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RESUMEN

Los hongos micorrizicos arbusculares son uno de los componentes mas importantes
de la biota edifica y su comecta identificacion tuxondmica es fund 1 para poder
explorr sus beneficios potenciales. Aunque se han impl ad
1écnicus de carmicter molecular que petimiten reconocer con Mayor precision a especies o
grupos de especies, su utilizaciéon es adn muy limitada, por lo que la descripcion
morfologica de algunas de las caracteristicas biologicas intri de los or ismos, como
son la ontogenia y germinacion de las esporas se ha convertido en una herramienta de

ideruble valor ymico y filogendético, ademnids de que proporcionas informacion
hisica para ¢l conocimiento de la biologia de estos organistnos.

rosias

Con el propasito de gencrur nucvos conocimientos que amplien esta tarea
descriptiva, sc propuso coma objetivo principal de este estudio conocer los cambios
morfologicos involucmdos on la germinacion y desarrollo de las esporas de algunos hongos
micorrizicos arbusculares del género Acaslospora.

Se trubajo con tres especies del género A d > A, biresicalk A. laevis y A.
spinasa, aisladas de suelos del estado de Tlaxcala. Se hizo ¢l seguimicnto de los cambios
morfologicos que tienen lugar durante cl desarrollo de las esporas de A, spinosa, los cuales
s puecden resumir en ocho pasos: 1. Formacion de siculos y crecimiento de los iismos.
2. Formacion de un estrato intemo en hifa y siculo, siendo en este altimo laminado,
amarillo pilido (ML.). 3. Crecimiento de la espora s partir de una protuberancia producida
cerca del siiculo, con dos estrutos, de los cuales el intemo se omamenta tempranamente
(ML,). 4. Formacion de dos estratos internos semiflexibles (ML MM); el contenido de la
espora x¢ ocluye por la limina mas interna del estrato laminado. 5. Maduracion de los
estratos internos, los cuales se vuelven semirrigidos; los estratos se scparan en dos grupos
{AML,U) B(U)}. 6. Formacion de dos cstratos mis en ¢l grupo interno, ambos
membranosos { A(ML,U) B(UMM)}. 7. Separacion de los estratos del grupo intermo en dos
grupos ms {A(ML,U) B(U) C(M,M)}; en el pendltimo estrato se definen las excresencias
que lo ornamentan y aparece la reaccion al Melzer en el iltimo estrato. 8. Escision total o
parcial de las esporas de las hifus de origen. Este proceso de tormacion de esporas coincide
de manera general con los datos reportados sobre estos eventos para otras especies del
género en las que se ha descrito este suceso: A. laevis, A. sporocarpia y A. scrobiculata.




Sec realizaron observaciones sobre las estr for 4 ‘! la primera fase

de germinacion cn lus tres especics, encontrindose diferencias entre ellas. Mientras que las

de germinacion eh Acaul a laevis son pequenias y de apariencia sencilla, en
A. bireticulata y A. spinosa son de dos a tres veces mids grandes Que en A. laevis y su
morfologia es mucho mis compleja. Las forimus de estus estructuras dificren ademds de las
reportadas previamente pam las otras cspecies del géncro en las que se han descrito:
Acaslospora dilasaia, A. rehmii, A. scrobiculase y A. wsberculasa, aunque las de 1la Glitima
especic son muy similares a las de A. spimasa.

En Acaslospora laevix sc observa la presencia de cstructuras pequchias, globosas
a elipticas y pediceladas sobre las hifas producid d la germi ion. Estr
similares solo habian sido reporntadas para cuatro especies de la familia Acaulosporaceae:
A. appendicula, A. sporocarpia, A. thomii y Emrophospora scheakii. Aunquc se ha
postulado que dichas estructuras pueden servir como propagulos para la dispersion de las
especies en las que se han encontrado, su funcion real se desconoce.




LINTRODUCCION

Las plantas terrestres son alt dependi ~ de la i actividad biologica
que ocurre en tomo a su sistemna  radicular. Dicha actividad es producto de los
microor i »w que habi en la rizosfera, los cuales son capaces de establecer

interacciones de tipo saprofitico, parasitico y mutualista con las mices (Hackscaylo, 1972).
En el Gltimo caso se encuentran los hongos nicorrizicos arbusculares (HMA), que son
simbiontes mutualistas obligados de una grun eantidad de plantas sobre las que ejercen
diversos efectos benéficos (Sieverding, 1991).

Los HMA, al igual que todos 1os organismos, formman propagulos para su dispersion,
distribucion y persistencia, éstos pueden s frugmentos de micelio, raices colonizadas y
esporas (Hetrick, 1986, Brundett, 1991). las esporus se han considerado como los
propagulos mas imponantes de los HMA, ya que son estructuras de resistencia muy
persistentes (Hetrick, 1986, Gazey er al., 1993), ademais de que en algunos casos la
colonizacion de nuevas plantas hospederus por HMA solo puede establecerse o partir de esta
clase de propigulos (Gazey er al.,, 1993). Por otra parte, las esporas son indispensables
como fuente de indculo inicial para la otwencidn de cultivos puros de especies particulares.
Su capacidad y patron de germinacion, asi como Ja cantidad de micelio que pueden producir
son caracteristicas que ticnen un alto grado de vanacion entre especies (Hepper y Smith,
1976; Tommerup, 1983a).

Originalmente, la clasificacion de este grupo de hongos se basé en algunas
caracteristicas thorfologicas  simples, como son la fortna, color, tarmano y tipo de
agrupacion de las esporas (Gerdemann y Trappe, 1974; Trappe, 1982); en la actualidad, se
han sumado otros criterios morfolagicos mis especificos, siendo los mas ampliamente
utilizados el arreglo, estructura y omamentacion de los estratos de la pared de las esporas
(Morton, 198R). Sin embargo, esto ha ocasionado que existan distinciones ambiguas entre
especies morfolégicamente similares y que los sistemas naturales de clasificacion basados
en estos criterios sean aun mcomplcmc (Morton, 1991), por lo que recientemnente se han
i 1o icas de 1 lar que ofrecen evidencias adicionales para la
cla\lfcacu)n de estos organismos (Jabaji-Hare, 1988; Giovannetti er al., 1991; Sancholle y
Dalpé, 1993). No obstante, su alto costo limita su utilizacion, por lo que se ha propuesto
el empleo de otros caracteres morfolagicos como son los detalles de la germinacion y
ontogenia de las esporas (Morton, 1988, 1990a.b; Mornton y HBenny, 1990, Morton er al.,
1994, Giovanncti ¢r al., 1991) como otra alternativa ante dichas limitaciones o un

] de cari molecular,

o de las evi




Lo anterior es importante ys que s6lo a truvés del certero conocimiento de la
identidad de las especies de HMA que habitan en sitios particulares, de las relaci que
existen entre ellas, asi como de sus procesos fisiologicos es que podrin desarrollarse
estrategias adecuadas para su manejo (Bowen, 1Y87; Ahbott y Robson, 1981). Considerando
la importancia de generar conocimientos acerca de 10 que ocurre durante el desarrollo y la
germinucion de las esporaus de grupos particulares de HMA, se realizé este estudio, como
una aproxi ion para el d de estos procesos y el reconocimiento de su valor
comao caracteres morfolagicos que puedan ser utilizados taxonémicamente.

MANTECEDENTES
2.1, Hongos micorrizicos arbusculares

2.1.1. 8 in y distri On en s naturaleza

Los hongos micorrizicos arbusculares son un grupo particular de hongos que habitan
los suclos y se encuentrun asociados con mas del 9% de las plantas que existen en la
Tierra (Malloch er al., 1980; Honrubia e1 al., 1992). Este grupo de organismos cs
particulanmente impornanie ya que se ha establecido con certeza que mediante su asociacion
mutualista con las plantas, éstas reciben miltiples beneficios como son una mejor absorcién
de mincrales, entre los que destaca cl fosforo por ser uno de los ¢clementos limitantes mads
importantes pam el desarrollo de las plantas, aunque también pueden proveer a la planta de
otros elementos como Zn, Mg, K, Ca, ctc. (Janos, 1987); asimismo, los HMA mcjoran la
adquisicion de agua. proporcionan a las plantas resistencia a condiciones ambientales
adversas como son la salinidad, altas temperaturas y sequia; favorecen la produccién de
hormonas vegetales y confieren resistencia contra microorganismos patogenos. A cambio,
los hongos reciben azicares y aminodcidos para su crecimiento (Sieverding, 1991).

Las asociaciones micorrizicas son factores determinantes en la diversidad de los
ccnsnstcmas. ya que probablemcnlc pueden modificar la estructura y funcionamiento de las
o« ve de pleja ¢ impredecible (Grune er al., 1987 fude
Giovannetti y Gianinazzi-Pearson, 1994; Read, 1990). Se ha propuesto que cualquier cambio
en la poblacion micorrizégena puede tener consecuencias sobre la composicion de las
comunidades vegetales (sobrevivencia, competencia y riqueza floristica), modificando la
biologia de los ecosisternas naturales (Miller y Allen, 1992; Molina o2 al., 1992).




En 1, se ha consid io que los HMA son organisinos de  distribucion
cosmopolits y que un gran porcentaje de las pluntas que presentan este tipo de micorriza

no pucden desarrollarse sin su simbionte fungico (Sieverding, 1987).

Estos hongos se han encontrado en regiones templadas, tropicales y dnticas (Mosse,
1981), pastizales (Crush, 1973; Khan, 1973), dunas (Koske, 1975; Koske y Walker, 1986),
desiertos (Rose, 1981), matorrales, ambientes pantanosos (Mcejstrik, 1972; Brundert, 1991),
e incluso s han descubicrto asociados con plantas acwidticas (Sandergaard y Lacgaard, 1977,
Bagyaraj ef al., 1979; Stenlund y Charvat, 1994) y epifitas (Rabatin er al., 1990; Janos,
1993; Michelsen, 1993).

2.1.2. Taxonomia

No obstante que en la primera mitad del siglo ya se¢ habian reconocido algunos
miembros de los HMA (Thaxter, 1922; Butler, 1939, Morcau, 1953), no fue sino hasta 1974
cuando Gerdemann y Truppe hicieron una revision de la clasificacion de estos hongos. Al
principio se habia considerudo que todas las especies de hongos que fonnan micorriza
arbuscular pertenecian al orden Endogonales de la cluse Zygomycetes, junto con Emdogone,
género que forma un tipo diferente de micomiza, reconociéndose asi siete géneros:
Endogone l.ink ex Fries, Gigaspora Gerdemann & Trappe, A d Gerd, 2 &
Trappe, Glomus Tul. & Tul., Sclerocystis Berk. & Broome, Modicella Kanouse y Glaziella
Berk. (Gerdemann y Trappe, 1974). En afos posteriores Modicells fue transferida a
Mortiriellaceac (Trappe y Morton, 1988 fide Schenck, 1983), mientras que Glazella fuc
identificado como un ascomiceto (Gibson er al,, 1986). Ese mismo ano Watker y Sanders
(1986) scgregaron al génecro Sc /] a de G, a. Mas tarde, Morton y Benny
(1990) scpararon a los hongos formadores de cctomicorriza, con el géncro Eadogone, de
los HMA, agrupando a estos iltimos en un nuevo orden: Glomales, con dos subordenes:
Glomineae, que incluye a las familias Glomaceae y Acaulosporaceae, con los géneros
Glomus y Sclerocystis cn la primers y Acamlospora Gerdemann & Trappe emend Berch y
Emsrophosporag Ames & Schn. en la segunda, y Gigasporineae, familia Gigasporaceae, con
los génecros Gi y il Walker & Sanders. De tal manera, hoy en dia sélo
se reconocen seis géneros de este tipo de hongos y su clasificacion actual de scuerdo con
Morton y Benny (1990) es la siguiente:




Reino: Fungi
Divisidn: Zygomycotina
Clase: Zygomycetes
Orden: Glomales
Suborden: Glomineac
Familia: Glomacease
Génevos: Glomus
Sclerocystis
Fi i A 3 e
Géneros: Acanlaspora
Enmtrophaspora
Suborden: Gigasporinesc
Familin: Gigasporscese
Géneros: Gigaspora
Scutellospora

Hasta 1990 se habian reconocido 152 especies de hongos micorrizicos arbusculares
# nivel mundial, cuatro de las cuales fueron descritas de México (Schenck y Pérez, 1990).
No obstante, estos hongos posiblemente son componentes comunes de la biota edidfica y la
exploracién de muchos sitios, aumenta dia con dia el nimero de especies nuevas de HMA
que son descritas (Walker, 1989; Blaszkowski, 1989, 1991, 1992, 1995; Bentivenga y
Hetrick, 1991; Dalpé er al., 1992; Cabello er al.. 1994, Ingleby er al., 1994, Koske y
Gemma, 1995, Wu y Liu, 1995).

Como en ¢l caso de la mayoria de los organi »s, la clasifi ion de estos hongos
se encuentra basada casi por completo en criterios morfolégicos de las esporas y
esporocarpos: color, forma y tamano (Morton, 1988), asi como en las caracteristicas de las

tipo, nu ©, posi of ion y reaccion ante ciertos agentes quimicos
(Rosendahl er al., 1994). No ob se han prop > otras her i para definir
cspecnes o gmpos de cspr:cncs como son la morfologia de las estructuras intrarradiculares:
ark los ! y micelio (Abbott y Robson, 1979, Morton, 1985); los detalles en
procesos como la germinacion y ontogenia de las espuras (Giovannetti er al 1991;
Giovannetti y Gianinazzi-Pearson, 1994), asi como la util ion de lares

(Sen y Hepper, 1986; Hepper ef al., 1988; Bentivenga y Monon, 1993; Gianinazzi-Pearson
et al., 1993; Sancholle y Dalpé, 1993) y ultraestructurales (Maia y Kimbrough, 1993; Maia
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et al., 1994). Sin emburgo, ¢l valor taxondmico de los cuatro ultitmos criterios ha sido poco
eaplorado y utilizado (Franke y Morton, 1994; Giovannctti y Gianinuzzi-Pearson, 1993;
Morton, 1993, 1995).

2.L.3. Valor tavonomico de lus caracteristicas T y de germi ion de las
esporas en Glomales

2.1.3.5. Ontogenia

A pesar de Que se ha establecido con bastante claridad la importancia de conocer con
detalle 1os procesos ontogénicos de muchos organismos, debido a que sugieren una jerarquia
taxondémica y evolutiva (Gould, 1977; Kluge y Strauss, 1985; Kohn, 1992), no fue sino
hasta hace algunos anos que se reconacio el valor filogenético y taxonémico de este tipo
de estudios con hongos micorrizicos arbusculares (Morton, 1990a.b, 1993; Monon er al.,
1990, 1992, 1994; Morton y Henny, 1990, Walker, 1992; Mornon y Bentivenga, 1994;
Giovannetti e al., 1991, Giovannetti y Gianinazzi-Pcarson, 1994).

Asi, el proceso de formacion de esporas es una de las pincipales caracteristicas que
permitio a Morton y Benny (1990) hacer una re-evaluacion de la clasificacion de los HMA,
como s¢ anotd anterionnente.

Intrugenéricamente, el conocimiento de los procesos ontogénicos ha permitido
separar con claridad a A, laspora de Emtrophospora (Ames y Schneider, 1979), asi como
relacionar y hacer comparaci s entre especies de ambos géneros (Wu er al.,, 1995).
Recicntemente se demostré de mancra concluyente la separacion de Sclerocystis de Glomas,
a la vez que permitié ampliar la descripeion de) primer género y proponer una hipotesis
evolutiva para el mismo (Wu, 1993). Es imponante resaltar que cl género mas estudiado
desde este punto de vista ha sido Glosas (Danicls y Duff, 1978; Coley er al.. 1978; Louis
y Lim, 1988, Giovannctti er al., 1991; Chabot et al., 1992; Mcier y Charvat, 1992; Wu y
Sylvia, 1993), el que posee el mayor niimero de cspecies en 1a naturaleza y cn ¢l cual sc
ubican el mayor nimero de especies de Glomales que han sido obtenidas en cultivos puros.

