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RESUMEN

Se determinaron las comunidades de hongos micorrizdégenos arbusculares que se
asocian a los suelos rizosféricos de diez plantas vasculares medicinales y las
propiedades quimicas de sus suelos rizosféricos: pH, nitrogeno total y fosforo
asimilable, ademas de la materia organica siguiendo la NOM-021-RECNAT-2000. El
muestreo se realizé durante marzo, mayo y junio del afno 2015 y en febrero y agosto
del ano 2016 en el bosque templado de la localidad de Agua Escondida Taxco,
Guerrero. Se recolectaron 150 g de muestra de suelo de cinco individuos de cada
especie medicinal. La identificacion taxonomica de los HMA se realiz6é con base en
las caracteristicas morfologicas y siguiendo las claves del International Culture
Collection of (Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal Fungi, posteriormente se evaluo la
riqueza de especies de hongos micorrizogénos arbusculares, abundancia de esporas
y diversidad (Indice de Shannon-Wiener) de los hongos micorrizégenos arbusculares
asociados a los suelos rizosféricos. El analisis estadistico consistio en un analisis de
varianza, prueba de Tukey (a= 0.05) y un analisis de similitud con el indice de

Morisita para grupos pareados.

En total se registraron 30 especies de HMA correspondientes a siete familias
y diez géneros, de las cuales Acaulospora alpina y Ambispora fennica fueron dos
nuevos registros para México. Acaulospora present6 el mayor nimero de especies.
La riqueza, abundancia y diversidad no registraron diferencias significativas, los
consorcios estuvieron conformados de dos a seis especies de hongos micorrizéogenos
arbusculares por planta medicinal, con una densidad de 27.6 a 140.8 esporas/100
g de suelo. El indice de Morisita arrojo un 10% de similitud entre todas las muestras,
esto sugiere que la composicion entre cada una de ellas es diferente. Se registraron
pH, porcentaje de materia organica, porcentaje de nitrogeno y concentracion de
fosforo variables. Este estudio contribuye al conocimiento de la diversidad de los
HMA en los bosques templados de México y probablemente son los primeros

estudios de HMA para los bosques templados de Guerrero.




I. INTRODUCCION

México, junto con Brasil, Colombia e Indonesia ocupa los primeros lugares en
cuanto a diversidad biolégica mundial (Villers-Ruiz et al., 1998), su vegetacion es
sumamente heterogénea siendo los bosques templados el segundo bioma mas
extenso del pais después de las zonas aridas. En total se estima que los bosques
templados cubren en Meéxico el 20% de su territorio que representa
aproximadamente 410,000 km? de superficie (Guzman-Mendoza et al., 2014; INEGI,
s.f.).

Estos bosques proporcionan una amplia variedad de servicios ecosistémicos,
entre los que destacan su gran potencial en el almacenamiento de carbono,
ademas intervienen en el ciclo del agua, liberan oxigeno, regulan la erosion del
suelo, suministran combustibles, alimentos, medicinas y son importantes para el
desarrollo del ecoturismo (Olivera-Morales et al., 2011). La alta diversidad
bioldgica que resguardan incluye géneros representativos como los pinos (Pinus
spp.) Y encinos (Quercus spp.), pero su gran riqueza se debe a las especies del
sotobosque, que contienen un alto grado de endemismo (Amezcua et al., 2010).
Los bosques templados albergan cerca de 7,000 especies de plantas (CONABIO,
2012) de las cuales 3,300 estan registradas como medicinales (Fierro Alvarez et
al., s.f.).

En este sentido, el bosque templado de Agua Escondida Taxco, Guerrero
presenta alta diversidad en los estratos herbaceos y arbustivos. Esta vegetacion
constituye la base de las redes troficas, son refugio de gran parte de la micro y
mesofauna y sirve de proteccion al suelo contra la erosion (Quinteros et al., 2010).
Muchas de estas plantas cuentan con propiedades medicinales y en algunas
especies se ha comprobado que ayudan a tratar enfermedades digestivas,
respiratorias, dermatologicas, oftalmologicas, renales y algunas otras con
propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, astringentes y antihemorragicas
utilizando la raiz, el tallo, la corteza, las hojas, flores, el fruto, la resina o el latex

de la planta dependiendo del padecimiento.




El aporte econdémico que para los colectores representa el uso de estas
plantas medicinales, favorece desafortunadamente la disminucion de las
poblaciones de las diferentes especies extraidas que, ademas se enfrentan tanto a
factores climaticos (baja temperatura, poca humedad, precipitacion estacional,
entre otras) como a condiciones edaficas (baja disponibilidad de nutrimentos)
(Quinteros et al., 2010), por lo que su establecimiento depende en gran parte de
la relacién que sostienen con los microorganismos rizosféricos, como los HMA
quienes les permiten aumentar la absorcion de nitrogeno, potasio, calcio, zinc,
magnesio y especialmente el fosforo; mejora el transporte y la absorcion de agua
e incluso pueden inducir cambios en la concentracion de sus metabolitos
secundarios (Rajkumar et al., 2012), no obstante, la diversidad y el tamafo de la
poblacion de estos microorganismos también es afectada por una serie de factores
ambientales como la temperatura, el pH, los niveles de foforo, nitrégeno, metales
toxicos, entre otros. De manera directa dichos factores limitan las etapas de
esporulacion y germinacion de las esporas e indirectamente pueden alterar la
cantidad y composicion de los exudados de la raiz, considerando que el vinculo
clave entre una planta y la comunidad microbiana es la liberacion de una amplia

gama de exudados en la rizésfera (Gupta y Knox, 2010; Jamiolkowska et al., 2018).

Dada la importancia que los HMA tienen en el mantenimiento de la estructura
de la comunidad herbacea y arbustiva del bosque templado de Agua Escondida y
con la finalidad de seleccionar en investigaciones futuras aquellas especies o
consorcios de hongos que permitan obtener mayor beneficio en las plantas
medicinales susceptibles a ser cultivadas, resulta fundamental identificar los HMA
que habitan en sus suelos rizosféricos y conocer bajo que condiciones se

desarrollan.




1. MARCO TEORICO

2.1 Micorrizas

La palabra “micorriza” proviene del griego mikes (hongos) y rhiza (raiz) y fue
utilizada, por primera vez, por el fitopatdlogo aleman A. B. Frank (1885), luego de
describir las modificaciones en las raices de las especies forestales. Desde
entonces, se ha usado este término para referirse a un rango de asociaciones
simbioticas mutualistas, entre ciertos hongos y las raices de las plantas (Montanez-
Orozco et al., 2010).

Con anterioridad, Vittadini (1831) publicé sus observaciones sobre la manera
en que diferentes especies de trufas se asociaban con las raices de algunas especies
de Quercus y otras plantas vasculares. Hartig (1840) ilustro claramente lo que hoy
conocemos como una ectomicorriza, y Tulasne y Tulasne (1841) describieron como
las hifas del hongo Elaphomyces se asocian a las pequenas raices secundarias de
ciertos arboles, envolviéndolas completamente. Sin embargo, todas estas
observaciones fueron interpretadas como una forma de parasitismo, pues ain no
se tenia idea alguna del proceso ni su funcion. Vittadini (1842) cité6 nuevamente
esta asociacion, pero menciond que estas raices pequeias eran nutridas por las

hifas del hongo Elaphomyces (Andrade-Torres, 2010).

A mediados y finales del siglo XIX se presentaron algunos estudios mas
detallados como los de Hartig (1851), Boudier (1876), Reess (1880) y Gibelli (1882),
quienes confirman que desde esa época se realizaron las primeras observaciones

de micorrizas (Andrade-Torres, 2010).

Con base en los antecedentes anteriores, ahora se sabe que la micorriza es
una asociacion en la cual el hongo incrementa la superficie de captacion de
nutrimentos para la planta, principalmente de iones fosfato y amonio disponibles
en el suelo. Se estima que las hifas externas proporcionan hasta un 80% del fosforo
y 25% del nitrégeno requeridos por la planta. A cambio el hongo ademas de contar
con un habitat recibe azlcares simples derivados de la fotosintesis efectuada por

el hospedero (Hernandez-Cuevas et al., 2003).




Hoy dia se sabe que mas del 90% de las plantas terrestres son capaces de
establecer algun tipo de micorriza (Lopez-Encina y Barcelo -Mufioz, 1999). Existen
diferentes tipos de micorriza, clasificadas con base en sus caracteristicas

morfologicas, tipos de hongos y plantas implicadas en la asociacion.

2.2 Tipos de micorrizas

Las ectomicorrizas estan presentes en especies maderables de gran
importancia y son abundantes en zonas templadas; asociadas con hongos
basidiomicetos y ascomicetos. Este tipo de micorriza posee un manto hifal que
cubre una parte considerable de las raices laterales. La estructura diagnostica para
este tipo de micorriza es la red de Hartig, la cual constituye el sitio de intercambio
de nutrimentos entre los simbiontes y las células de las raices. En las angiospermas,
la red de Hartig esta restringida a la epidermis, mientras que, en las coniferas se
forma alrededor de las células tanto de la epidermis como de la corteza. También
tiene un micelio externo formado por hifas y en algunos casos se pueden formar

rizomorfos (Cuenca, 2015).

En relacidon con las ectendomicorrizas, estas se caracterizan por tener un
manto muy reducido e inclusive puede estar ausente, las hifas de la red de Hartig
penetran en las células corticales. Las especies que pertenecen a esta asociacion
son los basidiomicetos y ascomicetos con las gimnospermas y angiospermas. Las
funciones de este tipo de micorriza no se conocen muy bien; sin embargo, las
plantas que las poseen parecen beneficiarse de ellas. Los hongos que participan
en esta simbiosis son capaces de degradar carbohidratos complejos y pueden

proteger a las plantas frente a la toxicidad por hierro (Cuenca, 2015).

Las arbutoides pertenecen a solo dos géneros de dos familias del Orden
Ericales (Arbutus y Arctostaphylos) (Peterson et al., 2004). Se caracterizan por la
formacion de manto fungico, hifas externas y usualmente red de Hartig, ademas,

presentan un desarrollo extensivo de hifas intercelularmente (Pérez, 2011a).

Con respecto a las monotropoide, estas se caracterizan por establecer

relacion con géneros de Monotropaceae, esta familia se caracteriza porque sus
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miembros son plantas sin clorofila por lo que dependen en gran medida del hongo
asociado para obtener nutrimentos. Las semillas de Monotropa son pequenas y
presentan dificultades para germinar en ausencia de hongos asociados. Se ha
observado que el hongo es capaz de colonizar las raices de arboles cercanos
(principalmente Pinus y Picea) y transportar nutrimentos desde el arbol a las
plantas sin cloréfila (Alvarez, 2012). El hongo forma un manto flngico, hifas

intracelulares e intercelulares y haustorios (Hernandez-Cuevas et al., 2003).

En las micorrizas orquideoides se han descrito dos tipos de colonizacion: la
tolipofagia y ptiofagia. La primera ocurre cuando el hongo coloniza las raices de
la orquidea al penetrar desde las células epidérmicas hasta las células corticales.
Este tipo de colonizacion esta presente en la mayoria de las especies de orquideas
y se caracteriza por el desarrollo de los pelotones dentro de las células de la
corteza radical. Los pelotones son estructuras dehiscentes que proveen nutrientes
a la planta después de ser digeridos. En estas estructuras las hifas estan rodeadas
por membrana celular vegetal, que se invagina a medida que la hifa se desarrolla
hasta formar una matriz de interfase hongo-planta. La ptiofagia ocurre sin la
formacion de pelotones y los nutrientes son transferidos al hospedero después de

la plasmolisis de las hifas (Ordonez et al., 2014).

Con referencia a las ericoides, en la asociacion intervienen hongos
ascomicetos, donde el mas estudiado es Rhizoscyphus ericae, con Ericaceae y
Epacridaceae como los brezos (Erica spp. y Calluna vulgaris), azaleas
(Rhododendron spp.) y arandanos (Vaccinium spp). El hongo produce enzimas
extracelulares (celulosas, hemicelulasas. ligninasas, pectinasas, fosfatasas y
proteasas) que degradan la materia organica, permitiendo la movilizacion de
nutrimentos. Estas micorrizas forman enrollamientos hifales llamados ovillos
(Gomez, 2010).

Por dltimo, las arbusculares, estan ampliamente extendidos por toda la
superficie terrestre y establecen simbiosis con, al menos, el 80% de las plantas
vasculares. Se caracterizan porque sus hifas penetran en las células de las raices

formando estructuras de almacenamiento (vesiculas) y otras especializadas en el




intercambio bidireccional de nutrimentos y carbono, conocidos como arbusculos

(Pugnaire y Martinez, 2009).

2.3 Hongos micorrizégenos arbusculares (HMA)

Los HMA presentan una amplia distribucion, ya que se encuentran presentes
en todos los ecosistemas terrestres naturales como desiertos, dunas, selvas
tropicales, salinas y sistemas manejados como praderas, huertos y cultivos
agricolas, por tanto, se han registrado en la mayoria de los suelos y en muchas
especies de plantas (Moreira et al., 2012), asociandose también con las

cianobacterias (SchuBler et al., 1994).

De acuerdo con numerosos estudios paleobotanicos, morfoanatomicos y
filogenéticos basados en técnicas moleculares la coevolucion mantenida entre
hongos micorrizdgenos y raices de plantas se remonta al Paleozoico, hace mas de
400 millones de afnos y se relaciona su presencia con el origen de las primeras
plantas terrestres. De hecho, los ancestros de los actuales briofitos y helechos ya
presentaban asociaciones similares a las micorrizas arbusculares (MA) (Honrubia,
2009).

La importancia de la MA consiste en el mejoramiento del vigor y el
crecimiento de las plantas de interés agricola, horticola y forestal al participar en
la fijacion de elementos esenciales, fundamentalmente los de lenta movilidad en
el suelo, tales como el fosforo, nitrogeno, potasio, cobre y zinc, alternativamente,
reducen la captacion de elementos altamente fitotoxicos como manganeso y
aluminio. Adicionalmente, las hifas extraradicales son importantes en la
conservacion de los suelos al contribuir significativamente en la formacion de

agregados estables, manteniendo una buena estructura (Borie et al., 2000).

Esta asociacion proporciona otros beneficios a las plantas, entre los que
destacan: la proteccion ante el ataque de parasitos y el aumento de su resistencia
a la herbivora, influyendo en la produccion de sustancias defensivas por parte de
la misma planta, aumento del area de exploracion de la raiz, lo que incrementa el

flujo de agua del suelo a la planta (De la Rosa-Mera, 2009).
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2.4 Taxonomia de los HMA

Los primeros intentos para clasificar los HMA datan de finales del siglo XIX y
comienzos del XX, inicialmente incluyéndolos dentro de Endogonaceae, Unica
familia subordinada al orden Endogonales dentro del phylum Zygomycota en la cual
se agrupaban junto a especies de hongos que no forman micorriza (Salmerén-
Santiago et al., 2015). Debido a tales inconsistencias que indicaban una
clasificacion que no reflejaba un origen evolutivo comin de estos organismos,
Morton y Benny (1990) estudiaron distintas caracteristicas de los HMA en el que se
incluyeron  caracteristicas  morfologicas, ontogenéticas, citologicas vy
reproductivas, con la finalidad de establecer una clasificacion natural. Con este
estudio se logro determinar un origen evolutivo comin, y concluyé con la
formacion del orden Glomales (corregido mas tarde a Glomerales) dentro del

phylum Zygomycota.

