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. RESUMEN

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) (Glomeromycotina) son simbiontes
obligados de plantas terrestres que obtienen carbono de su planta hospedera a
cambio de beneficios como nutrientes del suelo. Algunos trabajos han mostrado
que la asociacion micorrizica es afectada por diferencias en las capacidades
fotosintéticas de las plantas, y que estas diferencias pueden influenciar las
comunidades de HMA asociados a las plantas y la colonizacién por estos.

Ananas comosus (Bromeliaceae), la pifia, es reportada por Aragon et al. (2012)
como una CAM facultativa, cuya expresién de metabolismo C3 y CAM depende de
las condiciones ambientales. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto que
tiene el metabolismo fotosintético de A. comosus en la colonizacion de sus raices
por HMA cuando ésta se comporta como C3 o CAM. Para esto se realizé un
bioensayo utilizando a la pifia y a la alfalfa (M. sativa) como modelo. Estas plantas
crecieron durante 12 semanas bajo dos condiciones ambientales: una con (28
°C), baja irrigacion y humedad; y otra con baja temperatura (25 °C) y alta irrigacion
y humedad, condiciones que indujeron la expresion de un metabolismo CAM y C3
(respectivamente) en la pina. En cada condicién se agregaron dos inoculos
micorrizicos, uno comercial y uno natural. Al final de las 12 semanas se
encontraron diferencias en el crecimiento, metabolismo de carbono entre las pifias
bajo las dos condiciones ambientales, sugiriendo la expresion de un metabolismo
CAM y C3 en cada condicién. La colonizacién resulté afectada por la interacciéon
entre el tipo de indculo y la especie de planta, asi como por la interaccién entre la

especie de planta y condicion.



Il. MARCO TEORICO

2.1 Metabolismo de fijacion de carbono

La fotosintesis es el conjunto de reacciones de captacion y transformacién de
energia luminica en energia quimica (ATP) y poder reductor (NADPH). Este
proceso se puede dividir en dos fases, la fase fotoquimica y la fase bioquimica.
Durante la primera ocurren los procesos de fotdlisis de agua y transporte de
electrones que generan al final ATP y NADPH. Durante la fase bioquimica ocurre
la fijacion de carbono del CO:2 por la RuBisCO, formando el 2,3-fosfoglicerato. A
este metabolismo, donde la primera molécula formada es una molécula de 3
carbonos, se le conoce como metabolismo C3 (Figura 1). Diferentes metabolismos
fotosintéticos al C3 han surgido en varios grupos de plantas y algunos de ellos
favorecen el crecimiento de las plantas bajo ciertos tipos de estrés (Taiz et al.,
2014). El tipo de metabolismo CAM (metabolismo acido de las crasulaceas), se
caracteriza por una separacion temporal de los procesos de fijacién de carbono.
Durante la noche, ocurre la apertura estomatica y la absorciéon de CO2, se fija
carbono por la accion de la fosfoenolpiruvato carboxilasa y se almacena en forma
de acidos organicos; durante el dia los acidos organicos salen de la vacuola, se
descarboxilan y el C es utilizado en el ciclo de Calvin-Benson, permaneciendo los
estomas cerrados. Debido a que la apertura estomatica ocurre en periodos de
oscuridad, cuando disminuye la temperatura, hay una menor pérdida de agua en
comparacion con la que se tendria al abrir los estomas en el periodo de luz (Taiz et
al., 2014) (Figura 2). La separacién temporal de los procesos de carboxilacion en

las plantas CAM, en comparacion con plantas C3 y C4, permite optimizar la



ganancia de carbono y el uso de agua en ambientes cambiantes (Borland et al.,
2011), pero la productividad en biomasa de las plantas CAM es menor comparada
con plantas C3 y C4 (Luttge, 2004).

La expresion del metabolismo CAM esta determinada por la especie de planta, el
estado de desarrollo de la planta y en particular de las hojas, y por las condiciones
ambientales (Borland et al., 2011), y da lugar a diferentes comportamientos en la
expresion de este tipo de metabolismo, las cuales han sido descritas por Cockburn
(1985) como CAM idling y CAM cycling. La primera describe a las plantas en
condiciones de alto estrés hidrico, cuyos estomas permanecen cerrados durante el
dia y la noche, y el CO: es reciclado a través del metabolismo CAM, siendo fijado
el C en forma de acido organico y siguiendo la ruta ya descrita. CAM cycling se
refiere al metabolismo CAM donde durante el periodo de oscuridad los estomas
permanecen cerrados, pero los acidos organicos son sintetizados a partir de C del
CO2 producto de la respiracion celular. Durante el periodo de luz los estomas se
abren y el CO2 atmosférico es absorbido y reducido por la via C3, paralelamente a
la asimilacién de C fijado en forma de acido durante el periodo de oscuridad (Ting,

1985; Liittge, 2004).



Oscuridad

Figura 1. Esquema de metabolismo C3 (modificado de Taiz et al., 2014).

Oscuridad

Figura 2. Esquema de metabolismo CAM (modificado de Taiz et al., 2014).



La expresion de un metabolismo C3, C4 o CAM puede ser obligada, es decir
siempre expresan un tipo de metabolismo, o facultativa, donde las especies de
plantas tienen la capacidad de expresar un tipo de metabolismo fotosintético (e.g.
C3 o CAM). Esta expresidon es inducida o regulada por factores ambientales
(estrés hidrico, salino), o de desarrollo (Qiu et al., 2015). Plantas CAM facultativas
han sido reportadas en especies de familias de plantas como Crassulaceae,
Piperaceae, Montiaceae, Portulaceae, Talinaceae y Bromeliaceae (Winter y

Holtum, 2014).

2.2 Ananas comosus

Ananas comosus (L.) Merr. (Bromeliaceae) es una planta tropical terrestre nativa
de regiones del sur y sureste de Brasil, Argentina y Uruguay (Melo et al., 2006).
Algunas variedades de esta planta han sido reportadas como CAM facultativas por
Aragén et al. (2012) y mas tarde por do Couto y colaboradores (2016). La
expresion del metabolismo CAM en ambos estudios estuvo relacionada con las
condiciones ambientales en las que las plantas crecieron, especificamente la
temperatura, la humedad relativa, irrigacion e intensidad luminica, que fueron las
variables controladas por estos autores. La combinacién de mayor disponibilidad
de agua, menor temperatura y menor intensidad luminica indujeron la expresion
del metabolismo C3 en sus estudios.

Al ser una especie de interés comercial, la colonizacion por hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) en pifia ha sido estudiada con fines agronémicos y para

mejorar la supervivencia de plantas micropropagadas (Moreina et al., 2015).



El cambio de metabolismo de carbono de la pifia inducido por condiciones
ambientales facilmente controlables y su colonizacion por HMA es la razdn por la
que proponemos esta planta como un modelo de estudio para explorar el efecto
del tipo de metabolismo de fijacibn de carbono en la simbiosis micorrizica

arbuscular.

2.3 Medicago sativa

Medicago sativa L. es una planta perenne perteneciente a la familia Fabaceae, la
cual posee un alto interés econémico debido a la capacidad de formar nédulos
fijadores de nitrégeno y por ser un alimento rico en proteina (Trinh et al. 1998). Al
ser una planta de facil reproduccion y mantenimiento, esta especie ha sido
utilizado como un modelo para estudio de la simbiosis micorrizica arbuscular
desde aspectos fisioldgicos, moleculares y ecoldgicos. Al ser una planta C3
obligada y por ser un modelo de la simbiosis con HMA, proponemos a esta planta
como un modelo para explorar el efecto de dos ambientes contratantes en la
colonizacion por HMA, cuando el metabolismo de fijacibn de carbono es

constante.

