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Resumen

La micorriza es una asociacion que se establece entre un hongo y las raices de
una gran variedad de plantas. Este tipo de asociacion es considerada un
mutualismo, debido a que ambos asociados obtienen beneficios al interactuar
(Lovato et al., 1996; Dodd et al., 2002). De todos los tipos de micorrizas, la
micorriza arbuscular (MA) esta conformada por hongos pertenecientes al phylum
Glomeromycota, denominados hongos micorrizégenos arbusculares (HMA), y
plantas que pueden ser briofitas, pteridofitas hasta angiospermas (Giovannetti y
Sbrana, 1998). Los HMA presentan dos fases de desarrollo: por un lado, se
encuentra el micelio extrarradical, y la colonizacion intrarradical. Estudiar la fase
intrarradical y extrarradical de los HMA en relacién con el sitio en el que se
encuentran, es decir, en relacién con los factores abidticos de su entorno, nos
puede permitir establecer un vinculo de estos factores con la biologia de los HMA
en sus dos fases de desarrollo y poder entonces explicar el comportamiento de
esta relacion mutualista en ambos sentidos. El objetivo general consiste en
analizar la importancia de la asociacion planta-hongo en términos del hongo, en un
matorral de dunas costeras, mediante la cuantificacion de la fase extrarradical e
intrradical de los HMA, y entender cdmo estan relacionadas ambas fases de
desarrollo con las propiedades edaficas del suelo, en dos temporadas distintas. El
estudio se realizd en dos sitios diferentes dentro de la Reserva de la Biosfera de
Ria Lagartos. Se realizaron dos muestreos uno en la temporada de lluvias (Mayo
2013) y otro en la temporada de lluvias (Septiembre 2012). Para la extraccion del
micelio extrarradical se utilizé el método descrito por Miller y Jastrow (2000) y para
la cuantificacion del mismo la técnica de Jakobsen (1998). Para evaluar la
colonizacion del porcentaje de colonizaciéon intrarradical se utilizé el método de
Phillips y Hayman (1970) para la tincidén de raices, y se cuantifico mediante la
técnica de McGonigle et al. (1990). Hubo diferencias significativas en el porcentaje
de colonizacion intrarradical, a nivel de sitio y temporada, no obstante; no hubo
diferencias significativas en la biomasa de micelio extrarradical por temporadas y
por sitios, pero si la interaccién temporada-sitio. El porcentaje de colonizacién
intrarradical no se corrrelaciond significativamente con las variables edaficas, sin
embargo; la colonizacién intrarradical por hifas mostré una correlacion positiva y
significativa en funcion del porcentaje de C, el contenido de MO, y el pH. La
biomasa de micelio extrarradical no presentd correlaciones significativas en
funcion de los factores edaficos. La biomasa de micelio extrarradical es menos
responsiva a la temporalidad y estacionalidad, caso contrario, donde la
colonizacion intrarradical si respondié a estos factores. Los factores edaficos, no
explican la variacion en ninguna de las fases de crecimiento de los HMA
(extrarradical e intrarradical).



1. Introduccién

1.1. La micorriza arbuscular.

La micorriza es una relacion mutualista conformada por hongos del suelo y las
plantas, en la cual ambos componentes interactian y mantienen una relacién
beneficio-costo positiva, esto es que, a pesar de los costos que implica su
interaccion, los beneficios los superan, tales como incrementos en su adecuacion,
en sus tasas de supervivencia, crecimiento y/o reproduccion (Lovato et al., 1996;
Dodd et al.,, 2002). En algunos casos, la asociacidon micorricica puede ser
fundamental para que la planta obtenga de manera eficaz los nutrientes disueltos
en el suelo, y asi alcanzar un incremento de su productividad o amortiguar los
efectos que produce la competencia, entre otros (Sanchez-Gallen y Guadarrama-
Chavez, 2003).

En particular, la micorriza arbuscular es formada por los hongos
micorrizogenos arbusculares (HMA) quienes tienen una amplia distribucion en el
suelo en el Reino Vegetal ya que son capaces de asociarse con distintos taxones
de plantas; de hecho, se ha reportado que forman ésta asociacion con alrededor
del 80 % de las plantas terrestres (Giovanetti y Sbrana, 1998; Vierheilig, 2004,
Smith y Read, 2008). En afos recientes, se ha demostrado que el papel de la
asociacion mutualista planta-HMA, es de suma importancia para la planta
hospedera, ya que se ve traducida en un incremento de absorcién de nutrientes a
nivel de la planta hospedera, en la diversidad vegetal, en la complejidad de la
estructura de la comunidad vegetal, la productividad y funcionamiento de los
ecosistemas (Fitter y Moyersoen, 1996; Martinez-Garcia, 2011); ademas de la
proteccion contra el estrés hidrico, mejora de la estructura del suelo y en la
proteccion contra el ataque de patégenos (Dodd, 2000).

Al establecer la relacion, los HMA desarrollan estructuras intrarradicales
como arbusculos, vesiculas (presentes en algunas especies) e hifas y estructuras
extrarradicales como esporas y el micelio externo, que explora el suelo aledarno a

la planta colonizada (Barrera-Berdugo, 2009) (Figura 1).



Diversos autores han determinado la biomasa de micelio dentro de las
raices (Hepper, 1977; Kucey y Paul, 1982; Toth et al., 1991; Antibus y
Sinsabaugh, 1993) y han encontrado que entre el 0.4- 17 % del peso seco de la
raiz corresponde a la biomasa del micelio interno.

Las hifas externas, o micelio extrarradical, de los HMA juegan un papel
fundamental en incrementar la superficie de absorcion de la planta explorando una
mayor cantidad de suelo que la propia raiz, de manera que, con un menor costo
energético (comparado con la produccion radical), la planta puede sobrepasar la
zona de agotamiento de los nutrientes (alrededor de la raiz) y alcanzar parches de
agua y nutrientes inaccesibles para las raices; en especial, se ha hecho mucho
énfasis en el fosforo como el principal nutriente que las hifas absorbentes obtienen
(Harley, 1989; Simard et al., 2012) (Figura 2). También es muy importante en la
formacion de agregados y estabilidad del suelo que, a su vez, influye en la
abundancia y diversidad vegetal (Wright et al., 2000; Gonzalez-Chavez et al.,
2004).

Aunado a lo anterior, la Micorriza arbuscular (MA) también contribuye al
incremento de exudados radicales, los cuales influencian las comunidades
microbianas situadas en la rizésfera, y éstas pueden tener una influencia positiva
sobre el desarrollo de las plantas (Duponnois et al., 2008).

Las implicaciones ecologicas de las asociaciones micorricicas en los
sistemas naturales dependen, en gran medida, de las caracteristicas de los
asociados (planta-hongo), asi como de una serie de factores abioticos, edaficos
y/o bidticos, como son otros organismos del suelo, las propiedades del suelo y su

manejo, y la compatibilidad planta hospedera-hongo (Brundrett, 1991).

1.2. Micelio extrarradical

En el suelo los HMA se presentan mediante una red extendida de hifas que tiene
diversos tipos; por una parte, se encuentran las hifas de avance (Harley y Smith,
1983), las cuales son de paredes gruesas y grandes. Estas hifas son de vital

importancia para el mantenimiento de la red micelial, ya que desempenan una



funcion de soporte; sin embargo, estas hifas también pueden cumplir funciones de

absorcién (Sylvia et al., 1999).

Micorriza
arbuscular

Figura 1. La micorriza es una asociacidon que considera tres elementos
indispensables: planta-suelo-HMA (Brundrett et al., 1985).



Figura 2. Colonizacién por los hongos micorrizogenos arbusculares (HMA). El
apresorio comienza a penetrar por la epidermis iniciando la colonizacion por
extension de las hifas intrarradicales; mientras que las hifas extrarradicales se
encargan de explorar el suelo y captar fosforo y otros nutrientes.

Asimismo, las hifas de avance desarrollan hifas exploradoras primarias, las
cuales forman ramificaciones y dan lugar a nuevas hifas exploradoras. Cuando la
micorriza ya termind su desarrollo y la hifa también, se forman a partir del apice
unas estructuras con forma de arbol que son conocidas como “estructuras
ramificadas de absorcién” (BAS, por sus siglas en inglés). Las hifas absorbentes,
caso contrario a las hifas de avance, éstas son de paredes mas finas y menor
tamano, las cuales se desarrollan a partir de las de avance; su finura les permite
explorar los poros de menor tamafio del suelo y su funcion primaria es absorber
nutrientes del suelo y dirigirlos hacia el hospedero (Bago et al., 1998).

El micelio extrarradical de los HMA tiene influencia sobre diversos procesos
ecoldgicos, tales como los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes, la composicion
vegetal y el funcionamiento de los sistemas agricolas. Las redes miceliales son la
parte mas dinamica y funcionalmente diversa de la simbiosis; se ha estimado que
representan entre el 20-30 % de la biomasa total microbiana del suelo; sin
embargo, este porcentaje no esta determinado por las medidas estandar que
utilizan los edafdlogos y agronomos (Leake et al., 2004).

El micelio también es un componente importante en el transporte de fosforo
disponible y otros nutrimentos a través del suelo desde zonas inaccesibles para
las raices de las plantas. Las hifas de los HMA son capaces de absorber
nutrientes en solucion en el suelo, tales como P, Ca, CI, B, S, Zn (Buwalda et al.,
1982) y N (Ames et al., 1983) y transportarlos a las raices de las plantas
hospedantes. De tal manera que las hifas con menor diametro pueden tomar mas
N y P de los poros del suelo; que estan inaccesibles para las raices por su eficaz
relacion area/volumen que les permite explorar un gran volumen de suelo; es

decir, a mayor relacion area/volumen mayor sera la cantidad de suelo explorado vy,



por consiguiente, aumentara la absorcion de éstos nutrimentos (Sharma y Johri,
2002).

Actualmente, se esta estudiando el papel o la importancia que tiene el
micelio a distintos niveles ecoldgicos, a nivel individual (planta u hongo) y a nivel
de comunidad vegetal (Rillig y Mummey, 2006; Simard et al., 2012).

Se conoce muy poco acerca del micelio extrarradical de HMA, debido a la
falta de transparencia (opacidad) del suelo y a la dificultad de disefiar
experimentos, que permitan estudiar su desarrollo sin destruirlo. No obstante,
existen trabajos tanto experimentales como de campo, que evidencian algunos
aspectos biolégicos del micelio extrarradical. Se han descrito las caracteristicas
morfogenéticas, citolégicas, asi como la dinamica del micelio extrarradical bajo
condiciones de cultivo; destacando la importancia de la formacion de estructuras
absorbentes ramificadas (BAS) en cultivos monoxénicos, y la posible implicacion
de estas estructuras en la absorcion de nutrientes (Bago et al., 1998). En otro
experimento, se determind que la profundidad, distancia al manto freatico y la
temperatura, afectan la produccion de micelio activo; asi la cantidad del micelio
activo disminuye significativamente conforme la profundidad del suelo es mayor;
mientras que a niveles por arriba del manto freatico y en altas temperaturas, la

cantidad de micelio activo disminuye (Nilsson y Rulcker, 1992).

