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Resumen

Los hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) se encuentran asociados con mas del 80% de
las plantas terrestres; modifican su desempefio de acuerdo con las propiedades fisicas y quimicas del
suelo, la diversidad bioldgica del sitio y las actividades humanas que se llevan a cabo. Este trabajo
evalud la concentracion de acidos grasos totales (WCFA) como indicador de la biomasa de HMA junto
con otras variables de desempefio fungico y propiedades fisicas y quimicas del suelo, bajo un contexto
de cambio de uso de suelo y temporalidad en un bosque tropical de México. El sitio de estudio se
encuentra en la Estacion de Biologia Tropical “Los Tuxtlas”, dentro de la Reserva de la Bidsfera de Los
Tuxtlas, Veracruz, México, donde se identificaron cuatro usos del suelo (potreros, cultivos, acahuales y
la selva conservada), en los cuales se realiz6 un muestreo aleatorio de suelo (10-15 cm de profundidad)
por parcelas (0.1 ha de area total c/u). Cada uso de suelo fue representado por cinco parcelas (5 muestras
de suelo de 100g por parcela) con un total de 200 muestras por ambas temporadas (lluvias agosto 2014 y
secas abril 2015) en las que se aplicé el método de extraccion y cuantificacion de WCFA por
cromatografia de gases. Se utiliz6 un ANOVA de dos vias para detectar diferencias significativas entre
los factores de variacion “uso de suelo” y “temporalidad”; ademas, se utilizaron correlaciones de
Spearman entre la concentracion de WCFA de HMA, las propiedades fisicas y quimicas del suelo y
variables de desempefio fungico, asi como un andlisis de componentes principales (ACP) para
determinar la proporcién de contribucion de cada variable bi6tica o abiética a la variacion de los datos.
No existieron diferencias entre la concentracion de WCFA de la temporada de lluvias y la temporada de
secas. El cambio de uso de suelo tuvo efecto en la concentracion de WCFA de HMA (F3 19,=9.723;
p=0.0001) y solo el potrero tuvo valores significativamente mas altos. Existieron diferencias
significativas entre la concentracion de WCFA de HMA y la interaccion usos de suelo-temporada (Fs,

102=1.77; p=0.05), el potrero de lluvias tuvo el promedio mas alto (21.47 nmol/g suelo (£2.9)) y la selva



de lluvias tuvo el promedio mas bajo (8.37 nmol/g suelo (x0.76)). La longitud de micelio y
concentracion de WCFA de ambas temporadas tuvieron una correlacion positiva (r=0.38, p=0.002
lluvias y r=0.26, p=0.047 secas, respectivamente). El N total, nitrato (NO3) y amonio (NH,) del suelo de
la temporada de lluvias tuvieron una correlacion negativa con los &cidos grasos totales (r=-0.34,
p=0.007; r=-0.26, p=0.04 y r=-0.37, p=0.003, respectivamente). En temporada de secas la concentracion
de WCFA tuvo una correlacion positiva con el pH del suelo (r=0.37; p=0.004) y negativa con la
concentracion de nitratos (NO3) (r=-0.27, p=0.03). EI ACP de variables bidticas de la temporada de
lluvias, indicé que los dos primeros componentes tuvieron un porcentaje de contribucion a la variacion
total de los datos del 20.4% (longitud de micelio y WCFA de HMA en componente 1 con contribucién
del 12.89%, y colonizacion intrarradical en componente 2 con contribucion del 7.51%); todas las
variables tuvieron valores negativos de correlacion. EI ACP de propiedades fisicoquimicas del suelo de
la misma temporada indicé que los dos primeros componentes tuvieron un porcentaje de contribucion a
la variacion total de los datos del 42.35% (C total, NH,4, N total, pH del suelo, NO3 y contenido hidrico
en componente 1 con contribucién del 38.79%, y P en componente 2 con contribucién del 3.56%); todas
las variables tuvieron valores negativos de correlacion excepto el P del suelo. Para la temporada de
secas, el ACP de variables bioticas indicd que los dos primeros componentes tuvieron un porcentaje de
contribucion a la variacion total del 20.59% (acidos grasos totales y longitud de micelio en componente
1 con contribucion del 13.3%, y colonizacion intrarradical en componente 2 con contribucion del
7.29%); todas las variables tuvieron valores negativos de correlacion. EI ACP de propiedades fisicas y
quimicas del suelo para esa temporada indico que los dos primeros componentes tuvieron un porcentaje
de contribucién a la variacion total del 30.78% (C total, N total y P en componente 1 con contribucion
del 24.94%, y NH, en componente 2 con contribucion del 5.84%); todas las variables tuvieron valores

neagtivos de correlacion. Los cuatro ACP’s siempre agruparon a la selva y al acahual en un solo



conjunto, en un grupo diferente al potrero y en otro grupo separado al cultivo. EI cambio de uso de
suelo, la riqueza y abundancia de especies vegetales y del suelo que existen entre los sistemas no
perturbados (selva y acahual) y los sistemas de explotacién econémica (potreros y cultivos) tienen un

efecto directo en la concentracion de C en los HMA.

Abstract

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are associated with more than 80% of terrestrial plants
modifying their performance in accordance with the physical and chemical properties of the soil,
biological diversity of the site and human activities. The objective of this work was to evaluate the
concentration of whole cell fatty acids (WCFA) as a bioindicator of AMF biomass together with other
fungal performance variables and physic and chemical properties of the soil, under a context of land use
change and season in a tropical forest of Mexico.The study site is located at the “Los Tuxtlas” Tropical
Biology Station, within the Los Tuxtlas Biosphere Reserve, Veracruz, Mexico, identifying four land
uses, (pastures, crops, secondary forest (acahual) and natural conditions or forest). A random soil
sampling (10-15 cm below the ground) was carried out by plots (0.1ha of total area each). Each land use
was represented by five plots (5 soil samples of 100g per plot) with a total of 200 soil samples for both
seasons (rainy season-august 2014, and dry season-april 2015). A two-way ANOVA to detect significant
differences between the factors of variation “land use” and “season” was applied. We did Tuckey’s post
hoc test (p < 0.05) for significant differences, Spearman correlations between WCFA concentration in
AMF, soil physic and chemical properties and fungal performance variables, and also a principal
component analysis (PCA) were employed to determine the proportion of the contribution of each biotic
or abiotic variable to the total variation of the data. There was no differences between the WCFA

concentration of the rainy season and dry season. The land use change was significant for WCFA (Fs,

3



192=9.723; p=0.0001), where only the pasture had significantly the highest values, followed by the
acahual, then by crops and finally de forest. Significant differences were observed between WCFA
concentration and the interaction land use-seasons (Fs, 19,=1.77; p=0.05), the pastures of the rainy season
had the highest average (21.47 nmol/g soil + 2.9) and the forest of the rainy season had the lowest
average (8.37 nmol/g soil = 0.76). The mycelial length and WCFA concentration of both seasons were
positively correlated (r=0.38; p=0.002 rainy season and r=0.26; p=0.047 dry season, respectively). The
total N, NO3; and NH, of the rainy season were negatively correlated with WCFA (r=-0.34; p=0.007, r=-
0.26; p=0.04 and r=-0.37; p=0.003, respectively). In the dry season the WCFA concentration had a
positve correlation with soil pH (r=0.37; p=0.004) and a negative correlation with nitrate (r=-0.27;
p=0.03). The PCA of biotic variables of the rainy season indicated that the first two components
explained 20.4% of the total variation (mycelium length and WCFA in component 1, contribution of
12.89%, and intraradical colonization in axis 2, contribution of 7.51%). All variables had negative
correlation values. The PCA of soil physical and chemical properties of the same season showed that
that the first two components explained 42.35% of the total variation (total C, NHy,, total N, soil pH soil,
NO; and water content in component 1 with contribution of 38.79%, and P in component 2 with
contribution of 3.56%). All variables had negative values of correlation except soil P. For the dry
season, the PCA of biotic variables indicated that the first two components explained 20.59% of the total
variation (WCFA and mycelium length in component 1 with contribution of 13.3% and intraradical
colonization in component 2 with contribution 7.29%). All variables had negative correlation values.
The PCA of soil physic and chemical properties for the same season indicated that the first two
components explained 30.78% of the total variation (total C, total N and P in component 1 contribution
24.94%, and NH, in component 2 contribution 5.84%). All variables had negative correlation values.

The four PCA’s consistently always grouped the forest and the acahual in a single group, in a different



group the pastures and in another group separated the crops. The land use change, richness and
abundance of plant and soil species that exist between undisturbed systems (forest and acahual) and
economic exploitation systems (pastures and crops) have a direct effect on the C concentration in the

AMF.



. Introduccion

a. Deforestacion y cambio de uso de suelo

A lo largo de la historia del ser humano se han llevado a cabo diversas actividades de
aprovechamiento y extraccion de recursos naturales que han alterado la calidad de los servicios
ecosistémicos de soporte (ciclo de nutrientes, secuestro de carbono, produccion primaria, formacion de
suelo) y regulacion (provision de agua, regulacion de clima, control de plagas y enfermedades),
principalmente. La pérdida de cobertura vegetal (deforestacion) ocasiona cambios en los ecosistemas
terrestres como la degradacion y consecuente pérdida del suelo que contribuye al decremento de
biodiversidad desde el nivel microscépico hasta el nivel de paisaje; también es ampliamente reconocido
que la deforestacion es una de las principales causas por las cuales se modifican los ciclos

biogeoquimicos de un ecosistema (FAO, 1994).

Es l6gico pensar que la deforestacion esta ligada al uso que tiene el ecosistema por parte del ser
humano (Velazquez et al., 2002). El uso de suelo determina la extension de la deforestacion, asi que la
forma en la cual se llevan a cabo las actividades econdmicas sobre el suelo tiene fuertes efectos sobre los
controles y reguladores bidticos y abidticos de un ecosistema. Actualmente, la deforestacion esta
relacionada con la explotacion forestal (productos maderables), la agricultura y la apertura de potreros
para ganado, asi como el desarrollo de infraestructura y vias de comunicacion (Geist y Lambin, 2001,
2002). En el caso de México, la extension de la selva alta perennifolia se redujo 90% de su cobertura
original (Arroyo-Rodriguez y Mandujano, 2006). La sierra de Los Tuxtlas, Veracruz, es uno de los
altimos relictos de la selva himeda en la costa del Golfo de México, en dicha regién existen 3,356
especies de plantas vasculares y muchas otras especies de organismos (Sosa y Gomez-Pompa, 1994), tan

solo en la selva se reportan 940 especies de 543 géneros y 137 familias de plantas (Ibarra-Manriquez y



Sinaca-Colin, 1995). En el tropico veracruzano la extension original de la selva alta se dedica para,
26.3% actividades agricolas, 30.9% actividades ganaderas y 41.6% a suelo de conservacion de
vegetacion forestal natural o en sucesion (Toledo y Ordofiez, 1998). Esta region ha sufrido una fuerte
deforestacion originando un paisaje altamente fragmentado, organizado en “parches” (fragmentos) de
selva madura y “acahuales” o selva en regeneracion dentro de una matriz conformada por potreros
(sitios de pastoreo para ganado) y cultivos (sitios de siembra por temporal) en menor proporcion. Estos
“parches” o fragmentos de selva no son suficientemente grandes para soportar y para mantener la misma
funcionalidad ecoldgica que un paisaje continuo, lo que repercutiré la persistencia del ecosistema a largo
plazo (Fahrig, 2003; Dirzo y Raven, 2003). Si los fragmentos o “parches” pequefos de selva se
encuentran aislados de los grandes y poseen formas irregulares, la probabilidad de pérdida de especies y
de funcionalidad ecoldgica serd ain mayor (Mendoza et al., 2005), la riqueza de plantulas puede
disminuir y la composicién de la comunidad puede verse modificada con el ingreso de especies pioneras

y la exclusion de especies tolerantes a la sombra (Benitez-Malvido y Martinez-Ramos, 2003).

La fragmentacion ocasiona cambios en las condiciones microambientales, siendo méas notable en el
limite de los fragmentos, generando lo que se conoce como “efecto de borde”, donde ocurre un aumento
en la incidencia luminica y en la temperatura, asi como una disminucion de la humedad en el suelo y
aire, esto reduce la posibilidad de establecimiento de nuevos propagulos de especies tolerantes a la
sombra (especies de la selva) (Laurance et al., 2000), es decir, se altera la composicion y diversidad de
organismos dentro de los “parches” (el efecto de borde puede ser mas intenso en fragmentos chicos
como una mayor temperatura o estrés hidrico). También es comun que existan cambios en la
concentracion de nutrientes y régimen de agua en las zonas deforestadas, pues se han observado
alteraciones en la estructura y propiedades fisicoquimicas en suelos donde se llevan a cabo actividades

economicas (potreros y cultivos) y en suelos que se encuentra en algin estado de sucesion ecologica



(acahuales y selva conservada), asi como cambios en las comunidades de organismos que habitan la
parte aérea y edafica (Neher, 1999; Given et al., 2002). La mayor parte de los suelos de Los Tuxtlas son
derivados de materiales volcanicos (andosoles, luvisoles, acrisoles, feozems y vertisoles) (Andrle, 1964),
los suelos formados por materiales basalticos rejuvenecidos por deposicion de cenizas volcanicas son
los més productivos y atractivos para la agricultura; dichos suelos son estables si mantienen su cobertura
original, pero se erosionan y lixivian con facilidad después de que quedan expuestos por la
deforestacion, este tipo de suelos es estable en potreros que no se encuentran sometidos a sobrepastoreo

(Reading et al., 1995; Kellman y Tackaberry, 1997).

b. Efectos del cambio de uso de suelo sobre el ciclo del C

A nivel mundial, la deforestacion es una de las principales causas del cambio climatico, altera el
ciclo del C y disminuye la capacidad de los ecosistemas terrestres para captar CO, y otros gases de
efecto invernadero (GEI) de la atmoésfera (Guevara et al., 2004). EI metabolismo de los organismos
genera CO; (principalmente), asi como las actividades humanas, pero actualmente las concentraciones
en la atmdsfera de los GEI como el CO;, se han incrementado, ocasionando un calentamiento
atmosférico con efectos negativos en diferentes escalas de tiempo y espacio en ecosistemas terrestres y
marinos (Lal et al., 2006; Wall et al., 2012). El ciclo del C influye de manera directa en la productividad
primaria de un ecosistema y la produccion de biomasa; su ciclo inicia cuando el CO; se captura por los
productores primarios por medio del proceso de fotosintesis y es cerrado con la reintegracion de dicho C
de la materia organica al suelo por medio de la descomposicion de materia organica e intemperismo
fisico/quimico (Chapin et al., 2002); todo lo anterior estd controlado por los patrones de clima y
estacionalidad del sitio, asi como las comunidades de macro y micro organismos presentes en el suelo

(Figura 1).



