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1. Resumen

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA), son un componente importante de los
ecosistemas, sin embargo, su presencia casi imperceptible los expone indirectamente a la
pérdida de sus poblaciones, debido a la extraccién constante de los recursos de mayor
interés, ademas de la tendencia al cambio en el uso del suelo. La propagacién de estos hongos
en ambientes controlados ofrece una alternativa para su conservacién, sin embargo, para la
mayoria de las especies atin se desconocen las condiciones necesarias para su 6ptimo
desarrollo, por lo cual en el presente trabajo se evalué la capacidad de propagaciéon de los
HMA de suelo asociado a plantas medicinales provenientes de dos diferentes localidades del
estado de Guerrero. Las muestras de suelo fueron obtenidas del bosque templado “Agua
escondida” y la granja ecolégica “Dos puertas”. En el invernadero de la FES Zaragoza, se
establecié un experimento para la propagacién de los HMA, por un periodo de 14 semanas,
empleando macetas con 1.5 kilogramos de sustrato estéril, compuesto por suelo de campo
de cada zona de estudio, combinado con arena silica en relacién 1:1, mas 200 gramos de suelo
natural usado como inéculo y semillas de maiz como planta trampa, el riego fue ad libitum.
La cuantificacién de la abundancia de esporas de HMA se realizé mediante la técnica de
tamizado en htimedo y decantacién de Gerdemann y Nicholson (1963), modificado por
Walker y Vestberg (1994). Con el fin de reconocer los morfo-tipos, se realizaron
preparaciones permanentes de esporas en portaobjetos con PVLG y Melzer, se compararon
con las especies reportadas en las plataformas web del INVAM vy las paginas web de los
Profesores Janusz Blaszkowski, Arthur Schiifler y Christopher Walker. Los resultados
mostraron una abundancia inicial de 2,163 esporas en 100 g de suelo seco en los suelos del
bosque y de 1,093 esporas en 100 g de suelo seco en los suelos de la granja. La propagacion
mostré un incremento del 38.6 % de la muestra original del bosque, con un 22.2 % de éxito
en el cultivo, mientras que en la granja se observé un incremento del 75.9 % de la muestra
original, con un 16.7 % de éxito en el cultivo del invernadero. Se identificaron 32 morfo-tipos
de un total de 50 morfo-tipos, de los cuales, 42 morfo-tipos se observaron en el bosque y 36
en la granja presentdndose con mayor frecuencia las familias Glomeraceae (40 %) y
Acaulosporaceae (28 %). Asimismo, 38 % de los morfo-tipos se presentaron exclusivamente
tras la propagacion y se present6 una pérdida del 14 % de la riqueza tras la propagacion. Se
concluy6 que el suelo rizosférico asociado a las plantas medicinales provenientes del bosque
tuvo una mejor respuesta, considerando que tuvo un mayor porcentaje de éxito durante la
propagacion en condiciones de invernadero mientras que, en el caso del suelo asociado a
plantas medicinales de la granja, también se logré la propagacion de los HMA con un
incremento atin mayor de la abundancia inicial, sin embargo, éste se obtuvo con una menor
respuesta en su eficiencia.



2. Marco Teorico

21. Los bosques templados en México y su importancia

Meéxico posee un 33.8 % de su superficie terrestre cubierta con bosques o selvas (De Alba y
Reyes, 1998), equivalente aproximadamente a 66 millones de hectdreas (INEGI, 2017),
distribuidas en comparaciéon, México posee un 14.1 % de superficie agricola total, equivalente
aproximadamente a 27.5 millones de hectareas, por lo que se le caracteriza como un pais
“medianamente forestal” (INEGI, 2015). La importancia de estos bosques se debe a que las
tierras forestales permiten la regeneracion periddica de la fertilidad de los suelos y la
captacion de agua para el mantenimiento de las cuencas de las que se abastecen los acuiferos
del pais, asimismo, son fuente de materiales de construccion, plantas medicinales, proteina
(proveniente de la caza y el forraje para el ganado), son de gran importancia ecosistémica
(debido a la gran diversidad de especies animales y vegetales que alberga), educativa y como
fuente de empleo. Ademas, el estado de los bosques de un pais, define rasgos importantes
en su estructura social y politica (Chapela, 2012).

La Ley General de Desarrollo Forestal Sustentable, define que el aprovechamiento forestal,
se manifiesta con la extraccion de los recursos forestales del medio en el que se encuentran,
incluyendo los maderables y no maderables. Los recursos forestales maderables estan
constituidos por la vegetacion lefiosa susceptible de aprovechamiento o uso. Los recursos
forestales no maderables constituyen toda la parte no lefiosa de la vegetaciéon de un
ecosistema, incluyendo herbaceas como las plantas medicinales y comestibles, liquenes,
musgos, resinas, suelos y hongos (Montafiez, Jiménez, Ruenes y Calvo, 2010).

En Meéxico 33.3 millones de hectdreas se encuentran cubiertas por bosque templado
concentrado en las regiones altas de México, principalmente en las regiones altas de las
cadenas montafosas del pais (figura 1, fuente: www.inegi.org.mx) compuesto por bosques
de conifera, encino y mixto; el 34 % de dicha superficie se asocia con vegetacion secundaria
que evidencia el avance del aprovechamiento que poseen estos bosques y al mismo tiempo,
muestra su deterioro y perturbacion, lo cual es producto de la tala excesiva, la explotacion
de la vegetacion original y la apertura de tierras de cultivo, en las que principalmente se
cultiva: maiz, sorgo, frijol, café, cafia de aztcar y trigo (INEGI, 2015; Orozco, Gutiérrez y
Delgado, 2009; SEMARNAT, 2016). Las tierras de cultivo se concentran en la regiéon Centro
y Este de la reptblica mexicana, muy cercanas a los bosques y selvas, principalmente en los
estados de Aguascalientes, Chiapas, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Puebla,
Querétaro, Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz, Yucatan y Zacatecas (Figura 2,
fuente: www.inegi.org.mx).



Escalas: 1:1 000 000 1:250 000 1:50 000
T~
Mapa de INEGI ~
Bajs

Californi

Golfo
de Mexico

v (¥ Bosque
¥ B cuttivado
@ ] De Coniferas
[l De Encino

vl [l De niebia o de Montaiia
(Mesofilo)

Figura 1. Mapa de las regiones cubiertas por bosques en México.

Escalas: 1:1 000 000 1:250 000 1:50 000
Mapa de INEGI v o / > ; f 5 =

Agricultura

vl Con suelo cominmente
humedo

@ i De riego Golfo

!l De temporal lluvioso
Bosque

“ B cuttivado

de México

Pastizal
@ 1 cuttivado

Guerrei’,« By

= ““J‘i"-" i B aca ¥ uimaéer; puedé estar sujeta a derechos de autor |
Figura 2. Mapa de las regiones ocupadas por cultivos en México.



2.2. Las granjas ecoldgicas y el uso de los principios activos en estos sistemas

La agricultura ecolégica aumenta la diversidad de las especies de cultivos producidas y
elaboradas en las granjas, mejora los sistemas de alimentacién del ganado, empleando menos
energia, fertilizantes y agua de regadio, debido a que se optimiza el uso de los productos de
las plantas para la alimentaciéon de los animales rumiantes inhibiendo la produccién de
contaminantes provenientes de los deshechos de dichos animales, aumentando la eficiencia
de los sistemas de producciéon animal y minimizando las repercusiones directas e indirectas
en el medio ambiente (Vélez, Campos y Sanchez, 2014).

