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Si supiera que el mundo se acaba mafiana, yo, hoy todavia plantaria un arbol.

Martin Luther King.

La desesperanza esta fundada en lo que sabemos, que es nada y la esperanza sobre lo que
ignoramos, que es todo.

Maurice Maeterlinck.
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Resumen

Los hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) forman la interaccion mutualista planta-
hongo més amplia en ecosistemas terrestres, en la cual las plantas aportan carbono al hongo
a cambio, principalmente, de hacer mas eficiente la absorcion de P y N para la planta. Estos
hongos presentan dos tipos de procesos; la exploracion del suelo en busca de nutrientes, a
través del micelio extrarradical (ME) y la colonizacién intrarradical (CI), que corresponde a
la colonizacién de la raiz, a través de las cuales se lleva a cabo la translocacion de
nutrientes. Cuantificar estos parametros permite determinar la abundancia y analizar el
funcionamiento de los hongos en el ecosistema. El objetivo de este trabajo fue analizar la
produccion de ME y CI de los HMA en una selva baja caducifolia en dos temporadas del
aflo. El estudio se llevo a cabo en dos sitios de la Reserva de la Bidsfera de Ria Lagartos,
Yucatan. Se realizaron dos muestreos uno en la temporada de lluvias (octubre 2012) y el
otro en temporada de secas (mayo 2013). Para la extraccion del ME se uso la técnica de
Miller y Jastrow (1998) y para su cuantificacion la técnica de Jakobsen (1998). La CI se
evalud con la técnica de Phillips y Hayman (1970) y se cuantifico mediante la técnica de
McGonigle et al. (1990). Se realizaron andlisis de suelo en la temporada de secas para P
disponible (18.06 y 50.32 mg kg'l) y MO (18.94 y 40.78%) para “El Cuyo” y “Rio”,
respectivamente. Se encontraron diferencias significativas entre sitios para ME y CI, siendo
el sitio “El Cuyo” el que presentd mayor presencia de ambos; en cuanto a la temporada s6lo
hubo diferencias en el ME, siendo secas la que registr6 los valores mas altos. Se observé
una correlacion negativa del P disponible y MO con ambos tipos de procesos. Se realizé un
analisis de ordenaciéon no paramétrico Nonmetric Multidimesional Scaling (NMDS),

encontrandose que el sitio “El Cuyo” se agrupa con las variables de colonizacion
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intrarradical, micelio extrarradical y DAP total de las especies vegetales; mientras que el
sitio “Rio” se agrupa con las variables P disponible y MO. Se concluye que la
disponibilidad de nutrientes en el suelo modifica el desarrollo de los HMA, ya sea por las

caracteristicas fisico-quimicas del suelo o por la estacionalidad.



1. Introduccion

1.1. Caracteristicas de los hongos micorrizoégenos arbusculares (HMA)

Los hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) forman la interaccion mutualista planta-
hongo mas comun en ambientes terrestres (Smith y Read, 2008). Estos hongos pertenecen
al phylum Glomeromycota (Schiifler et al., 2001). Su clasificacion esta basada
principalmente en la morfologia, formacion, estructura de las esporas y en su material
genético. Oehl et al. (2011) reconocen tres clases (Archaeosporomycetes, Glomeromycetes
y Paraglomeromycetes), cinco 6rdenes (Archaeosporales, Diversisporales, Gigasporales,

Glomerales y Paraglomerales), 14 familias, 29 géneros y aproximadamente 230 especies.

Los estudios sobre HMA se han enfocado principalmente en la diversidad de
especies tomando en cuenta las caracteristicas de las esporas. En México se han reportado
44 especies de HMA, que corresponden al 24% de las especies conocidas a nivel mundial
(Varela y Trejo, 2001). Sin embargo, Montafio et al. (2012) hace referencia a que se tienen
registradas 28 especies en sistemas naturales, 21 en agroecosistemas y 46 en ambos

sistemas.

Estos hongos tienen una amplia distribucion ya que se encuentran en casi todos los
hébitats terrestres, como en la selva alta perenifolia (Guadarrama y Alvarez-Sanchez, 1999;
Jasso-Flores, 2010; Serrano-Ysunza, 2012; Hernandez-Oro, 2013), matorral xeréfilo
(Camargo-Ricarde y Esperon-Rodriguez, 2005), dunas costeras (Corkidi y Rincén, 1997),
selva baja (Guadarrama et al., 2007, 2014; Ramos-Zapata et al., 2011; Cruz-Paredes, 2013).
Son capaces de asociarse con angiospermas, gimnospermas, pteridofitas y briofitas

(Brundrett, 2009).



La micorriza arbuscular se observa en las raices de las plantas y es obligada por
parte del hongo ya que la tnica fuente de carbono (C) del hongo son los fotosintatos
simples de las raices de las plantas. Es por lo regular facultativa por parte de la planta, a la
que el hongo transloca nutrientes del suelo principalmente fésforo (P) y en menor cantidad
nitrégeno (N), constituyéndose en una asociacion mutualista. El hongo no puede completar
su ciclo de vida sin formar simbiosis con la planta y es por ello que es tan dificil cultivarlos

in vitro (Entry et al., 2002; Smith y Read, 2008; Smith y Smith, 2011).

Al incrementar la absorcidon de nutrientes en la planta, los HMA también protegen a
las plantas ante los patégenos, ya que las plantas se encuentran nutridas y mas saludables

(Jeffries y Barea, 2001).

Estos hongos no se asocian de manera especifica a una planta, sin embargo, sus
efectos sobre las plantas pueden variar dependiendo de las especies de hongos y plantas
involucradas. Es por ello que la composicion de especies de hongos puede ser muy
importante en un sitio en particular (Clark et al., 1999; Smith y Read, 2008). Por otro lado,
la falta de especificidad entre los simbiontes permite que una sola raiz puede ser colonizada

por varias especies de hongos y viceversa (Opik et al., 2006).

La presencia de HMA en el suelo puede cambiar el balance competitivo entre las
especies de plantas micorrizicas obligadas y facultativas o no dependientes de micorrizas, y
consecuentemente, en la composicion de especies y la productividad del ecosistema (Entry

et al., 2002).

Los HMA también promueven la coexistencia entre las especies de plantas dentro

de una comunidad, ya que disminuyen la competencia entre las especies al facilitar el flujo
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de nutrientes que se encuentran en el suelo. Ademas contribuyen al mantenimiento de la
diversidad de las plantas y la funcionalidad del ecosistema (Hart et al., 2003; van der

Heijden et al., 1998).

Walder et al. (2012) demostraron que los HMA forman conexiones micorrizogenas
entre diferentes plantas de una misma comunidad, lo que favorece la distribucion de
nutrientes entre las plantas y su crecimiento. Ademas, mencionan que, dependiendo de la
especic de HMA y la asociaciéon con una determinada planta, pueden facilitar o no el

crecimiento de la planta.

Por otro lado, la colonizacién por HMA disminuye los exudados de las raices tales
como aminoacidos y azucares (Graham, 1998). De esta manera existe una seleccion de los
organismos que pueden favorecer a las plantas, como las bacterias solubilizadoras de

fosfato, las fijadoras de nitrogeno y las hidrolizadoras de urea (Barea et al., 1975).

Los HMA realizan el intercambio de nutrientes principalmente a través de dos fases:
una se desarrolla fuera de las raices en busca de nutrientes, a través de la produccion de
micelio extrarradical (ME); la otra se lleva a cabo dentro de las raices de las plantas a través
de estructuras especializadas, lo que se conoce como la colonizacion intrarradical (CI)

(Smith y Read, 2008; Figura 1).
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Figura 1. Estructuras de los HMA dentro de las células del cortex de la raiz, vista en un

corte longitudinal. Modificado de Brundrett y Abbott (2002).



1.1.1. Micelio extrarradical

El micelio extrarradical (ME) desempena un papel muy importante en la busqueda de los
nutrientes que se encuentran en el suelo y su transporte a través de corrientes
citoplasmaticas hacia las estructuras colonizando las raices de su hospedero. Al encontrarse
en el suelo, el ME se enfrenta a condiciones ambientales muy variadas tales como cambios
en el tipo de suelo, el pH, la disponibilidad de nutrientes y la humedad (Smith y Smith,

2011).

El didmetro del ME varia entre 2 y 27 pm, didmetro similar al de los pelos
radicales, pero tiene una mayor longitud que estos ltimos puesto que se ha observado que
puede alejarse de las raices hasta 9 cm (Smith y Read, 2008), aunque Jansa et al. (2003)
reporta que el ME de Glomus intraradices asociado con maiz (Zea mays) s6lo alcanza una
distancia de 20 cm en busca de fosforo. También se ha demostrado que un sélo hongo
puede clonarse hasta 10 m entre las raices de Hieraceu polisella en un sistema de dunas sin

disturbio (Rosendahl y Stukenbrock, 2004).