1.2.1. Trabajos experimentales

Los experimentos que se han realizado en torno al desarrollo del micelio
extrarradical, en funcién de diversos factores, apoyan la hipétesis de que la
cantidad de micelio varia entre las especies de HMA. En un experimento, se
inocularon plantas de trébol con tres especies distintas de HMA; el disefio
experimental consistio de tres tratamientos de in6culo, un control y dos cosechas.
Los resultados indican que el efecto de la especie de HMA determiné la respuesta
de las plantas, medida en funcion del peso seco de tallo (gramos/maceta), peso
fresco de las raices (gramos/maceta), longitud de Ila raiz colonizada

(metros/maceta), y de los hongos, considerando la longitud de la hifa por gramo de



suelo y por centimetro de raiz colonizada; ademas con HMA inocularon plantas de
trébol en dos modos distintos (mixto sobre el suelo y en bandas), los resultados
evidencian que el tiempo de cosecha disminuye la longitud de hifa por centimetro
de raiz colonizada, entre las distintas especies de HMA. Si bien la produccion de
micelio extrarradical varia entre especies de HMA, todavia no se ha dilucidado con
mucha claridad, la relacion entre la cantidad de hifas y las respuestas de

crecimiento de las plantas micorrizadas (Jakobsen et al., 1992).

1.2.2. Trabajos de campo

Descubrimientos recientes acerca de la adquisicion de nutrientes por parte de la
micorriza arbuscular (MA) no han abordado el funcionamiento y crecimiento de las
hifas externas en el suelo, y se sabe muy poco sobre los factores que lo modifican
(Drew et al., 2003).

Algunos estudios mencionan longitudes de micelio totales de 111 m cm3y
81 m cm para una pradera y un pastizal, respectivamente (Miller et al., 1995).

Sin embargo, los factores que determinan tal produccién de micelio no son
unicos para todos los ecosistemas, algunos autores (Friese y Allen, 1991;
Materechera et al., 1991; Leake et al., 2004) mencionan el tamano del poro, que
existe entre las particulas del suelo, y la identidad de la especie fungica como
factores fundamentales para determinar la produccion del micelio, al menos en el
caso de algunas especies del género Glomus, de tal forma que mientras
disminuye el tamafio de poro del suelo, se promueve el desarrollo y crecimiento

del hongo vy, por lo tanto, el diametro y longitud hifal aumentan (Drew et al., 2003).

1.3. Estructuras asociadas a la colonizacion interna

Los HMA tienen un micelio aseptado y delgado que penetra las células corticales
de las raices de las plantas (Smith y Read, 2008), dando como resultado la
formacion de estructuras caracteristicas como son: arbusculos, vesiculas y
esporas (Brundrett y Abbott, 2002) (Figura 3).



Figura 3. Estructuras formadas por los hongos micorrizégenos arbusculares (HMA)
tanto en el suelo como en las células corticales de la raiz; (A) hifa distributiva, hifa
absortiva y espora; como asociadas a las células corticales de la raiz (B) hifas
intracelulares, arbusculo y vesiculas asociados a las células corticales de la raiz;
(C) estructuras de almacenamiento; espora, vesicula, células auxiliares.

Se distinguen dos tipos de colonizacion por HMA, en funcién de las
caracteristicas morfoldgicas del proceso de colonizacién:

1) Tipo Arum. En este tipo de asociacion, las hifas proliferan en el cortex de
manera longitudinal entre las células hospederas. Esto ocurre debido a que
las hifas crecen a través de los espacios de aire intercelulares
longitudinales presentes, y se forman arbusculos intracelularmente
(Brundrett, 2004).



2) Tipo Paris. Las hifas proliferan de célula a célula, donde también se forman
enrollamientos extensivos intracelulares a partir de los cuales se forman
arbusculos (Armstrong y Peterson, 2002).

El inicio de la asociacion micorricica se da cuando las hifas externas reconocen
la presencia de raices en el suelo, estas hifas establecen contacto y crecen a lo
largo de la superficie de las raices (Brundrett, 2004). Posteriormente una o mas
hifas derivan en la formacién de estructuras con forma abultada denominadas
“apresorios”, a continuacion, los apresorios penetran las células epidermales de la
raiz, estas hifas perforan la hipodermis y comienzan a ramificarse fuera de las
células corticales (Brundrett et al., 1985). Las estructuras que se forman dentro de

las células corticales de la raiz son:

v Arbusculos: Son haustorios ramificados (<1 ym diametro) que se forman
dentro de las células corticales de la raiz. Una vez formados, son
semejantes a pequefios arboles, de ahi su nombre (citado en Gallaud,
1905). Comienzan su formacién en un tiempo aproximado de dos dias
después de que las hifas penetran las raices (Brundrett et al., 1985). El
citoplasma del hongo no entra en contacto con el citoplasma vegetal, la
membrana plasmatica se invagina, de este modo, los arbusculos proliferan
de manera individual dentro de las células corticales (Smith y Smith, 1990).
Estas estructuras son consideradas como el sitio de intercambio metabdlico
de nutrientes entre simbiontes, donde el hongo proporciona nutrientes a la
planta y el hongo recibe productos derivados de la fotosintesis (Smith 1995;
Brundrett y Abbott, 2002; Smith y Read, 2008).

v' Vesiculas. Se reconocen como estructuras que, funcionalmente, almacenan
lipidos (Garcia, 2012). Las vesiculas se desarrollan a partir de los
arbusculos senescentes. Pueden ser intercelulares o intracelulares; estas
estructuras desarrollan paredes delgadas dentro de las raices y pueden ser
propagulos de los HMA (Biermann y Linderman, 1983). Algunas especies
de hongos producen vesiculas que son, estructuralmente, similares a las

esporas, pero en otras especies, las esporas y vesiculas son distintas



(Brundrett y Abott, 2002). Los géneros de HMA que producen vesiculas son
Glomus, Acaulospora, Entrophospora, Archaeospora, Ambispora Yy
Paraglomus (Bagyaraj y Sturmer, 2012); no obstante, los géneros
Gigaspora y Scutellospora no producen vesiculas, en lugar de ellas forman
células auxiliares (Osorio-Miranda, 2011).

Ovillos. Al igual que los arbusculos, los ovillos son estructuras que tienen
una implicacion importante en el intercambio de nutrientes entre los
simbiontes (Garcia, 2012). Los ovillos corresponden al tipo de colonizacion
Paris, se forman a partir de hifas intracelulares desarrolladas que adquieren
una conformacion torneada (Smith y Read, 2008).

Esporas. Son estructuras asexuales esféricas con un diametro variable (20-
1000 um), las cuales se pueden desarrollar a partir del micelio extrarradical
0 pueden crecer de manera interna en las raices (esto solo se ha reportado
para algunas especies, por ejemplo: Glomus sp, Glomus intrarradices,
Scutellospora calospora) (Brundrett, 2008). Son estructuras de resistencia y
propagacion de los HMA, contienen una gran cantidad de nucleos y
abundantes compuestos de carbono (C), principalmente glicégeno vy lipidos
(Bonfante-Fasolo, 1984). Estan conformadas por paredes gruesas, que a su
vez se pueden dividir en una o varias capas, también pueden agruparse en
esporocarpos como es el caso de los géneros Sclerocystis y Glomus
(Brundrett, 2008; Bagyaraj y Sturmer, 2012).

1.4. Factores que determinan la formacién de la micorriza arbuscular (MA)

Los factores que influyen en la formacién de la MA son de indole tanto abidtica

como bidtica, y actuan de manera directa sobre alguno de los miembros de la

relacion o sobre ambos, reflejdndose su efecto sobre la misma interaccion (Entry
et al., 2002).

Algunos de esos factores son la textura del suelo, humedad, temperatura,

pH, capacidad de intercambio catidnico, compactacion del suelo (manejo agricola),

metales pesados y pesticidas, y disponibilidad de nutrientes en el suelo (Entry et
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al., 2002; Jansa et al., 2003; Wolfe et al., 2006; Fitzsimons et al., 2008; Martinez y
Pugnaire, 2009; Peroza y Pérez, 2010). Los intervalos de temperatura del suelo
que promueven la formacion de la micorriza varian entre 18 y 40 °C, con un
optimo cercano a los 30 °C (Matsubara y Harada, 1996). Se ha observado que la
combinacion humedad-temperatura en el suelo, tiene mayor efecto sobre
colonizacion (Braunberger et al., 1997), registrandose intervalos éptimos (25 a 35
°C) para algunos géneros de HMA como Glomus y Gigaspora (Matsubara vy
Harada, 1996); de tal modo, que los rangos 6ptimos de temperatura favorecen de

manera positiva el aumento de la esporulacion.

1.4.1. Humedad

Niveles altos y bajos de agua (temporal o por debajo del punto de marchitamiento
permanente) en el suelo, pueden ser un factor de estrés para las plantas. La
respuesta de las plantas a la colonizacion por los HMA depende en gran medida
de la gravedad y periodicidad de la sequia, y otras condiciones edaficas. De
hecho, la MA puede representar un incremento o decremento de la productividad
de la planta hospedera en funcién de las condiciones de humedad edafica (Augé,
2000).

Con respecto al déficit hidrico, diversos estudios en camaras de
crecimiento, documentaron que el déficit de humedad en las plantas, que va desde
-1.5 a -2.0 Mpa (donde 0 es un valor que indica que los procesos fisiolégicos
vegetales se mantienen en equilibrio y a medida que el déficit hidrico se hace mas
negativo, los procesos fisioldgicos vegetales estan en desequilibrio, y la planta
entra en marchitamiento), no afectoé la colonizacion micorricica o la absorcién de P
en Tritcum aestivum (Poaceae), Hippophae rhamnoides (Elaeagnaceae) o Zea
mays (Poaceae) (Byrla y Duniway, 1997; Subramanian y Charest, 1997; Ming y
Hui, 1999; Subramanian y Charest, 1999).

Aunado a lo anterior, al comparar plantas de maiz bajo condiciones de

estrés hidrico inoculadas con HMA y el control, se reporté que aquellas inoculadas
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tuvieron concentraciones mas altas de glucosa, fructuosa y aminoacidos totales,
en hojas y en raices (Subramanian y Charest, 1995; Schellenbaum et al., 1998).

En un experimento con las mismas caracteristicas, pero con alfalfa, las
plantas inoculadas presentaron una mayor concentracion de citoquininas, las
cuales son hormonas vegetales que tienen importantes funciones en el ciclo y
desarrollo celular (Goicoechea et al., 1995; Werner et al., 2001).