En el caso de los géneros Gi, Yy lasp L, este tipo de datos ha permitido
establecer patrones de divergencia filogenética (Morton 1990ab, 1995; Morton y Benny,
1990; Morton er al., 1990, Morton y Bentivenga, 1994; Franke y Monon, 1990, 1994;
Bentivenga y Morton, 1995).



2.1.3.2. Germinucion

Aungue se ha logrado la germinacion en medios sintéticos de muchas especies de
HMA, como en el caso de los estudios de ontogenia, 1a mayoria de ellos analizan especies
del géncro Gl (Daniels y Grah 1976; Trappe y Maser, 1976, Danicls y Trappe,
1980; Graham, 1982; Daniels, 1984), en donde a hifa de germi i6n emerge
a través de 10s estratos o aprovechando los restos de la hifa de sostén, pfocesos que parecen
ser particulares de grupos de especies y que puxdrian tener un significado evolutivo para
definir diferentes linajes infracspecificos (Morton y Benny, 1990). Asimismo, se ha
observado que la velocidad y frecuencia con que ocurre la germinacion, ademis de estar
afectadas por diversos factores como temperatura, pH, humedad. exudados rudiculares,
especies vegetales involucradas, etc., pucden ser vatriables entre especies (Hepper y Smith,
1976; Green et al., 1976; Tommerup, 1983b; Hepper, 1984, Siqucirs er al., 1982, 1985; El-
Atrach et al., 1989; Douds y Schenck, 1991) y en consccuencia, servir de herrumienta para
su reconocimiento taxondmico. Para el oo género de Glomaceace, Sclerocystis, solo se ha

indicado que 1a germinacion se produce a traves de los estratos de pared (Gerdemann y
Trappe, 1974).

En el caso de otros taxa, ¢l tecanismo de germinacion ha permitido hacer
distinciones géncricas, como sucede con G, y i

o , ya que mieniras que
en cl primero la germinacion se produce a panir de un estrato membranoso intemo
sintetizado para tal fin (Koske, 1981) con un arreglo ultraestructurul particular (Maia ef al.,
1994), en Scusellospora la hifa de germinucion se origina desde una  estructura
especializada preformada pama dicho proceso (Walker y Sanders, 1986). Maia ef al. (1994)
sugiricron que ¢l proceso de germinacion en estos géncros podra indicar una transician
evolutiva entre sus especies.

En co el conc

> acerca de los procesos y cambios morfolégicos que
tienen lugar durante dicho evento ¢n taxa como Acanlosp y Emroph a (Mosse,
1970ua,c; Hepper, 1984; Spain, 1992; Gazey er al., 1993; Blaszkowski, 1994), aunque
limitado. ha permitido hacer inferencias acerca de la relacion filogenética entre algunas de
sus especies (Morton, 1990a; Morton ef al., 1990) y con respecto a otros taxa del orden,
como Scasellaspora, en donde se producen estructuras anilogas (Morton, 1990a.b).




2.2. El género Acaslnspora

2.2.1, Descripciin taxonintica

Acaulospora Gerdemann & Trappe
Gerdemann 1. W. & J M. Trappe, 1974, Mycologin Memoir 5:1-76.

Esporas prisducidas individuslmente en el suclo, grandes, generalimente globosas o

bglob 5, CON ¢ idos aceitosos, producidas lateralinente en ¢l eulpue de una vesicula

grunde, terminal, de pared delgada. Vesicula aproairnada del o de la

espora, con sus contenidos trunsferidos a la espora en la madurez. Estratos de la pared de

1a espora continuos, excepto por un pequeno pora ocluido. Tubos germinales producidos

directamente a través de Jos estratos, cerca de la base de la espora. Formando endomicorriza
con vesiculas lobuladas y arbusculos (Schenck y Pérez, 1988).

Cuando se publico la tercera edicion del “Manuul pars la identificacion de hongos
micorrizicos YA~ (Schenck y Pérez, 1990), s¢ habian descrito 22 especies para este genero,
a partir de entonces solo se han descrito unas cuantas especies nuis (Blaszkowski, 1988a,
1989; Kamadibrata y Hedger, 1990, Ingleby ef al., 1993), de tal manem que actualmente
se conocen aproximadamente 26 especies.

222. O ia y nos de ger

En ¢l género Acamlaspora las esporas sc forman a partir de una gran vesicula que
se produce apicalmente sobre una hifa terminal, la cual es amplia y en forma de embudo
y con contenido denso. Esta vesicula crece y una vez que ha alcanzado su tamasio muiximo,
la espora gema lateralmente sobre la hifa; entonces, el contenido de la vesicula se transfiere
gradualmente a la espora, a medida que ésta madura (Schenck y Pérez, 198K). Cuando la
vesicula s¢ vacia se colapsa y desprende junto con los restos de la hifa, salvo en algunas
especies en lus que es persistente como cn A, splendida Sicverding, Chaverri & Rojas
(Sieverding ef al., 198R).

Aunque aparentemente 1a tinica funcion de la vesicula es el almacenaje temporal de
los alimentos que scrin transferidos a la espora en formacion, se ha postulado la
probahlhdud de que su p.ipel sea muy similar al de las vesiculas (células auxiliares) muchao

mas peq s pre s por las especies de Gigaspora y S lospora, sin embargo,

9



también pura cstas estructuras se ha propuesto una funcién de al je (Gerd y
Trappe, 1974; Morton, 1988).

En un principio se considerd que las especies de Acandaspora generaban las hifas
de germinacion a través de los estratos, de manera similar a como lo hacen varias de las
especies de Glomas, sin ctibargo, Mosse (1970a,c) describio “compartimientos” dentro de
las ecsporas, a partir de los cuales se producian los tubos de germinacidn, Se declard que
csos “compartimientos” sc forman por la separacion de los estratos membranosos de la

e : "dos b se separan de una tercera Mmais intema que éstas y se amplian
dejando un cspacio entre si, entonces, se deposita nuevo material de pared sobre las
membranas scparadas, formindose estratos radiales que dividen a los compartimicentos
grundes en pequefios” (Mosse 1970a.c). A partir de éstos 1iltimos se producen una o varias
hifas de germinacion, las cuales salen al exterior atravesando los estratos externos. Este
mismo tipo de estructuras fucron obxervadas por Moron y Benny (1990) y Morton
(1990a,b) quicnes sefialaron qQue son estructuras cfimeras, por Spain (1992) quien las
describio morioldgicamente para tres cspecics del género y para Easroph dom bui.
Spain & Schenck y por Blaszkowski (1994) quien indicéd quec eran pl’OduCldd.\ por
enrollamientos hifales.

2.2.3. Factores que afectan 1a germinacion

Existen muchos factores que pueden causar efectos directos e indirectos sobre
algunos de los procesos basicos del ciclo de vida de los Glomalex, como es ¢l caso de la
germinacion. En el gé A 7 . uno de los factores limitantes para que se lleve a
cabo dicho evento es la latencia, la cual se ha encontrado que es intrinseca y variable para
algunas cspecies del géneru, que no son capaces de germinar, sino hasta después de que ha
transcurrido cierto periodo de tiempo, mismo que puede durar desde unas cuantas semanas,
hasta varios meses (Fommerup, 1983a; Douds y Schenck, 1991; Gazey er al., 1993). En
algunos casos, dicha latencia puede romperse mediante agentes fisicos (Gazey er al., 1993)
y/o quimicos (Tommerup y Kidby, 1980, Hepper, 1984).

Se ha encontrado que el pH (Hepper, 1984), cl patencial hidrico (Tommerup, 1984),
la temperatura (Tommerup, 1983b) y la radiacion (Tommerup y Kidby, 1980) pucden
afectar la germinacién, ya que al parecer las especies exhiben pars todos cllos diferentes
intervalos de tolerancia, asi como niveles 6ptimos de respuesta.
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Asimismo, s¢ ha observado que la genni ion y el crecimi hifal posterior esuin
fuertemente relacionados con el wmano de las esporas y negativamente afectados por los
disturbios fisicos producidos en el suclo por el uso de divemas pricticas sgricolus (Gazey
et al., 1992, 1993).

115 ORIETIVOS
GENERAIL

Conocer los cambios morfolégicos involucrados ¢n la germinacion y desarrollo de las
esporas de algunos hongos micorrizicos arbusculares del géncro Acaslaspora

PARTICULARES

« Aislur y propagar tres especies de hongos micorrizicos arbusculares del género
Acanlospora.

* Obtener la genminacion en cultivo axénico de dichas especies.

= Hacer un scguimicnto de los cambios morfologicos involucrados en los procesos de
germinacion y desarrollo de las esporas de las especies propagadas.

IV. METODOLOGIA

PRI Y] de pr

Dec acuerdo con Luna-Zendejas ef al. (1994) y Estrada-Torres ef al. (1992) en los
suelos rizosféricos de algunas leguminosas y frutales que se cultivan en las laderas del
Volcdn La Malintzi, se varias especies del género Acaslaspora. Por
lo anterior y con el objeto de nhlcncr una buena cantidad de esporas de varias especies de
dicho género, se decidié preparar macetas de propagacion con suclos de leguminosas de tal
sitio ya que dia este procedi » se p dia incr el nua de estos
propagulos y a partir de ahi realizar el montaje de cultivos monoespecificos cuyas esporas
servirian para los estudios propuestos.
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Se prepuraron seis macetas de propagacién de 2 kg de capacidad, utilizando como
sustratos suclos rizosféricos de Phaseolns valgaris 1., (frijol), Vicia faba L. (haba) y Fyrus

malus 1. ( ) (dos por suelo), tamizados con una malla de 2 mm, a los
cuales se les adiciond arena estéril en proporcion 1:1 (viv)

. La arena fue esterilizada
sometiéndola a calor liimedo por espacio de 1 hr, dos veces, con un intervalo de 24 hrs

cnln: una y otra vez y un pernido final de aircacion de 48 hmv. Las macetas fueron
dus previ con hipoclorito de sodio al 30%.

Una vez preparadas las macetas, se Tegiaron i

dad de po y se les col
las plantas trampa. En ¢l caso de los suelos de frijol y manzano sc pusieron semillas de

laﬂcaxu sanva L. (alfalfa) ¥y conmos de Allimm cepa .. (cebolla), estos dltimaos sin raices

Yy f dos superficial con hipoclorito de sodio al 5%. A las macetas claboradas
con suclo de haba s0lo se les colocaron semillas de Zea maxs 1.. (maiz)

Estas macctus se mantuvicron en condiciones de invernadero por seis meses, durante

los cuales se regaron a capacidad de campo con agua destilada, de acuerdo con sus
idades de h dad. T

rido el tiempo indicado, las plantas fucron conadas a la
altura del suclo y éste se guardo en bolsas de polictileno u 4° C hasta su revision

las esporas obtenidas @ través de este procedimiento fueron utilizadas para la
preparacion de cultivos puros.

4.2. Aislamiento y selecciim de lus especies

Debido a que el reconocimiento de las diferentes especies de HMA solo puede
hacerse por medio de las fue io

{s éstas del material edafico. Se
lon\amn muestras de las macclas de propagacion y se procesaron mediante la técnica de

do himedo y d on (Gerdeman y Nicol 1963) y centrifugacion en gradicnie
de sacarosa (20 y 60%, p:v) (Daniels y Skipper, 1982). Hecho 1o anterior, 1as esporas fueron
sceparas con ayuda de un estereomictoscopio. De esta mezcla de esporas, se decidio trabajar
con las especics de A '? a que pudi dife c a nivel de estereomicroscopio
Y presentaron ¢l mayor nimero de c;voras. slcndo cstas A. Mireticmlosa, A. loevis, A.
spinosa, A. splendida, A. aff. scrobi P,y A ) SPa-

Posteriommente s trabajé sdlo con las tres especies que s¢ propagaron mejor
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3. Cultivos puros

Este tipo de cultivos ticnen como objetivo la propagacién de una sola especie de
HMA, lo cual necesuriamente debe hacerse a partir de esporas ya que son las estructuras
que permiten el recc i > de las especies. Para preparar estos cultivos se utilizaron
tubos de PVC de 3 em de diimetro y 12 de profundidad, asi comu vasos de plastico de 250
£ de capacidad, los cuales se desinfectaron superficial de la misma forma que las
macetas. Como sustratos se emplearon suelos rizosféricos de Pyruy maluas {manzano) y

frijol (de la zona de La Malintzi) esterilizados con calor humedo como en el caso de Ia
arena y ya listos se colocaron en los contenedores.

Los contencdores asi preparados  fueron humedecidos completamente con agua
destilada y se les hicieron orificios de aproximadamente 5 mm de didmetro y 10 de
profundidad, en donde se colocaron directamente las semillas y conmos de las plantas
trampa: Trifolism repens L. (trébol), alfalfa + ceholla, slfalfa + maiz y alfalfa + Shorgum
wulgare 1.. (sorgo), utilizando como inoculo espuras de 4 7 a bireticuls A. laevis,
A. spi A. spiendida, A. aff. scrobicuk y A '/ a sp, en cl suela de frijol,
mientras que en el suelo de manzano se usaron alfalfa, alfaifa + cebolla, alfalfa + maiz y
alfalfa + sorgo y como indculo esporas de A. laevis, 4 ) asp,y A 7 Spa.
Para cada especic de Acamlaspora xc prepararon tres contenedores por cada mezcla de
plantas trampa, es decir, 72 cultivos con suelo de frijol y 36 con suclo de manzano, 108 en
total. Se inocularon de 25 a 50 csporas por contencdor, las cuales fueron colocadas
directamente por pipeteo en ¢l orificio central de los contenedores, antes de la colocacion

de 1as semillas y/o cormos.

Los cultivos puros sc mantuvieron en condiciones de invernadero por espacio de
cuatro meses, regindose como las macetas de propagacion. En este caso, a partir de la
quinta semana de preparacion se hizo una revision semanal de los cultivos, con ¢l objeto
de obtener el material en difercntes estados de desarrollo.

De cstos cultivos, solo se logro la propagacion de Acaslaspora laevis en un
contenedor con alfalfa y de A. spimasa en uno con trébol. En el cultivo de A. laevis se
encontraron las esporas completamente desarrolladas, mientras que en A, spinasa cl material
se presenté en diferentes estados de desarrolio.

‘ya que no se obtuvo la propagacion de ni otra . los

Por otra part
ensayos de gemminacion se hicieron con esporas extraidas de de propage
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utilizdndose paras cllo unicamente las especies mds abund. s A bir L

A. spinasa, A. wff. scrobicuk y A d a sp,. Debido a que se obmvo un culuvo puro
de A. laevis, cxta fuc la otra especie en la que se lizd la germina No ya
que en el cultivo y las macetus de propagacion existian bajos mimeros de esporas, fue
necesario obtener mas de éstas de un suclo rizosférico de Pissm sativam L. (alverjon),
también de la region de La Malintzi, en el cual se sabia de la existencia de un eclevado

numero de esporas de esta especic.

Una vez separadas las esporas de cadis especie, éstas se on en tubos dec ensaye
de 2 ml de capacidad con agua destilada estéril y se mantuvicron a una temperatura de 4°C
por diez dias, con la finalidad de romper latencia (FTommerup, 1983a, Gazcy er al., 1993).

4.4. Ontogenia

La dnica especic que logro propuagane y encontrarse en diferentes estados de
desarrollo fuc Acaslaspora spimasa, por lo que es la que sc trabajo para las observaciones
de ontogenia de las esporas.

El material se separé mediante tamizado humedo, decantacion y centrifugacion con
gradiente de sacarosa. Una parte del material obtenido se observo med:ame preparaciones
temporales claboradas con agua, la otra parte fue da en prep per
usando como medios de montaje alcohol polivinilico + glicerina (PVLG) y/o alcohol
polivinflico + glicerina + Melzer (Koske y Tessier, 1983).

Se realizaron 22 observaciones con agua y 74 con medio de montaje, es decir, 96
en total.