La excrecion de nitrogeno y foésforo, asi como las emisiones de gases de efecto invernadero
por animal se pueden manipular a través de la dieta, por ejemplo, con la reduccion de las
emisiones de metano en los rumiantes (Vélez et al., 2014). Esto se puede realizar aumentando
la eficiencia en la alimentacién del ganado, empleando residuos de cultivos, subproductos
agricolas, desechos domésticos y pastizales que no compiten con los suministros para la
alimentacion humana. Asimismo, se ha observado que la explotacion mixta de varias
especies de plantas en la misma finca, limita el contacto que cada especie tiene con sus
patégenos especificos, limpiando los pastos de parasitos al emplear especies no susceptibles;
por ejemplo una de las practicas integradas de gestién sanitaria en sistemas organicos de
granjas de ovejas, emplea un tratamiento preventivo antiparasitario con plantas ricas en
taninos que se plantan antes de que las hembras regresen al pastizal, este sistema se beneficia
del pastoreo de rotacién, disminuyendo el ntiimero de larvas de nematodos en las parcelas
en las que los animales no han pastado por un tiempo, cabe mencionar que algunas especies
de plantas como las leguminosas ofrecen oportunidades para mejorar la salud de los
animales empleando menos medicamentos, debido a la presencia natural de metabolitos
secundarios bioactivos, ademads, de un efecto antiparasitario directo. Las plantas ricas en
taninos pueden tener algunos efectos indirectos al aumentar la resistencia de los
hospedantes, en los rumiantes enfermos, por ejemplo, se ha observado que consumen
algunas plantas que contienen ingredientes activos capaces de mejorar su salud y que no
forman parte de su dieta habitual (Soussana, Tichit, Lecomte y Dumont, 2017).

2.3. Los nutrimentos del suelo

El contenido de nutrimentos en los suelos depende del tipo de suelo presente de manera
natural y de los contaminantes agregados de manera intencional o accidental. Las raices de
las plantas absorben los nutrimentos de la solucién del suelo y como consecuencia para
mantener el equilibrio entre la fase s6lida y liquida se produce la desorcién o disolucién de
la fase s6lida del suelo, sin embargo, no toda la cantidad de un elemento existente en la fase
solida, puede ser transferido a la solucién del suelo (Ulloa, Abreu y Paz, 2001). Si el suelo es




deficiente en uno o mas nutrimentos, estos deben ser aplicados en grandes cantidades para
compensar la ineficiente transferencia de dicho nutrimento a la solucién del suelo (FAO,

2002).

La FAO (2002) sefiala que los suelos pueden carecer de nutrimentos, de manera natural, por
cultivos duraderos o debido a su sobre-explotacién en cultivos de alto rendimiento. La
pérdida de estos nutrimentos en el suelo ocurre por la extraccion a través del sistema
radicular de las plantas, debido a la meteorizacion, la lixiviacion, la inmovilizacién al quedar
en forma de compuestos quimicos complejos o al ser tomados por los microorganismos en
el suelo (Ulloa et al., 2001). De acuerdo con la FAO, para satisfacer la necesidad nutrimental
en el suelo, desde 1930 ha habido un aumento en el uso de fertilizantes quimicos. Para las
plantas, la principal limitante en la productividad de los cultivos, es la disponibilidad del
nitrégeno y el fésforo que en conjunto determinan el crecimiento vegetal (Cerén y
Aristizabal, 2012).

Generalmente en los suelos pobres en nitrégeno abundan microorganismos con capacidad
tijadora de nitrégeno atmosférico, sin embargo, este proceso de obtenciéon de nitrégeno
representa un gasto energético superior al darse el intercambio con la planta. Actualmente,
se sabe que el nitrégeno del suelo puede ser absorbido por las raices en tres formas: como
nitrégeno organico, amonio o nitrato. Para absorber cada una de estas diferentes formas en
las que se presenta el nitrégeno, las plantas requieren sintetizar diferentes proteinas de
transporte, la concentraciéon de estas, depende de la forma mas abundante en la que se
presente el nitrégeno (Escudero y Mediavilla, 2003).

El fésforo es un macro-nutrimento esencial para las plantas, es uno de los componentes de
las moléculas de los acidos nucleicos, del acido fitico y de los fosfolipidos, su adecuado
abastecimiento en las plantas promueve la formacién de los primordios de sus partes
reproductivas, ademds estimula el desarrollo radicular inicial contribuyendo en el rapido
establecimiento de las plantas jovenes, promueve la maduraciéon temprana de los cultivos,
estimula la floracién, contribuye en la formacién de las semillas y mejora la calidad
nutricional de los granos y otras cosechas. Por eso es que junto con el nitrégeno y el potasio
forma parte de los fertilizantes de uso generalizado en todo el mundo (Mufioz, Soler, Lépez
y Hernéndez, 2015).

El fé6sforo puede ser mas limitante para el crecimiento de la planta que el nitrégeno en ciertos
ambientes y poco o nada limitante en otros (Escudero y Mediavilla, 2003). Debido a su
elevada facilidad de oxidacidn, el f6sforo no se encuentra en estado libre en la naturaleza,
sin embargo, es muy comiin encontrarlo en numerosos compuestos minerales. Mientras que
el fésforo organico apenas representa el 0.2 % del fésforo en el suelo, la fraccién inorganica



se encuentra menos disponible para las plantas, debido a que es poco soluble y es
inmovilizado facilmente por algunos microorganismos, o fijado por algunos minerales
formando compuestos con hierro, aluminio, calcio y fltdor (Mufioz et al., 2015).

24. Las plantas medicinales

Fretes (2010), define a las plantas medicinales como “los vegetales que elaboran unos
metabolitos secundarios, llamados principios activos, sustancias que ejercen una accién
farmacoldgica, beneficiosa o perjudicial, sobre el organismo vivo. Su utilidad primordial, a
veces especifica, es servir como droga o medicamento que alivie las enfermedades o
restablezca la salud perdida”. En la naturaleza existen un gran ntimero de vegetales que
presentan como caracteristica comun, su elevado contenido en sustancias con propiedades
quimicas, bioquimicas y organolépticas especificas, estas sustancias permiten su uso como
plantas medicinales, aromaéticas, condimentarias, alimenticias, venenosas y/o narcéticas. A
las sustancias que producen se les conoce como “principios inmediatos” y “principios
activos” (Cases, 2007).

Los “principios inmediatos” son prétidos, glacidos y lipidos que no acttan sobre las
funciones fisiol6gicas del organismo animal que las consume, pero son imprescindibles para
la supervivencia y nutricién alimenticia de dicho consumidor; las plantas que poseen este
grado nutricional figuran como plantas alimenticias. Mientras que los “principios activos”
son sustancias que ejercen una accion farmacolégica beneficiosa o perjudicial, sobre el
organismo vivo, las plantas que elaboran este tipo de sustancia son las plantas medicinales,
que sirven como medicamentos o conforman la base para su elaboracién, se clasifican en
aceites esenciales, alcaloides, ciandgenos, cumarinicos, fendlicos simples, flavonoides,
heterésidos, compuestos sulfurados, principios amargos, taninos, mucilagos y gomas (Cases,
2007), éstas constituyen aproximadamente la séptima parte de las especies existentes.

Fretes (2010) ademds menciona que, dentro de las plantas clasificadas como medicinales
también se ubican las plantas oficinales (reconocidas en la farmacopea y de las cuales se
obtienen principios activos que forman parte de algin medicamento), las aromaticas (cuyos
principios activos estan constituidos total o parcialmente por esencias y representan el 0.7 %
de las plantas medicinales), condimentarias o especias (empleadas en el realce de los aromas
sabores y colores de los alimentos, estas plantas forman parte de las plantas aromaéticas y por
tanto son medicinales).