Bajo condiciones aridas o semiaridas, la sequia es uno de los factores de
estrés que repercuten en el crecimiento de las plantas (Kramer y Boyer, 1997).
Por, lo que la MA promueve el movimiento de agua dentro de la planta,
influenciando la hidratacion de la planta y promoviendo procesos fisiolégicos de
las plantas (Augé, 2001).

Lodge (1989) investigd la relacion de la humedad del suelo con los
porcentajes de colonizacién por HMA, los resultados indican que en suelos con
baja disponibilidad de agua; es decir, en suelos secos, el porcentaje de
colonizacion por estos hongos es mayor en comparacion con sitios con mayor
disponibilidad de agua.

Se ha observado que bajo condiciones de estrés hidrico, la planta asigna C
para la formacion de la MA (Janos, 1983; Connell y Lowman, 1989; Jakobsen et
al.,, 2002) y el hongo, a su vez, asigna a desarrollo de micelio extrarradical
(Olsson, 1999).

1.4.2. Temperatura

En general, al igual que la mayoria de los organismos, los HMA se desarrollan
dentro de un intervalo de temperaturas que va desde los 18° C hasta los 40 °C con
un optimo de 30°C para la mayoria de las especies (Gillooly et al., 2001). El
intervalo 6ptimo para mantener a la MA depende de una serie de factores, la
temperatura que controla la germinacién, la fotosintesis y el flujo de C hacia las
raices. No obstante, la influencia de la temperatura sobre la MA es variable y

parece estar relacionada con la combinacién planta-hongo, asi como con la etapa
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de desarrollo de la planta (Fitter et al., 2000; Liu et al., 2003; Heinemeyer y Fitter,
2004).

No obstante, el micelio extrarradical de los HMA de ciertas especies es
resistente a bajas temperaturas y puede reiniciar su crecimiento después de varios
meses de congelamiento, una vez que ha sido formado y establecido en el suelo
(Addy et al., 1998). Se sabe bien que tanto el micelio extrarradical como el micelio
intrarradical son afectados por la temperatura, pero los estudios realizados acerca
de esto indican que el micelio extrarradical es mas sensible a bajas temperaturas
que el micelio intrarradical; por ejemplo, la formacién de micelio extrarradical no se
lleva a cabo por debajo de los 15 °C; mientras que el micelio intrarradical puede

desarrollarse hasta los 5 °C (Gavito et al., 2005).

1.4.3. pH

Los hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) responden al pH en una variedad
de valores. La respuesta de los HMA al pH ha sido estudiada por diversas
razones, que van desde conocer el efecto del potencial negativo del pH sobre la
productividad de la planta cuando el endodfito es afectado directamente, hasta
evaluar la fisiologia de la planta hospedera. Por otro lado, se han estudiado los
efectos indirectos a través del cambio en los procesos del suelo (p.e.
disponibilidad de bases catidnicas y de metales) (Clark et al., 1999). Algunas
investigaciones han sugerido que los HMA toleran condiciones de pH adversas
(suelos muy acidos y suelos muy basicos) (Tinker, 1975; Pacovsky, 1986).

Puede ser que el efecto del pH del suelo, en los HMA y las plantas
inoculadas, dependa de la diferencia entre el pH alrededor del hongo y el pH del
propio suelo. De tal modo, que algunos HMA pueden no adaptarse a los suelos
con un pH diferente al del suelo de su procedencia; entonces, en este sentido, el
pH es un factor que limita el establecimiento de la MA. Existen estudios que
sugieren que la relacién puede existir de acuerdo a diversos factores, por un lado

esta el tipo de suelo y la porosidad de éste (Skipper y Smith, 1979; Menge et al.,
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1982; Kucey y Diab, 1984; Newbould y Rangeley, 1984; Sylvia et al., 1993) y, por
otro, varios tratamientos de manejo que incluyen la fertilizacion o la misma
modificacion fisica del suelo (por ejemplo, enmiendas organicas) (Soedarjo y
Habte, 1993).

El pH es una medida que refleja, de cierto modo, el estado de salud de los
suelos (Sainz-Rozas et al., 2011); sin embargo, puede ser un factor abidtico que
limite el establecimiento de algunas especies de HMA. Con relacién a lo anterior,
se midio la respuesta del micelio extrarradical de dos especies distintas: Glomus
intraradices 'y Scutellospora calospora asociadas a Plantago Ilanceolata
(Plantaginaceae), las cuales fueron sometidos a dos tratamientos de pH. Se
determind que el pH que tiene el suelo afecta de manera distinta al crecimiento,
colonizacion y actividad de la fosfatasa del micelio extrarradical de las dos

especies analizadas (van Aarle et al., 2002).

1.4.4. Nutrientes

La MA aumenta la adquisicion de nutrientes a la planta mediante el incremento del
area superficial de absorcion del sistema de captacion (Entry et al., 2002). Las
raices micorrizadas son capaces de obtener mas nutrientes de suelos deficientes
en nutrientes que las raices no micorrizadas, porque las hifas exploran un gran
volumen de suelo que las raices solas no pueden realizar. La asociacion
micorricica es particularmente importante debido a que coadyuva al crecimiento y
supervivencia de las plantas cuando el suelo tiene bajas concentraciones de
nutrientes disponibles, en especial P (Faber et al., 1991; Graham et al., 1991;
Eckhard et al., 1992; Harrison y van Buuren, 1995; Liu et al., 1998; George, 2000;
Joner et al., 2000 ); sin embargo, la MA es eficiente en transferir los nutrientes
disueltos en la solucion del suelo, por lo tanto, si los nutrientes se encuentran
accesibles para la planta, los HMA tienden a efectuar mas un parasitismo que un

mutualismo, ya que si los nutrientes estan disponibles para la planta, los HMA no
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son indispensables para maximizar la toma de nutrientes de la planta, ademas de
que los HMA no son capaces de conseguir el C de otro lado (Rillig , 2004).

La cuantificacién de las contribuciones o beneficios que la MA brinda a las
plantas en cuestion de la adquisicion de nutrientes es dificil, debido a las
respuestas tan variables que pueden darse durante las diferentes etapas de
desarrollo de las plantas (George, 2000).

La mayoria de las investigaciones sobre la MA han sido enfocadas hacia las
respuestas de las plantas de cultivo, muy pocas se han realizado con el objetivo
de entender su influencia sobre ecosistemas naturales.

Por ejemplo, Treseder y Allen (2002) estudiaron la limitacién de nutrientes,
en dos géneros de HMA (Glomus y Gigaspora) y reportaron que tanto el nitrégeno
como el carbono son nutrientes que limitan el crecimiento de los HMA en términos
de biomasa; de tal forma que la biomasa fungica aumenta con la adicion de Ny P;
sin embargo, disminuye en sitios con exceso de P (fertilizados); las diferencias en
composicion de especies y biomasa de HMA las atribuyeron a la limitacion de

nitrégeno y fosforo.

1.4.5. Carbono (C)

Los HMA dependen, para su subsistencia, del C proporcionado por la
planta. Sin embargo, existen factores que influyen en la disponibilidad de C en las
raices de las plantas, como las enfermedades foliares que pueden provocar una
disminucion en la disponibilidad de C vy, por lo tanto, repercutir en el desarrollo y
proliferacion de la relacion planta-hongo (Schalamuk et al., 2014).

Recientes investigaciones que han abordado la relacion C en el suelo y el
micelio de HMA, han hecho patente que el C es un factor limitante para el
desarrollo del micelio de este tipo de hongos (Boswell et al., 2003).

En este sentido, es muy probable que el C tenga también un papel
importante en el desarrollo de las asociaciones micorricicas, ya que al recibir C

exclusivamente de sus plantas hospederas, se vuelve necesario modelar el flujo
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de C que se lleva a cabo en distintas direcciones, incluyendo la transferencia del C
de la planta hospedera hacia el hongo y la asignacion, dentro del micelio, hacia los
meristemos de crecimiento de las plantas (procesos de diferenciacion celular);
ademas del desarrollo y distribucion del micelio en el suelo (Heath, 1990; Boswell
et al., 2002; Boswell et al., 2003)

2. Antecedentes.

En ecosistemas aridos y semiaridos los HMA son de vital importancia, debido a
que, estos aumentan la tolerancia de las plantas hospederas a condiciones de
sequias, ademas de incrementar la eficiencia de toma de nutrientes, en suelos
pobres (Montafo et al., 2012). Se han descrito mas de 150 especies de HMA en
ecosistema de dunas costeras, dentro de la zona de Lanphere-Christensen,
Humboldt County, California; y dentro de la zona radical de una sola planta se
pueden llegar a encontrar entre tres y siete especies de HMA (Rose, 1988).

Los HMA son fundamentales para amortiguar los factores de estrés sobre
las plantas en estos ecosistemas (levinsh, 2006); asi como los cambios
producidos en la comunidad vegetal (Koske y Polson, 1984; Corkidi y Rincon,
1997; Aldrich-Wolfe, 2007).

Corkidi y Rincén (1997) tomaron muestras de raices de 37 especies de
plantas dentro del Centro de Investigaciones Costeras de La Mancha (CICOLMA),
Veracruz, en un sistema de dunas costeras del Golfo de México. Los resultados
indican que el 97 % de las plantas fueron micorrizadas, reportandose estructuras
de colonizacion interna (% hifas, % ovillos, % vesiculas y % arbusculos). Aunado a
esto, estos mismos autores, pusieron a prueba el efecto de la inoculacién y no
inoculacion de HMA sobre siete especies de plantas, midiendo diversos
parametros de crecimiento vegetal, los resultados muestran que a los 21 dias, no
hubo diferencias significativas entre las plantas micorrizadas y no micorrizadas; sin
embargo, a los 63 dias, se presentaron diferencias significativas en las variables
de crecimiento, con mayores valores para las plantas micorrizadas en

comparacioén con las no micorrizadas.
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Ramos-Zapata et al. (2011) analizaron la colonizacion intrarradical vy
cuantificaron las esporas en el suelo en tres sitios de dunas costeras (dunas
reciente, dunas moviles y dunas fijas), durante dos temporadas distintas (lluvias y
secas). Los resultados muestran que la colonizacion intrarradical no presenta
diferencias significativas entre temporadas, en los tres sitios de dunas costeras, y
la densidad de esporas fue mayor en lluvias, en comparacion a la temporada de
secas.

La diversidad vegetal esta estrechamente relacionada con la diversidad que
se encuentra por debajo del suelo, en especifico, con la diversidad de HMA
(Garcia-Sanchez, 2011). No obstante, el estudio de los HMA en dunas costeras,
se ha centralizado en describir el estado de las plantas colonizadas, asi como en
su identificacién especifica, y en la distribucion y abundancia de sus esporas
(Corkidi y Rincén, 1997).

