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1. Introduccion

Las selvas himedas a nivel mundial contienen el 50% de las especies conocidas en el mundo,
por lo que su valor ecoldgico, econémico y social es dificil o imposible de calcular debido a
que es un sistema complejo que opera en conjunto y a escalas de tiempo fuera del rango del
hombre (Gowdy, 1997). A pesar de ello presentan altas tasas de deforestacion estimadas en un
2% a nivel mundial (CIFOR, 2005) y actualmente queda menos del 50% del area que
ocupaban antes del inicio de la era industrial; el area sobrante se encuentra mayormente
fragmentada y generalmente conforman fragmentos de un tamafio tan reducido que pueden

haber perdido su funcionalidad ecolégica (Martinez-Ramos y Garcia-Orth, 2007).

En México la principal causa de esta fragmentacion es el cambio de uso de suelo, que implica
la tala de la vegetacion original, siendo posteriormente sustituida por potreros, los cuales
aumentan en un 4.6% anual, mientras que las zonas ocupadas por selvas desaparecen en un
2.06% anual (Velazquez et al., 2001). Estas tasas de deforestacion tan acelerada se deben a
diversos factores entre los que se encuentran el crecimiento de los asentamientos humanos
cercanos a las selvas, actividades econdmicas como la ganaderia y los cultivos, en donde el

desmonte de las selvas es impulsado por politicas publicas (von Bertrab, 2010).

La pérdida y fragmentacion de la cobertura vegetal tiene consecuencias a corto, mediano y
largo plazo como son la alteracion de las dinamicas poblacionales de la vegetacion remanente,
ademas de los cambios en la funcionalidad del ecosistema en términos de flujo de energia,
nutrientes, y agua (Forman y Gordon, 1986). Esto hace prioritario el estudio de las
consecuencias del cambio de uso de suelo debido al impacto que llega a tener sobre la

biodiversidad, recursos forestales y los suelos (Villar et al., 1998).

Cabe destacar que la mayoria de los estudios sobre el cambio de uso de suelo se basan en las
afectaciones a la cobertura vegetal, la flora y fauna, mientras que el efecto que tienen en los
suelos queda en segundo plano, aunque al verse afectados éstos, ocurren cambios que pueden
representar diversos problemas con grandes consecuencias como la pérdida de fertilidad, la
alteracién de numerosos procesos llevados a cabo por la biota edafica como los ciclos

biogeoquimicos del nitrégeno y del carbono, la descomposicion de la materia organica, el



almacén de carbono en el suelo, la formacion de micro y macro agregados y la fijacion de

nutrientes como el nitrogeno y el fésforo (Bauhus y Khanna, 1999).

1.1. Componentes del suelo.

El suelo es una matriz heterogénea que redine una gran diversidad de elementos bidticos y
abioticos y se define como una interface en donde interactlan 4 diferentes partes: la litosfera,
la atmosfera, la hidrosfera y la biosfera, esto ocasiona que sea un sistema dinamico y sensible
a los cambios en los elementos de su entorno (Tarbuck y Lutgens, 2005).

Tiene dos fases principales una fase solida compuesta de minerales y materia organica, y una
fase porosa que se puede llenar con liquidos y gases (Jaramillo et al., 2003).

Dentro de los elementos abidticos se pueden encontrar todos los nutrientes, la roca madre, el
agua y el aire, que a su vez conforman la estructura del suelo y los diferentes horizontes en
conjuncion con los elementos bioticos; dentro de éstos se pueden nombrar la materia

organica, las raices, la fauna edafica y los microorganismos.

Todos los organismos que habitan dentro o sobre el suelo, al menos en una parte de su ciclo
de vida, tienen una gran cantidad de funciones imprescindibles para el sostenimiento de toda
la comunidad que esta por arriba del suelo, como el aporte de materia organica (Cadena et al.,
1998) o la estabilizacion de la estructura del suelo, en especial los hongos (Rillig, 2004) ya
que mediante el micelio producen exudados que ayudan a degradar la celulosa, almidén o
lignina (Burbano, 1989), o bien existen organismos que influyen directamente en los procesos
de circulacion de nutrientes como el nitrégeno, el cual es transformado para que las plantas
sean capaces de absorberlo (Munevar, 1991) Por lo tanto, es muy probable que la comunidad
microbiana tenga la capacidad de servir como indicador del empobrecimiento y degradacion
del suelo (Abril, 2003).

Los escarabajos y miriapodos son trituradores de la materia organica misma que es procesada
por los desintegradores los cuales son todos aquellos organismos que llevan a cabo la
mineralizacion y/o humificacion de la materia organica, con lo cual las plantas tienen acceso a
estos nutrientes. Otros organismos incrementan la superficie de absorcion de las plantas, de

forma que aseguran una mayor captura de nutrientes y agua. Estos ultimos son los llamados
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hongos micorrizégenos, dado que forman una unién entre las raices de las plantas y el suelo,
en particular en los ambientes tropicales, los hongos micorrizdgenos arbusculares (HMA) son
los que tienen una mayor importancia por su ubicuidad (Hart et al., 2003) en comparacion con
los hongos ectomicorrizogenos los cuales se asocian principalmente con comunidades
forestales (Garibay-Orijel, et al., 2013)

1.2. Caracteristicas de los hongos micorrizogenos arbusculares

Los hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) tienen una relacion mutualista con el 80%
de las especies de plantas estudiadas y se encuentran presentes en todos los phyla como las
briofitas, pteridofitas, gimnospermas y angiospermas (Smith y Read, 2008). Tienen una
amplia distribucion encontrandose en casi cualquier tipo de habitat terrestre, tanto naturales
como ambientes perturbados y en un gradiente muy amplio de latitudes y altitudes (Souza,
2015), en los tropicos se ha reportado que 2 de cada 3 plantas se asocian con HMA, ademas
de promover la diversidad y coexistencia de las especies en las selvas (Molina y Horton,
2006)

Todos los HMA pertenecen al phylum Glomeromycota (Cuenca, 2015). Se tienen registros
fosiles que indican que se originaron hace 353 a 462 millones de afios (Redecker et al., 2000);
al 2013 se habian descrito 234 especies a escala mundial, los cuales se clasifican en 3 6rdenes
(Diversisporales, Gigasporales, Glomerales) que a su vez se organizan en 11 familias
(Diversisporaceae, Acaulosporaceae, Sacculosporaceae, Pacisporaceae; Scutellosporaceae,
Gigasporaceae, Intraomatosporaceae, Dentiscutataceae, Racocetraceae;
Entrophosporaceae, Glomeraceae) y dentro de estos se agrupan 26 géneros (Tricispora,
Otospora, Diversispora, Redeckera, Kuklospora, Acaulospora, Sacculospora, Pacispora,
Orbispora, Scutellospora, Gigaspora, Intraornatospora, Paradentiscutata, Dentiscutata,
Quatunica, Fuscutata, Cetraspora, Racocetra, Viscospora, Claroideoglomus, Entrophospora,

Albahypha, Simiglomus, Funneliformis, Septoglomus, Glomus) (Redecker et al., 2013).
Esta clasificacidon toma en cuenta la formacién de arbusculos intrarradicales como el caracter

taxonomico que los unifica (Cuenca, 2015), anexa los caracteres morfoldgicos de las esporas,

ademas de las pruebas moleculares en base a diferentes secuencias de DNA y RNAm de la
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subunidad grande (LSU). Con esto se busca tener una taxonomia mejor representada (Yang et
al., 2014), aunque es de mencionar que aun no se tiene un consenso sobre su organizacion y
se considera que existe una mayor diversidad de la reportada actualmente (Redecker et al.,
2013).