A su vez existen algunas especies vegetales, que elaboran ambos tipos de principios activos
e inmediatos (Fretes, 2010) tal es el caso del maiz (Zea mays) y la papa (Solanum tuberosum)
las cuales son utilizadas tanto como plantas medicinales como alimenticias dependiendo de




la parte de la planta que es empleada (Aguaiza, 2014; Vanaclocha y Cafigueral, 2019). La
formacion de estos principios activos, tiene lugar en distintos 6rganos de la planta, sin
embargo, los principales procesos metabdlicos tienen lugar en las hojas que reciben la savia
bruta bombeada desde la raiz a través del tallo, estos principios activos se almacenan en
distintos 6rganos de la planta, como la raiz, el tallo, las hojas, la corteza, flores, frutos y
semillas (Cases, 2007).

De acuerdo con Hieronimi (2010), las plantas medicinales y aroméaticas son importantes para
los sistemas de produccién agricola organica, se emplean por ejemplo en el manejo integrado
de las plagas o para prevenir algunas de las enfermedades en los cultivos, ademas, es
importante preservar la biodiversidad de estas plantas dado que actividades agricolas
intensivas como el monocultivo y el uso de herbicidas han provocado una pérdida
progresiva de estos individuos.

2.5. Antecedentes historicos del uso de plantas medicinales

El uso de plantas medicinales se ha registrado desde tiempos muy antiguos: se han obtenido
datos en papiros, sobre practicas médicas en el Antiguo Egipto, por ejemplo, en el Papiro de
Kahun (1850 a. C.), se registra un compendio sobre ginecologia y obstetricia, que también
realiza aportaciones veterinarias; en el Papiro de Ebers (1550 a. C.), se presenta un amplio
recetario clinico; el Papiro Edwin Smith (1500 a. C.), fundamentalmente contiene informacion
quirtrgica; en los registros de Chester Beatty (1300 a. C.), se encuentran recetas y practicas
maégicas. Gracias a estos registros, se pueden entrever el legado cultural de la civilizacién
egipcia, con el uso de plantas como el tomillo (Thymus vulgaris L.), el sen (Cassia senna L.), la
coloquintida (Citrullus colocynthis (L.) Shrad.), el enebro (Juniperus communis L.) y el comino
(Cuminum cyminum L.), todas ellas empleadas en el tratamiento de molestias digestivas; el
ajenjo (Artemisia absinthium L.) y la raiz de granada (Punica granatum L.) para el tratamiento
de parasitosis intestinales; el algarrobo (Ceratonia siliqua L.), muy comun en el Antiguo
Egipto, como ungiiento y en el tratamiento de diarrea (Vallejo, Pardo y Peral, 2009).
Asimismo, se conocen las esencias en China, India y Persia en donde se destilan plantas
aromaticas desde hace miles de afios (Cases, 2007).

Entre los siglos XII y XIII, los arabes perfeccionan la destilacién de las plantas aromaéticas
para emplearlas combinadas con alcohol para medicacién (principalmente) y en perfumes,
favoreciendo el desarrollo de la perfumeria, la cual inici6 su auge en el siglo XV, con el
descubrimiento de las esencias de almendras amargas, salvia, canela, ginebra, rosa, lavanda
y otras plantas aromaticas. En el siglo XVI se publican la “Concordia Pharmacopolarum” que
es la primera farmacopea territorial del mundo publicada en Barcelona, Espafia. En México
por otra parte, se tiene el Coédice De la Cruz Badiano, el cual contiene registros de la



herbolaria mexicana. Para el siglo XIX ya se comenzaba con el analisis de las esencias y otros
principios activos en los vegetales, con la aplicacion de la microscopia y la quimica analitica,
se inici6 un movimiento a escala mundial, en el campo de la investigacion, con el objetivo de
conocer la composicién quimica de las plantas, como en el caso de la morfina aislada en 1805
a partir del opio (Papaver somniferum) (Cases, 2007; Marinoff, 2006).

En la actualidad la medicina tradicional se utiliza globalmente y tiene una importancia
econdmica en gran auge. En los paises en vias de desarrollo la medicina tradicional a menudo
es el tinico modo de tratamiento accesible y econémicamente factible, ademés los médicos se
encuentran es su mayoria en ciudades y zonas urbanas por lo que se da un mayor uso de la
medicina tradicional en zonas rurales. En la India, por ejemplo, el 65 % de la poblacién rural
recurre al uso de plantas medicinales, en China el uso de plantas medicinales representa
cerca del 40 % de toda la atencion en salud prestada; en paises desarrollados como Francia y
Bélgica, se estd popularizando su uso, 49 % y 31 % de la poblacién respectivamente lo ha
usado al menos una vez; en Africa, hasta el 80 % de la poblacién usa la medicina tradicional
como sistema primario de tratamiento médico.

Mientras que, en América, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) reporta que 71 % de
la poblacién de Chile y 40 % de la poblaciéon de Colombia ha usado la medicina tradicional,
mientras que paises como Canadd y Estados Unidos, 70 % y 42 % de su poblaciéon
respectivamente, la han empleado al menos una vez (OMS, 2003). En Estados Unidos, la
venta de hierbas y suplementos nutricionales a base de plantas, se incrementé en la década
de los afios 90. Los productos mds populares a base de plantas medicinales incluyen, el
gingseng (Ginkgo biloba), ajo (Allium sativum), Echinacea spp. y hierba de San Juan (Hypericum
perforatum). En general, se estima que 50 % de la poblacién de América Latina tiene poco o
ningtn acceso a productos médicos y que un gran porcentaje de ellos emplea plantas
medicinales como alternativa. La OMS, apoya el uso de la fitoterapia dentro de los
programas de salud en los distintos paises, dando validez a los efectos etnobotanicos
adjudicados en plantas medicinales cuando estan demostrados sus beneficios y no se

reportan la existencia de ningtin riesgo minimo para quien las consume (Bussmann y Sharon,
2015; Marinoff, 2006).

Muiietén (2009), en la entrevista llevada a cabo por la Revista Digital Universitaria (de la
UNAM) al Dr. Erick Estrada Lugo, quien menciona que:

De acuerdo con la Secretaria de Salud, al menos el 90 % de la poblaciéon
mexicana usa las plantas medicinales (...). Hace mencién a que, en la
actualidad, en el mercado “Sonora” de la Ciudad de México, se venden al dia
aproximadamente 10 toneladas de plantas curativas, sin considerar los demas
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mercados que existen en el resto del pais, ademas, la herbolaria les da empleo
a miles de familias campesinas, rurales y urbanas (...). Menciona que desde
1998 es reconocido legalmente el uso de la herbolaria y a partir del 2007 también
lo es el uso de la medicina tradicional indigena y el uso de los rituales
tradicionales de curacién como las limpias, curaciones de espanto, pérdida del
alma, el uso de temazcal como técnica médica de desintoxicacion a través de la
sudoracion profusa, ademas, se ha hecho una adecuacién a algunos hospitales
de la Secretarfa de Salud para tratar enfermedades con medicina tradicional
indigena en los estados de Durango, Nayarit, Oaxaca, Puebla y Chiapas (...).
Menciona que México ocupa el segundo nivel mundial en el naimero de plantas
medicinales con 4,500 especies registradas. (p. 2-3)

2.6. Hongos

Por otra parte, los organismos incluidos en la categoria de hongos, son muy diversos y
dificiles de caracterizar con precision. Por lo que se define que, los hongos son organismos
eucariontes, aclordfilos, heterétrofos por absorcion, con reproduccién sexual y asexual por
medio de esporas y con una pared celular principalmente constituida por quitina o celulosa.
La mayoria de los hongos estdn compuestos por largos filamentos denominados hifas,
algunas hifas son septadas (poseen paredes internas llamadas “septos” que las dividen en
diferentes células), generalmente los septos tienen un poro central lo suficientemente grande
como para permitir a los orgdnulos pequetios e incluso a los nucleos, desplazarse entre las
células, otras hifas que carecen de septos son denominadas cenociticas, con mdaltiples nticleos
en un citoplasma comun. Todas las hifas de un tipo particular, forman una masa entretejida
denominada micelio, un hongo puede poseer un micelio Gnico o varios tipos de micelios a
medida que experimenta las fases en su ciclo de vida (Aguirre, Ulloa, Aguilar, Cifuentes y
Valenzuela, 2014; Pontén, Moragues, Gené, Guarro y Quindos, 2002; Varela y Trejo, 2001).

