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la direccion. En azul se muestran las asociaciones positivas y en rojo las negativas.



RESUMEN

El fosforo es un nutriente esencial para el crecimiento de las plantas, pero limitado en el
suelo de los bosques templados, por lo que las plantas de estos ecosistemas han
desarrollado estrategias para maximizar su absorcion, tal como la asociacion micorricica
arbuscular, la cual puede jugar un papel importante en el crecimiento de las plantas. El
objetivo de esta investigacion fue analizar el efecto de la asociacién micorricica arbuscular en
el crecimiento de Acaena elongata L., bajo diferentes concentraciones de fésforo en un
bosque templado de la Cd. Mx., México. La prediccion central de este trabajo es que las
medidas de crecimiento se relacionarian positivamente a los porcentajes de colonizacion en
una baja concentracion de fésforo y negativamente en una alta concentracion de este
nutriente. Se realizé un disefio experimental de bloques al azar dentro del bosque de Abies
religiosa (H.B.K.) Schl. & Cham., donde se trabajaron cuatro concentraciones de fosforo:
control (0 g P kg™?), baja (0.05 g P kg™%), intermedia (0.2 g P kg?) y alta (2 g P kg™), con un
total de 560 plantulas. Estas Ultimas fueron extraidas por cosechas cada dos meses, durante
un afio, y se midié su crecimiento, contenido de P en tejido vegetal y los porcentajes de
colonizacion. Hubo diferencias significativas entre tratamientos y entre las cosechas para la
colonizacion y algunas medidas de crecimiento. Los mayores valores en las variables de
crecimiento se presentaron en el tratamiento de baja (0.05 g P kg™) y alta (2 g P kg™
concentracion de P. El porcentaje de colonizacion fue significativamente menor en la
concentracion mas alta de P. Las correlaciones establecidas entre las medidas de
crecimiento, la cantidad de P en tejido vegetal y la colonizacién se encontraron influenciadas
por la concentracion de P en el suelo. Se concluye que la disponibilidad de fésforo en el
suelo influye directamente en la dindmica de la asociacibn micorricica arbuscular,
manteniendo un mutualismo en condiciones de escasez, pero no asi en condiciones de

abundancia de P, donde solo podria favorecerse el hospedero.

Palabras clave: bosque templado, crecimiento, fertilizacion, maleza, micorriza arbuscular.



ABSTACT

Phosphorus is an essential nutrient for plant growth, but it is limited in the soil of temperate
forests, so plants in these ecosystems have developed strategies to maximize its absorption,
such as the arbuscular mycorrhizal association, which has a very important role in the growth
of plants. The main objective of this study was to analyze the effect of the arbuscular
mycorrhizal association on the growth of Acaena elongata L., under different concentrations
of phosphorus in a temperate forest located in Mexico City. The prediction of this work is that
the growth measures would be positively related to the colonization percentages in a low
concentration of phosphorus and negatively in a high concentration of this nutrient. A
randomized block experimental design was made in the forest of Abies religiosa, where four
concentrations of phosphorus, control (0 g P kg™), low (0.05 g P kg?), intermediate (0.2 g P
kg™) and high (2 g P kg*) were handled, with a total of 560 seedlings. The seedlings were
harvested every two months, during one year, to obtain growth averages, the P content in
plant tissue and the AM colonization. There were significant differences between treatments
and between harvests for AM colonization and growth. The highest values in the growth
variables occurred in the treatment of low concentration (0.05 g P kg-1) and high (2 g P kg-1)
of P. The percentage of AM colonization was significantly lower at the highest concentration
of P. The correlations established between the growth measures, the concentration of P in
plant tissues and the AM colonization were influenced by the concentration of P in the soil. In
conclusion the availability of phosphorus in the soil directly influences the dynamics of the
arbuscular mycorrhizal association, maintaining a mutualism in conditions of limited, but not in

conditions of abundance of P, where only the host could be favored.

Key words: temperate forest, plant growth, fertilization, weed, arbuscular mycorrhiza.



1. INTRODUCCION

1.1. El bosque templado y la disponibilidad de fésforo

El bosque templado presenta un clima con marcada estacionalidad a lo largo del afio y un
invierno durante el cual la temperatura cae por debajo de los 0 °C, forma parte del conjunto
de vegetacion tipico de latitudes no tropicales; sin embargo, dada la ubicacion de México,
dentro de la zona tropical, la presencia de estos ecosistemas esta relacionada con el efecto
de la altitud y el clima, por lo que se asocian estrechamente a zonas montafiosas (Tamayo,
1990). Estos bosques se caracterizan por presentar un estrato alto o arbdreo, uno medio o
arbustivo y uno bajo o herbéaceo, siendo el estrato arbéreo el dominante y el mas homogéneo
en cuanto a su composicion (Rzedowski, 1978).

Los bosques templados brindan importantes servicios ecosistémicos de suministro (agua y
alimentos), regulacién (clima y nutrientes), soporte (ciclos biogeoquimicos) y culturales
(religioso y recreativo) (Almeida-Lefiero et al., 2007; Hansen et al., 2013). Sin embargo, han
sido estos grandes beneficios los que han ocasionado que estos ecosistemas hayan sido y
sigan siendo fuertemente alterados por el ser humano, modificando no sélo la composicion,
estructura y funcionalidad de las especies que lo habitan, sino también las propiedades
fisicoquimicas del sistema suelo (Chen et al., 2001; Yimer et al., 2008), repercutiendo
directamente en la disponibilidad de nutrientes.

De manera natural, la dindmica del reciclaje de nutrientes en los bosques templados es
lenta en comparacion con las selvas tropicales humedas, ya que la cantidad de materia
organica en forma de hojarasca sobrepasa a la materia organica del suelo (MOS),
presentando asi un mantillo tipo Moder?*, a causa de la lenta descomposicién de las aciculas
de las grandes coniferas, asi como de los troncos y ramas caidos, que tienen alto contenido
de material recalcitrante o de dificil descomposiciéon. Aunado a lo anterior, las condiciones
ambientales que caracterizan a este tipo de ecosistemas, tales como bajas temperaturas y
un pH del suelo ligeramente acido, limitan la actividad de los descomponedores, por lo que la
composicién y abundancia de estos organismos del suelo juegan un papel esencial en los

procesos de reciclaje y liberacion de nutrientes (Criquet et al., 2004; Berg, 2014).

! Tipo de mantillo donde se distinguen los horizontes L=litter, Of=organico fermentado y Oh= organico
humificado. El primer horizonte es dominante en grosor, debido a la lenta descomposicion de la hojarasca,
asociado con la recalcitrancia de las aciculas de las coniferas (Gallardo, 1988).
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La cantidad de nutrientes que se encuentran acumulados en los bosques templados es
considerable e incluso pueden haber suelos muy desarrollados; sin embargo, su
disponibilidad para las plantas es limitado y esto tiene consecuencias en el establecimiento,
crecimiento y reproduccion de las especies vegetales, tal es el caso del fésforo (P) un
nutriente critico para la fotosintesis, que interviene en procesos como la sintesis de
proteinas, desarrollo radicular, acumulacion y produccién de energia para las actividades
bioquimicas (Zhu y Smith, 2001; Cerdn y Aristizabal, 2012), ademéas forma parte de los
acidos nucleicos (ADN y ARN) y es componente de los lipidos de la membrana celular (Smith
y Read, 2008).

En los sistemas templados el P es considerado un nutriente limitante para la productividad
primaria (Marschner, 1995; Satti et al., 2003; Ritter et al., 2005); su escasez puede ser
consecuencia de factores como: a) tasas extremadamente lentas de intemperismo y
lixiviacibn, como resultado de los procesos pedogenéticos (Richardson et al., 2004); b) el
origen y tipo de material parental, ya que los suelos derivados de cenizas volcénicas,
principalmente Andosoles, son suelos dominados por al6fanos, los cuales tienen la
capacidad de fijar fosforo en la superficie de las arcillas minerales amorfas, lo mismo ocurre
en suelos derivados de caliza, pero ahi el ion que limita la disponibilidad de P es el Ca*" al
formar complejos insolubles (Boschetti, 2001; Galicia et al., 2015), mientras que en suelos
acidos pueden ser el aluminio y el hierro; c) la estacionalidad, ya que los suelos expuestos a
una estacionalidad marcada por periodos secos y lluviosos tienen una alta proporcion de su
fosforo inorganico (Pi) en formas de fosfato de hierro (Richardson et al., 2004); d) el
desarrollo del suelo o pedogénesis, debido a que el pH se hace méas acido y la disponibilidad
de P decrece conforme avanza el proceso pedogenético (Barancikova et al., 2007: Roberts
et al., 2015), e) los cambios en la calidad y cantidad del mantillo modificaran la cantidad de
fésforo organico (Po) y su mineralizacion en el suelo, f) la diversidad y actividad de los
microorganismos encargados de la mineralizacion del P (Eichlerova et al., 2015). Es
importante mencionar que ninguno de estos factores actia de manera aislada, sino que se
presentan simultaneamente en el sistema, lo que hace aln mas complejo establecer

relaciones de causa-efecto en la disponibilidad de P en el suelo (Figura 1).
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Figura 1. El ciclo del fésforo. Dinamica del fosforo a través de los diferentes almacenes. Po=
fésforo en forma  organica vy Pi=  fésforo en forma  inorganica
https://www.sciencelearn.org.nz/resources/961-the-phosphorus-cycle.  Modificado  por
Vazquez Santos.

1.2. El fosforo en el suelo

Hedley et al. (1982) propusieron un fraccionamiento secuencial del fésforo en el suelo que
permite separar al fésforo organico (Po) e inorganico (Pi) que varian en su biodisponibilidad
para las plantas y los microorganismos. La principal entrada de fésforo inorganico proviene
de las apatitas y depésitos de fosfato, de donde es liberado a través de procesos de
meteorizacidén quimica, lixiviacién y erosion. El Pi generalmente se encuentra fijado en forma
de fosfatos de Ca®"y Mg** en suelos con un pH basico, mientras que con el Fe?* y A** en
suelos de pH acido, especialmente del grupo de las caolinitas y ocluido en los éxidos de
hierro y aluminio, por lo que no se encuentra disponible para las plantas (Holford, 1997;
Richardson et al., 2004; Cer6n y Aristizabal, 2012). Por otra parte, la principal entrada de Po
la constituyen los residuos de plantas, animales y microorganismos que liberan compuestos
como acidos nucleicos, fosfolipidos y ésteres. Es importante mencionar que el Po se
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encuentra en mayor proporcion en el suelo en comparacion con el Pi; sin embargo, estos
compuestos deben ser mineralizados por los microorganismos del suelo para que puedan ser
liberados y asimilados por las plantas, ya que estas sélo son capaces de absorber el fésforo
en su forma inorganica, por lo que la composicidon y abundancia de microorganismos del
suelo que tienen alguna funcion en el reciclaje de nutrientes también es de gran importancia
porque pueden tener un impacto directo o indirecto en la productividad del ecosistema (Van
Der Heijden et al., 2008).

El P es absorbido por la planta, principalmente como ion ortofosfato primario (H.PO4™, ion
monovalente), el cual incrementa su solubilidad en suelos acidos. También se absorbe como
ion fosfato secundario (HPO4?, ion bivalente), aunque en menores cantidades, la absorcion
de esta forma incrementa a medida que el pH es mas alcalino (pH>7). Una vez que el P se
encuentra dentro de la raiz, puede quedarse almacenado en esta area o puede ser
transportado a la parte superior de la planta, para cumplir sus mudultiples funciones
metabdlicas, tanto estructurales como de almacenamiento de energia (Richardson et al.,
2004, Figura 2).

Residuos
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Figura 2. La disponibilidad de fésforo para las plantas. La mayor parte del fésforo en el suelo
no se encuentra disponible para las plantas. En este diagrama se compara las rutas de
fosforo no asimilable y asimilable de fésforo. https://www.sciencelearn.org.nz/resources/961-

the-phosphorus-cycle.



1.3. El crecimiento de las plantas y el P

El crecimiento de las plantas es un proceso fisiolégico complejo, que depende
directamente de diversos factores tales como la fotosintesis, la respiracion, la division celular,
la elongacion, la diferenciacion celular y la asignacion de recursos a los diferentes érganos,
los cuales a su vez son influenciados por la interaccion de factores ambientales (p.ej. la
temperatura, la intensidad de luz), edaficos (p. ej., la disponibilidad de agua y nutrientes) y
biologicos (p. €j., la densidad de poblacion, calidad de la semilla y etapa fenologica de la
planta madre), lo que hace mas dificil predecir una relacién de causalidad (Lambers et al.,
1998; Schulze et al., 2005; Taiz y Zeiger 2007). La modificacion de alguno de estos factores,
por ejemplo a causa de las actividades antropogénicas, hace necesario el estudio del
crecimiento de aquellas especies que tienen una alta capacidad de colonizar sitios
perturbados, como es el caso de A. elongata, ya que su capacidad competitiva y abundancia
pueden tener repercusiones sobre la estructura, composicion y funcién del ecosistema
(Augspurger, 1983; Martinez-Camacho et al., 2018). El éxito de este tipo de especies,
conocidas como malezas, ha sido explicado a través de sus rasgos de historia de vida, tales
como: eficientes sindromes de dispersion, rapido crecimiento, alta tolerancia al estrés,
produccién constante de estructuras reproductivas y crecimiento vegetativo (Baker, 1974).