Los HMA forman una relacion mutualista obligada para completar su ciclo de vida (Souza,
2015) en la que los hongos favorecen el desarrollo y establecimiento de la planta (van der
Heijden, 2004), ya que aumentan la superficie de absorcion de agua y nutrientes como el
Fosforo y Nitrogeno (Carpio, 2003), y la planta les provee de hasta el 20% de sus fotosintatos
generados diariamente (Jakobsen, 1999). También se ha reportado que bajo condiciones
estresantes como, la pérdida de la cobertura vegetal, el cambio de uso de suelo o la presencia
de fertilizantes minerales, esta relacion puede cambiar y los hongos pasan a un papel de
parasitos al absorber los nutrientes que le da la planta sin darle a ésta algun beneficio (Blanke
et al., 2012).

En ambientes con una estacionalidad marcada los HMA se ven afectados por la disponibilidad
de agua en temporada de sequias, ya que al existir cambios fenologicos en las plantas el flujo
de carbono hacia los HMA se ve afectado (Simard y Durall, 2004)esto puede provocar un
aumento en la produccion de esporas, aunque la temporalidad no ocasionan cambios en la
colonizacion intrarradical (Camargo y Esperon, 2005), mientras que en ambientes con una
escasa prestacion (sequia) y una baja fertilidad del suelo la asociacion con HMA aumenta el
establecimiento de especies y con ello el mantenimiento de la diversidad vegetal (Hartnett y
Wilson, 1999)

1.3. Estructuras de los HMA

La interaccion entre las plantas y los HMA se lleva a cabo por una serie de estructuras

especializadas que cumplen con diferentes funciones (Cuenca, 2015) (figura 1).
Micelio extrarradical (ME): es la estructura del hongo que se encuentra en contacto con el

suelo, tienen un diametro de entre 2 'y 27 um y su longitud varia entre 1-5 mg?Y llegan a su

méaxima longitud ocho semanas después de la colonizacién (Smith y Read, 2008; Cuenca,
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2015). Su principal funcién es la absorcién de agua y nutrientes, los cuales posteriormente se
movilizan a la planta. (Blanke, 2012). El ME a su vez puede formar hifas “corredoras” que se
desarrollan a lo largo de las raices y estructuras ramificadas de absorcion o BAS por sus siglas
en inglés (Olsson et al., 2014).

El ME interviene en distintos procesos que optimizan la calidad del suelo: la formacion de
micro y macroagregados lo cual mejora la estructura del suelo (Rillig et al., 2001) también
influye en el secuestro de carbono en el suelo, al producir una glicoproteina Ilamada
glomalina, la cual representa entre el 4 y 5 % del carbono total en suelos viejos y tiene un

tiempo de residencia en el suelo de 6 a 42 afios; (Rillig, 2004).

El ME al entrar en contacto con la raiz forma un apresorio a partir del cual empieza la

colonizacion intrarradical.

Arbusculos. Son estructuras que invaginan las células de la planta, los cuales son estructuras
caracteristicas de este grupo de hongos de ahi su nombre de hongos micorrizogenos
arbusculares (Cuenca, 2015). Los arbdsculos son ramificaciones de las hifas que dentro de las
células de la raiz llevan a cabo el intercambio de nutrientes y metabolitos entre la planta y el
hongo; esto se logra en una membrana modificada que se forma alrededor del arbdsculo, la
cual cuenta con una gran cantidad de enzimas y transportadores de nutrientes (Gianinazzi-
Pearson, 1996).
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Figura 1. Esquema de estructuras intrarradicales, modificado de Cuenca, (2015).

Vesiculas. Son estructuras que ayudan principalmente en el almacenamiento de lipidos,
ademas tienen un papel auxiliar como propagulos del hongo, al intervenir en la formacion de
esporas y ayudar en el metabolismo de ciertos nutrientes, como el fosforo, ya que almacenan
granulos de polifosfato los cuales son indispensables para el transporte de fosforo a través de
la hifa y hacia la planta (Smith y Read, 2008; Cuenca,2015).

Esporas. Los HMA como cualquier otro tipo de hongo forman esporas cuya principal funcion
es la dispersion y resistencia en el ambiente, se forman asexualmente y son la principal unidad
de supervivencia de los HMA (Souza, 2015), pueden formarse dentro o fuera de la raiz, de
manera solitaria o en grupos dentro de esporocarpos, tienen un diametro de entre 50 y 120 pum
de didmetro y pueden formar tanto micelio intrarradical como extrarradical (Souza, 2015;
Gianinazzi-Pearson, 1996)

También pueden almacenar grasas y carbohidratos. Las esporas, las esporas son utilizadas
también para identificar morfol6gicamente a estos hongos hasta el nivel de especie y llevar a
cabo analisis filogenéticos (Redecker et al., 2013) usando caracteristicas como color, tamafio,

separacion, tipo y origen de la pared celular (Goto, et al., 2013).
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1.4. Efectos del uso del suelo sobre los HMA

El cambio en el uso del suelo afecta las propiedades fisicas y quimicas del mismo (Bennett,
2010) al existir un aumento en la radiacion que llega al suelo, aumenta la temperatura
provocando una menor evapotranspiracion, reduciendo la humedad del suelo, disminuyendo
la infiltracion y alterando la textura del suelo lo que puede causar una mayor erosion (Richter,
2016); En sistemas agricolas o de pastoreo se ven alterados tanto la densidad aparente, como
la conductividad del suelo, factores que alteran la disponibilidad de nutrientes (Zimmermann
et al., 2010). Estos cambios ambientales afectan el desarrollo de los HMA provocando
cambios en la produccién de esporas, extension del micelio y colonizacién intrarradical
(Escudero y Mendoza, 2005).

Cuando se afecta el desarrollo de los HMA también se ven afectadas las funciones que llevan
en el ambiente como son: la circulacion de nutrientes como el carbono, nitrogeno y fosforo, la
formacion de micro y macroagregados y la textura del suelo. Esto puede repercutir en el
establecimiento de especies de plantas tanto en ambientes naturales, deteriorados o en cultivos
(Barea et al., 2005; Kennedy et al., 2002; Monroy-Ata et al., 2007).

Algunas investigaciones han indicado que la glucosa y ciertos exudados de las raices de las
plantas promueven la germinacion de esporas, mientras que la presencia de una alta salinidad
en el suelo, metales pesados, pH, temperatura y altas concentraciones de fésforo pueden
inhibir la germinacién de esporas, la formacion de arbusculos, vesiculas y el desarrollo del
micelio intrarradical y extrarradical (Juniper y Abbott, 2006; Boddington y Dodd, 1999:
Nardini et al., 2011; Bago et al., 1999: Souza, 2015). También se ha comprobado que con el
aumento en la intensidad de luz, la actividad fotosintética de las plantas aumenta y con ello
los fotosintatos disponibles para los HMA (Guadarrama et al., 2008), aunque un aumento por
arriba de los 30° de temperatura puede afectar el desarrollo del micelio extrarradical (Barrett
et al., 2014).