Se caracteriza por tener una hifa principal que se conoce como “runner hyphae” o
hifa exploradora, que estd encargada de explorar el suelo en busca de nutrientes y se bifurca
para dar lugar a un sistema de ramificaciones finas (Smith y Read, 2008). La hifa principal
forma bucles externos a lo largo de la superficie de la raiz, ramificandose en un angulo de
45°, que da lugar a la colonizacion secundaria con ramificaciones de segundo y tercer orden
(Figura 2). En algunas partes se forman hifas més delgadas que la principal y también

ramificaciones finas y profusas que son las estructuras encargadas de explorar los



microporos y absorber los nutrientes y agua del suelo; se les conoce como BAS (branched

absorbing structures) por sus siglas en inglés (Bagon et al., 1998a, b; Smith y Read, 2008).

\ Pelo
7 ~oradical

Hifas de 2°
y 3° arado

N

Hifa
exploradora

Figura 2. Diagrama de algunas estructuras del micelio extrarradical que muestra su forma

de crecimiento afuera de la raiz. Modificado de Smith y Read (2008).

Ademéas de explorar el suelo en busca de nutrientes, el micelio extrarradical también
protege a las plantas del estrés hidrico, ya que pude llevar al agua que se encuentra en los
microporos del suelo (Auge, 2001), gracias a su pequeio diametro; el micelio también
representa una fuente importante de C en el suelo, Zhu y Miller (2003) reportan que puede
ser de 50 a 900 kg ha'; por ello, el ME es un componente importante en la biomasa

microbiana del suelo (Rillig et al., 1999).

Por otro lado, las hifas producen una proteina llamada glomalina, que mantiene

unidas las particulas minerales y organicas constituyen a los agregados, lo que le da



estabilidad al suelo (Wright y Upadhyaya, 1998). Ademas los HMA reducen la pérdida de

nutrientes en el ambiente (van der Haijden, 2010; Asghari y Cavagnaro, 2011).

1.1.2. Estructuras dentro de la raiz

El micelio interno crece en el apoplasto de la raiz, donde se crea un compartimento que se
forma por la unidon de la membrana de ambos simbiontes y que contiene material de la
planta y del hongo, sin que se mezclen los citoplasmas de los simbiontes (Bonfante y
Perotto, 1995). Las condiciones en el interior de este compartimento probablemente son
constantes, pero el pH y la concentracion de soluto pueden ser diferentes dependiendo de la

actividad de los simbiontes (Smith y Smith, 2012).

A diferencia del ME, las estructuras que se encuentran dentro de las raices crecen en
un ambiente controlado por la homeostasis de la planta (Smith y Smith, 2011). Las

caracteristicas de las estructuras intrarradicales (Figura 1) son las siguientes:

a) Los arbusculos. Son ramificaciones sucesivas de las hifas dentro de las células
vegetales que permiten que se establezca un contacto intimo entre la membrana plasmatica
de los dos simbiontes; es importante destacar que el hongo nunca estd en contacto con el
citoplasma de la célula vegetal, se encuentran separados por un compartimento apopléstico
que tiene un pH 4cido y que contiene material modificado de la pared de la planta (Smith y
Smith, 1990; Balestrini y Bonfante, 2005). La membrana de la planta se modifica en el
momento de la formacién de arbusculos (Bonfante y Perotto, 1995). En estas estructuras el
hongo transfiere los nutrientes a la planta y recibe los carbohidratos en forma de azlcares
simples que ésta produce por fotosintesis (Smith y Read, 2008). Los arbtsculos se degradan

después de 4 a 10 dias (Sanders et al., 1977); posteriormente la célula de la planta recupera
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su morfologia original, no obstante es capaz de permitir otra formacion de arbusculos

(Jacquelinet-Jeanmoungin et al., 1987).

b) Los ovillos. Son enrollamientos de las hifas a los cuales se les ha adjudicado
también un papel importante en el intercambio de nutrimentos; son caracteristicos de la

micorriza con colonizacion tipo Paris (Smith y Smith, 1997).

c¢) Las vesiculas. Son hifas hinchadas que presentan una gran cantidad de lipidos,
pueden ser intra o intercelulares; no todas las especies las forman como Scutellospora
calospora, sin embargo son comunes en los géneros Glomus, Sclerosystis, Acaulospora, y

Entrophospora (Brundrett et al., 1996; Smith y Read, 2008).

d) Las esporas. Son estructuras de resistencia y propagacion de los HMA, las cuales
se dispersan a través del viento y el agua (Smith y Read, 2008). Son estructuras muy
grandes que miden entre 50 y 300 micras de didmetro (Brundrett et al., 1996) y con
abundantes compuestos de carbono (glicogeno y lipidos) (Bonfante et al., 1994). Tienen
paredes resistentes que contienen quitina y en algunos casos B (1-3) glucano. Cada espora
contiene una gran cantidad de nucleos, hasta 35,000 dependiendo de la especie (Hosny et
al., 1998). Pueden encontrarse en el suelo o dentro de las raices de las plantas, como es el

caso de Glomus intraradices (Smith y Read, 2008).

1.1.3. Germinacidn de esporas y colonizacion de raices

La colonizacion de las raices por HMA puede ser de tres diferentes maneras dependiendo

del indculo que se encuentre en el suelo. Puede ser germinacion de esporas, por crecimiento
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de hifas a partir de fragmentos de raiz infectada por hongos y por hifas en el suelo (Smith y

Read, 2008).

Dado que las esporas requieren de condiciones ambientales adecuadas para
germinar, la colonizacion a través de fragmentos de raiz infectada o de hifas en el suelo es
mas rapida (Smith y Read, 2008); no obstante, se ha observado que existen géneros de
hongos que colonizan por los tres tipos de indculo (espora, raiz e hifa; Klironomos y Hart,

2002).

La germinacion de esporas de los HMA no requiere de la raiz de la planta, pero la
presencia de la raiz y sus exudados, estimulan el crecimiento y la ramificacion del micelio
(Smith y Read, 2008). Una vez que germina la espora, la hifa que emerge de ella se dirige
hacia la raiz mas cercana, por atracciéon quimica, y penetra en la estd ultima a través de
hifas colonizadoras y apresorios. La hifa penetra en la raiz extendiéndose de forma radial

por la epidermis y exodermis, desarrollandose las hifas inter e intracelulares (Figura 1).

Una vez que las hifas llegan al cortex comienzan a formarse las demas estructuras
de la colonizacion, como los arbusculos, vesiculas, ovillos y esporas; una vez que se llevo a
cabo la colonizacion intrarradical se inicia la produccion de micelio extrarradical. Asi se
completa el ciclo de vida de los HMA, ya que esto les permite crecer a través del suelo e

iniciar colonizacion en nuevas raices aledafias (Bonfante y Perotto, 1995).

Se conocen dos tipos de colonizacion. La tipo Arum se presenta comunmente en
especies de crecimiento rapido, como las plantas cultivadas y las pioneras; en estos casos el
hongo coloniza rapidamente la corteza de la raiz por medio de hifas intercelulares que se

extienden y penetran a las paredes de la célula cortical. Las hifas se ramifican
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dicotomicamente en el limen de la célula vegetal para formar los arbusculos. Ademas se

pueden presentar ovillos, pero en las capas exodérmicas de la raiz y no son estructuras

comunes (Smith y Smith, 1997; Dickson, 2004).

La colonizacion tipo Paris presenta un desarrollo extensivo de ovillos que se
extienden directamente de célula a célula de la corteza de la raiz. Los arbusculos crecen a
partir de los ovillos y el crecimiento intercelular es lento; en este tipo de colonizacion la
velocidad de desarrollo es mas lenta que la tipo Arum (Smith y Smith, 1997; Smith y Read,
2008). Este tipo de colonizacion carece de hifas intercelulares, presenta agregados simples
de hifas intracelulares y la interfase intracelular debe realizar todas las funciones de

transferencia entre los simbiontes (Dickson, 2004).

Estudios previos sefialan que la disponibilidad de agua afecta la colonizacion de las
raices asi como la abundancia de esporas de los HMA. Nufiez-Castillo y Alvarez-Sanchez
(2003) realizaron un estudio en la selva himeda de Los Tuxtlas y encontraron que existian
diferencias entre temporadas por la colonizacidn intrarradical por arbusculos e hifas en la
palma Astrocaryum mexicanum donde la colonizacion fue mayor en lluvias, cuando las
esporas formadas en la época de secas germinan y se coloniza nuevas raices (Gavito y

Varela, 1993; Guadarrama y Alvarez-Sanchez, 1999).