2.4 Hongos micorrizicos

Los hongos son organismos cuya diversidad se estima en 5.1 millones de
especies (Blackwell, 2011). Estos organismos presentan varias formas de vida, de
aqui los diferentes papeles que tienen en los ecosistemas. Uno de estos papeles
es su influencia en los ciclos de carbono, nitrégeno y fosforo. Algunos estilos de

vida pueden ser saprobios, es decir descomponedores de materia organica



muerta, parasitos o mutualistas al interactuar directamente con otros organismos
(McLaughlin y Spatafora, 2014). La asociacion micorrizica es un tipo de
mutualismo que se presenta entre las raices de las plantas y los hongos del
subphylum Glomeromycotina (Spatafora et al., 2016), y de los phyla
Basidiomycota y Ascomycota (Smith y Read, 2008). En esta interaccion se da un
intercambio de nutrientes entre la planta y el hongo asociado, al existir una
translocacién de fotosintatos hacia el hongo, a cambio de N y P (Smith y Read,
2008). Se reconocen cuatro grandes tipos de micorrizas, basados en su estructura
y funcién: la micorriza arbuscular, la ectomicorriza, la micorriza ericoide y la
micorriza orquidioide, presentandose respectivamente en el 71%, 2%, 1.4% y 10%
de las plantas terrestres (Brundett y Tedersoo, 2018). Esta asociacion tiene
consecuencias en el crecimiento y reproduccidén de las plantas (Koide y Kabir,
2000), participan en los mecanismos de tolerancia de la planta a factores de estrés
como: hidrico (Auge, 2001), metales pesados (Bothe et al., 2009), los patdgenos,
entre otros, pero estas cualidades dependen del contexto abidtico (e.g. pH, niveles
de P y N del suelo) y bidtico (e.g. identidad de los simbiontes, grupos funcionales,

competencia) (Hoeksema et al., 2010).

2.5 Hongos micorrizico arbusculares

Los hongos que forman la asociacion micorrizica arbuscular pertenecen al
subphylum Glomeromycotina (Spatafora et al., 2016). Se estima entre 300 y 1 600

el niumero de especies de HMA (Opik et al., 2013). Las plantas con las que se



asocian estos hongos pertenecen a grupos de angiospermas, gimnospermas y
esporofitos 0 gametofitos de Pteridophyta, pero también se ha encontrado esta
interaccion en gametofitos de plantas hepaticas, que carecen de raices (Smith y
Read, 2008). A pesar de su gran numero de especies, usualmente solo se
encuentra una diversidad de 20 a 30 taxones de HMA en la mayoria de las
comunidades vegetales. La riqueza de estos hongos varia dependiendo del tipo de
vegetacion, y esta en gran parte regulada por factores ambientales como: el pH,
contenido de fosforo, nitrégeno y carbono organico en el suelo, asi como por vy la
temperatura y precipitacion (Davison et al., 2015). Por otro lado, la presencia de
HMA en las raices de una planta esta determinada por factores como: la cantidad
de luz y nutrientes disponibles en el suelo (Liu et al., 2015), las condiciones
climaticas, la capacidad fotosintética de ésta (Davidson et al., 2015), la identidad
taxonodmica de la planta (Koorem et al., 2017) y su grupo funcional (Seep et al.,
2018). Estos factores dan lugar a diferencias en las comunidades de los hongos
que estan asociados a las plantas que coexisten en un espacio (Koorem et al.,
2017), revelando que la asociaciéon de especies de HMA con sus plantas

simbiontes no ocurre de manera aleatoria (Sepp et al., 2018).

2.6 Seleccion de simbiontes

El intercambio de nutrientes que ocurre entre los simbiontes de la asociacidn
micorrizica arbuscular ha sido estudiado como uno de los factores que modela las
comunidades de HMA en las raices de las plantas. Los experimentos realizados
por Kiers et al. (2011) mostraron que la regulacién en el intercambio de nutrientes

esta dada tanto por la planta como por el hongo. Los hongos pueden discriminar



entre plantas que translocan mas o menos C, lo cual se ve reflejado en los
porcentajes de colonizacion de las raices. Al mismo tiempo, la planta puede
discriminar entre hongos que translocan mas fosfato, o los que transfieren mas
carbono (Kiers et al., 2011). Este sistema ha sugerido modelar la seleccién de
hospederos en esta relacion como un “mercado biologico” (Wyatt et al., 2014). En
este modelo, las especies de hongos que aportan mas nutrientes reciben mas
carbono de su simbionte, mostrando un sistema de recompensa. Este sistema se
ha propuesto como uno de los factores que da lugar a la seleccion planta-hongo
en la simbiosis micorrizica, donde se da una preferencia por seleccionar y
translocar mas recursos a los simbiontes que aportan mayores beneficios (Werner
y Kiers, 2015).

Algunos de estos mecanismos que pueden generar la seleccion de simbiontes se
han puesto a prueba con diferentes experimentos in vitro, los cuales han mostrado
que la translocaciéon de carbono a los HMA asociados se ve afectada por la
reduccion del metabolismo fotosintético de la planta al ser sometidas a sombra
(Fellbaum et al., 2014; Zheng et al., 2015); también puede ser afectada por el tipo
de metabolismo de fijacion de carbono de diferentes especies de plantas, que
tienen metabolismo C3 o C4 (Walder et al., 2012). Por ejemplo, se ha mostrado
que existen diferencias en las comunidades y en la colonizacion por HMA
asociados a plantas con diferentes habitats y con distintas capacidades
fotosintéticas, es decir, tolerantes a sombra y evasivas a la sombra (Koorem et al.
2017), donde se muestra que la capacidad fotosintética de la planta se relaciona
con la cantidad de C que puede aportar a los hongos asociados y como ésta

modifica a la comunidad y colonizacion de HMA que se establece en las raices.



lll. OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar el efecto que tiene el metabolismo fotosintético de Ananas comosus, la
cual es CAM facultativa, en la colonizacion de sus raices por hongos micorrizicos

arbusculares (HMA) cuando ésta se comporta como C3 o CAM.

Objetivos particulares

1. Identificar la riqueza de esporas de HMA en muestras de suelo de la Estacion

de Biologia “Los Tuxtlas”.

2. Evaluar el metabolismo de fijacibn carbono de A. comosus bajo dos
condiciones experimentales contratantes en temperatura y disponibilidad de

agua.

3. Evaluar el efecto del tipo de metabolismo de fijacién de carbono (C3 o CAM)
sobre variables morfoldgicas y fisioldgicas y sobre la colonizacién por HMA en

A. comosus y en Medicago sativa.

IV. HIPOTESIS

Dado que plantas con metabolismo C3 pueden fijar una mayor cantidad de
carbono que plantas CAM, el porcentaje de micorrizacion sera mayor en A.
comosus con metabolismo C3, en comparacion con plantas CAM, al tener los
HMA la capacidad de seleccionar a sus simbiontes mas benéficos. En M. sativa la
colonizacion en dos ambientes contratantes sera similar al expresar siempre un

metabolismo C3.

10



V. METODOS

5.1 Plantas modelo

Para conocer el efecto del tipo de metabolismo de fijacién de carbono (C3 o CAM)
en la colonizacion por HMA se utilizaron a dos plantas modelo: A. comosus y M.
sativa. La especie A. comosus se selecciond por ser una CAM facultativa, cuyas
condiciones de expresion de metabolismo C3 o CAM ya habia sido reportadas por
Aragon et al. (2012). Por otra parte, M. sativa también conocida como alfalfa, es
una C3 obligada que fue utilizada para separar los efectos del tipo de metabolismo
(C3 o CAM) de las alteraciones que pueda propiciar el ambiente en la colonizacidn
por HMA. Es decir, si el tipo de metabolismo C3 o CAM es el principal factor que
influye en la colonizacién, la colonizacion en una planta C3 sera similar en
diferentes condiciones ambientales.

Obtencion de plantulas. Los individuos de A. comosus se obtuvieron mediante el
cultivo de tejidos vegetales en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la
Facultad de Quimica de la UNAM. Las plantas de pifia aclimatizadas en sustrato
estéril se transfirieron a cada uno de los suelos correspondientes. Los individuos
de M. sativa se obtuvieron mediante la germinacion de semillas comerciales
(Semillas Hortaflor) en los respectivos sustratos. Para eliminar posibles propagulos
de HMA y para favorecer la germinacion, previamente las semillas se sometieron a
un proceso de escarificacion-desinfeccion, lavandolas durante 5 minutos en
detergente, 5 minutos en etanol (70%), 5 minutos en agua oxigenada (3%) y 10

minutos en hipoclorito de sodio comercial (20%).
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5.2 Inéculos micorrizicos y sustrato

El sustrato seleccionado para el crecimiento de las plantas consistio en una
mezcla 2:1 vermiculita-suelo de los Tuxtlas. Este suelo se seleccioné ya que
presentaba las condiciones necesarias para el crecimiento de las plantas de pifia y
la comunidad de esporas de HMA de la region, la cual ya habia sido descrita por
Varela-Fregoso et al. (2008), trabajo en donde se identificaron 60 morfoespecies
de HMA.