*rondiciones

C atmosférico fisicoquimicas de

aire y suelo
Respiracicn *patrones de clima y
vegetal Fotosintesis estacionalidad del sitio
*uso de suelo
{:} *biodiversidad del sitio
PPNA Cadena
trofica

Respiracion del suelo

Coido de hojarasco
@ Intemperismo F, Qy B
Mantillo
Biota del suelo @

PPNS |::> C del suelo
Cen HMA KOS

Descomposicion

i vy

Figura 1. Ciclo del carbono en ambientes terrestres. En este esquema se ubican a los HMA dentro de las raices de las plantas;
los HMA también se encuentran dispersos por el suelo en forma de esporas y micelio. En ambos casos los HMA son
almacenes de C y participan en la dinamica de C del suelo. C=carbono, HMA=hongos micorrizégenos arbusculares,
PPNA=productividad primaria neta aérea, PPNS=productividad primaria neta subterranea, F, Q y B=intemperismos fisicos,
quimicos y bioldgicos, palabras en cursivas=procesos ecolégicos, flechas y grosor=flujo del C en ecosistemas terrestres,
cuadros=almacenes de C, *=variables que influyen en la dindmica de C.

De acuerdo con Cramer et al. (2004), la deforestacion puede contribuir en grandes pérdidas y
liberacion de C a la atmosfera, incrementa el riesgo de sequia e incendios por el aumento de
temperatura, incrementa la evapotranspiracion y disminuye la retencion de agua en el suelo por parte de
las plantas, lo cual tendria efectos negativos en la economia y seguridad alimentaria de un pais, pero el
grupo de Cramer et al. (2004) reitera que los modelos de cambio climatico aun son poco confiables y
precisos debido a la falta de informacion que existe por parte de los ecosistemas tropicales (vistos como
fuentes y sumideros de C), pero lo que si es un hecho es el gran impacto que tiene la deforestacion en la

concentracion de GEI presentes en la atmosfera y el cambio climatico.
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c. Ciclo del Cy los hongos micorrizégenos arbusculares como almacenes de C

El suelo es un reservorio muy importante de C, ya que en las raices de las plantas existen
comunidades complejas de microorganismos que interactian con la rizésfera y tienen una gran
influencia en la forma en la cual las plantas absorben recursos y responden a situaciones de estrés
(sequia, falta de nutrientes, enfermedad, herbivoria, etc.). Concretamente, los hongos micorrizogenos
arbusculares (HMA) son parte de dicha comunidad edafica y son un gremio de especies fangicas que
forman una relacion fisioldgica altamente especializada con las células radicales de su hospedero

(Johnson, 2010).

Los HMA son mas abundantes en zonas tropicales, en la selva de Los Tuxtlas se han identificado
diferentes especies que pertenecen a los géneros Glomus, Acaulospora, Archaeospora, Gigaspora y
Scutellospora (Guadarrama et al., 2004). De manera general, los HMA facilitan a la planta la absorcion
de P (fésforo), N (en forma de amonio NH; vy nitrato NOgs), agua, confieren proteccion contra
patdgenos, resistencia a enfermedades y mejoran la estructura del suelo (Read, 1999; Augé, 2001;
Johnson, 2010). Por su parte, la planta le confiere al hongo un habitat y compuestos de C producto de la
fotosintesis (Allen, 1991) haciendo a los HMA un reservorio de C importante para el ecosistema, debido
a que las redes de hifas se extienden por todo el suelo e interaccionan con la mayoria de las plantas a
través de sus raices. De acuerdo con Johnson (2010) la asociacion planta/HMA es facultativa por parte
del hospedero y obligada por parte del HMA, también se reconoce que los HMA se encuentran dentro de
las raices y al mismo tiempo exploran la rizésfera en busca de nutrientes y agua para la planta, asi como
nuevos hospederos (Smith y Read, 2008). En la naturaleza existen dos tipos de colonizacion radical por
HMA, tipo Paris (hifas crecen exclusivamente dentro de las células del hospedero, forman enroscaduras

con/sin arbusculos) y tipo Arum (hifas crecen entre las células del hospedero), el ciclo de vida consta de
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varias fases que se llevan a cabo dentro y fuera de su hospedero (Willis et al., 2013; Souza, 2015)

(Figuras 2a 'y 2b).
Tipo Paris (intracelular) Tipo Arum (intercelular)
A A
J{

Figura 2a. Hongos micorrizogenos arbusculares (HMA). Representacidn grafica de los dos tipos de colonizacion radical mas
comunes en HMA. A: apresorio, m: micelio interno, V: vesicula, E: enroscadura de micelio, ar: arblsculo, ar-E: enroscadura
con arbusculos, e: espora. Modificado de Willis et al. (2013).
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Figura 2b. Ciclo de vida general en HMA. Tres fases descritas y una cuarta en el suelo como micelio externo y esporas.
Modificado de Souza (2015).
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Los HMA son afectados por el cambio de uso de suelo y el tipo de manejo en la zona, las
caracteristicas morfofisiolégicas del HMA cambian de acuerdo con las condiciones del medio ambiente;
en sitios con alta disponibilidad de recursos (nutrientes, espacio y agua) la asociacién planta/HMA no es
favorecida (Coalpaert y van Tichelen, 1996), por lo tanto, se puede pensar que bajo diferentes escenarios
de uso de suelo, las variables morfofisioldgicas de los HMA cambien junto con las variables
morfofisioldgicas de las plantas hospederas. De acuerdo con Rillig (2004), los HMA influyen en la
composicion y estructura de la comunidad vegetal y de microorganismos en el suelo, también se han
demostrado los efectos que tienen los HMA en la fisiologia de las plantas a nivel individual. EI micelio
de los HMA y sus exudados tienen un efecto positivo en el suelo como la formacion de agregados. Los
HMA tienen una influencia importante en el recambio de la materia organica del suelo que actia como
un “almacén” o “sumidero” de C. Bajo este enfoque, podriamos ver a los HMA como una via de
secuestro de C, ya sea en estructuras macroscopicas (micelo externo de la raiz o esporas muy grandes en
algunos casos) 0 en estructuras microscopicas (micelio intrarradical, esporas y vesiculas de

almacenamiento de compuestos de C de reserva).

d. Acidos grasos totales de la célula (WCFA) como indicador especifico para

biomasa de HMA en el suelo

Los procesos bioquimicos nos ayudan a describir la funcionalidad del complejo HMA/planta y a
cuantificar la cantidad de C almacenado en forma de biomasa flngica (hidratos de carbono, lipidos y
proteinas), asi como en bacterias y muchos otros organismos que coexisten en el suelo y que también
estan sujetos a los cambios del medioambiente. Los acidos grasos totales o0 WCFA (Whole Cell Fatty

Acids) de los HMA han sido usados como indicador de biomasa fungica (Tunlid y White, 1992). La
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biomasa de los microorganismos del suelo es un indicador Util para tener una idea del estado de
fertilidad de un suelo, el contenido de materia orgénica y las tasas de descomposicion y mineralizacion
de N de un ecosistema (Smith y Paul, 1990; Carter et al., 1999; OECD, 2004); por otro lado se ha
comprobado que la biomasa microbiana contribuye a la estabilizacion y estructura del suelo (Smith y
Paul, 1990, FlieBbach et al., 2000). Aun se utilizan biomarcadores especificos para cuantificar la
biomasa de diferentes grupos de microorganismos que habitan en el suelo, en el caso de los HMA se
utiliza el acido graso 16:1w5 como bioindicador (Olsson, 1999), ya que las fracciones lipidicas son utiles
para estudiar el crecimiento y morfogénesis de los HMA. Los HMA almacenan y transportan C en
forma de cuerpos lipidicos, los azlcares de la planta que se encuentran en estructuras intrarradicales
fangicas se transforman en lipidos y son translocados al micelio extrarradical del HMA para el
crecimiento de micelio y esporulacion (Pfeffer et al., 1999). Los acidos grasos totales de la célula
(WCFA) de un HMA se componen por una fraccion fosfolipidica (PLFA, metabdlicamente activa) y una

fraccion neutra (NLFA, almacenamiento y reservas energéticas) (Figura 3).
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Figura 3. Composicion basica de los &cidos grasos. En la imagen A se ilustra la composicion de los acidos grasos neutrales
(NLFA) de reserva y en la imagen B se ilustra la composicion bésica de los &cidos grasos metabdlicamente activos (PLFA).
Obtenido de Allison y Miller (2004).
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A partir de la cuantificacion de los WCFA del acido graso 16:1w5 es posible hacer una estimacion
indirecta de la biomasa de los HMA, con el fin de ayudar a medir un almacén de C importante del suelo
bajo diferentes escenarios de uso de suelo, régimen de precipitacion y temperatura (temporada lluviosa y
seca). El andlisis de acidos grasos también tiene sus limites, de acuerdo con Olsson (1999), algunos de
los &cidos grasos se comparten entre grupos funcionales del suelo, por lo tanto no existe un acido graso
completamente especifico para los HMA. Este autor también menciona que existen diferencias
considerables en la composicion de &cidos grasos entre especies y géneros de HMA, lo cual causa
problemas en la estimacion de biomasa en comunidades heterogéneas de HMA. Olsson (1999) reitera
que pueden existir cambios en las concentraciones de WCFA de los HMA debido a cambios en la
comunidad bacteriana con la que comparte el espacio. En este caso, la técnica de WCFA permite
cuantificar a los acidos grasos neutros del acido graso 16:1®5 de los HMA del suelo, los cuales solo se
encuentran presentes en las células eucariontes, es decir, solo los HMA producen acidos grasos neutros
(NLFA), mientras que las bacterias solo producen (PLFA) por ser procariontes, de esta forma es posible
tener una mayor certeza de que los resultados presentados reflejan con mayor precisiéon la biomasa de

HMA.

El estado o uso del suelo, las condiciones de microclima y la insolacion por el cambio en el tipo
y densidad de cobertura vegetal no han sido estudiadas bajo un enfoque de acidos grasos en un estudio
de campo, por lo tanto, en este trabajo se sugiere que las variables morfofisiologicas de los HMA (como
la biomasa del HMA en el suelo a partir de &cidos grasos, la longitud de micelio y la colonizacién
intrarradical) podrian ser buenos indicadores para describir el efecto que tienen las actividades humanas,
tales como la deforestacion y el cambio de uso de suelo. Recientemente se han cuantificado y descrito
los &cidos grasos del suelo bajo un enfoque de cambio de uso de suelo (selva, acahual, potrero y cultivo)

y diferente régimen de precipitacion (temporada seca y temporada lluviosa), todo con el fin de visualizar
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los cambios en las comunidades edaficas a un nivel morfofisiolégico bajo un escenario de cambio
global. Al conocer el cambio y dindmica de la biomasa de los HMA en el suelo podremos obtener
informacion util que nos permita entender el ciclo del C de una manera més profunda y detallada, ya que
los HMA aumentan y mejoran la asimilacion de C por parte de la planta ayudandola a absorber
nutrientes minerales del suelo; ademaés, se ha comprobado que los HMA intensifican la asignacion y
secuestro de C debajo del suelo debido a que obtienen méas del 20% de la cantidad C neta asimilada por
la planta hospedera (Koch y Johnson, 1984; Harris et al., 1985; Douds et al., 1988; Jakobsen y
Rosendahl, 1990; Eissenstat et al., 1993). La simbiosis con HMA determina el flujo de una enorme
cantidad de C a nivel mundial (5 millones de toneladas al afio aproximadamente), por lo tanto el estudio
de los HMA es de gran importancia para la ecologia de suelos, de plantas y la agricultura (Bago et al.,

2000).
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Il. Objetivos

General

Analizar el comportamiento de los HMA en cuatro usos de suelo derivados de la selva humeda a partir

de la concentracion del acido graso 16:1w5 en el suelo.

Particulares

- Analizar si existe una correlacion entre la produccion del acido graso 16:1w5, el porcentaje de

colonizacién intrarradical y la longitud de micelio externo en cada uso de suelo.

- Analizar el efecto de los cambios en las propiedades fisicoquimicas del suelo en la produccion de

acidos grasos de HMA, por temporadas y uso de suelo.

- Realizar un andlisis de componentes principales (ACP) con las variables bidticas y abiéticas, con el fin

de identificar los factores que mas influyen en la variacion de los datos por temporada y uso de suelo.
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[11. Hipdtesis

- Se espera una mayor concentracion de acidos grasos totales de HMA durante la temporada de
“SECAS” debido a que las condiciones de microclima del suelo son mas estresantes y se favorece la
dependencia del hospedero al HMA, incrementando la produccion de micelio extrarradical para
absorcién de agua y nutrientes. Se espera una menor concentracion de &cidos grasos totales de HMA
durante la temporada de “LLUVIAS” debido a que se favorece la produccion de otras estructuras del

HMA como arbusculos y vesiculas dentro del hospedero.

- Se espera que el cambio de uso de suelo tenga un efecto significativo en la concentraciéon de HMA
en el suelo debido a que las alteraciones en las propiedades fisicoquimicas del suelo como la
concentracion y disponibilidad de nutrientes, humedad y pH, asi como el cambio en la cobertura vegetal

por la deforestacion.

- Se espera la mayor concentracion de HMA en el uso de suelo POTRERO debido a la baja
concentracion de nutrientes en el suelo y a las altas temperaturas por la falta de cobertura vegetal, el uso
de suelo SELVA tendra la menor concentracion de HMA debido a que las concentraciones de nutrientes
del suelo y el microclima son mas estables y menos modificadas a comparacion de los otros tres usos de

suelo, de acuerdo con estudios previos en la zona.
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IVV. Antecedentes

a. Respuesta de los HMA al cambio de uso de suelo

En la selva de Los Tuxtlas, Veracruz, se han realizado trabajos en campo y bajo un enfoque de

cambio de uso de suelo. Los datos mas recientes que se han obtenido en los ultimos afios sobre los HMA

se agrupan en el Cuadro 1, podemos observar que el comportamiento de los HMA en el suelo y en sus

hospederos varia de manera muy contrastante entre ambientes, es decir, en sitios conservados y que

tienen poca o nula actividad humana, los HMA se comportan de una manera diferente a los ambientes en

donde el ser humano tiene una gran influencia en la dindmica y aprovechamiento de los recursos

naturales como los potreros y cultivos. Los datos del Cuadro 1 indican que los HMA cambian su

comportamiento en el suelo cuando existe algin estrés ambiental; asi el potrero es el uso de suelo que

posee los valores més altos de produccion de micelio, los HMA de la selva y los acahuales poseen un

comportamiento similar y los HMA en cultivos siempre tuvieron los valores mas bajos

Cuadro 1. Efecto del cambio de uso del suelo sobre el desempefio de los HMA.