Glomerales contenia los subérdenes Glomineae y Gigasporineae; el primero
integraba a la familia Glomaceae que agrupaba a especies de Glomus y
Sclerocystis, y una nueva familia Acaulosporaceae que incluia a Acaulospora y
Entrophospora. El suborden Gigasporinae contenia a la familia Gigasporaceae a la
cual pertenecian Gigaspora y Scutellospora. Por otro lado, Endogonales contenia
Unicamente a Endogonaceae con un solo género, Endogone (Salmeron-Santiago et
al., 2015). Redecker et al. (2000) reconocieron la existencia de otros grupos que
parecian ser ancestrales dentro del orden Glomerales (Archaeosporaceae vy

Paraglomeraceae, junto con los nuevos géneros Archaeospora y Paraglomus).

Un cambio crucial se produjo finalmente cuando SchuBler et al. (2001)
utilizaron las secuencias obtenidas del gen SSU del ARN ribosomico para establecer
las relaciones filogenéticas entre los HMA y otros grupos de hongos. Los HMA fueron
elevados a nivel de phylum (Glomeromycota), demostrando ser un grupo
monofolético, como los Ascomycota y Basidiomycota. Los zigomicetos resultaron
ser polifiléticos y Endogone no se agrupé cerca de los Glomeromycota. El phylum

Glomeromycota se compone de una sola clase, los Glomeromycetes que a su vez




comprende cuatro ordenes Glomerales, Diversisporales, Paraglomerales y

Archaeosporales (Salmeroén-Santiago et al., 2015).

2.5 Desarrollo y morfologia

Las MA, estan formadas por hongos que se relacionan con una amplia variedad
de plantas hospederas. Su desarrollo (colonizacion de la raiz de una planta)
comienza a partir de propagulos llamados clamidosporas de resistencia formadas
por el hongo, o bien, micelio (conjunto de hifas) originado de fragmentos de raiz

o raices completas previamente colonizadas (Montaino, 2000).

Los propagulos pueden penetrar a la raiz de una planta para colonizarla o
bien las esporas que poseen un gran numero de nlcleos y glébulos lipidicos, que
resisten condiciones adversas en el suelo, tales como el calor, la humedad,
temperatura y sequia, germinan cuando las circunstancias son favorables dando
inicio al crecimiento primario de uno o varios tubos de germinaciéon que pueden
proliferar y formar un micelio que se extiende de forma radical y erratica a través
del suelo en busca de la raiz de una planta hospedera susceptible de ser colonizada
(Nunez, 2013).

Durante la germinacion de las esporas ocurren algunos eventos que parecen
ser comunes para todos los HMA. El nimero de nucleos disminuye de 2000 a 800
durante los primeros dias de la germinacion, debido a la migracion de éstos hacia
las hifas. La sintesis de proteinas y de ARN comienza 35 minutos después de la
ruptura de la inhibicion, asi que también se activan el ciclo de los acidos
tricarboxilicos, la sintesis de aminoacidos y la gluconeogénesis. A los 45 minutos,
aumenta el ATP en las esporas, lo que indica la presencia de un sistema respiratorio
activo, también ocurre la sintesis neta de lipidos que son un material rico en
energia necesario para la germinacion de la espora y el crecimiento presimbiotico
del micelio. En el micelio formado ocurre una migracion de nucleos y citoplasma
en dos direcciones; es decir, el citoplasma de la espora se redistribuye dentro del

tubo de germinacion (Cuenca, 2015).




Las esporas no requieren de una planta hospedera para germinar, pero
usualmente su presencia acelera este proceso. Germinan en agar-agua, utilizando
Unicamente las reservas de la espora. Sin el estimulo de la planta, el crecimiento
del tubo germinativo esta limitado a unos 20-30 dias, después de los cuales ocurre
la retraccion del citoplasma, produccion de septos y desarrollo de ramas laterales
e hinchamiento de los apices de las hifas. Algunos HMA son capaces de germinar

multiples veces (Cuenca, 2015).

La presencia de raices micotroficas, o de los exudados radicales que éstas
producen, promueven mayor desarrollo del micelio, aumentando especialmente su
grado de ramificacion. La estimulacion antes mencionada, no se produce cuando
en las inmediaciones del naciente micelio se encuentran raices de plantas no
hospederas, o cuando los exudados proceden de plantas no micotroficas en cuyo

caso, algunas veces se han mostrado efectos inhibitorios (Nufez, 2013).

Una vez que el hongo encuentra una raiz susceptible de ser colonizada, éste
experimenta una notable estimulacion que se manifiesta en una abundante
proliferacion del micelio, y sobre todo en un aumento de la ramificacion,
incrementandose el contacto con la raiz. Cuando ese contacto se produce, el hongo
se adhiere a la raiz y forma un apresorio (también llamado hifopodio)
produciéndose la penetracion del hongo que tiene lugar normalmente entre dos
células epidérmicas. Se acepta, que los sitios mas habituales de penetracion
coinciden con las areas mas activas de la raiz. Cabe mencionar que el HMA no

penetra por heridas ni coloniza raices muertas (Giovannetti et al., 1993).

Varios autores han demostrado que la planta prepara el ambiente intracelular
para la hifa de la MA. El aparato de pre-penetracion o PPA (por sus siglas en inglés)
es una estructura subcelular que predetermina el camino del crecimiento fungico
a través de la célula vegetal y se forma en 4-5 horas, después de la formacion del
hifopodio. El desarrollo del PPA es precedido por la migracion del nicleo de una
de las células de la planta, hacia el punto de entrada anticipado del hongo. ELl
nucleo se mueve adelante del PPA para guiar su direccion a través de la célula
(Cuenca, 2015).
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ELl PPA es un puente citoplasmatico grueso a través de la vacuola de la célula
de la planta hospedera, que contiene microtubulos y microfilamentos que, junto
con las densas cisternas del reticulo endoplasmatico, forman un tubo perforado
que conecta el nucleo conductor con el sitio de contacto del apresorio. La hifa
penetra la célula hospedera sélo después que ese tunel transcelular ésta completo.
Las membranas del reticulo endoplasmatico situadas en dicho tlUnel estan en la

posicion ideal para la sintesis de la membrana perifingica (Cuenca, 2015).

Una vez iniciada la colonizacion de la raiz, el HMA comienza la formacion de
vesiculas y arbUsculos en el parénquima radical. Los arbUsculos son estructuras
especializadas altamente ramificadas, tipicamente intracelulares que se localizan
en las células corticales cercanas al cilindro vascular, y cuya funcion es la
transferencia de nutrimentos desde y hacia el hospedante. Los arbUsculos estan
formados a partir de una hifa inter o intracelular mediante ramificaciones
dicotomicas sucesivas hasta formar series de ramas bifurcadas. Posterior a la
formacion de los arbusculos se forman las vesiculas que son estructuras ovoides,
globosas, elipticas, reniformes, claviformes o irregulares que contienen material
lipidico, estas son érganos de reserva para el HMA y, en algunos casos su pared
gruesa las asemeja a las clamidosporas, que en situaciones de estrés estas reservas
son utilizadas por el hongo y entonces las vesiculas degeneran. Se forman inter o

intracelularmente y tanto fuera como dentro de la raiz (NUinez, 2013).

Una segunda fase en el desarrollo de la colonizacion de la raiz de una planta
ocurre con el crecimiento exterior de las hifas del hongo y el establecimiento de
posteriores puntos de entrada. Las hifas que emergen de la raiz se extienden por
el suelo varios centimetros, dando lugar al micelio externo, que constituye un
sistema de absorcion de nutrimentos y captacion de agua. Sobre el micelio se
forman grandes esporas que van madurando hasta convertirse en clamidosporas;

aunque determinadas especies desarrollan también esporocarpos (Montano, 2000).
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Ill. ANTECEDENTES

Durante anos se han llevado a cabo exhaustivas investigaciones dirigidas a
registrar la identidad de las comunidades de HMA que habitan los suelos de los
diferentes ecosistemas de México, con estudios primordialmente en bosques
tropicales, matorrales xerofilos y pastizales, pocos realizados en los bosques
templados, a pesar de ser estos Ultimos de gran relevancia puesto que México

pierde cada ano hasta 45 mil hectareas de esta vegetacion (Montano et al., 2012).

Entre los escasos estudios, Olivera-Morales et al. (2011) indicaron la
presencia de especies pertenecientes al género Acaulopora, Funneliformis,
Gigaspora, Glomus, Pacispora, Redeckera y Scutellospora en suelos rizosféricos de

Querqus rugosa en la Ciudad de México.

Gonzalez-Cortés et al. (2012) reportaron 39 especies de HMA en suelos
rizosféricos de tres bosques templados en Michoacan, con predominancia de

especies de Acaulospora y Glomus.

En lo concerniente a las investigaciones llevadas a cabo en el extranjero,
Chaturvedi et al. (2012) publicaron la presencia de especies correspondientes a los
géneros Acaulospora, Ambispora, Claroideoglomus, Gigaspora, Glomus,
Paraglomus, Racocetray Rhizophagus en suelos rizosféricos de un bosque de pino-

encino en Kumaon, India.

Por lo que se refiere a las especies de HMA inventariadas en los suelos
rizosféricos de plantas medicinales, De la Rosa-Mera et al. (2012) registraron
especies de Acaulospora, Gigaspora, Glomus y Scutellospora en suelos de 13
plantas medicinales de Adiantaceae, Apiaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae,

Phytolaccaceae, Plantaginaceae, Poligonaceae y Rosaceae.

Wang y Jiang (2015) trabajaron con los suelos rizosféricos de 20 plantas
medicinales de Araceae, Blechnaceae, Chloranthaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae,
Lamiaceae, Lygodiaceae, Melastomataceae, Myrsinaceae, Poaceae, Polygonaceae,

Rubiaceae, Rutaceae, Selaginellaceae, Urticaceae y Zingiberaceae en los cuales
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observaron especies de Acaulospora, Archaeospora, Gigaspora, Glomus,

Funneliformis, Scutellospora, Septoglomus y Rhizophagus.

En India, Thapa et al. (2015) y Rajkumar et al. (2012) examinaron suelos de
plantas medicinales de Acanthaceae, Adiantaceae, Amaranthaceae, Apiaceae,
Apocynaceae, Aristolochiaceae, Asteraceae, Asclepiadaceae, Caesalpiniaceae,
Costaceae, Crassulaceae, Dioscoreaceae, Euphorbiaceae, Gentianaceae,
Lamiaceae, Menispermaceae, Piperaceae, Plumbaginaceae, Rubiaceae,
Smilaceae, Solanaceae, Sterculiaceae donde aislaron especies de Acaulospora,

Gigaspora, Glomus, Pacispora, Paraglomus y Scutellospora.

Zubek et al. (2013) indicaron que las comunidades de HMA establecidas en
los suelos de cinco plantas medicinales de Apiaceae, Hypericaceae, Lamiaceae y
Papaveraceae estan conformadas por especies de Archaeospora, Claroideoglomus,

Diversispora, Funneliformis, Glomus, Paraglomus, Scutellospora y Septoglomus.

Por lo anterior, conocer las comunidades de HMA asociadas a los suelos
rizosféricos de las plantas medicinales del bosque templado de Agua Escondida
Taxco, Guerrero como Adiantum capillus-veneris L., Baccharis conferta K.,
Gnaphalium viscosum K., Loeselia mexicana (Lam.) B., Plantago major L., Salvia
lavanduloides K., Sedum oxypetalum H.B.K., Selaginella lepidophylla S., Senecio
salignus DC. y Senecio stoechadiformis DC. permitira contestar las siguientes
preguntas: ;qué familias, géneros y especies conforman las comunidades de HMA
asociadas a las diez plantas medicinales? ;cual es la semejanza de las comunidades
de HMA asociadas a las diez plantas medicinales? ;las propiedades quimicas de los
suelos rizosféricos de las especies medicinales estudiadas son similares? y ;las
propiedades quimicas de los suelos rizosféricos influyen en la abundancia y riqueza
de las especies de HMA? Ademas, es posible que estos puedan ser los primeros

registros para los bosques templados de Guerrero.

13




IV. HIPOTESIS

Las especies medicinales crecen en sitios marginales del bosque templado de
Agua Escondida, estas especies modifican las propiedades de los suelos rizosféricos
en los que se establecen y desarrollan, promoviendo de esta manera comunidades

de hongos micorrizdégenos arbusculares particulares.

V. OBJETIVOS

5.1 General

Estudiar las comunidades de hongos micorrizogenos arbusculares que se
asocian a los suelos rizosféricos de diez plantas medicinales del bosque templado

de Agua Escondida.

5.2 Particulares

Analizar la diversidad de especies de HMA asociados al suelo rizosférico de

las diez especies medicinales.

Estudiar la similitud de especies de HMA entre los suelos rizosféricos de las

diez plantas medicinales.

Examinar las condiciones edaficas (pH, materia organica, nitrogeno total y

fosforo asimilable) de los suelos rizosféricos de las especies medicinales.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Zona de estudio

El municipio de Taxco de Alarcon representa el 1.3% de la superficie del
estado de Guerrero (Figura 1) ubicado entre los paralelos 18° 21’ y 18° 41’ de
latitud norte; los meridianos 99° 25’ y 99° 47’ de longitud oeste; altitud entre 700
y 2600 m. El municipio colinda al norte con los municipios de Tetipac, Pilcaya y el
estado de Morelos; al este con el estado de Morelos y el municipio de Buenavista
de Cuellar; al sur con los municipios Buenavista de Cuellar, Iguala de la
Independencia, Teloloapan e Ixcateopan de Cuauhtémoc; al oeste con los
municipios de Ixcateopan de Cuauhtémoc, Pedro Ascencio Alquisiras y Tetipac
(INEGI, 2009). Las rocas dominantes son turbiditas plegadas con abundantes fosiles
del Cretacico Tardio, donde aflora un bloque de rocas foliadas constituido de
depositos volcanicos, terrigenos y calizas, deformados por un metamorfismo de

bajo grado (Campa-Uranga et al., 2012).

La hidrologia del municipio consta de arroyos y rios poco caudalosos que
forman parte de las subcuencas rio Alto Amacuzac y rio Cocula. Las corrientes de
agua permanentes son: Acatlan, Almolonga, Amacuzac, Campuzano, Chitosto, El
Anil, Encino Solo, La Trampa, Plan de Campos, San Juan, San Pedro Atengo, Taxco,
Temixco y Zacapalco. Mientras que las intermitentes son: Axixintla, Capulines, El
ARil, El Limén, Granadas, Grande, Huixteco, La Cueva de la Vieja, La Gotera,
Landa, Las Bocas, Los Aguacates, Los Naranjos, Marmajita, San Jeronimo, San
Juan, Taxco y Zapotitla (INEGI, 2009).

El clima predominante en el municipio es calido subhimedo con lluvias en
verano. La temperatura media anual registrada en las estaciones meteorologicas
de la zona es mayor a 22° C y la precipitacion media anual varia de 800 a 1000 mm;
en las partes altas de la sierra se presenta el clima semicalido subhiumedo con

lluvias en verano; la temperatura media anual oscila entre 18 y 22° C (INEGI, 1991).
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Al centro y sur del municipio se extiende la zona en que predominan los suelos
rendzinas: ricos en cal, muy arcillosos y aptos para cierto tipo de cultivos; al centro
y noreste se presentan los suelos cambisol: poco desarrollados, susceptibles a la
erosion y poco aptos para la actividad agricola; al norte y noreste se extienden los
vertisoles que por su alto contenido de arcilla son poco aptos para construccion y
agricultura (INEGI, 1991).