En el caso de las malezas, su tasa de crecimiento es alta, ya que rara vez se encuentran
limitadas por algun factor ambiental o bidtico; son excelentes competidoras, tolerantes a
condiciones externas adversas, crecen bajo diversos rangos climéaticos y heterogéneas
condiciones edéficas, es por ello que tienen un gran éxito al colonizar sitios perturbados
(Baker, 1974). Sin embargo, al igual que el resto de las plantas, en su etapa de plantula son
altamente sensibles, debido a su pequefio tamafio y a sus bajos niveles de defensa tanto
morfolégicos como fisiologicos (Leck et al., 2008). La plantula recién emergida ya no tiene la
capacidad de resistencia de la semilla, pero tampoco tiene la robustez fisica de la planta
adulta (Kitajima y Fenner, 2000). Es durante este periodo vulnerable donde la joven planta
debe crecer rapidamente, establecer una raiz profunda que le asegure el agua en los
periodos de sequia, competir por el espacio, la luz y los nutrientes, asi como dotarse de
defensas quimicas y mecanicas para resistir la presion de los herbivoros. Dada la alta
sensibilidad de las plantulas, la interaccion con algunos microrganismos del suelo podria
favorecer su establecimiento, crecimiento y supervivencia (Kiers et al., 2000; Van der
Heijden, 2004; Zangaro et al., 2005).
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Los individuos que logran pasar a la etapa adulta tienen requerimientos nutricionales y una
asignacion de recursos distinta, por lo que deben enfrentar las condiciones que limitan su
crecimiento entre ellas la deficiencia de fésforo en el suelo, la cual produce diversas
respuestas en las plantas. Por ejemplo, niveles deficientes de P en el suelo pueden causar
una disminucion del area foliar, debido a que este elemento es indispensable para la
formacion de las células que componen los tejidos y como consecuencia de una reduccién
en la asignaciéon de carbohidratos a las raices, dado que la mayoria de estos compuestos
son requeridos por este organo, por lo que existe una relacion entre la disponibilidad de
nutrientes en el suelo y la oferta de carbohidratos (Botia y Medina, 2002; Angulo, 2006). Por
otro lado, mayores niveles de fosforo disponible en el suelo incrementan el peso seco de la
planta y promueven el crecimiento radical, debido a mayores tasas en el crecimiento de
raices centrales y laterales relacionadas con una mayor produccion de pelos radicales
(Roveda y Polo, 2007).

Las plantas que habitan ambientes con bajo contenido de P en el suelo, como ocurre con
los bosques templados (Frossard et al., 2000; Cornwell, 2008; Berg, 2014), han desarrollado
estrategias para maximizar su absorcién, y asi poder ocupar espacios nutricionalmente
distintos, una de estas estrategias son las asociaciones mutualistas con microorganismos,
los cuales les permiten obtener eficientemente una mayor cantidad de nutrientes, en
comparacién con los que las raices por si solas serian capaces de hacer, tal es el caso de la
asociaciéon micorricica arbuscular la cual es formada por los hongos micorrizégenos
arbusculares (HMA Phylum Glomeromycota, Smith y Read, 2008; Richardson y Simpson,
2011). Esta interaccién podria estar jugando un papel importante, al conferirles atributos que
favorecen su crecimiento y tolerancia bajo condiciones adversas, tal es el caso de la
asociacion micorricica arbuscular

En la interface raiz-suelo, el Pi puede ser absorbido a través de la epidermis, incluyendo
los pelos radicales, directamente como Pi, mientras que los HMA a través del micelio extra-
radical en el suelo e intra-radical que coloniza las células corticales estan involucrados en la
absorcion, el transporte y la transferencia de Pi a través de la micorriza arbuscular (Smith et
al., 2003). Ambas vias operan a través de las membranas plasmaticas fungica y vegetal, a
través de proteinas transportadoras que transfieren aniones de Pi del apoplasto al citoplasma

contra una fuerte concentracion de gradiente (Karandashov y Bucher, 2005). Es decir, la



micorriza arbuscular induce el transporte de Pi y juega una funcidn importante en la

absorcion de Pi para la planta (Javot et al., 2007).

1.1. Las malezas y los HMA

Las malezas son un grupo de plantas cuyas poblaciones crecen aceleradamente en
campos de cultivo, cerca de caminos y en sitios con frecuentes disturbios naturales o
antropicos (Vibrans, 2002; Calderén de Rzendowski y Rzendowski, 2004). Ecolégicamente
estas plantas tienen una participacion importante en el proceso de sucesion vegetal al ser
pioneras, evitar la erosion del suelo, aportar MO, contribuir al ciclaje de nutrientes e incluso
servir como plantas trampa para controlar plagas de cultivo (Espinoza y Sarukhan, 1997;
Rzedowski et al., 2005; Villasefor y Magafia, 2006). No obstante, son plantas conocidas por
tener una buena habilidad competitiva por los nutrientes, el agua y la luz llegando a afectar
fuertemente la composicion, estructura y funcionalidad del ecosistema (Lorenzi, 2008).

El éxito de las malezas en la colonizacibn de ambientes perturbados ha sido atribuido a
sus rasgos de historia de vida (Baker, 1974); sin embargo, también es importante considerar
gue las malezas, al igual que el resto de las plantas, son capaces de establecer interacciones
mutualistas con otros microorganismos (Klironomos, 2002; Li et al., 2016). Un claro ejemplo
es la asociacion micorricica arbuscular, la cual puede resultar benéfica para las plantas que
la presentan, aunque la direccion y magnitud de la interaccion puede ser modificada por
varios factores como el estatus invasivo, las relaciones filogenéticas y biogeograficas de la
planta, la cantidad de nutrientes en el suelo, el in6culo de HMA, y la identidad genética de los
interactuantes (Cavagnaro et al., 2001; Klironomos, 2003; Treseder, 2004; Reynolds, 2006;
Shah y Reshi, 2007; Shah et al., 2008; Hoeksema et al., 2010; Mossenssini et al., 2014;
Bunn et al., 2015).

Evolutivamente existen especies de malezas no micotréficas (denominadas hospederos
débiles) y especies micotréficas (denominadas hospederos fuertes) (Li et al., 2006). Aquellas
malezas consideradas como hospederos débiles tienen una respuesta inferior a la
colonizacion micorricica con relacion a los hospederos fuertes (Li et al.,, 2016). Aquellas
plantas con una colonizacidon micorricica menor al 20% tienen mayor probabilidad de
manifestar una respuesta micorricica negativa (Feldmann et al., 2009), y algunas posibles
explicaciones son: i) existe un efecto inhibitorio directo de los HMA en el desarrollo de las
raices (Allen et al., 1989), ii) un posible efecto inhibitorio directo de exudados alelopaticos
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liberados por los HMA en el crecimiento de las plantas (Francis y Read, 1994) vy iii)
desventajas competitivas de las plantas débiles comparadas con las plantas hospederas
fuertes en respuesta a la colonizacién por HMA (Sanders y Koide, 1994). Algunos estudios
afirman que los HMA tienen un efecto antagonico en plantas enfermas y plantas no
hospederas, muchas de estas plantas focales son malezas y/o especies invasoras (Allen et
al., 1989; Francis y Read, 1995; Rinaudo et al., 2010; Veiga et al., 2011). Mientras que en
aquellos hospederos fuertes los HMA pueden propiciar un incremento en su abundancia
relativa fomentando que la interaccion pueda tener efectos benéficos en la funcionalidad de
las malezas, favoreciendo asi las caracteristicas del suelo y la comunidad microbiana
benéficas para ellas (Pringle et al., 2009).

Algunas especies de malezas no micorricicas han sido reportadas como proliferas en
ecosistemas con una alta densidad de HMA (Mooney y Hobbs, 2000; Stinson et al., 2006);
sin embargo, el incremento en la abundancia de estas especies con poca dependencia
micorricica tiene repercusiones ecoldgicas importantes, debido a que pueden disminuir la
densidad de HMA en el suelo (Vogelsang et al., 2004), lo que resulta perjudicial para la
productividad y diversidad de plantas nativas (Busby, 2013). Por lo que su estudio ha tomado

gran importancia.

1.2. El fésforo como modulador de la funcion de los HMA

La micorriza arbuscular es una interaccion mutualista que se establece entre las raices de
casi el 85% de las familias vegetales con los hongos micorrizégenos arbusculares (HMA).
Los hongos micorrizégenos arbusculares, generalmente, tienen efectos benéficos sobre su
hospedero en términos de su crecimiento, supervivencia y reproduccion, ya que incrementan
la absorcion de agua y nutrientes limitantes, como por ejemplo el P, a través de sus hifas
extra-radicales (Baylis, 1959; Hayman 1982; Newsham et al., 1995; Hart y Klironomos, 2002;
Smith y Read, 2008). Sin embargo, esto puede modificarse dependiendo de la variacion
genética de los interactuantes, la disponibilidad de los recursos en el suelo, la condicién
fisiologica del hospedero y de las condiciones micro y macroambientales (Johnson et al.,
1997; Lambers et al., 1998; Kiers et al., 2000; Jones y Smith, 2004; Schulze et al., 2005;
Johnson, 2010; Smith and Smith, 2011a; Treseder, 2013). En consecuencia, la respuesta del

crecimiento de las plantas ante la colonizacion por HMA varia entre especies y va desde,



practicamente, ninguna respuesta hasta una dependencia obligatoria por los HMA (Allen,
1991) e incluso un comportamiento tipo parasito (Johnson, 1997).

El resultado de la asociacion es un movimiento neto de iones altamente inmoviles en el
suelo captados por el micelio externo de los HMA, tales como el fosforo (P), el nitrégeno (N),
el cobre (Cu) y el zinc (Zn) que son transportados hacia el micelio interno y a los sitios
especializados de intercambio (arbusculos) en la raiz de la planta hospedera; mientras que la
planta le proporciona carbono (C) (Smith y Read, 2008) y lipidos (Keymer et al., 2017).

Cuando los HMA colonizan a la planta, el hongo emite una sefial que reconoce el
hospedero para que no inicie una reaccion de defensa; mientras que la planta
adicionalmente, libera compuestos o exudados que estimulan el crecimiento de las hifas en
diferentes puntos de control, para que ocurra la colonizacién fangica (Gadkar et al., 2001).
Esta estimulacion es mayor en plantas deficientes de P (Elias y Safir, 1987; Maldonado-
Mendoza et al., 2001). En condiciones de deficiencia de P, la planta invierte una gran
cantidad de recursos para poder mantener la asociacion micorricica, ya que
aproximadamente entre el 20 y 50% del carbono (C) fijado por fotosintesis es trasladado al
hongo para la formacion, mantenimiento y funcion de las estructuras micorricicas (Johnson et
al., 1997). Thrall et al. (2007) sugieren que la asociacion mutualista es mas probable que
ocurra en un ambiente con limitacion de nutrientes y una asociacion parasita es mas
probable que exista en ambientes con alta fertilidad, teniendo umbrales que son especie-
especificos. Esta variacion tiene interesantes implicaciones ecoldgicas que pueden
determinar directamente el curso de la sucesidn vegetal en un determinado ambiente
(Callaway et al., 2004; Reinhart y Callaway, 2006).

La capacidad que tienen los HMA para incrementar la asimilacion de fésforo ha sido
atribuido a: i) la formacion de una red hifal bajo el suelo (por medio del micelio extra-radical)
gue permite explorar un volumen mas grande de suelo; ii) el didmetro de sus hifas que ayuda
a incrementar el area superficial de absorcion; iii) a la formacion de polyfosfatos (poly P) v,
por lo tanto, menor fésforo inorganico interno; iv) a la produccion de acidos organicos y
fosfatasas que catalizan la liberacion de P a partir de complejos 6rgano-minerales, y la
mineralizacién de P a partir del Po (Graham y Miller, 2005).

Si bien la eficiencia y diversidad funcional de los HMA en la absorcion de P ha sido
probada, es importante tomar en cuenta que la funcionalidad de la simbiosis es el resultado

de la interaccién bidireccional de dos factores principales; uno es la disponibilidad de



nutrientes en el suelo y el otro es la oferta de carbono por parte de la planta; a su vez, estos
dos factores se encuentran condicionados por otros a una escala mayor, como factores
abidticos (temperatura, precipitacion, cantidad de luz, pH entre otros) y bidticos
(interacciones con otros microorganismos, frecuencia e intensidad del disturbio) (Frossard,
2000; Alvarez-Sanchez et al., 2012). Existe una clara conexion entre los procesos aéreos y
del subsuelo, y no debemos perder de vista que también existe una red de interacciones en
el suelo y que los HMA, al igual que las plantas, compiten por la obtencidon de recursos
(Maherali y Klironomos, 2007).

El déficit o enriqguecimiento de recursos en el suelo genera una respuesta diferente de la
asociacion micorricica arbuscular; bajo este supuesto Johnson (2010) en su modelo
denominado “trade balace” ha contemplado cuatro posibles escenarios en funcién de la

disponibilidad de N y P (macronutrientres) y la oferta de C (Johnson, 2010):

) El C limita la asociacion mutualista cuando el N y el P estan en baja disponibilidad,
ya que la limitacién de N restringe la adquisicion fotosintética de C por parte de la
planta, los interactuantes son capaces de soportar una simbiosis benéfica debido a
que la planta respondera de manera positiva recompensando al hongo que
incrementara la movilizacion de los nutrientes hacia la planta.

1)) Una fuerte asociacién mutualista es promovida cuando el P se encuentra en baja
disponibilidad, haciendo que el intercambio de C por P sea favorable y un
suministro de C por parte de la planta no es limitado por la deficiencia de N.

) El comensalismo es posible cuando el P esta altamente disponible, ya que la
planta no tiene que intercambiar C por P, pero la demanda de C por parte de los
HMA se mantiene, ya que el crecimiento de los hongos esta limitado por el N

IV)  El parasitismo puede ocurrir en un sistema rico en Ny P, ya que la planta reducira
la asignacion de recursos a las raices y la formacion de estructuras micorricicas,
cuando no hay limitacion de recursos al no beneficiarse al intercambiar C por P,
ademas de que la demanda de C por parte de los HMA no es limitada por la

deficiencia de N (Figura 3).
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Figura 3. Modelo “trade balance” o modelo de equilibro funcional. Prediccién de la respuesta
de la asociacién micorricica arbuscular en funcion del suministro de nitrégeno (N), eje X, y
fésforo (P), eje Y. Tomado de Johnson (2010).

Otro estudio que ejemplifica la importancia del P en la dinamica de la asociacién
micorricica arbuscular es el que realizaron Jefwa et al. (2009). En el que mencionan que en
aguellos sistemas que se encuentran en bajo constante perturbacion antropica como las
zonas agricolas, la colonizacion puede ser inhibida por la presencia de Pi disponible a causa
del arado, como resultado de la ruptura de los agregados del suelo, lo mismo ocurre con la
adiciéon de fertilizantes en zonas de cultivo (Renker et al., 2005), (Figura 3). EI cambio en la
proporcion Pi/Po en el suelo ocasionada a causa del chaponeo o mala reforestacion, también
influye en la colonizacion, ya que si la mayor fuente de P se encuentra en su forma organica
habrd mayor actividad enzimatica de fosfatasas y, por lo tanto, una mayor colonizacion;
mientras que si la mayor fuente de P se encuentra en su forma inorganica la actividad
enzimatica de fosfatasas disminuira (Tarafdar y Marschner, 1994) y como consecuencia

habra una menor colonizacion de HMA (Sakurai et al., 2008).