La diversidad de HMA en asociacion con la vegetacién costera en México,
ha sido estudiada en tres regiones distintas: costa Oeste de Baja California, el
area central de la costa de Veracruz, y diversos sitios a lo largo de la costa Norte
de Yucatan; se encontraron diez especies de HMA, pertenecientes a los géneros
Acaulospora, Gigaspora, Glomus, Racocetra y Scutellospora, asociados a 73
especies de plantas, de un total de 655 especies, que han sido reportadas para la
vegetacion de dunas costeras de Baja California, Golfo de México, y el Caribe

mexicano (Montafio et al., 2012).

Asimismo, estudiar la fase intrarradical y extrarradical de los HMA en
relacion con el sitio en el que se localizan, es decir, en relacidon con los factores
abidticos de su entorno, puede permitir establecer un vinculo de estos factores con
la biologia de los HMA, en sus dos fases de desarrollo, y poder entonces contribuir

a explicar el comportamiento de esta relacion mutualista en ambos sentidos.

Este trabajo se enmarca dentro del proyecto PROMEP/103.5/09/1294,
“Estudio de la diversidad y las interacciones bidticas para la conservacién y

restauracion de la vegetacion de la Reserva de la Bidsfera Ria Lagartos, Yucatan”,
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cuyo objetivo principal es evaluar la funcionalidad ecolégica de la vegetacion de la
Reserva de la Bidsfera Ria Lagartos, a través del estudio de interacciones
interespecificas claves para su conservaciéon y restauracion. Dicho proyecto fue
apoyado por PROMEP-Apoyo a la integracibn de Redes Tematicas de

Colaboracién Académica.

3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Analizar el comportamiento de los hongos micorrizégenos arbusculares (HMA),
asociados a especies vegetales de matorral de dunas costeras, en funcion de su
produccion de micelio extrarradical y colonizacion intrarradical, en dos temporadas

contrastantes.

3.2. Objetivos particulares

-Analizar y cuantificar la produccidn de micelio extrarradical durante las
temporadas de lluvias y secas.
-Analizar y cuantificar el porcentaje de colonizacién intrarradical durante las
temporadas de lluvias y secas.
-Determinar la relacion entre las variables fungicas (micelio extrarradical vy
colonizacion intrarradical) y algunas propiedades edaficas (C, CIC, MO, P, pH) en

dos temporadas.
4.-Hipotésis
Tanto la produccidn de micelio extrarradical, como la colonizacién

intrarradical, serian mayores durante la temporada de secas que en la de

lluvias, ya que ante el estrés hidrico, las especies vegetales son capaces de
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asignar mas C a la relacion y asi, a través del hongo, superar la escasez de

agua.
A mayor cantidad de nutrientes (P y C), la colonizacién intrarradical y

biomasa de micelio extrarradical, sera menor.

5. Método

5.1. Zona de estudio

5.1.1. Ubicacion geografica

La Reserva de la Bidsfera de Ria Lagartos (RBRL), se ubica al oriente del estado
de Yucatan, 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 (Figura 4). Los limites
geograficos son: al norte con el Golfo de México; al sur con los municipios de Rio
Lagartos, Tizimin y an Felipe; al oeste con la Reserva Estatal de Dzilam; y al este
con el Area de Proteccién de Flora y Fauna de Yum Balam. Con una superficie
total de 60347.8271 ha, fragmentandose en siete zonas, de las cuales seis son
zonas nucleo que se extienden a una superficie de 23681.56 ha, y una zona de
amortiguamiento con un area de 36666.27 ha, esta ultima ha sido destinada a
trabajos de investigacion (CONANP, 2006). Para este estudio, se eligieron dos
sitios, uno que se localiza en la parte este de la RBRL, la estacion “Cuyo”;

mientras que el otro, se localiza en la parte oeste denominado “Rio”.
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Figura 4. Ubicacion geografica del sitio de estudio con las localidades respectivas

de muestreo: 1y 2 pertenecen a Rio; 3 y 4 a El Cuyo.

5.1.2. Clima

Debido a su proximidad con el mar y ubicacidon geografica, la Reserva de la
Biésfera Ria Lagartos esta influenciada por distintos patrones de circulacion
atmosférica, como lo son los vientos alisios, las masas de aire modificadas (nortes
polares) y las corrientes convectivas (CONANP, 2007).

Existen dos tipos de clima, el primero es el BSo (h’) w (X’) iw”, que se
presenta en la region de Ria Lagartos, y es el clima mas arido de los secos. La

temperatura media del mes mas frio es mayor a 18 °C y la temperatura media
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anual mayor a 22 °C; el porcentaje de precipitacion invernal respecto a la total
anual esta entre 5y 10.2% (CONANP, 2007).

El otro tipo de clima es el AX’ (wo) iw”, corresponde al mas seco de los
calidos humedos; este clima predomina en la regién de El Cuyo, con lluvias en
todo el afo. La temperatura media anual es mayor a los 22 °C y la temperatura del

mes mas frio mayor a los 18 °C (Valdés et al., 1992).

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 Rio Lagartos (Rio), la temperatura media mensual es de 25.5 °C; los
meses mas frios son enero y febrero (23.1 °C), el mes mas caliente es julio con 27
°C y la oscilacion térmica es de 4.2 °C. En la zona de EIl 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 de 3.7 °C (CNA, 2006 ).

De acuerdo con los registros obtenidos en el area de la estacion de Rio, 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). Por otro lado, de acuerdo con los datos
registrados en el area de la estacion de El Cuyo, la precipitacién total anual es
713.6 mm, el mes mas seco es abril con 23.1 mm, y el mas lluvioso septiembre
con 117.1 mm. La relacion P/T es de 27.03 y la canicula se presenta en junio
(CNA, 2006).

5.1.3. Suelos
Los suelos de la RBRL se desarrollan sobre un perfil extremadamente juvenil y
estan sujetos a diversos factores (inundacion por mareas, flujo laminar,

movimiento por viento). Los tipos de suelo que se registran en la reserva son:

a) Cambisol, asociado con una capa de terrones que se encuentra en el
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subsuelo con arcilla de calcio (Ca), fierro (Fe) y manganeso (Mn); b) Gleysol,
con alto contenido de hierro ferroso y es muy poco susceptible a la erosion; c)
Litosoles, son suelos delgados y pedregosos; d) Luvisol, con alto contenido de
arcilla en el subsuelo, su coloracion va desde tonalidades rojas, pardas o
grisaceas; f) Regosol, con escaso contenido de materia organica y textura
gruesa; g) Solonchak, se caracteriza por su alto grado de salinidad; ademas,
no contiene carbonato de calcio y es poco susceptible a la erosion; h) Vertisol,
contienen arcillas absorbentes, susceptibles a erosion y sujetos a

inundaciones.

5.1.4. Vegetacion

La RBRL cuenta con un registro de mas de 715 especies de las 2,755 que se
reportan en la Peninsula de Yucatan (CONANP, 2007).

La Reserva alberga a una gran diversidad de ecosistemas, la selva
mediana subcaducifolia, selva baja caducifolia, selva baja subcaducifolia espinosa,
selva baja caducifolia inundable, manglares, matorrales de dunas costeras,
pastizales inundables y la vegetacion de pastos marinos (CONANP, 2007).

Yo realicé mi estudio en el matorral de dunas costeras que se caracteriza
por ser una vegetacion halofita (Miranda, 1978), debido a que se desarrolla sobre
suelos que contienen una gran cantidad de sales solubles (Espejel, 1992). Este
tipo de vegetacion ocupa una gran extension en el estado de Yucatan, abarcando
casi 205 km lineales comprendidos entre el Golfo de México y el Mar Caribe
(Espejel 1984). Cubre las playas inundables y costas no arenosas de las
localidades de Celestun, Dzilam del Bravo, Progreso, Rio Lagartos, Sisal,
Telchach (Espejel, 1986).

En lo referente a la diversidad de especies, esta comunidad vegetal es rica
en cuanto al numero de especies; a la fecha, se ha registrado la presencia de 271
especies de plantas vasculares, de las cuales 19 son endémicas de la Peninsula
de Yucatan y, de éstas, dos crecen exclusivamente en el estado. Las

comunidades costeras de la Peninsula de Yucatan ocupan el segundo lugar a
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nivel nacional en cuanto a endemismos, solo debajo de las comunidades que se
desarrollan en la Peninsula de Baja California (Moreno-Casasola et al., 1998).

La vegetacion de dunas costeras tiene una distribucion heterogénea a lo
largo de la costa yucateca, esto debido a que las comunidades pueden estar
dominadas por diversas formas de vida, en las diferentes zonas; es decir, unas
zonas estan dominadas por especies herbaceas, otras por matorrales arbustivos,
especies arboreas o ambas. De este modo, a lo ancho de la duna costera, se
reconocen dos zonas distintas, de pioneras y de matorrales, con base en sus
caracteristicas fisondmicas, estructurales y floristicas, resultado de los cambios
graduales en el medio biotico y fisico (Espejel 1984; Moreno-Casasola y Espejel
1986; Espejel 1992).

La vegetacion de duna costera que se encuentra en la RBRL, es resultado
del clima semiarido y la mezcla de las especies de manglar y selva baja. Las
especies abundantes en la zona de pioneras son Ipomoea pes-caprae
(Convolvulaceae, la rifionina) y Sesuvium portulacastrum (Aizoaceae, la verdolaga
de playa); mientras que las mas abundantes en la zona de matorral son
Caesalpinia vesicaria (Caesalpiniaceae, chiin took’), Bravaisia berlanderiana
(Acanthaceae, hulub), Coccoloba uvifera (Polygonaceae, la uva de mar), Thrinax
radiata (Arecaceae, el chit) y Pseudophoenix sargentii (Arecaceae, la kuka’)
(Espejel, 1984; Campos y Duran, 1991) (Figura 5).

Torres et al. (2010). Caracterizaron la composicion vegetal de diversas
comunidades de matorral de duna costera, a lo largo del litoral del estado de
Yucatan; se registraron un total de 71 especies, correspondientes a 66 géneros, y
36 familias, de las cuales 29 pertenecen a especies arbustivas, 17 herbaceas, 13

arboles, 6 lianas, 3 especies de palmas, 2 epifitas, y 1 graminoide.
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Figura 5. Panorama general de la vegetacion de los sitios de estudio: del lado

izquierdo el sitio Cuyo; del lado derecho el sitio Rio.