El tipo de vegetacion predominante es el bosque de Quercus, frecuentemente
asociado con coniferas; sin embargo, se encuentra también bosque tropical
caducifolio, bosque mesofilo de montafna, bosque de coniferas y algunas porciones

de bosque de galeria (Martinez et al., 2004).
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Figura 1. Localizacion de la zona de estudio.
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6.2 Campo

Muestreo de suelo. Se arribd al bosque de pino-encino de la localidad de
Agua Escondida Taxco, Guerrero durante los meses de marzo, mayo y junio del ano
2015 y en febrero y agosto del ano 2016 donde se recolectaron 150 g de muestra
de suelo de cinco individuos de las diez especies vegetales registradas como
medicinales: Adiantum capillus-veneris, Baccharis conferta, Gnaphalium
viscosum, Loeselia mexicana, Plantago major, Salvia lavanduloides, Sedum
oxypetalum, Selaginella lepidophylla, Senecio salignus y Senecio stoechadiformis.
Se procurd que la separacion entre plantas de la misma especie fuera de al menos
cinco metros y que cada planta estuviera aislada con el fin de que el suelo no
tuviera influencia de las plantas aledanas. Para el muestreo de suelo se eliminaron
los residuos frescos de materia organica. Enseguida cada muestra se empacé en

bolsas ziploc y se rotulo.

Se colocaron en una hielera con el fin de que disminuyera el metabolismo de
los microorganismos del suelo, incluyendo los HMA y que no se deterioraran las
esporas. Una vez en el laboratorio las muestras de suelo se secaron a temperatura
ambiente y se almacenaron en un refrigerador para su posterior procesamiento y
revision. Al mismo tiempo de muestrear el suelo, se colectaron y herborizaron

especimenes de cada planta con el fin de ratificar su identidad taxonomica.

6.3 Laboratorio

Extraccion y evaluaciéon de la densidad de esporas de los HMA. La
extraccion de esporas del suelo se realizd por los métodos de tamizado y
decantacion en humedo y centrifugacion con gradiente de sacarosa modificadas
por Hernandez-Cuevas et al. (2008). Se pesaron 50 g de suelo seco que se colocaron
en un vaso de agitacion al que se le adicioné agua para realizar una agitacion
mecanica durante 5 minutos, se dejé reposar de 2 a 3 min. Enseguida se decant6
el sobrenadante en un tamiz de 105 y 44 ym y se lavo con abundante agua para
recuperar el maximo de esporas. La fraccidon obtenida en ambos tamices se coloco

en tubos para centrifugarlos con agua a 2000 rpm por 5 min, se elimind el
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sobrenadante de cada tubo (esporas muertas y restos de materia organica) y se les
adicion6 una solucion sacarosa al 60%. Se centrifugd a 1000 rpm durante 5 min, al
terminar se decanto la solucion de cada tubo en un tamiz de 105 y 44 p (donde se
esperaba encontrar las esporas viables de los HMA). Se lavé la muestra con
abundante agua para eliminar el exceso de sacarosa y se colocd en una caja Petri
con agua destilada. Con la ayuda de un estereoscopio de diseccion se realizo el
conteo y seleccion de esporas de los HMA, agrupandolos de acuerdo con su forma,

color, tamano, presencia o ausencia de hifa, entre otras.

Elaboracion de preparaciones permanentes para la determinacion
taxonémica de los HMA. Con las esporas aisladas y seleccionadas se prepararon
laminillas permanentes, para ello se colocaron todas las esporas extraidas en un
portaobjetos, se instaldo la mitad de las esporas en una solucion de alcohol
polivinilico, acido lactico y glicerol (PVLG) (Ver Anexo). A la otra parte se le
adicion6 PVLG mas el reactivo de Melzer proporcion 1:1 (este reactivo se utiliza
para observar la reaccién de la pared de las esporas y determinar, con ayuda de
un microscopio optico, el niUmero de capas que conforman la pared, estructuras
como escudos de germinacion y otros elementos adicionales que permite su

determinacion taxonomica basado en la morfologia) (Ver Anexo).

Se dejo espacio suficiente en un extremo del portaobjetos para colocar una
etiqueta con los siguientes datos: nombre cientifico, nUmero de muestra, fecha
del muestreo y zona de estudio. Se dejaron secar las preparaciones durante 24-48
h en una estufa modelo VWR 1500E Incubator a 40° y 45° C en posicion horizontal,
posteriormente se observaron las preparaciones al microscopio. Con base en la
observacion de las caracteristicas morfoldgicas y con las claves taxonomicas

disponibles en la pagina web http://invam.caf.wvu.edu/_ se determinaron las

especies presentes en cada suelo, este procedimiento se realizo para todos los
suelos de cada especie vegetal con sus cinco repeticiones cada una. Las
propiedades quimicas del suelo asi como el porcentaje de materia organica se

evaluaron aplicando los métodos sugeridos por la NOM-021-RECNAT-2000.
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Materia organica. Se tamizaron 10 g de suelo en una malla de 2 mm, se
tomaron 0.1 g para colocarlo en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se anadieron 5
mL de dicromato de potasio 1N, enseguida se agito esta solucion. Se agregaron 10
mL de acido sulfurico concentrado, se agito durante 1 min, se dejo reposar por 30
min (tiempo necesario para que se enfriara). Se adicionaron 100 mL de agua
destilada, al enfriarse esta mezcla se anadieron 5 mL de acido fosforico
concentrado, 0.05 de fluoruro de sodio y 15 gotas de difenilamina. Se titul6é con
sulfato ferroso 0.5 N. Para la valoracion de la solucion de sulfato ferroso, se corrio

una prueba en blanco (Ver Anexo).

Fosforo extractable (Bray-1). Se pesaron 0.5 g de suelo tamizado y se
colocaron en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se adicionaron 10 mL de la solucion
extractora Bray-1 y se cubrio el matraz con un tapon de corcho. Se agité a 180
r.p.m en posicion horizontal durante 5 min, después se empacaron embudos con
algodon estéril y se filtro la solucion en tubos de ensayo 25x200 mm. Para el
desarrollo del color se tomaron 0.5 mL del extracto, se agregaron 10.5 mL de agua
destilada, 4 mL de acido ascorbico, 10 mL de agua destilada y después de 10 min

se leyd a 882 nm en el espectofotometro (Ver Anexo).

Nitrogeno total por el método microKjeldhal, incluyendo el NOs'. Se
colocaron 0.25 g de suelo tamizado en un matraz Kjeldhal, se agregaron 4 mL de
mezcla acido sulflrico-salicilico. Después de 30 min se adicionaron 0.1 g de la
mezcla catalizadora, se dejo reposar durante 12 h y se calentdé a temperatura
media alta hasta que el digestado se tornd ligeramente claro, cabe mencionar que
lo ideal es que se torne totalmente claro. Se dejo6 enfriar y se anadi6 agua destilada
solo la necesaria para colocar el digestado en suspension mediante agitacion, este
se transfirio al equipo de destilacion y se agregaron 15 mL de NaOH 50%. Se
procedio a la destilacion para lo cual se recibié el destilado en 10 mL de acido
borico al 4% y 0.2 mL de mezcla de indicador verde de bromocresol-rojo de metilo
y se llevd hasta un volumen de 50 mL, finalmente se titulé con acido sulflrico

0.05N, hasta un tono levemente rosado de la solucion (Ver Anexo).
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pH. Se colocaron 10 g de suelo seco en un vaso de precipitados de 50 mL, se
agregaron 20 mL de agua destilada y con una varilla de vidrio se agit6 la mezcla a
intervalos de 5 min, durante media hora. En seguida se dejoé reposar

aproximadamente 15 minutos.

El potencidémetro marca Conductronic Pc-18 se calibré con una solucion
buffer de pH 4 posteriormente con una piseta se lavaron los electrodos y con papel
filtro se quito el exceso de agua. Después de este tiempo se registré el pH

introduciendo los electrodos en la suspension de suelo.

6.4 Analisis estadistico

Para evaluar la diversidad de especies se utilizo el indice de Shannon-Wiener:
H = =Ypi.lnpi

Donde:

. Ny . . .
pi= Fl Abundancia relativa de especie i

Para evaluar la dominancia de especies se utilizo el indice de Simpson:

x= Ypi?
Para evaluar la equitatividad de las especies se utilizo el indice de Pielou:
’ H,
J'= Wmax
Donde:

H ‘max=1nS y S=numero de especies

Los datos correspondientes a la riqueza de especies, abundancia de esporas,
diversidad de especies y propiedades quimicas del suelo se analizaron mediante

un analisis de varianza (ANOVA), seguidamente aquellas que arrojaron diferencias
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estadisticamente significativas se analizaron mediante una prueba de Tukey a un

nivel de significancia del 0.05.

Para determinar diferencias entre las comunidades de HMA en las plantas
medicinales se realizo un analisis de similitud con el indice de Morisita para grupos

pareados. Los softwares utilizados fueron el programa NCSS version 2007 y PAST3.
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ViIl. RESULTADOS

7.1 Composicion de especies de HMA

En total se inventariaron 30 especies; las cuales pertenecen a siete familias
y diez géneros, de ellas 28 se determinaron a nivel de especie (seis de ellas
quedaron como afin) y solo dos hasta género. El 76.66% de las especies
correspondieron a las familias Acaulosporaceae, Glomeraceae y Gigasporaceae; el
23.32% de las especies restantes, se ubicaron en Claroideoglomeraceae,
Ambisporaceae, Diversisporaceae y Archaeosporaceae. El género mejor
representado fue Acaulospora con 12 especies; seguido de Claroideoglomus,
Gigaspora y Glomus con tres especies; Ambispora, Funneliformis y Scutellospora
con dos especies y Diversispora, Entrophospora y Sclerocystis con una especie
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Especies de hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) registradas en la rizosfera de las plantas
medicinales del bosque templado de Agua Escondida Taxco, Guerrero.

Familia Especie botanica

Hongo micorrizégeno arbuscular Acv |Bc |Gv |Lm |Pm |SI|So|Sle|Ssa | Sst
Acaulosporaceae

Acaulospora aff. cavernata Blaszk X

A. aff. undulata Sieverd X | X

A. alpina Oehl, Sykorova & Sieverd X X X
A. bireticulata F.M. Rothwell & Trappe X| X | X |X|X]| X X
A. denticulata Sieverd. & S. Toro X X| X X
A. koskei Blaszk X X X X
A. laevis Gerd. & Trappe X X X X
A. morrowiae Spain & N. C. Schenck X X | X
A. scrobiculata Trappe X | X

A sp. 1l

A.sp.2

A. spinosa C. Walker & Trappe X [ X| X | X | X |[X X
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Cuadro 1. Continuacion

Familia

Especie botanica

Hongo micorrizégeno arbuscular

Acv

Bc

Gv

Lm

Pm

S|

So

Sle

Ssa

Sst

Ambisporaceae

Ambispora appendicula C. Walker

A. fennica C. Walker, Vestberg & Schuessler

Archaeosporaceae

Entrophospora infrequens R. N. Ames & R. W. Schneid

Claroideoglomeraceae

Claroideoglomus aff. drummondii C. Walker & Schuessler

C. claroideum C. Walker & Schuessler

C. etunicatum C. Walker & Schuessler

Diversisporaceae

Diversispora aff. trimurales C. Walker & Schuessler

Gigasporaceae

Gigaspora decipiens |. R. Hall & L. K. Abbott

G. gigantea Gerd. & Trappe

G. margarita W. N. Becker & |. R. Hall

Scutellospora dipurpurescens J. B. Morton & Koske

S. scutata C. Walker & Dieder

Glomeraceae

Funneliformis aff. geosporum C. Walker & Schuessler

F. aff. monosporum Gerd. & Trappe

Glomus arenarium Blaszk., Tadych & Madej

G. macrocarpum Tul. & C. Tul.

G. spinuliferum Sieverd. & Oehl

X

Sclerocystis rubiformis Gerd. & Trappe

X

Riqueza total

11

15

13

8

8

8

12

11

9

13

Acv=Adiantum capillus-veneris, Bc=Baccharis conferta, Gv=Gnaphalium viscosum, Lm=Loeselia mexicana, Pm=Plantago

major, Sl=Salvia lavanduloides, So=Sedum oxypetalum, Sle=Selaginella lepidophylla, Ssa=Senecio salignus y Sst=Senecio

stoechadiformis.
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Del total de especies de HMA registradas, tres estuvieron presentes en nueve
de las plantas medicinales: Acaulospora bireticulata (excepto en Adiantum
capillus-veneris), A. laevis (excepto en Selaginella lepidophylla) y A. spinosa
(excepto en Senecio salignus). Por el contrario, Funneliformis aff. geosporum sélo
se recupero6 de la rizésfera de Adiantum capillus-veneris. De la misma manera
sucedié con Claroideoglomus aff. drummondii, A. sp. 1 y Diversispora aff.
trimurales, que se aislaron exclusivamente de la rizéosfera de Gnaphalium
viscosum, Plantago major y Senecio salignus respectivamente. Otras tres especies
de HMA solo se encontraron en la rizosfera de Baccharis conferta (A. aff.
cavernata, Gigaspora gigantea y Funneliformis aff. monosporum) y dos mas
Unicamente se hallaron en la rizosfera de Senecio stoechadiformis (Gigaspora

margarita 'y Sclerocystis rubiformis).

Durante el primer ano de muestreo se inventariaron 26 de las 30 especies de
HMA, 14 de ellas se presentaron tanto en la estacion de secas como en la de lluvias:
Acaulospora alpina, A. bireticulata, A. denticulata, A. koskei, A. laevis, A.
morrowiae, A. spinosa, Ambispora appendicula, A. fennica, Entrophospora
infrequens, Claroideoglomus claroideum, C. etunicatum, Scutellospora
dipurpurescens y Glomus arenarium, mientras que, A. aff. undulata, A. sp. 2y
Gigaspora decipiens fueron las especies que se aislaron exclusivamente en la
estacion de lluvias. Otras nueve especies (A. aff. cavernata, A. scrobiculata,
Claroideoglomus aff. drummondii, Scutellospora scutata, Funneliformis aff.
geosporum, F. aff. monosporum, Glomus macrocarpum, G. spinuliferum y

Sclerocystis rubiformis), se aislaron Unicamente durante la estacion de secas.

En el siguiente ano se registraron 22 de las 30 especies de HMA, 16 de ellas
presentes en la estacion de secas: Acaulospora alpina, A. bireticulata, A. koskei,
A. laevis, A. morrowiae, A. scrobiculata, A. sp. 1, A. sp. 2, Entrophospora
infrequens, Claroideoglomus etunicatum, Diversispora aff. trimurales, Gigaspora
gigantea, G. margarita, Scutellospora dipurpurescens, S. scutata y Glomus

spinuliferum contrario a la estacion de lluvias durante la cual se reporto sélo la
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especie A. aff. undulata. Las especies registradas en ambas estaciones fueron: A.

denticulata, A. spinosa, Ambispora appendicula, A. fennicay Gigaspora decipiens.

7.2 Riqueza de especies de HMA

Las cuatro plantas medicinales que presentaron riqueza total mayor que 11
especies de HMA en su rizosfera fueron: Baccharis conferta (15 spp.), Gnaphalium
viscosum (13 spp.), Sedum oxypetalum (12 spp.) y Senecio stoechadiformis (13
spp.) (Cuadro 1), las seis especies restantes tuvieron menos de nueve especies de
HMA. La riqueza media de especies varid entre 2 en Loeselia mexicana y 5.4 en
Baccharis conferta (figura 2).

El ANOVA indicé que las medias entre las plantas medicinales no son

significativamente diferentes con una F= 1.98 y P=0.06.

ANOVA
F=1.98; P=0.06
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Figura 2. Riqueza promedio de especies de hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) presentes en
la rizésfera de las plantas medicinales estudiadas del bosque templado de Agua Escondida Taxco,
Guerrero. n= 5. Acv=Adiantum capillus-veneris, Bc=Baccharis conferta, Gv=Gnaphalium viscosum,
Lm=Loeselia mexicana, Pm=Plantago major, S\=Salvia lavanduloides, So=Sedum oxypetalum,
Sle=Selaginella lepidophylla, Ssa=Senecio salignus y Sst=Senecio stoechadiformis.
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En relacion con la riqueza total de especies de HMA presentes en la rizosfera
de las plantas medicinales durante la temporada de lluvias y secas, 16 de las 30
especies de HMA se registraron en ambas temporadas, 13 Unicamente se hallaron

en la temporada de secas y una especie fue exclusiva de la temporada de lluvias.