Uso de suelo Desempeiio de HMA

Referencias

- Altos niveles de N y P disminuyen biomasa de HMA
- Las texturas arcillo/limoso reducen micelio externo
- Incremento de M O S reduce micelio externo

- Poca abundancia de HMA en comunidades que se encuentran en climax

Selva o .
- Mayor colonizacion por hifas
- Mayor colonizacién de arbusculos
Bosque - Incremento de pH favorece produccion de micelio externo
secundario - Biomasa de HMA aumenta con un pH de suelo neutro
(Acahual) - Longitud de micelio similar a la selva

- Incremento de NH, aumenta produccién de micelio

- Aumento de P labil disminuye colonizacién intrarradical con inéculo, sin

Cruz-Paredes, 2013
Cortés-Tello, 2015

Gehring y Connell,
2006

Baath y Anderson,
2003

Cruz-Paredes, 2013
Cortés-Tello, 2015
Serrano-Ysunza, 2012

Cruz-Paredes, 2013
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in6culo aumenta colonizacién intrarradical

- Abundancia de raices finas favorece produccion de micelio

Potrero
- Uso de suelo con mayor longitud de micelio
- Poca colonizacidn de arbusculos
- Adaptabilidad de los HMA en diferentes condiciones del suelo Miller et al., 1995
Cultivo - Incremento de P disponible reduce produccién de micelio

- Poca colonizacién de arblsculos

b. Respuesta de los HMA a cambios estacionales

Los HMA modifican su morfofisiologia en sincronia con los cambios estacionales del sitio. En la
region de Los Tuxtlas, existe una época de lluvias de junio a octubre (precipitacién de 350 mm a 510
mm, aprox.) y una temporada con una marcada disminucion de la precipitacion que abarca los meses de
diciembre a marzo-abril (precipitacion de 104 mm a 340 mm, aprox.). En el Cuadro 2 se encuentran
enlistados algunos de los cambios funcionales y estructurales que experimentan los HMA por el cambio

en el régimen de precipitacion y temperatura en cada uso de suelo.

Cuadro 2. Estudios previos de HMA realizados en Los Tuxtlas, Veracruz, durante la temporada de secas y lluvias.

Temporada seca

Uso de suelo Atributos de los HMA Referencia
- Incrementa produccién de micelio externo Serrano-Ysunza, 2012
- Incrementa colonizacion intrarradical con la temperatura Cruz-Paredes. 2013

ambiental promedio

- Aumenta colonizacién intrarradical con incremento de Cortés-Tello, 2015

temperatura de suelo

Selva
- Incrementa colonizacion de arbusculos
Bosque secundario - Incrementa produccion y longitud de micelio externo Cruz-Paredes, 2013
(Acahual) - Incremento colonizacion de arbusculos Cortés-Tello, 2015
- Incrementa longitud de micelio externo Miller et al., 1995
- Incrementa colonizacioén intrarradical Serrano-Ysunza, 2012

- Altas temperaturas disminuyen crecimiento de hifas
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- Incrementa colonizacion de arbUsculos Cruz-Paredes, 2013
- La sequia reduce biomasa de HMA
- Alta temperatura en suelo reduce biomasa de HMA

- Aumenta colonizacion intrarradical por incremento de
Potrero temperatura en suelo

- Uso de suelo con mayor produccién de micelio externo
- Incrementa longitud de micelio externo Serrano-Ysunza, 2012
Cultivo - Altas temperaturas incrementan crecimiento de hifas Cruz-Paredes. 2013

- Incrementa colonizacion de arbusculos

Temporada lluviosa

Uso de suelo Atributos de los HMA Referencia
- Incrementa colonizacion intrarradical por humedad relativa Serrano-Ysunza, 2012
Selva - Incremento de colonizacién total Cruz-Paredes. 2013

- Incremento de colonizacidn por hifas y vesiculas
- Disminuye longitud de micelio externo
Bosque secundario - Disminuye longitud de micelio externo
(Acahual) - Incrementa colonizacion total
Cruz-Paredes, 2013
- Incrementa colonizacion por hifas y vesiculas
- Incrementa produccién de micelio externo
- Disminuye longitud de micelio externo
- Incrementa colonizacion por hifas y vesiculas

- Incremento de colonizacién total
Serrano-Ysunza, 2012

Cruz-Paredes, 2013

- Incrementa colonizacion intrarradical

Potrero - Reduce biomasa de HMA en suelo

- Uso de suelo con mayor produccién de micelio externo

Existen pocos estudios que evalten la biomasa de los HMA dentro de un ambiente heterogéneo y
complejo como el sistema de Los Tuxtlas. La investigacion sobre los HMA es abundante en sistemas
controlados como monocultivos o invernaderos, pero existen pocos trabajos que evallen dos temporadas
anuales diferentes y cuatro usos de suelo contrastantes entre si, considerando las propiedades de suelo y

el desempefio de otras variables fungicas.
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V. Método

a. Sitio de estudio

El sitio de estudio se encuentra conformado por la Estacion de Biologia Tropical “Los Tuxtlas” y
potreros, cultivos y acahuales aledafios que se encuentran fuera de la selva conservada, dentro de la
Reserva de la Bidsfera de Los Tuxtlas, Veracruz, ubicada en la llanura costera del Golfo de México, al
sur del Estado de Veracruz; el gradiente altitudinal del sitio inicia a partir de los 200 m s.n.m. hasta los
1700 m s.n.m. aproximadamente. Geograficamente, la estacion bioldgica se encuentra entre los 18° 00’ y

18° 43’ de latitud norte y 94° 40’ a 95° 30” de longitud oeste (Soto y Gama, 1997).

1. Climay variacion temporal

La region de “Los Tuxtlas” presenta un clima calido A y semicalido A(C); el clima mas humedo
Af (m) se localiza en las partes altas de la sierra mientras que en las partes bajas existe el clima Am. La
temperatura media anual en estacion varia de los 24°C a los 26°C, la temperatura maxima promedio
oscila entre 34°C y 36°C en el mes de mayo, mientras que la temperatura minima promedio oscila entre
10°C y 14°C en el mes de enero. La precipitacion total anual es de 3 000 a 4 000 mm en las regiones del
este y noreste. Un dato importante para la sierra de “Los Tuxtlas” es que existen dos tipos de
perturbaciones atmosféricas importantes a lo largo del afio, los ciclones tropicales (incrementan
humedad del ambiente y microclima) y las masas de aire frio provenientes del norte de los Estados
Unidos y sur de Canada (ocasionan un descenso en la temperatura y presencia de lluvia invernal) (Soto y

Gama, 1997).
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2. Usos del suelo.

El tipo de vegetacion dominante corresponde a una selva alta perennifolia (Figura 4), compuesta
por arboles gruesos, junto con los arbustos, lianas, palmas y las epifitas son los principales componentes
de la estructura y fisonomia vegetal. Hay una mayor diversidad de especies herbaceas (30%), después de
las trepadoras (19%), arbustos (18%), arboles (17%) y por ultimo las epifitas (16%) (Ibarra-Manriquez
et al., 1997). El estrato arboreo alcanza una altura de entre 30 m a 35 m con individuos ocasionales con
una altura por arriba de los 40 m. En esta region hay zonas perturbadas y son producto de actividades
antropogeénicas; entre estas actividades estan las agropecuarias, ademas de acahuales y pastizales y
vegetacion en procesos de sucesion secundaria (Ibarra-Manriquez et al., 1997). De manera general, se
pueden distinguir diversos tipos de vegetacion; selva alta perennifolia (11,013 ha), selva mediana
perennifolia (19,959 ha), bosque mesofilo de montafia (10,770 ha), bosque de encino (1,065 ha), bosque
de pino (2,034 ha), sabana (9,357 ha), selva baja perennifolia inundada (504 ha), manglar (523 ha),

dunas costeras (238 ha), acahuales, potreros y cultivos.

Figura 4. Selva alta. Compuesta por selva alta perennifolia y selva mediana perennifolia.
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Los acahuales o bosque secundario (19,520 ha) son sitios que se encuentran en un estado
sucesional de la selva, es decir, es un sitio perturbado donde ya no se llevan a cabo actividades de
agricultura o ganaderia (Figura 5). La composicion floristica de los acahuales es muy variable y depende
de la influencia de la vegetacion circundante y el tiempo de abandono (Purata, 1986); generalmente se
separan en dos etapas, regeneracion (acahuales jovenes, abandono < 5 afios) o recuperacion (acahuales

maduros, abandono > 5 afos).

Figura 5. Acahuales. Bosque secundario en sucesién, la composicion floristica varia de acuerdo con la edad de abandono del
sitio. Pueden encontrarse cabezas de ganado pastando ocasionalmente.

Los potreros son sitios donde se llevaba a cabo el pastoreo de ganado vacuno y bovino
principalmente, se lleva a cabo el cultivo de maiz, frijol, chile, cacahuate, pifia y de diferentes plantas de
importancia econémica de manera ocasional, pueden ser creados talando directamente la selva (Figura
6). Poseen una alta riqueza de especies debido a su gran extension, el contacto con los otros elementos
del paisaje (selva, acahual, cultivos), arbolado, humedad del terreno, efecto de ramoneo, uso de

fertilizantes, insecticidas, herbicidas, corte de vegetacion y diversidad de recursos; el tipo de pasto que
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predomina en los potreros de todos los sitios de muestreo es el insurgente o Brachiaria brizantha

(Hochst. Ex A. Rich.) Stapf (1919) y es de origen africano.

Figura 6. Potreros. En estas zonas predomina una sola especie de pasto introducido, las cabezas de ganado pastan libremente.
Hay una menor densidad de arboles de talla alta (>20 m) a comparacion con la selva y los acahuales.

Los cultivos que dominan la zona alta de la sierra son de cafia de azUcar y tabaco, también
existen cultivos de arboles frutales como mango, aguacate, platano y citricos; en las zonas de transicion
selva-acahual es comun el cultivo de café de sombra (Figura 7). El cultivo que ocupa mayor superficie

es el de maiz, con algunas pequefias plantaciones de temporal de chile, sandia y calabaza.

Figura 7. Cultivos. Los cultivos de la zona son de temporal, el tipo de cultivo varia de acuerdo con los intereses y necesidades
de los pobladores. Se aplican fertilizantes quimicos y herbicidas sin un control o plan de manejo ambiental.
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3. Caracteristicas fisicas y quimicas por uso de suelo y temporada

Los suelos de “Los Tuxtlas” se desarrollan sobre materiales de origen volcanico, en la zona
existen luvisoles, acrisoles, andosoles, feozems y vertisoles. Generalmente tienen textura arcillosa (con
mas del 75% de arcillas), franco arcillosa arenosa, franco arcillosa y franca. Los colores del suelo van de
rojo a rojo amarillento debido al lavado de minerales ferromagnesianos, colores pardos por presencia de
oxidos de hierro y una gama de colores como el pardo amarillento, pardo oscuro y pardo grisaceo, todos
con un pH &cido o menor a 7, con bajos contenidos de materia organica, nitrogeno total y de cationes
intercambiables, principalmente de sodio y potasio (Campos, 2004). La mayor parte de estos suelos
presenta pedones profundos, pero en las partes altas hay sitios pedregosos que contienen poca materia
organica; el pH varia entre 5.3 a 6.7 y la capacidad de intercambio cationico oscila entre 17.7 y 29.9. Las
arcillas predominantes son de tipo 1:1, con el medio rico en Ca®* y Mg?*, los suelos también presentan
altas concentraciones de aluminio de forma intercambiable, calcio y al6fanos, ademas de nitrégeno y
fésforo total, sin embargo, es pobre en fosforo disponible (Sommer-Cervantes et al. 2003). Se han
identificado varios tipos de suelo pero el mas comin es de tipo Andosol, los cuales presentan textura
franco arenosa de origen volcénico, se encuentran en la zona alta de la estacion, son ligeramente &cidos
(pH de 6.0 a 6.5) con una retencion de fésforo mayor al 90% y con valores de materia organica de
11.1% a 7% en el suelo superficial y de 1.2% a 2.1% para los horizontes A y B, el fosforo se encuentra

fuertemente retenido por la fraccion coloidal (Sommer-Cervantes et al. 2003).

En la region de Los Tuxtlas existe un mosaico muy heterogéneo de vegetacion y uso de suelo, las
propiedades fisicoquimicas del suelo varian de acuerdo con el uso; en los Cuadros 3 y 4 se presentan el
cambio que tienen las propiedades fisicoquimicas para cada uso del suelo. Los datos sobre las
propiedades fisicoquimicas para cada uso de suelo fueron obtenidos por Acevedo-Rojas (2017) durante

la temporada de lluvias 2014 y la temporada de secas 2015. En la temporada de lluvias 2014 los cultivos
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siempre tuvieron los valores mas bajos en casi todas las variables, excepto en Nt y Nitratos del suelo. La
selva y los acahuales mostraron valores similares en casi todas las variables, pero se pueden diferenciar

de manera significativa de los potreros y cultivos.

Cuadro 3. Propiedades fisicoquimicas de los usos de suelo durante la temporada de lluvias. En la tabla se observan los
valores promedio (+ error estandar) que se obtuvieron en los analisis de suelo. CH=contenido hidrico, DA=densidad
aparente, pH=potencial de hidrégeno, Ct=carbono total, MO=materia organica, Nt= nitrdgeno total, P=fosforo. Datos de

Acevedo-Rojas (2017).