4.5, Germinnciin

Se prey on i pl v de germi ion por especie d cada ensayo,
montindose un total dc seis ensayos de germinacion por especie, ¢s decir 18 ensayos y 270
placas en total (tabla 1). Los primeros ensayos de germinucion (dos por especie) se
montaron de acuerdo con la técnica propuesta por Gazey er al. (1993), para lo cual se
colocd una mezcla de arena y vermiculity estériles en una proporcion 1:1 (v:v), humedecida
con agua destilada dentro de cajas petri de 10 cm de didgmctro y 3 de altura. Sobre dicha
mezcla se colocaron emparedados de filtro milipore (0.22 pon) de aproximadamente 10 mm
por lado; las cajas asi preparadas fueron esterilizadas a 15 1b de presién por 30 minutos.
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Una vez listos los positivos de genminacion, se extrajeron las espoms de los tubos
de ensaye y se sometieron a un i o de desinfeccién superficial (modificado de
Aguilar, 1993) antes de su colocacion en lus placas. Dicho tratamiento consistié en los
siguientes pasos:

1. Enjuagar las esporas con agua destilada estén! durante S min.

2. Adicionaries una gota de Tween 80 para romper tension superficial. Se dejaron
asi por 15 min.

3. Lavar tres veces con agua destilada estéril. Cinco minutos por vez.

4. Las esporas ya lavadas se colocaron en una solucion de hipoclorito de sodio al
1% por espacio de 20 min.

S. Concluido este tiempo se lavaron nuevamente tres veces con agua destilada estéril,
cinco minutos cada vez.

Una vez listas las esporas, se procedio a colocarlas en los emparedados con ayuda
de un estereonmicroscopio, pinzas de relojero, pincel de cerdas finas y agujas de diseccion.
Todas estas lubores se realizaron en condiciones de esterilidad,

Las placas de germinacion asi preparadas se mantuvieron en obscuridad a 28°C y
se extrajeron las esporas de una placa cada tercer dia con el proposito de hacer el

8 o de los ios ocurridos en las esporas,

Debido a que sc presentaron altos niveles de contaminacion por hongos en los
dispositivos preparados con arena y vermiculita se decidid montar los otros cuatro ensayos
de germinuacion para cada especie en cajas petri de 5 cm de diametro. utilizando como
soporte de las esporas agar-agua 10 gl esterilizado a 15 1b de presion por 15 min. Las
esporas se sometieron al proceso de desinfeccion ya indicado y una vez listas se pusieron
directamente sobre 1a capa de agar con ayuda de un pincel de cerdas finas. Listas las placas
se¢ mantuvicron cn obscuridad a 28 C como en ¢l caso anterior.
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de ensayos y cantidades

Tabla |. Relacion de

de esporax uilizadas en cada caso.

ESPECIE SOPORTS. ® ENSAYOS ® FSPORAS # TOTAL DE
PFOR FNSAYO | ESPORAS
A. biret. Arena 200 400
A. bires. Agar 100 400
TOTAL 800
A. laews Arcna 2 210 420
A. laews Agar 225 900
TUTAL 1320
A. spinnsa Arena 525 1050
A. spinosa Agar 225 900
TOTAL 1950




4.6. Observaciones

Se extrujeron lus esporas de una placa de germinacién por especie cada tercer dia.
Con el objeto de conocer las caracteristicas de las esporas antes de la germinacion, una
parte de éstus se observaron antes de montar los ensayos. En todos los casos se coloco
sobre las esporas una gota de azul de tripano al 0.05% paru evidenciar la presencia de hifas
de germinacion (Gazey er al., 1993). Una panc de las esporas  extmidas durante cada
observacién se 5 inmedi en prep tempotales con agua (Spain, 1990)
y la otra se utilizé pam claborar prep: i S per con PVLG y/o PVLG+Melzer
(Koske y Tessier, 1983). Todas las observaciones se realizaron utilizando un
fotomicroscopio con contrasie interferencial de Nomarski (Nikon optiphot-2).

4.7. Elaboracion de descripciones

Se prepararon descripciones detalladas de cada una de las especies, con base en el
formato utilizado por Estrada-Torres ef al. (1992), asi como de la forma de germinacion de
las esporas, incluyéndose los detalles de las cd de germi ion e hifas. En lo que
tespecta 1 ontogenia se detallo el proceso de formacion de lus esporas de Acamiospora
spinasa.

Para la elaboracion de descripciones se incluyen dimensiones, las cuales fucron
obtenidas con ayuda de un vernier en ¢l caso del estereromicroscopio 0 bien con una lente
micrométrica acoplada al microscopio. La descripcion de los colores se encuentra basada
en las obras de Mcthuen (Komerup y Wanscher, 1989) y Munsell (U.S. Depanment of
Agriculture, 1989), y se¢ identifica bajo las abreviaciones (Mn:) y (ML) respectivamente.

4.8. Anilisis Fenético

Este fue realizado para estirnar la simititud morfologica existente entre las especies

bajad. con resp a otras cspecies de la familia Acaulosporaceac, considerundo
ujncamcme a aquellas que fueron tomadas en cuenta por Morton (1990a) para la realizacién
del anali ladistico de Glomales: A dicula Spain, A. deli Walker, A.

denticulaa Sicverding & Toro, A. dilatasa Mornon, A. lacumasa Mornon, A. laews
Gerdemann & Trappe, A. longula Spain & Schenck, A. mellea Spain & Schenck, A
morrowige Spain & Schenck, A. myriocarpa Spain, A. rehmii  Sicverding & Toro, A.

rugosa Morton, A. spimasa Walker & Tmppc £ p - E infreq
(Hall) Ames & Schneider y £ sch i Sieverding & Toro asi como otras cspecics de
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feradas por Morton, pero de lus cuales se conocen actualmente las

A / no c«

cimaras de germinacion u otras estructuras, lus especies son: A. direnicuiata Rothwell &
Truppe, A. scrolicmiata Trappe, A. sporocarpia Berch, A. thomii Blaszkowski y A.
mberculasa Junos & Truppe, 21 cspecies en total. En la tabla 2 se enlistan los caracteres
utilizados, asi como su codificacién, algunos de los cuales fueron analizados por Morton
{1990a). Debido a que la morfologia de las de germi ion y la pi ia de
estructuras bulbosas sobre las hitas se desconocen para mas del 50% de las especies, estos
caracteres fueron descartados del analisis furmal y solo se di su p ia de d

con el arreglo obtenido para las i el s fenetico. T jo en cuenta
que Jos caracteres a analizar son de doble do (pr ig ia) y multi o, la
similitud entre las especics se obtuvo tanto a través de un coefi de di i (Di ia
Manhattan), como uno de correlacion (Rogers y Tanimoto) (Crisci y Lopez, 1983). Con
estos datos se contruyeron los fenogramas mediante ¢l proceso UPGMA (media aritmética
no ponderada, por sus siglas cn inglés). Asimismo, se obtuvicron los indices de correlacion
(r). LEstos andlisis fucron realizados medianic ¢l programa de software NTSYS-pc, version

1.80 (Rohlf, 1994).

4.9. Obtencion del registro grifico

Se tomaron digpositivas y fotografiss en blanco y negro de las estructuras producidas
asi como de la secuencia de formacion de esporas.

d 1a germi ion de las
Las siglas (CIN) en las leyendas de las fotografias, indican que éstas fucron tomadas con
contraste de interferencia de Nomarski. Con ayuda de una cdarmnara clara integrada al
microscopio se claboraron exq de los pr os estudiados. Para la confirmacion de
las especies, se revisaron los tipos de 4 ! bnire i ul y A. laewvis, asi como el
paratipo de A. spinasa y para comparacion de Jos resultados obtenidos se tomaron coro
punto de referencia los esquemas de ontogenia, camaras de ger io ia de
formacion de estratos realizados con anterioridad pura otras especies de Acaslaspora (Mosse
1970b; Gerdemann y Trappe, 1974; Morton ef al., 1990; Spain, 1992; Blaszkowski, 1994)

Y Scwselliaspora (Walker y Sanders, 1986; Morton, 1995).

El matetial de referencia (esporas adas en iones per con

PVLG y/o PVLGeMelzer) se encuentra depositado en el Herhano TLXM, del Centro de
(C.1.C.B.) de la Universidad Auténoma de Tlaxcala

Investigacion en Ci ias Biolog
(U.A.T.).
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Tabla 2. Camacteres considerados y su codificacidon para 105 andlisis fenéticos,

utilizando

Distancia Manhattan y el indice de asawiacidon de Rogers y Tanimorto.

CARACTER EDO. DE CARACTER cob.
Arreglo de las cipuwas tadividualizadas o
En agregadon flojos 1
En espumocarue 2
Desarrollo de ia espaws Latcralmentc a) stcubo o
En el cucllo del méculo H
Pedicelo umtenicmlo a s capxwa Auwsecnic o
Presenie 1
No. de gngew de estratum Uno [
Dox o mas 1
Estrato superficial Liso [+]
Omamentado finamente 1
Omamentado marcadamente 2
Eswatn evanescente Uno o
Dos 1
E: $ Cero ]
Uno t
Dos 2
B Cero o
Uno 1
Dos 2
Tres 3
Ormamentacicn en un cstato intemo Auscncia o
momibranceo Presencia 1
Reaccion del estrato mis interno con Melzer Ausencia L]
Presencia 1
Eseralo més interna de tipo amuorfo Ausencia (]
Prescncia 1
Estato coriiceo unido al amarfo Auncncia o
Preacncia 1
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V.RESULTADOS

5.1. Acanlospora bireticulata Rothwell & Trappe
Rothwell, EM. & ] M. Tmappe, 1979 Mycotanon K:471-475.

5.1.1., Descrigcion de 1a especie
Fig. 1.

Esporas formadas individualmenie en el suelo, de color café olivo claro (Ml: 2.5Y
5/4) a olivo (M1: SY 5/4) con la edad, globosas a subglobosas, de (104-) 132-152 (-180) um
de didmetro. Pared de la espora formado por seis estratos en tres grupos (A, B y C). Grupo
A formado por tres estratos (1, 2 y 3); estrato 1: evanescente, amarillo palido (Mn: 1A3),
de 1-3 um; esttato 2: unitanio, amarillo olive (Ml: 5Y 6/6), de 1-1.5 (-3) um, omamentado
con proyecciones de dpice redondeado, de hasta 0.5 anen la base y 1-3 Lan de altum, estas
proyecciones se encucntrun dentro de un reticulo formado por bandas de 1 - 1.5 zam de
grosor y (3-) 5 (-9) :an de altura; estrato 3: unitario, hialino, de 0.5 -1 mn, firmemente
adherido al estrato 2. Grupo B formado por un estrato (4); estrato 4: hialine, unitario, de

1-1.5 . Grupo C integrado por dos cstrutos (5 y 6); estrato 5: membranoso, hialino, de
1-1.5 (-3) ian, or do con ¢ i

en su superficic exlerna; estrato 6: amorfo,
hialino, de color magenta grisiiceo (Mn: 13B6) al observarse en reactivo de Melzer, de 1-1.5
(-2) iam. Contenido denso, granuloso-globular.

MURONIMO: A(EU,U) B(U) C(M,A)
MUROGRAMA:

a . c

Sdculo esporifero hialino, globoso, de = 45 .on de diametro, con restos de materia
organica adheridos. Distancia cntre el sdculo esporifero y la espora de = 37.5 um.
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Figs. 1-8. Acaslospora bireticulata. 1. Omamentacion y grupos de estratos (CIN 250X, agua). 2. Vista
superficial de la cimara de germinacién (CIN 500X, PVLG). 3. Detalle de los Idbulos (L) y mairgenes
engrosados (M) (CIN 1250X, agua). 4. Vista trunsversal de la cimara de germinacion con la orilla
adelgazada (O) (CIN 250X, agua). §. Comparnimicnios (C) y pared intercalar (P) en vista tranversal (CIN
|2sox agua). 6. Emergencia de la hlfa de germinacion (CIN 1250X, agua). 7. Hifa de germinacién con

una primera ramifi ion de aproxi 180° (H) y la segunda de menos de 90° (Y) (CIN 125X,
agua). 8. Inicio de la formacidn de una rama sobre la hifa (CIN 500X, agua).
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$.1.2. Germinacion
Contenido y estrutos

Al observare en ugua, el contenido de la espora es de apariencia granular,
generalmente muy denso y formando una especie de codgulos, algunas veces mezclado con
un poco de contenido fluido y refringente. Sin embargo, en reactivo de Mcelzer el contenido
siempre se observo de apariencia fluida. No existen cambios en cl ammeglo de los cstratos,
salvo un estrecho contacto entre ellos en la zona de la cdmara, lo cual ocasiona que dicha
zona se obscrve mis obscura, ain a nivel de estercomicroscopio.

Camuras de germinack
Figs. 2-S y 42F.

Cimara de germi ion compl hialina, mas o menos circular en contorno,
de aproximadamente 26-44 can de ancho X 734.5-120 an de largo (mitad visible), ocupando
aproximadamente 173 de la superficie total de la espora. multilobulada; I6bulos muy
cvidentes con los margenes engro<ados (fig. 3); mnrgcncs dc 1.5-2.5 ‘an en la parte central,
1 0.5-1 an hacis la ornlla; hasta 10 poros de germi por de 1.5-2 ym de
diametro. En vista transversal la camara es convexa, de §.5-9 pm en la parte central a 1-1.5
zm hacia la orilla, con cuatro compartimientos {figs 4 y 5).

La camara se encuentru localizada entre los estratos 4 (unitario, grupo B) vy 5
(membranoso, grupo ) de la espora. Dicha estructura se forma por un espacio producido
cntre ambos estratos y la sintesis de nuevo maternial de estrato, a partir del estrato 34
(unitario), el cual forma estratos transversales de hasta | @an de grosor, que dividen a la
camara en compartimientos (fig. 5), dentro de cada uno de los cuales s¢ puede observar
contenido granular fino. Superficialmente tienc un aspecto rugoso, el cual se debe 4 que su
transpatencia permite apreciar con toda claridad las excresencias del estrato interno, las
cuales se van desvancciendo hasta casi desapurecer hacia la orilla.

Hifas
Figs. 6-8.

Hifas de germinascion producidas a partir de las cimaras de germinacion (grupo mas
intemo de estratos), donde comienzan a fonnarse y de ahi emergen al exterior de la espora
atravesando el grupo externa de estratos (fig. 6), pudiendo producirse hasta cuatso hifas a
la vez. Estas estructuras son de apariencia irregular, con un grosor que oscila entre 2-3 zan
en el punto de salida de la espora y 34 um en el resto, alcanzando una longitud de hasta
100 um a los 24 dias, con apice redondeado; estrato de la hifa de 0.5 . Las hifas pueden
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llegar a ramificarse inmediatuinente al salir de la espora, aunque es mas frecuente gue la
primera ramificacion se produzca a una distancia de 20 am (figs. 7 y 8), formando dngulos
de 60 a 90°, pudiendo observarse hasta seis ramificaciones a 1o largo de una sola hifa.

Dichas ramificaciones van de di- a tricotémicas, sicndo mds numerosas las de) primer tipo.
C ido g fino y hor

gé . hialino, tinéndose fuertemente con azul de tripano.

Los porcentajes de germinacidén fueron del 3 al 125 %.

52. Acamlospora laevis Gerd. & Trappe
Getdemann. J.W. & LM Trappe, 1974, Mycol. Memoir 576

52.1. Descripcion de la especie
Fig. 10.

Esporas formadas individualmente en el suelo, anaranjadas (Mn: 6AB) a color
naranja rojizo (Mn: 7A8), globosas a subglobosas, de 129-221 pm de didmetro, con la
superficie brillante y lisa. Pared de 1a espora constituido por 7 estratos en tres grupos (A,
B y C) (fig 10). Grupo A formado por tres estratos (1, 2 y 3); estrato 1: cvanescente,
amarillo pastel (Mn: 3A4 a 2A4) a amarilio claro (Mn: 4AS) cuando maduras, continuo con
el estrato del siaculo, de 1.5-3 ian; estrato 2: laminado, amarillo claro (Mn: 4A5 a 4A6)
cuuando lus esporas son jovenes, amarillo narunja (Mn: 4A8) u color naranja parduzco (Mn:
7AT) cuando son maduras, de 1.5-3 (-5.5) wm; estrato 3: unitario, hialino, de 0.5-1 wun.
Grupo B formado por dos estratos (4 y 5) fuetemente adheridos, siendo ambos unitarios
y hialinos, de 0.5-1 ;am cada uno. Grupo C compuesto por 2 estratos (6 y 7); estrato 6:
membranoso, hialino, de 1-2 (-3) wn, omamentudo con cxcrescncias en su superficic
extema; estrato 7: membrunoso, hialino, hasta 0.5 am. Contenido de la espors mds o menos
denso, de apariencia reticulada (Estrada-Torves et al., 1992).