Los hongos son principalmente descomponedores de la materia organica y juegan un papel
muy importante en los ciclos del carbono, nitrégeno y fésforo. Llevan a cabo una
descomposicion, mediante la secrecién de enzimas que separan los complejos compuestos
organicos, en moléculas mas simples, que puedan atravesar la membrana plasmatica
mediante difusion o con ayuda de las proteinas de transporte, para poder ser aprovechados;
incluso existen algunos hongos que pueden digerir los plésticos (Varela y Trejo, 2001).

La mayoria de los hongos son saprobios (se alimentan de materia organica muerta), otros
pueden ser parasitos (al alimentarse de los organismos hospedantes vivos), o depredadores
(que matan al ser del que se alimentan). Por ejemplo, Arthrobotrys anchonia forma unos anillos
con las hifas para capturar amebas y animales pequefios del tipo de los nematodos (Varela y
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Trejo, 2001). También existen los hongos simbiontes, los cuales obtienen nutrientes a partir
de una estrecha relaciéon con organismos de otra especie en la cual ambos se ven beneficiados

(Cuevas, 2016).

Los hongos, producen esporas durante la reproduccién sexual o asexual en todos ellos
(Nabors, 2005), salvo en los del phylum Chytridiomycota, estas esporas carecen de flagelos.
Las esporas sirven para dispersar el hongo a otros sitios y algunas ayudan al hongo a
sobrevivir en condiciones adversas, como la deshidratacién o la congelacion. Muchos hongos
viven estableciendo relaciones de beneficio mutuo con algas, bacterias fotosintéticas o
plantas, recibiendo los compuestos organicos de ellos (Salinas, 2008; Varela y Trejo, 2001).

Los hongos se encuentran actualmente en constante revisién por lo que su taxonomia ha
dado grandes saltos y tropiezos. Desde el siglo XIX, se distinguen las clasificaciones
anteriores por el uso de las divisiones Myxomycota y Eumycota (Gallego, 2016, Rojas y
Stephenson, 2017). Para el afio 1996, Alexopoulos mencionaba al grupo de los hongos como
parte de un grupo polifilético que comprendia los actuales reinos Fungi, Chromista y
Protozoa (Gamundi, 2008), con 11 phyla reconocibles por las caracteristicas de sus
esporangios, esporas y por del ambiente en el que se desarrollan, ademés, de un phylum
artificial establecido con base en las caracteristicas de los conidios, entre ellos se mencionan:
los Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota (Reino Fungi), Oomycota,
Hyphochitridiomycota, Labyrinthulomycota (Reino Chromista), Plasmodiophoromycota,
Dictyosteliomycota, Acrasiomycota, Myxomycota (Reino Protozoa) y el phylum artificial
Deuteromycota, estos dltimos también conocidos como “Fungi Imperfecti” u “Hongos
Mitosporicos” representado por 25 mil especies cuyo estadio sexual no habia sido observado,
por lo que habia sido considerada una clasificaciéon imperfecta, pudiendo ser asignados al
menos a Zygomycota, Ascomycota o Basidiomycota (Sobrado, Cabral y Romero, 2013).

Para el afio 2008 Kirk y colaboradores ya reconocian seis phyla en el reino Fungi:
Microsporidia, = Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota vy
Glomeromycota (Gallego, 2016; Kirk, Cannon, Minter y Stalpers, 2008). En 2007, sin embargo,
el sistema de clasificacion filogenética de Hibbett, apenas propuesto, daba una nueva
clasificacién que incluia rangos jerarquicos de orden, clase, subclase, phylum, subphylum,
reino y subreino de los organismos pertenecientes al reino monofilético Fungi, excluyendo a
los Oomycetes y a los hongos mucilaginosos (Dictyosteliomycota y Myxomycota), que en
realidad resultaron ser amebas pertenecientes al reino protozoa, entre otros varios géneros
basales de Fungi de posicion incierta que fueron totalmente excluidos, agrupa a los
Ascomycota y Basidiomycota en el subreino Dikarya, ademas, los hongos que habian sido
tradicionalmente incluidos en Chytridiomycota ahora se dividian en los phyla




Blastocladiomycota y Neocallimastigomycota, de manera similar, los taxa ubicados
tradicionalmente en Zygomycota son reubicados entre Glomeromycota y varios subphylum
incertae sedis (de sede incierta), incluyendo Mucoromycota, Entomophthoromycotina,
Kickxellomycotina y Zoopagomycotina (Sobrado, Cabral y Romero, 2013). Sin embargo,
actualmente continua el debate, dado que algunos autores contintian insistiendo en el uso
de la clasificacion reconocida en 2008, prueba de ello es el recurrente uso de los phylum
Zygomycota y Deuteromycota (Grisales, 2017; Estrada y Ramirez, 2019).

Actualmente, de acuerdo con Tedersoo et al. (2018) y Henrik et al. (2019), el reino Fungi se
encuentra constituido por un total de 9 subreinos, 18 phyla y 23 subphylum reconocidos (ver
Anexo, Tabla Al), mas los clados no identificados que de acuerdo con Tedersoo et al.
posiblemente conforman lineas sucesivas hermanas de los demds phyla, entre ellos cabe
destacar a BCG1 (Basal Clone Group 1) hasta nivel de phylum siendo éste identificado como
un grupo hermano de Rozellomycota, mientras que BCG2 (Basal Clone Group 2) y GS01 se
han ubicado a nivel de subreino debido a que atin no se sabe nada sobre su morfologia.

2.7. Hongos micorrizicos

A diferencia de hongos como los parasitos y los saproéfitos que son degradadores naturales
de la materia orgéanica (Nabors, 2005); los hongos micorrizicos, descubiertos en 1885, forman
una importante asociacion simbidtica mutualista entre la planta y el hongo, que favorece el
crecimiento y produccion de la biomasa en la planta micorrizada (Lastra, 2001). La micorriza
es una estructura formada a partir de la interacciéon de ciertas partes especializadas de al
menos dos individuos (planta y hongo) que permite el mutuo intercambio de agua y
nutrimentos; cabe mencionar que bajo ciertas condiciones (ambientales, fisiolégicas o
genéticas) ambos individuos se pueden beneficiar (+/+), pero si las condiciones cambian,
puede que sélo una de las partes involucradas se beneficie (+/-), por lo que para el hongo o
la planta en algin momento la interacciéon puede representar mas un “costo” que un
beneficio, lo cual puede provocar la pérdida de la interaccién entre las partes involucradas
(Andrade, 2010).

Desde su descubrimiento y hasta la fecha los hongos micorrizicos se han estudiado para
mejorar la produccion en los cultivos del mundo, sin embargo, existen nuevos campos de
estudio en los cuales las micorrizas han tenido un buen desempefio, como la restauraciéon
ecolégica. Hoy en dia, se considera que las micorrizas arbusculares son clave en la estrategia
destinada a frenar la erosion y la desertificaciéon, con base en la restauracién de la cubierta
vegetal (De Juan y Fabeiro, 2003).