2. ANTECEDENTES

La disponibilidad de P en el suelo puede ser modificada por las actividades antropogénicas
como el cultivo, la ganaderia, la adicion de fertilizantes y la tala, ya que estas practicas
afectan directamente las propiedades fisicas y quimicas del suelo, ocasionando por ejemplo
una disminucién del espacio poroso (compactacion), una mayor densidad aparente, ruptura
de agregados por el arado, baja conductividad hidraulica, menor retencion de agua,
decremento de la materia organica, pH mas acido y disminucion en la cantidad de bases
intercambiables (Elliott, 1986; Selles et al., 1999; Sanchez et al., 2002; Jefwa et al., 2009;
Cruz-Ruiz et al., 2012).

La disponibilidad de recursos es uno de los factores principales que determinan la
dindmica de la interaccién entre el hongo micorricico y su hospedero. Investigaciones como
las de Antunes y Cardoso (1991), Johnson (1993), Johnson (1997), Portilla et al. (1998),
Rillig et al. (2002), Johnson et al. (2003), Nagy et al. (2009) y Johnson (2010), aseguran que
el porcentaje de colonizacion micorricica es mayor cuando el suelo tiene baja fertilidad, ya
gue la fijacién de carbono es limitada por los nutrientes minerales; por el contrario, cuando ni
el hongo ni su hospedero tienen limitacion de nutrientes, la fertilizacién puede causar que la
colonizacion y la biomasa micorricica decline, debido a que su hospedero puede obtener de
manera eficiente los nutrientes a través de las raices. Tales cambios en el porcentaje de
colonizacion, inducidos por la disponibilidad de recursos en el suelo, entre el hospedero y el
hongo sugieren un modelo de equilibrio funcional, determinado por el balance entre el C y los
nutrientes.

Schwiger et al. (2007), realizaron un estudio en condiciones de invernadero donde
aseguran que la magnitud del efecto en el crecimiento de la planta varia con la cantidad de
fésforo disponible en el suelo y la identidad del HMA, ya que no todos tienen la misma
capacidad de transportar el P de manera eficiente Majewska et al. (2017). En su estudio, las
plantas micorrizadas creciendo en baja concentracion de P presentaron una mayor respuesta
al crecimiento con respecto a las no micorrizadas, pero las que tenian mayor concentracion
de P tuvieron una considerable reduccion de la colonizacion micorricica; similar a lo
reportado por Johnson (1993). Por su parte Menge et al. (1978) quienes trabajaron con

Sorghum vulgare Pers., y Koide y Li (1990) con Helianthus annuus L., en condiciones de



invernadero, asi como Duke et al. (1994) con la especie Agropyron desertorum en
condiciones de campo, indicaron que las plantas hospederas pueden reducir la colonizacion
micorricica cuando los niveles de P son extremadamente bajos o muy altos, por lo que el
beneficio de la asociacidn micorricica, bajo estas condiciones, es pequeiio.

Antunes y Cardoso (1991), quienes trabajaron con platas de citricos, encontraron un
incremento significativo en la materia seca y contenido de P en las hojas, en concentraciones
baja e intermedia de P, con HMA. El crecimiento de las plantas no inoculadas y el de la
concentracion mas alta de P fueron significativamente bajos. Este decremento del
crecimiento absoluto de las plantas inoculadas en el nivel mas alto de P, fue explicado por la
toxicidad del P. Por su parte, Zhu y Smith (2001), quienes trabajaron con Triticum aestivum L.
(cv. Krichauff) en condiciones de invernadero, encontraron que la adicion de P reduce
significativamente la relacién raiz/tallo de las plantas, dado que la asignacién de recursos a la
formacion de tallos y hojas incrementa, mientras que la formacion de raices disminuye. Por lo
que la fertilizaciéon incrementa significativamente la concentracién de P en el tallo, pero no en
las raices. Cuando la disponibilidad de P en el suelo es limitante, los tejidos jovenes obtienen
el nutriente a expensas de las hojas viejas. Por lo tanto, cuando se desarrollan sintomas de
deficiencias nutricionales (p. ej., Hojas verde oscuro y pequefas), las concentraciones de
estos nutrientes son altas en las hojas jévenes y bajas en las hojas viejas. Hays et al. (1982),
guienes trabajaron con Bouteloua graells en condiciones de invernadero, también observaron
una reduccién de la relacion raiz: vastago en concentraciones altas del nutriente. Ademas,
encontraron que las plantas inoculadas fueron consistentemente mas pequefias que las
plantas no inoculadas. Esta reduccion en el crecimiento fue significativa en concentraciones
bajas de P, cuando el porcentaje de colonizacién era mayor al 71%, dando como resultado
un efecto perjudicial sobre el crecimiento en lugar de benéfico (un comportamiento,
posiblemente, parasito).

Sin embargo, el efecto que tiene la adicion de P en el suelo sobre el crecimiento de las
plantas no puede generalizarse, ya que en el estudio realizado por Li et al. (2016), quienes
trabajaron con dos especies de Larix, observaron que la fertilizacion con P solo tuvo efectos
positivos en el crecimiento y la tasa fotosintética neta de L. olgensis, pero un efecto negativo
sobre el de L. Kaempferi. Lo que sugiere que el efecto de la fertilizacion puede variar entre

genotipos.



3. JUSTIFICACION

El bosque templado es el segundo tipo de ecosistema dominante en la Republica
Mexicana, abarcando aproximadamente el 16.6% de la superficie total (INEGI, 2011). Los
estudios que involucran a los HMA con este ecosistema son escasos (Montafio et al., 2012),
ya que las especies arbdéreas que habitan los bosques templados son consideradas,
generalmente, hospederos ectomicorricicos obligados (Read y Pérez-Moreno, 2003). Sin
embargo, algunos estudios realizados en México sugieren que estos bosques también
pueden albergar una alta diversidad de HMA (Olvera-Morales et al., 2011; Gonzéalez-Cortés
et al., 2012), ya que también presentan una alta diversidad floristica en el sotobosque
(herbaceas y arbustos) que forma asociacién micorricica, principalmente, con los HMA
(Brundrett, 2009).

En la Ciudad de México (CDMX) aun existen remanentes de bosque templado, uno de
ellos es la cuenca del rio Magdalena al sur de la ciudad, donde el bosque de Abies religiosa
es el tipo de vegetacibn mas extenso dentro de la cuenca. Este bosque tiene gran
importancia desde el punto de vista ecolégico en la regulacion de la erosion del suelo, la
captura de carbono, la recarga de acuiferos, en el mantenimiento de una alta diversidad de
macromicetos de los cuales algunos son comestibles (Avila-Akerberg et al., 2002; Tovar-
Bustamante, 2017). Al ser una de las pocas areas verdes inmersas en la ciudad esta
sometido a continuas perturbaciones antrépicas, tales como la deforestacion, el chaponeo, la
ganaderia y la contaminacion de suelo y agua (Avila-Akerberg, 2002). Estas practicas tienen
consecuencias en diversas direcciones y a diferentes escalas, una de ellas es la creacion de
claros en el bosque, que modifican las condiciones microambientales favoreciendo asi el
incremento en la abundancia de algunas especies de plantas y limitando el establecimiento
de otras.

Las especies que colonizan sitios perturbados como es el caso particular de Acaena
elongata L., pueden llegar a formar manchones densos que, a largo plazo, llegarian a
ocasionar cambios significativos en la estructura y composicion vegetal, asi como en el
proceso de regeneracién natural del bosque (Castillo-Argtero et al., 2009), lo que hace
necesario enfocar estudios que nos permitan tener una idea de aquellas condiciones o
interacciones bidticas que pueden jugar un papel importante en la colonizacién y crecimiento
de estas plantas en sitios perturbados. Acaena elongata L. es una maleza nativa dominante
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del estrato arbustivo del bosque de A. religiosa (Kunth) Schitdl. & Cham. (Pinaceae) de la
cuenca del rio Magdalena (CRM), en la Ciudad de México (CDMX) (Santibafiez-Andrade,
2009; Reyes-Ronquillo, 2014), cuyo éxito la colonizacién y el establecimiento en sitios
perturbados ha sido explicado, principalmente, por sus rasgos de historia de vida. Por
ejemplo, mecanismos eficientes de dispersion, crecimiento rapido y produccion constante de
flores y frutos, lo que hace que esta planta sea un buen modelo de estudio. Sin embargo,
estudios como los de Richardson et al. (2000); Klironomos (2002); Fumanal et al. (2006),
Bushby et al. (2012) y Majewska et al. (2017) han demostrado que la asociacion de este tipo
de plantas con los HMA puede tener impactos positivos sobre su establecimiento,
supervivencia, crecimiento y éxito reproductivo, incrementando asi su capacidad competitiva.

Vazquez-Santos (2016), demostré que A. elongata L. tiene una asociacién con los HMA,
gue si bien puede ser benéfica en etapas tempranas de su ciclo de vida, en la etapa
reproductiva o adulta, parece tener efectos negativos, ya que observo que la produccion de
flores y frutos de esta especie es inversamente proporcional al porcentaje de colonizacién
por los HMA, lo que sugiere que estos hongos podrian estar fungiendo como antagonistas,
teniendo efectos negativos sobre la producciéon de estructuras reproductivas. No obstante,
este resultado no puede generalizarse, ya que la direccion de la asociacion micorricica
arbuscular depende no solo de la fenologia de la planta, sino también de las propiedades
edaficas y de las condiciones ambientales.

Uno de los principales factores que tiene efectos sobre la funcionalidad de los HMA es la
disponibilidad de nutrientes en el suelo (Johnson, 2010). En el presente estudio se parte de
la idea de que el factor mas importante que limitara o favorecera la colonizacién de los HMA
es el contenido de P en el suelo, ya que un estudio realizado por Delgadillo-Duran (2011),
demostrdé que el nitrdgeno (N) no es un nutriente limitante en el suelo del bosque de A.
religiosa, pero si el P. Ademas, la disponibilidad de fésforo en el bosque de Abies religiosa de
la CRM es muy baja comparada con la de otros bosques templados (Baltazar-Arenas, 2009;
Chapulin, 2009; Chorefio-Parra, 2018). Por lo que estudiar la respuesta del crecimiento de
una especie catalogada como maleza ante la colonizaciéon por HMA en diferentes escenarios
de nutrientes, resulta crucial, debido a que ademas de ser un campo poco explorado, podria
contribuir a fortalecer el entendimiento de la interaccion HMA-maleza y, de cémo dicha
interaccion podria ser influenciada por la disponibilidad de nutrientes en el suelo asi como

por los rasgos de vida del hospedero.



4. HIPOTESIS

Dado que la interaccion que establecen los hongos micorrizogenos arbusculares con las
raices de las plantas puede ser modificada por los cambios fenolégicos y fisiologicos de su

hospedero asi como por la cantidad de nutrientes disponibles en el suelo, se espera que:

a) El porcentaje de colonizacién cambiara con la edad de A. elongata en cada uno de los
tratamientos.

b) Existiran cuatro posibles escenarios del crecimiento de A. elongata con respecto a la
colonizacion por HMA y la concentracion de P en la planta. Estas cuatro posibles
respuestas no son equivalentes a los cuatro escenarios que propone Johnson (2010)
en su modelo, pero seran explicadas bajo las premisas que sustentan el modelo, en

términos de la disponibilidad de nutrientes en el suelo (Figura 4).
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Figura 4. Predicciones sobre la respuesta del crecimiento de A. elongata en los diferentes

tratamientos de P en funcidon de su asociacion micorricica arbuscular.

c) Las variables de crecimiento de A. elongata se asociaran positivamente con los
porcentajes de colonizacion en bajas concentraciones de P y negativamente en altas

concentraciones de este nutriente.



5. OBJETIVOS

5.1. General

Analizar la respuesta de la asociacion micorricica arbuscular con base en las variables de
crecimiento de Acaena elongata L., bajo diferentes concentraciones de fosforo, en el suelo

del bosque de Abies religiosa de la cuenca del rio Magdalena, CDMX.
5.2. Especificos
o Describir el desempefio de A. elongata a través de algunas medidas de

crecimiento a través del tiempo para cada tratamiento.

o Conocer la cantidad de fésforo en el tejido vegetal para cada tratamiento a

través del tiempo.

o Evaluar el porcentaje de colonizacion total de HMA de las raices de A.

elongata, en distintos tiempos para cada tratamiento.

o Asociar las medidas de crecimiento con el porcentaje de colonizacién por HMA

y la concentracion de P en el tejido vegetal, para cada uno de los tratamientos.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Sitio de estudio

La cuenca del rio Magdalena (CRM) se localiza en la vertiente occidental de la Sierra de las
Cruces, en el limite suroccidental (SO) de la Ciudad de México; es parte de la cuenca del
Valle de México, se localiza entre las coordenadas 19°14°35” y 19° 17°53” de latitud Norte y
99°15°06” y 99°20'18” de longitud Oeste; y pertenece al sistema montafioso del Eje
Neovolcanico Transmexicano. Cuenta con un relieve montafioso que va desde los 2,470 m
s.n.m. al NE (noreste) a los 3,850 m s.n.m. al SO (suroeste) (Alvarez, 2000). Forma parte
importante del remanente de vegetacién del bosque templado dentro de la Ciudad de México
(Almeida-Lefiero et al., 2007). Los valores de precipitacion incrementan conforme hay
ascenso de altitud, se registra una minima de 1,000 mm en la parte baja (bosque de Quercus
spp.) y una maxima de 1,500 mm en las partes altas (bosque de Pinus hartwegii) (Alvarez,
2000).