En cuanto a la abundancia de esporas, estudios realizados en selvas humedas
(Guadarrama y Alvarez-Sanchez, 1999; Hernandez-Oro, 2014) reportaron un nimero de
esporas mas alto en temporada de secas que en lluvias. Por otro lado, Camargo-Ricalde y

Esperon-Rodriguez (2005) realizaron un estudio en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan con
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clima semiarido donde hubo un mayor nimero de esporas en la temporada de lluvias que en

la temporada de secas.

1.1.4. Absorcion de Py N

El P es un nutriente esencial para todos los organismos, incluyendo a las plantas y a los
hongos, pero es dificil obtenerlo del suelo (Schachtman et al., 1998; Smith y Smith, 2011).
La forma quimica dominante en que es absorbido es el ortofosfato (H,PO4). En suelos con
pH basico el fosforo reacciona fuertemente con el Ca, mientras que en suelos con pH éacido
este elemento reacciona con el Fe y el Al (Tinker y Nye, 2000), al hacerlo deja de ser
disponible para las plantas u hongos y por ende se favorece el desarrollo de los hongos en
busca de este nutriente (Balota et al., 2014). Ademas, el P disponible para las plantas se
encuentra en menor cantidad que el P total (<10 uM); esta cantidad es 100 veces menos que
la de la concentracion celular (Tinker y Nye, 2000). El ortofosfato se libera a partir de la
mineralizacion de la materia organica proceso que es realizado por los microorganismos del

suelo (Schachtman et al., 1998).

Por lo anterior, las plantas presentan diversos mecanismos que incrementan la
absorcion de P del suelo antes de que deje de ser disponible, como son el rapido
crecimiento de las raices, los pelos radicales y asociacion con los HMA (Lambers et al.,
2008). Esta ultima es el mecanismo mas comln en las plantas para incrementar la absorcion
de P disponible en el suelo y representan un menor costo energético que las raices. Por su
tamafio, las hifas pueden explorar dentro de los poros del suelo en busca de PO, en la
solucion del suelo mas eficientes que las raices (Harrison y van Buuren, 1995; Smith y

Smith, 2012).
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El N es absorbido por los HMA y por las plantas en forma de nitrato (NO3) y
amonio (NO4"); el N organico no esta disponible para ninguno de los simbiontes. Las
concentraciones de estos compuestos en suelos no fertilizados son de aproximadamente 20-
50 uM (McDowell et al., 2004) pero no estd tan limitado en la rizosfera dada su alta

movilidad en comparacion con el P.

Hodge et al. (2001) y Leigh et al. (2009) demostraron que los HMA capturan y
translocan cantidades significativas de N del suelo y hacia la planta, aunque no fueron
aportes importantes considerando el N total de la planta. No obstante, Jasso-Flores (2010)
reportd que existe una correlacion positiva entre el N en el suelo y la CI y el ME, este autor

sugiere que el N es un nutriente limitante en la selva himeda e influye en la colonizacién

de los HMA.

1.1.5. Factores que afectan la produccion de estructuras de HMA

Existen multiples factores que modifican la produccion de estructuras de HMA; estos

pueden ser de origen bidtico, abidtico y antropogénico.

Uno de los factores bioticos que afecta el desarrollo de estructuras de los HMA es la
composicion vegetal, dado que dependiendo de las especies de plantas y hongos que estén
formando la asociacion se veran modificadas las estructuras de colonizacion de los HMA,
como la formaciéon de vesiculas o arbusculos, determinadas por el metabolismo y
asignacion de C (Amijee et al., 1993; Graham et al., 1997; Staddon, 1998). También el
estado de desarrollo del hospedero, como ser plantula o adulto, es un factor importante

(Kiers et al., 2000; Husband et al., 2002).
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La competencia intraespecifica e interespecifica también modifica el desarrollo de
las estructuras de HMA. En la competencia intraespecifica, dependiendo de las especies de
HMA que estén involucradas en la interaccién simbidtica, se modifica la absorcion de
nutrientes del suelo y la translocacion de C (Dood et al., 2000; Hart y Reader, 2002b). En
cuanto a la competencia interespecifica ciertos organismos de la fauna edéfica (colémbolos
y lombrices, entre otros) se alimentan de los HMA, interrumpiendo la infectividad del

hongo y la translocacion de los nutrientes a la planta (Smith y Read, 2008).

Dentro de los factores abidticos se encuentra el estrés hidrico, ya que al enfrentar la
falta de humedad, los hongos incrementan el crecimiento del ME en busca de agua en el
suelo. La temperatura es otro factor que determina el desarrollo de los hongos, ya que los
HMA encuentran una temperatura 6ptima entre 18 y 40°C (Entry et al., 2002). Serrano-
Ysunza (2012) realizé un estudio en la selva alta perennifolia de Los Tuxtlas, Veracruz,
donde reportd que la colonizacidén intrarradical tiene una correlacion positiva con la
temperatura y la humedad relativa, por lo que se sugiere que el aumento de temperatura
estimula el movimiento de C hacia los HMA, debido al incremento de la actividad
fotosintética del hospedero (Rillig et al. 2002), mientras que la humedad propicia la
germinacion de esporas en el suelo, una alta conductividad estomatica y por lo tanto

también la tasa fotosintética, aumentando la CI.

El pH y la disponibilidad de nutrientes son factores que afecta a los HMA y que
estan fuertemente relacionados, ya que la disponibilidad de nutrientes se modifica con el

pH (Entry et al., 2002).
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Por otro lado, Cruz-Paredes (2013) reporta que ecosistemas con mayor
concentracion de nutrientes en el suelo como la selva y el acahual, presentan menor
cantidad de micelio extrarradical y mayor colonizacidon intrarradical con respecto a

ecosistemas con menor disponibilidad de nutrientes como el pastizal y el matorral.

El disturbio antropogénico como la deforestacion para la ganaderia y la agricultura,
provoca modificaciones en el suelo como la compactacion, asi como la presencia de
metales pesados y la contaminaciéon por agroquimicos. La compactacion conduce al
rompimiento del micelio extrarradical, lo que provoca baja porosidad, reduce el potencial
del agua e incrementa la erosion del suelo (Bengough y Mullins, 1991; Horn y Lebert,

1994).

Las practicas agricolas también modifican la estructura y composicion vegetal, por
lo que se afecta tanto a la colonizacion intrarradical, ya que se reduce el crecimiento de
raices y de la planta en general (Andersen y Rygiewcz, 1991), como la interrupcion del
crecimiento del micelio extrarradical y su papel en la translocacion de nutrientes hacia el

hospedero (Smith y Read, 2008).
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1.2 Selva baja caducifolia

La selva baja caducifolia (SBC; Miranda y Hernandez, 1963) o bosque tropical seco
estacional (SDTF por sus siglas en inglés) a nivel mundial representan el 42% de cobertura
vegetal tropical y es el segundo tipo de bosque tropical mas abundante en el mundo (Miles
et al., 2006). La selva baja caducifolia presenta una gran biodiversidad y un gran niamero de
endemismos y, comparada con el bosque tropical lluvioso, tiene un mayor recambio de

especies en una superficie (Trejo y Dirzo, 2002).

Las especies vegetales presentes en las SBC pierden mas del 75% de sus hojas y sus
arboles presentan una altura de 4 a 10 metros (CONABIO, 2014). Se encuentran
distribuidas en todo el pais, incluyendo en la Peninsula de Yucatan (occidente, norte y
centro), las llanuras costeras del Golfo, las estribaciones de la Sierra Madre Oriental
(Veracruz, Tamaulipas y San Luis Potosi), la Depresion Central de Chiapas, las
estribaciones hacia el océano Pacifico de la Sierra Madre del Sur, el Istmo de Tehuantepec
(Oaxaca), casi toda la cuenca del Balsas (Michoacan, Guerrero, Morelos y Puebla) y de
Tepalcatepec, la base poniente de la Sierra Madre Occidental, en Jalisco, hasta el sur de

Sonora y Chihuahua (INEGI, 2009).

Son selvas que presentan una precipitacion media anual entre 250 y 2000 mm, y
tienen una estacionalidad muy marcada con 4 a 6 meses con menos de 100 mm de lluvia
(Dirzo et al., 2011). La cantidad y temporalidad de la lluvia son los principales factores que
determinan la productividad primaria de este ecosistema, ya que el agua disponible influye
en la produccion de hojas y la fotosintesis. Tanto en la época de lluvias como en la de

secas, el agua restringe y controla la dindmica de los nutrientes (Jaramillo et al., 2011).
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Subsecuentemente el agua que se encuentra en el suelo también regula la descomposicion
de la materia organica, la produccion de raices finas y la dinamica microbiana; es por ello
que el tiempo y la cantidad de nutrientes disponibles estd fuertemente ligada a las

variaciones estacionales y anuales de la precipitacion (Jaramillo et al., 2011).