5.2. Muestreo de suelo

Lleveé a cabo este estudio en el matorral de dunas costeras de la Reserva de Ria
Lagartos para ello elegimos dos sitios de estudio: la localidad de “Cuyo” y la de
“‘Rio”, ademas de dos temporadas climaticas (lluvias y secas). En cada sitio
colocamos seis cuadros, cuya dimension fue de 10 x 10 m, y en cada uno
ubicamos de manera sistematica 16 puntos, separados entre si a una distancia de
1.5 metros (Figura 6). En cada uno de estos puntos retiramos la capa de hojarasca
y colectamos aproximadamente 250 g de suelo de los primeros 20 cm de
profundidad, usando una palita de jardinero; el suelo fue colocado en bolsas de
plastico previamente etiquetadas y fueron transportadas al laboratorio en hieleras

con el fin de disminuir la actividad de los organismos edaficos lo mas posible.
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Figura 6. Unidad de muestreo que se utilizd en este estudio. Los puntos azules
representan los sitios de donde fueron tomadas las muestras de suelo.

Posteriormente en el laboratorio, por cuadro, elegi cinco puntos al azar y de
cada uno pesé 20 g del suelo colectado que fueron los que mantuve en
congelacion hasta su procesamiento junto con las raices que obtuve de cada
muestra.

Todo el procedimiento de colecta y extraccion del suelo, se repitioé tanto en
la temporada de lluvias, septiembre 2012, como en la temporada de secas, mayo
2013.

En total, por sitio, por temporada, tengo 30 puntos; lo que representa un
gran total de 120 puntos (30 El Cuyo, Secas; 30 EI Cuyo, Lluvias; 30 Rio, Secas;

30 Rio, Lluvias) (Figura 7).
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Colecta
de suelo

30 puntos 30 puntos 30 puntos 30 puntos

Figura 7. Representacion diagramatica que representa la distribucion del numero
de muestras por cada sitio y temporada de colecta.

5.3. Laboratorio

El trabajo en laboratorio comprendié la tincion de las raices colectadas y la
extraccidn del micelio extrarradical; ademas de la preparacion y observacion de

muestras al microscopio.

5.3.1. Tincioén y cuantificacion de la colonizacion intrarradical.

De las muestras seleccionadas al azar, tomé una proporciéon de raices finas
suficientes para hacer una preparacién que tuviera 25 segmentos de raices de 2
cm de largo. Tefi las raices con el método descrito por Phillips y Hayman (1970)
(consultar Apéndice 1); para la cuantificacion de la colonizacion intrarradical utilicé
el método descrito por McGonigle et al. (1990).

5.3.2. Extraccion del micelio extrarradical



Extraje el micelio extrarradical de las muestras de suelo utilizando la técnica de

Miller y Jastrow (2000) (consultar Apéndice 2).

5.3.3. Cuantificacion de micelio extrarradical total

Una vez realizada la extraccion de micelio extrarradical de las muestras de suelo,
procedi a cuantificarlo mediante la técnica de Jakobsen (1998) (Consultar
Apéndice 3), la cual consiste en contabilizar, dentro de cada uno de los campos
analizados (en mi caso fueron 70), el numero de veces que un trozo de micelio
intersecta una de las rayas de la cuadricula ubicada en uno de los objetivos del

microscopio optico.

5.4. Analisis de datos y estadistica

Realicé los analisis de varianza respectivos con el fin de analizar las diferencias de
las variables de respuesta: longitud de micelio extrarradical y el porcentaje de
colonizacion intrarradical total, por hifas, vesiculas y arbusculos, con respecto a
los sitios de muestreo, las temporadas y su interaccion (factores de variacién). En
caso de resultar significativo el efecto de alguno de los factores de variacion,
apliqué un analisis de Tukey (p<0.05) de comparacién multiple de medias, con el
fin de identificar los grupos iguales y diferentes.

A través de un analisis de regresién, analicé por separado la relacién entre
la longitud de micelio extrarradical y el porcentaje de colonizacion intrarradical
total, por hifas, por vesiculas y por arbusculos en funcion de los distintos factores
edaficos (capacidad de intercambio cationico (CIC), P disponible en el suelo,
porcentaje de C, porcentaje de M.O., pH). En caso de que los datos no cumplieran
con los supuestos de normalidad y/u homogeneidad de varianzas, los transformé
con logaritmo natural o arcoseno; si, a pesar de las transformaciones, no cumplian
con los mencionados supuestos, utilicé la correlacion no paramétrica de

Spearman.
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Todas estas pruebas estadisticas las realicé con el programa Statistica ver.

8, con un nivel de significancia de 0.05 (Statsoft, 2007).

6. Resultados

6.1. Colonizacion intrarradical

Para cumplir los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas
transformé todos los valores de colonizacién intrarradical, tanto total como por

estructura, con arcoseno de la raiz cuadrada.

6.1.1. Colonizacion total
El andlisis de varianza mostré diferencias significativas entre sitios (F=9.21,
p=0.003), entre temporadas la significancia fue marginal (F=3.59, p=0.06) y la

interaccién no fue significativa (Cuadro 1, Figura 8).

Cuadro 1. Resultados del analisis de varianza para el porcentaje de colonizacién
total, por sitios, temporadas y su interaccion.

Factor S.C. g_;.l. F p
Sitio 0.0000075 1 9.21 0.00297
Temporada 0.0000029 1 3.59 0.06047
Sitio [] Temporada 0.0000002 1 0.21 0.64818
Error 0.000001 116

De acuerdo con la prueba de Tukey, el sitio EI Cuyo tuvo significativamente
mayor porcentaje de colonizacion (99.55 % +0.19), con respecto al de Rio (98.52
% £0.59). En relacion a la temporalidad, el mayor porcentaje se registré en lluvias
(99.44+0.21%) y el menor en secas (98.83+0.48%) (Figura 7).
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Figura 8. Porcentaje de colonizacién intrarradical total promedio (x1E.E.) por: A)
sitio, y B) temporada. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).
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6.1.2. Colonizacion por estructura
Las hifas fueron las estructuras que registré con mayor frecuencia en ambos sitios
y en ambas temporadas; en segundo término, estuvieron los arbusculos; la tercera
estructura mas frecuente, fueron las vesiculas; en cuarto término, estuvieron las

esporas, y por ultimo los ovillos (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados del porcentaje de colonizacion intrarradical de hifas,

arbusculos y vesiculas, por sitio y temporada.

Temporada

Estructura Sitio Secas (%) Lluvias (%)
Hifas Cuyo 99.67+0.17 99.00+0.74
Rio 99.56:1.00 98.97£0.36
Arbusculos Cuyo 43.01+£2.02 26.99+2.15
] 47.17+2.68 22.0511.56

Rio
Vesiculas Cuyo 29.80+2.96 23.19+1.44
] 27.48+2.23 33.40+1.98

Rio

Al comparar el porcentaje de colonizacién por hifas, encontré diferencias
significativas entre sitios (F=7.7, p=0.006) y la interaccién fue significativa (F=7.7,
p=0.007). Y de acuerdo a la prueba de Tukey, Cuyo presentd el mayor valor
promedio (99.55+ 0.19 %) y la interaccion Rio en secas, fue la menor con respecto

a los otros niveles (Cuadro 3, Figura 9).
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Cuadro 3. Resultados del analisis de varianza para la colonizacion intrarradical de
hifas.

Factor S.C. g.l. F p
Sitio 0.000019 1 7.67 0.0065
Temporada 0.000006 1 2.35 0.128
SitioiTemporada 5 450019 1 766  0.0067
Error 0.000002 116
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Figura 9. Porcentaje de colonizacién promedio de hifas por A) sitio, B) temporada,
y C) la interaccion sitio o temporada (1 E.E.). Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0.05).
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Con respecto a la colonizacidén por vesiculas, el analisis de varianza mostré
diferencias significativas entre sitios (F=4.79, p<0.05), y la interaccién sitio-
temporada fue significativa (F=9.75, p<0.01). El sitio con mayor porcentaje de
colonizacion promedio de vesiculas fue Rio (29.45+2.14%) mientras que El Cuyo
tuvo un promedio de 27.59 (+2.45%) (Figura 10A). El sitio Cuyo, durante la
temporada de lluvias, fue el que tuvo el menor valor (28.29+1.71%) (Cuadro 4,
Figura 10A, 10C).

Cuadro 4. Resultados del analisis de varianza para la colonizacion intrarradical de
vesiculas.

Factor S.C. g.l F p
Sitio 0.000475 1 4.79 0.03
Temporada 0.000001 1 0.01 0.90
Sitio 0 Temporada 5 43966 1 9.75 0.002
Error 0.000099 116
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Figura 10. Porcentaje de colonizacién intrarradical promedio de vesiculas (+1EE)
A) por sitio, B) por temporada, y C) interaccion sitio [1 temporada. Letras distintas

indican diferencias significativas (p<0.05).
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En cuanto al porcentaje de colonizacion por arbusculos, la temporada
marco claras diferencias significativas (F= 128, p<0.001) y la interaccién sitio-
temporada fue significativa. La prueba de Tukey mostré que secas presento
porcentajes significativamente mayores que lluvias y que, tanto Cuyo como Rio,
en secas, tuvieron mayores promedios que sus respectivos valores en lluvias

(Cuadro 5, Figura 11).

Cuadro 5. Resultados del analisis de varianza para la colonizacion intrarradical por
arbusculos.

Factor S.C. g_;.l. F p
Sitio 0.00003 1 0.42 0.5157
Temporada 0.00984 1 128.33 0
Sitio 0 Temporada 0.00046 1 6.07 0.0152
Error 0.00007 116
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Figura 11. Porcentaje de colonizacion intrarradical promedio por arbusculos (+ 1
E.E.). A) sitio, B) temporada, y C) interaccién temporada [ sitio. Letras distintas
indican diferencias significativas (p<0.05).
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6.2. Micelio extrarradical

A través de la formula de TL = ((HL / 12ml) x 250ml) / 5g, después de contabilizar
las intersecciones pude calcular la longitud de micelio extrarradical (ME) en metros
por gramo de suelo (m g'). Para los analisis estadisticos, apliqué el logaritmo
natural para normalizar los datos y obtener la homogeneidad de varianzas.

El andlisis de varianza no mostrd diferencias significativas entre sitios, ni
entre temporadas; sin embargo, la interacciéon sitio © temporada fue
marginalmente significativa (F= 3.587, p=0.06) (Cuadro 6, Figura 12). De acuerdo
con la prueba de Tukey, la interaccion Rio en secas presento los valores promedio

mayores y fue diferente significativamente de los demas niveles.

Cuadro 6. Resultados del anadlisis de varianza para la longitud de micelio
extrarradical por temporada, sitio y su interaccion.

Factor S.C. g_;.l. F p
Temporada 0.38 1 1.69 0.1959
Sitio 0.36 1 1.59 0.2092
Sitio 0 Temporada 0.81 1 3.58 0.0610
Error 0.23 116
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Figura 12. Longitud de micelio extrarradical promedio (+1EE) en funcién de los
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Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).
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6.3. Relacién variables fungicas y factores edaficos

6.3.1. Colonizacioén intrarradical en funcién de los factores edaficos

Dado que las variables analizadas no cumplieron con los supuestos de normalidad
y homocedasticidad, aunque fueron transformadas, realicé analisis no
parameétricos de correlacion de Spearman. En este caso, consideré los datos de
ambos sitios y ambas temporadas.