La CRM yace sobre rocas volcanicas (andesitas, dacitas, tobas andesitas y brechas) y es
el resultado de la actividad volcanica durante los periodos Terciario y Cuaternario; se localiza
entre las fallas con direccion noroeste-suroeste, a lo largo del Volcan Tres Cruces, la Caldera
Ocotal y la Caldera Santa Rosa-Judio (Castro-Gutiérrez, 2013). Los suelos encontrados en la
cuenca son, generalmente, jévenes; en su mayoria Andosoles (A), los cuales tienen su
origen de cenizas volcanicas producto de la reciente actividad volcanica. También existen
otros tipos de suelo como el Litosol (L) y el Feozem (J); el primero es un suelo duro, con un
alto contenido en arcillas ocasionado al desarrollo pedogenético, y el segundo se caracteriza
por tener un color oscuro en el horizonte superficial, debido a que tiene un alto contenido de
materia organica (Santibafiez-Andrade, 2009; WRB, 2014).

Se distinguen tres comunidades vegetales, la primera de ellas es el bosque de encino
(Quercus spp.) que se distribuye en la parte baja entre los 1,200 y 2,700 m s.n.m; la segunda
es el bosque de oyamel (Abies religiosa) ubicado en la parte intermedia entre los 2,800 y
3,650 m s.n.m. y por ultimo, el bosque de pino (Pinus hartwegii) que esta ubicado en la parte
alta de la cuenca entre los 3,650 y 4,200 m s.n.m. (Avila—Akerberg, 2002; Galeana-Pizafia et
al., 2009) (Figura 5).
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Figura 5. Ubicacion geografica del area de estudio. a) Localizacion de la Ciudad de México
en la Republica Mexicana, b) Cuenca del rio Magdalena dentro de la delegacion Magdalena
Contreras, c) Tipos de vegetacion de la cuenca del rio Magdalena, unidades ambientales del
bosque de A. religiosa de color gris intermedio. Mapa modificado de Galeana-Pizafa et al.,
2013.

El bosque de A. religiosa, también conocido como bosque de oyamel, tiene una extension
aproximada de 1,130 ha lo que representa el 37.8% de la superficie total, esto lo hace el tipo
de vegetacion mas extenso de las tres que existen dentro de la cuenca (Galeana-Pizafa et
al., 2009; Santibafez-Andrade, 2009). El tipo de clima es templado subhimedo, con una
temperatura media anual de 18 °C, una oscilacién térmica menor a 5 °C; la temporada
lluviosa es en verano; el periodo frio es de noviembre a diciembre y el més calido de marzo a

septiembre (Delgadillo-Duran, 2011). Las condiciones de pendiente varian desde 2° hasta

~ :Z ES ~



50°. Los dos suelos dominantes son de tipo Litosol y Andosol humico, el ultimo es rico en
materia organica (MO), con textura franco-arenosa, rocosidad promedio de 18%; humedo la
mayor parte del afio, y en algunos sitios se encuentra cubierto casi en su totalidad por
liguenes y musgos (Rzedowski y Rzedowski, 2001). La disponibilidad de N en el suelo es
alta, mientras que la disponibilidad de P es baja y limitante (Delgadillo-Duran, 2011) (Cuadro
1). La especie dominante del estrato arboreo es A. religiosa (Santibafiez-Andrade, 2009) y
los estratos arbustivo y herbidceo son dominados por Acaena elongata (Reyes-Ronquillo,
2014).

Cuadro 1. Valores promedio E.E. de los andlisis quimicos de suelo del bosque de Abies
religiosa de la cuenca del rio Magdalena en la temporada de lluvias y de secas. Datos
pertenecientes a muestras colectadas en 2017. CE= conductividad eléctrica, MO= materia

organica, P= fosforo y Nt= nitrégeno.

pH CE MO (%) P (ppm) Nt (%)
1:5H,0 Walkley- Olsen Kjeldahl
Temporada mmhos/c dSm"™ Black
Lluvias 5.94 +0.4 0.08 +0.1 25.01 +£5.7 7.0 +4.4 0.72+0.2
Secas 5.98 +0.2 0.08 +0.02 19.93+4.79 5.87+3.5 0.60+0.6

6.2. Especie de estudio

Acaena elongata L. (Rosaceae) es un arbusto caracteristico de los bosques templados, su
area de distribucion se remonta desde el centro de México hasta Colombia (Rzedowski y
Rzedowski, 2001). En México, se encuentra localizada en las zonas montafiosas de los
bosques de encino y de coniferas, principalmente del bosque de A. religiosa (Rzedowski y
Rzedowski, 2005). De acuerdo con el estudio realizado por Sdnchez-Gonzéles et al. (2005),
se encontraron mas de cuatro especies del género Acaena en los bosques templados del Eje
Neovolcanico Transmexicano.

Acaena elongata, presenta una elevada tasa de crecimiento, se dispersa exitosamente por
exozoocoria, donde el principal vector es el ganado (Molinillo y Farji, 1993), es tolerante a
una gran variedad de condiciones ambientales (Baker, 1974; Castillo-Arguero et al., 2009) y
sus semillas se conservan viables al menos por un afio (Martinez-Camacho, 2015), presenta

crecimiento vegetativo (Rzedowski y Rzedowski, 2005) y tiene produccion de flores y frutos



durante todo el afio (Diaz-Lépez, 2015; Vazquez-Santos, 2016) (Figura 6). De acuerdo con

Vézquez-Santos (2016), es una especie que presenta elevados porcentajes de colonizacién

micorricica por HMA. Existen otras especies del género Acaena que se han reportado como
hospederas de los HMA (Gynn y Richards, 1985; Wang y Qiu, 2006).

Figura 6. Acaena elongata L. a) Individuo con estructuras reproductivas y hojas compuestas,
b) flores jovenes, c) flores maduras y fruto joven, d) frutos jovenes, e) fruto maduro y jovenes.

Fotos: E. Gustavo Tovar Bustamante, 2017.

6.3. Descripcion del inéculo

Vazquez-Santos (2016) describid la riqueza de especies y abundancia de esporas de HMA
en 80 muestras de suelo de 50 g cada una, las muestras pertenecen a parcelas establecidas
en el bosque de A. religiosa de CRM, donde se registraron 29 morfo-especies pertenecientes
a nueve familias y diez géneros. El género mas abundante fue Acaulospora con el 77.7% del
total de las esporas registradas, seguido por Ambispora con el 9.07 %, Claroideoglomus con

4.96%, Funneliformis con 3.8%, y los géneros Archaeospora, Diversispora, Glomus,



Rhizophagus, Sclerocystis y Scutellospora, presentaron porcentajes inferiores al 2.5%
(Figura 7).
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Figura 7. Abundancia de esporas de HMA a nivel de género en el bosque de A. religiosa de

la cuenca del rio Magdalena, Ciudad de México, México (Vazquez-Santos, 2016).

6.4. Recolecta y procesamiento del suelo

Durante los meses de octubre-diciembre de 2016, se recolectaron aproximadamente 560 kg
de suelo en diferentes puntos del bosque de A. religiosa de la cuenca del rio Magdalena, de
los primeros 20 cm de profundidad, retirando previamente el mantillo. El suelo se
homogeneiz6 y se dividié en dos partes iguales. La primera parte fue utilizada como inéculo
para los tratamientos “no estériles”, suponiendo que se encontraban los propagulos
suficientes de HMA tales como esporas, fragmentos de raices colonizadas y micelio. La
segunda mitad fue sometida a un proceso de pasteurizacion, esta proporcion de suelo se
utilizé para los tratamientos “estériles”, donde los propagulos de los hongos micorrizégenos
arbusculares fueron eliminados en su totalidad o en su mayoria. El suelo fue pasteurizado a
100 °C en una autoclave vertical por una hora; este procedimiento se repitid por tres dias
consecutivos a la misma hora y temperatura.
~ g~



6.5. Recolecta y germinacién de semillas de A. elongata

Se recolectaron, aproximadamente, 1 250 semillas de A. elongata en los meses de octubre y
noviembre de 2016 (final de la temporada lluviosa), ya que de acuerdo con estudio realizado
por Vazquez-Santos (2016) fue en estos meses cuando se presenta la mayor produccion de
frutos maduros para la especie. Se recolectaron aquellos frutos que presentaron un color
marrén (Fig. 5), se introdujeron en una bolsa de plastico y posteriormente se secaron a
temperatura ambiente.

A principios del mes de diciembre de 2016 las semillas fueron desinfectadas con
hipoclorito de sodio al 10% y germinadas en charolas de germinacion utilizando vermiculita
estéril como sustrato (Figura 8), fueron regadas diariamente con el propdsito de favorecer la
germinacion de las semillas. El proceso de germinacion se realiz6 en el laboratorio de
Dindmica de Comunidades, en la Facultad de Ciencias de la UNAM y para homogeneizar lo

més posible las condiciones de luz, las charolas se rotaron diariamente, durante 2 meses.

a J

Figura 8. Germinacion de las semillas de A. elongata. (a) bolsas de germinacion, vermiculita
como sustrato y plantulas de la especie, (b y c) cotiledones de A. elongata y (d) primeras
hojas compuestas de la especie. Laboratorio de Dinamica de Comunidades, Facultad de
Ciencias, UNAM.



La germinacion comenzé a registrarse después de los 18 dias de haberse sembrado. El
55% de las semillas sembradas germinaron en el dia 40 y, para el dia 60 el 91% (Figura 9).
Es importante mencionar que al regarlas diariamente se aceler6é su proceso de germinacion,
dado que de acuerdo con Martinez-Camacho (2015) la geminacion de esta especie en

condiciones naturales inicia a los 59 dias de haberlas sembrado.
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Figura 9. Porcentaje de germinaciéon de las semillas de A. elongata recolectadas en el

bosque de A. religiosa, de la cuenca del rio Magdalena, Ciudad de México, México.

6.6. Determinacion de las concentraciones de fosforo

Las concentraciones de fosforo utilizadas para el presente trabajo fueron elegidas con base
en 180 datos de P disponible (ppm) en suelo del bosque de A. religiosa de la CRM, que ha
obtenido el equipo de trabajo del Laboratorio “Dinamica de comunidades” de la Facultad de
Ciencias, UNAM (datos no publicados). Los datos de concentracion de P corresponden al
periodo 2012-2017, se localizaron los valores minimo, maximo e intermedio de P, después
estos valores fueron transformados de ppm a g P kg™ (ya que la mayoria de los estudios
publicados utilizan esta unidad); por ultimo los valores de P fueron contrastados con los
utilizados en los trabajos de Hays et al. (1982), Antunes (1991), Osonubi (1994), Zhu y Smith
(2001) Guadarrama et al. (2014) y Cole et al. (2016), quienes también trabajaron con



diferentes concentraciones de P en su experimento. De esta manera se establecieron cuatro

niveles de concentracion de fésforo (Cuadro 2).

Cuadro 2. Concentraciones de fésforo en el suelo en condiciones de campo y

concentraciones de P afiadidas experimentalmente para establecer los tratamientos a probar.

Tratamiento P en condiciones de P anadido en condiciones
campo (g P kg™) experimentales g P kg™

Control 0

Baja 0.002 0.05

Intermedia 0.01 0.2

Alta 0.036 2

Se utilizd6 como fuente de P el fertilizante superfosfato triple [Ca (H2P0O4)2-H20] o también
conocido como fosfato monocalcico, el cual se peso y colocé en sobres de papel para facilitar

posteriormente el montaje del experimento.

6.7. Montaje del experimento

Se montd un exclusorio de 3m x 6m bajo las condiciones ambientales del bosque de A.
religiosa, en un lugar asignado por los comuneros de la Magdalena “Atlitic” (Figura 10).

Dentro del exclusorio se colocaron ocho mesas (bloques) con dimensiones de 2m x 1m
cada una, sobre las cuales, en el mes de marzo, se montaron 560 bolsas de cultivo con
capacidad de 2 kg, perforadas en la parte inferior para permitir el drenaje del agua. Se
agrego, aproximadamente, 1kg de suelo a cada bolsa; 280 bolsas con suelo no pasteurizado
y las otras 280 bolsas con suelo pasteurizado. Se etiquetaron por tratamiento, por individuo y
por blogue. Una vez marcada cada maceta se realizé el trasplante de las plantulas de A.
elongata germinadas previamente.

Quince dias después del trasplante, se procedi6 a colocar el fertilizante (superfosfato
triple) establecida para cada tratamiento: i) control P [0 g P kg™], ii) la concentracion baja de
P [0.02 g P kg™], ii) la concentracién intermedia de P [0.2 g P kg'], y iv) la concentracion alta
de P [2 g P kg']. Las plantulas se regaron dos veces por semana, durante un afio.

Se eligié un disefio experimental de bloques al azar, evaluando como factores de variacion

el tratamiento, el tiempo y los bloques.



Se instalé un HOBO (easy Log USB-ONSET), dentro del exclusorio para obtener los valores

de temperatura media mensual.

mento para observar la respusta del crecimiento de A.

Figura 10. Montaje del experi
elongta ante la fertilizacion y presencia de HMA en el bosque de Abies religiosa de la cuenca

del rio Magdalena, Ciudad de México México.

6.8. Medidas de crecimiento

Las mediciones iniciaron a finales del mes de marzo de 2017. Por cada tratamiento se
seleccionaron 10 plantulas (Total de 80 plantulas), a las cuales se les registrd la altura, la
cobertura, el grosor del tallo y el numero de hojas cada dos meses por un afio, con ayuda de

i

M E S E S

Figura 11. Meses de monitoreo de la altura, cobertura, grosor de tallo y nimero de hojas de

un vernier (Figura 11).

A. elongata. Alt= altura, D1= diametro vertical y D2= diametro horizontal. Los cuadros en

color anaranjado indican los meses en los que se tomaron los datos.



La cobertura de cada individuo se obtuvo con los didmetros perpendiculares registrados
en campo; de acuerdo con Bonilla-Valencia (2017), se asumio que para cada individuo la
cobertura tiende a presentar una forma circular, mediante la siguiente férmula:

c— <D1+D2)2

Doénde: C= cobertura, D1= diametro horizontal, D2= diametro vertical,

Por otra parte, 240 plantulas (6 lotes de 40) fueron destinadas para obtener medidas
indirectas del crecimiento a través de un método destructivo. Cada dos meses se eligieron al
azar 5 macetas por cada tratamiento (denominada cosecha), a cada plantula elegida se le
registré el peso fresco total, posteriormente se secaron en un horno Riossa ® a 72 °C
durante 24 horas y, se obtuvo el peso seco de la raiz y la parte aérea con una balanza
analitica OHAUS ®; el area foliar se obtuvo mediante un medidor de area foliar AM300 vy la
cantidad de clorofila con ayuda de un colorimetro CCM-300 OPTI-SCIENCES (Figural?2). Las

plantulas fueron extraidas al azar en cada uno de los bloques.