Recolecta de suelo. En junio de 2016 se recolectaron 40 litros de suelo en la zona
forestal, en el sendero Darwin dentro de la estacion de biologia tropical de los
Tuxtlas. El suelo se deshidratdé con ayuda de gel de silice y lamparas
incandescentes, sé tamizé y se guarddo en bolsas selladas hasta su
procesamiento.

Para conocer la comunidad potencial de HMA en las muestras de suelo las
esporas presentes en la muestra de suelo se extrajeron mediante la técnica de
tamizado humedo, siguiendo el protocolo de Alvarez-Sanchez y Monroy-Ata
(2008). Para esto, dos muestras de 100 g de suelo se diluyeron en 750 ml de
agua, que posteriormente fueron cribadas en una serie de tamices de 0.149, 0.841
y 0.089 mm de apertura. ElI material capturado en los dos ultimos tamices se
colocd en tubos de 50 ml y se aforaron con 35 ml de agua; posteriormente se
centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos y finalmente se elimind el
sobrenadante. La pastilla se resuspendié en una solucion de sacarosa al 40% y se

repitié el proceso de centrifugado. El sobrenadante se extrajo y se colocé en cajas
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Petri, donde las esporas fueron separadas y categorizadas por morfotipos bajo un
microscopio estereoscopico. Las esporas aisladas fueron montadas en
preparaciones permanentes en Polivinil-Lacto-Glicerol (PVLG) y PVLG-Reactivo
de Melzer 1:1 (INVAM, 2016).

La identificacion de las esporas se llevd a cabo bajo la asesoria de la M. en C.
Laura Hernandez Cuevas de la Universidad Autébnoma de Tlaxcala y siguiendo las
descripciones de Varela-Fregoso et al. (2008), asi como las descripciones y la
clasificacion del “International Culture Collection of (Vesicular) Arbuscular

Mycorrhizal Fungi” (https://invam.wvu.edu).

Inéculos micorriizicos. Se utilizaron dos fuentes de in6culo de HMA: 1) un inéculo
natural que consistio en propagados presentes en el suelo de la region de los
Tuxtlas, Ver., (T), y 2) inéculo con una comunidad de HMA determinada (D)
proporcionado por la Dra. Dora Trejo Aguilar (Universidad Veracruzana),
compuesto por esporas, micelio y fragmentos de raiz colonizados por Acaulospora
scrobiculata, Acaulospora spinosa, Claroideoglomus etunicatum, Funneliformis
geosporus, Funneliformis mosseae, Gigaspora decipiens, Gigaspora rosea,
Glomus aggregatum, Glomus macrocarpum, Rizhophagus intraradices, y
Scutellospora pellucida. Ademas, se incluyé un tratamiento control sin inéculo
micorrizico.

La vermiculita utilizada se esterilizé mediante la irradiacion de rayos y a 50 kGy en
la Unidad de Irradiacién del Instituto de Ciencias Nucleares de la Universidad
Auténoma de Meéxico (UNAM). Una fraccidon de suelo de los Tuxtlas fue
esterilizada de la misma forma para su uso en los controles negativos y para el

tratamiento que utiliza el inéculo con la comunidad conocida.
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5.3 Experimento “Cambio de metabolismo C3 a CAM”

Planeamiento general.

Para inducir el metabolismo C3 y CAM en la pifia se utilizaron las condiciones
ambientales ya reportadas por Aragon et al. (2012) (Cuadro 1). Las plantas de
pifia y de alfalfa se mantuvieron durante 12 semanas en camaras de crecimiento
controladas para mantener estas condiciones (Marcas: Sanyo MLR-351, Thermo
Fisher Scientific Precition Model 818 Incubator, Revco).

Para la pifia se tuvieron un total de 6 tratamientos, dado por los dos tipos de
inoculo y el control sin inoculo (x3), en las dos condiciones ambientales (x2), con
una N final de 20 plantas en cada uno de los tratamientos. En el caso de la alfalfa
se tuvo un total de 4 tratamientos, dados por los dos indculos (x2) y las dos
condiciones ambientales (x2), con un N final de 25 plantas en cada tratamiento.

Esté planteamiento se resume en la Figura 3.
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Cuadro 1. Condiciones ambientales que se mantuvieron en las camaras de
crecimiento.

Condicion Alta Condicién Baja
Temperatura 28 °C 25°C
Humedad relativa 50% 90%
Intensidad luminica 105 pmol m2s-1 70 pmol m2s-1 *
Irrigacion Escasa Constante

Las plantas de la condicibn B permanecieron en tres camaras con diferente
intensidad luminica. Cuatro semanas con 70 umol m2 s, dos semanas con 50
umol m=2 sy las seis restantes con 70 umol m2s-1. La irrigacion escasa se realizo
regando con 10 ml de agua dos dias a la semana y la irrigacion constante se
realiz6 manteniendo el sustrato saturado de agua durante los siete dias de la

semana.

Variables de cambio de metabolismo fotosintético y crecimiento de A. comusus y
M. sativa. El cambio del metabolismo de A. comosus se evalu6 calculando la
ganancia de carbono, el indice de suculencia, la densidad estomatica y el area
foliar. La ganancia de carbono se calculé tomando dos hojas (hoja madura y hoja
joven) al inicio y al final del fotoperiodo luminoso, y se almacenaron en etanol al
80% a 4 °C hasta la extraccién de acidos organicos de las hojas, en el caso de la

pifia acido malico.
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Figura 3. Disefio experimental
La extraccion se realizé siguiendo una modificacion a la metodologia propuesta
por Sortibran-Martinez R. L. (1999). Las muestras se calentaron en una parrilla
eléctrica hasta evaporar la mayor parte del etanol, el extracto se llevd a un
volumen de 20 ml con agua destilada, y se titulé6 con KOH 0.01N hasta un pH de 7,
y el volumen utilizado para la titulacién se empled para calcular el numero de
equivalentes de acido por muestra, utilizando la férmula de Nobel y Hartsock

(1983):
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Equivalentes = (N)(ml)/g
Donde:
N = Normalidad del amortiguador
ml = mililitros de solucién utilizados

g = gramos de |la muestra

El area foliar se midié a partir de fotografias de todas las hojas de las plantas y
utilizando el software Imaged. El indice de suculencia (IS) se calcul6é para conocer
la proporcidn entre la biomasa y la cantidad de agua en las hojas. Se utilizé la
férmula de Ogburn y Edwards (2012):

IS = (PF — PS)/A
Donde:
PF = Peso fresco (g)
PS = Peso seco (9)

A = Area foliar (cm2)

La densidad estomatica se calculé tomando impresiones de la cara abaxial de las
hojas cubiertas con esmalte de ufas y observando cinco campos al azar de la
impresion bajo el microscopio éptico (Olympus BX51). El promedio de numero de
estomas por campo fue divido entre el area del campo para calcular la densidad

estomatica por mmz2,

17



El crecimiento de M. sativa en cada tratamiento se analizé tomando: peso seco de
la parte area (g), altura (cm) y area foliar (cm2). Las variables medidas a las pifias
y alfalfas se resumen en el Cuadro 2.

Durante cada semana del experimento se muestrearon sin remplazo dos plantas
de cada tratamiento de pifia para seguimiento al cambio de metabolismo
fotosintético, midiendo las variables del Cuadro 2. Al final del experimento se

muestrearon 20 plantas de pifia y 25 de alfalfa para medir las variables del Cuadro

2.

Cuadro 2. Variables medidas y resultados esperados en la pifia y alfalfa.

Varlqble Unidades Resultado esperado Planta Referencia
Medida
Pifa Alfalfa
Peso seco g Mayor peso en X X Aragén et al.
plantas C3 (2012)
Area foliar cm?2 Mayor en plantas X X Aragon et al.
CAM (2012)
Densidad No. Mayor en plantas X Males y Griffiths
estomatica estomas/ CAM (2017)
mm?2
Ganancia No. Diferencias al inicioy X Aragén et al.
de equivalent final del fotoperiodo (2012)
carbono es/ g en plantas CAM
indice de g/cm2 Mayor en plantas X Ogburny
suculencia CAM Edwards (2012)
Altura cm Mayor en plantas X Heinemeyer y
micorrizadas Fitter, (2004)
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5.4 Colonizacion de raices por HMA

Para conocer la colonizacion por HMA al final de las 12 semanas de tratamiento, la
mitad del peso fresco de las raices se fij0 en formaldehido-alcohol-acido acético
(FAA), se lavaron en H202 al 3% durante 7 dias y se fijaron en PVLG-Azul de
tripano. El porcentaje de colonizacién se midié utilizando el método de la
interseccion con rejilla (modificado de Brundrett, 1996). Se seleccionaron diez
segmentos de raiz al azar, y se registré la presencia de estructuras micorrizicas
(arbusculos, ovillos, esporas y vesiculas) en 10 intersecciones, obteniendo un total

de 100 campos observados por muestra.