Otro factor que controla la productividad y la dindmica de nutrientes es el cambio
de uso de suelo (Jaramillo et al., 2011). La SBC es considerada como uno de los
ecosistemas tropicales con mayor riesgo de extincion (Janzen, 1988) ademés de que
presenta un alto grado de deterioro (Miles et al., 2006). Las causas y consecuencias de esta
degradacion aun no son entendidas del todo, por ello es necesario comprender mejor su
funcionamiento y el como es que el deterioro impacta sobre el funcionamiento del
ecosistema y los servicios ambientales que brinda como el mantenimiento del balance de C
y N, la fijacion de nitrogeno, el secuestro de C, el ciclaje de la materia organica y la

disponibilidad de nutrientes (Van der Putten et al., 2004; Wall, 2004; Wardle et al., 2004).

Por las caracteristicas que presentan estas selvas son consideran buenas para el
desarrollo de la agricultura y la ganaderia (Fajardo et al., 2005). Es por ello que se ha
observado una disminucion de la superficie de estos ecosistemas; Trejo y Drizo (2000)
reportaron que esta selva ocupaba el 60% del area de bosque tropical total del pais. Sin
embargo, en la actualidad la superficie de vegetacion primaria ocupa 6.65 millones de
hectareas y la secundaria ocupa 7.86 millones de hectareas, equivalentes al 3.38% y 4% de

la superficie del pais, respectivamente (Challenger y Soberdon, 2008).

El presente trabajo de tesis forma parte del proyecto llamado “Estudio de la

diversidad y las interacciones bidticas para la conservacion y restauracion de la vegetacion
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de la reserva de la biosfera Ria Lagartos, Yucatan”, desarrollado por La Red para el Estudio
de las interacciones Bidticas en M¢éxico. El proyecto tiene como objetivo evaluar la
diversidad y la funcionalidad ecoldgica de la vegetacion de la Reserva de la Biosfera Ria
Lagartos (RBLR), a través del estudio de grupos biologicos selectos y de interacciones
interespecificas claves para su conservacion y restauracion. Mi estudio forma parte de uno
de los objetivos particulares de este proyecto el cual pretende describir la funcionalidad de
las interacciones bidticas en las comunidades vegetales y en pruebas controladas en
bioensayos de invernadero. Asi, cuantificar la colonizaciéon de HMA en las raices y en el
suelo es esencial para determinar la abundancia y analizar el funcionamiento de los HMA

en el ecosistema (Hart y Reader, 2002a).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Analizar la produccion de micelio extrarradical y la colonizacidon intrarradical de los

hongos micorrizogenos arbusculares en una selva baja caducifolia en dos épocas del afio.

2.2. Objetivos particulares

1. Cuantificar la produccién de micelio extrarradical y colonizacion intrarradical de los

hongos micorrizéogenos arbusculares en dos sitios.

2. Cuantificar la produccién de micelio extrarradical y colonizacion intrarradical de los
hongos micorrizogenos arbusculares en temporada de lluvias y de secas en cada

sitio.

3. Analizar las diferencias de la produccion de micelio extrarradical y colonizacion
intrarradical de los hongos micorrizogenos arbusculares considerando los atributos

de la vegetacion y caracteristicas del suelo.
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3. Hipotesis

Si la disponibilidad de nutrientes en el suelo se modifica dependiendo de las condiciones
particulares de cada sitio, entonces la relacion mutualista se vera favorecida en el sitio que

presente una menor disponibilidad de nutrientes.

Si las propiedades fisicas y quimicas del suelo y los atributos de la vegetacion
modifican el comportamiento de los HMA, y ello cambia con la época del afio, entonces el
desarrollo del micelio en los HMA se esperaria que fuese de la siguiente manera: en la
temporada de secas al existir poca disponibilidad de nutrientes, se incrementara la cantidad
de ME, el cual se encargara de explorar por los nutrientes que requiera la planta; por lo
tanto la planta asignard mas recursos al hongo. En contraste, en la época de lluvias la CI
predominard porque los recursos abundan y la planta no requiere asignar recursos a los

HMA para absorberlos.

Si la composicion de las especies vegetales y las caracteristicas fisicas y quimicas
del suelo estan relacionadas con el comportamiento de los HMA, se esperaria que el sitio
con menor disponibilidad de recursos mostrase un mayor desarrollo de las estructuras de

los HMA.
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4. Métodos

4.1. Zona de estudio

4.1.1. Ubicacién geogréfica

La Reserva de la Biosfera Ria Lagartos (RBRL) se ubica en el extremo oriente de la franja
litoral del estado de Yucatan (Figura 3), en las coordenadas extremas 21°37°29.56” y
21°23°00.96” latitud Norte; 88° 14°33.35” y 87°30°50.67” longitud Oeste. Ocupa territorios
de los municipios de San Felipe, Rio Lagartos y Tizimin, en Yucatan, y del municipio de
Lazaro Cardenas, en Quintana Roo. Limita al norte con el Golfo de México, al sur con los
municipios de Tizimin, Rio Lagartos y San Felipe al oeste con la Reserva Estatal de

Dzilam, y al este con el Area de Proteccion de Flora y Fauna de Yum Balam.

Constituye un complejo de ecosistemas terrestres, dulceacuicolas y marinos con una
superficie total de 60,347.82 hectareas, con seis zonas nucleo que abarcan una superficie
total de 23,681.55 hectéreas y una zona de amortiguamiento que posee una superficie total
de 36,666.27 hectareas (CONANP, 2007). En la parte Este de la Reserva se localiza la
estacion “El Cuyo” mientras que en la parte Oeste se encuentra el sitio denominado “Rio”;

estos dos sitios fueron los que se seleccionaron para realizar esta investigacion.
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Figura 3. Ubicacion de la Reserva de la Biosfera Ria Lagartos y de los sitios seleccionados

para esta investigacion.

4.1.2. Geologia

El area de la Reserva estd comprendida en las formaciones geologicas del cuaternario,
compuestas de materiales del pleistoceno y holoceno de menos de un millén de afos de
antigliedad; en la parte litoral del estado, el material suele ser de rocas pleistocénicas y
recientes; el andlisis sugiere que los materiales calizos consolidados corresponden al

pleistoceno y los materiales mas blandos no consolidados al holoceno (Duch-Gary, 1991).
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4.1.3. Fisiografia

La Reserva abarca 79 de los 378 kilometros de litoral del estado de Yucatan, lo que
representa el 19.6% del total de la costa. Se ubica en la provincia fisiografica denominada
Region Peninsular Yucateca, en la subprovincia de la Llanura Kérstica y subdivision de
Zona de Costa, que abarca la porcidon norte de la peninsula. La altitud de la Peninsula de

Yucatén es inferior a los 100 m (Valdés et al., 1992; CNA, 2002).

La topografia de la Reserva se caracteriza por relieves planos o casi planos, con
ligeras pendientes que permiten considerarla uniforme. En la porcion Sur, se localizan los
unicos lomerios que alcanzan los 10 metros. Estas pequefias variaciones topograficas son
de gran importancia para la hidrodinamica superficial y la distribucién de la vegetacion

(Valdés et al., 1992; CNA, 2002).

Como en el resto de la region, existen dolinas, cenotes, microctpulas karsticas,
lagunas y llanuras de inundacion, estas ultimas tienen dimensiones de metros hasta
kilémetros y presentan formas circulares, alargadas o irregulares (Valdés et al., 1992; CNA,

2002).

4.1.4. Caracteristicas de los suelos

Los suelos de la RBRL derivan de la sedimentacion marina reciente, del intemperismo de la
roca caliza y de los procesos climaticos que actiian en conjunto con la vegetacion. Segun la
clasificacion de la FAO/UNESCO (1974), los suelos de la Reserva corresponden al orden
azonal, gleysoles y vertisoles. También son de los tipos hidromorficos (Gleysoles y

Vertisoles) profundos o muy profundos (Luvisoles), someros (Cambisoles y Luvisoles)
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liticos y pedregosos (Litosoles y Rendzinas) y halomoérficos (Regosoles y Solonchak)

(Duch-Gary, 1991).