Lluvias 2014 Selva Acahual Potrero Cultivo
CH (gH,0 1cmd) 0.48 (£ 0.02) 0.46 (£ 0.01) 0.42 (£ 0.02) 0.33 (£ 0.01)
DA (g suelo * cm?) 0.83 (+ 0.4) 0.87 (+ 0.5) 0.96 (+ 0.5) 1.11 (£ 0.9)

pH 6.1 (+ 0.16) 5.9 (+0.1) 5.81 (+ 0.09) 5.4 (+ 0.06)
% Ct 5(+1.1) 5.7 (x1.2) 3.7 (x0.3) 3.5(x0.2)

% MO 7.7 (+ 1.04) 7.8 (£ 0.6) 6.1 (+0.5) 5.92 (+ 0.3)

% Nt 0.39 (+ 0.06) 0.42 (+0.04) 0.32 (+ 0.03) 0.33 (+ 0.01)

P (mg kg ™?) 3.05 (+ 1.05) 2.87 (£ 0.8) 1.72 (+ 0.5) 0.82 (+0.1)
NO; (mg kg 1) 15.33 (+ 1.7) 13.76 (£ 0.7) 6.52 (£ 0.7) 9.2 (+0.7)

NERGICE) 27.8 (+ 1.5) 28.3 (+2.1) 22.48 (+ 1.8) 23.27 (+2.1)
Textura (mg kg 1) Franco arcillosa Arcillosa Arcillosa Arcillosa

Color

Café Rojizo Oscuro

Rojo Oscuro

Rojo Oscuro

Rojo Oscuro

En la temporada de secas del 2015, los valores de las propiedades fisicas y quimicas del suelo
fueron menores que en la temporada lluviosa, mientras que en las areas de cultivo siempre hubo valores

bajos en la mayoria de las variables, excepto en los contenidos de nitrato y la densidad aparente.

Cuadro 4. Propiedades fisicoquimicas de los usos de suelo durante la temporada de secas. En la tabla se observan los valores
promedio (terror estdndar) que se obtuvieron en los anélisis de suelo. CH=contenido hidrico, DA=densidad aparente,
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pH=potencial de hidrégeno,

Ct=carbono total, MO=materia orgénica, Nt= nitrogeno total

, P=fésforo. Datos de Acevedo-

Rojas (2017).

Secas 2015 Selva Acahual Potrero Cultivo
CH (gH,0 tcmd) 0.49 ( 0.05) 0.46 (+ 0.03) 0.42 (+ 0.04) 0.33 (£ 0.03)
DA (g suelo * cmd) 0.9 (+ 0.01) 0.85 (+ 0.1) 0.9 (+0.5) 1.07 (£ 0.8)

pH 5.7 (+ 0.15) 5.8 (+0.1) 5.8 (+0.1) 5.32 (+0.1)
% Ct 4.3 (+0.3) 4.3 (+0.3) 3.82 (£0.3) 3.48 (£ 0.2)
% MO 7.34 (+ 0.6) 8.8 (+ 1.04) 7.2 (£ 0.8) 5.04 (+ 0.5)
% Nt 0.39 (+ 0.03) 0.44 (% 0.06) 0.35 (+ 0.03) 0.32 (+0.01)
P (mg kg 1) 1.41 (+ 0.32) 2.48 (+ 1.1) 151 (+0.2) 1.3 (£0.1)
NO4(mg kg 2) 21.06 (+ 1.31) 28.45 (+ 3.61) 11.63 (£ 2.3) 23.74 (£ 3.6)
NH,4 (mg kg %) 29.16 (x 1.2) 32.15 (£ 3.2) 32.54 (£ 2.9) 27.71 (£ 0.75)
Textura Franco arcillosa Arcillosa Arcillosa Acrcillosa
Color Café Muy Oscuro Café Oscuro Café Rojizo Café Muy Oscuro

Oscuro/Café Oscuro

Los datos de las variables longitud de micelio extrarradical y colonizacion intrarradical de

HMA fueron obtenidos por Becerril-Pombo (2017) y Casariego-Martinez (2017) por uso de suelo y

temporada (Cuadro 5).

Cuadro 5. Longitud de micelio y colonizacién intrarradical. En este cuadro la informacién se divide por temporadas y uso de

suelo. Se representan los valores promedio (+ error estandar).

Selva Acahual Potrero Cultivo
Longitud de Lluvias 8.4 (+ 0.6) 8.1(+0.9) 16.9 (+ 1.2) 4.6 (+0.2)
e
i suelo Secas 9.8 (+0.3) 114(x07)  125(x09) 73 (+06)
Colonizacion Lluvias 64.9 (£ 1.4) 65.4 (x 4.2) 88 (x1.2) 915(x1.4)
intrarradical
% Secas 62.5 (+3.1) 67.2 (+ 3.3) 91.7 (+ 1.5) 82.7 (+1.2)
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b. Muestreo

1. Sitios y obtencidn de muestras de suelo

Para la obtencion de las muestras se realizd un muestreo aleatorio por parcelas que coinciden con
los sitios de estudio de Acevedo-Rojas (2017). Cada uso de suelo (selva, acahual, potrero y cultivo) fue
representado por cinco parcelas de 0.1 h de area total (1 000 m?) y de cada parcela se obtuvieron cinco
muestras de suelo de 100g, solo de la profundidad de 10-15cm debajo del suelo, obteniendo un total de
100 muestras de suelo por temporada (lluvias agosto 2014 y secas abril 2015). Los datos de desempefio
fangico fueron obtenidos por Becerril-Pombo (2017) y Casariego-Martinez (2017) a partir de la
cuantificacién de las variables de longitud de micelio total y porcentaje de colonizacién intrarradical

(Cuadro 5).

En la Figura 8 podemos observar el mapa del sitio con la distribucion y localizacion de las
parcelas de trabajo utilizadas para el estudio, se debe recordar que algunas parcelas de trabajo no se
encuentran dentro de la Estacion de Biologia Tropical “Los Tuxtlas” y fueron rentadas o pedidas
prestadas a los pobladores locales que administran las tierras ejidales. Es importante mencionar que las
practicas de cultivo y técnicas para arar la tierra varian entre los propietarios, asi como el uso de
fertilizantes organicos y/o quimicos. La aplicacion de pesticidas y herbicidas es comun en los potreros y
cultivos, no existe un control riguroso en la aplicacion de dichos productos y su impacto en la biota del
suelo en sitios perturbados y no perturbados ain se desconoce. Las parcelas ubicadas en la selva se
encuentran ubicadas entre senderos bien delimitados y tienen un estado de conservacion similar entre
ellas. Las parcelas de trabajo ubicadas dentro de los acahuales poseen tiempos diferentes de abandono,
algunos animales de los pobladores se alimentan de las diversas hierbas y arbustos que predominan en

este uso de suelo y es comUn que se encuentren rodeadas de potreros o selva.
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Figura 8. Mapa con los puntos de muestreo que se distribuyen dentro y en las cercanias de la estacién de biologia tropical en
Los Tuxtlas. EBTLT= Estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas, S=selva, A=acahual, P=potrero y C=cultivo. Obtenido de
Acevedo-Rojas (2017).

2. Preparacion de muestras y obtencion de acidos grasos totales

Las muestras que se obtuvieron en campo fueron tamizadas, liofilizadas y empacadas para ser
analizadas en el Laboratorio de Quimica Analitica y Metabolomica (QUAM) del Instituto de
Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad (IIES), Universidad Nacional Autonoma de México,
Campus Morelia, Michoacéan. ElI método que se utilizd para la extraccion de acidos grasos se encuentra

descrito en el Anexo 1 al final del documento y fue implementada por Sasser (1990).
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3. Estimacion de biomasa a partir de acidos grasos totales

Para la separacion, identificacion y cuantificacion del acido graso 16:1®35, caracteristico de los
HMA, se utiliz6 un cromatografo de gases; en el Cuadro 6 se describen las caracteristicas y el método

programado en los comandos operativos del sistema del cromatografo.

Cuadro 6. Caracteristicas del cromatdgrafo de gases. Método programado en el cromatdgrafo de gases para hacer la lectura
de las 200 muestras de acidos grasos que se extrajeron del suelo.

Detector FID

Inyeccion de volumen 2 ul
Inlet 250 °C
Modo Presion constante
Presion 9 psi
Split 100:1
Columna ULTRA-2 de 25 m X 0.20 mm X 0.33 um
Aire 400 ml/min
H, 30 ml/min
Make up (N,) 30 ml/min
Temperatura del horno 170-300 °C
Programa de horno Temp. inicial 50°C, ramp rate 10 min, set 150-280°C max.

Para transformar los valores relativos obtenidos en el cromatografo de gases, relativizar el

estandar con las muestras y expresar los datos en valores absolutos se utilizo la siguiente férmula:

% de acido graso nanomoles de estandar interno

; - X
% de estandar interno gramos de suelo seco usados

* os resultados de concentracion para acidos grasos se expresan en nano moles * g ™ de suelo.
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Algunos trabajos consideran que el acido graso 16:1®5 podria no ser un acido graso exclusivo de
los hongos micorrizégenos arbusculares y puede estar presente en bacterias (Walker, 1969; Nichols et
al., 1986; Olsson et al., 1999; Ronn et al., 2002; Allison y Miller, 2004). Esto sugiere que la
concentracion total del &cido graso en cuestion podria ser una mezcla que no solo proviene de los HMA
y es posible que tenga aportes de otros grupos funcionales del suelo como las bacterias gram positivas y
gram negativas, asi como actinobacterias e incluso otros grupos de hongos en el suelo. En este caso se
realizaron correlaciones entre la concentracion del acido graso 16:1®5 y la concentracion de otros acidos
grasos caracteristicos de los grupos funcionales mencionados para determinar que tanto depende el acido
graso 16:1m5 al comportamiento de otros acidos grasos provenientes de grupos funcionales bacterianos
y otros tipos de hongos en general que se encuentran en el suelo; los resultados se encuentran en el
Anexo 2. Las correlaciones fueron significativas pero débiles (valor r < 0.5), lo cual indica que los
acidos grasos cuantificados probablemente pertenezcan a las partes neutras y resistentes de reserva
(NLFA) de esporas o micelio del suelo y no tanto a grupos bacterianos que solo pueden producir acidos
grasos metabdlicamente activos (PLFA), que se desnaturalizan y degradan con mayor rapidez a

comparacion con los NLFA de los HMA del suelo.
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4. Analisis de datos

Se realiz6 una prueba de normalidad Shapiro-Wilk a los datos de acidos grasos, variables de
desempefio fungico y propiedades fisicas y quimicas del suelo; en este caso, solo los datos numéricos de
acidos grasos de HMA fueron transformados a su logaritmo natural para su normalizacion. Luego se
aplicé un analisis de varianza de dos vias (ANOVA) para saber si habia diferencias significativas entre
los usos de suelo y la temporalidad; para conocer las diferencias significativas entre los usos de suelo se

aplicé una prueba post-hoc de Tukey (p<0.05).

Después se realizaron correlaciones de Spearman (p<0.05) entre la concentracion de acidos
grasos de HMA en el suelo, las variables de HMA y las propiedades fisicas y quimicas de cada uso de

suelo.

Al final se aplic6 un método multivariado (Analisis de Componentes Principales ACP) para
conocer cuales son las variables que més contribuyen a la varianza de los datos en cada uso de suelo por
temporada. Las variables se agruparon en dos grupos, factores biéticos de los HMA (porcentaje de
colonizacion total, longitud total de micelio y concentracion de acidos grasos en el suelo) y propiedades
del suelo (contenido hidrico, pH, C total, N total, P, NH; y NOs3); las variables que se seleccionaron
para explicar la variabilidad en los componentes principales cumplen con un valor de correlacion mayor
a 0.70 en cada caso. Los porcentajes de contribucién en cada eje se obtuvieron a partir de los valores
propios multiplicados por la contribucion de la variable. Los valores de correlacion de cada variable por
eje necesarios para identificar variables mas importantes para el analisis de componentes principales se

encuentran en el Anexo 3.

Todas las pruebas fueron realizadas en el paquete estadistico STATISTICA version 12.
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V1. Resultados

a. Cambio de uso de suelo y acidos grasos totales de HMA

El anélisis de varianza no indico diferencias significativas para la concentracion del &cido graso

16:1w5 entre las temporadas de lluvias 2014 y secas 2015 (F; 19,=1.821; p=0.179), (Figura 9).

14 -
12 -

10 -

Acido graso 16:1®5
nmol/g suelo

Lluvias Secas
Temporada

Figura 9. Concentracion en el suelo del dcido graso 16:1w5 de HMA por temporada. En ambas temporadas los valores de
concentracion del &cido graso 16:1w5 indican el valor promedio (% error estandar). No hubo diferencias significativas.

Cuando se compararon los usos de suelo independientemente de la temporada, el analisis de

varianza indic6 que existen diferencias significativas en la concentracion del acido graso 16:05 (Fs3,

102=9.723; p=0.0001), siendo el potrero el que presenté los valores mas altos, seguido por el acahual,

después por cultivo y por Gltimo la selva como se observa en la Figura 10.
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Figura 10. Concentracion en el suelo del &cido graso 16:1w5 de HMA por uso de suelo. Los valores de concentracion del
acido graso 16:1w5 expresan el valor promedio (+ error estadndar). Letras diferentes indican diferencias significativas de
acuerdo a Tukey (p<0.05). Potrero=amarillo, acahual=verde claro, selva=verde oscuro y cultivo=rojo.

La prueba de Tukey indico que existen diferencias significativas en la concentracion del acido
graso 16:105 entre los usos de suelo (Fs 190=1.77; p=0.05). EI potrero en la temporada de lluvias

tuvo el valor promedio mas alto de acido graso 16:1®5 con 21.47 nmol/g suelo (+2.9), mientras que la
selva durante la temporada de Iluvias tuvo el valor promedio mas bajo de 8.37 nmol/g suelo (+0.76)

(Figura 11).
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Figura 11. Prueba post-hoc de Tukey para la concentracion en el suelo del dcido graso 16:1w5 de HMA por uso de suelo y
temporada. Los valores de concentracién del acido graso 16:1w5 indican el valor promedio (+ error estdndar). Letras
diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a Tukey (p<0.05). Potrero=amarillo, acahual=verde claro,
selva=verde oscuro y cultivo=rojo.

b. Correlaciones entre variables bidticas y abiéticas por temporadas

Las correlaciones de Spearman indicaron que durante la temporada de lluvias 2014 la longitud
total de micelio (TL/1000) y la concentracion del acido graso 16:1®5 tuvieron una correlacion positiva
(r=0.38; p=0.002); el potrero tuvo los valores promedio mé&s altos en ambas variables y el cultivo tuvo

los valores mas bajos de longitud de micelio y de &cidos grasos (Figura 12).
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Figura 12. Correlacion entre longitud de micelio total y la concentracion del dcido graso 16:1w5. Lluvias 2014.
Potrero=amarillo, acahual=verde claro, selva=verde oscuro y cultivo=rojo.