Analicé la relacion entre los porcentajes de colonizacion total, por hifas,
arbusculos y vesiculas, en funcién del porcentaje de contenido de carbono total
(%C), capacidad de intercambio cationico (CIC), porcentaje de contenido de
materia organica (% MO), concentracion de fosforo disponible (P (mg kg™)) y el pH
(Figura 13)(Apéndice . Sdélo encontré relaciones lineales significativas entre el
porcentaje de colonizacion por hifas en funcion del P, C, MO y pH (Cuadro 7); en
particular para el caso del P, la relacion fue negativa. En ninguna de las demas

relaciones encontré una relacion lineal significativa (p>0.05).
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Figura 13. Porcentaje de colonizacion total, hifas, arbusculos y vesiculas, en
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Cuadro 7. Correlacion de Spearman para la colonizacion intrarradical y el micelio

extrarradical, en funcion de las variables edaficas (*: p<0.05).
Variables edaficas

%C CiC % MO P pH
Total 0.08 0.01 0.08 -0.12 0.17
Colonizacion
. . Hifas 0.35* -0.1 0.35* -0.43* 0.34*
intrarradical
(%) Arbusculos -0.09 0.25 -0.09 -0.05 -0.15
(1)
Vesiculas 0.04 -0.12 0.04 -0.15 0.01
Longitud de micelio
-0.12 -0.06 0.12 0.21 -0.24

extrarradical (m g'l)

6.3.2. Micelio extrarradical en funcién de factores edaficos

Al igual que en el caso anterior, las variables no cumplieron con los supuestos de
normalidad y homocedasticidad, aunque fueron transformadas con logaritmo
natural y arcoseno, por lo que apliqué un analisis no paramétrico de correlacién de
Spearman. Cada analisis incluyé los datos de ambos sitios y temporadas.

Tomé en cuenta las mismas variables edaficas arriba analizadas. En
ninguno de los casos, encontré una relacion lineal significativa (p>0.05) (Cuadro

6, Figura 14).
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Figura 14. Longitud de micelio extrarradical en funcién de los factores analizados,
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7. Discusion

En este estudio, encontré que las respuestas de los HMA, evaluadas a través de
la colonizacién intrarradical y la biomasa del micelio extrarradical, estuvieron
claramente marcadas por el sitio de estudio y, en ocasiones, por la distribucién
temporal de la precipitacion y la interaccion de ésta con el sitio; ademas al analizar
las relaciones de estas respuestas fungicas con algunas variables edaficas solo
encontré que el porcentaje de colonizacion por hifas responde significativamente
en funcion del fésforo, carbono, materia organica y pH. Por otro lado, el micelio
extrarradical fue poco responsivo al sitio de estudio, a la distribucidon temporal de
la precipitacion, sin embargo si respondio a la interaccion sitio-temporada.

Las dunas costeras se encuentran distribuidas ampliamente a lo largo del
mundo, se les puede encontrar en areas templadas, tropicales humedas, en
climas aridos y en areas cubiertas de nieve (Moreno-Casasola, 2009). En
particular en México, se localizan a lo largo de todos los litorales del pais (Moreno-
Casasola et al., 1998).

Independientemente de la zona geografica o climatica, las dunas costeras
tienen caracteristicas ambientales particulares, las cuales estan relacionadas
estrechamente con la conexion que éstas tienen con el mar. Asi pues, algunas de
las caracteristicas mas relevantes son el viento, la acumulacion y la erosion de
arenas, la movilidad del substrato, la presencia y ausencia de agua, la salinidad, la
permeabilidad del substrato y la pobreza de nutrientes (Barbour et al., 1985;
Rozema et al., 1985; Clark, 1986; Hesp, 1991; Kumler, 1997; Randall y Scott,
1997).Estas caracteristicas, pueden afectar la abundancia y composicion de las
comunidades vegetales, influyendo en procesos esenciales para las especies
vegetales como son la germinacion, implantacion, crecimiento, desarrollo,
dispersion, senescencia, etc. (Moreno-Casasola, 1986; Hesp, 1990).

Las asociaciones micorricicas estan influenciadas por la disponibilidad de
nutrientes organicos e inorganicos, del agua y del C en las plantas(Kucey y Diab,
1984; Clark et al., 1999; Entry et al., 2002) En particular, se ha demostrado que las

asociaciones micorricicas son afectadas por factores edaficos, como la
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composicidon del suelo(estructura), humedad, temperatura, pH, CIC; asi como por
factores bidticos y abidticos de origen antropogénico entre los que destacan las
practicas agricolas y la acumulacion de metales pesados y pesticidas (Entry et al.,
2002).

Se ha observado que la densidad de hifas aumenta en presencia de la MO,
las cuales pueden acelerar el proceso de descomposicion (también realizado por
bacterias) y tomar N para transferirlo a las plantas y utilizarlo para el mismo
desarrollo del hongo (Hodge et al., 2001). Con respecto a los datos obtenidos para
este estudio, el porcentaje de MO fue dos veces mayor en Cuyo que en Rio; esto
es interesante, ya que si existe una mayor cantidad de materia organica, la
cantidad de nutrientes disponibles puede ser mayor debido a los componentes
especificos liberados durante el proceso de descomposicién (microorganismos y
descomposicion), y ello implicaria una menor asignacion de recursos a los HMA,
pero Cuyo fue el sitio que tuvo una mayor produccion de micelio, lo que implica
que el carbono no fue limitado por las plantas hacia los hongos.

Una de las explicaciones puede ser que, a pesar de que el suelo de Cuyo
es mas rico en nutrientes, estos valores no alcanzan el umbral minimo necesario
para que la planta limite la asignacion del C al hongo, sino al revés, promueve que
la incremente, esto ocurre porque la relacion plantas-HMA requiere de un minimo
de nutrientes para ser mutualista, por arriba de éste, los HMA funcionan mas como
parasitos; mientras que por debajo, la planta no es capaz de producir suficiente C
para su supervivencia y la del hongo, como podria estar ocurriendo para el caso
de Rio. Esto sugiere de que esta relacién es dinamica y esta influenciada por
muchos factores bidticos y abidticos (por ejemplo MO, P, pH entre otros) que la
pueden ir modificando a lo largo del tiempo (Johnson et al., 1997); por o mismo,
se requiere profundizar mas en el estudio del papel que juegan los procesos de
descomposicion y mineralizacion de los nutrientes (P y N), ademas de analizar en
qué medida la MO influye en el desarrollo de los HMA (Gryndler et al., 2009).

El (P) es un nutriente esencial para los hongos y plantas; sin embargo, se
vuelve dificil obtenerlo del suelo, debido a que su disponibilidad en el suelo es baja

(Smith y Smith, 2011). De manera general, se ha observado que grandes
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cantidades de P en el suelo, conllevan el decremento de la colonizacion por HMA;
ademas de la disminucidén en la cantidad de propagulos existentes en el suelo
(Abott y Robson 1984; Abott y Robson 1991; Entry et al., 2002; Nouri et al., 2014).
De acuerdo con los datos de este estudio, la concentracion de P en Rio es tres
veces mayor que la registrada en el suelo de Cuyo, esto apoya la hipotesis
planteada en esta tesis, la cual sugiere que a mayor P disponible, menor sera la
colonizacion micorricica arbuscular (Figura 8).

La actividad mutualista de los hongos puede ser medida por la presencia de
raices micorrizadas y la presencia de micelio y esporas (Virginia et al., 1986), pero
en ocasiones, es muy dificil asociarla a un factor en particular; sin embargo, la
disponibilidad del C (planta proporciona al hongo) debe ser algo fundamental,
dado que éste es la moneda de intercambio planta-hongo, y que permite que la
relacion micorricica arbuscular se mantenga a lo largo del tiempo (Hart y Reader,
2002).

Los métodos convencionales de estimacion de la colonizacion de HMA no
son universales para todas las especies, debido a que existen diferencias en la
forma en que la colonizacién intrarradical (Cl) ocurre o en la forma en que las hifas
extrarradicales se distribuyen; asi como las caracteristicas propias de cada familia
de HMA (Hart y Reader, 2002). Se ha considerado que el porcentaje de
colonizacion intrarradical no es un predictor de la funcionalidad en la asociacién
mutualista; no obstante, es importante tener medidas especificas de las
estructuras extrarradicales e intrarradicales, con la finalidad de, determinar cual es
la funcion de dichas estructuras en el flujo de nutrientes entre planta y hongo, asi

como en un ecosistema (Johnson et al., 2006).

Relacion de las temporadas con la colonizacion intrarradical y micelio extrarradical
El porcentaje de colonizacién fue mayor en lluvias que en secas. Esto

concuerda con datos obtenidos en otros estudios de ecosistemas tropicales

(Moreira-Souza et al., 2003; Jasso-Flores, 2010; Serrano-Ysunza, 2012; Cruz-

Paredes, 2013; Cortés-Tello, 2015). La colonizacion intrarradical aumenta debido
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a una mayor disponibilidad de agua que estimula, una alta actividad micorricica
asociada a un incremento en la actividad metabdlica de la planta y a una mayor
disponibilidad de nutrientes (Lugo et al., 2003).

En la temporada de lluvias, la planta asigna mayor cantidad de fotosintatos
a la parte radical, sobre todo cuando es un ambiente donde la distribucion de la
precipitacion es estacional (como ocurre en los ambientes aridos y semiaridos),
aumentando la cantidad de raices (Carballar-Hernandez et al., 2013) vy, por lo
tanto, incrementando la posibilidad de una mayor colonizacién por HMA (Garcia y
Mendoza, 2008).

Sin embargo, lo anterior no ocurrié para los arbusculos, que tuvieron mayor
colonizacion promedio durante la temporada de secas. Los arbusculos, como ya
mencioné en la introduccion es la estructura donde ocurre el intercambio de
nutrientes (Smith y Read, 2008), si hay una relacion mutualista funcional estas
estructuras deben estar presentes, aunque su deteccion puede complicarse, sobre
todo para raices de campo, dado que tienen una vida promedio entre 7 y 10 dias y
son relativamente fragiles (Alexander et al., 1989); aunado a lo anterior, también
es importante considerar si son hongos que colonicen tipo Arum o Paris, porque la
colonizacion tipo Paris no se caracteriza por presentar muchos arbusculos
(Barrera-Berdugo, 2009), en mis muestras se observaron ambos tipos de
asociaciones, lo cual, brinda informacidon muy relevante acerca de la asociacion
planta-hongo, en términos de intercambio de nutrientes.

De esta forma, el hecho de que el de arbusculos fuese mas bajo en lluvias,
podria deberse a que cuando se colectaron las raices, éstas estaban en un
proceso de decaimiento, tal que no fue posible observarlos.