7.3 Densidad de esporas de HMA

La densidad de esporas de HMA promedio vari6 entre 27.6 y 140.8 por 100 g

de suelo seco en Sedum oxypetalum y Senecio salignus respectivamente.

El ANOVA indicé que las medias entre las plantas medicinales no son

significativamente diferentes con una F= 1.5y P=0.18.
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Figura 3. Densidad de esporas de hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) presentes en la rizosfera
de las plantas medicinales estudiadas del bosque templado de Agua Escondida Taxco, Guerrero. n=
5. Acv=Adiantum capillus-veneris, Bc=Baccharis conferta, Gv=Gnaphalium viscosum, Lm=Loeselia
mexicana, Pm=Plantago major, Sl=Salvia lavanduloides, So=Sedum oxypetalum, Sle=Selaginella
lepidophylla, Ssa=Senecio salignus y Sst=Senecio stoechadiformis.

26




7.4 Abundancia relativa de los HMA

La figura 4 presenta la abundancia relativa de las especies de HMA presentes
en la rizosfera de las plantas medicinales. En Baccharis conferta, Loeselia
mexicana y Salvia lavanduloides, la especie de HMA mas abundante fue
Acaulospora bireticulata, sin embargo, en Sedum oxypetalum fue la que registrd
abundancia menor. En Gnaphalium viscosum, Plantago major y Senecio
stoechadiformis el HWA mas abundante fue Acaulospora morrowaiae, no obstante,
dicha especie presentd menor abundancia en Salvia lavanduloides. En Sedum
oxypetalum, Selaginella lepidophylla y Senecio salignus las especies mas
abundantes fueron Gigaspora decipiens, Acaulospora denticulata vy
Claroideoglomus claroideum respectivamente. En dicha figura también se observa
que Acaulospora alpina fue mas abundante en Adiantum capillus-veneris, pero
menos abundante en Baccharis conferta y Senecio stoechadiformis. Ademas,
Acaulospora spinosa fue la especie con menor abundancia en Loeselia mexicana y
Adiantum capillus-veneris. Acaulospora denticulata tuvo menor abundancia en
Gnaphalium viscosum 'y Senecio salignus. Entrophospora infrequens y Acaulospora
aff. undulata fueron los HMA que cantidad menor de esporas se registraron en el

suelo rizosferico de Plantago major y Selaginella lepidophylla respectivamente.

En general las especies de HMA con menor abundancia fueron Acaulospora
aff. cavernata, Acaulospora sp. 1, Claroideoglomus aff. drummondii,

Funneliformis aff. geosporum 'y Sclerocystis rubiformis.
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Figura 4. Abundancia relativa de los hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) presentes en la rizosfera de las
plantas medicinales estudiadas del bosque templado de Agua Escondida Taxco, Guerrero. Acv=Adiantum capillus-
veneris, Bc=Baccharis conferta, Gv=Gnaphalium viscosum, Lm=Loeselia mexicana, Pm=Plantago major, Sl=Salvia
lavanduloides, So=Sedum oxypetalum, Sle=Selaginella lepidophylla, Ssa=Senecio salignus, Sst=Senecio
stoechadiformis, Acc=Acaulospora cavernata, Acu=A. aff. undulata, Aca=A. alpina, Acb=A. bireticulata, Acd=A.
denticulata, Ack=A. koskei, Acl=A. laevis, Acm=A. morrowiae, Acs=A. scrobiculata, Ac1=A. sp1, Ac2=A. sp2, Acsp=A.
spinosa, Ama=Ambispora appendicula, Amf=A. fennica, Eni=Entrophospora infrequens, Cld=Claroideoglomus aff.
drummondii, Clc=C. claroideum, Cle=C. etunicatum, Dit=Diversispora aff. trimurales, Gid=Gigaspora decipiens,
Gig=G. gigantea, Gim=G. margarita, Scd=Scutellospora dipurpurescens, Scs=S. scutata, Fug=Funneliformis aff.
geosporum, Fum= Funneliformis aff. monosporum, Gla=Glomus arenarium, Glm=G. macrocarpum, Gls=G.
spinuliferum y Scr=Sclerocystis rubiformis.
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7.5 Diversidad, dominancia y equitatividad

Se utilizo el indice de Shannon-Wiener (H) como estimador de la diversidad
de HMA. La comunidad de HMA mas diversa se registré en Selaginella lepidophylla
(H’=1.16), Baccharis conferta (H’=1.13), Sedum oxypetalum (H’=1.12) y Senecio
stoechadiformis (H’=1.02) mientras que Senecio salignus (H’=0.51) y Loeselia
mexicana (H’=0.56) presentaron los valores mas bajos indicando una comunidad

de hongos micorrizogenos arbusculares menos diversa (figura 5).

El ANOVA indic6 que las medias entre las plantas medicinales no son

significativamente diferentes con una F= 1.4 y P=0.22.
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Figura 5. indice de diversidad de Shannon-Wiener para los hongos micorrizdgenos arbusculares (HMA)
presentes en la rizosfera de las plantas medicinales del bosque templado de Agua Escondida Taxco, Guerrero.
Acv=Adiantum capillus-veneris, Bc=Baccharis conferta, Gv=Gnaphalium viscosum, Lm=Loeselia mexicana,
Pm=Plantago major, S\=Salvia lavanduloides, So=Sedum oxypetalum, Sle=Selaginella lepidophylla,
Ssa=Senecio salignus y Sst=Senecio stoechadiformis.
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Por lo que se refiere al indice de Dominancia de Simpson (D), las plantas
medicinales que presentaron dominancia de alguna especie de HMA fueron:
Senecio salignus (D=0.72), Adiantum capillus-veneris (D=0.69) y Gnaphalium
viscosum (D=0.64). No se registro dominancia en Selaginella lepidophylla (D=0.38)
y Sedum oxypetalum (D=0.37). Por otro lado, el indice de equitatividad de Pielou
(J’) fue mayor en Sedum oxypetalum (J’=0.86) y Selaginella lepidophylla
(J’=0.80), mientras que, Senecio salignus (J’=0.42), Adiantum capillus-veneris
(J’=0.49) y Gnaphalium viscosum (J’=0.50) presentaron menor equitatividad
(

figura 6 y figura 7).
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Figura 6. Dominancia de Simpson para los hongos micorrizdégenos arbusculares (HMA) presentes en la rizosfera
de las plantas medicinales del bosque templado de Agua Escondida Taxco, Guerrero. Acv=Adiantum capillus-
veneris, Bc=Baccharis conferta, Gv=Gnaphalium viscosum, Lm=Loeselia mexicana, Pm=Plantago major,
Sl=Salvia lavanduloides, So=Sedum oxypetalum, Sle=Selaginella lepidophylla, Ssa=Senecio salignus y
Sst=Senecio stoechadiformis.
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Figura 7. indice de equitatividad de Pielou para los hongos micorrizdgenos arbusculares (HMA)
presentes en la rizosfera de las plantas medicinales del bosque templado de Agua Escondida Taxco,
Guerrero. Acv=Adiantum capillus-veneris, Bc=Baccharis conferta, Gv=Gnaphalium viscosum,
Lm=Loeselia mexicana, Pm=Plantago major, Sl\=Salvia lavanduloides, So=Sedum oxypetalum,
Sle=Selaginella lepidophylla, Ssa=Senecio salignus y Sst=Senecio stoechadiformis.

7.6 indice de similitud de Morisita

El analisis de conglomerados formo un grupo del cual se distinguieron Senecio
salignus muestra cinco y Loeselia mexicana muestra cuatro. El grupo se subdividio
en seis subgrupos, el I esta conformado por Adiantum capillus-veneris, Baccharis
conferta y Salvia lavanduloides con el 91% de similitud; el II esta constituido por
Adiantum capillus-veneris, Selaginella lepidophylla y Salvia lavanduloides donde
la muestra dos y tres de la primera especie presentaron un 99% de similitud. De la
misma manera sucedié con Senecio salignus muestra tres y cuatro en el subgrupo
III y Baccharis conferta muestra dos y Salvia lavanduloides muestra cuatro en el

subgrupo VI.

En el v, la composicion de especies de HMA entre muestras de Baccharis

conferta, Loeselia mexicana, Gnaphalium viscosum, Selaginella lepidophylla,
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Plantago major, Sedum oxypetalum, Salvia lavanduloides y Senecio
stoechadiformis fue similar en un 16%, sin embargo, fue Gnaphalium viscosum
muestra dos y Selaginella lepidophylla muestra dos que tuvieron mayor similitud
(88%). En el IV, Gnaphalium viscosum muestra uno presentd una similitud de
aproximadamente el 100% con Plantago major muestra uno, Loeselia mexicana
muestra cinco, Gnaphalium viscosum muestra cuatro y Senecio stoechadiformis

muestra uno (Figura 8).
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Figura 8. Analisis de similitud entre las plantas medicinales estudiadas del bosque templado de Agua Escondida
Taxco, Guerrero en los meses de muestreo. Acv=Adiantum capillus-veneris, Bc=Baccharis conferta, Gv=Gnaphalium
viscosum, Lm=Loeselia mexicana, Pm=Plantago major, Sl\=Salvia lavanduloides, So=Sedum oxypetalum,
Sle=Selaginella lepidophylla, Ssa=Senecio salignus, Sst=Senecio stoechadiformis, f=febrero, m=marzo, ma=mayo,
j=junio y a= agosto.
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7.7 Descripcion de especies de HMA

Acaulospora aff. cavernata Blaszk

Esporas solitarias, amarillas, globosas, en ocasiones subglobosas. La
estructura subcelular de las esporas con una pared externa y dos paredes internas
de germinacion. La externa contiene tres capas (swl1-3). La sw1 evanescente,
hialina, continta con la pared del saculo esporifero. La sw2 amarilla, ornamentada
con orificios redondos uniformes, la sw3 flexible, hialina, separandose facilmente

de la sw2.

La pared germinal 1 con dos capas estrechas, hialinas y semiflexibles (gw1l1-
2). La pared germinal 2 con tres capas (gw2l1-3). La gw2l1 flexible, hialina y
regularmente se desintegra en esporas trituradas. La gw2l2 flexible, hialina y

coriacea. La gw2l3 hialina y se tifie de color purpura con el reactivo de Melzer.

Acaulospora alpina Oehl, Sykorova & Sieverd

Esporas solitarias, amarillo palidas a naranja intenso, globosas, formadas
lateralmente sobre el cuello de la hifa del saculo esporifero, cuando maduran se
desprenden y presentan una cicatriz, estructura subcelular consta de una pared
externa y dos paredes internas de germinacion. La pared externa (swl1-3) con tres
capas. La sw1 evanescente, hialina, usualmente muy deteriorada o
completamente desgarrada en esporas maduras. La sw2 presenta ornamentada
uniformemente con perforaciones de fondo cénico las cuales parecieran tener un
punto central obscuro. La sw3 dificil de observar pues se encuentra adherida

firmemente a la superficie inferior de la capa sw2.

La pared germinal 1 con dos capas hialinas semiflexibles (gw 111-2), dificiles
de observar. La pared germinal 2 con tres capas hialinas adherentes (gw 211-3).
Ninguna de las capas reacciona con el reactivo de Melzer; aunque Oehl et al. (2006)
reportaron que en algunas esporas la capa gw 212 se tife de color rojo pastel

(Figura 9).
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Acaulospora bireticulata F.M. Rothwell & Trappe

Esporas solitarias, marron amarillentas, globosas, desarrolladas lateralmente
sobre el cuello de la hifa del saculo esporifero. El saculo esporifero es hialino. La
estructura subcelular de las esporas consta de una pared externa y dos paredes
internas de germinacion. La pared externa con tres capas (swl1-3). La swi
evanescente, amarillo claro, continlo con el saculo esporifero y ausente en
esporas maduras. La sw2 ornamentada por reticulos alveolados (circulares o
irregulares) o poligonales (tetragonales, pentagonales o hexagonales), hialino,
encerrados por crestas que forman proyecciones irregulares. La sw3 hialina y

adherida a la sw2.

La pared germinal 1 con dos capas semi rigidas, hialinas (gw1l1-2). La pared
germinal 2 con dos capas (gw2l1-2). La gw2I2 se tife de rojo palido con el reactivo

de Melzer (Figura 9).

Acaulospora denticulata Sieverd. & S. Toro

Esporas solitarias, naranja-marron, globosas, formadas lateralmente sobre el
cuello de la hifa del saculo esporifero. La estructura subcelular de las esporas

constituida por una pared externa y dos paredes internas de germinacion.

La pared de la espora con tres capas (swl1-3). La sw1 evanescente, hialina,
continlia con la pared del saculo esporifero. La sw2 con proyecciones en forma de
diente. Proyecciones de circulares a oblongas con un borde superior. La sw3

flexible, hialina, adherida a la sw2.

La pared germinal 1 con dos capas hialinas (gw1l1-2). La gw1l1 flexible,
adherida a la gw1l2. La pared germinal 2 con dos capas hialinas (gw2l1-2). La gw2I2

se tine de color rosa grisaceo con el reactivo de Melzer (Figura 10).
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Acaulospora koskei Blaszk

Esporas solitarias, naranja a naranja-marrén, globosas, desarrolladas
lateralmente sobre el cuello de la hifa del saculo esporifero. La estructura
subcelular compuesta por una pared externa y dos paredes internas de

germinacion.

La pared externa con tres capas (swl1-3). La sw1 evanescente, hialina,
continua con la pared del saculo esporifero, unida a la sw2, ausente en esporas
maduras. La sw2 lisa y amarillo-marrén. La sw3 hialina, adherida a la sw2, teiido

de naranja rojizo con el reactivo de Melzer.

La pared germinal 1 con una capa semi flexible (gw1), hialina. La pared
germinal 2 con dos capas (gw2l1-2). La gw2l1 flexible, hialina, cubierta de
pequenos granulos. La gw2l2 reacciona con el reactivo de Melzer adquiriendo un

color rosa pastel o purpura (Figura 10).
Acaulospora laevis Gerd. & Trappe

Esporas solitarias, naranja-marron, globosas. La estructura subcelular consta
de una pared externa y dos paredes internas de germinacion flexibles. La pared
externa con tres capas (swl1-3). La sw1 hialina, lisa, continua con la pared del
cuello del saculo esporifero. La sw2 con subcapas muy finas a menudo adherentes,
naranja marron. La superficie de esta capa es lisa, sin reaccion con el reactivo de
Melzer. La sw3 amarillo-pardo, con subcapas muy finas, adherentes, sin reaccion

al Melzer.

Las paredes germinales hialinas y flexibles. La pared germinal 1 se forma de
dos capas hialinas, estrechamente adheridas (gw1l1-2). La pared germinal 2 se
forma de dos capas hialinas, adheridas casi por completo, sin reaccion al reactivo
de Melzer (gw2l1-2) (Figura 10).
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Acaulospora scrobiculata Trappe
Esporas solitarias, amarillo palidas, globosas, formadas lateralmente sobre el
cuello de la hifa del saculo esporifero. La estructura subcelular constituida de una

pared externa y de dos paredes internas de germinacion.

La pared externa con tres capas (swl1-3). La sw1 hialina, evanescente,
adherida a la sw2, a menudo ausente. La sw2 amarillo palida con depresiones
concavas ovoides, circulares y elipsoides. La sw3 flexible, hialina y raramente

separada de la sw2.