En el caso de las propiedades quimicas del suelo, el N total tuvo una correlacién negativa con la
concentracion del acido graso 16:1w5 (r=-0.34; p=0.007), el potrero tuvo el valor promedio mas alto de
acido graso 16:1w5, la selva y el acahual tuvieron los valores mas altos de N total y el cultivo tuvo los
valores promedio méas bajos en ambas variables, a pesar de que dos sitios tengan una alta concentrancion

de HMA (Figura 13).
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Figura 13. Correlacion entre el porcentaje de N total y la concentracion del dcido graso 16:1w5. Lluvias 2014.
Potrero=amarillo, acahual=verde claro, selva=verde oscuro y cultivo=rojo.

El nitrato (NO3) y amonio (NH,) tuvieron una correlacion negativa con la concentracion del
acido graso 16:105 (r=-0.26; p=0.04) y (r=-0.37 ; p=0.003), respectivamente. En ambas variables los
usos de suelo tuvieron un comportamiento similar, es decir, cuando la concentracion de nitrato o amonio
son menores, la concentracion del acido graso 16:1w5 es mayor. Por otra parte, las concentraciones mas
altas de nitrato o amonio fueron medidas en la selva y en los acahuales; las concentraciones mas altas de

acidos grasos totales fueron registradas en el potrero (Figuras 14 y 15).
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Figura 14. Correlacién entre el Nitrato y la concentracion del dcido graso 16:1w5. Lluvias 2014. Potrero=amarillo,
acahual=verde claro, selva=verde oscuro y cultivo=rojo.
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Figura 15. Correlacion entre el Amonio y la concentracion del dcido graso 16:1w5. Lluvias 2014. Potrero=amarillo,
acahual=verde claro, selva=verde oscuro y cultivo=rojo.

Durante la temporada de secas 2015, la longitud total de micelio y la concentracion del acido

graso 16:1®5 tuvieron una correlacion positiva (r =0.26; p=0.047) (Figura 16).
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Figura 16. Correlacion entre longitud de micelio total y la concentracion del dcido graso 16:1w5. Secas 2015.
Potrero=amarillo, acahual=verde claro, selva=verde oscuro y cultivo=rojo.

Para las variables del suelo, el pH del suelo y la concentracion del acido graso 16:1®5 tuvieron
una correlacion positiva (r=0.37; p=0.004); en este caso podemos observar claramente que los cultivos
poseen los suelos méas acidos y la menor concentracion de acidos grasos, mientras que el suelo de los
potreros, selva y acahuales tienden a un pH mas neutro (Figura 17).
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Figura 17. Correlacion entre pH del suelo y la concentracion del dcido graso 16:1w5. Secas 2015. Potrero=amarillo,
acahual=verde claro, selva=verde oscuro y cultivo=rojo.
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Las variables nitrato (NO3) y concentracion del acido graso 16:1w5 tuvieron una correlacion

negativa (r=-0.27; p=0.03) (Figura 18).
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Figura 18. Correlacion entre el Nitrato y la concentracion del dcido graso 16:1w5. Secas 2015. Potrero=amarillo,
acahual=verde claro, selva=verde oscuro y cultivo=rojo.

Las variables porcentaje de colonizacion total, contenido hidrico, porcentaje de C total,
porcentaje de MOS vy fésforo, no tuvieron correlacion con la concentracion de acido graso 16:1w5 en

ninguna temporada y en ningun uso de suelo

c. Analisis de componentes principales

El anélisis de componentes principales (ACP) indic6 que durante la temporada de lluvias 2014
las variables bidticas que tuvieron una correlacion > 70 % y que contribuyen en mayor proporcion para
explicar la variacion de los datos fueron la longitud de micelio total, la concentracion del acido graso
16:1w5 y el porcentaje de colonizacion intrarradical. Los dos primeros componentes tuvieron un

porcentaje de contribucién del 20.4 % a la variacion total de los datos; todas las variables tuvieron
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valores negativos de correlacion. EI componente 1 tuvo un porcentaje de contribucion del 12.89 % a la

variacion total, el componente 2 tuvo una contribucion del 7.51 % (Figura 19).

. _ 4 4
Eje 1 Eje 2
16:1ws Colonizacion raiz
Longitud micelio 3 A
2 .
°
< L4 .0 °
X
c 16:105 ® ®
Ve 1 A .o °
':-/ r T T T LM AT T ‘. I .T ‘ T 1
g -2,8 -2,3 -1,8 e-1,3 -0,8 ® 03, | 03 ® 038 1,3 18
) N °
cl
[ ]
2 - 'Y JX)
® [ ]
-3 -

Eje 1 (12.89 %)

Figura 19. Analisis de componentes principales de variables biéticas para la temporada de Lluvias. Puntos color verde
oscuro = selva, verde claro = acahual, amarillo = potrero, cultivos = rojo. Los tridngulos negros = variables y su disposicion
en los componentes (LM=longitud de micelio, 16:1w5=4cido graso de HMA, Cl=Colonizacidn intrarradical).

En el Cuadro 7 se puede apreciar el desglose del porcentaje de contribucion de las variables en
cada componente.

Cuadro 7. Valores propios, porcentaje de variacién acumulativo, porcentaje de varianza total y valores de vectores propios de
los componentes 1 y 2 para las variables bioticas de la temporada de Lluvias.

Componente 1 Componente 2
Valores propios 1.54 0.89
% de variacion acumulativa 51.23 81.13
% de varianza total 51.2 29.8
Vectores propios
Longitud de micelio total (m/g suelo) -0,648188 0,279379
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Acido graso 16:105 (nmol/g suelo) -0,646739 0,289090

Colonizacion intrarradical (%) -0,401971 -0,915628

Durante la misma temporada de lluvias 2014, las variables abidticas que tuvieron una correlacion
> 70 % y que contribuyen en mayor proporcion para explicar la variacion de los datos fueron el
contenido hidrico, pH del suelo, C total, N total, nitrato (NO3), amonio (NH,4) y P del suelo. Los dos
primeros componentes tuvieron un porcentaje de contribucion del 42.35 % a la variacion total de los
datos. Todas las variables tuvieron valores negativos de correlacion excepto el P del suelo, el cual tuvo
una correlacion positiva en el segundo eje. EI componente 1 tuvo un porcentaje de contribucion del
38.79 % y el componente 2 tuvo una contribucion del 3.56 % (Figura 20).

Eje 1 Eje 2
C total Fosforo P
Amonio NH, ®
N total e
[ J
pH suelo PY

Nitrato NO, L 14
Contenido hidrico pH

Eje 2 (3.56 %)
Q|

2 -

_3 J
Eje 1 (38.79 %)

Figura 20. Andlisis de componentes principales de variables abidticas para la temporada de Lluvias 2014. Puntos color
verde oscuro = selva, verde claro = acahual, amarillo = potrero, cultivos = rojo. Los tridngulos negros = variables y su
disposicién en los componentes (Ct=Carbono total, NH,=Amoio, Nt=Nitrégeno total, pH=pH del suelo, NOs=Nitrato,
Ch=Contenido hidrico y P=Fosforo).

42



En el Cuadro 8 se puede apreciar el desglose del porcentaje de contribucion de las variables en

cada componente.

Cuadro 8. Valores propios, porcentaje de variacién acumulativo, porcentaje de varianza total y valores de vectores propios de
los componentes 1y 2 para las variables abi6ticas de la temporada de Lluvias.

Componente 1 Componente 2

Valores propios 4.28 0.87

% de variacion acumulativa 61.13 73.57

% de varianza total 61.1 12.4

Vectores propios

C total (%) -0,434620 -0,285371
Concentracion de amonio NHy (ppm) -0,407174 -0,421780
N total (%) -0,393880 -0,310395
pH del suelo -0,380118 0,476457
Concentracion de nitrato NO; (ppm) -0,370553 0,085538
Contenido hidrico (g H,0/ g suelo) -0,338792 0,028092
Concentracion de P (ppm) -0,305930 0,639690

El anlisis de componentes principales (ACP) indic6 que durante la temporada de secas 2015 las
variables bidticas que tuvieron una correlacion > 70 % Yy que contribuyen en mayor proporcion para
explicar la variacion de los datos fueron la longitud de micelio total, la concentracién del acido graso
16:1w5 del suelo y el porcentaje de colonizacion intrarradical. Los dos primeros componentes tuvieron
un porcentaje de contribucién del 20.59 % a la variacion total de los datos, todas las variables tuvieron
valores negativos de correlacion. EI componente 1 tuvo un porcentaje de contribucion del 13.3 % a la

variacion total, mientras que el componente 2 tuvo una contribucion del 7.29 % (Figura 21).
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Figura 21. Analisis de componentes principales de variables bidticas para la temporada de Secas. Puntos color verde oscuro
= selva, verde claro = acahual, amarillo = potrero, cultivos = rojo. Los tridngulos negros = variables y su disposicion en los
componentes (LM=longitud de micelio total, 16:1w5=4cido graso de HMA, Cl=Colonizacion intrarradical).

En el Cuadro 9 se puede apreciar el desglose del porcentaje de contribucion de las variables en

cada componente.

Cuadro 9. Valores propios, porcentaje de variacién acumulativo, porcentaje de varianza total y valores de vectores propios de
los componentes 1y 2 para las variables bioticas de la temporada de Secas.

Componente 1 Componente 2

Valores propios 1.59 0.89

% de variacion acumulativa 52.9 82.8

% de varianza total 52.9 29.8
Vectores propios

Acido graso 16:105 (nmol/g suelo) -0,66 0,18

Longitud de micelio total (m/gsuelo) -0,63 0,39

Colonizacion intrarradical (%) -0,4 -0,9
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Durante la misma temporada de secas 2015, las variables abidticas que tuvieron una correlacion
> 70 % y que contribuyen para explicar la variacion de los datos fueron el C total, N total, P y NH,. Los
dos primeros componentes tienen un porcentaje de contribucion del 30.78 %. EI componente 1 tuvo un
porcentaje de contribucion del 24.94 % y el componente 2 tuvo un porcentaje de contribucion del 5.84

%, todas las variables tuvieron valores negativos de correlacion (Figura 22).
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Figura 22. Andlisis de componentes principales de variables abioticas para la temporada de Secas. Puntos color verde
oscuro = selva, verde claro = acahual, amarillo = potrero, cultivos = rojo. Los tridngulos negros = variables y su disposicion
en los componentes (Nt=Nitrégeno total, Ct=Carbono total, P=Fdsforo, NH,=Amonio).
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En el Cuadro 10 se puede apreciar el desglose del porcentaje de contribucion de las variables

Cuadro 10. Valores propios, porcentaje de variacién acumulativo, porcentaje de varianza total y valores de vectores propios
del componentes 1y 2 para las variables abiéticas de la temporada de Secas.

Componente 1 Componente 2
Valores propios 3,049310 1,412244
% de variacion acumulativa 43,6 63,7
% de varianza total 43.6 20.2
Vectores propios
C total (%) -0,551916 0,045783
N total (%) -0,540971 0,062317
Concentracion de P (ppm) -0,469727 0,014575
Concentracion de amonio NHy (ppm) 0,048753 -0,643223
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VII. Discusiéon

La hipotesis que sugeria una mayor concentracion de acidos grasos totales durante la temporada
de secas a comparacion con la temporada de Iluvias no se cumplio, ya que los resultados indican que no
existen diferencias significativas entre la concentracion de acidos grasos totales 16:1w5 de ambas

temporadas.

La segunda hipotesis que sugeria al cambio de uso de suelo como un factor que afecta de manera
directa a la concentracion de acidos grasos totales 16:1w5 del suelo si se cumplié. También se cumplid
la hipdtesis que colocaba a la concentracion de &cidos grasos totales del potrero por encima de la

concentracion de cidos grasos totales en la selva, lo cual ocurrid en la temporada de Iluvias y secas.

Los resultados indican que el potrero tuvo la mayor concentracién de HMA considerando a las
dos temporadas juntas, esto puede deberse al contraste de vegetacion que existe entre los usos de suelo
por las actividades humanas. En algunos usos de suelo existi6 una mayor concentracion de HMA
durante la temporada de lluvias pero no fue significativo. De acuerdo con Abdelmoneim et al. (2014),
los HMA incrementan el porcentaje de colonizacion en la raiz en condiciones de sequia o estrés hidrico,
lo que podria explicar la baja concentracion de &cidos grasos totales 16:1w5 en el suelo durante la
temporada de secas, ya que durante esta temporada, los HMA podrian encontrarse méas localizados en el
hospedero y no tanto en el suelo, los trabajos de Becerril-Pombo (2017) y Casariego-Martinez (2017)
indican que en el potrero de la temporada seca, la colonizacion intrarradical fue mayor que la longitud
de micelio externo. La correlacion positiva observada entre la longitud de micelio y los acidos grasos
totales de HMA en ambas temporadas puede deberse a que la produccién de micelio o biomasa de HMA
en el suelo genera un aumento en la produccion de acidos grasos totales, es decir, cuando el HMA se

encuentra activo y produciendo micelio y/o esporas para explorar el suelo, la fraccion de PLFA

47



(metabdlicamente activa) se incrementa, asi como las fracciones neutras de reserva NLFA, por lo tanto

los valores de &cidos grasos totales WCFA (NLFA+PLFA) aumentan (Frostegard et al., 1991).

a. Variables bidticas y acidos grasos totales de HMA

La riqueza de plantas hospederas se reduce cuando se sustituyen por la introduccion de pastos
exoticos puede causar pérdidas en la riqueza de especies de HMA nativos del suelo, pero en algunos
casos, la introduccion de especies exoticas podria estimular la produccién de biomasa de ciertas especies
de HMA (Johnson y Wedin, 1997). El potrero est4d dominado por diversos géneros de pastos, pero hay
una especie de pasto africano en particular que fue introducida Brachiaria brizantha (Hochst. Ex A. Rich.)
Stapf (1919) y se conoce como pasto insurgente, mismo que es una especie muy invasiva, tolerante a la
sequia y a la alta radiacion solar, desplaza a las especies vegetales nativas con mucha rapidez y es
utilizada como hierba de forrajeo para las cabezas de ganado comercial y de consumo local, al ser un
pasto es posible que tenga afinidad para establecer simbiosis con los HMA, volviéndolo un hospedero

potencial abundante, con un efecto positivo en la biomasa de HMA (Lozano-Contreras et al., 2013).