5.5 Analisis de datos

Los datos de las variables de pifia medidas (Cuadro 2) durante las 12 semanas del
experimento fueron graficados utilizando el paquete ggplot2 (Wickham 2016).
Debido a la baja N en estos datos (N=2) no se realizaron pruebas estadisticas
para probar diferencias entre tratamientos y durante el transcurso del tiempo. Los
datos se analizaron utilizando estadistica descriptiva.

Al finalizar el experimento, analizamos las diferencias estadisticas de los datos de
ganancia de carbono, area foliar, densidad estomatica e indice de suculencia de
las plantas de pifia. La ganancia de carbono entre las pifias de la condicién Alta y
Baja fue analizado con una t de Student, y en cada tipo de indculo los equivalentes

del inicio y fin del fotoperiodo con un ANOVA.
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Los datos de crecimiento de pifia (area foliar, niUmero de estomas, peso seco e
indice de suculencia) fueron analizados con una ANOVA factorial. Cuando los
datos no cumplieron los supuestos de un ANOVA fueron transformados para
cumplir los supuestos (Anexo). Mientras que los datos de crecimiento de alfalfa se
analizaron con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

La respuesta de la colonizacion a las condiciones, el tipo de inoculo y a la especie
de planta fue analizada con un ANOVA factorial. El cumplimiento de los supuestos
para este analisis se muestra en Anexos.

Los analisis estadisticos fueron realizados en R Core Team v 3.5.1, y los graficos

fueron realizados con el paquete ggplot2 (Wickham 2016).
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VI. RESULTADOS

6.1 Comunidad potencial de HMA en muestras de suelo de los Tuxtlas

En total se fijaron 9 esporas de HMA en PVLG y PVLG-Reactivo de Melzer, de
estas esporas cinco fueron identificadas como Acaulospora sp. (Figura 4). Dos
esporas fueron identificadas como morfotipos Acaulosporoides, pero debido a su
estado de maduracion la identificacion no se pudo realizar (Figura 5 y 6). Una

espora fue identificada como Gigaspora sp. (Figura 7).

Figura 4. Morfotipo de Acaulospora sp.

A) Se observa ornamentacién en la capa externa del estrato mas externo y
reaccion dextrinoide al reactivo de Melzer en la capa mas interna del estrato
interno. B) Acercamiento del morfotipo de Acaulospora sp. El estrato externo (E1)
se encuentra ornamentado en su capa mas externa, seguida de un estrato medio
(E2) y un estrato mas interno (E3), que presenta reaccion al reactivo de Melzer y
ornamentacion tipo “beaded”.
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Figura 5. Espora Acaulosporoide. Se observan tres estratos (E1, E2 y E3) y no
hay ornamentacién. No presentan una reaccién al reactivo de Melzer.

Figura 6. Espora Acaulosporoide. Se observan dos estratos (E1 y E2) y no se
observa ornamentacion. No presentan una reaccién al reactivo de Melzer.
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100 pm A

Figura 7. Espora de Gigaspora sp. Se observan dos estratos y con coloracién
amarilla. No presentan una reaccion al reactivo de Melzer.

6.2. Metabolismo fotosintético de la pifia durante el desarrollo del
experimento
En las Figuras 8 a la 11 se muestran los cambios en los pesos secos (g), area

foliar (cm2), densidad estomatica (mm-2) y ganancia de carbono (No.equivalentes
de acido/g), registrados durante las 12 semanas del experimento en las plantas de

pifia.
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Figura 8. Efecto de la condicion Alta (28°C, 50%HR, irrigacién baja), condicion
Baja (25°C, 80%HR, irrigacion alta) sobre el peso seco (g) de las pifias (n=2)
durante las 12 semanas de tratamiento; A) grupo control B) con inéculo
determinado (C) con indculo del suelo de los Tuxtlas.
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Figura 9. Efecto de la condicion Alta (28°C, 50%HR, irrigacién baja), condicién
Baja (25°C, 80%HR, irrigacién alta) sobre el area foliar (cm2) de las pifias (n=2)
durante las 12 semanas de tratamiento; A) grupo control B) con inéculo
determinado (C) con in6culo del suelo de los Tuxtlas.
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Figura 10. Efecto de la condicion Alta (28°C, 50%HR, irrigacién baja), condicién
Baja (25°C, 80%HR, irrigacién alta) sobre la densidad estomatica (mm-2) de las
pifias (n=2) durante las 12 semanas de tratamiento; A) grupo control B) con
in6culo determinado (C) con inéculo del suelo de los Tuxtlas.
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Figura 11. Efecto de la condicion Alta (28°C, 50%HR, irrigacion baja), condicion
Baja (25°C, 80%HR, irrigacién alta) sobre la ganancia de carbono (No.
equivalentes/g) de las pifias (n=2) durante las 12 semanas de tratamiento; A)
grupo control B) con indculo determinado (C) con indculo del suelo de los Tuxtlas.
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Los resultados de las medias de las variables presentadas a continuacion, y de las

pruebas de Tukey cuando fueron realizadas, se incluyen en la seccién de Anexos.

6.3. Cambio de metabolismo fotosintético y crecimiento de A. comosus y M.

sativa

6.3.1. Ganancia de carbono en A. comosus
Los resultados de la ganancia de carbono, medidos con el numero de equivalentes
de acido malico por gramo de tejido, al inicio del fotoperiodo luminoso en la

condicion Alta y Baja se muestran en la Figura 12.
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Figura 12. Ganancia de carbono (No.equivalentes de acido/g de tejido) del
periodo luminoso en la condicion Alta (28°C, 50%HR, irrigacion baja) y condicién
Baja (25°C, 80%HR, irrigacion alta) al final del experimento (N=60 para cada
condicion).
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La prueba t de Student de los datos transformados arrojo que hay diferencias
significativas entre las medias, media A= 0.060, media B=0.355, de los dos

tratamientos (£=8.5321, p<0.05).

La ganancia de carbono registrada en las plantas de pifia al inicio y final del

fotoperiodo luminoso, segun el tipo de inéculo estan representados en la Figura

13.
Fotoperiodo MM Final B3 Inicio
Control Determinado Tuxtlas
1.00 :
b a ¢ bc b a bc ¢ ab a b b
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No.equivglentes/g
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0.25 . | . .L . L
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Alta Baja Alta ., Baja Alta Baja
Condicion

Figura 13. Ganancia de carbono (No.equivalentes de acido /g de tejido) en las
plantas de pifia en la condicion Alta (28°C, 50%HR, irrigacion baja) y condicion
Baja (25°C, 80%HR, irrigacion alta), al inicio y final del periodo luminoso. A) Grupo
control B) con in6culo determinado (C) con in6culo del suelo de los Tuxtlas. (N=
20 en cada condicién y tiempo). Las letras minusculas diferentes indican
diferencias entre los grupos de acuerdo a prueba de Tukey (p<0.05).

El ANOVA mostré diferencias significativas entre los niveles de cada tipo de

indculo: control (Fo.os, 19 =45.133, p<0.05), indculo determinado (Fo.os, 19=20.558,
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p<0.05) e inoculo de los Tuxtlas (Fo.0519 =13.714, p<0.05). Los resultados de la

prueba de Turkey para cada indculo se muestran en la Figura 13.

6.3.2. Area foliar en A. comosus

El area foliar de las plantas de pifa en cada tratamiento fue analizada con un
ANOVA factorial, mostrando valores no significativos en la interaccién entre la
condicion ambiental y el tipo de inéculo (Fo.05, 19 =0.567, p=0.568). Analizando cada
factor, el inéculo y la condicion ambiental mostraron ser factores de variacion
significativos (Fo.05, 19 =6.657, p<0.05 y Fo.05, 19 =39.296, p<0.001, respectivamente).
Los resultados de la prueba de Tukey para estos factores se muestran en la Figura

14 y Figura 15.
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Figura 14. Logaritmo natural del area foliar de pifias con los tres tipos de indculo.
Las letras minusculas diferentes indican diferencias entre los grupos de acuerdo a
prueba de Tukey (p<0.05). (N= 20 en cada tratamiento)
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Figura 15. Logaritmo natural del area foliar de pifias en las dos condiciones. Las
letras minusculas diferentes indican diferencias entre los grupos de acuerdo a
prueba de Tukey (p<0.05). (N=20)

6.3.3. Densidad estomatica en A. comosus

El ANOVA para la densidad estomatica no mostré una interaccion significativa
entre la condicion y el tipo de indculo(Fo.o0s, 19 =2.228, p= 0.112), ni para el factor

condicién (Fo.o0s, 19 =0.799, p=0.792), pero resultd significativa para el factor in6culo

(Fo.05,19=5.442, p<0.05), mostrandose en la Figura 16.
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Figura 16. Densidad estomatica de pifias con los tres tipos de inoculo. Las letras
minusculas diferentes indican diferencias entre los grupos de acuerdo a prueba de
Tukey. (p<0.05). (N=20).