Los tipos de suelos presentes en los lugares de muestreo correspondieron para el
sitio Cuyo Luvisol y Phaeozem, y para el sitio de Rio a un Leptosol (INEGI, 2014), cuyas

caracteristicas se describen a continuacion:

Luvisoles: son suelos con acumulacion de arcillas. En Yucatan hay Luvisoles rodicos. Son
suelos fértiles con una amplia variedad de uso agricola. Presentan una profundidad efectiva
variable de uso agricola, de buena a muy buena, con problemas de compactacion en la parte
baja del perfil, sin problemas fuertes de fertilidad quimica, buena aptitud agricola.
Presentan buenas caracteristicas para el uso de aguas residuales en labores agricolas

(Bautista et al., 2011).

Phaeozems: son suelos con horizonte superficial mineral moélico (Ah) espeso y oscuro
(aunque en menor grado que los Chernozem), rico en materia orgdnica y nutrimentos. Son
suelos regularmente asociados con Leptosoles, Luvisoles y Gleysoles. Son aptos para la
agricultura por la fertilidad natural que poseen, o que hace que produzcan buenas cosechas.

En Yucatén el principal uso que le dan es en cultivo de maiz (Bautista et al., 2011).

Leptosoles: Estos suelos son someros o muy pedregosos. Los Leptosoles réndzicos son de
alta fertilidad natural, se utilizan en el tropico en el cultivo y explotacion de caoba y otras
especies forestales. Presentan serias restricciones para los cultivos por escasa profundidad
efectiva y baja capacidad de almacenamiento de agua para las plantas; tienen problemas en
la nutricidén vegetal por el exceso de calcio asimilable y escasa retencion de humedad por la

baja cantidad de arcillas (Bautista et al., 2011).
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4.1.5. Clima

Existen dos tipos de climas, el Ax’(wo) iw”, que corresponde al mas seco de los calidos
hiimedos, con lluvias repartidas a lo largo del afio y se presenta en la region de El Cuyo
(Cuyo). El porcentaje de precipitacion invernal respecto al total anual es mayor a 18%. Es
un clima de transicion entre los de lluvias en verano y los de lluvias en invierno; la
temperatura media anual es mayor de 22°C y la temperatura del mes mas frio mayor a los

18°C (Valdés et al., 1992).

El segundo tipo de clima es el BSo(h”)w(x’)iw”, que corresponde al clima mas seco
de los 4aridos y se presenta en la region de Rio Lagartos (Rio). El coeficiente
precipitacion/temperatura (P/T) es menor a 22.9 ya que la evaporacion excede a la
precipitacion. La temperatura media del mes mas frio es mayor a 18 °C y la temperatura
media anual mayor a 22°C; el porcentaje de precipitacion invernal respecto a la total anual
varia entre 5 y 10.2%. Se presentan lluvias todo el afio aunque poco frecuentes, pero

intensas (Arriaga et al., 2002).

La temperatura media anual es de 26°C, y no se presentan marcadas variaciones en
las isotermas, por lo cual las temperaturas son homogéneas. En la zona de El Cuyo la
temperatura media mensual es de 26.2°C, los meses mas frios son enero y febrero con
24.05°C, los meses mas calientes son entre mayo y octubre con 27.5°C, y la oscilacion
térmica es de 3.7°C. En la zona de Rio Lagartos la temperatura media mensual es de
25.5°C, los meses mas frios son enero y febrero con 23.1°C, el mes mds caliente es julio

con 27°C y la oscilacién térmica es de 4.2 °C (CNA, 20006).
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Los datos registrados en el area de la estacion de El Cuyo, muestran que la
precipitacion total anual es de 713.6 mm. El mes mas seco es abril, con 23.1 mm, y el mas
lluvioso es septiembre, con 117.1 mm. La relacion P/T es de 27.03, y la canicula se
presenta en junio. De acuerdo con los registros obtenidos en el area de la estacion de Rio
Lagartos, la precipitacion total anual es de 616.4 mm. El mes mas seco es abril, con 19.8
mm, y el mas lluvioso es septiembre con 107.7 mm. La relacion P/T es de 24.17, y la

canicula se presenta en julio (CNA, 2006).

La mayor parte del afio los vientos dominantes son los alisios con direccion noreste-
suroeste, internandose con gran cantidad de humedad. Durante los meses de noviembre a
agosto los vientos son moderados; sin embargo, a partir de septiembre y octubre se
considera época de nortes y huracanes, con vientos de velocidades superiores a los 120

km/hr, pero no todos los afios azotan con gran intensidad (CONANP, 2007).

4.1.6. Tipos de vegetacion

La Reserva presenta una gran diversidad de ecosistemas. Entre éstos existen varios tipos de
cobertura vegetal como la selva mediana subperennifolia, selva mediana subcaducifolia,
selva baja (caducifolia, caducifolia espinosa e inundable), manglares, matorral de dunas
costeras, pastizales inundables y la vegetacion de pastos marinos. También se localizan
unas formaciones caracteristicas de las zonas costeras de la Peninsula de Yucatan

denominadas petenes (CONANP, 2007).

Este estudio se concentra en el tipo de vegetacion selva baja caducifolia (Miranda y
Hernandez, 1963). Existen dos tipos de comunidades, la primera dominada por

Pseudophoenix sargentii (Figura 4) y la segunda por cactaceas candelabriformes
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(Cephalocereus gaumeri, Lemaireocereus griseus, Pterocereus gaumeri y Nopalea

gaumeri; Figura 4).

La selva baja caducifolia con P. sargentii se distribuye al occidente de la reserva,
desde Puerto Juarez (Quintana Roo) hasta la parte sur de El Cuyo. Esta asociacion sufre
diversas presiones por las actividades humanas como los incendios producto de roza, tumba
y quema. La asociacién con cactaceas candelabriformes se desarrolla de El Cuyo hasta la

altura de Sisal, donde también abundan las leguminosas espinosas (CONABIO, 1999).

Pizarro-Herndndez (datos no publicados) indica que el sitio Cuyo cuenta con 37

especies vegetales, mientras que el sitio Rio tiene sélo 30 especies y que ambos sitios

comparten 17 de estas especies. La lista de las especies se encuentra en el apéndice VI.

Figura 4. Vista general de la vegetacion de los sitios; del lado derecho el sitio “El Cuyo” y

del lado izquierdo el sitio “Rio”.
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4.2. Muestreo del suelo

En cada sitio se marcaron seis cuadros de 5x5 m, con base en los cuadros de vegetacion, y
separados entre si por no menos de 50 m. En cada uno de los cuadros se marcaron 16

puntos de muestreo (Figura 5), con base en la propuesta de Mangan et al. (2004).

En cada uno de los puntos se recolectd una muestra de suelo de aproximadamente
300 g. Previo a la recolecta de la muestra se quitd la hojarasca, de ser el caso, asi como los
primeros 2 cm de la superficie del suelo. Asi, la muestra se recolectd a una profundidad de
15-20 cm. Las muestras se mantuvieron en refrigeracion a 3°C, hasta su procesamiento en

el laboratorio.
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Figura 5. Esquema del disefio de los cuadros para el muestreo. Los circulos rojos indican

los 16 puntos de muestreo.
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El primer muestreo se realizé en temporada de lluvias en los meses de septiembre y
octubre del 2012, y el segundo se realizd en temporada de secas en el mes de mayo del
2013. Se analizaron cinco de los 16 puntos que previamente fueron seleccionados al azar,
dando como resultado un total de 30 muestras. Para cada sitio (El Cuyo y Rio Lagartos), se
tienen seis réplicas, lo que da un total de 60 muestras por temporada, por lo que en total se

analizaron 120 muestras de suelo para el micelio extrarradical y 120 para la colonizacion.

Las muestras del suelo colectadas fueron analizadas para obtener las propiedades quimicas
(Cuadro 1); para la MO se utilizé el método de Walkley y Blak, el P disponible con la
técnica de Olsen y el pH se obtuvo con el método electrométrico. Todos estos métodos
estan descritos en la Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000 (2002). Los
analisis se realizaron en el laboratorio de la Universidad Auténoma de Yucatidn tinicamente

para la temporada de secas.

Los analisis de los suelos mostraron un pH que varia de 7.12 a 8.28 para el Cuyo, y de 7.41
a 7.99 para el sitio Rio; por la gran cantidad de materia organica la relacion fue 1:5, es

decir, una porcién de suelo por cinco de agua.
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Cuadro 1. Propiedades quimicas de las muestras del suelo de la temporada de secas. (x +

EE; Estrada-Medina, datos no publicados)

pt MO® pH CIC
(mg kg) % Cmol(+)/kg
Cuyo 18.06 18.94 7.78 18.55
(12.35) (7.48) (0.26) (3.74)
Rio 50.32 40.78 7.77 38.74
(20.82) (7.59) (0.14) (11.11)

Dt 46 = -0.698; p<0.0001, eliminando datos faltantes, @t s5,= -11.215; p<0.0001, ®'n=24
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4.3. Extraccién v cuantificacion del micelio extrarradical

Para la extraccion del ME se tomaron 5 g de suelo tamizado y posteriormente se aplicé la
técnica de Miller y Jastrow (1998), modificada por Jasso (2010) y Sédnchez de Prager et al.
(2010) para este trabajo (ver apéndice I). Para su cuantificacion se realizé la técnica de
Jakobsen (1998), considerando modificaciones (ver apéndice II). No obstante, esta técnica

no permite reconocer al micelio viable del que no.