En el potrero durante ambas temporadas, mostrd la mayor concentracion de HMA, se ha
reportado que las comunidades de HMA pueden estar determinadas por la composicion de la comunidad
de plantas en pastizales (Burrows y Pfleger, 2002; Johnson et al., 2004; Mummey et al., 2005). De
acuerdo con Fellbaum et al. (2014), existen ciertos géneros y especies de HMA que prefieren
hospederos que no se encuentren bajo largos periodos de tiempo en la sombra, esto podria significar que
los HMA tienen la capacidad para discriminar entre hospederos de la misma especie y entre especies
diferentes dentro de un mismo sitio. Esto es relevante debido a que en el potrero el efecto de radiacion
solar es mas intenso que en los usos de suelo selva y acahual, esto podria influir en la alta concentracion

de HMA en los potreros, ya que los pastos que se encuentran bajo un largo tiempo de exposicion solar
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directa pueden ofrecer un suministro constante de C a los HMA, siendo limitados por la disposicion de

agua y/o nutrientes del suelo.

La alta concentracion de acidos grasos de HMA en los potreros puede deberse a que la mayoria
de géneros de HMA tienen afinidad por géneros de pastos; es decir, la gran cobertura de varias especies
de pastos, y sobre todo el pasto insurgente, provoca que la comunidad de HMA aumente su biomasa y
ello se refleje en una mayor concentracion de HMA (Hoeksema et al., 2010). De acuerdo con Wilkinson
(1997), en los sistemas donde abundan los pastos, muchas de las especies son perennes y con
reproduccion vegetativa, lo cual estimula que exista una transmisién efectiva y rapida del HMA a otra
planta hospedera, permitiendo que la comunidad de HMA aumente su biomasa de manera significativa.
Vandenkoornhuyse et al. (2003) mencionan que existen diferencias significativas en la riqueza y
abundancia de especies de HMA que colonizan las raices de pastos que coexisten entre si, lo cual podria
sugerir que el pasto insurgente posee la capacidad de ser hospedero para mas de una especie de HMA 'y

eso podria explicar la alta concentracién de HMA que existe en los suelos del potrero.

La zona de cultivo tuvo valores bajos de concentracion de acidos grasos en ambas temporadas, lo
cual puede deberse a la baja abundancia de HMA que existen en los sistemas de monocultivos
rotacionales a comparacion con los otros tres usos de suelo. De acuerdo con Janos (1993) y Plenchette et
al. (2005), la dependencia micorrizica de una planta es una propiedad genotipica y varia en funcién de
las condiciones ambientales de crecimiento, provocando que ciertos grupos taxondmicos de plantas
tengan mayor capacidad de establecer una simbiosis con HMA; ademaés, la diversidad y biomasa de
HMA se incrementan en sistemas de cultivo que incluyen una alta rotacion de plantas que tienen
afinidad para asociarse con los HMA (Plenchette et al., 2005); por ejemplo, Grigera et al. (2007)
reportan que existen diferencias significativas en la afinidad de asociacion con HMA entre hibridos de

maiz dentro de un mismo cultivo. También se ha documentado que la infectividad micorrizica del suelo
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cambia en funcion de las propiedades del suelo y en cultivos se ha documentado que la secuencia de
especies que se rotan en los cultivos tiene un efecto directo en el desarrollo y diversidad de los HMA del
suelo, asi como en la colonizacién de raices (Plenchette, 1989; Arihara y Karasawa, 2000; Karasawa et
al., 2002; Plenchette et al., 2005; Carballar-Hernandez et al., 2017). La constante rotacién selectiva de
plantas hospederas provoca un proceso de seleccidn especifica en la comunidad de HMA del suelo,
ocasionando que solo las especies de HMA capaces de formar simbiosis con mas de una especie de
hospedero persistan en el tiempo, por lo tanto es posible que exista una disminucion en la diversidad y
biomasa de HMA en el suelo con el paso de los ciclos anuales de cultivo (Helgason et al., 1998; van der
Heijden et al. 1998; Daniell et al., 2001; Vandenkoornhuyse et al., 2003). Es importante mencionar que
en el cultivo se aplican comUnmente fertilizantes minerales y algunos organicos, los cuales a través de
los afios que disminuyen la colonizacion de plantas por HMA, la infectividad del suelo y la diversidad
de HMA en suelo tropicales (Hayman et al., 1975; Plenchette, 1989; Johnson, 1993; Cuenca et al., 1998;

Pefia-Venegas et al., 2007; de Souza et al., 2013).

La falta de mantillo en el cultivo podria afectar el comportamiento de los HMA 'y tener efectos en
su produccion de biomasa. En un estudio de microcosmos realizado con una especie arborea tropical, se
document6 que los HMA influyen de manera indirecta en la descomposicién del mantillo del suelo
durante las etapas tempranas de la descomposicion del material organico, incrementan la tasa de
descomposicion y al mismo tiempo inhiben la actividad de otros descomponedores como bacterias Gram
negativas, Gram positivas, actinomicetos y hongos en general (Albertsen et al., 2006; Gui et al., 2017).
Las préacticas de arado, quema y labranza de la tierra que se aplican de manera comdn en los cultivos de
México, afectan de manera negativa la diversidad de bacterias y otros hongos del suelo, asi como a los
propagulos de HMA vy la red de micelio que se formaron en el cultivo anterior, reduciendo la

colonizacion de HMA en raices y el micelio del suelo junto con la pérdida de las interacciones

50



ecoldgicas entre la comunidad de bacterias, otros hongos y los HMA (Smith, 1978; Yocom et al., 1985;
O’Halloran et al., 1986; Evans y Miller, 1990). Un estudio bajo condiciones controladas con maiz indicé
que los HMA, en conjunto con diversos géneros de bacterias, incrementan su asimilacion de nutrientes
hacia la planta y el micelio, asi como la longitud de las raices de las plantas hospederas (Battini et al.,

2017)

La selva tuvo concentraciones de &cidos grasos similares a las del cultivo; en este caso, la alta
riqueza y abundancia de especies de microorganismos (bacterias Gram positivas y Gram negativas) que
existen en el suelo de la selva (Baledn-Sepulveda, 2017), provoca gran competencia entre especies por
recursos como nutrientes, agua y hospederos, inhibiendo la actividad de los HMA (Paulitz y Linderman,
1991; Hoeksema et al., 2010; Svenningsen et al., 2017); Becerril-Pombo (2017) confirma que la selva
tuvo menor produccion de micelio externo que diferentes acahuales con edades diferentes. Ademas, se
ha documentado que existe una correlacion entre las bacterias y los HMA del suelo, ésta correlacion se
hace mas significativa cuando disminuye la intensidad de uso del suelo (cultivos<pastizales<bosques sin
disturbio) (Creamer et al., 2015). Esto coincide con las correlaciones significativas entre los acidos
grasos totales de HMA y los &cidos grasos de diferentes grupos bacterianos identificados en Los Tuxtlas
(Anexo 2). De acuerdo con Krashevska et al. (2015), en los suelos de las selvas tropicales existe mayor
concentracion de acidos grasos de bacterias Gram positivas y Gram negativas a comparacion con los
HMA, sin embargo, en cultivos de hule donde adn existen remanentes de la selva original y en
monocultivos de hule y palma, la concentracion de HMA super6 a las concentraciones de HMA de la

selva, tal y como sucede en la selva de Los Tuxtlas.

Las bajas concentraciones de acidos grasos de HMA en la selva a comparacion con las zonas de
potrero se podrian asociar con la cantidad y diversidad de bacterias, ya que las bacterias son mas

comunes en la selva a comparacion con los sistemas de produccion agricola de monocultivos,
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Vandenkoornhuyse et al. (2003) mencionan que la competencia por recursos podria conducir la
preferencia de hospederos en la comunidad de HMA; en la selva existe un perfil de suelo mas
estructurado y complejo, lo cual permite que las bacterias sean mas abundantes que los HMA; la alta
presencia de bacterias en la selva podria deberse a que las mismas bacterias son mas susceptibles a los
cambios en la humedad del suelo y a los cambios en la estructura de suelo (Manzoni et al., 2012;
Krashevska et al., 2015). Por otro lado, el enfoque de la preferencia de los HMA por hospederos con
largas exposiciones a la luz, descrito por Fellbaum et al. (2014), también podria explicar la baja
concentracion de acidos grasos en la selva, ya que en estos sitios existen diversas especies vegetales que
crecen bajo dosel cerrado, lo cual provoca que llegue menos luz al sotobosque, haciendo que las plantas
hospederas reduzcan el suministro de C a la red micorrizica, disminuyendo la colonizacion en las raices

de los hospederos y probablemente también la biomasa de HMA.

El acahual tuvo una concentracion de HMA mayor a la selva y el cultivo en ambas temporadas,
lo cual podria estar ligado a la diversidad de especies bacterianas que habitan en los acahuales. De
acuerdo con los resultados de Baledn-Sepulveda (2017), el acahual posee menor concentracion de
bacterias que la selva pero mayor concentracion de bacterias que el cultivo. Weller et al. (2002)
Svenningsen et al. (2017) sefialan que cuando las bacterias son inhibidas por la falta de agua, la falta de
cobertura vegetal y las condiciones fisicas del suelo desfavorables (mayor temperatura y menos
humedad), los HMA tienen la oportunidad de acaparar mas recursos (nutrientes y espacio) y por lo tanto,
aumentar su biomasa, es decir, la inhibicion de HMA en el suelo puede ser causada por una competencia

colectiva y efectos antagonicos con la comunidad microbiana del suelo.

De acuerdo con Vasconcellos et al. (2013), en gradientes de restauracion con diferentes edades
de abandono, los HMA de los sitios con menos afios de sucesion poseen los valores méas altos de

abundancia de HMA a comparacion con sitios de mas edad de abandono e incluso los sitios de sucesion
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més temprana tienen mayor abundancia de HMA que el ambiente natural sin alteracion, lo cual es muy
similar a lo que pasa en el sistema de Los Tuxtlas, donde los acahuales tienen mayor concentracion de
HMA a comparacion con la selva y cultivos. Johnson et al. (1991) mencionan que existen diferencias
significativas entre la composicion de una comunidad de HMA que se encuentran en un estado temprano
de la sucesion y una sucesion tardia, es decir, la diversidad de HMA cambia durante la sucesion
ecoldgica. Los acahuales de este estudio tienen diferentes tiempos de abandono y sucesion (5, 18, 24, 27
y 50 afios), esto podria tener un efecto en la estimacién de biomasa de HMA en estas zonas, también, la
escasez de especies vegetales demandantes de luz con talla alta (méas de 10m de altura), provoca que las
hierbas, pastos y plantas que forman asaciones con HMA incrementen su abundancia y por lo tanto, se
incremente la disponibilidad de posibles hospederos en los acahuales con mejores condiciones de
microclima a diferencia de la selva y los cultivos. También se debe mencionar que en algunos sitios de
muestreo del acahual habia parches de pastos y hierbas, esto podria influir en la alta concentracion de
acidos grasos totales de HMA durante la temporada de lluvias a comparacion con los usos de suelo selva

y cultivo de ambas temporadas.

El analisis de componentes principales (ACP) de la temporada de lluvias para variables bidticas
agrup6 dentro de un mismo conjunto a la selva y al acahual, en otro grupo separado al potrero y el
cultivo en un tercer grupo. De acuerdo con los resultados del ACP las variables longitud de micelio,
acidos grasos totales y colonizacion intrarradical explican el 20.4% de la variacién total en los datos y
los vectores de las variables sélo se proyectan sobre el grupo del potrero, es decir, en el grupo del
cultivo y el grupo de la selva-acahual ain existe mas de un 50% de variacion que puede ser explicada
considerando otras variables bidticas, por ejemplo, los hospederos de HMA y otros microorganismos
(bacterias) con los que compiten por recursos en el suelo. EI ACP de la temporada de secas tuvo

resultados similares con los del ACP de la temporada de lluvias, claramente se conformaron tres grupos,
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la selva y acahual fueron agrupados en un solo grupo, el potrero en un conjunto separado y el cultivo en
un tercer grupo; los porcentajes de contribucion a la variacion de cada componente son similares entre
temporadas y los vectores de las variables siempre se encuentran sobre los puntos del potrero,
manteniendo la misma proporcién de variacién (>50%) que ain puede ser explicado por otros factores
bioticos.

El ACP de variables bidticas también indicé que en ambas temporadas la longitud de micelio y
los &cidos grasos totales siempre fueron las variables en el primer componente principal y que
contribuyen a la variacién total de los datos en mayor medida que la colonizacion intrarradical. Los ACP
de variables bidticas de ambas indicaron que no existe una diferencia considerable entre el porcentaje de
contribucion a la variaciéon del primer componente en los datos de ambas temporadas; la colonizacion
intrarradical en ambas temporadas siempre se ubicd en el segundo componente principal y tuvo un
porcentaje de contribucién a la variacién semejante en ambos casos, esto sugiere que las tres variables
bidticas son afectadas de manera semejante durante los cambios de temporada (lluvias y secas), siendo
el micelio externo y la produccion de acidos grasos, las variables bioldgicas que mas cambian y la
colonizacién intrarradical en menor medida. El porcentaje de colonizacion intrarradical no tuvo
correlacion con la concentracion de HMA en ninguna temporada, esto puede deberse a que en las
muestras de suelo donde se midid la concentracion de &cidos grasos totales no se llevo a cabo la
separacion de suelo y raices, tampoco se evalué la concentracién de HMA de la raiz donde se midié la
colonizacion intrarradical. Los ACP de variables bioticas para ambas temporadas siempre arrojaron al
porcentaje de colonizacion intrarradical al segundo componente donde se ubican las variables con menor
contribucion a la variacion pero que si explican el comportamiento de alguna proporcién de los datos.
Los ACP de variables bidticas para ambas temporadas siempre agrupan a la selva y al acahual, esto

puede deberse a que ambos usos de suelo son semejantes en cuanto a caracteristicas biologicas y
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propiedades fisicas y quimicas del suelo se refiere, los potreros y cultivos también se separan en dos
grupos diferentes, lo cual confirma la hipétesis de que el cambio de uso de suelo afecta de manera
directa al desempefio de los HMA, mientras que el cambio de temporada afecta al desempefio del HMA

en menor medida.