Una explicacion complementaria a la mayor presencia de arbusculos
durante la temporada de secas es que en este momento el agua y los nutrientes
disponibles son mas escasos (Poulsenia armata, Trema micanthra, Ernodea
littoralis, Sesuvium portalacastrum) lo que implica que las plantas deben traslocar
gran parte de su energia a capturarlos en donde estén y favorecer estas

estructuras de transferencia de sustancias (Bautista-Cruz et al., 2014).
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La produccidon de micelio extrarradical fue mayor durante la temporada de
secas que en la de lluvias, indica la magnitud de la biomasa de micelio
extrarradical esta relacionada con la disponibilidad del agua, de tal forma que a
menor disponibilidad de agua, mayor traslocacion al micelio para asegurar una
mayor captura de nutrientes solubles, mientras que a mayor disponibilidad de
agua, el micelio explorador no se requiere en gran cantidad (Cuenca y Lovera,
2010). Ademas, se ha documentado que el micelio extrarradical es capaz de
persistir bajo condiciones de estrés hidrico; no obstante, es fragil a los cambios de
uso de suelo, en particular, las técnicas de labranza, reduciéndose la longitud y
biomasa del micelio (Brito et al., 2011).

Miller et al. (1995) determinaron que en la temporada de secas, la biomasa
de raices disminuye, pero el micelio extrarradical permanece; esto apoya la idea
de que éste tiene un papel de particular importancia en el mantenimiento de la
relacion, de tal manera que la persistencia de una red hifal bajo estrés hidrico,
cuando la disponibilidad de agua y nutrientes es menor, asegura un suministro
continuo de éstos a las plantas (Montano et al., 2007).

La estacionalidad ambiental (secas o lluvias) es un factor determinante en
la composicion y variacion de la comunidad de HMA en las zonas aridas y
semiaridas (Montafio et al.,, 2007). También se ha demostrado que las redes de
micelio de HMA tienen la habilidad de mantener su infectividad en condiciones
aridas o semiaridas; no obstante, la capacidad para mantenerse infectivo en
condiciones de sequia es muy variable dependiendo del hospedero, del grupo
taxondmico y de la esporulacion, por ejemplo existen diferencias en términos de
infectividad entre las especies de HMA Acaulospora sp y Glomus sp (Jasper et al.,
1989).

Relacion de las propiedades edaficas con el porcentaje de colonizacion

intrarradical y la biomasa de micelio extrarradical.

El porcentaje de colonizacion intrarradical total no se correlaciono

significativamente con las variables edaficas. No obstante, la colonizacion
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intrarradical por hifas muestra una correlacion positiva y significativa en funcion del
porcentaje de C, el porcentaje de MO y pH ; la correlacion positiva entre el pH, la
MO vy el porcentaje de colonizacién, describe una relacion que no es comun en las
asociaciones micorricicas, ya que a altos niveles de éstas dos variables edaficas
el porcentaje de colonizacién disminuye; la cantidad de MO tiene un efecto
adverso en la colonizacion intrarradical, a mayor cantidad de MO en el suelo,
menor porcentaje de colonizacion intrarradical, de acuerdo a este trabajo la
cantidad de MO no ejerci6 este efecto, lo cual es destacable ya que si la MO se
encuentra en grandes cantidades pero esta en un proceso de descomposicion
avanzado, no habra una disminucion en el porcentaje de colonizacién radical |,
asimismo, se atribuye esta relacidon positiva a que la planta se adapta a
condiciones no Optimas para su desarrollo, y consecuentemente, no tienen un
efecto depresivo en la supervivencia de los HMA vy la colonizacién de raices (Al
Agely y Reeves, 1995; Beena et al., 2000; Garcia y Mendoza, 2008). Ademas la
correlacion negativa entre el porcentaje de colonizacion por hifas y el P; es decir, a
mayor concentracion de P; menor cantidad de hifas, esta relacion es atribuida a
que la disponibilidad de este nutriente juega un papel importante en la relacién
planta-hongo, ya que se ha documentado que si el P disponible se encuentra en
altas concentraciones en el suelo, las plantas pueden tomarlo directamente, y en
este sentido, la asociacién con el hongo se vuelve poco necesaria (Abott y
Robson, 1984) (Cuadro 6).

La biomasa de micelio extrarradical no presento correlaciones significativas
en funcion de los factores edaficos. No obstante, se ha documentado que los
factores edaficos (p.e. la temperatura y la humedad) modifican la cantidad de hifas
externas en el suelo (Hunt y Fogel, 1983). La cantidad de hifas externas decrece
cuando aumenta la cantidad de formas disponibles de P y N en el suelo, ya que a
las altas concentraciones de estos nutrientes en el suelo, la planta puede
adquirirlos mas facil del suelo, y, por lo tanto, depende menos de la formacion de
la micorriza, asignando menor cantidad de C a la relacion y disminuyendo, como
consecuencia, la biomasa extrarradical (Garcia y Mendoza, 2008); asimismo, la

longitud y densidad de hifas extrarradicales disminuyen cuando la MO aumenta, la

48



MO ejerce un efecto sobre las propiedades fisicoquimicas del suelo (p. e. textura,
capacidad de retencién de agua, CIC, etc.) y, al mismo tiempo, las propiedades
edaficas tienen influencia sobre la longitud y densidad de hifas extrarradicales; por
ejemplo la cantidad de hifas extrarradicales aumenta cuando el pH del suelo
aumenta, esto es atribuido a la capacidad de adaptaciéon de las plantas para
crecer en ambientes adversos (p.e. suelos muy acidos) (Hu et al., 2013; Soka et
al., 2015), entre otros estudios que han documentado la influencia de las variables
edaficas en el comportamiento de la fase extrarradical de los HMA.

Se han estudiado los factores que influyen en la colonizacion intrarradical
por HMA vy la biomasa de su micelio extrarradical, pero para este estudio en
especifico, casi ninguno de los factores edaficos analizados tuvo aparentemente
un efecto sobre alguna de las variables fungicas, a excepcion de la colonizacion
por hifas. Ello puede ser atribuido a que las condiciones climaticas, en las dunas
costeras, operan en una escala espacial y temporal diferente a la analizada, y
ejercen una presion de seleccion tal que aquellas especies vegetales y fungicas
con intervalos de tolerancia mas amplios sean las que subsistan (Moreno-
Casasola, 2009); por lo mismo, las relaciones con las variables edaficas, cuya
influencia es mayor a una escala espacial y temporal tal vez menor, no presenten
una relacion directa con las variables edaficas.

Asimismo, existen otros factores edaficos que podrian explicar la variacion
en las variables fungicas medidas; no obstante, es dificil encontrar un solo factor
que controle las variables fungicas (colonizacion intrarradical y micelio
extrarradical), esto podria deberse a las condiciones cambiantes del suelo, ya que
en un sitio determinado y en un tiempo especifico, las condiciones del suelo
pueden ser favorables y promover el crecimiento de los HMA en asociacién con
las plantas, por ejemplo la colonizacién por arbusculos en un pastizal fue mayor en
la temporada invernal y minima en la temporada de verano; mientras que, en
contraste, en las mismas condiciones pueden inhibir el desarrollo de las plantas,
consecuentemente de los HMA, es decir, por ejemplo la temperatura en un sitio
dado en un tiempo especifico puede ser un factor que limite el desarrollo de los

HMA (variables fungicas), y por lo contrario la temperatura en el mismo sitio pero
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en diferente tiempo promueva el desarrollo de los HMA, se ha reportado altas
densidades de esporas en la época de verano, sugiriendo que estas estructuras
se forman bajo altas temperaturas y elevadas tasas de evapotranspiracion,
ademas, de coincidir con el decremento en la tasa de crecimiento en la planta
(Garcia y Mendoza, 2008).

8. Conclusiones

e La temporalidad tuvo efectos en el porcentaje de colonizacién total y en la
colonizacion por arbusculos, siendo mayor en secas que en lluvias.

e La estructura fungica con mayor porcentaje de colonizacion fueron las hifas.

e La produccién de micelio extrarradical no mostro diferencias significativas ni
entre sitios ni entre estaciones, pero la interaccion sitio 0 temporada si tuvo
un efecto importante, indicando que los sitios podrian diferir en produccién
de micelio en funcion de la estacionalidad de la lluvia.

¢ No encontré una relacion lineal entre la biomasa micelial y ninguna de las
variables edaficas aqui analizadas.

e El porcentaje de colonizacion fue mayor en la época de lluvias, y la biomasa
extrarradical no tuvo diferencias significativas entre temporadas, por lo cual
esta primera hipotesis no se cumplio.

e La cantidad de nutrientes (P y C), no mostraron una aparente correlacion
con las dos variables fungicas analizadas (colonizacion intrarradical y

biomasa micelial), la segunda hipotesis no se cumplié.
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Apéndice 1

Tincién y cuantificacion de la colonizacién intrarradical.

El método utilizado para la tincion de raices micorrizadas es el de tincion con azul

de tripano, descrito por Phillips y Hayman (1970) en el cual el procedimiento a

seguir es el siguiente:

a.
b.

Lavar las raices con abundante agua corriente.
Se ponen en rejillas con las raices en un recipiente para su tratamiento
quimico, procurando que éstas no lleguen hasta el tope.

Se cubren las raices con solucion de KOH al 10%.

. Se coloca el recipiente con las raices a bafio maria (90°C) durante 10 a 15

minutos.

. Se lavan las rejillas con agua corriente, utilizando preferiblemente un tamiz

adecuado para evitar pérdidas durante el enjuague; se lavan y se dejan en
agua oxigenada al 10%. Se revisan aproximadamente a los 15 minutos para
verificar la decoloracion de las raices; si no es total se pueden dejar unos
minutos mas.

Las raices se lavan con agua corriente y se agrega una solucion de HCI al 1N

durante 10-15 minutos.

. Se decanta el HCI sin lavar con agua y se adiciona el Azul de Tripano al

0.05% hasta que tape la totalidad de las rejillas; se dejan tefir toda la noche.

. Por ultimo se montan las raices en un portaobjetos calculando una longitud de

las raices de un centimetro y medio tratando de colocar de15-20 raices por
laminilla.

La determinacion del porcentaje de colonizacion, se basa en la observacion
microscopica de segmentos tefiidos de raices. Se hacen tres barridos, uno
arriba, uno en medio y uno abajo con el objetivo 40x; se cuantifican aquellos
campos de observacion que presentan estructuras fungicas (hifas, arbusculos,
vesiculas y ovillos), al igual que los segmentos no colonizados.

Se obtienen los porcentajes de colonizacién total y por estructura.
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Apéndice 2

Extraccion de micelio extrarradical

La extraccion de micelio extrarradical se realizd de acuerdo a Miller y Jastrow

(2000) modificado por Jasso-Flores (2010) y Sanchez de Prager (2010). Los pasos

a seguir de este procedimiento se detalla a continuacion:

®© o 0o T

Se toman 5g de suelo humedo previamente tamizados en tamiz del numero
10.