1.5. Efecto de los cultivos y potreros sobre los HMA

15



Cuando existe un cambio de uso de suelo que convierte una zona natural en potreros o
cultivos hay una abrupta disminucion en la diversidad de especies vegetales, y un cambio
radical de las condiciones ambientales,lo cual altera las relaciones competitivas, diversidad, y
funcionamiento general de los HMA,; esto podria causar una reduccion en la velocidad de
recuperacion del ecosistema perturbado (Cuenca, 2015)

En cultivos en donde existe una fertilizacion constante con fosforo el desarrollo del ME se ve
disminuido, debido a que las plantas hospedera pueden absorber mas facilmente los
nutrientes; con ello los hongos tienden a aumentar el porcentaje de colonizacion intrarradical
lo que ocasiona que la relacién mutualista pase a una fase parasitaria (Blanke et al., 2012;
Bolan, 1991); otro factor que causa una disminucién en la longitud del ME es el pH y se ha
comprobado que a menor pH hay una menor longitud del ME (Borie et al., 2000).

El arado en los cultivos destruye las hifas presentes en el suelo, por lo que el nimero de
propagulos disponibles disminuye, con ello existe una reduccion significativa en los
porcentajes de colonizacion intrarradical en comparacion con cultivos bajo cero labranza
(McGonigle et al., 1990), cabe sefialar que esto se debe a que el micelio presente en el suelo
es considerado el principal indculo de HMA y el mas durable (Sylvia, 1992). Por otro lado, en
cultivos bajo cero labranza se ha observado un aumento en la longitud del micelio y con ello
un aumento en la glomalina, presente en el suelo (Borie, 2000) con beneficios relacionados

con la formacién de suelo.

Por otro lado, los HMA pueden intervenir positivamente en los cultivos siendo usados
correctamente, ya que al tener una complementariedad funcional tienen el potencial de
colonizar plantas introducidas y generar un mayor rendimiento en los cultivos (Yang et al.,
2014). Asimismo, se ha comprobado que los HMA regulan cambios fisioldgicos en su
hospedero, como el aumento en la produccion y tamafio de frutos y en la produccién de
clorofila y carotenoides (Regvar et al., 2003). Para lograr esto, se puede favorecer la presencia
de HMA inoculando, ya sea, los cultivos manualmente, o cultivar ciertas especies de plantas
con una mayor afinidad a los HMA y con esto aumentar el nimero de propagulos en el

ambiente y el porcentaje de colonizacion (Karasawa et al., 2001).
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En el caso de los pastizales o potreros, al ser ambientes donde no hay ningun tipo de manejo
agricola, la cobertura vegetal no cambia drasticamente y la extension de micelio puede pasar
por algunos cambios través del tiempo aunque su presencia es constante (Hart et al., 2001).
En estos ambientes, las estructuras intrarradicales tienen un papel importante, no solo como
estructuras de intercambio de nutrientes, sino como estadios de baja actividad para muchos
HMA, los cuales tienen una mayor actividad en épocas de lluvias en comparacion con la
época de secas. Yang et al. (2014) sefialan que hay una relacion entre el aumento en la
concentracion de Nitrégeno y Fosforo en los tejidos de las plantas cultivadas, la cual es mayor

en lluvias que en secas.

1.6. Antecedentes

El efecto que tiene el cambio de uso de suelo sobre los HMA se ha estudiado muy poco y la
mayoria de los estudios realizados se concentran en la pérdida de diversidad de especies
(Johnson, 1997), aunque se ha reportado que el cambio de uso, el cambio de temporada y la
disponibilidad de nutrientes influyen en el desarrollo de los HMA (Simard y Durall, 2004;
Williams, et al., 1992)

1.6.1 Longitud de micelio extrarradical (ME)

Se ha reportado que en zonas conservadas dentro de la selva de Los Tuxtlas la longitud del
micelio llega a tener valores de entre 8.57 + 1.65 mg™ y 6.29 + 0.79 mg™, mientras que en
potreros se encontrd una longitud de 14.78 + 1.49 mg™, siendo significativas las diferencias
entre sitios (F 1,62= 65.93, P<0.05) (Serrano-Ysunza, 2012). Estos resultados coinciden con
lo reportado por Cruz-Paredes (2013), en donde también se encontraron diferencias
significativas en la longitud del ME debido al cambio de uso de suelo siendo mayores en

pastizales en comparacion con acahuales o sitios conservados de selva seca en Veracruz.
En cuanto a la temporalidad Cruz-Paredes (2013) y Cortes-Tello (2015) coinciden en que hay

una mayor longitud del micelio en la temporada de secas en comparacion con la época de

lluvias, con diferencias significativas.
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1.6.2 Colonizacion intrarradical (Cl)

Se ha reportado que en la selva alta perennifolia existen diferencias significativas en los
porcentajes de colonizacion relacionado con la temporalidad, siendo mayor en la temporada
de secas, mientras que la produccién de arbusculos se mantiene constante entre temporadas,
con porcentajes de colonizacion promedio de 37.94 % (£ 2.9) (Jasso Flores, 2010). Dichos
resultados contradicen lo encontrado por Cortes-Tello (2015) en una selva baja caducifolia en
donde menciona que no existen diferencias significativas en el cambio de temporada, aunque
si encontré diferencias entre los sitios de muestreo. ElI mismo autor, también reportd
correlacion negativa tanto de la colonizacion intraradical (CI) como de la longitud de ME con
el fosforo disponible.

Gryndler (2006) por otro lado, reporta que la disponibilidad de nutrientes, en suelos con
rotacion de cultivos sometidos a distintos tratamientos de fertilizacion tanto mineral como
organica en Praga, no ocasionan diferencias significativas en los porcentajes de colonizacion
por el uso de fertilizante. Aunque los porcentajes de colonizacién se vieron relacionados

positivamente con la longitud del micelio extrarradical

En conjunto, las caracteristicas e importancia de los HMA han motivado a los investigadores
a investigar sobre los efectos de las perturbaciones antropogénicas en el desarrollo de los
HMA. Es por esto que, el estudio del comportamiento de los HMA en zonas que han sido
modificadas puede ayudar a conocer el impacto que tienen las condiciones ambientales
provocadas por el cambio de uso del suelo y la respuesta que presentan los HMA en la

relacion con las plantas hospederas y el ambiente

Este estudio forma parte del proyecto PAPIIT-IN116814 titulado: “Almacenes de carbono en
el suelo de una selva humeda: la contribucion de los hongos micorrizégenos arbusculares”,
cuyo principal objetivo fue analizar el impacto del cambio de uso de suelo en las propiedades
fisico-quimicas y bioldgicas del suelo en un bosque tropical perenifolio y su efecto sobre los
almacenes de carbono. Con base en el objetivo del proyecto, el objetivo general de este

estudio fue:
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2.0 Objetivos
2.1 Objetivo General

Analizar la produccion de micelio extrarradical y la colonizacion intrarradical de los hongos
micorrizdégenos arbusculares en las plantas hospederas establecidas en dos usos de suelo y en

dos temporadas en la region de Los Tuxtlas, Veracruz.