Para hacer frente a los diversos retos biéticos y abiéticos, las plantas establecen relaciones
simbidticas mutualistas con los hongos micorrizicos, esta asociacion cumple una funcién
muy importante en la explotacién eficaz de los recursos minerales del suelo y en la proteccion
de las raices contra patégenos. Por ello, las micorrizas son fundamentales para la
supervivencia de muchos taxones de plantas en diversos ecosistemas, incluyendo muchas
especies de cultivo (Camarena, 2012).

Se pueden distinguir siete tipos de asociaciones entre las raices de las plantas y las hifas de
los hongos especializados del suelo, en funcién con su morfologia y con los taxones de
plantas asociados con estos hongos (Andrade, 2010; Camarena, 2012; Pérez, 2011; Reyes,
2011):

1) Ectendomicorrizas: Son asociaciones formadas entre un ntmero limitado de
ascomicetos y los géneros de coniferas Pinus y Larix; tienen un manto y una estructura
compleja altamente ramificada llamada red de Hartig. Después de la formacién de
esta red, se desarrolla la hifa intracelular en células de la epidermis y en la corteza.

2) Ericoide: Representa un tipo tnico de micorrizas confinadas a varias familias del
orden Ericales. Las plantas que desarrollan este tipo de micorriza forman raices
laterales muy finas que carecen de crecimiento secundario, los falsos pelos radicales
son envueltos por abundantes hifas, las cuales penetran las células de la raiz, pero no
llegan a formar manto fangico. Cada raiz consiste de un cilindro vascular delgado,
una o dos capas de células corticales y una capa de epidermis. La asociacioén incluye
la colonizacién de las células de la epidermis por la hifa, seguida de la formacién de
un complejo de hifas ramificadas. Esta micorriza es responsable de la movilizacion de
nutrimentos, ya que muchas ericaceas crecen en habitats donde la mayoria de los
nutrimentos del suelo se encuentran en forma de complejos organicos.

3) Arbutoide: Dos géneros de la familia Ericaceae (Arbutus y Arctostaphylos) y varios
géneros en Pyrolaceae forman micorrizas arbutoides tipicas. Estas micorrizas tienen un
manto, una red de Hartig y forman complejos hifales intracelulares confinados a la
epidermis.

4) Monotropoide: Las especies de plantas que tienen esta micorriza son no fotosintéticas
(aclorofilas). Se sugiere que los hongos que forman este tipo de micorriza se asocian
también con arboles vecinos, fotosintéticamente activos, que han desarrollado un
mecanismo para obtener sus fotosintatos.

5) Orquideoide: Solo se desarrolla en la familia Orchidaceae. La principal caracteristica de
esta micorriza es la formacion de pelotones dentro de las células de la planta, que son
acumulaciones entretejidas irregulares de hifas.



6) Ectomicorriza: Se pueden distinguir tres caracteristicas para reconocer esta asociacion:
la formacién de un manto o vaina de hifas que cubren porciones considerables de
raices laterales, el desarrollo de hifas entre las células de la raiz para formar la red de
Hartig, y la hifa que emana del manto y crece en el suelo.

7) Arbuscular: También llamada micorriza vesicular-arbuscular. Es una asociacién entre
las raices de la mayoria de plantas vasculares y un pequefio grupo de hongos del
phylum Glomeromycota, se caracteriza por la presencia de una hifa intra o
intercelular, arbasculos, micelio extra-radical que conecta a la raiz con el suelo y
esporas formadas en el micelio extra-radical; algunas especies forman vesiculas que
son porciones de hifa que se llenan de cuerpos lipidicos.

Cuando Schiifiler, Schwarzott, y Walker (2001), plantearon una revision del orden Glomales,
con base en las caracteristicas de secuencias de genes del rADN de numerosas especies de
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) reportados hasta ese momento. Al comparar estas
secuencias con las de otros grupos de hongos, se observo, que los HMA forman un grupo
monofilético a nivel de phylum, y conforman un clado hermano con los phyla Ascomycota
y Basidiomycota (Salmerén, Pedraza, Mendoza y Chévez, 2015).

Este nuevo phylum se denominé Glomeromycota, con cuatro érdenes subordinados: el
orden Glomerales, para el cual se hizo la correcciéon de su nomenclatura del anterior
“Glomales” de acuerdo con las reglas del Cédigo Internacional de Botanica, este orden
incluye a la familia Glomeraceae; el orden Diversisporales que incluye a las familias
Acaulosporaceae y Gigasporaceae previamente reconocidas, ademas de la familia
Diversisporaceae; finalmente, se incluyeron los érdenes Archaeosporales y Paraglomerales
con las familias Archaeosporaceae y Paraglomeraceae respectivamente (Salmerén et al.,
2015).

2.8. Hongos micorrizicos arbusculares (HMA): anatomia y funcién

La micorriza arbuscular tiene gran importancia en la agricultura, ya que promueve un mejor
desarrollo y aumenta la produccion en diferentes especies de plantas frutales y leguminosas.
Asimismo, la micorriza arbuscular se forma con diferentes especies de briofitas (musgos),
pteridofitas (helechos), gimnospermas (Pinaceas y Cycadaceas) y gran cantidad de
angiospermas, es decir, plantas con flor (Andrade, 2010). Actualmente, de acuerdo con
Tedersoo et al. (2018) y la pagina web eElurikkus (2019), el phylum Glomeromycota cuenta
con 3 clases, 6 6rdenes y 12 familias (ver Anexo, Tabla A2).

El hongo micorrizico arbuscular o HMA es un simbionte obligado que recibe carbohidratos
en forma de aztcares simples de la planta y a cambio, la interacciéon de la micorriza



arbuscular puede mejorar la resistencia a condiciones de estrés, mejora la estructura del
suelo, sobre todo en la estabilidad de sus micro agregados (Mujica, 2012), ademas
incrementan la absorciéon de fésforo, calcio, zinc, azufre, bromo y cloro disponible para la
planta hospedera, por lo que ha habido mucho interés en su uso para mejorar el desarrollo
de la vegetacion en lugares perturbados (Hernandez et al., 2003). Esta absorcion mejorada de
nutrimentos puede beneficiar de manera particular a los principios activos de algunas
plantas medicinales que suelen ser indicadores de sitios perturbados (Padilla, 2007; Gheno,
2010; Alor et al., 2012) al potenciar su metabolismo junto con la accion de los minerales como
el calcio y el potasio que acttan potenciando la eficacia de los principios activos en el
tratamiento de algunas enfermedades (Berdonces, 1995).

La colonizacién por medio de HMA disminuye la cantidad y tipo de exudados de las raices,
tales como aminodacidos y aztcares; lo cual puede ejercer efectos selectivos sobre algunos
microorganismos especificos, incrementando las poblaciones de bacterias solubilizantes de
fosfato, fijadoras de nitrégeno e hidrolizadoras de urea con lo que la planta se ve
ampliamente beneficiada (Hernandez et al., 2003).

Los HMA se caracterizan por presentar un crecimiento intracelular e intercelular en la
corteza de la raiz, no forman ni manto, ni red de Hartig pero forman micelio extra-radical
que conecta a la raiz con el suelo, ademés de esporas formadas en el micelio extra-radical.
Las estructuras del hongo que se presentan fuera de la raiz son (Bago, Azcén, Goulet y Piché,
1998; Barrer, 2009; Herndndez et al., 2003; Reyes, 2011):

* Hifas, estructuras encargadas de la exploracién del suelo y la captura de nutrimentos
y agua, los cuales son transportados a través de corrientes citoplasmaticas hacia los
arbusculos. Las hifas jovenes son de tipo cenocitico, es decir, que no presentan paredes
intercalares y el contenido citoplasmatico es continuo, mientras que las hifas viejas
poseen paredes intercalares ubicadas irregularmente. Son estructuras que por su
morfologia y funcién pueden ser clasificadas en tres tipos:

% Las hifas jovenes o infectivas son las que inician los puntos de colonizacién en
una o varias raices.