MURONIMO: A(ELU) B(UU) C(MM).
123 a3 7
a . c
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Sidculo esporifero hiatino cuando joven, de color narunju cuando maduro (Mn: 5A7),
at colapsarse, dejin restos adheridos a la esporm, subgloboso, de 88 X 98 pam, con pared de
0.5-1 am. Distancia del sdculo esponifero u la espora hasta de 78 wan; diametro de la hifa
en el punto de unidn con la espora hasta de 8 pan, pared de la hifa de 0.5 pm.

5.2.2. Germinacion

Comtenido y estratos

Al inicio de los ensayos de germinacion todas las esporus presentaron contenido
fluido, de apariencia globular, muy turgentes. Se observd un cambio en la consistencia del
contenido a medida que transcurria el tiempo de los ensayos, el cual consistié en un paso
del estado fluido a un estado denso, granular. Sin embargo, este cambio no fue constante,
ni evidente para todas las esporas. No se detectaron cambios en los estratos.

Ca as de ger
Figs. 9A D, 11-14 y 42G.

Cimaras hialinas, de apariencia circular (fig. 91) a semicircular (fig. 9C), de (39-)
52 X 9R (-2003) zam 6 42-113 um de didametro, ocupando de 1/4 0 menos hasia 2/4 de la
superficie total de la espora, con 2 (5) lébulos de forma y tamanio similares, separsdos entre
si por una hendidura de hasta 17 gm cuando se trata de dos a tres 0bulos y mas cona
cuando son mis de tres (figs. 9A y 11); margen no engrosado o ligeramente engrasado, de
1-1.5 zan; con 1-2 (3) poros de germinacion, de (1.5-) 2-3 (4) um de diametro (fig. 14).
En vista transversal la cimara es convexa, de 6-11 g en la parte central a 1.5-3 Lan hacia
la orilla, con cuatro a seis comparnimientos (figs. 12).

Las cdmarus de genni ion se locali 2 lmente muy cerca de la cicatriz
dejada por 1a pérdida de la hifa de sostén y se l'ommn a pantir de una separacion de los
estratos 5 (unitario) y 6 {(membranoso, omar con

) de los grupos mas
internos de estratos y la sintesis de estratos intercalares de hasta 1.5 um. Dentro de cada
uno de los compartimientos formados se puedc observar contenido granular fino y
homogénco (fig. 13). Superficialmente, las camaras tienen un aspecto granuloso fino y
denso, al parecer producto de las excresencias del estruto omamentado de abajo, pero mds
cerrudo que en éste.

Hifas
Figs. 15-18.

Hifas de germinacion originadas desde el interior de la espora, a partir de las
ciamaras de germinacion que se localizan en el grupo mds intermo de estratos, atravesando
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el grupo extermo por un poro de 2 an de didmetro (fig. 14), produciéndosc de una a cuatro
hifas por espora, aunque es muis frecuente observar cuatro.

Las hifas tiecnen un aspecto regular, de (3-) 6-6.5 (-8) wan de didmetro en la base a
(3-) 4-5.5 (-6) um en ¢l resio, hasta 8-9 um en el dpice, el cual siempre es redondeado;
longitud variable, de 300 an al dia 33, hasta 3 500 wm al dia 17; pared de 1-1.5 ian,
ocasionalmente con algunos septos repartidos 4 intervalos irtregulares. Una sola hifa puede
rumificarse desde tres, hasta 17 veces (fig. 16). aunque en general la primera ramificacion
se origina inmedistamente al salir de la espora formando un angulo de 1BO® (fig. 15), o
menos frecuentemente # una distancia de 3 - 85 wan y entonces los dngulos formados son
de 90° o menos. Las ramificaciones van de di- a tricotémicas. El contenido de las hifas s
granular, uniforme y se tifie fuertemente con azul de tripano. Ocasionalmente, sobre las
hifas sc produccn una o dos estructuras parccidas a pequenas vesiculas, globosas, de 26 am
de diametro, a clipticas, de 26 X 14 um, con pared de 0.5 ran (figs. 17 y 18), sostenidas
por un pedicelo de 4 wmn de diametro y hasta 15 ;an de longitud, con el mismo tipo de
contenido que las hifas.

Los porcentajes de germinacion fueron del 10 al 40 %.

[
° <G>
D
Fig. 9. Ci de i i6n dc A laevis. A. Vista laieral. B-C. Vista frontal. D. Vista

lateral de una camara cn formacidn.
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Figs. 10-18. Acamlospora laevis. 10. Espora madura mostrando dos grupos de estratos (CIN 250X, HC
2386). 1 1. Cimara de germinacion en vista late ral mostrando dos hendidurms (H) y el poro de gcmunac:én
en el meo externo de cs‘lmlm (CIN 250X, HC 2407). 12. Cimara de i6n en corne

los compani s (C) y paredes intercalares (P) (CIN 250X, HC 2393). 13. Awpcclo
granuloso de una cdmara en vista lateral, mostrundo la orilla (O) y las excresencias del penaltimo estrato
(CIN 500X, agua). 14. Detalle de los poros de gernninacion en el grupo externo de estratos (CIN 500X,
HC 2437). 15. Dos hifas de germinacion ramificadas en un angulo de 180° (CIN 250X, HC 2437). 16,
Ramificacién multiple sobre las hifas de germinacion (34X, agar). 17. Estructura bulbosa sobre ia hifa de
germinacidn (B) (38X, agar). 18. Detalle de la estructura bulboss (CIN 125X, HC 2412).
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5.3. Acamlospora spinasa Walker & Trappe
Walker, C. & J. M. Trappe, 1981. Mycotaxon 12:515-521.

53.). Descripcion de s especie
Fig. 20.

Esporas formadas individualmente en ¢l sueio, amarillo olivo (Ml: 2.5Y 6/6) a color
café olivo cluro (M!: 2.5Y 5/4) cuando maduras, globosas, de (118-) 142-168 (-200) an de
didmetro. Conjunto de estratos de la pared de la espora formado por scis estratos ecn tres
grupos (A, B y C) diz. 20). Grupo A formado por tres estratos (1, 2 y 3); estrato I:
evanescente, hialino a blanco amarillento pidlido (Mn: 2A2), de 2-3 (-3) umm; estrato 2:
laminado, amarillo olivo (Ml: 5Y 6/6), de (3-) 45 (-6) wm, omamentado con proyecciones
en forma de espinas de dpice redondeado, de (0.5-) 1 (-3) san en la base y 0.5-2 um en ¢l
dpice; estrato 3: unitario, hialino, fuentermente adhendo al estrato anterior, de 0.5-1 um.
Grupo B formado por un cstrato (4); estrato 4: unitario, hialino, de 0.5-1 um. Grupo C
integrado por dos estratos (5 y 6), estrato S: membranoso, om, ado con excr as
en su superficie externa, hialino, de (0.5-) 1 iam; estrato 6: membranoso, hialino, que sc
toma rojo violiceo (Mn: 14C7) al reaccionar con Melzer, de 0.5-1 wm de grosor. Contenido

de la espora de apariencia grunular a granular-globular,
MURONIMO: A (EL,U) B(U) C(M,M)
MUROGRAMA:

Sidculo esporifero amarillo pdlido (Mn: 3A3), globoso a subgloboso, de (78-) 120-
134 (-160) ran de didmetro, con restos de materia orgdnica adheridos; pared formada por
dos estratos membranosos de 4-§ ran de grosor total. Distancia entre el siculo esporifero
y la espora de 20-64 (-116) ram; diametro de la hifa cn el punto de unidn con la espora de

(9-) 24-26 (-36) um; pared de la hifa hasta 3 um.
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5.3.2. Germinucion

Comlenido y estratos

Lus esporas recién extraidas pi cc ido de apariencia fluida, lipidica,
formando numerosos globulos, gencralmente grandes. A medida que trunscurrio el tiempo
del ensuyo fue posible denotar que en muchas esporas (casi el 100%) se presentd un
contenido muy denso, de apariencia granular. El dnico cambio evidente en los estratos es
un estrecho contacto entte ellos en la zona de localizacion de la camara, sin embargo, mas
alld de la cimars, los estratos de pared conservan su individualidad (fig. 27). No existe
aumento en su grosor, ni cambios en su coloracién o textura.

Camaras de germinacion
Figs. 19A y D, 21-27 y 42H.

Cimaras de germinacion hialinas, de aparicncia semicircular (fig. 19D), de (41-) 84-
113 zm X (49-) S1-86 {-107), a circular en contorno, de 92-117 gan de diimetro, formando
al inicio del desarrollo espirales simples (figs. 19A y 21), ocupando de 1/2 a 1/3 de la
superficie total de la espora; multilobulsda, lo cual le da una apariencia muy elaborada (figs.
19D, 22 y 24); 1ébulos tanto en la orilla, como en la parte central, irregulares y separados
entre s{ por hendidurus conas, de mirgenes engrosados (fig. 25); mirgenes de 1-2 (-2.5) zan
en la parte central, a 1-2 pm en la orilla; con dos a seis poros de germinacion, localizados
principalmente hacia la parte periférica de la camara, de 1.5-4 pan de diametro. En corte
transversal la camam es convexa, de 4-9 um en su parte central y 1.5-2.5 :an en la orilla,
con scis 8 ocho compartimientos por cimara, con estratos de 1.5 wan (fig. 26).

Las cdmaras se proxducen por una separacion de los estratos 4 (unitario, grupo B) y
5 ¢ t SO, O ado con i grupo C) (fig. 23); a panir del estrato 4 sc
sintetizs nuevo material de estrato para dividir a la cammara en compartimicntos.
Superficialmente, la cimara parcce estar formada por dos placas superpuestas entre si, al
s por lo intri do de los Iébulos que la forman (fig. 25), no obstante, es factible
distinguir con claridad la ornamentacion del estrato que se encuentra por debajo de ella, asi
como su co idoquees g lar fino y homogéneo (fig. 24).
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Fig. 19, Desarrollo secuencial de las camaras de germinacion cn Acaslaspora spinosa.

Hifas
Fig. 28.

Hifas derivadas a partir de las cdmaras de germinacion que se localizan entre los
grupos mis intemos de estratos, emergiendo por un poro de 2 um de diimetro, producido
en el grupo externo de estratos (fig. 28), hasta custro hifas producidas por espora al misimo
tiempo; hifus de aspecto uniforme, de (4-) 5-6 (-8.5) ian de diametro en la base y 34 (-5)
en ¢l resto, de dpices redondeados, con una longitud de hasta 2 500 .an a los 10 dias, con
la pared de 1 ian. Las hifas se ramifican di- a tricotémicamente dos O tres veces cerca de
1a espora, a una distancia de 4-15 (-68) ;an, pero nunca inmediatamente al emerger de la
pared, frecucntemente en dngulos de menos de 90°. Contenido granular fino y homogéneo,
tinéndose fuertemente con azul de tripano.

Los porcentajes de genminacion fueron del 2 al 43 %.

5.3.3. Ontogenin
Figs. 2941,

1. Formacion de un siculo terminal en una hifa (figs. 29A y 30). El contenido es
grunular fino y homogéneo, blanquecino y continuo entre hifa y sdculo, mezclado con un
poco de contenido fluido altamente refringente (fig. 31), ambos cubiertos por una membrana
muy fragil, de menos de 0.5 pan de grosor. Esta hifa se encuentra separada del resto del
micelio por uno o dos scptos repartidos irregularmente en el extremo opuesto a la zona de
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formacion del siculo, region en que la hifa es angosta y tiene forna de cuna, con una
longitud de hasta 300 wm a partir del cuello del siculo, el cual tiene un didametro de 21-30.5
wan. A lo largo de la hifa es comiin observar varios apéndices filiformes, casi sin contenido,
los que & veces se encuentran rumificados, ocasionalmente pueden llegar a observarse este
tipo de estructuras en el extremo opucesto del sidculo, las cuales se encuentrun separadas de
éste por un septo (fig. 298).

2. El sdculo comienza a crecer y 4 adquirir una forma subglobosa (figs. 29A, B y
30), de 113 X 126 1an, oserviandose continuidad de ls pared membranosa de 1a hifa hacia
el saculo, esta pared mide menos de 0.5 1an y es altamente refringente. Durante esta etapa
de crecimiento, la pared de la hifa comienza a engrosarse hasta 1 wan por abajo del cuello
del sdculo, mientras que en el sdculo se desarrolla un estrato intemo, cl cual esta formado
por dos a tres laminas muy flexibles, de 1-2 zam, de color amarillo rmuy palido (fig. 32). En
la pante final de la hifa se forman nuevos septos que van aislundo el contenido hacia Ia zona
del sdculo. Estos estratos se evidencian con mayor claridad con reactivo de Mclzer, ya que
en agua dan la apariencia de ser un solo estrato muy grueso.

3. Cerca del cuello del siculo, a una distuncia de 135-270 an comienza a formarse
una espora subglobosu, de 36 x 34 ;an, completamente sésil (figs. 29C, 31 y 33). A nivel
del punto de unién entre hifa y espora el cucllo mide 17-29 (-41) an de didmetro. Se

presentan dos estratos, uno externo hialino, fragil, de 0.5-1 @an y uno intermno laminado de
2-3 pm (figs. 34 y 41A), con algunas evidencias de la omar 4 istica de la
especie.

4. A medida que la espora su vol el cc ido del siculo pasa a ésta,

dando vacio, lo mi que los restos de la hifa (fig. 29D). La omamentacion comienza
a deﬁmNc y presentar el patron caracteristico de la especie, sin embargo, es mas baja y el
arreglo de las proyecciones es mas irregular y menos cerrado que en esporas maduras (figs.
35 y 36), no distinguible cn conte 6ptico, la pared se toma de color amarillo palido. La
espora alcanza un tamano de 102 X 127 ;am (fig. 29 Se observan cuatro estratos:
evanescente hialino, de hasta 1.5 .an; laminado (tres laminas) amarillo pilido, de hasta 3
wm; y dos membranosos hialinos de 0.5-1 ian cada uno, plegados (figs. 37 y 41B). En
general el aspecto de los estratos externos es mus rigido y el contenido va adquiriendo una
apariencia reticulada, con numerosos glibulos pequefios.