2.2 Objetivos particulares
1) Estimar la biomasa de micelio extrarradical en dos usos de suelo (potreros y cultivos),
ambos resultado de la modificacion de la selva himeda original.
2) Estimar la colonizacion intrarradical en dos usos de suelo (potreros y cultivos).
3) Determinar las variaciones de la produccion de micelio extrarradical y de la

colonizacion intrarradical en dos temporadas contrastantes: secas y lluvias.

3.0 Hipotesis

Debido a la permanencia de la cobertura vegetal en potreros, existira una mayor longitud de
micelio extrarradical y una mayor colonizacion intrarradical con respecto a los cultivos donde
hay un manejo del suelo que segmenta el micelio extrarradical y limita la posibilidad de
colonizar.

Se espera que a menor disponibilidad de agua y nutrientes exista una mayor longitud del
micelio extrarradical, aunque una vez establecida la colonizacion, ésta se mantenga constante

entre temporadas.

4.0 Métodos
4.1 Sitios de estudio

Este estudio se llevo a cabo en la Reserva de la Biosfera de Los Tuxtlas, Veracruz, la cual es
una area natural protegida, bajo la administracion de la Comision Nacional de Areas
Naturales Protegidas (CONANP); se establecié formalmente el 23 de noviembre de 1998

mediante un decreto presidencial, tiene un area de aproximadamente 155 122 ha en la region
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de Los Tuxtlas, al sur de Veracruz (von Bertrab, 2010), entre los 18°30' y 18°40' latitud norte
y los 95°03' y 95°10' longitud oeste; tiene una cordillera volcénica con substrato de rocas
igneas mezclado con cenizas volcénicas; los suelos tienen alto contenido de materia orgéanica
y presentan perfiles con horizontes poco desarrollados; presenta una precipitacion anual de
4725 mm y una temperatura anual de 27°C (Guevara et al., 1994), con una altitud que va
desde el nivel del mar hasta cimas de 1 680 ms.n.m., tiene presencia de especies tropicales y
de zonas templadas distribuidas en relacion con la altitud (Castillo-Campos, 2004) y se
clasifica como selva alta perennifolia (Miranda y Hernandez, 1963), la cual a causa de la
presion demogréafica ha sido sustituida en ciertas areas por cultivos. Dichos cultivos muy
frecuentemente, como consecuencia del desgaste del suelo y la baja en la produccion, son
sustituidos por potreros para la crianza de ganado.

En los sitios de cultivo se siembra por temporal, se utiliza una yunta para la labranza de la
tierra, y se ocupan distintos tipos de fertilizacion tanto organica (sobrantes de la cosecha
anterior) como mineral para el aporte de Nitrogeno, Fosforo y Potasio, ademas del uso de
herbicidas, e insecticidas. El ciclo de cultivo es: maiz en la época de lluvias y sandia o chile
en época de secas; dichos cultivos tienen distintos propdsitos, mientras que el maiz se ocupa

para auto-consumo, el chile y la sandia se cosechan con la intencion de venta.

Este uso continuo de la tierra es una de las causas de erosion y posterior abandono de los
sitios, los cuales suelen ser transformados a potreros en donde es posible encontrar diferentes
especies de pastos ya sea locales (Paspalum conjugatum y Axonopus compressus) o
introducidos como el pasto estrella (Cynodon plectostachyus) y el pasto insurgente
(Brachiaria brizantha). Los pastos introducidos se han vuelto populares en la region debido a
que presentan una mayor resistencia a periodos de sequia, y son capaces de crecer en

condiciones adversas (Guevara et al., 1994).
4.2 Muestreo
Se seleccionaron cinco sitios de muestreo por cada uso de suelo, es decir cinco potreros y

cinco cultivos derivados de la selva himeda por cada temporada (anexo 4), un criterio

esencial de seleccion fue la disponibilidad de los propietarios para hacer este estudio, y
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tomando un minimo de 100 m de distancia entre sitios aledafios, y cuidando que todos los

sitios tuvieran por lo menos 0.1ha para poder realizar el muestreo (figura 2).

En cada sitio, se trazd un cuadro de 30 x 35 m y dentro de él se ubicaron cinco puntos de
manera aleatoria a través del uso de coordenadas cartesianas, tanto para la temporada de secas
(abril, 2015) como la de lluvias (agosto 2015).

56000
2055756 " - R N— . 2055756
280031 | 284201
Estacién de Biologia Tropical Los Tuxtlas (EBT-LT), Extremo Oriental, Ve Méxi Simbologia
s romri e\ e de Méxi =
s e B Vegetacién Natural s Limite de la EBT-LT
Datum; WGRS84 . : A
Separacion de curvas de nivel: 20m [ Zona de Cultivos o i:t:':: :‘.‘}mn EBT-LT
Elaborado con base en Carta Topografica E15 A63 Nueva Victoria (INEGI, 2016) y Sistema de X
Veredas Extremo Oriental de la EBT-LT elaborado por Quinto, AD. y Coates, R. (s.f). [T Otros Usos (Pastizales, Urbano...) P —_—_—
Autor; Isaac. Romeo Anev_edo Rojas W c & —
UNAM, Facultad de Ciencias, Laboratorio de Ecologia del Suelo Uerpos de Agua S Batica e ietino,

Figura 2. Mapa modificado de Acevedo-Rojas (2017), donde se marcan los puntos utilizados

para el muestreo, donde: P (potreros) y C (cultivos).

En cada punto se colect6 una muestra de suelo con ayuda de un nucleador de 15 cm de
diametro y 20 cm de largo (aproximadamente 3 400 cm®), colectando alrededor de 1 kg por
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muestra de suelo en total 100 muestras 50 para la temporada de lluvias y 50 para la
temporadas de secas.

Se selecciond una muestra de suelo de cada punto de colecta y se enviaron al laboratorio de
fertilidad de suelos y quimica ambiental en el Colegio de Postgraduados para analizar las
propiedades quimicas y edaficas de donde se obtuvieron los datos de pH, C total, porcentaje

de materia organica, nitrégeno total, nitratos, nitritos, fosforo y la textura del suelo.

4.3 Laboratorio
4.3.1 Cuantificacion de micelio extrarradical y estructuras intrarradicales

De cada muestra se separaron aproximadamente 10 g de raices y se pesaron 30 g de suelo, las
cuales fueron colocadas en bolsas separadas y en refrigeracion a 3°C hasta su procesamiento.
Ya en el laboratorio, los 30 g de suelo por muestra, se tamizaron con un tamiz de 22 mm de
apertura, y de este suelo se separaron dos muestras de 5 g de las cuales una se utilizé para
obtener el peso seco y la otra se procesd usando la técnica de Miller y Jastrow (1998),
considerando las modificaciones por Jasso (2010) y Sanchez de Prager et al. (2010) (Anexo
1). Posteriormente, por cada membrana se llevé a cabo la cuantificacion del micelio

extrarradical mediante la técnica de Jakobsen (1998) (Anexo 2).