La pared germinal 1 con dos capas flexibles, hialinas y adheridas (gw1l1-2).
La pared germinal 2 con dos capas membranosas y hialinas (gw2l1-2). La gw2lI1
delgada con numerosas excrecencias irregulares, mientras que, la gw2l2 gruesa,
flexible y reacciona con el reactivo de Melzer tinéndose a rosado o magenta

(Figura 11).
Acaulospora sp. 1

Esporas solitarias, amarillo palidas y ornamentadas. La estructura subcelular
de las esporas consta de pared externa y pared interna de germinacién con varias
capas. La pared externa (sw) pareciera estar compuesta por una capa sw1 hialina
y evanescente ademas de una capa sw2 que se caracteriza por presentar una
ornamentacion en forma de laberinto muy diferente a Acaulospora rehmii. Las

capas de la pared interna de germinacion son hialinas y flexibles.
Acaulospora sp. 2

Esporas solitarias, amarillo doradas, ornamentadas y con presencia de
cicatriz. La estructura subcelular de las esporas consta de pared externa y pared
interna de germinacion con varias capas. La pared externa (sw) pareciera estar
compuesta por una capa sw1 hialina, evanescente y disgregada. La capa sw2
pareciera presentar depresiones muy pequenas, juntas e irregulares y a la vez la

presencia de espinas.
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Figura 9. Acaulospora alpina: 1) Espora en PVLG con cicatriz. 2) Espora con perforaciones conicas en la sw2.
3) Espora con la hifa del saculo esporifero, cicatriz y capa sw2 de la pared externa. Acaulospora bireticulata:
4) Espora presenta restos del saculo esporifero. 5) Espora con reticulos poligonales. 6) Pared de germinacion.




Figura 10. Acaulospora denticulata: 1) Espora en PVLG+Melzer con capa sw3 de la pared externa y las paredes
internas de germinacion. 2) Espora mostrando su tipo de ornamentacion. Acaulospora koskei: 3) Espora en
PVLG+Melzer con las capas de la pared externa y las paredes internas de germinacion. 4) Tincion de la capa gw212
en el reactivo de Melzer. Acaulospora laevis: 5) Espora montada en PVLG. 6) Cicatriz presente y espiral de
germinacion.




Acaulospora spinosa C. Walker & Trappe

Esporas solitarias, amarillo claro, globosas. La estructura subcelular consta
de una pared externa y dos paredes internas de germinacion. La pared externa con
tres capas (swl1-3). La sw1 hialina, se degrada muy temprano y esta ausente
incluso antes de que las espinas en sw2 estén completamente formadas. La sw2
amarillo palido y con espinas redondeadas. La sw3 hialina, adherente a sw2 y facil
de observar en montajes que contienen el reactivo de Melzer. Las paredes
germinales son hialinas y flexibles. La pared germinal 1 con dos capas (gw1l1-2).
La pared germinal 2 hialina con dos capas (gw2l1-2), la gw2I2 se tifie de rosa violeta

en el reactivo de Melzer (Figura 11).
Ambispora appendicula C. Walker

Hongo dimorfico, produciendo esporas de tipo acaulosporoide y glomoide.
Las esporas de tipo acaulosporoide se forman de manera individual mientras que
las de tipo glomoide pueden encontrarse de manera individual o en agregados en
el suelo. En este trabajo su descripcion y comparacion se basé Unicamente en las
esporas del tipo acaulosporoide. Las esporas se forman lateralmente sobre un

pedicelo unido a la hifa del saculo esporifero.

Esporas amarillo palidas, globosas, estructura subcelular constituida de una
pared externa y dos paredes de germinacion internas. La pared externa con tres
capas (swl1-3). La sw1 evanescente, hialina y dificil de observar. La sw2 amarilla
y mucho mas gruesa en comparacion de la sw1 y sw3, ademas solo la sw2 se tifie
de naranja a rojo intenso en el reactivo de Melzer. La sw3 flexible, hialina y

adherida a la sw2.

La pared germinal 1 comprende de dos capas hialinas ornamentadas (gw1l1-
2). La pared germinal 2 hialina y consiste en tres capas estrechamente adherentes
(gw2l1-3) (Figura 12).

Ambispora fennica C. Walker, Vestberg & Schuessler

Esporas solitarias, hialinas amarillas y globosas. La estructura subcelular con

una pared externa y dos paredes de germinacion internas. La pared externa con
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tres capas (swl1-3). La sw1 evanescente y hialina con una tonalidad amarilla que
cambia a rojo parpura en el reactivo de Melzer. La sw2 finamente laminada, semi-
rigida y hialina. La sw3 flexible, hialina, adherida a la superficie inferior de la sw2

y dificil de observar.

La pared germinal 1 con dos capas fragiles y lisas (gw1l1-2). Ambas capas
firmemente adheridas y dificiles de distinguir. La pared germinal 2 con tres capas
lisas y hialinas (gw2l1-3). La gw2l1 semiflexible; la gw2l2 laminada y la gw2I3
flexible con pliegues. En el reactivo de Melzer, sélo las capas sw1y sw3 reaccionan
tinéndose de rojo. El pedicelo es curvado, de color similar al de las esporas y
constituido por una pared con tres capas continuas con la capa sw de las esporas
(Figura 12).

Entrophospora infrequens R. N. Ames & R. W. Schneid

Esporas solitarias, ornamentadas, producidas intercalarmente en una hifa de
sostén que se ensancha en su apice formando un saculo globoso, amarillo dorado
a naranja pardo y globosas. La estructura subcelular esta compuesta por una pared

externa y una pared germinal.

La pared externa con cuatro capas (swl1-4). La sw1 evanescente y hialina. La
sw2 lisa y semipermanente. La sw3 permanente, naranja pardo, con numerosas
proyecciones poligonales, con una ligera depresion en el centro. La sw4
semiflexible, lisa, amarillo pardo y dificilmente de observar en el microscopio ya

que se encuentra firmemente adherida a la superficie inferior de la sw3.

La pared germinal consta de tres capas hialinas, flexibles y estrechamente

unidas (gwl1-3) (Figura 12).
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Figura 11. Acaulospora scrobiculata: 1) Espora montada en PVLG+Melzer. 2) Capa externa sw2 y tincion de la
pared interna de germinacion gw2l2. Acaulospora spinosa: 3) Espora montada de PVLG. 4) Capas sw1y sw2 de la
pared externa.




Figura 12. Ambispora appendicula: 1) Espora montada en PVLG+Melzer. Ambispora fennica: 2) Espora con pedicelo
curveado. 3) Capas de la pared externa de la espora. Entrophospora infrequens: 4) Ornamentacion de la capa sw3.

Claroideoglomus aff. drummondii C. Walker & Schuessler

Esporas solitarias, amarillas y globosas, con hifa hialina. La estructura
subcelular consta de una pared con de tres capas (swl1-3). La sw1 evanescente,

hialina y generalmente desprendida en esporas maduras. La sw2 lisa y amarilla. La




sw3 flexible, hialina, separandose facilmente de la sw2 y reacciona al reactivo de

Melzer.
Claroideoglomus claroideum C. Walker & Schuessler

Esporas solitarias, amarillo palidas, globosas con una hifa de sostén recta. La
estructura subcelular de las esporas consta de una pared externa con cuatro capas
(swl1-4). La sw1 hialina, adherida a la sw2, se tine de color rosa en el reactivo de
Melzer y ausente en esporas maduras. La sw2 semi flexible, hialina y no reacciona
al reactivo de Melzer. La sw3 lisa, amarillo palida y compuesta por subcapas
estrechamente adherentes. En esporas jovenes, la sw4 esta adherida a la sw3, por
lo que resulta dificil de observar, mientras que, en esporas maduras la sw4 se

desprende con facilidad de la sw3.
Claroideoglomus etunicatum C. Walker & Schuessler

Esporas solitarias, amarillo palidas, globosas y con una hifa recta
transparente. El color entre la hifa y la espora cambia. La estructura subcelular
consta de una pared con dos capas (swl1-2). La sw1 hialina y ausente en las esporas
maduras. La sw 2 lisa y amarilla. En el reactivo de Melzer sélo la sw1 se tifie de

color rojizo.
Diversispora aff. trimurales C. Walker & Schuessler

Esporas solitarias, amarillo palidas y globosas. La estructura subcelular
consta de una pared compuesta por tres capas (swl1-3). La sw1 rigida, laminada,
amarillo palido. La sw2 amarillo palido y delgada en comparacion de la sw1. La

sw3 laminada y hialina.
Gigaspora decipiens |. R. Hall & L. K. Abbott

Esporas solitarias, blancas a color crema y globosas a subglobosas. La
estructura subcelular consta de una pared con tres capas (swl1-3). La sw1 lisa,
adherente a la sw2 y dificil de observar. La sw2 laminada, amarillo palido que al
reaccionar con el reactivo de Melzer se tife rojo oscuro. La sw3 presenta

numerosas verrugas o papilas.

43




Gigaspora gigantea Gerd. & Trappe

Esporas solitarias, amarillo limén brillante, globosas y en ocasiones ovoides.
Hifa de sostén en forma de bulbo. La estructura subcelular esta constituida por
una pared externa y una pared de germinacion. La pared externa con dos capas
(swl1-2). La sw1 lisa, de color amarillo palido y adherente a la sw2. La sw2 amarillo

verdoso y cambia a rojizo intenso con reactivo de Melzer.

La pared germinal flexible, en ocasiones adherida a la sw2 y con presencia
de verrugas (Figura 13).

Gigaspora margarita W. N. Becker & I. R. Hall

Esporas solitarias, amarillo girasol, globosas a subglobosas, presenta hifa en
forma bulbo y verrugas, aunque estas Ultimas pueden estar ausentes. La estructura
subcelular de las esporas consta de una pared con tres capas (swl1-3). La sw1 lisa
y hialina. La sw2 consiste en laminas lisas, amarillo girasol, reacciona al reactivo
de Melzer adquiriendo un color rojo oscuro. La sw3 adherente a la sw2 y presenta

numerosas verrugas o papilas.

Scutellospora dipurpurescens J. B. Morton & Koske

Esporas solitarias, amarillo verdoso, subglobosa a oblonga y presenta hifa en
forma de bulbo de color amarillo. La estructura subcelular consta de una pared
externa y dos paredes internas de germinacion. La pared externa con dos capas
(swl1-2). La sw1 lisa, amarillo palido con un tinte verdoso, firmemente adherida.
La sw2 laminada y amarillo palido. Las laminas presentes en esta capa se separan

ligeramente confundiéndose con una pared interior flexible.

Las paredes germinales hialinas y flexibles (gwl1-2). La gw1 hialina,
adherente a la sw2, se tife de color rosa claro en el reactivo de Melzer. La gw2
hialina, dividida en dos capas (gw2l1-2) regularmente adheridas. La gw2l1 se tife
de color rosa claro en el reactivo de Melzer mientras que la gw2I2 lo hace color

rojo purpura.
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Scutellospora scutata C. Walker & Dieder

Esporas solitarias, hialino, globosas en ocasiones elipticas, con un escudo de
germinacion café y ornamentado. La estructura subcelular consta de una pared
externa y tres paredes internas de germinacién. La pared externa con dos capas
adherentes (swl1-2). La sw1 hialina y lisa. La sw2 laminada, de blanco a amarillo

palido.

Las paredes germinales hialinas y flexibles (gwl1-3). La gw1 es la una Unica

en no tenirse en el reactivo de Melzer.

Funneliformis aff. geosporum C. Walker & Schuessler

Esporas solitarias, amarillo a naranja marrén, globosas a subglobosas, con
una hifa en forma de embudo. Su estructura subcelular consta de tres capas (swl1-
3). La sw1 hialina, no reacciona al reactivo de Melzer. La sw2 rigida, laminada,
amarillo a naranja marron. La sw3 rigida, adherida a la sw2 que se puede
diferenciar porque su color suele ser ligeramente mas oscuro ademas parece tener

verrugas cortas y gruesas en algunas esporas.
Glomus arenarium Blaszk., Tadych & Madej

Esporas solitarias, formadas terminalmente sobre la hifa cenocitica, color
ocre y globosas. La estructura subcelular consiste en una pared con tres capas
(swl1-3), la sw1 evanescente, hialina, adherida a la sw2, lisa en esporas juveniles,
gradualmente deteriorada o desintegrada después de la formacion de la sw2,
ausente en esporas maduras. La sw2 flexible, hialina, lisa, se desintegra con la
edad. La sw3 laminada, lisa, color ocre, laminada en la espora y en la hifa de

sostén. Estas tres capas no reaccionan al Melzer. La hifa de sostén es hialina.
Glomus macrocarpum Tul. & C. Tul.

Esporocarpos, esporas amarillas, globosas a subglobosas. La estructura

subcelular esta compuesta de una pared con dos capas (swl1-2). La sw 1

45




semiflexible, hialina y puede llegar a deshacerse. La sw2 lisa y amarilla. Ambas

capas no reaccionan al reactivo de Melzer y son continuas con la hifa.
Glomus spinuliferum Sieverd. & Oehl

Esporas solitarias, amarillo marron, globosas. La estructura subcelular consta
de una pared externa con cuatro capas (sw1-4). La sw1 evanescente, hialina y
ausente en esporas viejas. La sw2 permanente, hialina, cubierta con espinas finas.
La sw3 lisa y amarilla. La sw4 semi flexible, hialina a amarillo claro, adherida
estrechamente a la superficie inferior de la capa sw3 resultando en ocasiones

dificil de observar (Figura 13).
Sclerocystis rubiformis Gerd. & Trappe

Las esporas forman agrupaciones compactas, conocidos como esporocarpos,
los cuales se caracterizan por presentar una masa semicompacta de hifas en su
parte central, llamada plexo, asimismo, en algunos casos es posible observar una
cubierta compacta o laxa de hifas, denominada peridio la cual es evanescente que
se pierde con facilidad. Esporas con hifa del mismo color que las esporas (amarillo

palido a amarillo marron) (Figura 13).
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Figura 13. Gigaspora gigantea: 1) Espora montada en PVLG+Melzer. Sclerocystis rubiformis: 2) Esporocarpo

compuesto por mas de cuatro esporas unidas por un plexo central hifal. Glomus spinuliferum: 3) Capa sw2

cubierta de espinas. 4) Espora montada en PVLG.

47




7.8 Propiedades quimicas del suelo

Los valores promedio de pH, los porcentajes de materia organica (MO),
nitrogeno total, asi como la concentracion de fosforo registradas en los suelos
rizosféricos de las diez plantas medicinales, analizadas mediante el ANOVA y que
al presentar diferencias significativas fueron sometidas a la prueba de Tukey con

un nivel de confianza del 95%, se muestran en las figuras 14 a 17.

