraido y tamizado durd tres meses sin utilizarse. Se ha visto que el
almacenamiento prolongado del suelo afecta la microbiota (Stenberg et al. 1998). Puesto que la
microbiota coloniza las raices y su entorno, el extraer las raices quiza se elimine la mayor parte de la
biomasa microbiana. Esto implicaria que para que ésta alcance de nuevo la magnitud previa, necesita
algo de tiempo (Kulmatiski et al. 2011). Debido a esto, la composicién y abundancia de la microbiota en
el suelo utilizado en el experimento de laboratorio eran probablemente distintas a las que se hallaban
en el campo. Todas estas diferencias, tanto en las condiciones ambientales como en la morfologia y
fisiologia de las plantas, pueden predominar sobre los otros efectos, alterando los mecanismos de

retroalimentacion (Kulmatiski et al. 2008).

La disminucién de los ERSP negativos mediante la esterilizacidn de los suelos seria una sefal de que los
efectos de retroalimentacidn ocurren por medio de la microbiota especifica (Petermann et al. 2008). Sin
embargo, en mi experimento los efectos de eliminar los microorganismos del suelo variaron desde
negativos de baja magnitud hasta positivos. Ademds, los microorganismos no actuaron de modo
especifico en el laboratorio: en ningln caso la esterilizaciéon disminuyd en gran medida las diferencias
en el desempefio entre los diferentes suelos. Esto implicaria que en este experimento no se puede
hablar de los microorganismos como causantes de los ERSP, ya que la especificidad es un requisito para

los mismos (Freckleton y Lewis 2006). Quiza la Unica excepcién fue el caso de M. kunthii en su propio
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suelo, aunque el comportamiento de esta especie fue inusual, ya que la supervivencia era menor en

plantas de mayor tamafio.

Hubo claras diferencias en los ERSP entre los experimentos de campo y laboratorio. En un meta-anilisis,
Kulmatiski y colaboradores (2008) encontraron que en los experimentos en campo y en los
experimentos observacionales se suelen hallar ERSP con menor frecuencia y menor intensidad que en
los experimentos en laboratorio o en invernadero. Este fue el caso de M. kunthii, quien presenté ERSP
negativos mads intensos en el laboratorio. Sin embargo, R. tricocca mostré ERSP positivos en laboratorio
y negativos en el campo. Ademas, las plantas de R. tricocca mostraron diferencias importantes en su
forma y su tasa de crecimiento. Estos dos hechos sugieren que las condiciones del experimento en
laboratorio, para esta especie, alteraron tanto el desempeiio como la intensidad y signo de los ERSP. Por

estas razones las conclusiones del estudio en laboratorio deben tomarse con precaucion.

Los resultados indican que en el campo ocurren ERSP negativos en las tres especies, y si bien el
experimento de laboratorio no arrojé resultados concluyentes, la informacién disponible en la literatura
puede ayudar a identificar los mecanismos subyacentes. Debido a las condiciones minerales del suelo,
es poco probable que la retroalimentacién ocurra por medio de nutrientes limitantes; la adicién de
nutrientes probablemente provocd el limitado desarrollo de las raices en las plantas con suelo
fertilizado. Es mas plausible que el mecanismo detrds de estos efectos sea la infeccion por patdgenos
especificos, como se ha encontrado en otros estudios en pastizales (Burke, et al., 1998; Casper y

Castelli, 2007; De Deyn et al., 2003; Petermann et al., 2008).

Qué son y qué no son los ERSP

En estos experimentos fui cuidadoso al inferir que los efectos observados son de retroalimentacién y no
son causados por otros factores. Las Unicas variables no controladas adecuadamente fueron las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo, ya que éstas no fueron asignadas aleatoriamente a los
tratamientos (lo que es un requisito para inferir causalidad; Shipley 2000). Aunque no medi ninguna
variable del suelo, las diferencias en la densidad del mismo eran claras. En vez de lo anterior, se
eligieron areas en los cuales ya crecian las diferentes especies. Esto es importante ya que la preferencia
de las especies por suelos con ciertas caracteristicas podria influir en los resultados del experimento en
campo (Casper et al. 2008); M. kunthii tiende a colonizar zonas con suelo somero o roca expuesta (< 5
cm); B. chondrosioides suele vivir en suelos medianos (< 30 cm), mientras que R. tricocca suele ocupar
espacios con suelos relativamente profundos (> 30 cm). A pesar de que el suelo de todo el sitio de