% Las hifas exploradoras o absorbentes que constituyen la parte principal de las
hifas extra-radicales. Las hifas exploradoras de primer orden se ramifican
progresivamente, siendo cada vez mas finas mientras se extienden en forma
radial alrededor de la raiz, se encargan de explorar el suelo para la extraccion
de nutrimentos.

X3

% Las hifas de segundo y tercer orden actualmente denominadas BAS por sus
siglas en inglés “branched absorbing structures” (estructuras absorbentes




ramificadas), también llamadas hifas fértiles, presentan ramificaciones menos
uniformes similares a los arbtusculos, en algunos casos estdn asociadas con
esporas y su funcién es la absorciéon de elementos minerales del suelo, al igual
que los arbtasculos presentan periodos de vida cortos en este caso de
aproximadamente 7 dias.
Las células auxiliares formadas en especies de los géneros Gigaspora y Scutellospora,
son estructuras en forma de vesiculas, integradas en racimos y generalmente
ornamentadas, a las que se les atribuye la funcién de almacenamiento en sustitucion
a las vesiculas que se encuentran ausentes en estos géneros.
Las esporas, se forman cuando la micorriza deja de ser funcional en éste punto el
hongo micorrizico se retrae e inicia la formacién de esporas, éstas son multinucleadas
y con abundantes compuestos de carbono (glicogeno y lipidos), se encuentran
individualmente en el suelo, en el interior de las raices de la planta hospedera,
formando densas masas no estructuradas o bien en esporocarpos en o cerca de la
superficie del suelo. Las esporas permiten la dispersion y supervivencia del hongo en
condiciones adversas y por largos periodos de tiempo. Cuando la espora germina, la
hifa emergente se dirige hacia la raiz mas préxima por atraccién quimica, sin embargo,
si no hay raices a su alrededor, en los géneros Gigaspora, Scutellospora y Acaulospora, se
ha observado que el contenido hifal se retrae del extremo apical hacia la base, en estos
casos las esporas entran en un estado de latencia en el que la espora es viable hasta
por varios afios. La morfologia de las esporas es el criterio principal para la
identificacion y clasificacion morfolégica de las diferentes especies de HMA.

Las hifas pueden presentar diferentes modificaciones dentro de la raiz como los ovillos, y

con mayor particularidad, los arbuasculos y vesiculas que son caracteristicos de los HMA
(Andrade, 2010; Barrer, 2009; Camarena, 2012; Hernandez et al., 2003):

Los ovillos, son enrollamientos de las hifas a los cuales se les ha adjudicado también
el papel de intercambio de nutrimentos y son caracteristicos de la micorriza tipo Paris.
Los arbtusculos son hifas finamente ramificadas dicotémicamente e invaginadas
dentro de las células corticales de las raices de las plantas y participan en el
intercambio de nutrimentos al establecer un contacto entre las membranas
citoplasmaticas de ambos individuos, se originan cerca del cilindro vascular de la
planta y en la colonizacién tipo Paris se forman comtinmente en los ovillos, es el punto
de intercambio de nutrimentos, presentan periodos de vida cortos de 14 dias
aproximadamente, después de los cuales el arbtsculo se degrada.

Las vesiculas, son porciones de hifa engrosadas que se llenan de cuerpos lipidicos y
pueden formarse entre o dentro de las células radicales y funcionan como almacén de



nutrimentos, los géneros Gigaspora y Scutellospora no producen vesiculas en lugar de
ellas forman células auxiliares en el micelio extra-radical.

2.9. Inéculo micorrizico y produccion

Cuando una espora de un hongo micorrizico germina, ramifica en todas las direcciones para
incrementar la oportunidad de encontrar raices (Camarena, 2012). Estudios realizados sobre
la colonizacién micorrizica por Gallaud en 1905, sefialaron la presencia de dos tipos de
colonizacién: Arum y Paris, las cuales se desarrollan en la raiz, dependiendo de la especie
vegetal. La colonizaciéon tipo Arum se presenta en especies de plantas de crecimiento rapido,
como las cultivadas y las pioneras, en estos casos, el hongo coloniza velozmente la corteza
de la raiz por medio de hifas intercelulares que se extienden, se ramifican y dan lugar a
arbtisculos; se pueden ademads presentar ovillos, pero sélo en las capas exodérmicas de la
raiz y no son estructuras comunes. En la colonizacién tipo Paris se presenta un desarrollo
extensivo de ovillos que se extienden directamente de célula a célula, las hifas presentan
crecimiento intracelular al igual que los arbtisculos y el crecimiento intercelular es mas lento
que en el tipo Arum (Hernandez et al., 2003).

Las principales fuentes de in6culo de HMA estan amplia y uniformemente distribuidas en
los diez centimetros superficiales del suelo; corresponden a las esporas, el micelio externo de
la micorriza y a las raices previamente colonizadas de plantas coexistentes o fragmentos de
las preexistentes. Se acepta que los fragmentos de raiz micorrizados son el in6culo més
infectivo, pero las esporas aisladas, por su capacidad de supervivencia y mayor tolerancia a
las situaciones adversas, son las principales responsables de perpetuar los HMA (Posada,
Franco, Cuéllar, Sanchez y Sanchez, 2007).

El método mdas comun para la produccion de indculo es por medio de macetas de
propagacién y uso de plantas conocidas como micofilas o “trampa”, en suelo esterilizado
mezclado con arena de rio. Otros medios hacen uso de perlita, turba, corcho, arcilla
expandida, sistemas hidropoénicos o la técnica de pelicula de nutrimentos, estos métodos
estdn centrados en permitir la movilidad de nutrimentos, aireacion y distribucién de agua
eficientes (Blanco y Salas, 1997). Otros sistemas mds elaborados son los cultivos axénicos o
puros, los cuales son sistemas libres de contaminantes en los cuales se pueden aislar especies
de hongos concretas y requieren de raices transformadas, sin embargo, no todas las especies
de hongos se logran cultivar empleando este método y la tasa de éxito actual no es muy
elevada (Kuhar, Castiglia y Papinutti, 2013).




2.10. Planteamiento del problema

En los bosques y selvas de México, la extraccion de recursos no estd limitada a la tala
desmedida sino también, a la extraccion de los recursos no maderables como es el caso de las
plantas medicinales, las cuales suelen ser recolectadas por la gente de la localidad que le
reconoce alguna propiedad curativa. Al ser extraidas, suelen perderse los organismos del
suelo incluidas las comunidades de HMA que habitan en la rizésfera de dichas plantas,
empobreciendo la riqueza biolégica del suelo que, segtin algunos autores, tiende a deteriorar
a los ecosistemas naturales, mas atn cuando son transformados a agro-ecosistemas
(Sieverding, 1991), los monocultivos, por ejemplo, después de afios de manejo agricola
pueden reducir drédsticamente la abundancia de las especies fingicas (Oehl et al., 2003).