5. Los tercero y cuano estratos que tenian una apariencia membranosa, comienzan
a adquirir un aspecto scmirrigido, el altimo de los estratos se wvuelve ligeramente
amarillento. Los estratos se¢ separan en dos grupos: A(EL . U) B(U) (fig. 41C).
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Figs. 20-28. Acaslospora spinosa. 20. Expora madura mostrando tres grupos de estratos (CIN 250X, HC
2366). 2. Cimara de germinacion en los primeros  estados de formacion (CIN S00X, HC 2370). 22.
Cimara de germinacion madura, multilobulada (CIN 250X, HC 2387). 23. Espora abierta en la que se
observa la cimara en cl grupo intemo de estanos (CIN 250X, HC 2301). 24, Vista superficial de la camara
en la que se observan las excresencias del estrato que se encuentra por debajo de ella (CIN 1250XC, HC
2401). 25. Mdrgenes de la camara engrosados y con un aspecto de sobreposicion (8) (CIN 1250X, HC
2405). 26.Vista transversal de la camara mostrando varios compartimientos (C) N 500X, HC 2405). 27.
Vista transversal de la cimara donde s aprecian dos grupos de estratos mis alld de la cimara (CIN
1250X, HC 2405). 28. Hifa de germinacion emergiendo a partir de uno de los compartimicntos de la
cidmara, atravesando el grupo extemno de estratos (CIN 1250X, HC 2392).
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Fig. 29. O ia de las esp dec A sp A dio de siculo. B. Siculo desarrollado.

i . Pr
C. Primardio de una espora sobre 1a hifa, D. Espora en formacion. E. Desarrolio de estratos. F-G. Esporas
maduras.
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30-40. Acaulospora spinosa. 30. Siculo con algunos apéndices filiforimes () (C’l\ 250X, HC
"‘!KOA) 31. Protuberancia sobre 1a hifa al inicio de la formacion de la espora (CIN 125X, HC BO). 32,

rato extemo membrunoso y grueso en hita (A) y siculo (S) (CIN 1250X, HC "180) 33 pora muy
joven (CIN 125X, HC 2380A) 33, Estrata extemo membrunoso iy grueso en hifa (A), continuo con
el estrato externo membranoso delgado de una espora joven (E) y estrato intemo membrinoso en espora
(M) (CIN 1250X, HC 2380A). 35. Dctalle de Is omamentacidon en una espora muty joven (CIN 1250X,
HC 2374). 36. Arreglo de la omamentacion en una espora madura (CIN 1250X, HC 2373). 37, Espora
en maduracidon con sSlo 3 estratos: membranoso-e vanescento extemo (), laminado omamentado (L) ¥
membranoso mus interno (M) (CIN 1250 X, HC 2374). 38. Espora muis madura mostrando dos estrutos
membranosos en el grupo intermo, con el peniltimo estrato aun sin excresencias (SE) (CIN 1250X, HC
2374). 39. Punto de unién de espora e hifa ocluido por el estrato laminado de la espors (LLE) y cl estrato
membranoso intemo de 1a hifa (IH) (CIN 1250X, HC 2377). 40. Espora completamente madura mostrando
los tres prupos de estratos y la reaccion al Melzer en el estrato mis interno (R) (CIN 250X, HC 2377).
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6. Por abajo del cuanto estrato (grupo 13), se presentan dos estratos mids, ambos
membranosos, hialinos, ¢l primero de 0.5-1 (-2) gan, el segundo de menos de 0.5 an, de
tal manera que shora los grupos de estrutos son: A(EL U) B(UMM) (fig. 41D). El ultimo
estrato reacciona de color café purpura con reactivo de Melzer. La omamentacion de las
esporas se desarrolla mas (fig. 36) y sc observa completamente cmbebida en ¢l estrato mas
externo, como’ en una gelatina, este estralo continia siendo una extension del

estrato
externo del siaculo e hifu de sostén (fig. 39).

7. El esttato 4 que se observaba semirmigido se separa de los dos cstratos
membranousos intemnos, de wl manera que se forman el grupo de estratos B, con un solo
estrata, el 4, y el grupo de estratos C, con los dos membranosos (tfig. $1E). En este ultimo
grupo de estratos, sobre el cstrato § aparecen pequenas excresencias que le dan un aspecto
granuloso. Para este momento ¢l contenido de la espora se encuentra comnpletamente
scparado de 1a hifa de sostén por la limina mas interna del estrato laminado y el estrato
mis externo proyectado desde el siculo e hifa (g, 39). A medida que la espora madura,
el contenido cambia su aspecto granular fino y homogénco, por un aspecto granular
mezclado con globulos fluidos pequefios.

8. En esporas completamente maduris los estrialos se separan mis frecuentemente
en tres grupos: A: b 0 (evi e), ! jo (or ado con proyecciones)
y unitanio; B: semirrigido (unitario), C: mmembranoso (orname 1o con excr ias) y
membranoso (figs. 40 y 41E), aunque en ocasiones pueden observarse esporas con los
estratos separados iinicamente en dos grupos: A: evanescente, laminado y unitario; B:
unitario, membranoso y membranoso (fig. 41D). En este ultimo estrato 1a reaccion al Melzer
es variable, desde un color café parpura, hasta magenta, en algunas esporas no se observo
reaccion. A partir de este momento el contenido de las esporas adquiere un aspecto
reticulado abierto por la presencia de enonmes gldbulos fluidos, los cuales pueden llegar a
fundirse hasta formar uno solo. La mayoria de las esporas pierden los restos de hifa y
saculo (fig. 29¥, G), quedando una cicatriz ocluida por la altima lamina del estrato
laminado, libre de ¢ ion y por el estrato membranoso interno de la hifa de sostén
{fig. 39). Asimismo, sdlo quedan restos del estrato evanescente en algunas partes de la
espora.
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Fig. 41. S. ia de for ion de en Ac

VIDISCUSION

6.1. Metodologia
Schenck (1984) resalté que contar con fuentes de inoculo es una de las principales
necesidades de los investigadores involucrados en el estudio de los HMA, no obstante, el
cardcter simbidtico obligado de estos hongos, que solo crecen asociados con las raices de
una planta hospedera, han restringido <l bleci >y imi de sus cultivos,
ya que sc¢ requicre de personal especializado y de mucho tiempo y espacio.

Ademas de lo anterior, aun cuando se disponga del tiempo y espacio necesarios para
la prep i de b o dores donde propagar a estos Ofganismos,
todavia queda el problema de los sustratos y plantas trampa Que deben usarse para obtener
mejores resultados, ya que se¢ ha observado que las especies de HMA responden
diferencialmente hacia diversas plantas hospederas y/o sustratos (Srcenivasa y Bagyaraj,
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1988u,b; Strubble y Skipper, 1988; Schenck y Pérez. 1990). Por otro lado, algunas

isticas bi les como ) i sidad, potencial  hidrico, pH dcl  sustrato,
temperatura, el origen mismo del aislamiento (Sieverding, 1991), asi como ¢l tipo de
indculo empleado (Garey ef al., 1993) pueden cjercer efectos directos en la propugucion de
algunas especies.

Es comin encontrurse con dos problemas adicionales, el primero de ellos es gue
cuando se ha logrado ls propagacion de algunas especies a nivel de macetas de propagacion,
es decir, donde se encucntra una mezcla de especies, cuando ésta se pasa a la ctapa de
cultivo puro (monoespecifico) no se logra la propagacion de la especie de interés; en
scgundo lugar, es frecuente que se consiga obtener un cultivo puro pero con un  bajo
nimero dc esporas, que su repropagacion falle, o bien que durante las repropagaciones
decaiga el numero de esporas que son producidas (Schenck, 1984; Morton, 1991).

Estas son algunas de las razones que han ocasionado la falta de datos acerca de la
ontogenia de las esporas de especies panticulares, perteneciendo la mayor cantidad de
informacicon sobre dichos procesos a taxa del géncero Glomas, en ¢l cual se ha tenido mayor
éxito en la produccion de cultivos monoespecificos (Schenck, 1984). Sin embargo, no es
ésta la situacion para otros géneros, como sucede con Acamsiaspora, un género bastante
dificil de obtener en cultivo puro (Gazey er al,, 1993). Con las observaciones realizadas
aqui sobre el desarrollo de las esporas en A, spimasa, hasta este momento sélo se ha
descrito el proceso de formacion de esporas para cuatro de las 260 especies descritas del
género, es decir, aproximadamente el 15%.

En cuanto a los estudios sobre germinacion, ademas de la limitante que representa
la poca disponibilidad de material bioligico, existen antecedentes acerca de una alta
variabilidad en los porcentajes de germinacion obtenidos con especies del género
Acamlaspora, asi como de sus periodos de latencia, 1o cual podria ser indicativo de una
diferencia en la edad fisiologica de las esporas (Tommerup 198 Gazey er al., 1993), asi
como de la falta de datos experimentales que permitan proporcionar las mejores condiciones
para su germinacion.

6.2. Especies

4, P P

E£n las descripciones originales de (Rothwell y Trappe,
1979) y A. spinasa (Walker y Trappe, 1981), solo se indico la existencia de tres estratos,
cada uno de =1 gan; en el cuso de la ultima especie sc sefialé que los dos intemos eran
membranosos; estos mismos estratos han sido considerados y reportados subsecuentemente
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por otros autores {Schenck y Pérez, 1988; Berch, 1988, Blaszkowski, 1988b). No obstante,
Morton y Benny (1990) proporcionaron un murograma donde se indicé la existencia de seis
C¢SIratos en tres grupos para A. spimnsg. Mas tarde, Varcla y Estrada-Torres (com. pers.)
observaron 1a existencia de seis estrutos reunidos en tres grupos, con tres, uno y dos estratos

pecti cn A. bireticule LA ismo, se revisaron los ejemplares tipo de ambas
especies, encontrnindose seis estrmos areglados en tres grupos en A. spisasa, ¢n tanto que
en A. bireticulasa no fuc posible hacer buenas observaciones de los estratos debido a que
las pocas esporas contenidas en el especimen se encontraban montadas en laminillas o

b muy estropeadas, ruzon por la cusl no se pudieron identificar con claridad los
€stratos que contenian; en esta especie la omamentacion tan caracteristica es la que permite
definir con claridad su identidad, aunque seria recomendable realizar una redescripcion de

la especie basada en ejemplares procedentes de la localidad tipo.

En las descripciones originales de muchas especies de este género, se consideraba
como un solo estruto a 1o que en realidad corresponde con  un grupo de estratos, ¢l cual
puede estar integrado por uno o mus estratos. De esta manera, casi en todas estas
descripciones se han pasado pur alto tres estratos, el mis externo que gencralmente es
evanescente, un estrato unitario muy delgado que se encuentra fimrnemente adherido al
omamentado, y uno de los estrutos membranosos mas intermos; el primero probablemente
debido a que sc picrde con facilidad y no esta presente en todas las esporus maduras,
mientras que los dos Gltimos son dificiles de observar. En alg s especies de A '/ a,
sin embargo, el ultimo de dichos estratos, puede distinguirse con facilidad de!l otro estrato
membranoso del grupo sl cual »e encucntra completamente unido, cuando las esporas se
observan con reactivo de Melzer, ya que ¢n éste se produce una reaccion dextrinoide, sl
como sucede en A. bireticulata y A. spinosa.

Aunque en ¢l caso de Acamlospora laevis sucedio algo similar en las primeras
descripciones, Mosse (1970c¢) describio la ultruestructura de su  pared, sesalando la
existencia de seis capas arregladas en dos grupos, cada uno de eilos integrado por tres
estratos. Ademus, indicé que entre las capas 3 y 4 se presentaba lo que d ind “una
membrana tripartita”, sin reconocetla como una capa estructural, sino sélo como un enlace
entre las capas internas y externas de la pared. Afios muis tarde, Estrada-Torres er al. (1992)
realizaron una redescripcion de la especie donde se incluyeron todos los estratos que se
observaron en el material aqui estudiado.

£s importante recordar que los medios de montaje utilizados durante anos para la
abservacién de las esporas de los hongos micorrizicos arbusculares pudicron  dificultar la
observacidn p isa de la posicion y estructura de los estratos de muchas especies,
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Fig. 42. N tf ida de las cd de germi ién en alg pecies de A & ay
Es i A E & B. A, cehmii. C. A. scrobi D. A. b basa ( das de Spain,
1992). E. A. dilastata (tomada dc Blaszkowski, 1994). F. A, direticniata. G. A. laevis. H. A. spinoaa.
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como se ha reportado purn Acaslosporu dilataia Monon y A. rugosa Monon (Morton,
1986a).

6.3. Germinacion
6.3.1, Camuras

Mientrus  que  en  Acaslospora  larvis  las  camaras  de  germinacion  son
morfolégicamente simples y pequenas en comparacion con el tamano de las esporas (1/4)
(fig. 42G). cn A. bireticulaia y A. spinosa son mias grandes (1/4 - 3/3) y complejas (fig. 42F
y H). En Acasiospora spimosa las camaras son siempre multilobuladas, muy sencillas al
principio y aumentando en complejidad confonme se vun desarrollando (fig. 19A-D),
morfologia solo observada previamente para A. mberculata por Spain (1992). Esta autora,
describié las ca de germi ion producidas por la citada especie asi como para A,
rehmii Sicverding & Toro, A. scrobicul y Emiroph cole i las cuales van
desde espirales simples a estructuras multilobuladas complejas (fig. 42A-D). Blaszkowski
(1994) describio las estructuras de g
algo clipticas (fig. 42E). Spain (1992) apunto que la morfologia de las camaras es constante
pama cada especie, situacion que fue corrobomda para las especies squi estudiadas.

ion de 4 L a dil como circulares o

Ontogénicamente, la morfologia de las cimams de gernminacion de Acamlospora
spinasa  se modifica y aumenta en complejidad conforrme maduran (fig. 19A-D), de tal
manera que en ctapas tempranas de  su formacion, ésta es simple y muy similar a la
reportada para A. rehmii y A. dilataza (figs. 19A y B y 42B y E), en esporas con cimaras
un poco mas maduras, adquiere el aspecto general de las ciamaras observadas para A,
scrobiculasa (figs. 19C y 42C) hasta finalmente alcanzar una complejidad morfologica como
la reportada para A. sberculasa (figs 19D y 42D y H). Aunquc no fue posible observar
etapas ain mas juveniles de formacion de las camaras, es posible que en este estado estas
estructuras scan muy similares a las de A. leewvis, donde son morfolégicamente muy

sencillas, frigiles y pequenas y en consecuencia dificiles de apreciar. Estos datos sugieren
1a posibilidad de que ls secuencia de formacion de cdmaras sca un marcador filogenético,
como sucede con la ontogenia de los organismos (Kluge y Strauss, 1985; Mornton 1990a).
Sin embargo, este hecho no padra corroborarse sino hasta que se conazea la ontogenia de
dicha estructurs en mayor namero de especies del género.

Dos isticas cc cn los tres taxas estudiados son, por un lado, un
engrosamiento en los margenes de los lobulos, poco tx parn Acaul laevis, peto
mis evidente hacia ¢l centro de las cimaras y en  las cimaras de mayor tamafno de A.

bireticul y A. Spé Cabe senalar que hasta ahora no se habia hecho mencion de esta
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caractenstica para ninguna de las especies estudiadas por Spain (1992). No obstante,
Blaszkowski (1994) describid las ca s de germi ion de A. dilk falando que su
forma era producto del enrollamiento de una hifa llena con material granular fino, y sugirio
que el origen de dicha hifa cstabu cn ¢l centro de la cimara y su final hacia el extremo en
donde se umplis. Esta interpretacion  podria corresponder con ¢l margen engrosado de las
cimaras que observé y no propiamente con una hifa (hg. 42E). La segunda caracteristica
es que en la zona de ubicacidn de la camara las estratos entrun en un contacto estrecho, de
tal manera que sélo es posible distinguir dos grupos de estratos y no tres, condicion que

persiste aun en esporas rotas, donde 10s tres grupos de estritos son visibles solo mas alla
de la canara (fig. 27).

En Emtrophaspora colombiama las camaras de germinacion, que son como espirales
simples, son mas sencillas que las descritas por Blaszkowski (1994) para Acasiospora
dilaiasa, cspecie con una compuosicion de estratos idéntica (Monon y Benny, 1990).

Walker y Sanders (1986) describicron el proceso de formacion de 1os escudos de
gemminacidn para el género Scutellospora, seiialando que dicha estructura se originaba por
el paso del contenido citoplasmitico de la espora a través de una apertura producida en el
grupo intemo de estratos, hacia el espacio entre éste y ¢l siguiente grupo (fig. 43). De igual
manera, Spain (1992) cncontrd que las camaras de germinacion en las especies de

Acaulosporaceae que estudid se formaban por €l paso de citoplasma a través de una aperntura
como se describid para Scausellospora.