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

Se le adicionan 250 ml de agua y 31 ml de hexametafosfato de sodio.

La solucién se agita vigorosamente para deshacer los agregados.

El frasco se coloca en la agitadora de plancha durante una hora y media a 180
rpm aproximadamente, tapandolo con un pedazo de papel aluminio.

Durante este tiempo puede armarse el equipo de la bomba de vacio que se

utilizara posteriormente.

. Una vez transcurrido el tiempo de agitacién se toman dos alicuotas de 6 ml de

la solucion del suelo y se colocan en otro matraz de 500 ml. Las muestras se
toman con la agitacién en curso y evitando que provenga del fondo del

recipiente.

. A los 12 ml de solucion se le adicionan otros 250 ml de agua y 31 ml de

hexametafosfato.

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

aproximadamente 180 rpm durante 20 minutos.

. Se toman cuatro alicuotas de 5 ml de la soluciéon, tomando en cuenta las

mismas consideraciones que el paso anterior. Todas las alicuotas se pasan a
través de un tamiz del numero 400, descartando lo que pasa a través del

tamiz.

. Se coloca en la bomba de vacio una membrana de nitrocelulosa de 45 ym de

apertura. Sobre el embudo de la bomba se lava con abundante agua lo que no

pasa a través del tamiz con la bomba encendida, para quitar el exceso de
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colorante, sin apagar la bomba se retira el embudo del equipo y se espera a
que se remueva el exceso de humedad.

n. Para finalizar se apaga la bomba y se monta la membrana sobre un
portaobjetos con pvgl (permount), se deja secar por 30 minutos y luego se
coloca un cubreobjetos.

Apéndice 3

Cuantificaciéon de micelio extrarradical total

La cuantificacidn se realizé por medio de la técnica utilizada por Jakobsen (1998),
con la modificacién en cuanto al numero de observaciones por muestra de 25 a 70

observaciones; el volumen de la alicuota se aument6 de 3 a 12ml.

a. Medir la longitud de la unidad de la rejilla en el ocular de 10*10 sobre el
filtro, en mm, usando un objetivo micrométrico.
b. La longitud total de la hifa sobre el area de filtrado cubierta por 25 rejillas
(H):
H=11/14 X N X unidad de rejilla (mm)
Donde N = numero total de intersecciones en 25 campos de observacion.
Determinar el area filtrable sobre el filtro (FA) en mm?.
d. Calcular el area filtrada cubierta por las 25 unidades de observacion (area
contable CA):

CA = (10 x unidad de rejilla)2 x 70 (mm?)

e. Calcular la longitud total de la hifa sobre un filtro (HL):
HL = (H/CA) x FA (mm)

f. Calcular el total de la hifa en la muestra de suelo (TL):
TL = ((HL / 12ml) x 250ml) / 5g (mm/g)

Dénde: 59 es el peso de la muestra de suelo seco, 250ml es el volumen
de agua donde la muestra fue suspendida y 12ml es la alicuota de la
suspension pipeteada del suelo sobre el filtro.

g. Tomar la media de los valores TL dados para las 2 submuestras x 2 filtros

por muestra de suelo.
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Apéndice 4

Tabla que muestra la relacion de los factores edaficos con el porcentaje de
colonizacion intrarradical y el micelio extrarradical.

Factores edaficos

Colonizacioén intrarradical

Micelio
extrarradical

%C* | %MO*| CIC* | pH* P* Y%total | Yhifas Y%arbusculos %vesiculas Long ME*
5.46 9.41 7.67 | 7.89 | 11.77 | 100.00 | 100.00 49.00 24.00 5.20
5.22 8.99 4.46 | 7.88 | 10.07 | 100.00 | 100.00 51.00 12.00 7.88
5.47 9.43 7.35 | 7.88 | 13.69 | 100.00 | 100.00 47.00 28.00 14.56
6.28 | 10.83 | 511 | 794 | 8.75 | 100.00 | 100.00 52.00 16.00 21.81
4.71 8.11 9.75 | 792 | 8.82 | 100.00 | 100.00 59.00 27.00 11.81
8.01 13.81 | 6.05 | 7.88 | 10.20 | 98.00 98.00 42.00 39.00 9.42
6.74 | 1162 | 6.69 [ 794 | 941 | 100.00 | 100.00 39.00 46.00 6.68
6.51 1122 | 6.22 | 7.77 | 5.86 | 100.00 | 100.00 51.00 32.00 7.19
5.51 9.49 416 | 7.89 | 11.54 | 100.00 | 100.00 31.00 36.00 6.03
879 | 1515 | 10.23 | 7.71 | 555 | 99.00 99.00 47.00 18.00 4.38
1.59 274 | 11.02 | 797 | 422 | 100.00 | 100.00 44.00 33.00 11.75
2.51 433 | 11.63 | 8.03 | 3.82 | 98.00 98.00 46.00 9.00 18.36
1.73 2.99 9.63 | 7.96 | 4.88 | 100.00 | 98.97 40.21 13.40 5.05
3.52 6.07 9.81 | 792 | 12.85 | 100.00 | 100.00 58.76 13.40 5.30
5.71 9.84 | 1011|792 | 949 | 97.00 | 100.00 49.00 15.00 7.22
4.75 8.2 12.41 | 8.04 | 4.38 | 100.00 | 98.00 39.00 30.00 7.69
6.69 | 1153 | 11.95 | 7.77 | 7.68 | 100.00 | 100.00 26.00 52.00 17.67
3.95 6.81 7.34 | 7.79 | 9.01 | 100.00 | 100.00 37.00 42.00 13.54
885 | 1526 | 10.33 | 7.69 | 6.93 | 100.00 | 100.00 31.00 37.00 7.41
5.66 9.75 942 | 79 | 408 | 97.96 | 100.00 29.59 42.86 5.08
5.45 9.39 7.79 | 792 | ND 100.00 | 100.00 48.00 52.00 7.83
5.57 9.6 6.61 8 4.23 | 97.96 | 100.00 47.96 39.80 6.52
595 | 10.26 | 5.78 | 8.05 | 3.89 | 98.99 | 100.00 45.45 22.22 9.94
9.83 | 16.94 | 493 | 798 | 1.86 | 100.00 | 100.00 38.00 52.00 13.13
2.22 3.83 576 | 7.78 | 7.94 | 96.91 100.00 36.08 40.21 6.74
9.77 | 16.84 | 0.34 | 7.62 | 3.09 | 100.00 | 100.00 50.00 26.00 10.84
9.3 16.03 | 355 | 7.9 | 4.05 | 100.00 | 100.00 42.00 25.00 4.27
9.88 | 17.03 | 5.08 | 7.65| 7.50 | 100.00 | 100.00 24.00 25.00 7.22
6.37 | 1097 | 7.29 | 7.74 | 12.74 | 99.00 99.00 45.00 30.00 4.69
4.94 8.52 7.98 | 7.79 | 14.88 | 99.00 99.00 45.00 16.00 5.33
3.34 5.75 9.24 8 30.25 | 100.00 | 100.00 44.09 19.35 4.12
0.94 1.63 6.04 | 7.45 | 16.64 | 100.00 | 100.00 47.00 30.00 4.67
1.66 2.85 8.63 | 7.56 | 11.71 | 100.00 | 100.00 66.00 17.00 12.27
3.83 6.6 6.89 | 7.7 | 28.83 | 100.00 | 100.00 54.02 36.78 6.10
3.77 6.5 7.97 | 7.64 | 28.89 | 100.00 | 100.00 50.00 25.00 3.96
10.11 | 1743 | 1217 | 7.56 | 21.70 | 98.00 98.00 49.00 18.00 5.79
0.96 1.66 523 | 7.6 | 13.55 | 98.98 98.98 51.02 20.41 5.42
12.06 | 20.79 | 744 | 7.68 | 13.28 | 96.00 96.00 49.00 10.00 5.60
2.9 5 10.65 | 7.58 | 39.58 | 100.00 | 100.00 44.00 20.00 6.48
5.22 8.99 911 | 7.76 | 16.37 | 98.78 97.56 30.49 18.29 5.47
1.09 1.89 7.76 | 7.67 | 13.29 | 100.00 | 100.00 53.45 22.41 5.27
1.64 2.83 8.99 | 7.66 | 13.25 | 90.00 87.00 60.00 14.00 4.64
1.26 2.17 9.39 | 7.64 | 420 | 98.00 95.00 59.00 29.00 1.79
4.55 785 | 1111 | 7.56 | 14.98 | 95.00 88.00 69.00 31.00 4.19
3.29 5.68 | 10.55 | 7.58 | 6.56 | 100.00 | 100.00 74.44 40.00 5.43
1.77 3.05 8.14 | 7.67 | 33.98 | 100.00 | 100.00 53.00 45.00 11.12
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1.4 2.41 1154 | 7.62 | 32.41 | 97.94 94.85 43.30 12.37 4.63
4.32 745 | 11.98 | 7.61 | 14.46 | 100.00 | 100.00 53.68 31.58 6.68
3.79 6.53 584 | 7.55 | 26.59 | 97.92 97.92 42.71 26.04 4.79
3.06 5.27 6.07 | 7.64 | 24.09 | 92.31 91.03 50.00 29.49 9.04
1.35 2.33 7.37 | 7.69 | 32.35 | 100.00 | 98.85 45.98 40.23 5.98
3.45 595 | 1118 | 7.76 | 42.79 | 100.00 | 93.48 51.09 41.30 7.61
1.9 3.28 6.43 | 7.68 | 39.85 | 100.00 | 90.16 29.51 16.39 5.53
1.84 3.17 644 | 79 | 35.98 | 98.00 95.00 32.00 32.00 6.58
0.72 1.24 4.73 | 7.69 | 29.02 | 98.65 95.95 32.43 25.68 6.62
1.2 2.06 7.39 | 7.59 | 23.21 | 100.00 | 94.00 45.00 36.00 9.46
2.91 5.02 738 | 7.6 | 26.92 | 100.00 | 97.78 36.67 34.44 19.84
1.79 3.09 7.2 | 7.54 | 40.72 | 97.00 97.00 35.00 33.00 4.28
0.91 1.56 1.15 | 7.55 | 63.88 | 91.57 90.36 20.48 31.33 10.74
1.41 2.43 1.38 | 7.59 | 44.62 | 100.00 | 100.00 43.82 38.20 10.55

*%C= contenido de carbono total

*%MO= contenido de materia organica

*CIC= Capacidad de intercambio catiénico

*pH= expresado en unidades (Cmol(+)/KQg)

*P= concentracion de fosforo disponible (mg/kg™')

*LongME= Longitud de micelio extrarradical (m/g)
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