También se realizé la cuantificacion de la presencia de cada una de las estructuras fungicas
presentes en las raices para asi determinar el porcentaje de colonizacion intrarradical por
estructura para lo cual se tifieron las raices por el método de tincién con azul de tripano y
posteriormente se evaluo el porcentaje de colonizacion de acuerdo a la técnica de Phillips y
Hayman (1970) (Anexo 3).

4.4 Andlisis del suelo

En cultivos se encontraron los valores méas bajos de carbono total, materia organica, nitrogeno
total y fosforo también se encontraron en cultivos, en el caso de los nitratos la menor
concentracion se encontrd en potreros y no existieron diferencias significativas en el caso del
amonio (Acevedo-Rojas, 2017) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Concentracion promedio (+ 1 D.E.) de algunos parametros del anélisis edafico de
los dos usos de suelo en las temporadas de secas y lluvias (Acevedo-Rojas, 2017).

Uso pH C total % M.0% Nt % P(mgkg 1) NOz; (mgkg 1) NH,"(mgkg 1)
Liwvias  [cultivo 54 35 5,92 033 0.82 9.2 2327

Potrero 581 3.7 %08 0.32 172 6.52 22.48

Cultivo 532 3.48 5.04 0.32 13 2374 2771
Secas

Potrero 5.77 382 7.2 035 151 1163 3254




4.5 Andlisis estadistico

Se analizaron los datos obtenidos de la colonizacion intrarradical y la longitud de micelio con
ayuda del programa de andlisis estadistico R (2015) con el cual se aplicé un analisis de
varianza. Para esto se transformaron los datos obtenidos de la cuantificacion de la longitud del
micelio extrarradical con logaritmo natural para normalizarlos, mientras que el conteo de
estructuras intrarradicales se normalizaron con logaritmo base 10. También se realizaron
correlaciones utilizando la longitud de micelio y los datos de colonizacion intrarradical con
respecto a las propiedades quimicas del suelo (pH, C total, porcentaje de materia organica,
nitrégeno total, nitratos, nitritos, fosforo); se graficaron las correlaciones significativas.

También se realizd un analisis multivariado de componentes principales utilizando el
programa de analisis estadistico, STATISTICA (2011) con el que se analizaron la respuesta
de la longitud del micelio extrarradical y la colonizacion intrarradical contra las variables

ambientales (pH, porcentaje de materia organica, nitrégeno total, nitratos, nitritos, fosforo).

5.0 Resultados.

5.1 Longitud del micelio extrarradical

Respecto a la longitud de micelio, se encontraron diferencias significativas entre los potreros
y cultivos (F1, 206= 995.639, p < 0.05), encontrando una mayor longitud en los potreros con
una longitud promedio de 15.46 (* 5.1) (m g}) (+1E.E.) mientras que en cultivos fue de 5.39
(+ 41.76)(m g?) (*1E.E.) (Figura 3 a). En el caso de la temporada no se encontraron
diferencias significativas (Fi, 206= 2.5, p=0.104) (Figura 3 b).

Por otro lado la interaccion entre uso de suelo y temporada fue significativa (Fs, 206= 122.94, p
< 0.001), encontrando 4 grupos significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey
(p <0.05), en donde la mayor longitud de micelio se presento en el potrero en la temporada de
lluvias 20.69 (+ 4.39 m g?), sequido por el potrero en la temporada de secas 10.44 (+ 1.89 m
g1), después el cultivo en temporada de secas 6.38 (+ 0.70 m g%) y por Gltimo el cultivo en la

época de lluvias 4.4(+ 0.38 m g!) (Figura c).
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Figura 3.a) Longitud promedio del micelio extrarradical (mg™) (+1E.E) comparando dos usos
de suelo, b) Longitud promedio del micelio extrarradical (mg™) (+1E.E) comparando dos
temporadas ¢) Longitud promedio del micelio extrarradical (mg™) (+1E.E) comparando la
interaccion temporada x uso. Las letras diferentes indican diferencias significativas de

acuerdo a la prueba de Tukey (p< 0.05).

5.2 Porcentaje de colonizacién intrarradical

En el caso de los potreros se encontré un porcentaje de colonizacién promedio de 89.92 (5.6
%) (x1E.E), mientras que en cultivos fue de 86.61 (+ 5.8 %) (+1E.E). Los resultados del
ANOVA indicaron que el cambio de uso de suelo genera diferencias significativas (F1, 296=

20.501, p< 0.05) siendo mayor en los potreros (Figura 4, a). El cambio de temporada, también

24



generd diferencias significativas (F1, 206= 25.886, p< 0.05), siendo mayor en la época de
lluvias con un valor promedio de 90.16 (+ 6.23 %), mientras que en la época de secas el
promedio fue de 86.43 (+ 6.65 %) (Figura 4, b).

Por Gltimo, la interaccion entre temporada y uso de suelo fue significativa (Fs, 206= 4.754, p=
0.030) (Figura 4, c). En donde se encontraron tres grupos diferentes de acuerdo a la prueba de
Tukey (p<0.05), de nuevo coincide que el potrero en época de lluvias tuvo el mayor promedio
con 91.04 (* 5.63 %) y diferente significativamente del cultivo en secas en donde se encontro
el promedio méas bajo con 83.95 (+ 5.87 %), mientras que no existieron diferencias
significativas entre potrero secas 88.90 (x 6.54 %) y cultivo lluvias 89.28 (+ 6.70 %).

100 -

Colonizacién Total (%)

Potrero Cultivo Secas Lluvias

97 A A AB
'; o
g 87 /
8
/
%

___

7

Potrero Cultivo Potrero Cultivo

Secas Lluvias

Figura 4. Porcentaje de colonizacion total promedio (+ 1 E.E.), letras diferentes indican
diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p <0.05). a) Comparacion entre

uso de suelo, b) comparacion entre temporadas, c) Interaccion temporada x uso.
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5.3 Relacion entre variables bioticas y abidticas
5.3.1 Longitud del micelio extrarradical (ME) en cultivos

Al relacionar los factores abidticos de cada uso de suelo con la longitud del micelio
extrarradical y la colonizacién intrarradical se encontré que la relacion entre longitud del
micelio extrarradical y el pH fue lineal significativa e inversamente proporcional, mientras

que con los nitratos fue directamente proporcional (Cuadro 3, Figura 5).

Cuadro 3. Resumen de los valores obtenidos de la regresion lineal entre la longitud del
micelio y las variables edaficas analizadas en cultivos, los datos sombreados indican
correlaciones estadisticamente significativas (p<0.05).

Longitud del micelio extrarradical en cultivos

F P R2 EE
pH 4.998 0.0308 0.217 0.3172
Carbono total 1.107 ns 0.057 0.348
Materia organica 0.097 ns 0.0054 0.357
Nitrogeno total 1.891 ns 0.095 0.341
NO;j 7.644 0.012 0.082 0.3
NH," 1.611 ns 0.298 0.343

w
J

2 25
o
B 2 - /
E 151 1
Q
T
ke 14 4
2 y =-0.9458x + 6.8071 y =0.0204x + 1.3898
g 05 F =499 i F=7.64
- p <0.05 p<0.05
O T T T T 1 T T T T 1
48 5 52 54 56 58 6 0 10 20 30 40 50
pH NO ; (mg Kg-1)

Figura 5. Relaciones significativas entre la longitud de micelio en cultivos y: a) pH y b) NOs.
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5.3.2 Longitud del ME en potreros

En el caso de los potreros al relacionar los factores abidticos con la longitud de micelio

también se encontrd una relacion significativa entre la longitud del micelio extrarradical y el

nitrogeno total, el amonio y los nitratos, en los tres casos la relacion fue lineal e inversamente

proporcional (Cuadro 4, Figura 6).