Los HMA son parte importante en el equilibrio y desarrollo de los ecosistemas terrestres, sin
embargo, aun existe demasiada incertidumbre sobre las relaciones que estos presentan
respecto a su entorno y como éste afecta su crecimiento (Rivillas, 1996; Camarena, 2012). “En
Meéxico, la mayor parte de los estudios se han enfocado en determinar la respuesta de la
planta a la micorriza, sin considerar la procedencia o identidad del endéfito” (Varela y Trejo,
2001), por lo que es importante conocer los endéfitos locales asociados a las plantas de
interés. La poblaciéon del Municipio de Taxco de Alarcon, por ejemplo, utiliza plantas
medicinales que son colectadas directamente en el bosque, o compradas en el mercado o en
otros lugares como la Granja Ecolégica “Dos Puertas” donde se realiza educacion ambiental.

Por lo cual se plantean las siguientes preguntas de investigacion:

o Entre el bosque “Agua Escondida” y la granja ecolégica “Dos Puertas” ;cual posee
mayor abundancia y riqueza de HMA?

o Qué diferencias en las propiedades fisicas y quimicas se presentan en el suelo de
ambas zonas de estudio?

o Las propiedades del suelo de cada zona de estudio ;Cémo pueden afectar a la
esporulacion de los HMA?

o ¢Qué caracteristicas favoreceran la propagacién de las esporas de HMA?

2.11. Justificacion

Debido al saqueo excesivo de los recursos en el bosque y la perdida originada por el cambio
de uso de suelo, con tendencia hacia el uso de los monocultivos, los suelos se ven
ampliamente afectados, una de las afectaciones es la pérdida de las comunidades de HMA
en sus suelos nativos, lo que también afecta a sus fitobiontes. Por ello, el cuidado y
mantenimiento de las especies de HMA depende en gran medida de la produccién de



inoculantes micorrizicos partiendo de los hongos nativos. Un primer acercamiento a la
produccién de inoculantes es la propagacion de los hongos de interés en condiciones
controladas y con el empleo de plantas trampa de rapido crecimiento, con ello se puede
evitar el saqueo del suelo para ser empleado como inoculante de plantas comercializadas en
maceta. A fin de promover el uso de plantas medicinales propagadas més que colectadas, y
con el conocimiento de los beneficios que las plantas obtienen al establecer la simbiosis
micorrizica, es necesario también promover la produccién de indculos micorrizicos para los
fines deseados. En este caso, se evaluara la propagacion de los HMA presentes en suelos de
bosque donde crecen plantas medicinales de forma silvestre (C. Chavez, comunicacién
personal, agosto 2016) y suelos de plantas medicinales que se cultivan en la granja ecolégica
“Dos puertas”.
3. Hipotesis

Si la propagacién de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) es un proceso dificil de
realizar, dado que como se ha observado en los trabajos que se han dedicado a su desarrollo,
los cuales generalmente plantean la propagacién de cultivos monoespecificos y cuyo objetivo
ha sido el estudio detallado de sus especies de hongos; considerando que las poblaciones
monoespecificas no se obtienen de manera natural, en éste trabajo se espera un mayor éxito
al emplear muestras con mayor diversidad de HMA; ademas, muchos estudios han trabajado
con muestras muy reducidas en el nimero de esporas de HMA, por ello, adicionalmente se
ha planteado que la abundancia de la muestra inicial de HMA con que se trabaja también
puede ser un factor que influye en el éxito de la propagacion.

4. Objetivos

41. Objetivo general

Analizar la abundancia, riqueza y propagacién de dos diferentes muestras de hongos
micorrizicos arbusculares provenientes de suelo asociado a algunas plantas medicinales del
bosque templado “Agua Escondida” y de la granja ecolégica “Dos Puertas”.

4.2. Objetivos particulares

En el suelo asociado a las plantas medicinales del bosque templado “Agua Escondida” y de
la granja ecolégica “Dos Puertas”:

e Evaluar la abundancia de esporas de los hongos micorrizicos arbusculares.

e Evaluar la riqueza de esporas de los hongos micorrizicos arbusculares.

e Evaluar la capacidad de propagaciéon de las esporas de los hongos micorrizicos
arbusculares.

e Evaluar las propiedades fisicas y quimicas del suelo.




5. Método

5.1. Zonas de estudio

El Bosque templado “Agua Escondida” se encuentra dentro del municipio de Juan R.
Escudero en el estado de Guerrero (18°35'12.44” N; 99°39'17” O) (CONAFOR, 2015). La zona
de recolecta se encuentra a una altitud de 2410 msnm, con una temperatura promedio anual
de 12° C en la zona montafiosa y mayor a 20° C en zonas planas, los suelos dominantes son
Andosoles y Vertisoles.

La granja ecoldgica “Dos Puertas” se encuentra en el kilémetro 101+200 de la carretera Taxco-
Iguala enlalocalidad de Taxco el Viejo (18°28"44” N; 99°35"10.4” O), en el municipio de Taxco
de Alarcon, se encuentra a una altitud de 1246 msnm, que presenta un clima subhtimedo
calido, con una temperatura promedio anual de 22 °C. La vegetacién predominante de los
alrededores es de selva baja caducifolia, con tipo de suelo Chernozem (Guerrero, 2017). Las
zonas de estudio se ubican a una distancia de 14.04 km de distancia en linea recta tomando
en cuenta el relieve (Fuente: Google Earth).
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Figura 3. Mapa de las zonas de estudio y la distancia entre ellas considerando el relieve.




5.2. Trabajo de campo (toma de muestras)

En los meses de agosto y noviembre del 2016 y febrero de 2017, se tom6 para cada mes una
muestra compuesta de suelo de dos kilogramos totales provenientes de 25 puntos del bosque
abarcando un drea aproximada de 400 m?, determinados por la presencia de las plantas
identificadas con propiedades medicinales, con el fin de abarcar la mayor riqueza de HMA
del suelo como lo indica Cuenca y Lovera (como se cit6 en Bertolini et al. 2017). Entre las
plantas medicinales muestreadas se destacan: Adiantum capillus-veneris, Gnaphalium viscosum,
Loeselia mexicana, Plantago major, Salvia lavanduloides, Salvia microphylla, Senecio salignus y
Senecio stoechadiformis (C. Chavez, comunicacién personal, agosto 2016). Las muestras fueron
tomadas del suelo rizosférico de las plantas medicinales presentes, a una profundidad de 0
a 15 centimetros tras retirar el mantillo.

De manera similar en la granja ecolégica “Dos Puertas”, se colectaron las muestras de suelo
en las mismas fechas que en el bosque (agosto y noviembre del 2016 y febrero de 2017),
tomando las muestras de las macetas donde se cultivan las plantas medicinales, formando
una muestra compuesta de dos kilogramos totales a partir de 25 puntos cultivados abarcando
un 4area aproximada de 300 m?, procurando tomar las distintas especies de plantas
medicinales presentes en la granja: Cymbopogon citratus, Equisetum hyemale, Lavandula dentata,
Mentha piperita, Mentha spicata, Plectranthus amboinicus, Plectranthus oloroso, Rosmarinus
officinalis, Ruta chalepensis, Sedum album (Martinez, 2018). Esta toma de muestras se realiz6 a
una profundidad de 0 a 15 centimetros tras retirar el mantillo y con el fin de abarcar la mayor
riqueza de HMA del suelo. Las muestras fueron destinadas para la determinacién de las
propiedades del suelo, la abundancia de esporas, la identificacion taxonémica y como fuente
de in6culo para la propagacion, éstas fueron embolsadas, etiquetadas y transportadas en un
recipiente térmico con hielo para su conservacion.