El pH promedio de los suelos rizosféricos vario entre 6.0 en Baccharis conferta
y 7.2 en Plantago major, los cuales se clasifican como moderadamente acidos a
neutros segin la NOM-021. El ANOVA indico que las medias entre las plantas
medicinales si son significativamente diferentes con una F=13.07 y P=0.000001;
siendo diferentes Plantago majory Senecio salignus de Adiantum capillus-veneris,
Baccharis conferta, Gnaphalium viscosum, Loeselia mexicana, Salvia
lavanduloides, Sedum oxypetalum, Selaginella lepidophylla y Senecio

stoechadiformis (Figura 14).
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Figura 14. pH de los suelos rizosféricos de las plantas medicinales estudiadas. n=5, letras
distintas indican diferencias significativas (Tukey P= 0.05). Acv=Adiantum capillus-veneris,
Bc=Baccharis conferta, Gv=Gnaphalium viscosum, Lm=Loeselia mexicana, Pm=Plantago major,
Sl=Salvia lavanduloides, So=Sedum oxypetalum, Sle=Selaginella lepidophylla, Ssa=Senecio
salignus y Sst=Senecio stoechadiformis.
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El porcentaje de nitrogeno total promedio varié entre 0.04 en Senecio
salignus y Senecio stoechadiformis y 0.33 en Selaginella lepidophylla, clasificados
por la NOM-021 como muy bajos a muy altos. ELl ANOVA indicé que las medias entre
las plantas medicinales si son significativamente diferentes con una F=9.46 y
P=0.000001; siendo diferentes Senecio salignusy Senecio stoechadiformis de Salvia
lavanduloides, Adiantum capillus-veneris, Gnaphalium viscosum, Sedum
oxypetalumy Selaginella lepidophylla, mientras que, Baccharis conferta, Loeselia

mexicana y Plantago major son diferentes de Selaginella lepidophylla (Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de nitrogeno en los suelos rizosféricos de las plantas medicinales estudiadas.
n=5, letras distintas indican diferencias significativas (Tukey P= 0.05). Acv=Adiantum capillus-veneris,
Bc=Baccharis conferta, Gv=Gnaphalium viscosum, Lm=Loeselia mexicana, Pm=Plantago major,
Sl=Salvia lavanduloides, So=Sedum oxypetalum, Sle=Selaginella lepidophylla, Ssa=Senecio salignus y
Sst=Senecio stoechadiformis.
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El porcentaje de MO promedio varid entre 1.05 en Plantago major y 13.08 en
Selaginella lepidophylla, clasificados por la NOM-021 como bajos a muy altos. El
ANOVA indic6 que las medias entre las plantas medicinales si son
significativamente diferentes con una F=36.24 y P=0.000001; siendo diferentes
Adiantum capillus-veneris, Baccharis conferta, Salvia lavanduloides y Selaginella
lepidophylla de Gnaphalium viscosum, Loeselia mexicana, Plantago major,

Senecio salignus y Senecio stoechadiformis (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de Materia organica en los suelos rizosféricos de las plantas medicinales estudiadas.
letras distintas indican diferencias significativas (Tukey P= 0.05). Acv=Adiantum capillus-veneris,
Bc=Baccharis conferta, Gv=Gnaphalium viscosum, Lm=Loeselia mexicana, Pm=Plantago major, S|=Salvia
lavanduloides, So=Sedum oxypetalum, Sle=Selaginella lepidophylla, Ssa=Senecio salignus y Sst=Senecio

n=5,

stoechadiformis.
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La concentracion de fésforo promedio vario entre 0.44 en Plantago major y
16.09 en Senecio salignus, clasificados por la NOM-021 como bajos a medios. El
ANOVA indic6 que las medias entre las plantas medicinales si son
significativamente diferentes con una F=29.35 y P=0.000001; siendo diferentes
Adiantum capillus-veneris, Baccharis conferta, Gnaphalium viscosum, Loeselia
mexicana, Plantago major, Salvia lavanduloides, Sedum oxypetalum, Selaginella

lepidophylla y Senecio stoechadiformis de Senecio salignus (Figura 17).
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Figura 17. Concentracion de fosforo asimilable en los suelos rizosféricos de las plantas medicinales
estudiadas. n=5, letras distintas indican diferencias significativas (Tukey P= 0.05). Acv=Adiantum capillus-
veneris, Bc=Baccharis conferta, Gv=Gnaphalium viscosum, Lm=Loeselia mexicana, Pm=Plantago major,
Sl=Salvia lavanduloides, So=Sedum oxypetalum, Sle=Selaginella lepidophylla, Ssa=Senecio salignus y
Sst=Senecio stoechadiformis.
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VII. DISCUSION

La escasa bibliografia encontrada para la zona de estudio permite afirmar
que las 30 especies de HMA son los primeros registros de la riqueza que existe en
el bosque de pino-encino de Agua Escondida, Taxco Guerrero y que el
desconocimiento que se tiene sobre estas comunidades se debe, probablemente,
a que en las zonas templadas el dominio de la ectomicorriza desplaza el interés
por la micorriza arbuscular, ademas la falta de cientificos especializados y el
limitado apoyo financiero impiden la exploracion de muchas comunidades
naturales de la Republica Mexicana restringiendo los datos a unos cuantos estados
como Baja California Sur, Chiapas, Chihuahua, Estado de México, Hidalgo, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Oaxaca, Quintana Roo, Sonora, Tabasco, Tlaxcala, Veracruz

y Zacatecas (Varela y Trejo, 2001; Montano et al., 2012).

Las 30 especies de HMA registradas en este trabajo representan el 9% de las
descritas en el ambito mundial y el 20% de las 146 especies de hongos arbusculares
que hasta el momento se tenian registradas en los ecosistemas de nuestro pais, no
obstante, en colaboracion con Varela-Fregoso et al. (2017), se documentaron dos
nuevos registros para México, Acaulospora alpina y Ambispora fennica que
elevaron el valor a 148. Si se considera que Anacardiaceae, Asteraceae,
Clethraceae, Clusiaceae, Ericaceae, Fabaceae, Fagaceae, Lauraceae,
Malestomataceae, Pinaceae, Polypodiaceae, Salicaceae, Scrophulariaceae vy
Rosaceae son parte de las familias representativas de los bosques templados de
México (CONABIO, 2012), y que segin Cuenca (2015) si forman micorrizas surge la
posibilidad de que el bosque templado de la localidad de Agua Escondida, albergue
en sus rizosferas otras especies de HMA no listadas para el pais e incluso

desconocidas para el resto del mundo.

El valor de riqueza de especies de HMA difiere de lo publicado para otros
bosques templados ya que Olivera-Morales et al. (2011), Gonzalez-Cortés et al.
(2012) y Chaturvedi et al. (2012) registraron 10 especies en la Cuenca del Rio
Magdalena, 39 especies en el estado de Michoacan y 13 especies en la Region de

Kumaon en India respectivamente. Si la comparamos con otros tipos de vegetacion
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como los bosques tropicales caducifolios, Guadarrama et al. (2007) y Allen et al.
(1998) inventariaron 12 y 15 especies de HMA respectivamente. Mientras que en
los bosques mesofilos de montana Lara-Pérez et al. (2014) y Bautista-Cruz et al.

(2014) citaron 19 especies en Veracruz y 27 especies para Oaxaca respectivamente.

Por lo que se refiere a la composicion de especies de HMA, de las 30 especies
halladas en el bosque de pino-encino estudiado Olivera-Morales et al. (2011),
Gonzalez-Cortés et al. (2012) y Chaturvedi et al. (2012) registraron en otros
bosques templados tres, nueve y siete especies de HMA respectivamente, entre
ellas Acaulospora laevis, A. spinosa, A. scrobiculata, A. denticulata, A. koskei,
Claroideoglomus claroideum, C. etunicatum, Entrophospora infrequens,
Funneliformis  geosporum, Gigaspora gigantea, Glomus macrocarpum,
Scutellospora dipurpurescens, S. scutata, y Sclerocystis rubiformis; ademas de
manera similar dichos autores indicaron el predominio de Acaulosporaceae al
presentar mayor proporcion de especies, seguida de Glomeraceae vy

Gigasporaceae.

Cabe sefnalar que en los tres bosques templados mencionados también se
aislaron especies pertenecientes a las familias Paraglomeraceae y Pacisporaceae
no registrados en este estudio. Si se comparan estos resultados con lo obtenido en
otros tipos de vegetacion como los bosques tropicales caducifolios y bosques
mesofilos de montaia, es posible notar una diferencia ya que tanto Guadarrama
et al. (2007) como Bautista-Cruz et al. (2014) hallaron mayor cantidad de especies
pertenecientes a la familia Glomeraceae, seguida de Acaulosporaceae y
Gigasporaceae mientras que Lara-Pérez et al. (2014) registraron el predominio de

Gigasporaceae seguida de Glomeraceae y Acaulosporaceae.

El género mejor representado en los bosques templados de la Cuenca del Rio
Magdalena, el estado de Michoacan y la Region de Kumaon fue Acaulospora con
cuatro, once y cinco especies respectivamente, estos resultados son similares con
los obtenidos en este estudio. La riqueza de este género también se ha citado en
bosques tropicales (Picone, 2000; Lovelock et al., 2003; Alvarez-Sanchez et al.,

2017). Dicha coincidencia se puede deber a que los suelos de estos ecosistemas
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presentan un pH acido a moderadamente acido (Boddington y Dood, 2000; Oehl et
al., 2006).

De acuerdo con Ramos (2008), la actividad de las deshidrogenasas (piezas
fundamentales en la respiracion y produccion de moléculas de ATP) disminuye
cuando el pH tiende a ser menor que 7, afectando de esta manera los procesos de
esporulacion y germinacion de esporas de los HMA lo que sugiere que las especies
de Acaulospora estan adaptadas para esporular y germinar bajo esta condicién y
posiblemente solo coexisten con aquellas que también lo estan como Ambispora
appendicula, A. fennica, Entrophospora infrequens, Claroideoglomus claroideum,
C. etunicatum, Scutellospora dipurpurescens, S. scutata y Sclerocystis rubiformis
las cuales se han registrado en regiones mezcaleras del estado de Michoacan, en
comunidades vegetales de pastos y trébol en Filadelfia, comunidades de gramineas
y leguminosas en Virginia e incluso en sabanas boscosas en Brasil donde los pH van
de 4.5 a 5.7 (Walker y Diederichs, 1989; Morton y Koske, 1998; Walker et al., 2007;
Trinidad-Cruz et al., 2017).

Las especies Acaulospora aff. cavernata, A. aff. undulata, A. alpina y A.
scrobiculata, fueron aisladas Unicamente de suelos rizosféricos con pH de 6.0 a
6.3. En estudios previos Blaszkowski (1989a) y Carneiro et al. (2015) mencionaron
que Acaulospora cavernata fue localizada en suelos de Polonia y campos de
“Murundus” en Brasil, con pH de 4.7 y 5.0 respectivamente. Acaulospora undulata
fue registrada en México en suelos rizosféricos provenientes de pastizales, bosques
tropicales, sistemas agricolas extensivos y sistemas agroforestales con pH de 5.8 a
6.2 (Montafio et al., 2012), mientras que, en otros paises como Africa fue

inventariara por Sieverding (1988) en suelos de cultivos tropicales con pH de 5.6.

Acaulospora alpina fue registrada en un bosque templado en la localidad de
las Animas en el Estado de México, en diferentes pastizales de los Alpes suizos y
en la Patagonia noroccidental en el Parque Nacional Nahuel Huapi en la Provincia
de Rio Negro, Argentina, en suelos con pH 4.6 a 5.6, 3.5 a 6.5y 6.0 a 6.2
respectivamente (Varela-Fregoso et al., 2017; Oehl et al., 2006; Velazquez et al.,
2016). Rodriguez-Morelos et al. (2014), Carballar-Hernandez (2009), Fabian et al.
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(2018), Guadarrama (1993), Guadarrama et al. (2007), Pérez-Luna et al. (2012) y
Trinidad-Cruz et al. (2017) sefhalaron que Acaulospora scrobiculata esta presente
en los bosques tropicales, manglares y cultivos de maiz donde los pH registrados
vande 5.0 a 6.7.

El resto de las especies que conforman Acaulospora, se hallaron tanto en
suelos moderadamente acidos como en neutros (de 6.0 a 7.2). Acaulospora
bireticulata se registro en dunas costeras, sistemas agricolas extensivos y regiones
subtropicales, en suelos con pH de 4.6 a 7.7 (Blaszkowski, 1989b; 1997; Montano
et al., 2012; Wang y Jiang, 2015). Acaulospora denticulata, A. laevis, A.
morrowiae y A. spinosa, fueron registradas por Chimal-Sanchez et al. (2015),
Pérez-Luna et al. (2012), Trinidad-Cruz et al. (2017), Varela y Trejo (2001),
Olivera-Morales et al. (2011), Fabian et al. (2018) y Guadarrama et al. (2007) en
suelos con matorrales xerofilos, sistemas de cultivos, bosque templado, manglar y
bosque tropical con pH de 5.4 a 8.4. Acaulospora koskei se observé en muestras

de suelo provenientes de Polonia donde los pH van de 5.8 a 7.0 (Blaszkowski, 1995).

En relacion con las especies de Glomus, éstas tienen un amplio rango de
adaptacion en cuanto al tipo de suelo y a las condiciones edafoclimaticas, sin
embargo, Panwar y Tarafdar (2006) indicaron su preferencia por los ambientes
aridos donde los suelos regularmente se caracterizan por registrar pH alcalinos,
esto podria justificar la baja proporcion de especies de este género en este
estudio. Glomus arenarium, G. macrocarpum y G. spinuliferum se hallaron en
suelos con un pH de 6.0 a 6.5. Blaszkowski et al. (2001) aislaron a G. arenarium de
suelos provenientes de dunas donde los pH van de 3.8 a 6.7. Dantas et al. (2015) y
Teixeira-Rios et al. (2013) senalaron que G. macrocarpum se establece en suelos
con pH de moderadamente acidos a alcalinos. Oehl et al. (2003) reportan a G.

spinuliferum en suelos con pH de 6.7.

En cuanto a las especies de HMA presentes en el bosque de pino-encino en
Agua Escondida, correspondientes a los géneros Diversispora, Funneliformis y
Gigaspora, éstas también se establecen en ecosistemas semiaridos, por ejemplo,

en Azumbilla y Coxcatlan en Puebla, Valle de Mezquital en Hidalgo y en las regiones
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mezcaleras de Michoacan; ademas, en los manglares de la costa norte de Yucatan;
bosques tropicales de Chiapas y Oaxaca; cultivos de haba, frijol y alverjon en
Tlaxcala; pastizales en Tabasco y cafetales en Veracruz (Varela y Trejo, 2001;
Guadarrama et al., 2007; Pérez-Luna et al., 2012; Osorio-Miranda et al., 2013;
Chimal-Sanchez et al., 2015; Chimal-Sanchez et al., 2016; Furrazola et al., 2017;
Trinidad-Cruz et al., 2017 y Fabian et al., 2018).

Sanchez-Lizarraga et al. (2017) mencionan que las especies de Funneliformis
normalmente son descritas como especies generalistas, ya que habitan en varios
ecosistemas. Por otro lado, Wang y Jiang (2015) atribuyen la baja cantidad de
especies del género Gigaspora, a que tardan mucho tiempo para producir esporas,
ademas que se ven favorecidas en su establecimiento y desarrollo por los suelos
arenosos y de acuerdo con INEGI (2009) el bosque de pino-encino de Agua
Escondida, se establece en un Luvisol, caracterizado por una acumulacion de

arcilla lo cual pudiera limitar también el nUmero de especies.

Todas las especies de HMA inventariadas en este trabajo se establecen en
suelos con porcentajes variables de MO. Oehl et al. (2004) sugieren que algunas
especies de HMA, especialmente Acaulospora spp., se establecen en suelos con
alto contenido de MO, esta situacion puede estar relacionada con el bajo nivel de
fosforo y nitrogeno disponible en estos suelos, tal y como se registré en este

estudio.

En relacion con las concentraciones de fosforo todas las especies de HMA con
excepcion de Acaulospora bireticulata, A. denticulata, A. laevis, A. morrowiae,
Ambispora fennica, Claroideoglomus claroideum, C. etunicatum, Gigaspora
decipiens y Diversispora aff. trimurales, se aislaron de suelos con concentraciones
bajas de fésforo disponible, mientras que, las especies de HMA mencionadas
anteriormente se ubicaron en suelos con concentraciones de bajas a medias. Tales
resultados indican que la presencia de las especies de HMA en los suelos
rizosféricos de las diez plantas medicinales, pudiera estar relacionada con la falta
de fosforo que las plantas requieren, esta deficiencia tiende aumentar la cantidad

de exudados desprendidos a través de sus raices, generando una acumulacion de
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compuestos de carbono en la rizésfera que propicia a su vez la proliferacion de

microorganismos como los HMA (Cuenca, 2015).