/]

Figura 12. Obtencion de algunas variables de las plantas de A. elongata: a) Secado del
material vegetal en una estufa, b) y c) peso fresco y seco del material vegetal,

respectivamente en una balanza analitica y d) medicién de clorofila en la plantula.



Es importante mencionar que al no existir condiciones controladas de temperatura fue
necesario el monitoreo de esta variable durante todo el experimento. Los meses
seleccionados para la toma de datos, abarcan las temporadas lluviosa y seca del afio

(lluvias= mayo-octubre y secas= noviembre-abril) (Figura 13).
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Figura 13. Variacion en la temperatura y meses de cosecha. En marcador rojo los valores
de temperatura promedio mensual. Los cuadros en color naranja representan los meses de
extraccion de plantulas (denominadas cosechas), para obtener medidas de crecimiento

indirectas asi como raiz para determinar el porcentaje de colonizacion total por HMA.

6.9. Colonizacion por HMA

Simultdneamente a la extraccion de plantulas para la obtencién de las medidas indirectas de
crecimiento (Figura 13), se realizaron al azar 6 extracciones de raices con 5 repeticiones por
cada tratamiento (40 plantas por cada extraccion), durante los mismos meses, para
determinar el porcentaje de colonizacion por HMA. Se extrajeron las raices mas finas de

cada individuo para posteriormente ser procesadas.

6.9.1 Procesamiento de raices método Koske y Gemma (1989)

Las raices se sometieron a KOH al 10%, HCI al 10% y azul de tripano al 0.05%. Se

conservaron en lactoglicerol hasta su montaje (Anexo 1).



Posteriormente se llevd a cabo el montaje de las raices. Se tomaron de 20 a 25
fragmentos de raiz de aproximadamente 2 cm de largo, el nimero de fragmentos dependio
de la edad y el tratamiento, se colocaron de forma paralela a lo ancho del portaobjetos (Fig.
14). Se afadieron tres gotas de PVLG (alcohol polivinilico con lactoglicerol) como medio de
montaje y se coloco el cubreobjetos (24 mm x 50 mm), presionando ligeramente sobre cada
raiz con la goma de un lapiz para distender las raices, evitando la producciéon de burbujas.
Finalmente, se etiqueto cada una de las muestras, con los datos correspondientes y se

dejaron secar a temperatura ambiente (Hernandez-Cuevas et al., 2008).
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Figura 14. Disposicion espacial de las raices montadas para determinar el porcentaje de

colonizacion total por HMA en individuos de A. elongata.

6.9.2 Cuantificacion de la colonizaciéon micorricica arbuscular por el método
de McGonigle et al., 1990

Se observaron las preparaciones en un microscopio 6ptico (OLYMPUS®) a 20X y 40X,
iniciando por un extremo superior de la preparacioén del primer segmento de raiz, a partir de
ahi, se movio la platina de manera horizontal sobre una linea imaginaria, hacia los 19 o 24
segmentos de raices faltantes; una vez que se lleg6 al ultimo segmento de raiz del extremo
opuesto al que se comenzd, se repitié el procedimiento tres veces mas, obteniendo un total
de 80 a 90 campos observados.

Se registraron los campos colonizados por hifas, arbusculos y vesiculas, en un formato.
Posteriormente se determind el porcentaje de colonizacién total, utilizando la siguiente
formula:

No. de campos colonizados

Colonizacién (%) = 100
olonizacion (%) No. total de campos observados ( )




7. PROCESAMIENTO DE DATOS

7.1. Medidas de crecimiento
Las medas indirectas de crecimiento fueron determinadas a través de las siguientes
ecuaciones propuestas por Hunt (1982):

+ RGR (por sus siglas en inglés Relative growth rate) o tasa relativa de crecimiento (TRC).

In PsT,,; — InPsT;
(t+1)—t

TRCPS =

Donde:
TRC PS= Tasa Relativa de Crecimiento del peso seco
InPST= Logaritmo natural del peso seco total, al tiempo t

InPST1= Logaritmo natura del peso seco total, al tiempo t+1

% Masa seca: muestra el porcentaje que representa el peso seco con relacion al peso
fresco.

MS Ps 100
= —x
Pf

Dénde:

MS= Materia seca en porcentaje

Ps= Peso de la muestra después de la desecacion
Pf= Peso de la muestra antes de la desecacion

+ Relacion raiz/vastago (R/V)

Dénde:

PSr= Peso seco de la raiz

PSv= Peso seco del vastago

+«+ La proporcion de la parte aérea (AMF)



PA
AMF = ——

Dénde:
PA= Peso seco de la parte aérea de la planta

PTp= Peso seco total de la planta

% La proporcion de la raiz (RMF, siglas del inglés “root mass fraction”).

RMF = Pr
~ PTp

Doénde:
Pr= Peso seco de la raiz

PTp= Peso seco total de la planta

% Larazon de area foliar (LAR, siglas del inglés “Specific leaf area”)

LAR = Af
~ PTp

Doénde:
Af= Area foliar

PTp= Peso seco total de la planta

7.2. indice de respuesta a la micorrizacién (IRM)

El IRM estimoé el efecto que tienen los hongos micorrizégenos en el PST de las plantas. Se
deben comparar tratamientos en los que la Unica diferencia sea la presencia de micorrizas.
Los rangos de este indice se encuentran entre — « y 100% (Plenchette et al., 1983). Este
indice expresa la diferencia del peso seco entre las plantas micorrizadas y no micorrizadas

en términos de la masa seca de la planta micorrizada, dados en porcentaje.

PSTm (g)—PST nm(g)
PSTm

1RM=( )*100

Donde: PSTm= peso seco total de la planta micorrizada y PSTotalnm= peso seco total de la

planta no micorrizada.



8. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis estadisticos se realizaron en el programa R studio ver. 3.3.1. Para conocer
la influencia que tiene el tratamiento y el tiempo sobre las variables de crecimiento (altura,
cobertura, grosor de tallo, nimero de hojas, cantidad de clorofila, peso seco total, masa seca,
relacion raiz/vastago, proporcion radical y la razon de éarea foliar), se realizaron modelos
lineales de efectos mixtos (LME, libreria nlme) (Pinheiro et al., 2016). Para todos los
modelos, se utilizaron los residuales para comprobar los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas. Los coeficientes de prediccion lineal se estimaron utilizando el
método de maxima verosimilitud restringida (REML). Los factores fijos del modelo fueron: los
tratamientos (con 0 g P kg*, 0.05 g P kg™, 0.2 g P kg* y 2 g P kg™ niveles de concentracién
de P, cada nivel sin y con HMA), y los tiempos de medicion. Mientras que los bloques fueron
incorporados como un factor aleatorio. La mayoria de los datos fueron transformados,
excepto LAR, para cumplir los supuestos del modelo. La altura, la cobertura, el grosor de
tallo, nimero de hojas, la masa seca y la relacion R/V mediante la funcion Rank (método
promedio), el PST y la clorofila mediante la funcion log.

Por otra parte se realizé6 un modelo lineal generalizado (libreria Ime4) (GLM, McCullagh,
2018), para conocer el efecto de los tratamientos y el tiempo sobre la tasa relativa de
crecimiento (TRC) y el contenido de P en tejido vegetal. La TRC fue analizada bajo una
estructura de medias repetidas con un factor dentro de grupos (tratamientos de P, con ocho
niveles) y un factor entre grupos (tiempo, con seis niveles). Se trabajaron con un modelo
probabilistico Gamma y una funcién de enlace “identidad”. El tratamiento control 0 g P kg™
sin HMA fue utilizado como nivel de referencia.

Asi mismo, se realiz6 un modelo lineal de efectos mixtos (LME) para conocer la influencia
de los tratamientos, el tiempo y la interaccion de estos factores sobre el porcentaje de
colonizacion total por HMA. Esta variable fue transformada con la funcién arcsen(x)/100. Se
utilizaron los mismos factores fijos y aleatorios que en los modelos realizados para las
variables de crecimiento.

Las diferencias entre los tratamientos para las medidas de crecimiento y la colonizacion se
obtuvieron a través de comparaciones multiples por el método de Bonferroni.

El indice de respuesta a la micorrizaciéon se analizé a través de un andlisis de varianza

(AndeVA) de un factor (el tratamiento). Posteriormente se aplicé una comparacion multiple de



medias utilizando la prueba de Tukey (Montgomery, 1991), con el fin de conocer las
diferencias entre los tratamientos.

Por ultimo se realizaron correlaciones con el método de Spearman (library corrplot) para
las variables: PST (peso seco total), MS (masa seca), R: V (razon raiz-vastato), AMF
(proporcion aérea), RMF (proporcion radical), LAR (razon de éarea foliar), nimero de hojas,
ancho y largo de hojas, clorofila, contenido de P en tejido vegetal y la colonizacion total por
HMA.



9. RESULTADOS

9.1. Medidas de crecimiento

Se observé que los factores tratamiento y tiempo influyen significativamente (P<0.001) sobre
la altura, cobertura, grosor de tallo y numero de hojas, mientras que la interaccion de estos

factores no influye significativamente sobre estas variables de crecimiento (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resumen estadistico del modelo lineal de efectos mixtos (LME) para la altura,
cobertura, grosor de tallo y nimero de hojas de Acaena elongata L. Las diferencias

significativas de acuerdo con los modelos se muestran con tipografia negrita.

Factor de variacion .
Altura Cobertura Grosor de tallo No. De hojas

gl F P F P F P F P

Tratamiento 7,565 910.922 <0.001 9.521 <0.001 3.296 0.002 4930 <0.001
Tiempo 7, 565 10.882 <0.001 129.935 <0.001 102.827 <0.001 129.948 <0.001
Tratamiento

. 49,565 0.792 0.843 0.723 0921 0.822 0.800 0.846 0.763
: Tiempo

En el Cuadro del anexo 2 se muestra la direccion de la influencia de cada uno de los
factores (el signo “menos” denota una influencia negativa). Para la altura, cobertura y el
grosor del tallo la influencia del tratamiento y el tiempo fue positiva; mientras que para el
ndmero de hojas los tratamientos 0.05 g P kg™ con HMA y 2 g P kg™ sin HMA influyeron de
manera negativa.

El andlisis de comparacién de medias mostrd que la altura fue significativamente mayor en
los tratamientos 0.05 g P kg™ con HMA (X=91.3 + 5.1 mm) y 0.2 g P kg™ sin HMA (X=89.2
+7.4 mm); mientras que la altura promedio mas baja se presento en el tratamiento 0.2 g P kg
! con HMA (X=47.32 +3.02 mm). La cobertura siguié un patrén similar al de la altura, donde
el tratamiento 0.2 g P kg™ sin HMA tuvo la mayor cobertura (X=0.030 +0.0027 m?) y el valor
mas bajo de cobertura fue para el mismo tratamiento de P pero con HMA (X=0.011 + 0.0013
m?) (Figura 15).



El grosor del tallo fue mayor en los tratamientos 0.05 g P kg™ sin y con HMA (X=2.15
+0.30 mm, X=2.22 +0.14 mm, respectivamente) y 2 g P kg™ sin HMA (X=2.64 +0.19 mm)
(X=2.04 £0.15 mm); mientras que el valor mas bajo se presenté también en el tratamiento 0.2
g P kgt (X=1.42 +0.09 mm) con HMA. Mientras que los valores mas bajos de nimero de
hojas se presentaron en los tratamientos 0.2 g P kg (X=72 +8.66 hojas) y 2 g P kg™ con
HMA (X=87.5 +13.48 hojas).

Es importante mencionar que no se presentaron diferencias significativas entre
tratamientos sin HMA y con HMA para las concentraciones 0 g P kg, 0.05 0 g P kg'y 2 g P
kg™, pero si para los tratamientos 0.2 g P kg™ (Figural5).
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Figura 15. Variables directas del crecimiento de A. elongata: a) altura, b) cobertura, c) grosor
de tallo y d) nimero de hojas X +E.E. Las barras en color verde corresponden a tratamientos
sin HMA, y en anaranjado a los tratamientos con HMA. Las letras distintas indican los
tratamientos estadisticamente diferentes P<0.05.
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Para el caso de las variables de crecimiento indirectas los resultados del modelo lineal de
efectos mixtos (LME) mostraron que el tratamiento y el tiempo son factores que influyen
significativamente sobre el PST, la relacion raiz-vastago, la proporcién radical (RMF), la
razon de éarea foliar y el contenido de clorofila (Cuadro 4). En el anexo 3 y 4 se puede
observar que los tratamientos 0.05 g P kg, 0.2 g P kgt y 2 g P kg™ con HMA presentaron
efectos negativos sobre la RMF, mientras que el efecto de los tratamientos 0.05 g P kg™, 0.2
gP kgty2gP kg’ con HMA sobre la LAR fueron positivos.

Cuadro 4. Resumen estadistico del modelo lineal de efectos mixtos (LME) para el PST=
peso seco total, masa seca, R/V= relacion raiz: Vastago, RMF= proporcién radical, LAR=
razon de area foliar y clorofila de Acaena elongata L. Las diferencias significativas se

muestran con tipografia negrita.