4.4. Tincidn v cuantificacion del porcentaje de colonizacidn intrarradical

Las raices finas (<2mm) fueron separadas de las muestras de suelo, se colocaron en rejillas
histologicas previamente etiquetadas para su identificacion y se colocaron en refrigeracion
a 4°C hasta su tratamiento en laboratorio. El tratamiento al que fueron sometidas estd
basado en la técnica descrita por Phillips y Hayman (1970) considerando algunas
modificaciones. La observacion y obtencion del porcentaje de colonizacidon total se
realizaron con el método de McGonigle et al. (1990), tomando en cuenta algunas

modificaciones que pueden consultarse en el apéndice I11.
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4.5. Analisis de datos

Se realizaron pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk test) y de homogeneidad de varianzas
(Hartley F-maz, Cochran C y Bartlett Chi-Sqr) con los datos obtenidos de produccion de
micelio y el porcentaje de colonizacion. Los datos que no cumplieron con estos supuestos
se transformaron a logaritmo natural, lo cual se hizo con el porcentaje de colonizacion
intrarradical. Se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) para determinar si existian
diferencias significativas en la produccion de micelio extrarradical y el porcentaje de
colonizacion intrarradical total considerando dos factores: el sitio, Cuyo y Rio, y la
temporada, lluvias y secas. En caso de encontrar diferencias significativas se realizd una
prueba de comparacion multiple de medias de Tukey con una significancia de p<0.05. Los

analisis fueron realizados con el programa STATISTICA version 8.0.

También se realizaron correlaciones con la prueba de Spearman para la produccion de
micelio extrarradical y el porcentaje de colonizacion con la concentracion de fosforo y el
porcentaje de materia organica. Las pruebas se realizaron con una significancia de p<0.05

en el programa STATISTICA version 8.0.

Para mostrar el arreglo de los sitios basados en los datos de ME, CI, P, MO, riqueza de
especies vegetales y los DAP totales, inicamente en para la temporada de secas, se realizo
una ordenacion utilizando la técnica Nonmetric Multidimensional Scaling (NMDS) de
Kruskal (1964) y Mather (1976). El analisis NMDS es un método de ordenaciéon no
paramétrico que reduce la complejidad de la informacion de las comunidades ecoldgicas e
identificar las relaciones significativas entre comunidades. Este andlisis se realizaron con el

programa PC-ORD version 5.10.
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5. Resultados

5.1. Micelio extrarradical

Los resultados del ANOVA mostraron diferencias significativas entre los sitios (Fi,116) =
66.48; p < 0.001) y entre temporadas (F1,116y = 5.25; p < 0.05). La interaccion sitio-
temporada también fue significativa (F 116=11.67; p<0.001), donde la prueba de Tukey
muestra diferencias significativas entre temporadas solo en el sitio Rio (Figura 6).
Imégenes del ME en el microscopio se pueden observar en el apéndice IV, donde se

observan fragmentos de micelio tefiidos con azul de tripano.
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Figura 6. Longitud del micelio extrarradical para ambas temporadas en ambos sitios (x =+
EE). Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey

(p<0.05; n=30).
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5.2. Colonizacidn Intrarradical

El ANOVA mostré diferencias significativas entre sitios (Fi1,116=30.95; p<0.001; Figura 7),
pero no entre las temporadas (F(;,116=0.43; p>0.05). La interaccion sitio-temporada no fue
significativa (F(,116= 2.13; p > 0.05). Imagenes de las estructuras de la CI pueden

observarse en el apéndice IV, donde se observan diferentes estructuras de colonizacién

como arbusculos, hifas y ovillos.
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Figura 7. Porcentaje de colonizacion total dentro de las raices en cada sitio (x + EE). Letras

distintas indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (p<0.05; n=30).
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5.3. Correlaciones

Los andlisis de correlacion mostraron que la longitud de micelio se correlaciono
negativamente con el P disponible (r=-0.39; p<0.05; Figura 8a) y con el porcentaje de
materia organica (r=-0.55; p<0.05; Figura 8b), en la temporada de secas. En cuanto al
porcentaje de colonizacion intrarradical total, éste también correlaciond negativamente con
el P (r=-0.34; p<0.05; Figura 9a) y la materia organica (r=-0.47; p<0.05; Figura 9b) para la

temporada de secas.
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Figura 8. Correlacion entre la longitud del micelio extrarradical y a) fosforo (P; r=-0.39;

p<0.05) y b) materia organica (MO; r=-0.55; p<0.05) para la temporada de secas.
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Figura 9.Correlacion entre el porcentaje de colonizacion y a) fosforo (r=-0.34; p<0.05) y b)

materia organica (MO; r=-0.47; p<0.05) para la temporada de secas.
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5.4. Analisis Multivariado

El analisis de ordenacion NMDS para los atributos de los HMA con los factores bioticos y
abioticos obtuvo un estrés de 14.43 con una inestabilidad final de 0, indicando que el
analisis es satisfactorio (McCune y Grace, 2002). En la Figura 10 se observa que las
variables que agrupan al sitio “Rio” son el P y la materia organica, mientras la colonizacién
intrarradical, el DAP total y el micelio extrarradical agrupan al sitio “El Cuyo”. Por otro
lado, la variable de riqueza vegetal se encuentra en el centro, por lo tanto, no es una

variable que agrupe a los puntos.
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Figura 10. El andlisis de ordenaciéon de NMDS para los atributos de los hongos con los

factores bidticos y abiodticos Uinicamente en la temporada de secas mostrd un estrés de

14.429 y una estabilidad de 0.
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6. Discusion

La dinamica de los HMA esta sujeta a multiples factores, tanto bidticos como abioticos.
Los factores que controlan la produccion de micelio extrarradical son el tipo de suelo, la
disponibilidad de nutrientes, el pH, las variaciones estacionales y la temperatura (Entry et

al., 2002; Smith y Smith, 2012).

Dado que los andlisis del suelo para cada sitio s6lo se pudieron realizar en la
temporada de secas y unicamente se cuantificé el P disponible y la MO, se esperaria que en
sitios donde existe una mayor cantidad de nutrientes totales, la disponibilidad fuera mayor
que en un sitio donde la concentracion total fue menor; no obstante, es necesario
documentar los procesos de transformacion bioldgica de estos nutrimentos para apoyar esta

hipotesis.

El sitio Cuyo tienen un valor de P disponible de mas del doble que el sitio Rio, por
lo tanto, la planta podria absorber este nutriente directamente desde sus raices (Lambers et
al., 2008). Las plantas en ese caso no dependerian tanto del hongo para absorber P del suelo
y probablemente habria una mayor inhibiciéon de la CI, y por consiguiente una menor
produccion de ME en el sitio Rio que en el sitio Cuyo. Esto también explicaria la
correlacion negativa entre las estructuras del hongo y la concentracion de P, lo que coincide
con lo previamente reportado por Serrano-Ysunza (2012) y Cruz-Paredes (2013) en selvas
himedas y medianas, respectivamente. Esto sugiere que el P no es una variable limitante y

tendria que haber otro factos por el cual el ME difiere entre los sitios.

La materia orgénica fue mayor en Rio que en Cuyo; varias investigaciones han

demostrado que las hifas de los HMA promueven la descomposicion de la materia organica
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y adquieren N a partir de ésta (Hodge et al., 2001), lo que permite una mayor absorcion
para las plantas, aunque también el hongo puede aprovecharlo para desarrollo. Ademas, el
N absorbido y transferido al hospedero y al micelio depende de la especie de hongo y
planta que estén formando la asociaciéon micorricica (Hodge et al., 2001; Leigh et al.,
2009). En este estudio se observa una mayor produccion de ME y CI en Cuyo con respecto
a Rio; en principio, de acuerdo a los datos de suelo, hay mas MO disponible para su
mineralizacion en el sitio Rio; aunque no hay datos de descomposicion y mineralizacion de
nutrientes para los sitios de estudio, lo anterior indica quizd una mayor probabilidad de
recurso disponibles por la desintegracion de la MO en Rio, y por ello una mayor
accesibilidad a los mismos. Lo contrario ocurriria en Cuyo, donde se requeririan estrategias

adicionales para absorber mas eficientemente los recursos del suelo.