6.3.4. Peso seco en A. comosus

El ANOVA factorial para el peso seco mostré una diferencia significativa en la

interaccion entre la condicion y el indculo (Fo.0s, 19=3.07, p<0.05), como se muestra

en la Figura 17.

6.3.5. Indice de suculencia en A. comosus

El indice de suculencia calculado para cada tratamiento fue analizado con un
ANOVA factorial, que solo mostro significativo el factor condicion (Fo.os, 19=106.810,
p<0.001). La interaccién condicion:indculo (Fo.0s, 19=1.21, p=0.301), y el factor
inéculo (Fo.os 19=1.64, p<0.19) no resultaron significativos. Los resultados para el

factor Condicion se muestran en la Figura 18.
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Figura 17. Peso (g) de pifas en la interaccién condicion:indculo. Las letras
minusculas iguales indican diferencias entre los grupos de acuerdo a prueba de
Tukey (p<0.05), lineas representan intervalos de confianza al 95%.
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Figura 18. indice de suculencia (g/cm?) de las pifias en condicién Alta (28°C,
50%HR, irrigacién baja) y la condicion Baja (25°C, 80%HR, irrigacion alta). (N=20).
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6.3.6. Peso seco de M. sativa

El peso seco para cada tratamiento en las plantas de alfalfa fue analizado con una
prueba de Kruskal-Wallis, prueba no paramétrica, la cual no encontrd diferencias

entre los tratamientos (x?=5.394, p>0.05). Los pesos se representan en la Figura
19.
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Figura 19. Peso seco de las plantas de alfalfa (g) en cada tratamiento. (N=25).

6.3.6. Altura de M. sativa
La prueba de Kruskal-Wallis no mostré diferencias significativas entre las alturas

de las plantas de alfalfa en los diferentes tratamientos (x*=5.158, p>0.05). La
altura de las plantas se presentan en la Figura 20.
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Figura 20. Altura de las plantas de alfalfa(cm) en cada tratamiento de alfalfa.

(N=25).
6.3.7. Area foliar de M. satival a prueba de Kruskal-Wallis no encontré diferencias

significativas entre los tratamientos (x*>=5.158, p>0.05). Las areas foliares se

presentan en la Figura 21.
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Figura 21. Area foliar de las plantas de alfalfa (cm?2) en cada tratamiento.(N=25).

6.4. Colonizacion en plantas de pina y alfalfa

La revisidbn de las preparaciones de raiz en PVLG y azul de tripano en los
controles negativos no mostraron micorrizacion. En las preparaciones con el
in6culo de los Tuxtlas y en el indculo determinado se encontrd la presencia de

vesiculas, arbusculos y micelio extraradical en las raices (Figura 22).

Figura 22. Muestra de raiz micorrizada. A) Se observa la presencia de micelio ()

y de arbusculos (Il). B) Muestra de raiz micorrizada donde se observa presencia
de micelio (1) y vesiculas (Il1).
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Los datos de colonizacion para cada tratamiento de alfalfa y pifia fueron
analizados con un ANOVA factorial. La interaccion de los tres factores analizados
(planta, indculo y condicién) no resultd significativa (Fo.os, 19=3.141, p=0.078). Las
interacciones de segundo orden que fueron significativas fueron las de
inéculo:planta (Fo.os, 19=27.293, p<0.001) y condicion:planta (Foos, 10=21.862,
p<0.001), mientras que la interaccion condicion:indculo no resulté significativa
(Fo.os, 19=1.275, p=0.26) (Figura 23). Los resultados de la prueba post hoc de
Tukey para las interacciones significativas, indculo:planta y condicién:planta, se
muestran en los Figuras 24 y 25.
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Figura 23. Respuesta de interaccion condicién:indculo en colonizacién. Las barras
representan los intervalos de confianza al 95%.

35



Interaccion Planta:In6culo

Planta — Alfalfa Pina

C
NS ‘
S |
N3.6
c
°c
o)
(6]
3 b
£

3.4

Determinado Tuxtlas

In6culo

Figura 24. Respuesta de interaccion inéculo:planta en colonizacion. Las letras
minusculas diferentes indican diferencias entre los grupos de acuerdo a la prueba
de Tukey (p<0.05), las barras representan los intervalos de confianza al 95%.
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Figura 25. Respuesta de interaccion planta:condicion en la colonizacion. Las
letras minusculas diferentes indican diferencias entre los grupos de acuerdo a
prueba de Tukey (p<0.05), las barras representan los intervalos de confianza al
95%.
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VII. DISCUSION

7.1 Comunidad potencial de HMA

La extraccion e identificacion de morfotipos de hongos micorrizicos arbusculares
presentes en la muestra de suelo de los Tuxtlas solo logré la identificacién de 9
esporas en buen estado, pertenecientes a los géneros Gigaspora y Acaulospora
(Figuras 4-7). Varela-Fregoso (2008) reporta 60 especies de HMA para la regién
de la Reserva de la biésfera de los Tuxtlas; mientras que Guadarrama y Alvarez-
Sanchez (1999) registraron un total de 16 morfoespecies de HMA para ésta
region, tres de ellas del género Acaulospora y dos de Gigaspora. La presencia de
estas esporas en el suelo variaba dependiendo de la estacionalidad, encontrando
mas de 200 esporas en 100 g de suelo durante la época de secas y menos de 50
esporas durante la época de lluvias. Los patrones de esporulacion dados por la
estacionalidad (temporada seca y humedad) han sido registrados en bosques de
pino para hongos de la familia Acaulosporaceae y Gigasporaceae, donde una
mayor produccion de esporas de la familia Acaulosporaceae se da durante la
temporada de lluvias (Violi et al., 2008). Contrario a esto, se encontré una baja
presencia de esporas de Acaulospora en la muestra tomada de suelo de la regién
de los Tuxtlas, por lo que este patron fenoldgico puede no estar presente en las
especies de esta region, o es afectado por otro factores como disturbios (Violi et
al., 2008), el estado de desarrollo o la fenologia de sus hospederos (Schalamuk et
al. 2006). La identificacion de esporas presentes en el suelo encontr6 dos
especies de HMA como posibles colonizadores para el experimento, pero no se

debe descartar la presencia de otro tipo de propagulos como micelio o restos de
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raices de otras especies de HMA que puedan colonizar a las plantas durante el

experimento.

7.2 Metabolismo fotosintético de las plantas de pifia durante el desarrollo del
experimento

Las variables medidas durante el transcurso del experimento mostraron
diferencias entre tratamientos y durante el tiempo. El peso seco (Figura 8) y el
area foliar (Figura 9) aumentaron conforme transcurrié el experimento. Los datos
tomados de densidad estomatica no mostraron la tendencia esperada de ser
mayor en las plantas de la condicién Baja (Figura 10). La ganancia de carbono,
medida a través de los equivalentes de acido en las hojas de pifia, mostraron
diferencias entre el tiempo en el que se tomd la muestra (inicio o fin del
fotoperiodo luminoso) y en diferentes patrones a lo largo del experimento
dependiendo de las condiciones ambientales (Figura 11). En las plantas de pina
en la condicién ambiental Alta (alta temperatura, baja humedad), la acidez en las
muestras tomadas en el inicio del fotoperiodo luminoso aumenté conforme el
transcurso de las 12 semanas, teniendo el cambio mas evidente después de la
semana tres. Los equivalentes medidos en esta misma condicién pero al final del
fotoperiodo luminoso son menores a los medidos al inicio del fotoperiodo luminoso
después de la semana tres. En caso de las plantas de pifia en la condicion Baja
(Baja temperatura, alta humedad, alta irrigacidon), no se observé un patrén de
aumento en el numero de equivalentes relacionado con el inicio o fin del

fotoperiodo luminoso, ni con el transcurso del tiempo durante el experimento
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(Figura 11). Aragon et al. (2012) y do Couto et al. (2016) demuestran el
metabolismo CAM facultativo en dos variedades diferentes de Ananas comosus
sometidas a condiciones ambientales con humedad relativa, temperatura media y

radiacion fotosintéticamente activa (PAR, por sus siglas en inglés) contrastantes.