Cuadro 4. Resumen de los valores obtenidos de la regresion lineal entre la longitud del

micelio y las variables edaficas analizadas en potreros los datos sombreados indican

correlaciones estadisticamente significativas (p<0.05).

Longitud de micelio extrarradical en potrero

F P R2 EE
pH 0.36 ns 0.22 0.35
Carbono total 2.21 ns 0.066 0.33
Materia organica 3.95 ns 0.19 0.32
Nitrogeno total 4.507 0.049 0.21 0.319
NO3; 8.72 0.009 0.35 0.29
NH,' 6.85 0.018 0.29 0.3
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Figura 6. Relaciones significativas entre la longitud de micelio en potreros y: a) NH,", b)

NOs Y c) nitrégeno total.
5.3.3 Porcentaje de colonizacion intrarradical en cultivos

Con respecto a la colonizacion intrarradical (Cl) al relacionar los factores abidticos en cada
uso de suelo solo se encontrd una relacién con los factores abidticos en el caso de los cultivos
siendo ésta significativa lineal e inversamente proporcional con el nitrogeno total, mientras
que con los nitratos fue directamente proporcional. Por otro lado, en potreros no se encontrd

ninguna relacion con los factores abidticos (Cuadro 5, Figura 7).

Cuadro 5. Resumen de los valores obtenidos de la regresion lineal entre la colonizacion
intrarradical y las variables en los cultivos. Los datos sombreados indican correlaciones

estadisticamente significativas (p<0.05).

Colonizacion total en cultivos
F P R2 EE

pH 0.61 ns 0.033 0.037
Carbono total 1.28 ns 0.06 0.036
Materia organica 2.52 ns 0.12 0.035
Nitrogeno total 4517 0.047 0.2 0.03
NOj3 8.384 0.009 0.31 0.031
NH," 0.83 ns 0.044 0.03
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Figura 7. Relaciones significativas entre la longitud de micelio en cultivos y; a) Regresion

entre la colonizacion intrarradical y el nitr6geno total, b) Regresién entre la colonizacién

intrarradical y los nitratos.

5.3.4 Porcentaje de Colonizacion intrarradical en potreros

En el caso de los cultivos no se encontrd ninguna relacion significativa entre las variables

abidticas y la colonizacidn intrarradical.

Cuadro 6. Resumen de los valores obtenidos de la regresion lineal entre la colonizacion

intrarradical y las variables los datos sombreados indican correlaciones estadisticamente

significativas (p<0.05).

Colonizacion total en potreros

pH

Carbono total
Materia organica
Nitrogeno total
NO3

NH,"

F P R2 EE
1.23 ns 0.071 0.029
0.12 ns 0.007 0.031
0.84 ns 0.05 0.03
0.38 ns 0.023 0.03
1.34 ns 0.07 0.02
2.33 ns 0.12 0.029
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5.4 Andlisis multivariado de componentes principales

Al realizar un analisis multivariado de componentes principales con la finalidad de observar
las variables que mas influyen en el desarrollo del ME y la Cl, se encontr6 que al igual que en
las regresiones el pH y el contenido de nitrégeno en el suelo ya sea como nitrégeno total,
amonio o nitratos son componentes de los principales factores que afectan le desarrollo del
ME y de la CI, y ademéas se agregaron otras variables a los factores principales como el
porcentaje de materia organica y en conjunto, la suma de los 3 factores principales, explican
el 80.44 % de los datos.

Cuadro 8. Resumen de los valores de la contribucién de las variables a los factores obtenidos
del analisis multivariado de componentes principales; los datos sombreados indican las

variables que aportaron mas a los factores utilizando 0.15 como limite minimo.

Contribucion de las variables

Variable Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5 Factor 6 Factor 7 Factor 8
TLIn 0.177257 0.008616 0.164069 0.232055 0.129324 0.081166 0.049474 0.158039
CT log10 0.262810 0.001089 0.101868 0.006045 0.000385 0.006797 0.012730 0.608276
pH 0.203922 0.015138 0.046012 0.285444 0.028099 0.269754 0.030268 0.121363
M.0% 0.070097 0.284828 0.024747 0.008761 0.089821 0.000625 0.461236 0.059885
N total 0.005032 0.351376 0.049464 0.088777 0.031039 0.066942 0.404883 0.002487
N-No3 0.131836 0.100060 0.159243 0.042078 0.140589 0.387824 0.014046 0.024324
N-NH4 0.025213 0.189354 0.288504 0.001074 0.414092 0.051448 0.007538 0.022778
Arcilla 0.123833 0.049539 0.166093 0.335768 0.166650 0.135444 0.019825 0.002848

Cuadro 7. Resumen de los Eigenvalues obtenidos del analisis multivariado de componentes

principales.
Matriz de correlacion de los Eigenvalues
Factor Eigenvalue 9% Total EV. Acumulado % acumulado

1 3.114648 38.93310 3.114648 38.9331
i 2 2.179274 27.24092 5.293922 66.1740
i 3 1.141309 14.26636 6.435231 80.4404
i 4 0.630323  7.87903 7.065553 88.3194
r 5 0.390491 4.88114 7.456044 93.2006
i 6 0.266438  3.33047 7.722482 96.5310
i 7 0.187686  2.34608 7.910169 98.8771
r 8 0.089831 1.12289 8.000000 100.0000

30



A) 50 T PS
0 L PLI
' N total CS
3.0 CLI
2.0 1
< 1.0 A
N s ® |
N~ 1 1 1 ] AWa TR 1 1
N I L L 2 OU.\J - T 1
& 4.0 -3.0 -2.0 -2.0 0lo 3.0 4.0
5 1.0 +
&
LL _20 il
-3.0 +
4.0 +
_50 L
Factor 1: 38.93
PS
25 +
B) PLI
20 + CS
CLI
15 +
1.0 +
O
0
3
& : : : |
g -4.0 -3.0 2.0 3.0 4.0

-25 4+
Factor 1: 38.93

Figura 8. PS) Potrero secas, PLI) Potrero lluvias, CS) Cultivo secas, CLI) Cultivo Lluvias.
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A) Grafica comparando el factor 1 contra el factor 2; En donde se explica el 66.17% de la
variacion de los datos, siendo las variables que mas aportan al factor 1, Cl, y pH, mientras que
al factor 2 lo componen principalmente, materia organica y Nitrégeno total.

B) Grafica comparando el factor 1 contra el factor 3; En donde se explica el 80.44% de la
variacion de los datos, acumulado al factor 2; Siendo las variables que més aportan al factor 1

Cl, y pH, mientras que al factor 3 lo componen principalmente N-NOzy N-NHa.