Entre los exudados inducidos por el estrés del fosforo se encuentran las
estrigolactonas y los flavonoides (Soares et al., 2005; Lopez-Raez et al., 2017),
estos Ultimos identificados en Plantago major, Salvia lavanduloides y Senecio
salignus  (eupatorin, 5-hidroxi-tetrametoxi, 5-hidroxi-trimetoxi-flavona vy
quercetina) (UNAM, 2009), de los cuales se tiene conocimiento que a determinadas
concentraciones se obtienen maximos porcentajes de germinacion de esporas en
especies de Glomus y Gigaspora, asi como mayor ramificacion y longitud de las
hifas (Pérez et al., 2011b) que podria ayudar a las plantas a explorar mas alla de

la zona de deficiencia.

Cabe agregar que los efectos de los flavonoides sobre los HMA dependen no
solo del tipo de flavonoide, sino también de su concentracion, y esto a su vez
depende de las especies botanicas, asi como del estado fisiologico y la edad de la
planta. Ademas, se ha comprobado que las especies de Glomus como G.
versiforme, G. mosseae y G. intraradices se caracterizan por poseer en sus hifas
externas transportadores de fosforo inorganico, incluso en un estudio con arroz
(Oryza sativa), colonizado por HMA se indico que el 70% del fosforo inorganico, fue
absorbido por los hongos simbioticos (Wang et al., 2017). Maherali y Klironomos
(2007) registraron mayor absorcion de fosforo en presencia de diferentes especies
de Gigasporaceae, Xie et al. (2016) son mas especificos al mencionar a Gigaspora

margarita.

Las 30 especies de HMA se desarrollan en suelos con porcentajes variables de
nitrogeno, lo cual resalta su amplia capacidad para llevar a cabo los procesos de
esporulacion y germinacion siendo que este elemento es fundamental en la
conformacion de proteinas y acidos nucleicos, asi mismo, esto sugiere que su
establecimiento en la rizosfera de las diez plantas medicinales se debe a sus
habilidades para utilizar fuentes organicas de nitrogeno y de esta manera
proporcionar a las plantas hospederas la cantidad necesaria de este

macronutrimento (Cuenca, 2015).

57




Lo anterior sugiere que la riqueza y composicion de especies de HMA
dependen de las propiedades del suelo ya que de manera directa inciden en la
produccion de esporas, e indirectamente influyen en la seleccion de HMA que las
propias plantas hospederas realizan, al considerar que en los bosques templados
las lentas tasas de descomposicién de materia organica producen concentraciones
bajas de nitrogeno y fosforo inorganico. Dichas deficiencias limitan el desarrollo
de las plantas, por lo que el requerimiento de estos elementos es proporcionado
por los HMA.

Bever et al. (2009) y Xu et al. (2017) mencionan que las plantas hospederas
asignan carbono a los simbiontes que favorecen su desarrollo. Tal seleccidn explica
por qué, aunque las diez plantas medicinales no hayan presentado diferencias
estadisticas en relacion con la riqueza de especies de HMA, la composicion entre

cada una de ellas es diferente.

El promedio de especies de HMA por planta medicinal obtenido en este
estudio es similar con los resultados de Panwar y Tarafdar (2006) y Rajkumar et al.
(2012), al analizar diferentes especies de angiospermas y una de helecho, también
catalogadas como medicinales, en cuya rizésfera registraron entre cuatro y seis
especies de HMA. Opik et al. (2006) mencionan que el nimero de especies

promedio de HMA por planta hospedera en los bosques templados fue de 5.6.

En relacion con la composicion de especies de HMA inventariadas en los suelos
rizosféricos de las mismas especies de plantas medicinales que se analizaron en
este estudio, Bautista-Cruz et al. (2014) sehalaron especies de HMA similares, por
ejemplo, en Adiantum capillus-veneris se registré a Acaulospora scrobiculata, A.
spinosa, Claroideoglomus claroideum, Funneliformis geosporum 'y Glomus
spinuliferum aunque indicaron once especies mas que no se observaron en este
trabajo. En Baccharis conferta y Plantago major De la Rosa Mera et al. (2012) citan
la presencia de Acaulospora y Glomus, del segundo género en esta investigacion

no se registraron especies de HMA para Plantago major.

Esta diferencia probablemente se debe a que las plantas se encuentran

expuestas a diferentes especies vecinas, hoy se sabe que en la relacion raiz-raiz la
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planta focal puede beneficiarse de la raiz de sus vecinos favoreciéndose con la
liberacion de ciertos compuestos la disponibilidad de elementos fundamentales
para su nutricion y crecimiento (Mommer et al., 2016). Ademas, es posible que las
plantas vecinas al excretar compuestos diferentes o en concentraciones distintas,
sinérgicamente ayuden a modificar las propiedades fisicas y quimicas del suelo,

repercutiendo al final en la presencia de ciertas especies de HMA en la rizosfera.

La presencia de Acaulospora bireticulata, A. laevis y A. spinosa en nueve de
las diez plantas medicinales con excepcion de Adiantum capillus-veneris,
Selaginella lepidophylla y Senecio salignus respectivamente, asi como la presencia
exclusiva de Acaulospora aff. cavernata, A. sp. 1, Claroideoglomus aff.
drummondii, Diversispora aff. trimurales, Funneliformis aff. geosporum,
Funneliformis aff. monosporum, Gigaspora gigantea, Gigaspora margarita y
Sclerocystis rubiformis en determinadas plantas medicinales se debe a la
variabilidad genética que caracteriza a los HMA ya que tal variacion es
interespecifica, intraespecifica e inclusive entre las esporas de un mismo individuo
(Cuenca, 2015). Esta variacion determina la asociacion planta hospedera-HMA y

repercute en los beneficios recibidos.

Durante la temporada de secas la riqueza de especies de HMA fue mayor esto
puede deberse a que durante esta época las plantas anuales mueren, y hay escases
de raices de orden superior, en consecuencia, bajo estas condiciones, el hongo
esporula, las esporas persisten y germinan durante las lluvias. Por lo tanto, el
numero de esporas aumenta durante la sequia, un patron que también se ha
sefalado en tipos de vegetacion con estacionalidad marcada como los matorrales

xerofilos y los bosques tropicales.

Entre las temporadas y los afos de muestreo, la composicion de especies de
HMA resulto ser diferente, puesto que en los ecosistemas naturales la
estacionalidad influye en la esporulacion de las especies de HMA, causando que
determinada especie de hongo sea fisiolégicamente activa en una estacion y no en
la otra, donde seguramente otra especie puede estar colonizando activamente una

raiz.
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Pérez-Luna et al. (2012) mencionan que las especies de Glomus son las
primeras en esporular, mientras que, las de Acaulospora germinan después del
invierno y las especies de Scutellospora esporulan sélo entre octubre y diciembre,
asi como Gigaspora gigantea. Con base en los resultados anteriores se explica
porque en este estudio se registr6 un niumero mayor de esporas de Acaulospora.
Las esporas de las especies de Acaulospora dominaron en la rizosfera de Baccharis
conferta, Gnaphalium viscosum, Loeselia mexicana, Plantago major, Salvia

lavanduloides, Selaginella lepidophylla y Senecio stoechadiformis.

Es importante mencionar que la fenologia de las plantas hospederas juega un
papel fundamental en la presencia de especies de HMA dado que, en la época de
floracion, la abundancia de esporas tiende a disminuir y por ende la composicion
cambia (Ramirez-Gerardo et al., 1997), ademas la recolecta de las plantas con uso
medicinal, puede modificar el habitat de los HMA y afectar severamente sus

comunidades.

Por lo que respecta a la densidad de esporas de HMA registrada en las diez
plantas medicinales estudiadas, estas no reportaron diferencias significativas, lo
cual puede deberse a que la mayoria de los suelos rizosféricos registraron bajas
concentraciones de fosforo. Ante dicha deficiencia las plantas tienden aumentar
la cantidad de raices finas propiciando mayor colonizacion micorrizica y baja
densidad de esporas, en otros estudios De la Rosa-Mera et al. (2012) y Thapa et al.
(2015) reportan de 34 a 240 y 53 a 197.40 esporas en 100 g de suelo

respectivamente, valores mayores a los reportados en este estudio.
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IX. CONCLUSIONES

Se registraron 28 especies de HMA para el bosque templado de Agua

Escondida, Taxco, Guerrero.

Las especies Acaulospora alpinay Ambispora fennica fueron descritas de este
estudio como nuevos registros para México (Varela et al., 2017) lo que sugiere que
el bosque templado de Agua Escondida Taxco, Guerrero es un reservorio de la
diversidad de estos microorganismos, con potencial para encontrar nuevos

registros o quizas nuevas especies.

Las 28 especies de HMA son los primeros registros para las plantas
medicinales: Gnaphalium viscosum, Loeselia mexicana, Salvia lavanduloides,
Sedum oxypetalum, Selaginella lepidophylla, Senecio salignus y Senecio

stoechadiformis.

Las comunidades de especies de HMA asociados a los suelos rizosféricos de
las diez plantas medicinales mostraron valores bajos de diversidad (H’),

probablemente debido al dominio de las especies del género Acaulospora.

La composicion de las comunidades de HMA entre Andiantum capillus-
veneris, Baccharis conferta, Gnaphalium viscosum, Loeselia mexicana, Plantago
major, Salvia lavanduloides, Sedum oxypetalum, Selaginella lepidophylla, Senecio
salignus y Senecio stoechadiformis son diferentes, los consorcios micorrizicos van

de 2 a 6 especies de HMA en promedio.

Las propiedades quimicas de los suelos rizosféricos varian entre las especies
de plantas medicinales como un posible resultado de la influencia de los exudados

liberados por las raices.

El pH y el fosforo del suelo pueden influir en la composicion de las
comunidades de HMA, en este caso el pH acido favorecio la presencia del género
Acaulospora, y la mayor concentracion de fésforo en Senecio salignus favorecio

mayor densidad de esporas.
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X. RECOMENDACIONES

Se considera importante para conferir de mayor validez a este estudio
incrementar los puntos de muestreo y la distancia entre cada uno de ellos, asi
como ubicarlos geograficamente de manera que se logre abarcar una extension

mas amplia del sotobosque.

En el caso de los arbustos, recolectar las muestras de suelo abarcando
preferentemente la circunferencia de la rizésfera porque de lo contrario se corre
el riesgo de no inventariar completamente la comunidad de HMA con la cual se

podria estar estableciendo una relacion.

Monitorear las comunidades de HMA durante etapas criticas del ciclo de vida
de la planta hospedera puesto que, en la floracion la composicion podria llegar a

cambiar.

Evaluar las propiedades quimicas y fisicas, asi como la materia organica de
todas las muestras de suelo dado que estas pueden llegar a cambiar durante el
ciclo de vida de la planta hospedera, modificando a su vez la composicion de los
HMA.

Evaluar los porcentajes de colonizacion micorrizica para corroborar la

relacion HMA-planta hospedera.

En estudios futuros que pudieran complementar este estudio se recomienda

lo siguiente:

Evaluar las concentraciones de fosforo y nitrégeno en las plantas medicinales
cuando estan asociadas o no a los HMA bajo condiciones de invernadero, y verificar

si realmente contribuyen en el incremento de estos nutrimentos en estas especies.

Evaluar las concentraciones de fosforo y nitrégeno durante etapas criticas del

ciclo de vida de las plantas medicinales y conocer si existe alguna variacion.

Identificar los tipos de metabolitos secundarios que excretan las raices de
cada una de las plantas medicinales estudiadas y conocer la manera en que estas

contribuyen en la sefalizacion HMA-planta hospedera.
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Evaluar la temperatura, precipitacion estacional, la humedad y la intensidad
de la luz en la zona de estudio y el efecto de estos factores ambientales sobre la
composicion y concentracion los metabolitos secundarios que excretan las raices

de las plantas medicinales estudiadas.

Identificar las especies que conforman la microbiota de la rizosfera de cada
una de las plantas medicinales estudiadas y conocer de qué manera estas

influyen en la presencia de los HMA.
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Xll.  ANEXOS

Formulas para la preparacion de PVLG

> 1.66 g de alcohol polivinilico (20-25 viscosidad en solucidon acuosa al 4%)
» 10 mL de agua

> 10 mL de acido lactico

» 1 mL de glicerina

Agregar en un frasco de vidrio con 10 ml de agua el alcohol polivinilico y poner a
bafo Maria por 6 horas a 80°C. Después de ese tiempo o cuando se haya disuelto
al alcohol, agregar el acido lactico y la glicerina, revolver. Dejar reposar 24 h antes
de usarse.

Lactoglicerol

> 25 mL de acido lactico
» 25 mL de agua
» 50 mL de glicerina

En un recipiente se coloca el acido lactico, la glicerina y el agua y se revuelven.
Reactivo de Melzer

» 100 g de hidrato de cloral
» 100 mL de agua destilada
» 1.5 de yodo

» 5 g de yoduro de potasio

En un recipiente se revuelven todos los ingredientes. Posteriormente se hace una
disolucion 1:1 con PVLG

Materia organica

Calculos

% M.O=5 (1-M/B) x 1.34

M= mL de sulfato ferroso gastados en la titulacion

B= mL de sulfato ferroso gastados en el blanco

El factor 1.34 se deduce de la siguiente

(1 N) x 12/4000 x 1.72/0.77 x 100/0.5= 1.34
forma:

este caso)

N) x 12/4000 x 1.72/0.77 x 100/0.1= 6.70 (en
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1.0= normalidad del K,Cr,07

12/4000= peso miliequivalentes del carbono

1.72= factor de transformacion de carbono en materia organica (MO)
0.77= factor de recuperacion de 77% determinado por Walkley

0.5= peso de muestra (en este caso 0.1g)

Fosforo extractable (Bray-1, Bray y Kurtz)

Reactivos

1.1 Solucion extractora Bray-1 (Fluoruro de amonio 0.03 M). Disolver 1.11g de NH4F en 900
mL de agua destilada, se adicionan 2.08 mL de HCl concentrado y se afora a 1L.

1.2 Reactivo A. Disolver 6g de molibdato de amonio [(NH4)eM07024.4H,0] en 125 mL de
agua destilada. Disolver 0.1454¢g de tartrato de antimonio y potasio [K(SbO) C4H4O0s]
en 50mL de agua destilada. Tomar 70 mL de acido sulfirico (H.S0s4) y aforar a 500 mL
(H2S04 2.5M). Mezclar fuertemente estas tres soluciones aforar a 1000 mL con agua
destilada y almacenar en frasco ambar en un lugar frio.

1.3 Reactivo B. Disolver 1.056 g de acido ascérbico (C¢HsOs) en 200 mL de reactivo Ay
mezclar fuertemente. Preparar esta solucion en el momento y las cantidades
requeridas.

1.4 Estandar de Fésforo de 200 mgL™". Se disuelven 0.08787g de fosfato de dihidrdgeno de
potasio (KH,PO4, secado a 105°C durante 2 horas) en agua destilada y se afora a 100
mL. Guardar en refrigeracion en frasco de plastico.

1.5 Solucion de fésforo 4 mgL™. Tomar 1 mL del estandar (200 mgL™") y aforar a 50 mL con

agua destilada.

Preparacion de curva de calibracion

Solucién de P Solucién
(4 ppm) Agua Extractante Reactivo B [P ppm]
mL mL mL mL mL
0 6 2 2 0
0.5 5 2 2 0.2
1 4 2 2 0.4
2 3 2 2 0.8
4 2 2 2 1.6
5 1 2 2 2
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Calculos

P (mg/kg) = (ppm en C.C.) (Dm) (Dv)

Donde:

Ppm C.C.= partes por millén en la curva de calibracion

Dm= dilucion de masa (volumen del extractante/g de muestra).
Dv= dilucion de volumen (aforo/alicota)

Método Kjeldhal inclusion de NO;™

Reactivos

1 Mezcla acido sulfarico-salicilico: Agregar 1g de acido salicilico a 30 mL de acido

sulfdrico concentrado.