7.3 Cambio de metabolismo fotosintético y crecimiento de A. comosus y M.

sativa

Ananas comosus.

El analisis estadistico de los equivalentes en conjunto de cada tratamiento, al
inicio del fotoperiodo luminoso encontré diferencias significativas entre las plantas
que crecieron en la condicion Alta y la condicién Baja, siendo las plantas de la
condicion A las que tuvieron un mayor contenido de equivalentes, es decir mayor
contenido de acido malico por gramo (Figura 12). Dentro de cada tratamiento
segun el tipo de indculo, los equivalentes medidos al inicio del fotoperiodo
luminoso en la condicion Alta siempre fueron mayores a los de la condicion Baja,
ya fueran del inicio o final del fotoperiodo luminoso (Figura 13). Los equivalentes
de las plantas de la condicion Baja de cada indculo y de los grupos control, no
mostraron diferencias significativas entre si, al igual que las plantas de la
condicion Alta con el inéculo de los Tuxtlas. Contrario a esto, las pifias de la
condicion Alta del grupo control y con el indculo determinado mostraron diferencias
significativas en el numero de equivalentes al inicio y final del fotoperiodo. Estos
resultados sugieren un metabolismo diferencial entre las plantas de cada
condicion, siendo CAM en la condicién Alta y C3 en la condicion Baja; coincidiendo

con los resultados reportados por do Couto et al. (2016) y Aragon et al. (2012),
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donde encuentran diferencias fisioldgicas entre plantas de pifia con metabolismo
CAM Yy C3.

En cuanto a las variables morfologicas, el area foliar fue influenciada
significativamente por las condiciones ambientales y por el tipo de in6culo. Las
plantas de la condicion Alta presentaron una mayor area foliar en comparacioén con
las de la condicion Baja (Figura 15). El area foliar también fue dependiente del tipo
de in6culo que presentaban las plantas, siendo diferente en las muestras con
inéculo Determinado y de los Tuxtlas, asi como las del in6culo Determinado y el
Control (Figura 14). La densidad estomatica solo fue significativamente afectada
por el tipo de indculo (Figura 15). Se conoce que la disponibilidad de agua influye
en cambios anatdmicos (diametro de estomas) y cambios en conductancia
estomatica (Lawson y Vialet-Chabrand, 2018). La conductancia estomatica es
afectada por la presencia y/o ausencia de ciertas especies de HMA, resultando
mayor en plantas micorrizadas cuya disponibilidad de agua es mayor debido a la
capacidad de exploracién del micelio en el sustrato (Augé et.al., 2015). En el caso
de este experimento, la densidad estomatica no fue un factor afectado por las
condiciones ambientales, y no fue un indicador para el tipo de metabolismo que
expresan las plantas, pero su densidad en las hojas pudo estar afectada por la
presencia o ausencia de un indculo micorrizico, y las especies presentes en éste.
El peso seco de las plantas tuvo un efecto por la interaccidén del inéculo:condicion.
El resultado de la interaccion analizada muestra que el tipo de inoculo y el
ambiente, son factores que influyen en la fijacién de biomasa aérea de las plantas
con las que se asocian. En nuestro estudio observamos mayor biomasa en plantas

inoculadas en la condicion de baja temperatura y alta humedad e irrigacion (Figura
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18). Contrario a lo reportado por Aragoén et al. (2012), donde el peso seco de las
plantas que expresaron un metabolismo CAM (condicién Alta) no fue mayor al de
las plantas C3 (Condicién Baja). Dentro de cada condicién también se encontraron
diferencias significativas en el peso seco segun el tipo de indculo que
presentaban, mostrando que la eficiencia de la simbiosis depende de la afinidad
de la comunidad de HMA al ambiente en el que crecen.

El indice de suculencia cambié unicamente con la condicion ambiental en la que
crecian las plantas, siendo mayor en la condicién de alta temperatura y baja
humedad e irrigacion (Figura 18). Este resultado se esperaba para las pifas que
debian presentar un metabolismo CAM en estas condiciones, almacenando una
mayor cantidad de agua por area foliar que las plantas que expresan un
metabolismo C3 (Ogburn y Edwards, 2012). Las variables medidas en las pifias de
este experimento mostraron diferencias atribuibles a las condiciones ambientales,
al tipo de in6culo micorrizico o a la interaccién entre estos dos factores. Las
variables de numero de equivalentes de acido en las hojas, area foliar, peso seco
e indice de suculencia fueron diferentes entre las plantas de las dos condiciones
ambientales utilizadas, sugiriendo la expresion de metabolismo CAM en la
condicién de alta temperatura, baja irrigacion y humedad, y de un metabolismo C3
en la condicién de baja temperatura, alta humedad e irrigacion. La diferencia en
estas variables concuerda con lo reportado en las plantas de pifia con
metabolismo C3 y CAM de los experimentos de do Couto et al. (2016) y Aragon et
al. (2012), quienes utilizaron condiciones ambientales similares a las reportadas
en este estudio. Sin embargo, los autores reportan una mayor biomasa en plantas

CAM, en comparacion con las plantas C3. Esta diferencia puede deberse a que en
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este experimento no se midié la biomasa de la raiz y que las diferencias en la
biomasa de este 6rgano también debe ser tomada en cuenta, o bien a que la
variedad de A. comosus utilizada se comporta de manera diferente a las
variedades utilizadas por estos autores.

Los indéculos micorrizicos utilizados, o la ausencia de este, son factores que
afectaron, en conjunto con las condiciones ambientales, o independientemente, el
crecimiento de las pifias. Las comunidades de hongos micorrizico arbusculares
presentes en los ecosistemas y en las raices son afectadas por caracteristicas del
suelo, geografia, factores climaticos y, con un menor efecto, por sus plantas
hospederas (Xu et al, 2017). Las comunidades de HMA en los dos inoculos
utilizados se sometieron a diferentes condiciones ambientales, que influyeron de
manera diferencial en las especies de hongos presentes en los inoculos.
Diferentes comunidades de HMA afectan el crecimiento de sus plantas simbiontes
(van der Heijden et al., 1998), al comportarse como mutualistas o parasitos,
dependiendo de la afinidad entre los simbiontes (Klironomos, 2003), lo cual podria
explicar las diferencias en el crecimiento de las plantas de pifia segun el inéculo
utilizado.

Medicago sativa.

Las variables tomadas para la alfalfa bajo las dos condiciones ambientales y con
los dos tipos de inoculo micorrizico no mostraron diferencias significativas en
ninguno de los tratamientos (Figuras 19 a 21). El crecimiento de las plantas
micorrizadas, en comparacioén con las no micorrizadas, puede ser afectado o no
por la temperatura dependiendo de la especie de planta (Heinemeyer y Fitter,

2004). Bajo estos tratamientos y con las variables medidas, no fue posible
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encontrar diferencias en el crecimiento de M. sativa por lo que estas diferencias en
las condiciones ambientales especificas no son un factor que altere su

crecimiento.

7.4 Colonizacion en plantas de pina y alfalfa

El porcentaje de colonizacion en las plantas no fue significativamente afectado por
la interaccidn entre las condiciones ambientales, el tipo de in6culo y la especie de
planta, ni por la interaccién condicién:indculo, pero si por la interaccion entre la
condicion ambiental y la planta, el indculo y el tipo de planta.

Aunque la interaccién condicion:inéculo no resultd significativa, se observdé una
mayor colonizacion en las plantas de pifia y alfalfa en la condicion Alta (Figura 23).
La temperatura del suelo es un factor que afecta la presencia de HMA. Hawkesy
colaboradores (2008) reportaron una mayor presencia de micelio extraradical en
suelos con temperatura elevada en comparacion con suelos de menor
temperatura. Ademas, los cambios en la temperatura dados por la estacionalidad
también modifican la comunidad de HMA (Drumbrell et al., 2011). Diferentes
comunidades de HMA responden de manera diferencial a las variables
ambientales (Xu et al., 2017). En el caso de la comunidad de HMA de inéculo
determinado, 7 de las 11 especies de HMA presentes han sido reportadas como
tolerantes a estrés abidtico, especialmente a estrés hidrico: Funneliformis
geosporus, Funneliformis mosseae, Acaulospora scrobiculata, Claroideoglomus
etunicatum, Glomus aggregatum, Glomus macrocarpum, Rizhophagus intraradices
(Leinor et al., 2016). A pesar de encontrar especies del género Acaulospora en el

inéculo de los Tuxtlas, la falta de una identificacidon con mayor resolucion, y que
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tome en cuenta otro tipo de propagulos que se encontraban en el suelo, no
permite contrastar con otros estudios si las especies presentes en el indculo son
resistentes a estas variables ambientales (temperatura, humedad). La afinidad y
tolerancia de las especies de HMA presentes en ambos indculos se refleja en la
mayor colonizacion encontrada en la condicién Alta.