estudio comparte el mismo origen geoldgico, su profundidad y su textura varian drasticamente en el
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espacio. Por lo tanto, al elegir dareas previamente ocupadas no sélo estamos variando el
preacondicionamiento del suelo causado por sus ocupantes, sino otras caracteristicas del mismo. Sin
embargo, si las diferencias en el desempeiio que observé entre los suelos se debieran Unicamente a las
caracteristicas de los sitios, cada especie se desempefiaria mejor en su propio suelo, es decir, lo opuesto

a lo que se observod en el experimento de campo.

Se ha visto que la relacién suelo-planta es en ambas direcciones: el suelo afecta el desempefio de la
planta y la planta afecta las caracteristicas del suelo (Harrison y Bardgett 2010), de tal forma que
aunque las plantas tengan una preferencia por los sitios con ciertas caracteristicas, también los
transforman. Los suelos ocupados por R. tricocca son mds obscuros y pueden retener mas agua y por
mas tiempo, lo que sugiere un alto contenido de materia orgdnica. Se sabe que en el sitio de estudio los
suelos profundos, como el de R. tricocca, tienen mayor retencion de agua (Villarreal-Barajas y Martorell
2009, Martorell y Martinez-Lopez 2014). Sin embargo, al estandarizar las profundidades en el
laboratorio, el suelo de dicha especie siguié reteniendo la humedad por mas tiempo. Esto puede ser

evidencia del efecto de la planta sobre el suelo donde crece.

Implicaciones para la comunidad de plantas

Klironomos (2002) encontré que los ERSP son mas positivos en especies abundantes, mientras que son
mas negativos en especies raras. Esto concuerda con otros hallazgos en el sitio de estudio, donde se ha
encontrado evidencia de efectos negativos intraespecificos mucho mas fuertes en las especies raras que
en las comunes (Martorell y Freckleton 2014). Estos efectos pueden deberse a la competencia, pero
también a los ERSP o a una combinacién de ambos. Las tres especies estudiadas son relativamente
abundantes en el campo, por lo que se esperaria que mostraran ERSP menos negativos (o hasta
positivos) que las especies raras. Esto abre la posibilidad de que los ERSP jueguen un papel de cierta

importancia al determinar las abundancias relativas de las especies en este pastizal.

Debido a los cambios observados en los ERSP a lo largo de la ontogenia, resulta muy importante medir
los efectos de la retroalimentacidn a lo largo de todo el ciclo de vida. Los andlisis demograficos pueden
integrar los ERSP que se manifiestan en diferentes etapas del desarrollo y en diferentes componentes
del desempefio. De esta manera proporcionan medidas, como la adecuacién, del impacto neto de los
ERSP en la poblacion. Sélo al medir el efecto demografico de los ERSP en cada especie de las
comunidades de plantas sera posible estimar la importancia de la retroalimentacién, y compararla con

la contribucidon de otros factores a la regulacidon de las poblaciones. De este modo, seria posible
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determinar la relevancia de los mecanismos estabilizadores e igualadores en la coexistencia de las

especies.
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Anexo

Cuadro 1.- Indice y especificaciones de los modelos elegidos.

No. de . e
modelo Interpretacion Especificaciones
Intercepto int
Tamafio tam

Suelo S
Esterilizado e
Fertilizado f
Condicién con
No influye nada mas que el azar int

2 Sélo influye el tamafio int+tam

No influye la condicidn
3 Influye tanto el tamafo como el suelo int+s+tam
4 Influye tanto el tamafio como el sueloy su int+s+tam+s-tam

interaccion

No influye el suelo

5

6

10

Influye tanto el tamafio como la microbiota
Influyen tanto el tamafio como la microbiota y su
interaccion

Influye tanto el tamafio como los nutrientes
Influyen tanto el tamafio como los nutrientes y su
interaccion

Influyen tanto el tamafio como los patdgenos y los
nutrientes

Influyen tanto el tamafio como los patégenos, los
nutrientes y su interaccién

Influye el suelo y las interacciones con los factores especificados

11
12
13
14

15

16

Influye tanto el tamafio como la microbiota

Influyen tanto el tamafio como la microbiota y su
interaccion

Influye tanto el tamafio como los nutrientes
Influyen tanto el tamafo como los nutrientes y su
interaccién