2 Mezcla catalizadora de sulfatos: Mezclar 96 g de Na;Sos con 0.5 g de selenio negro
polvo y 3.5 g de CuSO4 y macerar hasta que pase por un tamiz de 40 mallas.
Hidroxido de sodio al 50%. Disolver 500 g de NaOH a 1 litro de H,0 destilada.

4 Acido bérico al 4% en solucion acuosa: Disolver 40 g de H3BOs en 1 litro de agua
destilada. Agua caliente facilita la disolucion.

5 Acido sulfirico 0.05 N. Estandarizar preferentemente con Na,COs; y como indicador
anaranjado de metilo.

6 Indicador mixto de verde de bromocresol-rojo de metilo:

a) Preparar una solucion acuosa 0.1% de bromocresol (100 mg de reactivo verde de
bromocresol se aforan a 100 mL de H,0 destilada) antes de aforar, se debe agregar
a esta solucion 2 mL de NaOH 0.1 N (pesar 400 mg de NaOH y disolver en 100 mL
de agua destilada)

b) Preparar una solucién al 0.1% de rojo de metilo en alcohol etilico (100 mg de rojo
de metilo se aforan a 100 mL de etanol, antes de aforar se deben agregar 3 mL de
la solucion 0.1N de NaOH)

c) Finalmente, se mezclan 75 mL de la solucion de indicador verde d bromocresol con

25 mL de indicador rojo de metilo y diluya a 200 mL con alcohol etilico.

Calculos
%N= (Vm-Vb) x N x 14 x (1/peso muestra) x 1/1000 x 100
Vm: mL gastados en titular muestra

Vb: mL gastados en titular el blanco
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N: Normalidad corregida del acido sulfarico

14: Peso equivalente del Nitrogeno

(Volumen mL x Normalidad) = miliequivalentes
Miliequivalentes x 14= miliequivalentes de N

meq de N x (1/peso de muestra) mg de N/g de muestra
mg de N/g de muestra x (1/1000) = g de N/g de muestra

g de N/g de muestra (100) = % de N

Analysis of Variance Report
Page/Date/Time 1 07/11/2017 11:41:25 a.m.
Database C:\Users\Eduardo\Desktop\cECILIA CHAVEZ\basedatosanova.S0
Response Total_de_esporas_por_100 g de suelo

Tests of Assumptions Section

Test Prob Decision
Assumption Value Level (0.05)
Skewness Normality of Residuals  4.2262 0.000024 Reject
Kurtosis Normality of Residuals 3.1561 0.001599 Reject
Omnibus Normality of Residuals 27.8220 0.000001 Reject
Modified-Levene Equal-Variance Test 0.5759 0.808630  Accept

Expected Mean Squares Section

Source Term Denominator Expected
Term DF Fixed? Term Mean Square
A: Especie_botanica 9 Yes S(A) S+sA
S(A) 40 No S(A)

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power

Term DF Squares Square F-Ratio Level
(Alpha=0.05)

A: Especie_botanica 9 49562 5506.889 1.50 0.181214 0.617809

S(A) 40 146808 3670.2

Total (Adjusted) 49 196370

Total 50

* Term significant at alpha = 0.05

Analysis of Variance Report
Page/Date/Time 2 07/11/2017 11:41:25 a.m.
Database C:\Users\Eduardo\Desktop\cECILIA CHAVEZ\basedatosanova.S0
Response Total_de_esporas_por_100_g_de_suelo
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Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses

HO: All medians are equal.

Ha: At least two medians are different.

Test Results
Chi-Square Prob

Method DF (H) Level Decision(0.05)
Not Corrected for Ties 9 16.10447 0.064732 Accept HO
Corrected for Ties 9 16.11608 0.064497 Accept HO
Number Sets of Ties 9

Multiplicity Factor 90

Analysis of Variance Report

Page/Date/Time 1 07/11/2017 11:41:26 a.m.

Database C:\Users\Eduardo\Desktop\cECILIA CHAVEZ\basedatosanova.S0
Response Riqueza

Tests of Assumptions Section

Test Prob Decision
Assumption Value Level (0.05)
Skewness Normality of Residuals  1.2709 0.203777 Accept
Kurtosis Normality of Residuals -0.0455 0.963701 Accept
Omnibus Normality of Residuals 1.6172 0.445489 Accept
Modified-Levene Equal-Variance Test 0.6751 0.726340  Accept

Expected Mean Squares Section

Source Term Denominator Expected
Term DF Fixed? Term Mean Square
A: Especie_botanica 9 Yes S(A) S+sA
S(A) 40 No S(A)

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power

Term DF Squares Square F-Ratio Level
(Alpha=0.05)

A: Especie_botanica 9 48.42 5.38 1.98 0.067992 0.764434

S(A) 40 108.8 2.72

Total (Adjusted) 49 157.22

Total 50

* Term significant at alpha = 0.05

Analysis of Variance Report

Page/Date/Time 2 07/11/2017 11:41:26 a.m.

Database C:\Users\Eduardo\Desktop\cECILIA CHAVEZ\basedatosanova.S0
Response Riqueza
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Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses

HO: All medians are equal.

Ha: At least two medians are different.

Test Results
Chi-Square Prob

Method DF (H) Level Decision(0.05)
Not Corrected for Ties 9 13.64988 0.135336 Accept HO
Corrected for Ties 9 14.19803 0.115453 Accept HO
Number Sets of Ties 7

Multiplicity Factor 4824

Analysis of Variance Report

Page/Date/Time 1 07/11/2017 11:41:26 a.m.

Database C:\Users\Eduardo\Desktop\cECILIA CHAVEZ\basedatosanova.S0
Response H

Tests of Assumptions Section

Test Prob Decision
Assumption Value Level (0.05)
Skewness Normality of Residuals  0.3110 0.755788 Accept
Kurtosis Normality of Residuals -1.4661 0.142613 Accept
Omnibus Normality of Residuals 2.2463 0.325260 Accept
Modified-Levene Equal-Variance Test 0.6903 0.713267  Accept

Expected Mean Squares Section

Source Term Denominator Expected
Term DF Fixed? Term Mean Square
A: Especie_botanica 9 Yes S(A) S+sA
S(A) 40 No S(A)

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power

Term DF Squares Square F-Ratio Level
(Alpha=0.05)

A: Especie_botanica 9 3.106201 0.3451334 1.40 0.220030 0.581733

S(A) 40 9.849149 0.2462287

Total (Adjusted) 49 12.95535

Total 50

* Term significant at alpha = 0.05
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Analysis of Variance Report

Page/Date/Time 2 07/11/2017 11:41:26 a.m.
Database
Response H

Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses

HO: All medians are equal.

Ha: At least two medians are different.

Test Results

C:\Users\Eduardo\Desktop\cECILIA CHAVEZ\basedatosanova.S0

Chi-Square Prob

Method DF (H) Level Decision(0.05)
Not Corrected for Ties 9 10.8 0.289667 Accept HO
Corrected for Ties 9 10.80571 0.289262 Accept HO
Number Sets of Ties 2
Multiplicity Factor 66
Analysis of Variance Report
Page/Date/Time 1 24/11/2017 12:52:26 p.m.
Database
Response pH
Tests of Assumptions Section

Test Prob Decision
Assumption Value Level (0.05)
Skewness Normality of Residuals  -1.2389 0.215386 Accept
Kurtosis Normality of Residuals 1.6483 0.099297 Accept
Omnibus Normality of Residuals 4.2516 0.119334 Accept
Modified-Levene Equal-Variance Test 0.8523 0.573922  Accept

Expected Mean Squares Section

Source Term
Term DF Fixed?
A: Especie_botanica 9 Yes
S(A) 40 No

Denominator Expected

Term Mean Square
S(A) S+sA
S(A)

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio  Level

(Alpha=0.05)
A: Especie_botanica 9 7.05445 0.7838278 13.07  0.000000* 1.000000
S(A) 40 2.3986 0.059965
Total (Adjusted) 49 9.45305
Total 50

* Term significant at alpha = 0.05
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Analysis of Variance Report

Page/Date/Time 2 24/11/2017 12:52:26 p.m.
Database

Response pH

Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses

HO: All medians are equal.

Ha: At least two medians are different.

Test Results

Chi-Square
Method DF (H)
Not Corrected for Ties 9 33.44376
Corrected for Ties 9 33.71086
Number Sets of Ties 12
Multiplicity Factor 990

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: pH
Term A: Especie_botanica

Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=40 MSE=0.059965 Critical Value=4.7345

Prob

Level Decision(0.05)
0.000112 Reject HO
0.000100 Reject HO

Different From

Group Count Mean Groups

Bc 5 6.02 Ssa, Pm

So 5 6.1 Ssa, Pm

Lm 5 6.17 Ssa, Pm

Gv 5 6.2 Ssa, Pm

Sle 5 6.22 Ssa, Pm

Acv 5 6.32 Ssa, Pm

Sl 5 6.52 Pm

Sst 5 6.52 Pm

Ssa 5 7.02 Bc, So, Lm, Gy, Sle, Acv
Pm 5 7.2 Bc, So, Lm, Gy, Sle, Acv, SI, Sst

Analysis of Variance Report
Page/Date/Time 1 24/11/2017 12:52:27 p.m.
Database

Response MO
Tests of Assumptions Section

Test Prob Decision
Assumption Value Level (0.05)
Skewness Normality of Residuals  -2.4746 0.013337 Reject
Kurtosis Normality of Residuals 3.5083 0.000451 Reject
Omnibus Normality of Residuals 18.4317 0.000099 Reject
Modified-Levene Equal-Variance Test 1.5000 0.181380
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Expected Mean Squares Section

Source Term Denominator Expected
Term DF Fixed? Term Mean Square
A: Especie_botanica 9 Yes S(A) S+sA

S(A) 40 No S(A)

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio  Level

(Alpha=0.05)
A: Especie_botanica 9 842.8142 93.64602 36.24  0.000000* 1.000000
S(A) 40 103.37 2.58425
Total (Adjusted) 49 946.1842
Total 50

* Term significant at alpha = 0.05

Analysis of Variance Report
Page/Date/Time 2 24/11/2017 12:52:27 p.m.
Database
Response MO
Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses
HO: All medians are equal.
Ha: At least two medians are different.

Test Results

Chi-Square Prob
Method DF (H) Level Decision(0.05)
Not Corrected for Ties 9 42.59482 0.000003 Reject HO
Corrected for Ties 9 42.70145 0.000002 Reject HO

Number Sets of Ties 12
Multiplicity Factor 312

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: MO
Term A: Especie_botanica

Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=40 MSE=2.58425 Critical Value=4.7345

Different From

Group Count Mean Groups

Pm 5 1.05 So, Bc, SI, Acv, Sle

Ssa 5 1.45 So, Bc, SI, Acv, Sle

Lm 5 1.6 So, Bc, S, Acv, Sle

Sst 5 2.02 So, Bc, S, Acv, Sle

Gv 5 2.3 Bc, SI, Acv, Sle

So 5 5.62 Pm, Ssa, Lm, Sst, SI, Acv, Sle
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Bc 5 6.22 Pm, Ssa, Lm, Sst, Gv, Acv, Sle
Sl 5 9.62 Pm, Ssa, Lm, Sst, Gv, So, Sle
Acv 5 10 Pm, Ssa, Lm, Sst, Gv, So, Bc
Sle 5 13.08 Pm, Ssa, Lm, Sst, Gv, So, Bc, SI

Analysis of Variance Report

Page/Date/Time 1 24/11/2017 12:52:27 p.m.
Database

Response Nitrégeno_

Tests of Assumptions Section

Test Prob Decision
Assumption Value Level (0.05)
Skewness Normality of Residuals  0.2194 0.826373 Accept
Kurtosis Normality of Residuals 3.3346 0.000854 Reject
Omnibus Normality of Residuals 11.1677 0.003758 Reject
Modified-Levene Equal-Variance Test 1.0323 0.432008  Accept

Expected Mean Squares Section

Source Term Denominator Expected
Term DF Fixed? Term Mean Square
A: Especie_botanica 9 Yes S(A) S+sA
S(A) 40 No S(A)

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio  Level

(Alpha=0.05)
A: Especie_botanica 9 0.390888 0.043432 9.49  0.000000* 0.999999
S(A) 40 0.183048 0.0045762
Total (Adjusted) 49 0.573936
Total 50

* Term significant at alpha = 0.05

Analysis of Variance Report

Page/Date/Time 2 24/11/2017 12:52:27 p.m.
Database

Response Nitrégeno_

Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses

HO: All medians are equal.

Ha: At least two medians are different.

Test Results

Chi-Square Prob
Method DF (H) Level Decision(0.05)
Not Corrected for Ties 9 34.03435 0.000088 Reject HO
Corrected for Ties 9 34.25311 0.000081 Reject HO
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Number Sets of Ties 12

Multiplicity Factor 798

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: Nitrogeno
Term A: Especie_botanica

Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=40 MSE=0.0045762 Critical Value=4.7345

@)
(@]
c
S
—+

Group
Sst
Ssa
Lm
Bc
Pm
Sl
Acv
Gv
So
Sle

o1 o1 0101 o1 o1 o1 o1 o101

Analysis of Variance Report

Page/Date/Time 1 24/11/2017 12:52:27 p.m.

Database
Response

Tests of Assumptions Section

Assumption

Skewness Normality of Residuals

Kurtosis Normality of Residuals
Omnibus Normality of Residuals

Mean
0.042
0.042
0.098
0.14

0.14

0.196
0.202
0.238
0.238
0.336

Fosféro_mg_Kg_

Test
Value
1.3250
4.6909

23.7601

Modified-Levene Equal-Variance Test

Expected Mean Squares Section

Source

Term DF
A: Especie_botanica 9
S(A) 40

Term
Fixed?
Yes

No

Different From
Groups

SI, Acv, Gv, So, Sle
S, Acv, Gy, So, Sle
Sle

Sle

Sle

Sst, Ssa

Sst, Ssa

Sst, Ssa

Sst, Ssa

Sst, Ssa, Lm, Bc, Pm

Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table

Source Sum of

Term DF Squares
(Alpha=0.05)

A: Especie_botanica 9 1020.739

S(A) 40 154.5926
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Square

113.4155 29.35
3.864815

Prob Decision
Level (0.05)
0.185163 Accept
0.000003 Reject
0.000007 Reject
2.2924 0.035033  Reject
Denominator Expected
Term Mean Square
S(A) S+sA

S(A)

Prob Power

F-Ratio Level

0.000000* 1.000000




Total (Adjusted) 49 1175.332
Total 50
* Term significant at alpha = 0.05

Analysis of Variance Report

Page/Date/Time 2 24/11/2017 12:52:27 p.m.
Database

Response Fosféro__mg_Kg_

Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks
Hypotheses

HO: All medians are equal.

Ha: At least two medians are different.

Test Results

Chi-Square Prob
Method DF (H) Level
Not Corrected for Ties 9 38.56329 0.000014
Corrected for Ties 9 38.73628 0.000013

Number Sets of Ties 13
Multiplicity Factor 558

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: Fosféro_mg _Kg_
Term A: Especie_botanica

Decision(0.05)
Reject HO
Reject HO

Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=40 MSE=3.864815 Critical Value=4.7345

Different From

Group Count Mean Groups
Pm 5 0.4427491 Ssa
Sst 5 0.5427491 Ssa
Gv 5 0.808132 Ssa
Sle 5 0.8427492 Ssa
Acv 5 1.04272 Ssa
So 5 1.367749 Ssa
Lm 5 1.64273 Ssa
Sl 5 3.342749 Ssa
Bc 5 4.509409 Ssa
Ssa 5
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