Johnson (2010) menciona que dependiendo de la relacion N:P se puede predecir el
comportamiento de los hongos micorrizoégenos con su hospedero; es decir, dependiendo de
las concentraciones de nutrientes que se encuentren en el suelo, los hongos se comportaran
de manera diferente. Por ejemplo, si existe baja disponibilidad de nutrientes (N, P) entonces
la relacion mutualista se vera favorecida, en cambio si los nutrientes en el suelo son
abundantes, entonces los hongos se comportaran como parasitos. Por lo tanto, de acuerdo
con lo propuesto por Johnson (2010), el sitio Cuyo al presentar menor concentracion de
nutrientes podria estar favorecida la relacion mutualistas (Figura 11a), en contraste en el
sitio Rio, los HMA se podrian comportar como parasitos (Figura 11b) al haber una mayor
disponibilidad de nutrientes. Ademas el clima también es diferente, donde “El Cuyo” es

mas himedo que “Rio”.
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Figura 11. Comportamiento de los HMA dependiendo de la cantidad de nutrientes
disponibles en el suelo: a) La baja disponibilidad de nutrientes favorece la relacion
mutualista b) Al haber mayor disponibilidad de nutrientes la planta puede tomarlos,
mientras contintia transfiriendo C al hongo, por lo tanto, el hongo se comporta como un

parésito. Modificado de Johnson (2010).

En cuanto a los resultados obtenidos para las temporadas, las diferencias observadas
en la produccion de micelio extrarradical pueden deberse principalmente a la disponibilidad
de agua (Guadarrama y Alvarez-Sanchez, 1999; Cuenca y Lovera, 2010), debido a que en
temporada de lluvias los nutrientes pasan a la solucion del suelo y son absorbidos
directamente por las raices (Lambers et al., 2008) a diferencia de la temporada de secas, en
la cual los nutrientes son poco disponibles, lo que promueve la relacion mutualista

(Johnson, 2010).

Para la CI, Moreira-Souza et al. (2003) demostraron que ésta es mayor en
temporada de lluvias que en secas, pues mencionan que estos cambios pueden deberse a la
esporulacion estacional, las variaciones estacionales en el desarrollo del hospedero (Sutton

y Baron, 1972) y la variacion en la disponibilidad de nutrientes (Louis y Lim, 1987).
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Otros estudios realizados en la selva alta perennifolia en Los Tuxtlas, Veracruz,
(Jasso-Flores, 2010; Serrano-Ysunza, 2012) sefialan que la colonizacion intrarradical
incrementa en temporada de secas, debido a que el aumento de la temperatura favorece la
actividad fotosintética y, por lo tanto, la transferencia de C al hongo (Rillig et al, 2002). Sin
embargo, Cruz-Paredes (2013) sefiald que en una selva estacional la CI se increment6 en
lluvias debido al incremento de la actividad micorrizica relacionada con una mayor
actividad metabdlica de la planta al existir mayor disponibilidad de agua (Lugo et al.,

2003). En este estudio no se registraron diferencias significativas en la CI.

El analisis de ordenacion NMDS confirma la disimilitud entre los sitios estudiados,
basados de manera general, en la diferente disponibilidad de recursos (P y MO) en el suelo,
siendo el sitio Cuyo el que presentd los menores valores. No obstante, el DAP también fue
una variable que es diferente entre sitios, por lo tanto se esperaria que la vegetacion con un
mayor DAP, en este caso “El Cuyo”, tuviera una mayor requerimiento de nutrientes del
suelo y a su vez mayor produccidon de hojarasca, lo que promueve un continuo flujo de
nutrientes y una alta actividad microbiana; en este caso los HMA presentan un mayor
desarrollo del micelio extrarradical en el suelo y colonizacidn intrarradical. Por otro lado se
encuentra el sitio “Rio”, el cual tiene un menor DAP promedio y una alta disponibilidad de
nutrientes, sin embargo la actividad de los HMA en el suelo en menor, lo que podria
significar que el suelo funciona como almacén de nutrientes. Sin embargo seria conveniente
tener mayor informacion sobre las propiedades del suelo, como nitrégeno total y

disponible, para poder sustentar con mas argumentos este supuesto.

Es posible que otros factores hayan modificado las variables de los hongos.

Merryweather y Fitter (1998) asi como Hart y Reader (2002b) mencionan que dependiendo
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de la diversidad de hongos que se encuentren en un sitio determinado pueden modificar la
cantidad de micelio extrarradical, esto debido a que dependiendo de la especie de hongo se
ve modificado el desarrollo de micelio en el suelo. Esto se traduce en que algunas especies
de hongos pueden abarcar una mayor superficie que otros, que en términos de

cuantificaciéon de ME se ve reflejada en una mayor produccion de éste.

Dood et al. (2000) mencionan que dentro de la raiz también existen diferencias
morfoldgicas entre especies de hongos, ya que el grueso de las paredes de las hifas puede
variar, asi como la forma de las vesiculas o los arbusculos. Graham et al., (1997) y Staddon
(1998) también mencionan que el metabolismo, la asignacion de C y la etapa de desarrollo
del hospedero, asi como los cambios en las condiciones edaficas [P] modifican las
estructuras fungicas dentro de la planta. Kiers et al. (2000) y Husband et al. (2002)
mencionan que la riqueza de las especies de los HMA también puede ser diferente
dependiendo del estado de sucesion que presentan los sitios, dado que la etapa de desarrollo

del hospedero es un factor importante.

Van der Heijden et al. (1998) mencionan que el desarrollo de estructuras de los
HMA depende de la especie con la que se asocien, por lo anterior pudiera ser que la riqueza
vegetal que es diferente entre los sitios, podria explicar las diferencias en la cantidad de ME

y de CI que se reporta entre estos sitios.
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7. Conclusiones

Aunque los sitios estudiados presentan el mismo tipo de vegetacion (selva baja
caducifolia), difieren en las concentraciones de algunos nutrientes. Por ello, en el Cuyo,
donde existe una menor cantidad de P, la relacion mutualista se vio favorecida. En cambio
en Rio ante la mayor disponibilidad la absorcion por parte de las plantas pareceria ser

directa, y el papel funcional de la micorriza seria menos necesario.

La selva baja caducifolia se caracteriza por tener una marcada estacionalidad, lo que
influye en las propiedades fisicoquimicas del suelo y en los atributos de la vegetacion. Asi,
se observo un aumento en la produccion de micelio extrarradical en la temporada de secas
en comparacion con la de lluvias, el cual se debid posiblemente a una reduccion en la
disponibilidad de nutrientes en el suelo; por ello el hongo incrementaria la contribucion de

los HMA a la absorcion de nutrientes.

En cuanto a la colonizacion intrarradical no se observaron diferencias entre
temporadas como se esperaba. Son necesarios mas estudios para determinar si son otros
factores como la resistencia a patdgenos y a la sequia, o la disponibilidad de nutrientes

como el nitrégeno los que pudieran tener mayor influencia en esta variable.
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Apéndice I

Extraccion de micelio extrarradical

Se realizd con la técnica de Miller y Jastrow et al. (1998) considerando las modificaciones
propuestas por Jasso (2010) y Sanchez de Prager et al. (2010). Los pasos a seguir de este

procedimiento se detallan a continuacion:

a. Se tomaron 5 g de suelo hiimedo previamente tamizado en tamiz del namero 10.

b. La muestra se colocé en un matraz Erlenmayer de vidrio de 500 ml.

c. Se adicionan 250 ml de agua y 31 ml de hexametafosfato de sodio con pipeta de plastico

(37 g de hexametafosfato en 500 ml).

d. El frasco se coloca en la agitadora de plancha marca SOL-BAT durante una hora y
media a una velocidad de 250 o 180 rpm aproximadamente, tapandolo con papel

aluminio. La solucion se agita vigorosamente para deshacer los agregados.

e. Una vez transcurrido el tiempo de agitacion se toman dos alicuotas de 6 ml (3 de 4 ml
con pipeta de vidrio de 5 ml) de la solucion del suelo y se colocan en otro matraz de 500
ml. Las muestras se toman con la agitacion en curso, con una velocidad de 220 y

evitando que provenga del fondo del recipiente.

f. Alos 12 ml de solucioén se le adicionan 250 ml de agua y 31 ml de hexametafosfato.

g. Nuevamente se coloca el matraz cubierto en el agitador de la plancha a la misma

velocidad anteriormente descrita durante 20 minutos.
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h. Se toman cuatro alicuotas de 5 ml de la solucion con pipeta de vidrio de 5 ml, tomando
en cuenta las mismas consideraciones que el paso anterior. Todas las alicuotas se pasan a

través de un tamiz del nimero 400, descartando lo que pasa a través del tamiz.

i. Se coloca en la bomba de vacio una membrana de nitrocelulosa de 45 mm de apertura.
Se vierte el contenido del tamiz lavando con abundante agua con ayuda de una pizeta

sobre el embudo de la bomba encendida

j. Una vez filtrada la muestra se apaga la bomba para liberar la presion y se agregan 5 ml
de azul de tripano al 0.05% con ayuda de una pipeta de vidrio de 5 ml. Se deja que el

tinte filtre solo o que transcurran 10 minutos para dar tiempo a que se tifia el micelio.

k. Transcurrido este tiempo se enciende la bomba para quitar el exceso de colorante. Sin
apagar la bomba se retira el embudo del equipo y se espera a que se remueva el exceso

de humedad.