Influyen tanto el tamafio como los patdgenos y los
nutrientes

Influyen tanto el tamafio como los patégenos, los
nutrientes y su interaccién

Influye el suelo, pero no tiene interacciones con los factores

especificados

int+e+tam
int+e+tam+e:tam
int+f+tam

int+f+tam+f:tam
int+con+tam

int+con+tam+con:tam

int+s+e+tam+s:e
int+s+e+tam+s:e+s:tam+e:tam
int+s+f+tam+s:f

int+s+f+tam+s:f+s:tam+f:tam
int+s+con+tam+s:con

int+s+con+tam+s:con+s:tam+con:tam
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17 Influye tanto el tamafio como la microbiota int+s+e+tam
Influyen tanto el tamafio como la microbiota y su .
18 nraven y int+s+e+tam+s;tam+e:tam
interaccién
19 Influye tanto el tamafio como los nutrientes int+s+f+tam
Influyen tanto el tamano como los nutrientes y su .
20 nidyen ® v int+s+f+tam+s:tam+f:tam
interaccién
Influyen tanto el tamafio como los patégenos y los .
21 y P & v int+s+con+tam
nutrientes
Influyen tanto el tamafio como los patdgenos, los .
22 y patog int+s+con+tam-+s:tam-+con:tam

nutrientes y su interaccién

Cuadro 2 — Valores de AIC estimados para cada modelo en el andlisis del crecimiento en el experimento en
campo. W= peso de Akaike. Los nimeros en negritas son los modelos con AAIC menor a 2. Las celdas con el

borde negro son los modelos con el menor valor de AIC.

# Modelo AIC AlIC AlIC W W W
Bouteloua Microchloa Richardia Bouteloua Microchloa Richardia

1 nhulo 270.54867 1067.12811 309.107931 5.6552E-06 2.651E-20 1.7717E-14

2 solo tam 246.804404 | 977.622345 | 246.750719| 0.80993379| 0.72333139| 0.6152904

3 suelo 250.66047 980.788084 248.573957 0.11779193  0.1485614 0.24726864

4 suelo2 251.637529 981.084345 249.748519 0.07226863 0.12810721 0.13744096

Cuadro 3 — Valores de AIC estimados para cada modelo en el andlisis de la supervivencia en el
experimento en campo. W= peso de Akaike. Los numeros en negritas son los modelos con AAIC menor a

2. Las celdas con el borde negro son los modelos con el menor valor de AIC.

# Modelo AlC AlC AlC W W W
Bouteloua  Microchloa Richardia Bouteloua  Microchloa Richardia
1 nulo 154.065199 1569.75845 264.267038 3.4098E-06 3.8162E-11 3.1966E-05
2 solo tam 1540.63291 246.699201 | 0.67725242| 8.0567E-05 0.20868735
3 suelo 131.432483 1531.85484 | 244.711554| 0.2801274 0.00649072 [ 0.56377804
4 suelo2 135.198476 | 1521.79326 | 246.526551 0.04261677 | 0.99342871 | 0.22750265
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Cuadro 4 — Valores de AIC estimados para cada modelo en el andlisis del crecimiento en el experimento

en laboratorio. W= peso de Akaike. Los numeros en negritas son los modelos con AAIC menor a 2. Las

celdas con el borde negro son los modelos con el menor valor de AIC.