La interaccion significativa entre el indculo y planta (Figura 24) mostré que
diferentes comunidades de HMA colonizan de manera diferencial a diferentes
especies de plantas. Ambos tipos de inéculo tuvieron diferentes porcentajes de
colonizacion entre si y, en caso del inéculo determinado, la colonizacion difirid
entre las plantas de pifia y alfalfa (Figura 24). Estos resultados sustentan la idea
de que la identidad de la planta y su afinidad con la comunidad de HMA influyen
en el comportamiento de la simbiosis micorrizica (Klironomos, 2003), mostrando
que los hospederos responden de manera diferencial a diferentes comunidades
fungicas (Xu et al., 2017).

La interaccion significativa entre condicion y planta revel6 que las condiciones
ambientales en las que crecen las diferentes especies de plantas afectan el
porcentaje de colonizacién. La colonizacion fue significativamente diferente entre
pifias en la condicion Alta y Baja, patrén que se repitié en las plantas de alfalfa
(Figura 25), mostrando que la condicibn ambiental tiene un efecto en la
colonizacion. La expresion de diferentes metabolismos en las plantas de pifa al
crecer en las dos condiciones ambientales se sugiere en la seccion 7.3.

Las comunidades HMA presentes en las raices de las plantas son influenciadas
por variables ambientales, la identidad de la planta (Davison et al., 2015) y por la

capacidad fotosintética de esta ultima (Koorem et al., 2017; Grman, 2012). En el
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caso de la alfalfa, al ser una C3 obligada, se esperaba no encontrar diferencias en
el porcentaje de colonizacion al crecer en dos condiciones ambientales distintas.
Esto no fue asi, al no encontrar diferencias significativas en el crecimiento de las
alfalfas en ambas condiciones (Figura 25), las diferencias en la colonizacién se
atribuible a las variables ambientales. A pesar de encontrar diferencias
significativas en la colonizacién de las pifias de la condicion Alta (CAM) y pifas de
la condicién Baja (C3), éstas no pueden ser atribuidas directamente al tipo de
metabolismo de fijacion de carbono expresado, sin ignorar el efecto que tuvieron
las condiciones ambientales en la colonizacion.

El papel del carbono en la colonizacién y en la estructuracion de las comunidades
de hongos micorrizico arbusculares se ha vuelto mas evidente (Kiers et al., 2011;
Fellbaum et al., 2014; Koorem et al., 2017). En este trabajo se estudid la
colonizacion por HMA en plantas clonales de una misma especie, cuando esta
expresaba un metabolismo CAM y uno C3. Sin embargo, no fue posible separar el
efecto ambiental del efecto del tipo de metabolismo que expresa una planta (C3 o
CAM), midiendo el porcentaje de colonizacion. A pesar de esto, fue posible
confirmar el efecto de las condiciones ambientales y de diferentes comunidades
de HMA en el crecimiento de las plantas asociadas a estos. También se encontro
el efecto en la micorrizacion, siendo favorecida por la alta temperatura, baja
humedad e irrigacion, y siendo afectada por la relacion y afinidad entre las plantas
hospederas y la comunidad de HMA, y por las condiciones ambientales en las que

se desarrollan los hongos micorrizico arbusculares.

45



7.5 Metabolismo de la fijacion de carbono en el contexto de los cambios
ambientales mundiales

Los modelos de cambio climatico predicen cambios en la precipitacion y
temperatura dados, en parte, por el aumento en la produccién de gases de efecto
invernadero, como el CO2 (IPCC, 2014). Los efectos de estos cambios en las
plantas han sido estudiados y se han encontrado respuestas fisioldégicas que
amortiguan el estrés inducido a las plantas. Estos incluyen: represion en la
actividad fotosintética, cierre de estomas y menor conductancia estomatica,
aumento en la respiracion celular, incremento en la temperatura de las hojas,
almacenamiento de carbohidratos, entre otros (Zandalinas et al., 2018). En este
trabajo se mostrd el efecto que tienen ciertas variables relacionadas al cambio
climatico (temperatura, disponibilidad de agua en el suelo y ambiente) con el
metabolismo fotosintético de las plantas y su efecto en la colonizaciéon por HMA.
La colonizacion fue mayor en condiciones de alta temperatura y baja disponibilidad
de agua sin importar la comunidad de HMA presente en el in6culo (Figura 23),
encontrandose un efecto significativo de la interaccidén entre la especie de planta
con el tipo de in6culo (Figura 24), y las condiciones ambientales (Figura 25). Este
ultimo resultado, junto con las respuestas registradas de la pifia a dos condiciones
ambientales (Resultados 6.3), mostré que las respuestas fisioldgicas ante el estrés
hidrico y el calor influyeron en la colonizaciéon por HMA. Los HMA pueden recibir
hasta un 20% de los fotosintatos producidos por sus plantas simbiontes (Pearson
y Jakobsen, 1993) y tienen otros papeles en el ciclo del carbono, al utilizarlo para
la construcciéon de su pared celular y al depositarlo en forma de glomalina en los

suelos (Giri y Saxena, 2017). Las variables de disponibilidad de agua y
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temperatura utilizadas en este trabajo mostraron tener un efecto en las plantas y
en la colonizacion por HMA, por lo que cambios a escala global de estas variables
pueden llevar a cambios en el ciclo de carbono de los ecosistemas, modificando la
cantidad que es respirada y depositada en los suelos. Si bien el efecto puede estar
dado por el tipo de metabolismo expresado por las plantas, por las condiciones
ambientales, o por la combinacién de ambas, queda por ser estudiado el alcance
de estos efectos y la evaluacién de la necesidad de inocular a las plantas para
favorecer ecosistemas y cultivares mas resilientes al cambio climatico (Martinez-

Garcia et al., 2017).
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VIIl. CONCLUSIONES

La comunidad de esporas de HMA encontradas en muestras del suelo de los
Tuxtlas, Ver., utilizado como indculo natural en este trabajo, contenia unicamente
dos morfotipos acaulosporoides: un morfotipo del género Acaulospora y uno del
género Gigaspora.

Las dos condiciones ambientales utilizadas en el experimento generaron
diferencias morfolégicas (area foliar) y fisiolégicas (ganancia de carbono, biomasa,
indice de suculencia) de A. comosus que sugieren la expresion diferencial del
metabolismo de fijacion de carbono durante y al finalizar las 12 semanas del
tratamiento.

El porcentaje de colonizacién en plantas de pifia con metabolismo C3 y CAM, asi
como en una planta C3 obligada (M. sativa), fue diferente en dos condiciones
ambientales y con dos tipos de inéculos micorrizicos. No fue posible separar el
efecto de las condiciones ambientales, utilizadas para inducir pifias C3 y CAM, en
la colonizacion por HMA, por lo que no se puede atribuir que las diferencias en el
porcentaje de colonizacién sean debidas al tipo de metabolismo de fijacion de

carbono.