T B ¥y @ @

Fig. 43. Di de i6n del do de ger
Sanders, 1986).

en Se e [¢ do de Walker y

Mosse (1970c) scrialdé que en ¢l caso de Acamlospora laevis los compartimientos
eran producto de una tacion citopl

ilicu entre los estratos después de que éstos se
P y por la si is de nuevo maternial de pared. Aunque tal autora no indicé en

V dc algun poro o aperiura como el comentado por Spain

2 > la exi
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(1992), si setalé que dentro de los compartimientos existia contenido granular fino y
homogénco como ¢l observado en las especics estudiadas. Considerando que las cimaras
de germinacion se producen entre los dos grupos intermos de estratos y que el contenido
citoplismatico se encuentra limitado por el grupo mds intemo, la existencia de un canal
que permita ¢l flujo desde el interior s un proceso l8gico de captura de contenido
citoplasmiitico por la estructura en formacién, ya que en dicho contenido se encuentran las
enzimas enddgenas indispensables para la sintesis del nuevo material de pared requerido en
la construccion de una estructura como ésta (Bannicki-Garcia, 1968), 1o cual sugiere ademas
que cl grupo mas intermo de estratos es un sitio muy activo, donde probablemente se lieva
a cabo intercambio de materiales con el citoplasma, situacion propuesta previmnente por
Monsse (1970b) pira el quinto estrato que observo en A. laevis y que corresponde al estrato
Jo con excr i En este sentido, Barnnicki-Garcia (1968) puntualizo que la
produccion de nove de un estrato previo sl proceso de germinacion es caracteristica de los
Zygomycetes.

Después de lus primeras observaciones de lus estructuras producidas durante la
germi ion cn A /) a (Mosse 1970a,¢c; Morton, 198K, 1990a; Morton y Henny,
- 1990), todas cllas realizadas cn vista trunsversal, se ha propuesto que éstas son efimeras,
visibles unicamente después de que 1a espora ha germinado, y siempre y cuando los estratos
entre los que se localizan se mantengan unidos. Spain (1992) fue la primmera en proporcionar
imagenes detalladas de las cimaras de germinacion de tres especies del género y concluyé
que las observaciones anteriores fracasaron debido al uso de PVLG como medio de montaje,
el cual indico puecde ser deletéreo para las camaras; las descripciones hechas por dicha
autora se basaron en esporas montadas con agua y eliminando el grupo externo de estratos.
No obstante, las observaciones realizadas c¢n este trahajo sc¢ hicieron tanto en esporus
montaduas en aguis, coma en material montado en PVLG yfo PVLG+*Melzer, donde las
ciamaras de germinacién pueden observarse con toda claridad, tanto en vista frontal, como
trunsversal, Hegundo incluso a definirse con mayor claridad en este imedio de momaje, que
en agua.

Tomando como base lo anterior, la incapuacidad para distinguir estas estructuras
puede deberse a  diversas razones, tales como que las esporas  seleccionadas no la
presenten, que se cologuen en una posicion inadecuady, que el grupo extemo de estratos
tenga una omamentacion thuy elaborada, o bien a la fragilidad de las mismas estructuras,
1a cual podria ser variable entre especies.
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632, Hifus

En este trabajo se encontrd que los

¥ jes de germi ion son variables cntre
especies y ain dentro de una sola especie, de tal manera que los mas bajos se presentaron
cn A 4 bireticuk siendo del 3 al 12.5%, mientras que para A. laevis y A. spinosa
alcanzaron alrededor del 40%. No obstante, en estudios previos de germinacion con A
daevis se haun eporado porcentajes de germinacion de 0 a 70% (Hepper, 1984), 50 - 91%
(Gazey et al., 1993), o hasta de 91% (Tommerup, 1984). Gazey ef al., (1993) ya habian
observado la variacion

de los porcentajes de germinacion emtre especies ¢ indicaron que
ésta es producto de diversos factores, siendo uno de los mas imponantes la latencia
intrinseca de las esporas, que en el caso de A. laews ~¢ ha reportado hasta de ocho meses
(Tommerup, 1983a) y que se desconoce para ¢l caso de la tnayoria de las especies del
género.

En las tres especies fue posible observar la produccion de varias hifas de
perminacion al mismo tiempo (hasta custro), no obstante, esta condicion fue muis comun
para Acaslospora laevis. Aunque Morton (1990a) especifico que en este género “no hay
evidencia de tubos germinales parcados™, Mosse (1970a), Tommerup y Kidby (1980) y
Gazey et al. (1993) ya habian reportado la produccion de varias hifas de germinacion por
una sola espora, hasta cinco en A, lamvis (Tommerup y Kidby, 1980), situacion que parece
ser by in para las especies aqui estudiadas.

Aunque las hifas producidas por los tres taxa se ramifican repetidamente, la distancia
de 1a espora a la cual tiene lugar 1a ramificacién, asi como ¢l angulo que se produce por
ésta parecen ser particulares cn cada uma dec las especics, ya ue mientras que en
A L bireticuk y A. spi general la primera ramificacion se produce
cerca de la espora (3 - 4 um), formando dngulos de 90° o menos, en el caso de A. lacvis
dicha ramificacion se origina habitualmente de manera inmediata #l emerger de la espora
(0 zam), dando lugar a un dngulo de 1807 entre ambas ramas (ﬁg 15). En ninguno de los
trubsjos previos en los gue se ha estudindo ta germi de al peci de
Acaslaspora se ha descrito la morfologia de las hifas producidas.

Tommerup (1983a, 1983) repondé porcentajes de germinacion muy altos (77 - 91%)
¥ bajos (10-15 %) para A L a laevis, dey; lientes de la edad de las exporas. En esta
cspecie, se ha indicado que ¢l largo periodo de latencia Que presentan sus esporas, puede
cvitar que muchas de ellas germinen durante las épocas desfavorables (Tommerup y Abbott,
1981). Esta sit ion podria pr se en has especices del genero, en cuyos casos, la
produccion de varias hifas de germinacion de numerosa y nipida ramificacion y crecimiento
podria compensar el largo periodo de latencia que presentan y el corto periodo de
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sobrevivencia que sc ha observado para las hifus de algunas especies del género, como A.
faevis (Jasper et al., 1993). Asi, en esta especie se ha reportado la capacidad de producnr
hifas de hasta 11 cm de longitud (Jakobsen er al., 1981), mi que la ger i

miltiple puede reducir la vulnerubilidad de las esporas hacia otros organismos del suelo,
especialmente de los micéfagos, adenuis de favorecer la probabilidad de contacto entre las
hifas y las raices de nuevos hospederos (Griffin, 1972; Koske, 1981). No obstante, es
necesario realizar mis trabajos de germi ion bajo di s condiciones que permitan
conocer la posible variabitidad morfologica de las hifas y asi corroborar las observaciones
obtenidas con este estudio ¢ infenir con cernteza sus implicaciones taxonomicas y ecoldgicas.

Sobre algunas de las hifas prod fas por A 4 laevis s¢ detectaron unas
estructuras globosas o clipticas, pediceladas, las cuales habian sido reportadas con
anterioridad para otras tres especies del género como Acamd dicula Spain,
Si ling & Sckh k (Sch k er ul 1984), A. smrocarpna (Bcrch. 1985) y A. thomii
(Blaszkowski, 1988a), y para Eapn sch i Sieverding & Toro (Sieverding y
Toro, 1987). En estos casos, se ha propuesto que dichas estructuras, a las cuales se les ha
llamado “vesiculas”, pueden funcionar como propigulos (Schenck y Pérez, 1990), comno en
¢l caso de Glomus monasporum Gerd., & Trappe, donde se ha comprobado que estructuras
parecidas son precursofes de los apresorios que inician la colonizacion de nuevos
hospederos (San Antonio, 1990); por otra parte, se ha sugendo que la existencia de estas
estructuras pucede relacionar filogenéticamnente a ambos géneros (Schenck er al., 1984) yo
que scria un caracter ancestral. Su presencia en A. laevix podria ser un indicativo muais de
su posicidn ancestral entre las especies de Acaulosporaceae consideradas como ancestrales,
como son A. dicula y Ei A a schenkii (fig. 46) (Mornon, 1990a).

6.4. Ontogenia

En Acaslospora spinosa, como en otras especies del género en que se ha descrito
la ontogenia de las esporus { A. laevis (Mosse, 1970a), A. scrobiculasa (Trappe, 1977) y
. sporocarpghia (Berch, 1985)), los estratos de las esporas sc forman de afuera hacia
adentro, es decir, ¢l estrato mis joven es el muis intermo. Morton (1988, 1989, 1990a) indicé
este mismo proceso de formacion de estratos para los géncros Glomss, Scatellospora y
Entrophaspora, pero es el caso contrario de lo que sucede para Sclerocystis clavispora
Trappe y S. taiwaneasis Wu & Chen, en las que se ha reportado que el iltimo estrato que
se forma es el mads externo (Wu, 1993).

Uno de los cambios miis evidentes durante el desarrollo de las esporas es Ia
apariencia del contenido, el cual pasa de un estado semi-sélido a liquido. Mosse (1970b)



senuld que los cambios en el ido citopl itico se dcben a la preparacion de las

esporas pars dos procesos imporantes: primero, la entrada a un estado de latencia, durante
el cuul el contenido adquiere una aparicncia globular (contenido de reserva) (fig. 44), que
es como generaliente se observa una espota cxtraida del suelo, y lucgo este contenido se
va haciendo mads denso, cuando la espora entra nuevamente a un estado activo, ¢l cual seria
el caso de la pregenmninacion (fig. 44). En los ensayos de germinacion, sin embargo, esta
situacion no fue constante para Acaslospora bireticulasa y A. laewvis, pero si para A, spinosa,
inclusive a nivel de los diferentes estados dc la ontogenia de las esporas.

Fig. 44. Cambios en el ido citopl. ico d te el d llo de A k iaevis ( d
de Maosse, 1970b).




Mosse (1970¢) indicé ¢l mismo proceso de formacion para las esporas de
Acaslospora laevis, sin mencionar el nitnero de estratos en ¢l saculo. No obstante, en A.
spinosa fue muy evidente y constante la formacion de un estrato interno, que aunque de
apariencia laminada es muy flexible; sin embargo, dicha autora denoté la existencia de un
estrato intemo a nivel de 1a hifa, mismo que senald es continuo con el primer estrato intemo
de la espora. Morton (1988) mencioné la existencia de un solo estrato en el siculo de la
mayoria de los taxa en Acaulosporacese, con excepcion de A.appendicula y A nicolsonii
Walker, donde los siculos tienen estratos miis complejos. De igual maners, cuando se
revisaron lox especimenes 1ipo de A. bireticalata (OSC 39477) y A. spinosa (OSC 40078)
fue pusible observar en ambos casos siculos con una pared integrada por dos estratos. No
obstante, se desconoce la estructura real de la pared cn Iu~ \.aculos de la mayoria de las
especies de A 7 a. Actual e, s0lo para Emgrop i is se ha indicad
la formacion precoz de un estrato intermo en s esporas en dcsarrol!o este mismo estrato
puede apreciarse en el siculo a nivel fotografico, aan cuando no se especificod su presencia
(Wu er al., 1995). la scgunda semcjunza notable entre la ontogenia de csta especie y Al
spinasa, cs el desarrollo temprano de la omamentacion caracteristica de la especie, 1a cual
se evidencia casi desde que comienzan a diferenciarse los estratos.

Otra caracteristica de la fornmacion de estratos, es la reactividad al Melzer en el
estrato mais inferno. Morton (1986a) y Morton y Hentivenga (1994) seralaron que la
aparicion de reactividad indica que la diferenciacion de dicho estrato ha llegado a su
término.

6.5. Relaci nmicas de la familia A & ucene: isis fenético y posible
significado de las observaciones realicadas en este L

En los géncros A J y & nh las esporas se forman a parntir de un
siculo terminal al que sc le ha Hamado “célula madre™ (Mosse 1970a,c), “vesicula”™
(Gerdemann y Trappe, 1974), “ténnino hifal” (Schenck er al., 1984) y "sidculo esporifero”
(Walker er al., 1984) y las esporas sc¢ han clasificado como azigosporus yu gue ¢l siculo
esporifero parece un proceso gametangial abontado (Gerdemann y Trappe, 1974), aunque
no existe evidencia contundente de su origen o funcion. Gibson (1985 fide Morton, 1988)
y Walker (1987, 1988) sugirieron ue las esporas formadas en estos géneros podrian ser
producto dc esporangios monospéricos formados sobre o dentro de la hifa unida al siculo
esponfcro Por otro lado. debido a que algunas especics de Acaslaspora, como A

apyp A, ii y A. sporocarpia forman sus esporas sobre un pedicelo que se
ramifica desde la hifa que sopornta al sidculo esporifero, se ha propuesto que éste sca una
vesicula fénil modificada, la cual sostienc a la espora lateral o intemamente, con ¢l pedicelo




reducido o eliminado en In mayoria de las especics de Acaslaspora, como en el caso de los
denticulos u los que se unen los esporangiolos de las vesiculas fértiles de las especies de
Cunninghamelila y Mycotypha, otros géneros del orden Zygomycetes (Khan y Talbot, 1975;
Alexopoulos y Mims, 1979, Benjamin, 1979). No obstante, Mornion (1988) puntualizé que
los detalles del origen y la morfologia de la region del pedicelo en Acaslaspora usin no se
han descrito con claridad o se desconocen.

Berch (1986) acuiié el término  “vesicula espordogena™ para  describir “ei
hinchamiento hifal dentro del cual se desarrolls lu espora” en Acamlaspora, pero no
proporciond evidencias acerca de un estrato externo continuo con la hifa de sostén
encerrando a la espora. No obstante, Morton (1988) scfialo que en  Emgrophospora  cl
estrato cxtermo de la espora si es continuo con el de la hifa en su inicio, condicion
corroborada por Wu er al. (1995) pura E keatineasis, ademis de que cn A. spéansd sc
confirma cn cste trabajo lu continuidad entre la pared de hifa y siiculo con ¢l estrato muis
externo de la espora. Durante el desarrollo de las esporas de A. spinasa se observo que la
oclusion del poro entre hifa y espors se prodduce por ¢l estrato laminado extermo de la
espora, asi como por una pared delgada, al parccer extension de la hifa, la cual debe
sintetizarse  de novo una vez que ¢l contenido del ~iculo ¢ hifa se ha transferido a la
espora en formacion. Sin embargo, para confirmar los datos aqui reportados y discemir con
mayor claridad su origen, es necesario realizar mas observaciones sobre la ontogenia de
las esporas en otras especies de  la familia Acaulosporaceae, asi como cmplcar otras
herramientas pam su observacion, como la microscopia electronica de trunsmision,

En las especies de Ac

a y K phosp hasta ahora estudiados, las
cimams de germinacion son muy similares, y pueden llegar a ser morfolégicamente
parecidas a los escudos de germinacion producidos por algunas especies de Scusellospora,
lo que podria sugerir una gran relacion taxondmica y evolutiva entre 1os tres géneros, como
alguna vez se indico debido a la existencia de una capa con un arregio perpendicular de
fibrillas, en donde se separan los dos grupos intermnmos de estratos en cspecies tanto de
A 7 como de a (Mosse, 1970¢; Old ef al., 1973; Maia y Kimbrough,
1993). Tal relacion esx improbable ya que la estructura de genninacion en Acaulosporaceae
se forma entre un estrato  intemo  semirrigido (unitario) y un estrato  membranoso

or do con ex ias (fig. 49), mi s que en S Uospora s¢ forma entre un
estrato coridcco y uno membranoso no omamentado (fig. 45) (Walker y Sanders, 1986; .
Morton, 1988; 1995; Morton y Bentivenga. 1994). Asimismo, Gianinazzi ef al. (1993) han

encontrado evidencias moleculares que separun ambos taxa por complcto.




EXPANSION Y DIFERENCIACION
DIFERENCIACION DFE 1.OS ESTRATOS

DE LA PARED NTERNOS
DE LA ESPORA FORMACION DEL
‘ ESCUDO DE
/N GERMINACION
APA 1 ETAPA 2 I'TAI’A 3 ETAPA &
Ornmcnucién I-‘lp-nsion
Grnlor (_olor
Fig. 48. S ia de f ién de y ubicacién del escudo de germinacion en Semtellospora

(tomado de Mornon, (995).