# Modelo  AIC AlC AlC w W w
Bouteloua  Microchloa Richardia Bouteloua Microchloa  Richardia
1 nulo 705.326867 788.712022 1477.97976 2.50262E-92 1.3029E-120  1.127E-151
2 solotam  290.067579 | 239.931113] 812101562  0.037222314 | 0.191062651] 4.42121E-07
3 suelo 201.342972 242.688413 798.239639 0019672314 0.04813222 0.000452501
4 suelo2 287.476583 240.587667 786.744486 0.135966213 0.137596401 0.141827527
5 patog 202.111628 241.701565 812.664367 0.013395037 0.078836443  3.3368E-07
6 patog2  289.417044 243.690685 814.471995 0051530626 0.029160522 1.35148E-07
7 nutrl 280.748002 240.313305 812.026391 0.043671566 0.157827963 4.59055E-07
8 nutr2 200.986992 242.186559 812.94682 0.023504743 0.06186031 2.89732E-07
9 p+n 280.065003 242.302856 810.594211 006142069 0.058365795 9.39417E-07
10 p+n2 202.268373 246.108773 813.611788 0.012385317 0.008703905 2.07778E-07
11 patog 245327762 801.234366 | 0.283132092] 0.012861999 0.000101233
12 patog2  289.260937 243.582553 788.536082 0.055713894 0.030780509 0.057905575
13 nutrl 204.258063 247.143313 802.057665 0.004579852 0.005188796 6.70727E-05
14 nutr2 206.130448 246.208717 791.191404 0001795842 0.00827964 0.015350576
15 p+n 287.014368 248.702702 803.27268 0.109236385 0.002379301  3.6535E-05
16 p+n2 201.174633 248.059083 790.669281 0.021399798 0.003282537 0.019929764
17 patog 280.140417 244574864 797.638048 0.058008745 0.018741234 0.000611299
18 patog2 ~ 292.552502 244.009226 784.874525 0.010745073 0.024867087 0.361258019
19 nutr 201.267208 243.160953 799.68036 0.020431836 0.038003632 0.000220177
20 nutr2 203.388044 242.242645 789.716199 0.007075768 0.060149634 0.032096769
21 pn 200.816381 245.104524 797.527855 0.025597829 0.014380827 0.000645924
22 p+n2 205379583 245925624 | 784.829439| 0.002614066 0.009538594 | 0.36949422 |

39



Cuadro 5 — Valores de AIC estimados para cada modelo en el andlisis de la supervivencia en el

experimento en laboratorio. W= peso de Akaike. Los numeros en negritas son los modelos con AAIC

menor a 2. Las celdas con el borde negro son los modelos con el menor valor de AIC.

# Modelo  AIC AlC AlC w W w
Bouteloua  Microchloa Richardia Bouteloua  Microchloa  Richardia
1 nulo 532.016129 505.359925  503.2481  7.77E-28 2.57642E-18 1.82754E-26
2 solotam  419.838781 449.286578  411.1124 0.00177591 3.86536E-06 1.85729E-06
3 suelo 420.295799 434.090935  403.2629 0.00141312 0.007706935 9.40537E-05
4 suelo2 422462141 | 426.656925|  406.7071 0.00047837 | 0.317070889] 1.68065E-05
5 patog 415.005851 449.853301 41016 0.01990113 2.91157E-06 2.99013E-06
6 patog2 415.723307 450.847966  406.709 0.01390222 1.77067E-06 1.67906E-05
7 nutrl 413.016041 448.902129  400.3591 0.05382196 4.68459E-06 0.000401724
8 nutr2 447.249589  401.274| 0.39148674] 1.070336-05  0.00025425
9 p+n 413.192228 450.606933  402.3216 0.04928343 1.99746E-06 0.000150583
10 p+n2 411.165437 450.819625  399.4608 0.13577288 1.79594E-06 0.000629494
11 patog 418.388832 434.458647  403.2186 0.00366668 0.006412598 9.61603E-05
12 patog2 421.579437 428.024095  403.3251 0.00074378 0.160058668 9.11737E-05
13 nutrl 413.249515 436.083267|  385.3807| 0.0478918 0.002846114| 0.60653066 |
14 nutr2 412.463477 429.129392  389.3041 0.07094916 0.09210157 0.101039457
15 p+n 417.457246 437.533392  390.5032 0.00584203 0.001378357 0.055476589
16 p+n2 418.838822 430.434026  390.7684 0.00292792 0.047969956 0.048587248
17 patog 415.933991 435352127  402.2624 0.01251223 0.004102204 0.000155107
18 patog2 418.98481 430.133309 401.59 0.00272181 0.055753125 0.000217091
19 nutr 413.920414 434.253446  391.1082 0.03424344 0.007105473 0.040995451
20 nutr2 411.887041 427.136413  395.0065 0.09464961 0.249480733  0.00583755
21 p+n 414.255571 436.184843  393.0857 0.02896003 0.002705176 0.015252007
22 p+n2 414.391605 430.549424  393.5403 0.02705575 0.045280474 0.012150996
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