Factor de variacion Peso seco total Masa seca R/V

gl F P F P F P
Tratamiento 7,192 8.296 <0.001 9.019 <0.001 3.538 0.001
Tiempo 5,192 164.523 <0.001 127.386 <0.001 32.184 <0.001
Tratamiento: 35,192 1.862 0.005 1537 0.037 1.537 0.052
Tiempo
Factor de variacion RMF LAR Clorofila

df F P F P df F P
Tratamiento 7,192 3.067 0.004 3.296 0.003 7,180 7.750 <0.001
Tiempo 5,192 35.115 <0.001 34.703 <.0001 5,180 31.210 <0.001
Tratamiento: 35,192 1.484 0050 1.704 0.013 35 180 4.170 <0.001
Tiempo

El PST fue mayor en los tratamientos 0.05 g P kg™ (X=2.14 +0.45 g), 0.2 g P kg™ (X=2.29
+0.41 g) y 2 g P kg™ (X=1.84 +0.40 g) sin HMA; mientras que el valor promedio mas bajo fue
para los tratamientos 0.2 g P kg™ (X=1.08 +0.36 g) y 2 g P kg™ con HMA (X=1.14 +0.40 g).
La relacion raiz-vastago fue mayor en el tratamiento 0.2 g P kg™ con HMA (X=2.56 + 0.57) y,
el valor mas pequefio fue para el tratamiento 0.05 g P kg™ con HMA (X=0.54 +0.085). La

proporcién de la raiz fue mayor en los tratamientos 0 g P kg™ sin y con HMA (X=0.46 +0.036,



X=0.41 +0.025), el valor promedio mas bajo lo presenté el tratamiento 0.05 g P kg™ con HMA

(X=0.32 +0.028). La razén de &rea foliar fue mayor en los tratamientos con HMA. El

contenido de clorofila fue mayor en el tratamiento P_0 sin HMA (X=389.74 +18.9 (Mg/m?) y
menor en el tratamiento P_2 con HMA (X=342.15 +25.5 Mg/m?) (Figura 16).
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El peso seco de la parte aérea y de la raiz mostré diferencias significativas entre
tratamientos. En cinco de los ocho tratamientos, la distribucion de la biomasa seca fue mayor
en la parte aérea que en la radical, siendo el tratamiento 0.05 g P kg™ sin HMA (X=3.22 g) el
que presentd el valor maximo de biomasa aérea. En contraste, los tratamientos 0 g P kg™ sin
y con HMA y, 0.2 g P kg™ sin HMA fueron los Gnicos que presentaron una mayor biomasa

radical con respecto a la aérea (Figura 17).
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Figura 17. Asignacion de biomasa seca a la parte aérea y de la raiz (en peso seco), para
cada uno de los tratamientos X +E.E. Las barras en color azul representan a los tratamientos
sin HMA vy las de color verde a los tratamientos con HMA. Letras distintas muestran

diferencias significativas a P<0.05.



De acuerdo con el modelo lineal generalizado (GLM) el tratamiento y el tiempo influyeron
significativamente sobre la TRC, pero no asi la interaccion de estos factores. Los
tratamientos 0.05 g P kg™ sin y con HMA y, 0.2 g P kg™ con HMA mostraron una influencia
negativamente significativa sobre la TRC, es decir que bajo estas concentraciones la TRC de
las plantas de A. elongata disminuy6 en comparacién con la muestra control y con el resto de

los tratamientos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Resumen estadistico del modelo lineal generalizado (GLM) para la TRC = tasa
relativa de crecimiento de Acaena elongata L. Las diferencias significativas de acuerdo con el

modelo se muestran en tipografia negrita.

Factor de TRC (g*g*d )

variacion df coeficiente t [PC>It))]
Intercepto 180 0.057 5.427 <0.0001
P_0 cHMA 180 -0.003 -0.759 0.454
P_0.05 sHMA 180 -0.008 -2.401 0.023
P_0.05 cHMA 180 -0.006 -1.841 0.076
P_0.2 sHMA 180 -0.004 -1.088 0.286
P_0.2 cHMA 180 -0.007 -2.002 0.055
P_2 sHMA 180 -0.004 -1.221 0.232
P_2 cHMA 180 0.008 1.280 0.211
Tiempo2 180 -0.044 -4.378 <0.0001
Tiempo3 180 -0.042 -4.133 <0.0001
Tiempo4 180 -0.041 -3.970 <0.0001
Tiempo5 180 -0.048 -4.755 <0.0001
Tiempo6 180 -0.043 -3.990 <0.0001

T1= 140 dias, T2= 196 dias, T4= 252 dias, T5= 308 dias, T6= 364 dias

Existi6 crecimiento de las plantulas de A. elongata en los diferentes tiempos y para los
ocho tratamientos (Figura 18). Es importante mencionar la TRC inicialmente fue mayor y

conforme paso el tiempo disminuyd de manera exponencial.
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Figura 18. Tasa relativa de crecimiento (TRC) con base en el peso seco total (g/g*d™?) X
+E.E. Se grafican datos a los T1= 140 dias, T2=192 dias, T3= 252 dias, T4= 308 dias y
T5=364 dias. Las barras en color claro corresponden a los tratamientos sin HMA y las que
estan en color mas oscuro a los tratamientos con HMA. Letras distintas indican diferencias
significativas P<0.05.

9.2. Contenido de P en tejido vegetal

El contenido de P en el tejido vegetal no varioé entre los ocho tratamientos de acuerdo con el
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Figura 19. Contenido de P en el tejido vegetal (%) de Acaena elongata sometida a ocho
tratamientos de P. En color azul claro se indican los tratamientos sin HMA, en azul fuerte se
indican los tratamientos con HMA, X +E.E.



9.3. Colonizaciéon por HMA

El tratamiento influyé significativamente sobre el porcentaje de colonizacion por HMA, de
acuerdo con el LME. En el Cuadro 6 se muestra que la mas baja concentracion de P afiadido
con o sin HMA tuvo un efecto positivo en el porcentaje de colonizacion, mientras que al
incrementar las concentraciones de P esta influencia fue negativa; es decir, el porcentaje de
colonizacion micorricica decrece conforme incrementa la cantidad de P afiadido. Aunque

para el tratamiento P_2 con HMA la influencia retorna a ser positiva.

Cuadro 6. Resumen del modelo lineal de efectos mixtos (LME) para el porcentaje de
colonizacion total por HMA en las raices de Acaena elongata L. Las diferencias significativas

de acuerdo con el modelo se indican en tipografia negrita.

EFECTO Colonizacion (%)
gl Estimado t [PC>It))]

P_OsHMA 180 0.103 2.221 0.027
P_OcHMA 180 0.059 0.896 0.371
P_0.05sHMA 180 -0.036 -0.547  0.585
P_0.05¢cHMA 180 0.070 0.999 0.319
P_0.2sHMA 180 -0.085 -1.285  0.200
P_0.2cHMA 180 -0.029 -0.445  0.656
P_2sHMA 180 -0.066 -0.951 0.342
P_2cHMA 180 0.007 0.109 0.913
Tiempo2 180 0.067 1.018 0.309
Tiempo3 180 -0.064 -0.971  0.332
Tiempo4 180 0.052 0.797 0.426
Tiempo5 180 0.040 0.615 0.539
Tiempo6 180 0.040 0.625 0.559

T1= 140 dias, T2= 196 dias, T4= 252 dias, T5= 308 dias, T6= 364 dias

Se observaron diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05). Los tratamientos P_0
(X=31.6 E.E.= +12.1%), P_0.05 (X=33.5 E.E.= +14.1%) y P_0.2 (X=28.49 E.E.= +11.5%),
presentaron los mayores valores de colonizacion total por HMA. Mientras que el tratamiento
P_2 fue el que presentd el porcentaje de colonizacién micorricica mas bajo con X=20.7
E.E.= £14.7% (Figura 20).



i
o
J

B SinHMA
Con HMA
35 4 =
32 30 |
<
=25 |
I ab
c
S 20 |
(5}
(4]
N5
c
=}
O 10 -
o
N '
0 -
P_0.05 P_02 P_0.05 P_2

Tratamlentos

Figura 20. Porcentaje de colonizacién (%) por HMA en los ocho tratamientos. En color azul
claro se muestran los tratamientos sin HMA y en azul fuerte los tratamientos con HMA, X
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El indice de respuesta a la micorrizacion (IRM) mostré diferencias significativas entre
tratamientos, de acuerdo con el ANdeVa (F24=2.50, P= 0.069). Este indice fue positivo
Unicamente para el tratamiento P_0 (X=24.1 +26.1). Mientras que el valor mas pequefio y

mas negativo lo presenté el tratamiento P_0.2 (X=-269.6 +17.3) (Figura 21).
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Figura 21. indice de respuesta a la micorrizacién X+ E.E de A. elongata bajo cuatro

concentraciones diferentes de fertilizacion de P.



9.4. Correlaciones de Spearman

P_0 sin HMA: El PST tuvo una significativa asociacion positiva con el nimero, ancho,
largo y con la cantidad de clorofila de la hoja. Mientras que esta variable se asocio
negativamente con la cantidad de P en el tejido vegetal. La relacion R.V se asocio
positivamente con la proporcion de la raiz (RMF) y negativamente con la proporcion aérea
(AMF). La proporcion aérea se asocio positivamente con el indice de area foliar (Figura 22a).

P_0 con HMA: El PST también presentd una asociacion positiva con el niumero, ancho y
la cantidad de clorofila de la hoja. Mientras que esta variable se asocié negativamente con la
proporcion aérea. La MS se asocid positivamente con el ancho y largo de la hoja. La relacion
R. se asocidé positivamente con la proporcion de la raiz (RMF) y negativamente con la
proporcion aérea (AMF) y, el contenido de P en tejido. La proporcion aérea se asocio
positivamente con la razon de area foliar y la cantidad de P. La LAR, namero, ancho y largo
de las hojas se asociaron positivamente con la clorofila, el contenido de P y el porcentaje de

colonizacion (Figura 22b).
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Figura 22. Correlacion de Spearman para la concentracion P_0 a) tratamiento sin HMA y b)
tratamiento con HMA. Donde PST= peso seco total, MS= masa seca, R.V= relacion raiz:
vastago, AMF= proporcion aérea, RMF= proporcion raiz, LAR= razén de éarea foliar, clor=
clorofila (Mg/m?), P= fésforo, Col= porcentaje de colonizacion total por HMA. El tamafio de los
circulos representan la intensidad de la asociacion y el color indica la direccion. En azul se
muestran las asociaciones positivas y en rojo las asociaciones negativas. El asterisco sefala

aqguellas asociaciones estadisticamente significativas P<0.05.



P_0.05 sin HMA: El PST tuvo una asociacion positiva con la MS y el nimero de hojas.
Mientras que esta variable se asocié negativamente con el LAR. El nimero, ancho y largo de
las hojas se asociaron positivamente con la clorofila y el contenido de P (Figura 23a).

P_0.05 con HMA: EI PST presenté una significativa asociacion positiva con la MS, el
namero de hojas y la cantidad de clorofila. Mientras que esta variable se asocio
negativamente con el LAF. La proporcion aérea se asocio positivamente con largo de la hoja
y la cantidad de P. El LAR, nimero, ancho y largo de las hojas se asociaron positivamente

con la clorofila, el contenido de P y el porcentaje de colonizacion micorricica (Figura 23b).
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Figura 23. Correlacion de Spearman para la concentracion P_0.05 a) tratamiento sin HMA y
b) tratamiento con HMA. Donde PST= peso seco total, MS= masa seca, R.V= relacion raiz:
vastago, AMF= proporcion aérea, RMF= proporcion raiz, LAR= razén de area foliar, clor=
clorofila (Mg/m?), P= fésforo, Col= porcentaje de colonizacién total por HMA. El tamafio de los
circulos representan la intensidad de la asociacién y el color indica la direccion. En azul se
muestran las asociaciones positivas y en rojo las negativas. El asterisco sefala aquellas

asociaciones estadisticamente significativas P<0.05.



P_0.2 sin HMA: EI PST tuvo una asociacion fuerte y positiva con la MS, el nimero hojas y
la cantidad de clorofila. Mientras que esta variable se asocié negativamente con la AMF y el
contenido de P. La MS mostré una asociacion negativa con el LAR. La relacion raiz: vastago
se asoci0 negativamente con la proporcion aérea (AMF) y el P. La LAR presentdé una
asociacion positiva con el contenido de P. La cantidad de clorofila se asocié negativamente
con el contenido de P (Figura 24a).

P_0.2 con HMA: El PST presentdé una asociacién fuerte y positiva con la MS, el nUmero y
largo y la cantidad de clorofila de las hojas. Mientras que esta variable se asocio
negativamente con el contenido de P. La relacion raiz: vastago se asocid negativamente con
el largo de la hoja. La proporcién aérea se asocio positivamente con el LAR. El ancho de las
hojas y el contenido de P se asociaron negativamente con el porcentaje de colonizacion

micorricica (Figura 24b).
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Figura 24. Correlacion de Spearman para la concentracion P_0.2 a) tratamiento sin HMA y
b) tratamiento con HMA. Donde PST= peso seco total, MS= masa seca, R.V= relacién raiz:
vastago, AMF= proporcion aérea, RMF= proporcion raiz, LAR= razén de éarea foliar, clor=
clorofila (Mg/m?), P= fésforo, Col= porcentaje de colonizaciéon por HMA. El tamafio de los
circulos representan la intensidad de la asociacion y el color indica la direccion. En azul se

muestran las asociaciones positivas y en rojo las negativas.



P_2 sin HMA: El PST tuvo las mismas asociaciones positivas y negativas que le
tratamiento P_0.2. La MS mostr6 una asociacién negativa con el contenido de P. La LAR
presentd una asociacion positiva con el ancho de las hojas. La cantidad de clorofila se asocio
negativamente con el contenido de P (Figura 25a).

P_2 con HMA: EIl PST presentd una asociacion fuerte y positiva el LAR, el nUmero ancho
y largo de las hojas y la cantidad de clorofila. Mientras que esta variable se asocio
negativamente con el contenido de P. La proporcidn aérea se asocié negativamente con el
contenido de P. Tanto la LAR, la cantidad de clorofila y el nimero de hojas se asociaron

negativamente con el contenido de P (Figura 25b).
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Figura 25. Correlacion de Spearman para la concentracion P_2 a) tratamiento sin HMA y b)
tratamiento con HMA. Donde PST= peso seco total, MS= masa seca, R.V= relacion raiz:
vastago, AMF= proporcion aérea, RMF= proporcion raiz, LAR= razén de éarea foliar, clor=
clorofila (Mg/m?), P= fésforo, Col= porcentaje de colonizacién total por HMA. El tamafio de los
circulos representan la intensidad de la asociacion y el color indica la direccion. En azul se

muestran las asociaciones positivas y en rojo las negativas.

Para todos los tratamientos la relacion raiz: vastago se asocidé positivamente con la

proporcion de la raiz (RMF) y negativamente con la proporcion aérea (AMF), largo de la hoja



y el contenido de P en tejido. En los Anexos 7 y 8 se pueden observar los valores del

coeficiente de correlacién de Spearman, para todas las variables correlacionadas.