IX. PERSPECTIVAS

Los hongos micorrizicos arbusculares, asi como sus plantas simbiontes, pueden
detectar y regular la cantidad de nutrientes que translocan a su simbionte. Este
trabajo es una aportacion al conocimiento de como es afectada la simbiosis

micorrizica por el tipo de metabolismo de fijacion de carbono de su hospedero, por
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los factores ambientales y por el uso de diferentes especies de HMA y de plantas
hospederas. Encontramos que es necesario tener modificaciones en el disefo
experimental como: el uso de niveles que incluyan las diferentes combinaciones
de factores ambientales, la evaluacion de la micorrizacion en plantas que pasan
de una condicion ambiental a otra, el uso de la biotecnologia para la propagacion
de una planta de pifia que no cambie su metabolismo fotosintético al cambiar las
condiciones ambientales, suprimiendo su metabolismo facultativo; asi como la
medicion de variables de respuesta que aseguren el cambio de metabolismo de
las plantas (e.g. conductancia estomatica, cuantificacién de acido y clorofila en
hojas) que ayudarian a responder de manera mas exacta y precisa la hipotesis
planteada. De igual forma, proponemos el uso de la metasecuenciaciéon para
conocer las comunidades de HMA en los inéculos, especialmente el de los Tuxtlas,
y la evaluacion del efecto de las variables utilizadas en la riqueza y composicion
de las comunidades de estos hongos. En un ambiente donde las temperaturas
ambientales estan en aumento, y donde la precipitacion y humedad del suelo
disminuyen, los estudios acerca de como es afectado el metabolismo de las
plantas y este a la simbiosis micorrizica serviran para reconocer si las
comunidades de estos hongos pudiese ser afectada en términos de funcionalidad,
rigueza y diversidad. También podrian aportar informaciéon acerca de cémo se
comporta la simbiosis micorrizica en términos de la cantidad de nutrientes que se
translocan en diferentes condiciones ambientales, entre diferentes grupos
funcionales, lo que permitira conocer su efecto en los ciclos de C y P, y permitir el
desarrollo de conocimiento y tecnologias que mantengan la produccion estable de

los cultivos agricolas y la diversidad de especies de HMA en los ecosistemas.
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ANEXOS
Ganancia de carbono (No. equivalentes/qg) al inicio y final del periodo luminoso en

pifia con los diferentes inéculos (N=20 de cada tratamiento).

Inéculo Inéculo Grupo control
Tuxtlas Determinado
Condicién Periodo Media Media Media
luminoso
Alta Inicio 0.698 0.71 0.715
Alta Final 0.520 0.48 0.443
Baja Inicio 0.414 0.27 0.413
Baja Final 0.404 0.39 0.338

Medias de variables medidas para pifia al final del experimento (N=20 en cada

tratamiento)

Estomas Area foliar Peso seco indice de
(mm?-2) (cm2) (9) Suculencia
(g/cm2)
Tratamiento Media Media Media Media
Tuxtlas-Alta 27.4 3.89 0.314 6.14
Tuxtlas-Baja 27 1 2.62 1.41 4.32
Determinado- 24.6 4.79 0.52 5.88
Alta
Determinado- 231 3.91 1.35 3.75
Baja
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Control-Alta 24.6 4.23 0.416 6.25
Control-Baja 27.2 2.62 0.839 8.88

Medias de variables medias en alfalfa al final del experimento (N=25 en cada

tratamiento)

Peso seco Area foliar Altura

(9) (cm?) (cm)

Tratamiento Media Media Media
Tuxtlas-Alta 0.0192 0.624 7.5
Tuxtlas-Baja 0.0131 0.5 7.61
Determinado-Alta 0.0169 0.559 6.5
Determinado-Baja 0.0153 0.540 3.9

Resultados de la prueba de Tukey HSD para factor Inéculo en area foliar

Grupo p Grupos
Determinado-Control 0.017 b
Tuxtlas-Control 0.791
Tuxtlas-Determinado 0.002 a

Resultados de la prueba de Tukey HSD para factor Inéculo y para densidad

estomatica.
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Grupo p Grupos

Determinado-Control 0.010 a
Tuxtlas-Control 0.498
Tuxtlas-Determinado 0.159

Medias del porcentaje de colonizacidén para cada tratamiento de pifia (N=20) y

alfalfa (N=25).

Tratamiento Planta Media (%)
Tuxtlas Alta Pina 46.9
Tuxtlas Baja Pina 30.3
Determinado Alta Pina 35.5
Determinado Baja Pifa 253
Tuxtlas Alta Alfalfa 50.1
Tuxtlas Baja Alfalfa 30.6
Determinado Alta Alfalfa 57.7
Determinado Baja Alfalfa 31.3

Resultados de la prueba de Tukey HSD para la interaccién Inéculo:Planta.

Grupo p Grupos
Tuxtlas:Alfalfa-Determinado:Alfalfa 0.280
Determinado:Pifna-Determinado:Alfalfa 0.000 a
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Tuxtlas:Pinha-Determinado:Alfalfa 0.706

Determinado:Pina-Tuxtlas:Alfalfa 0.000 b
Tuxtlas:Pina-Tuxtlas:Alfalfa 0.915
Tuxtlas:Pina-Determinado:Pina 0.000 [

Resultados de la prueba de Tukey HSD para interaccion de Condicién:Indculo

para el peso seco.

Grupo p Grupos

Baja:C-Alta:C 0.455

Alta:D-Alta:C 0.157

Baja:D-Alta:C 0.641

Alta:T-Alta:C 0.070

Baja:T-Alta:C 0.124
Alta:D-Baja:C 0.000 a
Baja:D-Baja:C 0.999

Alta:T-Baja:C 0.000 b
Baja:T-Baja:C 0.980

Baja:D-Alta:D 0.001 f
Alta:T-Alta:D 0.999

Baja:T-Alta:D 0.000 c
Alta:T-Baja:D 0.000 d
Baja:T-Baja-D 0.919

Baja:T-Alta:T 0.000 e




C= planta sin in6culo, D= planta con inéculo determinado, T= planta con inéculo

de los Tuxtlas.

Pruebas de supuesto de ANOVA factoriales.

Area foliar de la pifa.

Los datos fueron transformados con el logaritmo natural (In)
Normalidad de residuos

Prueba Shapiro-Wilk

W= 0.983, p=0.174

Normal Q-Q Plot

Sample Quantiles

Theoretical Quantiles

Homegeniedad de la varianza
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Prueba de Bartllet
K2=3.137
p=0.208
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Densidad estomatica
Normalidad de residuos
Prueba Shapiro-Wilk

W= 0.985, p=0.316
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Peso seco

Valores fueron transformados con logaritmo natural (In)
Normalidad de residuos

Prueba Shapiro-Wilk
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Normal Q-Q Plot

1.5

0.5

Sample Quantiles
0.0

0
)

-1.5

Theoretical Quantiles

Homogeniedad de varianza
Prueba de Bartllet
K2=0.819

p=0.365

Homocedasticidad

67



Grafica de residuos contra estimados

w o ©
- o o o
[¢]
Qe [} °
- [¢]
° % 0 8
(o]
m~§8 o 8 [
=] b 8 § o
<] 8
v oo 8 8 g8 g
S o712 8 ]
s 7|8 : B
g . |8 g
)| ° °
? 18 o g8 g
8 o o
o | S °
T
o ° o
0 (o]
T o °
o ° °©
& -
! T T T T T T
-1.4 -1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -04

Estimados

indice de suculencia

Los valores fueron transformados con el logaritmo natural (In)
Normalidad de residuos

Prueba Shapiro-Wilk

W= 0.981, p=0.142

68



Normal Q-Q Plot

30

10
1

Sample Quantiles

-10

Homogeniedad de varianza
Prueba de Bartllet
K2=0.110

p=0.946

Homocedasticidad

-1

T
0

Theoretical Quantiles

69



Grafica de residuos contra estimados

(e}
S 4
- (o]
m__Oo 8
o (o] (¢}
20 8 o
88 o o
o o §
g o @8 g 8
3 o o
§ s 158 -
o
§ 2 8 g
§ s o
° o
o 9 o
v © o
L IS o °
© (o]
o [e]
(o}
?_._ o
) T T T T
3.0 3.2 3.4 3.6

Estimados

Colonizacion

Los valores fueron transformados con el logaritmo natural (In)
Normalidad de residuos

Prueba Shapiro-Wilk

W= 0.986

p=0.090

70



Normal Q-Q Plot

1.5

0.5

Sample Quantiles
0.0

0
%

-1.5

Theoretical Quantiles

Homogeniedad de varianza
Prueba de Bartllet
K2=02.895

p=0.088

Homocedasticidad

71



Grafica de residuos contra estimados

sonpisay

o o ®o @owool © 0 © 0w
ie] © 000 00 o > © O ©C 0000 [elRe]
© 0 OO 00 O 00
o cC Oo® © co@cCO O © O o ]
omo o® O @oo O o’
& 888§ £ & &
0o mwol@ @ O ©°
T T T T T
o€ 0e 3 0 0= 02—

55

35

25

Estimados

72



	Portada
	Índice
	I. Resumen
	II. Marco Teórico   
	III. Objetivos   IV. Hipótesis
	V. Métodos
	VI. Resultados
	VII. Discusión
	VIII. Conclusiones   IX. Perspectivas
	X. Referencias 
	Anexos