6. DISCUSION
6.1. Longitud del micelio extrarradical (ME)

En condiciones de estrés ambiental debido al uso de suelo diferente al original, el desarrollo
de los HMA se ve afectado ocasionando cambios en la longitud del micelio o en el porcentaje
de colonizacion (Kothamasi, 2001). Se encontré una mayor longitud de micelio extrarradical
en los potreros en comparacion con los cultivos sin importar la temporada; esto puede estar
relacionado con la identidad de las especies y el manejo que se hace tanto en potreros como
en cultivos.

En los potreros predominan especies micotroficas, como son los pastos y plantas herbaceas,
las cuales en su mayoria son perenes, con lo cual se garantiza un suministro constante de
fotosintatos hacia los HMA por lo que no tienen una limitante en cuanto a carbono se refiere
para poder seguir creciendo y producir mas micelio (Newsham et al., 1995; Puschel et al.,
2008).

En el caso de los cultivos, la produccién de ME fue menor y esto puede estar relacionado con
la rotacion de especies cultivadas. En este caso, tanto el maiz, la sandia y el chile se han
reportado como plantas micotroficas (Evans y Miller, 1990; Poulton et al., 2001; Wang y Shi,
2008), sin embargo pueden tener diferencias en la afinidad por establecer una relacion con los
HMA (Smith, 2003). Por lo que, el manejo que se aplica en los cultivos puede ser una de las
principales razones en la disminucién del ME, dado que cada seis meses se utiliza el arado y
se remueve el suelo, lo que conlleva la ruptura de la red de hifas presentes en el suelo, esto

reduce la longitud del ME y los porcentajes de Cl (McGonigle et al., 1990).
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Debido al acoplamiento con el desarrollo vegetal por parte de los HMA, en las plantas de los
cultivos se presenta un desarrollo fenoldgico similar, en donde tienden a asignar menos
recursos a micelio cuando la planta entra en la fase de maduracién de los frutos (Gavito y
Varela, 1993), momento en el que se encontraban cuando se muestreé en la época de lluvias.

Por otro lado, el que no se encontraran diferencias significativas en la longitud del micelio
entre temporadas (secas y lluvias) podria estar ligado a la alta permanencia del mismo, a
través del tiempo, debido a su baja tasa de descomposicion en el suelo (Rillig, 2004), y al
hecho de que la relacion simbiotica entre la planta y los HMA se mantiene a través del tiempo
y una vez que se alcanza cierta longitud la produccion de micelio podria disminuir, tal cual

ocurre con la colonizacion (Gavito, 1998).

La mayor longitud se encontrd en el potrero y la menor longitud en cultivos, ambas en la
temporada de lluvias, estos extremos se podrian explicar debido al acoplamiento fenoldgico
que sigue la relacion entre los HMA vy las plantas, en donde la disponibilidad de recursos es
aprovechada por la planta para desarrollarse con lo cual favoreceria el desarrollo de los HMA
en los potreros, mientras que en cultivos al estar madurando los frutos al momento del
muestreo existiria una baja en los nutrientes disponibles para los HMA (Blanke, 2012; Gavito
y Varela, 1993), esto sumado a la baja cantidad de propagulos disponibles en cultivos

explicaria la baja en la longitud de micelio encontrado (Borie, 2000).

Por otro lado, la falta de diferencias significativas en época de secas, tanto en potrero como en
cultivo, puede ser consecuencia del estrés hidrico ya que ha sido probado que favorece la
asociacion de las plantas con los HMA con lo cual la planta destina recursos hacia el
crecimiento radical, lo que aumentaria la longitud de ME y con ello la superficie de contacto,

la absorcion de agua y nutrientes (van der Heijden, 2004).

Al analizar los factores edaficos se encontrd que en los potreros la longitud del ME tenia una
tendencia a disminuir relacionada con la disponibilidad de nitr6geno total, nitratos 0 amonio,
mientras que en cultivos se encontrd una tendencia a aumentar la longitud cuando aumentan

los nitratos, esto concuerda con lo encontrado por (Gryndler et al., 2006) el encontrar estas
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diferencias podrian estar indicando un umbral en donde dependiendo de la concentracion es el
efecto que tiene sobre la longitud de micelio (Williams et al. 1992)

mientras que el analisis de componentes principales no muestra un factor principal que afecte
el desarrollo si no varios factores que aportan una variacién al desarrollo de los HMA entre
los més importantes el pH, la materia orgéanica y el nitrdgeno disponible, por lo que se podria
interpretar que aunque la longitud de micelio responde a la concentracion de nitrogeno, hay
que considerar la interaccion con otros factores simultaneos que pueden alterar la longitud,
incluida la historia de vida de los diferentes HMA presentes en cultivos y potreros. (Sasvari et
al., 2012; Williams et al. 1992; Wang y Shi, 2008)

6.2. Colonizacidn intrarradical (Cl)

A diferencia de la longitud de micelio, la colonizacion intrarradical (Cl) si presento
diferencias significativas en cuanto al uso de suelo, la temporada y la interaccion temporada x
uso. Existen diferentes causas por las cuales la colonizacion intrarradical puede verse

modificada por el uso de suelo y la temporada.

En el caso del uso de suelo, la CI fue mayor en los potreros, lo cual coincide con la longitud
de micelio encontrada, por lo que podria suponerse que existe un gran intercambio de
nutrientes entre planta y hongo lo cual incrementaria el porcentaje de colonizacion y la

longitud del micelio extrarradical (Zangaro, 2007).

En cuanto al cambio de temporada, la época de lluvias tuvo la mayor Cl promedio, en este
caso las diferencias generadas por la temporalidad pueden estar relacionadas con el
incremento en la productividad por parte de la cobertura vegetal (Richter, et al., 2002).
Durante la temporada de lluvias hay mayor disponibilidad de agua y de nutrientes, esto
permite que las plantas tengan una mayor produccién de biomasa foliar, lo que trae como
consecuencia una mayor produccion de fotosintatos, lo que provoca un aumento en la
interaccién entre la planta y los HMA, lo cual coincidiria con lo reportado por Guadarrama

(2008) quien menciona que en sitios recientemente abandonados y con una mayor cantidad de
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luz, la actividad fotosintética puede aumentar y con ello aumentar tanto la longitud de micelio

como la colonizacién intrarradical.

Con la interaccion uso x temporada aunque se encontraron diferencias significativas solo
existieron 3 grupos diferentes: potreros en época de lluvias con el valor mas alto, un grupo
intermedio formado por potrero en secas y cultivo en lluvias, y con el valor més bajo cultivo
en época de secas.

Lo cual podria estar explicado por el manejo en cada uno de los sitios, en donde los valores de
colonizacién aumentan en la época de lluvias en cultivos debido a la disponibilidad de
nutrientes y en los potreros se ven reducidos debido a la disminucion en los recursos

destinados al crecimiento (Santos-Gonzélez et al., 2007).

Las diferencias entre el cultivo en época de secas y el potrero en época de lluvias podria estar
explicado por el manejo que se lleva en cada uno de los sitios, en donde la baja disponibilidad
de agua y nutrientes esté reduciendo los porcentajes de colonizacion en los cultivos
(Palmiotto et al., 2004), mientras que la disponibilidad de agua y nutrientes como el N en los
potreros esté provocando una mayor productividad en los potreros lo que aumentaria la

colonizacion intrarradical (Bai et al., 2013).