. Para finalizar se apaga la bomba y se monta la membrana sobre un portaobjetos con
PVGL como medio de montaje, se deja secar por 2 dias y luego se coloca un

cubreobjetos.
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Apéndice 11

Cuantificacion de la produccidon de micelio extrarradical

Para realizar la cuantificacion se utilizé la técnica de Jakobsen (1998). Las modificaciones
que se realizaron fueron el nimero de observaciones por portaobjeto que pasaron de 25 a
70. Para los calculos se determiné la longitud de la unidad de la rejilla en el ocular de

10x10 sobre el filtro usando un objetivo micrométrico resultando 0.05 mm (a).

Para el calculo total de ME en la muestra del suelo se consideraron:

Longitud total de la hifa observada sobre el area de filtrado estuvo cubierta por 70 campos

de observacion (H):

H= (11/14)*Ne*a(mm)

Donde: 11/14 = constante

N= numero total de interseptos en 70 campos de observacion

a= unidad de rejilla (0.05mm)

Area filtrable sobre la membrana de nitrocelulosa (FA):

FA =7er2 (mm?2)

Donde: r = radio del area de captacion/filtrado

(En este trabajo r= 9.5 mm)

Area total examinada o area contable (CA)
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CA =(102)2 + C (mm2)

Donde: C = nimero total de campos observados (en este trabajo = 70)

a = unidad de rejilla (0.05 mm)

Longitud total de la hifa sobre el area filtrada (HL)

HL = (H/CA) * FA (mm) o HL = H « FA/CA

Total de hifas en la muestra de suelo (TL)

TL = (HL » [(12+250+31)/20] * [(250+31)/12]/(p)

Donde: p = peso seco en g de la muestra de suelo 5 g utilizada, 250 ml es el volumen de
agua donde la muestra fue suspendida, 31 ml el volumen utilizado de hexametafosfato de
sodio en las dos disoluciones. 12 y 20 ml son las alicuotas de las disoluciones pipeteadas

del suelo.
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Apéndice 111

Tincion vy cuantificacidn de la colonizacidn intrarradical

El método utilizado para la tincion de raices micorrizadas fue el de tincion con azul de
tripano, descrito por Phillips y Hayman (1970), en el cual el procedimiento a seguir es el

siguiente:

a. Lavar las raices con abundante agua corriente y colocar fragmentos largos de raices finas

de cada individuo en su respectiva rejilla.

b. Poner las rejillas con las raices en un matraz Erlenmayer o paso de precipitados de 1 It

para su tratamiento quimico, procurando que éstas no lleguen hasta el tope.

c. Se cubren las raices con solucion de KOH al 10% y se meter el recipiente en autoclave

durante 20 minutos a 15 1b de presion o 100°C.

d. Se lavan las rejillas con agua corriente y se recupera el KOH para desecharlo
correctamente. En caso de no haberse desteiido lo suficiente, a las raices que sea

necesario se les adiciona agua oxigenada al 10% por 5 minutos maximo.

e. Nuevamente se lavan con agua corriente y se agrega una solucion de HCI al 10%

durante 10 min.

f. Se decanta el HCI sin lavar con agua y se adiciona Azul de Tripano al 0.05% hasta que
cubran totalmente las rejillas. Se dejan tefiir 24 hrs. Posteriormente se colocan en

lactoglicerol hasta ser montadas.
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La cuantificacion de la colonizacion se realizd con la técnica de McGonigle et al., 1990 de

la siguiente manera:

Se colocan las raices en una caja petri con un poco de lactoglicerol y se dispersan. Se
colocan aproximadamente 25 segmentos de raiz de 2 cm de largo de diferentes porciones de

la raiz.

Se colocan los segmentos a lo ancho del portaobjeto, uno al lado del otro, en forma

paralela. Quitar el exceso de liquido con toalla de papel.

Colocar tres o cuatro gotas de PVLG sobre las raices, en los extremos y parte media,

esperar dos minutos y colocar el cubreobjetos evitando la produccion de burbujas.

Presionar ligeramente sobre cada raiz con la goma de lapiz para distender las raices.
Etiquetar las preparaciones con los datos correspondientes, de preferencia con portaobjetos

con una zona esmerilada donde se puede escribir.

Secar las preparaciones a temperatura ambiente por una semana o a 60°C por 24 hrs.

Observar las preparaciones en el microscopio Optico. Comenzar por uno de los extremos de
la preparacion, en uno de los extremos del primer segmento de raiz. A partir de ahi, se debe
mover la platina, de manera horizontal sobre una linea, hacia el resto de los segmentos de
raiz, hacer las observaciones a 20x. Al llegar al altimo segmento de raiz del extremo
opuesto al que se comenzo, mover la platina, de manera vertical y detenerla en la parte
media de este segmento y repetir el procedimiento. Nuevamente, al llegar al ultimo

segmento de raiz del extremo opuesto mover la platina verticalmente y repetir el
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procedimiento en el extremo opuesto. Al terminar de revisar la laminilla, se contard con,

aproximadamente 70 campos observados.

Al observar cada campo se debe anotar un signo positivo (+) si en el campo de observacion
se encuentra cualquiera de las estructuras fungicas, hifas, vesiculas, arbusculos, ovillos o
esporas, si se desea estimar el porcentaje de colonizacidon por estructura coloque el signo

positivo de acuerdo con la estructura encontrada.

Campo Micelio Vesiculas | Esporas Ovillos Arbusculos | Total
visual estructuras
|

60

Estimar el porcentaje de colonizacion aplicando la siguiente formula:

] L Numero campos colonizados
Porcentaje de colonizacion = — x 100
Numero total de campos observados
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Apéndice IV

Imégenes

Figura A5.2. Estructuras observadas dentro de la raiz (20x): A, arbtsculo; H, hifa; O,
ovillo; E, espora; V, vesicula.
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Apéndice V

Lista de especies vegetales

Especies reportadas para cada sitio.

Cuyo

Rio

Acacia pennatula
Bonellia flammea
Bravaisia berlandieriana
Bunchosia swartziana
Bursera simaruba
Caesalpinia gaumeri
Caesalpinia yucatanensis
Capparis flexuosa

Ceiba aesculifolia
Chrysophyllum mexicanum
Coccoloba cozumelensis
Croton arboreus
Diospyros anisandra
Eugenia axillaris
Guazuma ulmifolia
Gymnopodium floribundum
Hampea trilobata
Lonchocarpus xuul
Lysiloma latisiliquum
Maclura tinctoria
Malpighia glabra
Manilkara zapota
Metopium brownei
Mimosa bahamensis
Nectandra coriacea
Phyllanthus mocinianus
Piscidia piscipula
Pithecellobium winzerlingii
Plumeria alba

Randia obcordata

Sabal yapa

Talisia olivaeformis
Thevetia gaumeri

Acacia pennatula
Beaucarnea pliabilis
Bonellia flammea
Bunchosia swartziana
Bursera simaruba
Caesalpinia yucatanensis
Capparis flexuosa
Chrysophyllum mexicanum
Cordia alliodora
Crossopetalum gaumeri
Croton arboreus
Diospyros anisandra
Diphysa carthagenensis
Forchhammeria trifoliata
Guaiacum sanctum
Gymnopodium floribundum
Hampea trilobata
Havardia albicans
Helicteres baruensis
Lonchocarpus xuul
Malvaviscus arboreus
Mimosa bahamensis
Nectandra coriacea
Piscidia piscipula
Pithecellobium dulce
Plumeria rubra

Randia longiloba

Senna atomaria

Talisia olivaeformis
Vitex gaumeri

53



Thrinax radiata
Trichilia hirta

Vitex gaumeri
Ziziphus yucatanensis
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