Mornon (1990a) reaiizé un andlisis filogenético de los Glomales, en ¢l que sdlo se
incluyecron las especies de Acaulosporaceac en las que hasta ese momento se habia
corroborado por completo la formacnon de micorriza arbuscular: A. appendicula, A.

icul A. dil A L . laevis, A. longula, A. meliea, A. morrowiae, A.
nyriocarpa. A. rehmii, A. A é Ens L a colombi E infr y

Entr a tomandose en cuenta principalmente la estructura de la pared y
1a onlogenm De acuerdo con dicho esquema, una rama del cladograma estd integrada por
A. denticulaia, A. rehmii, A. deli Al lay A. llea, micntras que la otra se forma
por A. lacunasa, A. dilasasa y A. morrowae (fig. 46) originindose la separacion de ambas
ramas por la presencia de dos estratos intemos semimigidos en el grupo de A. lacunosae
{Morton, 1990a). Aqui, A. appendicuia y A. myriocarpa sc¢ separan completamente de este
clado (fig. 46) por presentar caracteres consldcrados ancestrales, como son el arreglo de las
esporas en esporocarpos laxos, la exi de pedicelos so iendo a las esporas y
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paredes muy simples. Por otrs pante, lus especies de Eafrophaspora se disgregan del otro
geénerv gracias a quc sus cr,)oms sc desarrollan en el cuello del siculo (Mornon, 1990a).
las en este alisis y en las que actualmente se ha
L A. scrobicul A,

Algunas dec las esp no
comptobado la formacién de micortiza arbuscular son A. bir

thomii y A. tuberculata.

A. dilataia, A. morrowae
A. spinc
E schenckii

A. ngoss
A. lacunom

E

A. delicata, A, bongula, A. mellea

qu{nklh
A. deniculete, A rehmii
A larvis

1! del clad propuesto por Mornton (1990a) pars Glomales.

Fig. 46. S ion para A

Considerando que actualmente no se cuenta con suficientes datos de las especies de
Acaulosporacae aqui enlistadas, no es posible realizar un nucvo analisis filogenético que las
incluya. Por esta razon, sélo se propuso estimar el parecido morfolégico entre las especies
de esta familia. Debido a que el tipo se datos obtenidos con este trabajo se desconocen para
la mayoria de las especies (mas del 50%), no fue posible incluirlos en el anilisis fenético,
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razon por lo cual sélo sc trato de establecer una posible corrclacion entre  ellos. Para ¢
analisis se aplicaron un cocficiente de distancia (Distancia Manhaitan) y uno de asociacion
(Rogers y Tanimoto), los cuales utilizan caracteres cualitativos multi- y doble estado (tabla
2, apéndice 11).

Mediante los andlisis de similitud se obtuvieron los fenogramas para Distancia
Manhartan (DM) con un indice de correlacion de 0.83, y para Rogers y Tanimoto (RT) de
0.83. EI étodo de agrup > utilizado fue el de la media aritmética no ponderada
(UPGMA por sus siglas en inglés). En ambos fenogramas se formaron dos grundes grupos,
uno de ellos con dos subgrupos (figs. 47 y 48).

0.6¢ 0.48 0.32 0.16 -0.00
a

|
i

;

11083

™
™
A

i

I

PAARARARARAR LA AN MDY

EE

Fig. 47. F de A losp b ido por el ttodo UPGMA, wiilizando Distancia
Manh En el o ho se indi los tipos de camaras que presentan algunas de las
especies analizadas: CS (circular a semicircular), ES (cspiral simple), EC (espiral compleja) y L
(laberintiforme), asf como la i ia de estr bulbosas sobre las hifas (B). El indice de

correlacion (r) se indica en ¢l mérgen izquierdo.
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[1:] A. regass
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Fig. 48. F de A losp cae obtenido por el método UPGMA, utili do el Indice de
iscion de Rog y Tani En el d ho se indi los tipos de cimaras y
bulb con la simbologia de 1a figura anterior. El {ndice de correlacion (r) se indica
en ¢l margen izquierdo.

En el primer grupo (figs. 47A y 48A) quedaron incluidas Acaasl
y A. myriocarpa, las cuales comparten la presencia de un pedicelo sohrc cl cual e
desarrollan sus esporas, #si coOmo una composicion de estratos de pared muy sencilla,
presentiandose cuatro estratos en la primera (Schenck e al,, 1984) y tres en la segunda
(Schenck er al., 1986). En el fenograma construido a través de Distancia Manhattan, las
siguientes especies que se adicionan son A ! 2 la y Entroph A kii,
mientras que con Rogers y Tanirmoto A. fhomii se integra entre éstas. Con Distancia
Manhattan A. thomii quedo dentro del otro grupo (fig. 47B). El grupo compuesto por A.
longula y E schenckii (DM) sc explica porque ambas poseen un estrato membranoso
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intermo y cl estrato supetficial ¢s liso. La insercion de A. thomii aplicando el otro indice
(RT), se justifica porque ésta, al igual quec A. lomgula es lisa, tienc estratos intemos
semirrigidos y no presenta reaccion con Mclzer en los estratos membrunosos, a pesar de
tener tres de éstos (Blaszkowskii, 1988a) y no uno como lax otras especies (tabla 2).

Las dos rumnas siguientes en ¢l primer grupo se canstituyen por una sola especie cada
uno: Acaslaspora sporocarpia y Entrophospora infreguens (figs. 47A y 48A), especies que
tienen una estructura de pared muy sencilla, integruda por tres estratos Unicamente, pero,
1a primera especic se distingue de las otras especies del género por ser de las pocas que
forman esporocarpos (Berch, 1985), mientrus que la segunda se diferencia de todas las
especies de Acaulosporuceac porgque solo en cella se presentan dos estrutos externos
oV es (Ames y Schneider, 1979).

En el segundo grupo (figs. 478 y 48H) se encuentran ¢! mayor nimero de especics
de Acaulosporaceae, en las cuales hay una composicion de estratos compleja. Dentro de este
grupo sc separan dos subgrupos (figs. 47Bab v 48Ba.b). En estos subgrupos a su vez, se
pueden observar por un lado las especies que no tienen omamentacion en ¢l estrato
superficial [figs. 478Ba(a) y 48Ba(a)) y las que si la tienen [figs. 47Ba(b) y 348Ba(b)]. No
obstante, mediante el indice de Rogers y Tanimoto, que otorga mayor importancia a las
diferencias (Crisci y LLapez-Anmengol, 1983), es posible separar a Acaslespora mberculato
de entre las especies con el estrato superficial ormamentado, ya que dicha especie posee un
estrato coriiceo unido a uno amorfo. Aqui, Acaslaspora delicata y A. mellea en ¢l grupo
de las especies lisas y A. reAmii y A. spimosa en el de las ornamentadas, alcanzaron una
similitud del 100%. En cstos pares de especies, la compasicién de estratos es hdsicamente
la misma.

El uiimo subgrupo (figs. 47Bb y 480b) se caracteriza por presentar especies con un
arreglo complejo de estratos, entre los que se incluyen estratos de tipo semirrigido y amorfo,
asi como estratos superficiales lisos y omamentados. Las especies se arreglan en dos ramas
del fenograma [figs. 47Bh(#) y 48Bb(a)]. el primcro constituido por Acaslaspora dilasata,
A. & y A. biregiculk Y que se distingue del otro formado por A. morrowae, A.
rugosa y E colombiana [figs. 47Bb(b) y 4813h(b)], porquc micntras que en el primero
existen dos estratos intermos semirrigidos, en ) scgundo solo hay uno de éstos. Al
morvowiae Y A. rugasa presentaron una similitud del 100% con ambos indices.

Mediante estos andlisis se observa la separacion de las especies de Acaulosporaceae
en grupos mas o menos claramente definidos, los cuales se distinguen principalimente por
la complejidad y tipo de sus estratos, presencia de omamentaciones y reaccion con Mclzer
en los estratos intermos. Es interesante tesaltar que los grupos integrados exhibieron
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bisicamente la misma topologia al aplicar tanto un indice de distancia. como uno dc

i

difiriendo sol en Ia posicion de algunas especies dentro de los grupos.
Sin embargo, Crisci y Lopez-Armengol (1983) indicaron que el orden de las unidades
taxonémicas operacionales (OTU por sus siglas en inglés) dentro de los grupos, que en este
caso corresponden a las especies, no es muy impornante, ya que los ejes pucden rotar en
cualquier direccion, sin alterar sus patrones de relacion. Asimismo, los altos valores de
correlacidn, que en ambos casos son cercanos a 1 (0.83 con Distancia Manhatan y 0.84 con
Rogers y Tanimoto) indican un buen ajuste de los datos  y similaridad morfolégica (Rohlf,
1994). Aunque dicha similitud no necesariamente indica relaciones filogenéticas, en
algunos casos puede ofrecer indicios de su posible parentezeo, como o muestran estos
resultados.

Lo anterior s¢ ve apoyado al comparar los fenogramas obtenidos en este estudio con
la propucsta filogenética de Morton (19904) para Acaulosporaceae, donde es posible
apreciar algunas coincidenci en primer lugar, la seg ion de A 4 appendicul
A. myriocarpa y Emtrophaspora infreguens del resto de las especies, presentando los valores
miis bajos de similitud (figs. 47A y 48A); de acuerdo con dicho autor, estas especies son
las menos svanzadas de la familia (fig. 46), mostrundo caracteres ancestrales, tales como
los pedicelos, arreglo de las esporas en esporocarpos y paredes sencillas. Es imponante
resaltar gue en los andlisis fenéticos otra especic que se separd del resto y tuvo uno de los
valores mds bajos de similitud fue A. sporocarmia, quc q! no fuc consid ia por
Morton (Morton, 199%k), manifiesta también los caracteres ancestrales citados arriba, En
segundo lugur estin A. delicata y A. mellea que tuvieron una similitud del 100%, asi como
A, dil y A. L que se i con un valor de aproximadamente 85% y que son
especies que presentan el mismo nivel evolutivo en diferentes clados (fig 46), siendo muis
avanzadas las dos primeras (Morton, 1990a).

No obstante las congruencias obtenidas a truvés de esty comparacién y los altos
valotes de correlacion, fue posible denotar dos situaciones particulares. Por un lado, 1a
separacion de las tres especies del género Emgroph y sui ion con especies de
Acaslaspora en grupos diferentes; por el otro, la formacién de tres pares de especies que
alcanzaron una similitud del 100%. Si bien ambos cuasos se explican con base en la
estructura de sus paredes, existen diferencias morfolégicas muy obvias entre dichas especies,
Asi, Entrophospora cs un género que praduce sus esporas de una manera diferente a como
lo hacen las especi de A r? (Ames y Schneider, 1979) y las especics de

4 Z,

que se taron al 100% pr entre si difer ias en colc ion, tamano
y ormamentacion. Estos tres cartacteres, asi como el grosor y color de la pared y estratos,
se han excluido cuando se han analizado las relaciones taxondmicas y filogenéticas en este
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grupo de hongos, yu que se han considerado como altamente variables, siendo dificil
establecer estados de caracter discretos (Monon, 1988, 1990a; Morton y Benny, 1990). Sin
cmbargo, es necesario tomar en cuenta que hasta 1a fecha no existen estudios de estadisticos
esporicos como los efectundos con nuacromicetos en donde se ha probsdo su importancia
para la separacion de especies (Breitenbach y Krizhn, 1991) y su utilidad en estudios de
taxonomia nurnérica (Wolfe, 1984; Muciler, 1985). En otro sentido, a pesar de quc el
namero y tipos de estratos si se han analizado en estos trabajos, aun hay scrios problemas
de interpretacion del nimero y tipos de estratos que se presentan en la pared (Mornton y
Benny, 1990), por 10 que 1o s poco frecuente que se OMItin estratos 0 se especifiquen mal
en las descripciones de muchas especies.

Otras caracternisticus que se han excluido en este tipo de analisis son las estructuras
de germinacion (cimaras e hifas), tal como sucedio en el anilisis filogenético de Glomales,
donde Mornon (19904) anoté que la germinacion en Acaulosporaceae se producia a partir
de un estrato intemo papilado, ain cuando dos décadas atras (Mosse, 1970u.c) ¥ cn el
mismo afo de 1990 (Morton y Benny, 1990) ya ~ habia detectado que nlgunas especies de
p germinaban a traves de una estructura especializada. Al senalar en Jos
fenogramas ¢l tipo de cdamara que presentan las especies de Acaulosporaceae en las que
husta shora se conoce (sin consideralas para el anilisis formal), se puedc observar que estas

estructuras s6lo se han descrito en las especies de Acaulosporaceae que se encuentran
formando el grupo mis grande de los fenogramas (fig. 47B y 48B), los cuales se

izan por pr estratos complejos. A pesar de esto, ¢l 1ipo de morfologia de las
cimaras no se encuentra restringuido a grupos particulares, intercalandose cimaras muy
simples con cimaras complejas dentro de los mismos subgrupos {fig. 47Ba(b).Bb(a) y
48Ba(b),Bb(a)}]. A causa de quec estas estructuras se desconocen en la mayoria de las
especies, no fue posible incluir este caricter en ¢l anilisis fenético, aiun cuando dicha
estructura parece tener patrones morfologicos definidos para cada tanon, los cuales podrian
ser indicativos de su parentezco. 1o mismo sucede con la morfologia de las hifas de
germinacicn, en donde se presentan estructuras bulbosas como las observadas en A. laevis,
las cuales se hun descrito en cuatro especies muis: A, dicula, A. sporocarpia, A. thomii
y E schenckii. A diferencia de lo que pasa con las cimaras de germinacion, las estructuras
bulbosas se han detectado en especies en las que no se han descrito cimams, con excepeion
de A. laevis, 1a cual posee embargo, las camaras de germinacion con la morfologis mas
simple.

Tomando como base lo antes expuesto, es evidente la necesidad de contar con mads
datos que permitan expresar con mayor fidelidad las afinidades y estructura taxonémica que
existen entre las especies. No obstante, los Glomales son en general un grupo probiematico,
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ya que han sido poco o mal estudiados desde varios puntos dec vista, lo cual impide

establecer la importancia de varios . en cc ia su utili i6n en
estudios de taxonomia numeérica,

As{ pucs, ¢s posible que Jos resultados de los aniilisis fendticos realizados en este
estudio, al igual que el cladistico llevado a# cabo por Morton (Morton, 1990a), sc
modifiquen una vez que se definan con claridad los estratos de la pared y se conozca la
morfologin de las cimarus ¢ hifax de germinacién en todas las especies. Para ello serd
necesurio checar los ejemplares tipo de las esy revisar procedentes de
varias localidades, asi como hacer lios de germinacion para poder incluir estos
caracteres on analisis fenéticos y cladisticos que posibiliten una nueva evaluaciéon del
parecido morfoldgico y filogenético que existe entre las especies de Acaulosporacac.

Morton et al. (1990b) propusieron la secuencia de fortnacion de estratos del género
Acaalaspora, dividiéndola en dos lineas evolutivas, la que aqui se describe, es aquélla en
donde se encuentran incluidas lus especies estudisdas: 1. Formacion de Jos estraios extermos
que integran el grupo A y que puede ser como siguc: evanescente y laminado (fig. 49a);
e nte, memb wo oy laminado (fig 49b); evanescente y unitario (fig. 49c);
e b >%0 y unitario {fig. 49d), o evanescente, unitario y unitario (fig. 49¢).
2. Formacion del grupo de estratos B con la adicion de un estrato coridceo (fig. 49); a
partir de ahi, a dicho estrato puede adicioniirsele otro coridceo (fig. 49g); el estrato conidceo
se transforma a unitario (via 1) (fig. 49h) y a éste se le adiciona otrv unitario (via 2) (fig.
49i), o al estriuto corisceo original »e le adiciona uno unitario primero (via 3) (fig. 49j) ¥
otro unitario después (via 3) (fig. 49k). 3. Fonnacion del grupo de cstratos C, con la adicién
de dos estratos membranosos a los de la via 1 (fig. 491-m); via 2 (fig. 49n), o via 3 (fig.
490); o bien, dos cstratos membranosos, el mas intemo de los cuales se transforma a
amorfo, se adicionan a los de la via 1 6 2 (fig. 49pq).
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CAMARA DE GERMINACION

Fig. 49. Secuencia de formucion de estratos y ubicacion de la camara de germinacion en
Acamlospora (tomado de Monon ef al, 1990).