9.5. Produccion de estructuras reproductivas

A lo largo del experimento se pudo observar el surgimiento de estructuras reproductivas
(flores y frutos, jovenes e inmaduros). El tratamiento que presenté una mayor produccion
de estas estructuras fue aquel con la mas alta concentracién de P afiadido (2 g P Kg™)
pero sin HMA. Mientras que las plantas en los tratamientos con HMA Unicamente

presentaron estas estructuras en las concentraciones 0.05y 2 g P Kg™ de P (Figura 26).
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Figura 26. Porcentaje de individuos que presentaron estructuras reproductivas (X+E.E). Las
barras color verde corresponden a los tratamientos sin HMA y las naranja a los tratamientos
con HMA.



10. DISCUSION

Se sabe que los hongos micorrizogenos arbusculares tienen efectos benéficos sobre su
hospedero en términos de su supervivencia, crecimiento y reproduccion, ya que incrementan
la absorcion de agua y nutrientes limitantes, como por ejemplo el P, a través de sus hifas
extra-radicales (Baylis, 1959; Newsham et al., 1995; Johnson 1998; Hart y Klironomos, 2002;
Guadarrama et al., 2004; Smith y Read, 2008). Sin embargo, no todos los hospederos
responden de la misma manera ante la colonizacién por HMA, debido a que otros factores
pueden modificar esta respuesta, tales como la disponibilidad de nutrientes en el suelo y la
condicion fisiologica del hospedero (Lambers et al., 1998; Kiers et al., 2000; Schulze et al.,
2005; Johnson, 2010; Smith and Smith, 2011a; Treseder, 2013). En el caso de A. elongata la
colonizacion por HMA parece no influir positivamente sobre su crecimiento en
concentraciones bajas (0.05 g P kg™) e intermedias (0.2 g P kg™) de P afiadido, dado que no
se observaron diferencias significativas en las medidas de crecimiento, para los tratamientos
sin HMA y con HMA (Figura 15 y 16). Sin embargo, es importante mencionar que este
resultado pudo haber sido influenciado por el porcentaje de colonizacion que se registré en
los tratamientos control (sin HMA), enmascarando el verdadero efecto de los HMA sobre el
crecimiento de A. elongata.

De acuerdo con Antunes y Cardoso (1991), Johnson (1993), Johnson et al. (1997), Fitter
(1998), Lekberg y Koide (2005) y Johnson (2010), la colonizacion por HMA mejora la
absorcion de P, siempre y cuando, este nutriente se encuentre en el suelo en
concentraciones de bajas a intermedias, dando como resultado un beneficio en el
crecimiento de las plantas micorrizadas. En la zona de estudio bajos niveles de P disponible
han sido reportados (Delgadillo-Duran, 2011), por lo que se esperaba observar un mayor
crecimiento en las plantas micorrizadas de los tratamientos control y 0.05 g*kg” de P
afiadido. Sin embargo, de acuerdo con el GLM la cantidad de P en el tejido vegetal no fue
influenciada por la concentraciéon de P y el inoculo micorricico. Nuestros resultados se
contraponen a los obtenidos por Johnson (1998), quien encontré que la concentracion de P
influyé positivamente sobre la cantidad de P en el tejido de la planta, sin embargo, también
menciono que el indculo micorricico puede o no afectar dicha cantidad, ya que depende de la
especie vegetal. Por ejemplo, Salsola kali tiene una notable capacidad de secuestrar fosforo
disponible, sin embargo, el inoculo no tuvo efectos sobre el contenido de P en sus tejidos en

todos los gradientes de P; en contraste las plantulas micorrizadas de Panicum virgatum



presentaron una mayor concentracion de P en sus tejidos con respecto a las no
micorrizadas, en todos los gradientes de P. Asi mismo, la altura, cobertura, grosor de tallo,
namero de hojas y el peso seco total tampoco fueron mayores en los tratamientos con HMA
en concentraciones bajas e intermedias, contrario a lo que se esperaba. Estos resultados
también se contraponen a los obtenidos por Guadarrama et al. (2004), donde las plantas de
Heliocarpus appendiculatus inoculadas con HMA fueron significativamente mas grandes con
respecto a las plantas no inoculadas, en los tratamientos control y en la concentracion mas
baja de P afiadido. El mayor crecimiento de A. elongata se presenté cuando la concentracion
de P afadido fue baja, tanto para el tratamiento “con HMA” como para el tratamiento “sin
HMA (0.05 g*kg™)”, al igual que en la concentracién mas alta de P sin HMA (2 g*kg™), lo que
indica que la disponibilidad de P en el suelo es la que determina el incremento de su
crecimiento y no la colonizacion por HMA. Aunque, como se menciond anteriormente, el
verdadero efecto de los HMA sobre el crecimiento de A. elongata, en concentraciones bajas
pudo haber sido enmascarado por la presencia de colonizacion en el tratamiento control.
Mientras que el crecimiento fue significativamente menor en la concentracion intermedia y
alta de P con HMA (0.2 y 2 g P kg™), lo que sugiere un desbalance en la relacién costo-

beneficio de la interaccion, pudiendo llegar a ser negativa (un posible parasitismo, Figura 27).
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Figura 27. Cambio del porcentaje de colonizacion por HMA y la LAR de acuerdo con la
concentracion de P. Linea roja representa al porcentaje de colonizacion por HMA y la linea

azul a la razén de area foliar (LAR).



Como se puede observar en la Figura 27, la razén de area foliar (LAR) fue la Unica
variable en la que se pudo observar el efecto positivo de la colonizacion, en los tratamientos
control y P 0.05 g P kg™ (bajo), es decir que los HMA incrementaron el area foliar por unidad
de peso seco total (m*Kg ™), por lo que, indirectamente, incrementaron la cantidad de C
fijado por fotosintesis, existiendo asi una relacion positiva entre el hongo y la planta, en
términos del area foliar. Sin embargo, existié una disminucion significativa de LAR en los
tratamientos intermedio y alto de P, en los tratamientos con HMA. Asi mismo, los resultados
del experimento confirman una diminucion en la LAR asociada con la baja disponibilidad de P
en el suelo. Esta disminucion del area foliar se relaciona posiblemente con reducciones en la
acumulacion de materia seca en hojas, lo que sugiere que las plantas de A. elongata, bajo
condiciones de estrés por P, reducen su crecimiento vegetal debido al decremento del P
disponible (Usuda y Shimogawara, 1995). Givnish (1988), también encontré que la LAR
disminuye conforme disminuye la disponibilidad de recursos.

Las plantas crecen mas rapido cuando disponen de abundancia de agua y nutrientes; sin
embargo, las tasas de crecimiento tienen también un componente genético, lo que explicaria
la ausencia de diferencias significativas en la TRC entre los ocho tratamientos. En
concentraciones altas de nutrientes en el suelo, el crecimiento de las plantas no micorrizadas
superan el crecimiento de las plantas micorrizadas (Johnson, 2010), esto debido a que
mayores niveles de P disponible incrementan el peso seco de la planta y promueven el
crecimiento radical, lo que esta relacionado a mayores tasas en el crecimiento de raices
centrales y laterales, lo que se refleja en una mayor elongacion y produccién de pelos
radicales, por lo que pueden obtener eficientemente los nutrientes, sin necesidad de
depender de la asociacion micorricica arbuscular. Por otro lado, que en las plantas
inoculadas decrecen su tamafio a causa de la asociacion que mantiene con los HMA, ya que
estos ultimos demandan mayor cantidad de C, lo que sugiere que su desempefio podria ser
mas de tipo parasitico. Los resultados de este trabajo muestran que las plantas de los
tratamientos sin HMA presentaron significativamente mayor crecimiento con respecto a los
que tenian HMA en las concentraciones intermedia (0.2 g*kg™) y alta (2 g*kg™) de P afiadido.
Si bien la alta disponibilidad de nutrientes resulta favorable para el crecimiento de la planta,
no es benéfica para el desarrollo de los HMA, ocasionando una disminucion del porcentaje
de colonizacidén en estos tratamientos como respuesta a una baja asignacion de fotosintatos

a las raices (Johnson et al., 1997; Johnson, 2010).



Los rasgos de historia de vida de A. elongata, son factores evolutivos que puede estar
modificando su asociacién con los HMA, ya que incluso en el tratamiento control (0 g*kg™
fosforo afiadido), donde se esperaba una mayor respuesta de las plantas micorrizadas a
causa de la baja disponibilidad de P, los HMA no tuvieron un efecto positivo sobre su
crecimiento e incluso mostraron tener un menor crecimiento con respecto a los otros
tratamientos. Estos rasgos involucran conseguir un mayor tamafio en menos tiempo para
captar mas recursos (luz, agua y nutrientes) y un sistema radical eficiente para explorar un
mayor volumen de suelo (Baker, 1974). Sin embargo, bajo condiciones de limitacién de
nutrientes, donde lo importante no es crecer, sino poder tolerar el estrés, su asociacién con
los HMA resulta necesaria. Esto pudo reflejarse mediante el tratamiento control que fue el
Unico que obtuvo un valor positivo en el indice de respuesta a la micorrizacién (IRM), es decir
gue la planta present6 una respuesta favorable en términos del PST ante la colonizacion por
HMA; mientras que los tratamientos con mayor concentracion de P afadido las plantas
presentaron un IRM negativo. Janos (1988) predice que en suelos infértiles, la respuesta de
la planta ante la micorrizacion seria positiva, debido a que el costo del hongo en términos de
C es equivalente al absorcion de P por parte de la micorriza, aunque esta absorcion también
puede decrecer por la limitacién de algun otro nutriente (Smith y Read, 2008; Lett et al.,
2011). En consecuencia, los resultados de esta tesis respaldan el hecho de que los suelos en
la CRM limitan el desarrollo de A. elongata e incrementan su respuesta a la micorrizacion
arbuscular.

De acuerdo con el modelo de equilibrio funcional propuesto por Johnson (2010), la
asignacion de biomasa a la parte aérea y subterrdnea de las plantas es controlada por el
recurso mas limitante, en este caso el P. La asignacién de recursos a los tallos y las hojas es
enfatizada cuando la luz es el recurso limitante, y la asignacién a las raices es mayor cuando
los minerales y el agua son mas escasos que la luz (Brouwer, 1983; Smith y Gianinazzi-
Pearson, 1988; Titlyanova et al., 1991). En este estudio de tesis, la biomasa radical fue
mayor en el tratamiento control (0 g*kg™) con y sin HMA, lo cual indica que bajo estas
condiciones las plantas destinan mas recursos a la formacion de raices, al estar en un suelo
con limitacion de P; mientras que la biomasa aérea fue mayor conforme incrementaba la
concentracion de P en el suelo. Este resultado concuerda con lo reportado por Ericsson

(1995) quien observd que en bajas concentraciones de P las plantulas de Betula ondula,



asignaron mayor biomasa a raices, mientras que en los demas tratamientos presentaron
mayor biomasa aérea al estar es un suelo sin limitacion de P.

La estrecha relacion que existe entre los procesos que ocurren sobre el suelo y bajo suelo
permite establecer asociaciones entre los HMA vy el crecimiento de su hospedero. En todos
los tratamientos se observaron asociaciones positivas entre el peso seco total, la masa seca,
el nimero, largo y ancho de las hojas, debido a que son atributos que tienen una respuesta
positiva a la ganancia en peso. Ademas, se observd una correlacion negativa entre la
proporcion aérea y la proporcion de la raiz, ya que son inversamente proporcionales. En el
tratamiento control (0 g P kg™), el porcentaje de colonizacién micorricica presenté correlacion
positiva con el peso seco total, la LAR, el nimero, largo y ancho de las hojas, asi como con
el contenido de P en el tejido vegetal, por lo que si existe un efecto positivo de la
colonizacion micorricica arbuscular sobre algunos parametros del crecimiento. Mientras que
estas asociaciones se hicieron mas débiles conforme se incremento la concentracion de P,
llegando a observarse asociaciones negativas entre el porcentaje de colonizaciéon micorricica
con la proporcién aérea, el ancho de las hojas y el contenido de P en el tejido vegetal, en el
tratamiento 0.2 g P kg™. En el tratamiento con la més alta concentracién de P (2 g P kg™) las
asociaciones observadas retornaron a ser positivas, donde la produccién de estructuras
reproductivas que caracterizo a los individuos de este tratamiento (Figura 27), puede ser una
explicacion, ya que la planta al necesitar mayor cantidad de recursos para la formacion de
flores y frutos, requieren de la asociacion con los HMA.

La produccién de estructuras reproductivas, es un proceso costoso para la planta (Obeso,
2000), por lo que mantener la asociacion podria ser favorable (Vega-Frutis, 2009). Los
tratamientos que presentaron una mayor produccién de estas estructuras fueron: 0.05 g*kg™
y 2 g*kg™, ambos con y sin HMA. Cabe destacar que los tratamientos sin HMA fueron
significativamente mayores. Estos resultados son similares a los obtenidos por Nakatsubo
(1997), Allen y Allen (1986), Lu y Koide (1994), quienes reportaron que la colonizacion por
HMA decrece la produccion de flores y frutos, ya que el mantenimiento de la asociacion
también implica un gasto energético para la planta. La floracién temprana de las plantas no
micorrizadas cuando la concentracidon de P afadido fue baja, puede ser una respuesta
compensatoria al déficit de P y a su vez una estrategia reproductiva, que le ha permitido a A.

elongata sobrevivir en condiciones adversas.



El éxito de A. elongata en sitios perturbados dentro del bosque de Abies religiosa de la
CRM se encuentra relacionado a su rapido crecimiento y a su dependencia micorricica en
condiciones de limitacion de P. Esta tesis permitid hacer un acercamiento a la compleja
dindmica de la asociacién micorricica arbuscular en una especie de maleza, ya que algunos
autores afirman que este tipo de plantas no necesitan asociarse con los HMA, debido a que,
presentan caracteristicas que les permiten enfrentarse a condiciones estresantes. No
obstante, se pudo observar que, si bien los HMA no favorecen su crecimiento, si pueden
jugar un papel importante en su establecimiento y tolerancia al estrés, en sitios perturbados,
esto como resultado de la poca disponibilidad de P en el suelo del bosque. Por lo que la
escaza disponibilidad de este nutriente por una parte regula el crecimiento de A. elongata y

por la otra favorece posiblemente la permanencia de la asociacion micorricica arbuscular.