El ACP de la temporada de lluvias indico que la longitud de micelio tiene mayor contribucion
que la concentracion de &cidos grasos, lo cual puede relacionarse con la disponibilidad de agua y
nutrientes en la solucion del suelo, en este caso, los HMA podrian generar una mayor cantidad de
micelio en el suelo para absorber nutrientes y agua, que son abundantes en el sistema durante esta
temporada, mientras que la formacion de compuestos de reserva como los acidos grasos pasa a segundo
plano debido a la alta disponibilidad de recursos en el ambiente. En el caso del ACP de la temporada
seca, la concentracion de WCFA de HMA tiene mayor contribucién al componente 1 que la longitud de
micelio, esto podria explicarse por la falta de agua en el sistema y las condiciones de suelo méas
adversas, ya que durante la temporada seca, la produccion de micelio en el suelo disminuye y la
produccion de &cidos grasos de reserva se activan para mantener al HMA latente/activo durante esta

temporada.

b. Propiedades fisicas y quimicas del suelo y &cidos grasos totales de HMA

Las propiedades fisicas y quimicas del suelo durante la temporada de lluvias indican que existe
una correlacion negativa entre la concentracion de HMA en el suelo y el N total, nitrato y amonio; el
potrero tuvo los valores de N total mas bajos de los cuatro usos de suelo, pero tuvo la mayor
concentracion de HMA. De acuerdo con el meta-analisis de Hoeksema et al. (2010), varios estudios
confirman que la relacion mutualista HMA/planta se beneficia cuando existe una limitante de P y de N,

pero recalcan que si el N es muy escaso se reduce la capacidad fotosintética de la planta, disminuyendo
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el suministro de C al HMA; esto también parece suceder en la selva de los Tuxtlas, ya que en el potrero
registrd la mayor concentracion de acidos grasos y mostré los valores méas bajos de N. Por otra parte,
Johnson et al. (2010) reportan que los beneficios del HMA se reducen cuando el N, P y otros recursos
del suelo no limitan el crecimiento del hospedero, el cual tiende a reducir la transferencia de C hacia las
raices y los HMA en estos casos; si existen alteraciones en las concentraciones de N e incluso, cambios
en la concentraciones de P, es muy probable que la dindmica de nutrientes y asignacién de recursos a los
HMA se modifique, como podria estar sucediendo en la selva y los acahuales a comparacion con el
potrero, los cuales no tienen una deficiencia de P y N, pero tienen una concentracion de &cidos grasos

menor que el potrero (Hawkins y George, 2001; Valentine et al., 2002; Johnson et al., 2006).

En el potrero las bajas concentraciones de N hacen que la planta hospedera responda asignando
mas C al HMA para que éste pueda incrementar la produccion de micelio externo en busca de nitrato,
aumentando la concentracion de acidos grasos totales de HMA en el suelo, ya que no existe una
limitante de luz o agua para la planta hospedera (en este caso el pasto insurgente) y puede asignar mas C
al HMA para la produccion de micelio, con el fin de que la planta pueda competir con otras especies
vegetales en este ambiente tan limitado por N. Esto podria sustentarse con el experimento de Fellbaum
et al. (2014), el cual indicd que los HMA aumentan la transferencia de P y N a hospederos que se
encuentren bajo largos periodos exposicién a la luz, como sucede en los potreros. Por otro lado, las
correlaciones positivas que tuvieron ambas temporadas entre la longitud de micelio externo y la
concentracion de acidos grasos totales de HMA en los cuatro usos de suelo también apoyan este

supuesto.

La selva y el acahual tuvieron los valores més altos de nitrato y amonio a comparacion con los
otros dos usos de suelo, sin embargo tuvieron menores concentraciones de acidos grasos totales de HMA

a comparacion con el potrero. Esto podria estar relacionado con la inhibicion de los HMA por la
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actividad de las comunidades de bacterias y otros hongos las cuales compiten con los HMA por la
obtencion de recursos, ya que en la selva y acahuales la abundancia y riqueza de bacterias permite que
exista una reintegracion de nutrientes al suelo por medio de la descomposicion, haciendo méas abundante
y facil de obtener al N y P en estos usos de suelo, teniendo un efecto negativo en la biomasa de HMA
por la alta disponibilidad de nutrientes y la disminucién de C por parte de la planta (Paulitz y
Linderman, 1991; Vandenkoornhuyse et al., 2003; Albertsen et al., 2006; Johnson et al., 2006; Johnson
et al., 2010; Krashevska et al., 2015). La baja concentracion de éacidos grasos totales en la selva y
acahuales podria estar relacionada con el contenido hidrico del suelo, ya que la alta disponibilidad de
nutrientes solubles en suelo hace que la planta hospedera de HMA responda disminuyendo la cantidad
de C para la micorriza e incrementando su productividad primaria neta aérea, ocasionando una baja

concentracion de &cidos grasos en el suelo.

Bucking y Kafle (2015) mencionan que el nitrato (NOj3’) es la forma dominante de N disponible
para las plantas y hongos en la mayoria de los suelos donde se llevan a cabo actividades agricolas,
mientras que el amonio (NH4") predomina en sitios sin disturbio y donde el nitrato esta casi ausente.
Esto es relevante debido a que Hawkins y George (2001) reportaron que una alta concentracion de
amonio reduce la longitud de micelio en el suelo, pero no el nimero de arbusculos, lo cual apoya el
supuesto de que los HMA se encuentran mas localizados dentro de las raices de sus hospederos en la
selva y acahual como sucede en el sistema de Los Tuxtlas. En este caso, Becerril-Pombo (2017)
confirma que la selva de los Tuxtlas tuvo menor produccion de micelio externo que acahuales con
edades diferentes, sin embargo, Smith y Smith (2015) reportaron que cuando existen altas
concentraciones de nutrientes solubles en el suelo, la planta inhibe o suprime la colonizacion
intrarradical del HMA, por lo tanto, es sugerido que la planta controla el C que se asigna a la micorriza,

pero el intercambio de C de la planta hacia el HMA y de recursos del HMA al hospedero podria ser un
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intercambio reciproco en funcion de la disponibilidad y concentracion de los recursos en el suelo como
el N, P y agua, asi como el contexto ambiental y las practicas de manejo en donde se esta llevando a

cabo la asociacion micorrizica (Kiers et al. 2011; Jansa et al., 2014).

El cultivo tuvo concentraciones bajas de nitrato, amonio y &cidos grasos totales de HMA (a
excepcion de dos sitios de cultivo que tuvieron valores semejantes a los de un potrero); esto puede estar
relacionado con la constante pérdida de nutrientes por los ciclos de cultivo y las condiciones fisicas del
suelo desfavorables para los HMA. De acuerdo con Acevedo-Rojas (2017), el cultivo posee el menor
contenido hidrico en el suelo y la mayor densidad aparente de los cuatro usos de suelo, estas condiciones
podrian dificultar la produccion de micelio externo para los HMA (Curaqueo et al., 2010); la baja
concentracion de acidos grasos totales de HMA en este uso de suelo también podria estar ligada a la
falta de materia organica en el suelo (MOS) y a la falta del proceso de descomposicion de dicha MOS
(Gryndler et al., 2009). Un estudio realizado en 81 sitios con diferentes usos de suelo llevado a cabo por
Creamer et al. (2015), reveld que los sitios con menos MOS fueron de cultivo o tierras arables, mientras
que las concentraciones mas altas de MOS fueron registradas en suelos forestales conservados. De
acuerdo con Hodge et al. (2001) los HMA aceleran el proceso de descomposicién de la MOS vy
adquieren N directamente del material organico descompuesto por bacterias y otros hongos, es decir, la
falta de mantillo en el cultivo provoca un decaimiento en la obtencion de N por parte de los HMA para
la planta, por lo tanto podria haber una disminucion en la cantidad de C que la planta hospedera le
otorga a los HMA para buscar mas nutrientes, esto provoca que se limite la produccién de micelio y se
reduzca la produccion de acidos grasos totales del HMA (Johnson et al., 1991; Aristizabal, 2008; Nuccio
et al., 2013). Incluso hay varios trabajos donde se reporta la colonizacion de HMA en materia organica
en descomposicion y la integracion de N y P a biomasa fangica proveniente de dicha materia degradada

(Ames et al., 1983; Joner y Jakobsen, 1995; Hodge et al., 2001; Aristizabal et al., 2004), por lo tanto es

58



posible suponer que los HMA podrian participar en los procesos de recuperacion de nutrientes (P, N y

C) (Veresoglou et al., 2012).

Las propiedades fisicas y quimicas del suelo durante la temporada de secas indican que existe
una correlacion positiva entre el pH del suelo y la concentracion de acidos grasos totales de HMA. De
acuerdo con los resultados, el potrero tuvo la mayor concentracion de &cidos grasos totales y un pH
méaximo cercano a 6.2, seguido por el acahual que tuvo menor concentracién menor de &cidos grasos
totales de HMA pero con un pH similar al potrero; la selva tuvo un pH de suelo parecido a los potreros
y acahuales, pero mostr6 menor concentracion de acidos graso totales de HMA; el cultivo tuvo los
valores més bajos de pH, lo cual indica que son los suelos mas acidos. De acuerdo con Krashevska et al.
(2015), en suelos tropicales que fueron transformados a cultivos o sistemas de manejo ganadero, el
incremento de pH favorece a la concentracion de acidos grasos totales de HMA en el suelo y valores
bajos de pH limitan el desarrollo de los HMA, tal y como se observa en el sistema heterogéneo de Los
Tuxtlas. Por otro lado, Gryndler et al. (2006) reportaron que los &acidos grasos totales de HMA
disminuyen su concentracion cuando se aplican fertilizantes minerales, si éstos aumentan su
concentracion durante la temporada de secas, es probable que los HMA disminuyan la produccién de

acidos grasos totales ain méas, como ocurre en todos los usos de suelo de este trabajo.

El nitrato tuvo una correlacién negativa con la concentracion de &cidos grasos totales de HMA, la
concentracion de este nutriente fue mayor durante la temporada de secas respecto a la temporada de
lluvias, esto podria deberse a la falta de agua en el suelo, la cual tiene un efecto amortiguador en las
concentraciones de solutos en el suelo, es decir, la falta de agua en el suelo hace que aumente la
concentracion de nitrato y otros compuestos, pero no aumenta su disponibilidad, debido a que no se
encuentran en una solucion acuosa. También se puede observar que la concentracion de nitrato en el

cultivo es mayor que en los sitios del uso de suelo selva, mientras que durante la temporada de lluvias la
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concentracion de nitrato fue mayor en la selva; esto puede estar ligado a la adicién de fertilizantes en los
cultivos, los cuales también aumentan su concentracion de manera dréstica cuando disminuye la
humedad en el suelo. El potrero tuvo las concentraciones de nitrato méas bajas en ambas temporadas y
las concentraciones de &cidos grasos mas altas de los cuatro usos de suelo en ambas temporadas, lo cual
esta ligado con la abundancia de hospederos y condiciones de suelo favorables para la simbiosis
micorrizica como la baja disponibilidad de N y P (Wilkinson, 1997; Hawkins y George, 2001; Valentine

et al., 2002; Johnson et al., 2003).

De acuerdo con un meta-analisis en estudios de campo y de laboratorio (Hoeksema et al., 2010),
la fertilizacion con N es una variable muy importante para la respuesta de la planta a la colonizacién por
HMA, donde una alta concentracion de este elemento reduce la actividad de los HMA del suelo. Las
plantas que crecen en un suelo con bajas concentraciones de N continuaran la inversion de C hacia el
HMA, ocasionando un aumento en la biomasa del HMA, pero no un aumento de biomasa de la planta
(Johnson et al., 2010). Esto también podria explicar las altas concentraciones de &cidos grasos totales de
HMA en el uso de suelo potrero; Johnson y Wedin (1997), mencionan que en suelos tropicales, la
mineralizacion del N en pastizales es 75% menor a los valores que se reportan en la selva. EI ACP
indicd que las variables relacionadas con la concentracion de nutrientes (C total, N total, P y amonio)
explican una parte de la variacion de los datos en los cuatro usos de suelo durante la temporada de secas,
este resultado es consistente con la correlacion positiva entre la concentracion de acidos grasos totales
de HMA vy el pH del suelo (Krashevska et al. 2015), es decir, la disponibilidad de nutrientes est4 en
funcion del pH del suelo, la falta de agua en el sistema hace que estos nutrientes no se encuentren en
solucion, provocando que los HMA no puedan incorporarlos al micelio y transferirlos a la planta para
que ésta pueda hacer el intercambio por compuestos de C, reduciendo la produccién de acidos grasos del

HMA y el hospedero.
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El analisis de componentes principales (ACP) de la temporada de lluvias 2015 para variables
abidticas agrup6 a los usos de suelo en tres conjuntos, el primero esta conformado por la selva y los
acahuales, el segundo grupo por el potrero y el tercero por el cultivo. De acuerdo con los resultados del
ACP las variables C total, amonio, N total, pH, nitrato, contenido hidrico y P explican el 42.3% de la
variacion total en los datos y los vectores de las variables solo se proyectan sobre el grupo de la selva 'y
los acahuales, es decir, en el grupo del cultivo y el grupo de potrero aun existe mas de un 50% de
variacion que puede ser explicada considerando variables abi6ticas que involucren a otras propiedades

fisicas del suelo como la densidad aparente o la temperatura de suelo promedio.

El ACP reveld que incluso desde un enfoque fisico y quimico de suelo, la selva y los acahuales
comparten caracteristicas similares, mientras que los potreros y cultivos poseen caracteristicas
particulares que los separan de los ambientes conservados. Las variables fisicas y quimicas del suelo
durante la temporada de lluvias que contribuyen a la variacion de los datos estan relacionadas con la
cantidad de MOS (C total), la disponibilidad de agua del suelo (contenido hidrico) y nutrientes solubles
en el suelo (C, formas de N, pH y P), dichas variables son alteradas por el cambio de uso de suelo y son
clave para el desempefio fangico. EI ACP de la temporada de secas 2015 para las variables abidticas del
suelo tuvo resultados diferentes a comparacion con la temporada de lluvias; en este caso, la selva y
acahual no forman un solo grupo bien definido, el potrero y cultivo tampoco formaron algin grupo
independiente 0 en conjunto. Se puede observar que en este caso C total, N total, P y amonio
contribuyen el 30.7% de la variacion durante la temporada de secas, lo cual indica que en esta
temporada aun existen otras variables fisicas y quimicas que afectan a la variacion de datos en el ACP.
Los ACP de variables abidticas para ambas temporadas colocan al C total, N total y P como factores
comunes que contribuyen a la variacion de datos, lo cual indica que durante la temporada de lluvias, el

contenido hidrico se vuelve determinante para la disponibilidad de nutrientes e influye en el desempefio
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de los HMA del suelo de manera directa, en cambio durante la temporada de secas, la disponibilidad de
nutrientes y a su balance de concentracion en el suelo (estequiometria) son algunos de los factores que
influyen en el desempefio del HMA (Johnson, 2010). En este trabajo los ACP de ambas temporadas

demostraron que la variable de C total es la que mas influye en los diferentes usos de suelo.