Se ha visto en otros estudios que la fertilizacion organica E inorgéanica disminuye la
colonizacion intrarradical (Gryndler et al., 2006), lo cual concuerda con la relacion negativa
encontrada entre el amonio Yy la colonizacion intrarradical. Por otro lado, la disponibilidad de
nitrégeno total tuvo un efecto positivo en la colonizacién intrarradical, lo cual coincide con
los resultados obtenidos por Bai et al. (2013) en donde ademas los autores no encontraron

correlacién con ninguna otra propiedad del suelo.

7. Conclusiones

Se encontrd la mayor longitud de micelio en potreros lo cual refuta la hipétesis planteada que
suponia que la falta de nutrientes y agua favoreceria el desarrollo del micelio. Por lo que, la

baja disponibilidad de nutrientes y la falta de un hospedero continuo afecta severamente el
desarrollo de los HMA,;

35



El cambio de temporada no tuvo el efecto esperado en la hipdtesis planteada, ya que en la
temporada de lluvias se encontraron los mayores porcentajes de colonizacién intrarradical y
los valores més altos de longitud de micelio extrarradical, sin embargo no se presentaron

diferencias significativas entre temporadas.
De acuerdo al analisis de componentes principales no existi6 un nutriente claramente

limitante en el desarrollo de los HMA, tanto para el micelio extrarradical como para la

colonizacion intraradical.
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9. Anexos

Anexo 1. Extraccion y cuantificacion del micelio extrarradical.
Tecnica de de Miller y Jastrow considerando las modificaciones por Jasso (2010) y
Sanchez-Preager et al. (2010)

Una vez que se obtuvo la muestra de 5 g se colocara en un matraz Erlenmayer de vidrio d 500
ml, al que se agregé 250 ml de agua y 31 ml de hexametafosfato de sodio, la cual se mezcl6
con un agitador de vidrio hasta deshacer los agregados del suelo.

Una vez que se mezcld la muestra, se coloca el matraz en la agitadora por una hora y media
como minimo a 180 r.p.m.

Transcurrido ese tiempo, mientras la agitacion esté en curso se toma una alicuota de 12 ml de
la solucién del suelo, evitando tomar el precipitado, se coloca en un matraz de 500 ml con 250
ml de agua y 31 ml de hexametafosfato.

Nuevamente se coloca el matraz en la agitadora a 180 r.p.m. durante 20 min.

Después de transcurrir este periodo se toman cuatro alicuotas de 5 ml de la solucién del suelo,
con cuidado de no tomar del precipitado, y mientras se encuentra en movimiento.

Las alicuotas tomadas las se pasan por un tamiz con una apertura de 0.037mm colectando lo
que pasoé a traves del tamiz, este remanente se coloca en una membrana de nitrocelulosa de
45um de apertura, esto se realiza por triplicado para cada muestra y a través de una bomba de
vacio para acelerar el tiempo de filtrado.

Una vez que haya filtrado la muestra, se le coloca a cada muestra 5 ml de azul de tripano al
0.05% durante 10 min para que se tifia el micelio que quedd depositado en la membrana.

Las membranas de nitrocelulosa tefiidas se montan sobre un portaobjetos con alcohol
polivinilico, con la ayuda de pinzas para evitar el contacto con el azul de tripano y se
mantienen durante 24 horas secando, antes de colocar un cubreobjetos con alcohol

polivinilico.
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Anexo 2.
Cuantificacion del micelio extrarradical. Técnica de Jakobsen (1998).

Por cada membrana se seleccionan 70 campos, cuatro por cada cuadro de la membrana
cuadriculada, y usando una rejilla en el ocular del microscopio dptico se contabilizan por cada
campo el numero de intersecciones lineas-hifa, para posteriormente aplicar el dato a la

siguiente férmula y asi obtener la longitud de micelio.

20 12
p

(HL 9 [(12+250+31) ) N [(250+31)

TL =

Donde:

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

11/14= constante

N= numero total de interseptos en 70 campos de observacion

a (longitud total de la unidad de la rejilla en el ocular de 10x10 sobre el filtro usando un
objetivo micrométrico) = 0.05 mm

p = peso seco en g de la muestra de 5g de suelo himeda utilizada

250 ml = volumen de agua donde la muestra fue suspendida

31 ml = volumen utilizado de hexametafosfato de sodio en las dos disoluciones

12 y 20 ml son las alicuotas de las disoluciones pipeteadas del suelo

Area filtrable sobre la membrana de nitrocelulosa (FA):
FA=r - r* (mm?)

r=radio del area de captacion/filtrado = 9.5 mm
Avrea total examinada o area contable (CA)

CA= (10 - @2 - C (mm?)

C= numero total de campos observados (en este caso es C= 70)
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Longitud total de la hifa sobre el area filtrable (HL g*m™)
HL= (H/CA)-FA o HL = H-FA/CA
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Anexo 3.
Tincion y cuantificacion de estructuras intrarradicales (Técnica de Phillips y Hayman, 1970).

Se lavan las raices con abundante agua corriente para remover el exceso de tierra; Una vez
limpias se colocan fragmentos largos de raices finas de cada sitio de muestreo en una rejilla
histoldgica, las cuales se colocan en un recipiente para posteriormente agregar KOH al 10%
hasta cubrirlas toralmente y dejarlas reposar durante 24 horas.

Transcurrido este tiempo se lavan las rejillas con agua corriente, con cuidado de colectar el
KOH para desecharlo posteriormente; Una vez que se han lavado se puede agregar agua
oxigenada al 10% si es que las raices se encuentran muy pigmentadas.

Después del lavado se agrega una solucion de HCL a 10%, durante 15 min, transcurrido el
tiempo, se retira el HCL y sin enjuagar las raices se adiciona una solucién de azul de tripano
al 0.05%; Disuelto en una mezcla de acido lactico, glicerina y agua en una proporcion 1:2:1,
hasta cubrir por completo las raices y se dejan tefiir durante 24 horas, pasado el tiempo se
retira la solucién de azul de tripano y se sustituye por una solucion de lactoglicerol en la que
se pueden mantener hasta el montado en el portaobjetos, para lo cual se colocan de 20 a 25

raices finas de una longitud de 1-2 cm y se cubren con un cubreobjetos.

Una vez montadas las raices en el portaobjetos se determina el porcentaje de colonizacion, a
través de la observacion al microscopio de las raices, para lo cual se observan con el objetivo
de 20x, y se cuentan 75 campos repartidos a lo largo de las diferentes raices, dentro de los
cuales se observan la presencia o ausencia de las estructuras fangicas como hifas, vesiculas,

esporas, ovillos y arbusculos.
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Anexo 4.

Imagenes

Iméagenes 1,2,3,4. 1) Raices montadas en el portaobjetos para determinar el porcentaje de
colonizacion intrarradical, 2) membranas de nitrocelulosa montadas para determinar la
longitud del micelio extrarradical, 3) estructuras intrarradicales de HMA observadas a 20x, 4)

micelio extrarradical observado a 20x sobre la membrana de nitrocelulosa
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Iméagenes 5,6, 5) cultivo de maiz, 6) potrero con el paisaje fragmentado de la selva al fondo
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