Considerando las descripciones actuales de algunas especies del género, los taxa mas

similares a dos de las especies estudiadas: A l a bireticul y A. spi son A.
densiculs A. scrobicul A. rehmii y A. tuberculata, todas ellas con uno de los estratos
externos or do y su sec ia de formacién de estratos mads intermos por la via 1.

Mientras que el taxon mids parecido a A. laevis cs A. mellea, ambas con formacion de
cstratos internos por la via 2. No obstante, de acuerdo con esta propuests, en 4 spinasa la
secuencia de formacion de cstratos sigue la vis tres, de tal manera que su composicion final
de cstratos seria: A(EL) B(MU) (M M), lo cual no corresponde con la estructura de estratos
presente en esta especie, ni con ¢l desarrollo ontogénico de los estratos que se observo en
este trabajo. De igual los turénimos de A. bireticul y A. laevis no corresponden
del todo con las secuencias sugeridas en dicho esquema, ya que en la primera el estrato mas
intermo es amorfo, mientras que la segunda presenta sicte estratos y no seis. Como se anotd
en la discusion de las especies (punto 6.2), en muchas descripciones de éstas se han pasado
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por alto algunos estratos dificiles de abservar, lo cual parece ser el caso de 1o que ocurrié
cusndo se propuso la secuenciacion de estratos desglosada con anterioridad.  Sin embargo,
esto no quicre decir que las interpretaciones realizadas por tales autores scan erréneas, pero
si que algunas limitaci que no podran superurse hasta que se realicen un
mayor namero de estudios detallados acerca de lu morfologia de la pared de las esporas y

sus procesos de formacion.
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VILCONCLUSIONES

id d

En A L bireti A. laevis y A. spi las hifas prod
la germinacidn siguen patrones morfologicos especificos de rumificacion, los cuales son
mas constantes ¢n ¢l caso de A. loevis.

La produccion de varias hifax de gemninacion es un proceso comun en las especies
de Acandaspora donde sc ha observado este fendmeno, incluyendo las aqui estudiadas. En
estas dltimas, dichas hifas son de crecimiento y rumificacion ripidos. Estas caracteristicas
podrian constituir una estrategia que permita a los HMA de este género explorar en un coro
tiempo mayor volumen de suelo pars la  colonizacion de nuevos hospederos,
incrementindose las posibilidades de  sobrevivencia de amnbos participantes de la
asociacion. Por otra parte, l!a germinacion multiple compensa los largos periodos de
latencia que presentan las esporas, ademiis de que les permite amortiguar los efectos
producidos por agentes parisitos o micaofagos.

Como ya se habia observado en estudios previos, los porcentajes de germinacion
son altamente variables entre los diferentes especies de Acanlnspora.

Las estructuras de germinacion (camaras) cn A I bireticul A. laevis y

A spimosd, no son, como se  habia propuesto, estructuras efimeras que sélo puedan

observarse en esporas que han germinado y que luego desaparecen, ya que se forman

durante la rmpu de prcgemunuclon por la sintesis de nuevo material de pared para formar

parti la is de 1al material s¢ debe a la captura de contenido citoplismico

por la estructura en formacion, asi como a la intensa actividad que tiene lugar en el
penultimo estrato.

La istencia de las ca de germi ion varia de do con la especie, ya
qQue mientras que para Acaslaspora laevis son muy frigiles, para A. bireticulata y A.
Spimasa son mis resistentes.

El PVLG no es un medio de montaje inadecuado pam fa observacion de lus cimaras
de germinacion como se habia pensado, ya que la dificultad previa para observar estas
estructuras se debe a las caracteristicas propias de Jas mismas.

Las camaras de genniniacion son estructuras que cambian su morfologia de acuerdo
con su estado de desarrollo, por 1o que la observacian de unas cuantas ciamaras (una serie
incompleta de desarrollo) puede dar una falsa imagen de su morfologia, si no sc toma en
cucnta su madurez,



Yu que {& morfologia de las estructuras de germinacién parece ser intrinscca para
algunas especies, os necesurio conocer la morfologia de estas estructuras en otras especies

del géncro. Debido a ello, es importante realizar lus observaciones de las series completas
s de la relacio

de desartollo de las ciamaras, ya que pueden ser indicadores ¢ Re
filogenética que puede existir entre las especies.
El proceso de forr ion de exsp s en Acasld. 1 es similar al reponado
de & o a,

previamente para otmas especies del género, asi como para  las esy
el otro género de la familia Acaulosporaceae. En ambos casos siempre se inicia con la
formacion de dos estratos desde nivel del siculo. de los cuales, el mas externa dara lugar
a un estrato cvanescente, que  es caractenistico de las especies de ambos géneros de la
familia y que sin embargo, como lo habia anotado Morton (1990a), solo en pocos casos ha
sido tomado en cuenta. Esta secuencia concluye con li formacion de un estrato interno, el
cual adquiere reactividad al Melzer una vez que ha madurado.

La omamentacion de uno de los estratos externos se forrna muy ternprano, al inicio
del desarmollo de la espora, tanto cn Acaslospora spiacsa, como en Emrophospora
kentinensis, por 10 que ésta podria ser una carmcteristica propia de las especies con estratos
extemnos omamentados en la familis Acaulosporaceae.

Aunque los datos acerca de las estructuras de germinacion y el desarrollo de las
esporas que s¢ obtuvieron con cste trabajo para las especies de Acanlospora penmiten hacer
inferencias sobre la dircccionalidad de dichos pracesos, y en consecuencia de su similitud
con otros tuxa, solo mediante la observacion completa de estos eventos en otras especies

del género se podra corroborar la infortnacion recopilada, pars incluirla en analisis
s de las relaciones

cladisticos y fenéticos que permitan hacer inferencias mis prec
taxondmicas y evolutivas que puedan existir entre ellas.

Es necesario mejorar las técnicas de obtencion de material biolégico con HMA, ya
que ésta es una de las grandes limitantes para la realizacion de estudios especificos como
¢l presentado aqui sobre germinacion y desarrollo ontogeénico de las esporas.
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APENDICE 1. MATERIALES ESTUDIADOS

Acaslaspora bireticulata Rothwell & Trappe

Germinacion

TLAXCALA, L.a Malintzi, Mpio. Ixtenco. Maceta de propegacion preparada con suelo rizosférico de frijol
y cebolla-alfalfa como plantas trampa, H1C* 2418, HC 2419, HC 2421, HC 2422, HC 2423, HC 2426,

HC 2427, HC 2428, HC 2430, HC 2433, HC 2436, HU 2439, HC 2442, HC 2445, HC 2447, HC 2450,
HC 2455, HC 2486

Ejemplar tipo:
I’,SI'A nos UNII’)OS KENTUCKY, Condado de Marhall, Vivero 1Dom, asociada con raices de Saxmgfras
¥, SPiey. R OSC 39 477

Acaslospora laevis Gerdemann & Trappe

Germinacion

TLAXCALA, La Malintzi, Mpio. latenca Suelo rizonférico de alvengon, HC 2371, HC 2372, HC 2381,
HC 2384, HC 2386, HC 2388, HC 2390, HC 2393, HC 2394, 1C 2397, HC 2398, HC 2400, HC 2403,
HC 24048, HC 2407, HC 2408, HC 2410, 11C 2412, HC 2414. Resiembra de cultive puro con nomero
de registro 0OO0ITLXOL (1), monado con espuras de meelo rizosfénco de manzano y alfalfa como plana
trampa, HC 2432, HIC 2438, HC 2438, HC 2441, HC 2444, H( 24466, HU 2449, HC 2452

Acanlospora spmosma Walker & ‘Trappe

Germinacion

TLAXCALA, La Malintzi, Mpio. Ixtenco. M con suelo rizosferico de frijol
y maiz como planta trampa, HC 2339, IIL 2340, Il(, z)ll HC 2342 HC 2343, HC 2344, HC 2345,
HC 2346, HC 2347, HC 2348. M, da con suelo rizosfénco de hatm y maiz
coma planta rampa, HC 2349, HC 2350, "C ZJSI C 2382, HC 2353, HC 2384, HC 2355, HC 2336,
HC 2357, HC 2358, HC 2359, HC 23&0, HC 236 C 2362, FIC 2363, HC 2364, HC 2365, HC 2366,
HC 2367, HC 2368, HC 2369, HC 2370, HC 2382, HC 2383, HC 2388, HC 2387, HC 2389, HC 2391,

3
HC 2392, HC 2395, HC 2396, HC 299, HC 2401, HC 2402, HC 2405, HC 2406, HC 2409, HC 2411,
HC 2413.

Fjemplar sntipo:
MEXICO, VERACRUZ, Mpio. de San Andrés, Estacion Bioldgica Los Tuatlas

U.N.A.M_, ¢n suelo abajo
de pastos y hicrbas a un lado del camino, 9/7/96, J.

rappe 35%6 Regitro OSC 40 078,

Ontogenia
TLAX!

CALA, La Malintzi, Mpio. Ixtenco. Cultivo puro montado con esporas de suclo rizosférico de frijol

y trébol como plama trampa, HC 2373, HC 2374, HC 2378, HC 2376, HC 2377, HC 2378, HC 2379,
NC 2380, HC 2415, HC 2416, HC 2417,

* Las iniciales del 1 > ab ! por de espacio y comesponden a: Hemandez-Cuevas,
Laura V.




E 1. DATOS PARA ElL. ANALISIS FENETICO

APENDIC

Matriz bésica de datos

CARACTERES

12

11

10

]

o

(2]

(4]
0
0

V]

o
o
1
o
o}

o
[¢]
0

1

]
o
o

ESPECIES®

AAPD

ADLC

ADTC

ADLT

ALCN

ALVS

ALGL

AMLIL.
AMRW

AMYC
AMRH

ARGS

ASPN

ABRT
ASCB
ASPC

ATHM
ATBC
ECLB

EIFQ
ESHK

* Los nombres dc las cspecies de Acaulosporaceac se abreviaron de acuerdo con la propucsta de

Pércz y Schenck (1990).



Matriz de di

fa (DI

* SIMINT: input=A:DOCE, coeff=MANHAT, directionu=Cols
typew2, sizew=w21l by 21, nc=none
1 2 3 4 5 6 K4 -] 9 10 11 12
1 0.000
2 0.750 0.000
3 0.667 0.250 0.00Q
4 0.833 0.250 0.333 0.000
S 0.750 0.333 0.250 0.083 0.000
6 0.833 0.083 0.333 0.167 0.250 0.000
7 0.500 0.250 0.500 0.333 0.417 0.333 0.000
8 0.750 0.000 0.250 0.250 0.333 0.083 0.2%0 0.000
9 0.750 0.167 0.250 0.083 0.167 0.250 0.2%0 0.167 0.000
10 0.250 0.500 0.750 0.583 0.667 0.5%83 0.250 0.500 0.500 0.000
11 0.5813 0.167 0.08B3 0.417 0.333 0.250 0.417 0.167 0.333 0.667 0.000
12 0.750 0.167 0.250 0.08) 0.167 0.250 0.250 0.167 0.000 0.500 0.333 0.000
13 0.583 0.167 0.083 ©0.417 0.333 0.250 0.417 0.167 0.333 0.667 0.000 0.331
14 0.667 0.417 0.167 0.167 0.083 0.333 0.500 0.417 0.250 0.750 0.250 0.250
15 0.667 0.250 0.167 ©0.333 0.250 0.167 O0.500 0.250 ©0.417 0.750 0.083 0.417
16 0.417 0.667 0.750 0.750 0.667 0.750 0.417 0.667 0.667 0.500 0.667 0.667
17 0.750 0.167 0.417 0.417 0.500 0.250 0.250 0.167 0.333 0.500 0.333 0.333
18 0.833 0.250 0.333 0.333 0.250 0.167 0.500 0.250 ©0.417 0.750 0.250 0.417
19 0.833 0.250 0.333 0.167 0.250 0.333 0.33] 0.250 0.083 0.583 0.417 0.08)
20 0.333 0.750 0.667 0.833 0.750 0.833 0.500 0.750 0.750 0.583 0.583 0.750
21 0.500 0.417 0.667 0.500 0.583 0.500 0.167 0.417 0.417 0.250 0.583 0.417
13 14 15 16 17 18 19 20 21
13 Q.000
14 0.250 0.000
is 0.083 0.167 0.000
16 0.667 0.750 0.750 0.000
17 0.333 0.583 0.417 0.667 0.000
18 0.250 0.333 0.167 0.750 0.417 0.000
19 0.417 0.333 0.500 0.75%0 0.417 0.500 0.000
20 0.583 0.667 0.667 0.583 0.750 0.833 0.667 0.0
21 0.8583 0.667 0.667 0.417 0.417 0.667 0.333 0. 500 0.000

N=2]

Anslisis de correlacién

Media X=0.42063 SSx=10.05225
Media Y=0.42063 SSy=6.93957

Prueba de asociacioén
Matriz de correl-clén r=0.83087

{=Mante! nor estadistico z)
Prueba de t-Mantel t=6.834
Z < obs. Z p=1.0000



Matriz de simllitud (Rogers & Tanimoto)

* SIMQUAL: i{nput=A:DOCE, coeff~RT, By Cols
typa=l, size=21l by 21, nc=nonc
1 2 3 4 5 6 7 8 ° 10 11 12
2 1.000
2 0.26J 1,000
3 0.26) 0.714 1.000
. 0.200 0.600 0.600 1.000
5 0.200 0.500 0.600 0.846 1.000
6 0.263 0.846 0.600 0.714 0.600 1.000
k4 0.412 0.600 0.412 0.500 0.412 0.500 1.000
a 0.2631 1.000 0.714 0.600 0.500 0.846 0.600 1.000
° 0.200 0.714 0.714 0.846 0.714 0.600 0.600 0.714 1.000
10 ©0.714 0.333 0.200 0.333 0.263 0.333 0.600 0.333 0.333 1.000
11 0.333 0.846 0.846 0.500 0.%00 0.734 0.3500 0.846 0.600 0.263 1.000
12 0.200 0.714 0.714 0.846 0.714 0.600 0.600 0.714 1.000 0.323 0.600 1,000
13 0.333 0.846 0.846 0.500 0.714 0.500 0.846 0.600 0.26) 1.000 0.60CD
14 0.263) 0.500 G.714 0.846 0.600 0.412 0.500 0.714 0.263 0.600 O0.714
15 0.333 0.714 0.714 0.600 0.600 0.846 0.412 0.714 0.5%00 0.26) D.846 O.500
16 0.500 0.333 0.263 0.263 0.333 0.33) 0.500 ©.333 0.263 0.412 0.13133 0.201
17 0.333 0.714 0.500 0.500 0.412 0.600 0.714 D.714 0.600 0.412 0.600 0.600
18 0.200 0.600 0.500 0.500 0.600 0O.714 0.333 0.600 O.412 ©.200 0.600 0.412
19 0.14) 0,600 0.600 0.724 0.600 ©.500 0.500 0.600 0.846 0.263 0.500 0.84C
20 0.500 0.263 0.263 0.143 0.143 0.200 0.412 0.263 0.200 0.333 0.333 0.200
21 0.412 0.412 0.263 0,412 0.333 0.412 0.714 0.412 0.412 0.600 0.333 0.412
13 14 1s 16 17 18 19 20 21
i3 1.000
14 0.600 1.000
15 0.846 0.714 1.000
16 0.333 0.263 0.331 1.000
17 0.600 0.412 0.500 0.412 1.000
18 0.600 0.500 C.714 0.333 0.412 1,000
19 0.500 0.600 0.412 0.200 0.500 0.33) 1.000
20 0.333 0.200 0.263 0.333 0.333 0.14) 0.263 1.000
21 0.333 0.333 0.333 0.500 0.500 0.263 0.500 0.412 1.000
Anédlisis de correlacién

N=21 Prucba de asociacién

Media X=0.50012 SSx=8.46528 Matriz de correlacién r=0.84423

Media Y=0.50012 SSy=6.03342 = 1 normalizad distico z)

Prucba de t-Mantel t=7375
Z < obs. Z p=1.0000
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