11. CONCLUSIONES

El crecimiento de A. elongata no fue favorecido por la colonizacién micorricica arbuscular en
concentraciones bajas de P, ya que no se observaron diferencias significativas en su

crecimiento cuando se inoculé con HMA.

La respuesta del crecimiento de A. elongata fue mayor en los tratamientos 0.05 g*kg™ de P
sin y con HMA vy, 2 g*kg” sin HMA, lo que sugiere que el P afadido en estas
concentraciones es el principal factor regulador de su crecimiento.

Cuando la disponibilidad de P en el suelo decrece, la colonizacién por HMA incrementa.
Mientras que la colonizacion disminuye significativamente en la concentraciéon mas alta de
P, debido a que la planta podria estar obteniendo los nutrientes de manera eficiente sin la
asociacion micorricica arbuscular y destinando menos carbono al mantenimiento de la

misma.

Las plantas mostraron una alta respuesta a la micorrizacion arbuscular en condiciones de

deficiencia de P, pero esta respuesta decrecio cuando incrementd la disponibilidad de P.

El grado y direccion de las correlaciones entre la colonizacion por HMA y las variables de

crecimiento de A. elongata son dependientes de la concentracion de fosforo.
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13. ANEXOS

Anexo 1. Técnica de tincion de raices (Koske y Gemma, 1989; Alvarez y Monroy, 2008).

o Se lavaron las raices con agua corriente para posteriormente colocarlas en rejillas de
plastico, estas ultimas se introdujeron en un frasco de vidrio de boca ancha.

o Posteriormente se cubrieron las rejillas con KOH al 10%, se dejaron durante 24 horas a
temperatura ambiente, una vez transcurrido el tiempo se enjuagaron con agua de la llave y
se les agregd HCl al 10% vy, se calentd por 5 minutos en un microondas.

o Después a las raices se les afiadio solucion de azul de tripano al 0.05%, dejandolas por
24 horas a temperatura ambiente y después se eliminé con agua de la llave. Los residuos
se guardaron en un frasco, evitando que cayera directamente en la tarja.

o Por ultimo, se guardaron las raices en lactoglicerol, a temperatura ambiente, hasta su

montaje



Anexo 2. Resumen estadistico de los modelos lineales de efectos mixtos (LME), realizados para las variables de crecimiento

directas: altura (mm), cobertura (cm?), grosor de tallos (mm) y nimero de hojas. El signo de los coeficientes indica la direccién

de la influencia sobre la variable de respuesta. Tipografia negrita indica diferencias significativas.

Factor de Altura (mm) Cobertura (cmz) Grosor tallos (mm) No. De hojas

variacion df Coeficiente t P(>|t|]) Coeficiente t P(>|t]) Coeficiente t P(>|t])) Coeficiente t P(>|t|)
Intercepto 565 11.86 0.30 0.77 35.16 0.93 0.35 60.72 148 0.14 32.95 0.84 0.40
P_0cHMA 565 82.49 151 0.13 3341 0.65 0.52 82.17 149 0.14 54.03 1.03 0.31
P _0.05sHMA 565 14237 259 0.01 69.67 1.35 0.18 68.83 1.24 0.21 10.89 0.20 0.84
P_0.05cHMA 565 94.89 1.73 0.08 36.48 0.71 0.48 86.54 1.57 0.12 -3.00 -0.06  0.95
P 0.2sHMA 565 159.03 2.90 <0.001 119.10 2.30 0.02 31.38 0.57 0.57 76.60 1.44 0.15
P 0.2cHMA 565 127.98 231 0.02 38.38 0.73 0.47 51.86 0.92 0.36 61.93 1.13 0.26
P_2 sHMA 565 67.84 1.24 0.22 31.20 0.61 0.54 55.63 1.01 0.31 -5.13 -0.10 0.92
P_2 cHMA 565 41.98 0.77 0.44 19.28 0.37 0.71 82.09 148 0.14 59.23 1.10 0.27
Tiempo2 565 82.80 1.52 0.13 67.14 1.32 0.19 36.70 0.67 0.51 69.78 1.36 0.17
Tiempo3 565 240.50 4.41 <0.001 221.85 4.28 <0.001 171.95 3.13 <0.001 196.10 3.66 <0.001
tiempo4 565 362.80 6.65 <0.001 42443 8.19 <0.001 288.25 5.24 <0.001 320.37 5.95 <0.001
Tiempo5 565 338.00 6.20 <0.001 364.37 7.03 <0.001 326.05 5.93 <0.001 331.00 6.14 <0.001
Tiempo6 565 409.75 7.51 <0.001 391.07 7.55 <0.001 334.70 6.08 <0.001 390.84 7.26 <0.001
Tiempo7 565 432.15 7.92 <0.001 337.33 6.51 <0.001 385.85 7.01 <0.001 454.77 8.44 <0.001
Tiempo8 565 43445 7.96 <0.001 358.49 6.92 <0.001 412.25 7.49 <0.001 439.60 8.16 <0.001




Anexo 3. Resumen estadistico de los modelos lineales de efectos mixtos (LME), realizados para las variables de crecimiento
indirectas: PST (mm), Masa seca (g), relacion R: V (mm). El signo de los coeficientes indica la direccién de la influencia sobre

la variable de respuesta. Tipografia negrita indica diferencias significativas.

Factor de PST (9) Masa seca (g) R:V

variacion df Coeficiente t [P(>]t))] Coeficiente t [P(>]t))]  Coeficiente t [P(>ItD]
Intercepto 192 -3.598 -9.683 <0.0001 -3.009 -8.288 <0.0001 172.271 7.150 <0.0001
P_0 cHMA 192 0.263 0.496 0.620 1.185 2.301 0.023 -44.119 -1.287 0.200
P_0.05sHMA 192 -0.081 -0.142 0.887 1.153 2.104  0.037 -26.456 -0.724 0.470
P_0.05cHMA 192 0.349 0.657 0.512 1.384 2.687  0.008 -80.229 -2.339 0.020
P_0.2 sHMA 192 -0.044 -0.083 0.933 0.848 1.646  0.101 -45.472 -1.326 0.186
P_0.2 cHMA 192 -0.669 -1.259 0.209 -0.322 -0.626  0.532 -24.618 -0.718 0.474
P_2 sHMA 192 -0.883 -1.581 0.115 0.133 0.245  0.807 -16.394 -0.453 0.651
P_2 cHMA 192 -1.370 -2.498 0.013 -0.792 -1.461 0.146 -17.387 -0.485 0.628
Tiempo2 192 1.407 2.604 0.010 2.959 5.475 <0.0001 -95.436 -2.680 0.008
Tiempo3 192 2.767 5.220 <0.0001 2.954 5.734 <0.0001 -61.898 -1.806 0.073
Tiempo4 192 3.508 6.698 <0.0001 3.660 7.131 <0.0001 26.601 0.781 0.436
Tiempo5 192 5.124 9.192 <0.0001 5.235 9.606 <0.0001 54.690 1.512 0.132
Tiempo6 192 4.391 7.524 <0.0001 4.578 7.799 <0.0001 -42.374 -1.097 0.274




Anexo 4. Continuacion del resumen estadistico de los modelos lineales de efectos mixtos (LME), realizados para las variables

de crecimiento indirectas: proporcién radical (RMF), razén de &rea foliar (LAR) y clorofila. Donde: P_sHMA = 0 g P kg™ sin
HMA, P_OcHMA= 0 g P kg* con HMA, P_0.05sHMA= 0.05 g P kg™ sin HMA, P_0.05cHMA= 0.05 g P kg™ con HMA,
P_0.2sHMA= 0.2 g P kg™ sin HMA, P_0.2cHMA= 0.2 g P kg™ con HMA, P_2sHMA= 2 g P kg™ sin HMA, P_2cHMA= 2 g P kg*

con HMA. El signo de los coeficientes indica la direccién de la influencia sobre la variable de respuesta. Tipografia negrita

indica diferencias significativas.

Factor de RMF LAR Clorofila (Mg*m?)

variacion df Coeficiente t P(>|t])  Coeficiente t P(CIt)) df Coeficiente t [PC>It))]
Intercepto 192 0.504 8.184 <0.0001 23.433 0.994 0.321 180 5.358  43.069 <0.0001
P_0 cHMA 192 -0.124 -1.416 0.158 18.043 0.538 0.591 180 -0.239 -1.386  0.168
P_0.05 sHMA 192 -0.085 -0.914 0.362 51.920 1.450 0.149 180 -0.220 -1.272  0.205
P_0.05 cHMA 192 -0.197  -2.257 0.025 31.760 0.946 0.345 180 -0.180 -0.978 0.330
P_0.2 sHMA 192 -0.120 -1.378 0.170 47.573 1.417 0.158 180 -0.194 -1.122  0.264
P_0.2 cHMA 192 -0.081 -0.921 0.358 65.016 1.937 0.054 180 -0.351 -2.018 0.045
P_2 sHMA 192 -0.065 -0.699 0.485 69.125 1.952 0.052 180 -0.169 -0.916 0.361
P_2 cHMA 192 -0.054  -0.589 0.556 131.145  3.742 <0.0001 180 0.001 0.003  0.997
Tiempo2 192 -0.230 -2.510 0.013 169.107 4.861 <0.0001 180 0.032 0.184 0.854
Tiempo3 192 -0.154 -1.763  0.079 124.122 3.701 <0.0001 180 0.021 0.124 0.902
tiempo4 192 0.060 0.692 0.490 68.878 2.068 0.040 180 0.001 0.005 0.996
Tiempo5 192 0.173 1.874 0.062 8.697 0.246 0.806 180 0.595 3.357 0.001
Tiempo6 192 -0.116 -1.161 0.247 96.562 2.561 0.011 180 0.056 0.357 0.782




Anexo 5. Valores promedio de la Tasa Relativa de Crecimiento de Acaena elongata L. bajo
ocho tratamientos: P_sHMA = 0 g P kg™t sin HMA, P_OcHMA= 0 g P kg* con HMA,
P_0.05sHMA= 0.05 g P kg™ sin HMA, P_0.05cHMA= 0.05 g P kg* con HMA, P_0.2sHMA=
0.2 g P kg sin HMA, P_0.2cHMA= 0.2 g P kg™ con HMA, P_2sHMA= 2 g P kg™ sin HMA,
P_2cHMA= 2 g P kg™ con HMA.

Tratamientos T1 T2 T3 T4 T5
140 ds 196 ds 252 ds 308 ds 364 ds

P_OsHMA 0.05416578 0.00347378 0.01083961 0.02573286 0.01169961
P_OcHMA 0.05166211 0.00994579 0.00961187 0.00330461 0.00808939
P_0.05sHMA 0.04191504 0.00383347 0.01254607 0.00875358 0.00089628
P_0.05cHMA 0.04321279 0.00367541 0.00110357 0.01501761 0.00330753
P_0.2sHMA 0.05021617  0.0027538 0.01862715 0.0097738  0.00524441
P_0.2cHMA 0.05678649 0.00821613 0.00716706 0.01220375 0.00162339
P_2sHMA 0.05852044 0.01736456 0.00355422 0.00332179 0.00378293
P_2cHMA 0.07695607 0.01812942 0.02578744 0.01870281 0.01807573




Anexo 6. Modelos de crecimiento con PST para los ocho tratamientos. El analisis de

regresion exponencial fue significativo para todos los tratamientos. Se presenta el valor del

coeficiente [1]= punto de corte del modelo en el eje Y y el coeficiente [2]= coeficiente del

exponente X, donde X=Tiempo.

Tratamiento Df Coeficiente Coeficiente EE F P-value R?

[1] [2]
P_0 SHMA 24 0.00878837 0.018093 0.6768 155.9 <0.0001 0.861
P_0 CHMA 35 0.08151415 0.009526 1.048 29.96 <0.0001 0.448
P_0.05SHMA 34 0.03261896 0.01351 1.094 49.57 <0.0001 0.5812
P _0.05 CHMA 32 0.04102788 0.01248 0.9564 52.53 <0.0001 0.6096
P 0.2SHMA 30 0.02514173 0.016224 1.07 61.76 <0.0001 0.6622
P 0.2CHMA 31 0.01226802 0.014382 1.319 329 <0.0001 0.49992
P_2 SHMA 24  0.02145919 0.015278 1.307 3272 <0.0001 0.5592
P_2 CHMA 24 0.01624457 0.014859 1585 16.5 0.00056 0.4133




Anexo 7. Se muestran los valores del coeficiente de correlaciébn de Spearman para las
variables correlacionadas: PST= peso seco total, MS= masa seca, R.V= relacién
raiz/vastago, AMF= proporcion aérea, RMF= proporcion de la raiz, LAR= razon de area foliar,
namero de hojas, ancho, largo, clor= clorofila, P= fosforo y colonizacién por HMA. a)
Representa al tratamiento control sin HMA, b) representa al tratamiento control con HMA, ¢)
tratamiento 0.05 g*Kg™ de P, sin HMA y d) tratamiento 0.05 g*Kg™* de P, con HMA. El tamafio
de los circulos representan la intensidad de la asociacion y el color indica la direccion. En

azul se muestran las asociaciones positivas y en rojo las negativas.
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Anexo 8. Se muestran los valores del coeficiente de correlacion de Spearman para las
variables correlacionadas: PST= peso seco total, MS= masa seca, R.V= relacidon
raiz/vastago, AMF= proporcion aérea, RMF= proporcion de la raiz, LAR=razon de area foliar,
namero de hojas, ancho, largo, clor= clorofila, fésforo y colonizacion por HMA. a) Representa
al tratamiento 0.2 g*Kg™ de P, sin HMA, b) representa al tratamiento 0.2 g*Kg™ de P, con
HMA, c) tratamiento 2 g*Kg™* de P, sin HMA y d) tratamiento 2 g*Kg™ de P, con HMA. El
tamafo de los circulos representan la intensidad de la asociacién y el color indica la

direccion. En azul se muestran las asociaciones positivas y en rojo las asociaciones

negativas.
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