Este trabajo demuestra que los HMA modifican su dindmica energética cuando hay un cambio en
las propiedades fisicas y quimicas del suelo. En la literatura no es comdn encontrar trabajos publicados
en donde se consideren a todas las variables bioticas y abioticas posibles que puedan explicar la
dinamica y comportamiento de los HMA bajo diferentes situaciones ambientales, el conocimiento
acerca de los HMA bajo un esquema de cambio de uso de suelo o gradiente de restauracién adn es
limitado (Pefia-Venegas et al., 2007; Bai et al., 2009; Cuenca y Lovera, 2010; de Souza et al., 2013;
Vasconcellos et al. 2013). Desde un punto de vista agronémico, los HMA vy la interaccién con su
hospedero deben ser estudiados bajo condiciones de campo y en diferentes escenarios ambientales
(Plenchette et al., 2005). Este trabajo confirma los resultados obtenidos por Schappe et al. (2017) en una
selva lluviosa de Panama, los cuales indican que la estructura y diversidad de una comunidad de HMA,
asi como su actividad y comportamiento, varian en escalas espaciales muy finas y generalmente existen
correlaciones significativas con las propiedades fisicas del suelo y estequiometria de compuestos

quimicos.
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VIII1. Conclusiones

La concentracion de acidos grasos totales de HMA en el suelo no cambia entre temporadas como lo
plantea la primera hipétesis, pero el cambio de uso de suelo afecta el comportamiento de los HMA en el
sistema de Los Tuxtlas. EI cambio de uso de suelo modifica la dindmica del C en HMA como lo plantea
la segunda hipotesis, los suelos de la selva y acahuales poseen caracteristicas edaficas y especies

vegetales similares a diferencia del potrero y el cultivo.

Las diferencias de especies vegetales que existen entre los sistemas no perturbados (selva y acahual)
y los sistemas de explotacion econdmica (potreros y cultivos) tienen un efecto directo en la dinamica de
C en los HMA,; en sistemas no perturbados, la comunidad de bacterias, la competencia entre HMA por
hospederos, espacio en el suelo, nutrientes y agua provoca que los HMA no tengan la capacidad de
dominar y ser abundantes en el suelo de este tipo de ambientes, mientras que en potreros donde abundan
hospederos potenciales como pastos y las concentraciones de nutrientes disponibles en el suelo son
bajas, asi como un dosel totalmente abierto, la asociacion micorrizica se promueve y por lo tanto, se

incrementa la biomasa en HMA medida como acidos grasos totales.

Los HMA cambian su comportamiento en el suelo y dentro de sus hospederos cuando se encuentran
en escenarios ambientales diferentes dentro de un mismo paisaje heterogéneo como en Los Tuxtlas, es
decir, las variables bioticas y/o abidticas que podrian estar explicando algiin comportamiento de los
HMA en un sistema poco perturbado como la selva, podrian no ser las varibles que expliquen la

dinamica de los HMA en suelos como los de los potreros o cultivos.

El enfoque de acidos grasos totales de HMA permitié confirmar la hipotesis que plantea cambios en
el comportamiento de los HMA bajo un escenario de cambio de uso de suelo desde un punto de vista
bioquimico. Esta herramienta cuantifica la biomasa de los HMA del suelo y raices, complementando la
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informacion que ofrecen otras técnicas como la cuantificacion de esporas, micelio externo y la
colonizacion intrarradical. EI cambio de uso de suelo modifica las concentraciones de nutrientes, pero
segtin los ACP’s de propiedades fisicas y quimicas del suelo, la disponibilidad y concentracién del C y
el N en sus formas de nitrato y amonio, parecen ser los factores que determinan el desempefio del HMA
en el suelo y la temporada del afio influye en la disponibilidad de dichos nutrientes; las correlaciones
negativas de ambas temporadas entre la concentracion de &cidos grasos y las variables de N (nitrato y

amonio) confirman este supuesto.

El estudio de los HMA debe ser abordado desde un punto de vista multivariado, donde se tomen en
cuenta diversas interacciones que existen entre los HMA, sus hospederos y la comunidad de
microorganismos con los que comparte y compite en el suelo. Es importante comprender que los HMA
son un gremio de microorganismos susceptibles a los cambios en la vegetacion, comunidad bioldgica
del suelo, concentracién y disponibilidad de nutrientes en el suelo, actividades humanas y

contaminacion.
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X. Anexos

Anexo 1. Extraccion de &cidos grasos (Sasser, 1990)

Saponificacion

Durante esta etapa, se produce una lisis celular. Los acidos grasos son separados de los lipidos celulares y

convertidos en sus correspondientes sales de sodio.

- Pesar 1.0 g de suelo liofilizado y transferirlo a un tubo de ensaye con tapa de teflon

- Agregar 2 £0.1 ml del reactivo 1 a cada tubo (base metabdlica compuesta por 45g de NaOH, 150ml de metanol

y 150ml de agua desionizada y destilada)

- Cerrar tubos con tapa de teflén

- Agitar cada tubo en vortex de 5 a 10 segundos

- Colocar tubos en bafio maria a 100 °C por 5 minutos

- Enfriar tubos y agitar en vortex de nuevo

- Colocar tubos en bafio maria por otros 25 minutos mas a 100 °C

- Colocar los tubos en agua fria

Metilacion

Las sales sodicas de los acidos grasos se convierten en ésteres metilicos para incrementar la volatilidad de
los &cidos grasos para el analisis por cromatografia de gases.
- Después de enfriar los tubos, agregar 4 + 0.1 ml de reactivo 2 (reactivo de metilacion con 325 ml de HCI 6N en
275 ml de metanol)
- Agitar en vortex de 5 a 10 segundos
- Calentar tubos en bafio maria a 80 °C por 10 minutos
- Enfriar los tubos rapidamente en agua fria
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Extraccion

En la extraccion de los ésteres metilicos se transfieren de la fase acuosa acida a la fase orgénica con la

técnica de extraccion liquida-liquida.

- Agregar 2.5 ml de reactivo 3 (1:1 v/v de hexano: éter metil terbutilico)
- Agregar a cada tubo 100 pl de estandar interno 19:0 acido nonanodecanoico metil éster

- Agitar en vortex hasta resuspender las muestras para evitar sedimentacion del suelo en la base del tubo y que

todos los reactivos tengan contacto con la muestra de suelo
- Rotar los tubos por 10 minutos
- Centrifugar tubos por 5 minutos a 2000 r. p. m.

- Remover sobrenadante con una pipeta pasteur (una nueva para cada muestra) y colocarlo en un tubo nuevo

Lavado basico

Eliminacion de acidos grasos libres y los agentes residuales.

- Agregar 6 = 0.1 ml de reactivo 4 (solucion bésica de NaOH diluido en agua destilada y desionizada)

- Rotar los tubos 5 por minutos

- Centrifugar los tubos por 3 minutos a 3000 r. p. m.

- Remover el sobrenadante y colocarlo en frascos viales

- Evaporar los frascos viales en la campana de extraccion durante toda la noche

- En nuevos frascos viales, agregar 200 ul de hexano y colocar en cada uno de ellos un “baby vial” o inserto

- En los frascos viales que contienen la muestra evaporada de &cidos grasos, agregar 80 ul de hexano para

resuspender los acidos grasos y agitar en vortex

- Después de agitar la muestra y resuspender los &cidos grasos, transferir 80 ul de los acidos grasos al frasco vial
que contiene el inserto o “baby vial” correspondiente y cerrar con tapa hermética para evitar evaporacion de la

muestra

- Los sobrantes de las muestras pueden ser almacenados a -20 °C como respaldo
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Anexo 2. Correlaciones entre el 4cido graso 16:1m5 y otros acidos grasos caracteristicos de diversos

grupos de microorganismos del suelo.

Durante la temporada de Lluvias 2014 la comunidad de bacterias GRAM + tuvo una correlacion positiva
con el acido graso 16:1w5; el &cido graso 16:0 iso fue el que tuvo la correlacion més alta (r = 0.58 ; p < 0.0001),
seguido por el acido graso 17:0 anteiso (r = 0.56 ; p < 0.0001), luego el &cido graso 15:0 anteiso (r = 0.4 ; p =
0.00003), después el &cido graso 15:0 iso (r = 0.35 ; p = 0.0002) y por ultimo el &cido graso 14:0iso (r =0.28 ; p
= 0.004). El grupo de actinobacterias (G+) determinado por el acido graso 17:0 10-methyl tuvo una correlacion
positiva con el acido graso 16:1w5 (r = 0.4 ; p = 0.00003) y el grupo general de hongos determinado por el &cido
graso /8:2w6 tuvo una correlacion positiva con el acido graso 16:1m5 (r = 0.56 ; p < 0.0001). La comunidad de
bacterias GRAM - tuvo una correlacion positiva con el acido graso 16:1w5; las bacterias GRAM - que son
identificadas con el &cido graso 79:0 cyclo w8c tuvieron la correlacion mas alta (r = 0.34 ; p = 0.00135), después
el grupo de bacterias identificadas con el acido graso 16:0 30H (r = 0.28 ; p = 0.0097) y por ultimo el grupo de

bacterias con el acido graso 12:0 30H (r = 0.23 ; p = 0.032).

En la temporada de Secas 2015 la comunidad de bacterias GRAM + tuvo una correlacion positiva con el
acido graso 16:1w35; las bacterias GRAM + que son identificadas con el acido graso 16:0 iso tuvieron la
correlacion mas alta (r = 0.57 ; p < 0.0001), después las bacterias que se identifican con el acido graso 15:0
anteiso (r = 0.55 ; p < 0.0001), luego las bacterias con el &cido graso 14:0iso (r = 0.54 ; p < 0.0001), seguidas por
las bacterias con el acido graso 15:0 iso (r = 0.51 ; p <0.0001) y por ultimo el grupo de bacterias GRAM + que se
identifica con el acido graso 17:0 anteiso (r = 0.5 ; p < 0.0001). El grupo de actinobacterias (G+) se identifica con
el acido graso 17:0 10-methyl y tuvo una correlacion positiva con el &cido graso 16:1®5 (r = 0.4 ; p = 0.000027),
asi como el acido graso que identifica al grupo general de hongos en el suelo 78:2w6 (r = 0.54 ; p < 0.0001). Las
concentraciones de &cidos grasos de la comunidad de bacterias GRAM - tuvieron una correlacién positiva con el
acido graso 16:105; el grupo de bacterias GRAM - que se identifica con el acido graso 16:0 30H tuvo la

correlacion mas alta (r = 0.42 ; p = 0.000062), después el grupo de bacterias que se identifica con el acido graso
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12:0 30H (r = 0.4 ; p = 0.000168) y por ultimo el grupo de bacterias GRAM - que se identifica con el acido graso

19:0 cyclo w8c (r=0.22 ; p=10.036).

Anexo 3. Valores de correlacion de cada variable por componentes necesarios para identificar

variables méas importantes para el analisis de componentes principales.

Tabla 1. Correlacion entre factores y variables de los componentes bidticos durante la temporada seca.

Factor-variable correlations, based on correlations

Variable Factor 1 Factor 2 Factor 3
longitud de micelio -0,794112 0,371604 0,480933
colonizacién total -0,509278 -0,853900 0,107192
16:105 -0,836548 0,167089 -0,521793

Tabla 2. Correlacion entre factores y variables de los componentes abio6ticos durante la temporada seca.

Factor-variable correlations, based on correlations
Variable Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5 Factor 6 Factor 7
contenido hidrico | -0,164099 | 0,251552 | -0,845054 | -0,435923 | 0,067637 | -0,031043 | 0,010429
pH suelo -0,219251 | 0,661557 | 0,542145 | -0,406974 | 0,137809 | -0,189024 | -0,001236
C total -0,963770 | 0,054407 | 0,010107 | 0,010500 | 0,099948 | 0,200415 | -0,133489
N total -0,944659 | 0,074056 | 0,073927 | 0,076411 | 0,164110 | 0,220158 | 0,124216
P -0,820250 | 0,017321 | 0,014051 | -0,058054 | -0,557544 | -0,110887 | 0,013112
NO; -0,687764 | -0,564152 | -0,072378 | 0,112528 | 0,236598 | -0,367196 | -0,000591
NH, 0,085134 | -0,764393 | 0,252729 | -0,571895 | -0,022711 | 0,130277 | 0,005628
Tabla 3. Correlacion entre factores y variables de los componentes bidticos durante la temporada
lluviosa.
Factor-variable correlations, based on correlations
Variable Factor 1 Factor 2 Factor 3
longitud de micelio -0,803717 0,264518 0,532982
% colonizacion -0,498422 -0,866920 -0,005041
16:1w5 -0,801919 0,273712 -0,531044
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Tabla 4. Correlacién entre factores y variables de los componentes abi6ticos durante la temporada

lluviosa.
Factor-variable correlations, based on correlations

Variable Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5 Factor 6 Factor 7
contenido hidrico | -0,700838 | 0,026218 | 0,644447 | -0,153121 | -0,166794 | 0,203256 | 0,015733
pH suelo -0,786327 | 0,444670 | 0,298155 | -0,018275 | 0,075218 | -0,296929 | -0,030054

C total -0,899071 | -0,266333 | -0,154637 | -0,228226 | 0,130059 | -0,051906 | 0,158521

N total -0,814795 | -0,289687 | -0,313811 | -0,181473 | -0,325885 | -0,089025 | -0,081571

P -0,632859 | 0,597013 | -0,415847 | -0,164390 | 0,074701 | 0,192168 | -0,024568

NO; -0,766539 | 0,079831 | -0,106113 | 0,610442 | -0,134904 | 0,031463 | 0,054377

NH, -0,842296 | -0,393641 | 0,063081 | 0,131600 | 0,311624 | 0,076582 | -0,106360
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