5.3. Trabajo de invernadero

Una vez transportadas las muestras al invernadero de la FES Zaragoza, ubicado en la Ciudad
de México, fueron puestas al sol para ser secadas. Para la propagacion de los HMA, se
emplearon macetas de dos kilogramos limpiadas con una solucién de jabén, hipoclorito de
sodio al 4.5 % (P/V) y agua, se preparé un sustrato que fue esterilizado en autoclave con
calor htimedo en un ciclo de dos dias, una hora a 1.2 atm y 120 °C cada dia (Serra, 2013), este
sustrato se colect6 del suelo nativo de las respectivas zonas de estudio, mezclado con arena
silica en una relacién 1:1. Las macetas se llenaron con sustrato estéril y fueron sembradas con
semillas de maiz (Zea mays) lavadas con hipoclorito de sodio comercial (4.5 % P/V) y
enjuagadas con agua destilada, esta especie se emple6 como “planta trampa” (Blanco y Salas,
2000; Monroy y Garcia, 2009).




Para las muestras de cada zona de estudio se prepararon 28 macetas de las cuales 10 fueron
establecidas como testigos (sin in6culo) y 18 macetas fueron inoculadas con muestras de 200
g del suelo seco con presencia de esporas de HMA, preparadas con las muestras compuestas
del suelo de los diferentes meses de muestreo. Las macetas fueron humedecidas con agua
destilada y se cubrieron con poli-papel a fin de promover la germinacién del maiz y
minimizar el riesgo de contaminacién entre las macetas. Una vez que emergieron las plantas
de maiz, se mantuvieron por un periodo de 14 semanas, con dos riegos por semana,
procurando riegos mds frecuentes, segiin lo requiriese el sustrato empleado, ademas,
durante éste periodo, se aplicaron en dos ocasiones, dos litros de solucién nutritiva “Long
Ashton” (véase tabla A3) la primera a la 72 y la segunda a la 112 semana. Al término de la
semana 14, se dejo secar el cultivo durante una semana, tras lo cual se cort6 la parte aérea de
las plantas trampa, después se dejo secar por otra semana para promover la esporulacién de
los HMA tal y como sugieren Habte y Osorio (2001) posteriormente se embolsé y etiqueto
individualmente cada muestra para su andlisis.

5.4. Trabajo de laboratorio

El trabajo de laboratorio consistié en evaluar la abundancia y riqueza de esporas de HMA y
el andlisis de algunas de las propiedades fisico-quimicas del suelo nativo de las zonas de
estudio. Se realiz6 la extraccion de las esporas de HMA por medio de la técnica de tamizado
htimedo y decantacion de Gerdemann y Nicholson (1963), modificado por Walker y Vestberg
(1994), para ello se pesaron 50 gramos de suelo dos por cada mes de colecta para las muestras
iniciales y para las muestras finales se tomaron 50 gramos de suelo por cada maceta de
propagacion, cada muestra se recolecté en un vaso para posteriormente llevar a cabo una
agitacion mecanica con agua, ésta se decant6 en tubos de centrifuga para ser centrifugada a
2000 rpm durante 5 minutos, tras lo cual se retir6 el sobrenadante, se agité en un gradiente
de sacarosa al 60 % y se centrifugé a 1000 rpm por tres minutos, finalmente las esporas se
recolectaron en un tamiz de 44 micras, al final las esporas obtenidas en el tamizado se lavaron
para disolver los restos de sacarosa y con ello evitar su germinacion.

¢ Abundancia de esporas de HMA

Para llevar a cabo el conteo de esporas de HMA y determinar la abundancia de cada muestra,
se marc6 una cuadricula de 5 milimetros con ayuda de un ctter en la parte inferior de una
caja Petri, las esporas recolectadas en el tamiz de 44 micras se vertieron con agua en dicha
caja Petri previamente marcada. Esta preparacion fue revisada con el uso de un
estereoscopio, para llevar a cabo el conteo y aislamiento de las esporas, con ayuda de agujas
de diseccién y pipetas Pasteur, los datos obtenidos se extrapolaron a 100 gramos de suelo,
reportdndose como ntmero de esporas en 100 g de suelo seco.



e Elaboracion de preparaciones fijas de esporas

Se realizaron 12 preparaciones del suelo original colectado (previo a la propagacién) y 40
preparaciones totales al suelo obtenido posterior a la propagacion realizada en las macetas
del invernadero de la FES Zaragoza. Se aislaron todas las esporas posibles para cada una de
las muestras, aislando entre 40-200 esporas por muestra. De cada muestra las esporas
aisladas se dividieron al azar en dos grupos, el primer grupo fue colocado a mitad de un
portaobjetos con una gota de solucién de alcohol polivinilico, acido lactico y glicerol (PVLG)
con el objetivo de ser fijadas, para poder observar sus caracteristicas morfoldgicas. El
segundo grupo fue colocado en el otro extremo del mismo portaobjetos con una gota de
solucion de PVLG + Melzer en proporcién 1:1; el reactivo de Melzer se emple6 para poder
observar la tinciéon que se presenta en algunas especies de HMA, esta tinciéon puede ser
observada en algunas de sus paredes con ayuda de un microscopio 6ptico, ademas de otras
caracteristicas de las esporas aisladas, permitiendo de esta manera un acercamiento en su
determinacién taxondmica.

La identificacién morfolégica de las esporas se realiz6 con base en la clasificaciéon reportada
por Arthur Schiifler y Christopher Walker, llevando a cabo un registro escrito de las
caracteristicas observadas en las esporas vistas a través de los objetivos 40x y 100x del
microscopio compuesto y con la ayuda de la toma de fotografias y los reportes encontrados
durante la segunda mitad del afio 2018, en las plataformas web del International Collection
of Vesicular and Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM)
(http:/ /fungi.invam.wvu.edu/the-fungi/), la pagina web del Profesor Janusz Blaszkowski
(http:/ /www.zor.zut.edu.pl/Glomeromycota/) y la recopilacion de los trabajos en
identificacion de HMA por parte de los profesores Arthur Schiifler y Christopher Walker
(http:/ /www.amf-phylogeny.com/index.html). Se observaron los caracteres morfolégicos
sobresalientes como lo son: el color, tamafio y ornamentaciones notorias de las esporas,
ademds del ntmero de capas y grosores de las mismas, a su vez se identificé la
presencia/ausencia de hifa o cicatriz, forma y disposicién de las mismas.

e Analisis fisico-quimico del suelo

Se realiz6 el analisis, con muestras por triplicado de algunas de las propiedades fisico-
quimicas del suelo de cada una de las zonas estudiadas, estos datos ayudaron a identificar
las diferencias en las caracteristicas de las zonas de estudio de origen de los HMA. Entre las
propiedades fisicas se analizé la densidad aparente, densidad real y textura del suelo;
mientras que las propiedades quimicas analizadas fueron pH, conductividad eléctrica,



materia organica y fésforo extractable, se incluye una breve descripcién de los métodos
empleados a continuacién y una descripcion mas detallada en el anexo (Tabla A4).

v" Densidad aparente

Para el andlisis de la densidad aparente, se emple6 el método volumétrico desarrollado por
Beaver en 1963, la densidad aparente se obtuvo evaluando el peso de un volumen conocido
de suelo tamizado y ligeramente compacto. Se consider¢ el volumen de las particulas sélidas,
entre ellos los minerales y la materia organica ademas del espacio poroso (Mufioz et al., 2015).

v Densidad real

Para el analisis de la densidad real, se emple6 el método del picnémetro, en éste la densidad
real se determiné estableciendo una relacion de masa y volumen; para esto, se pesaron 5 g
de suelo y se obtuvo el volumen del componente sélido (minerales y materia orgénica), sin
considerar el volumen del espacio poroso, evaluando el volumen de agua desplazada,
mismo que es equivalente al de los s6lidos del suelo (Munoz et al., 2015).

v Textura del suelo

Para el andlisis de textura, se emple6 el método AS-09 de la NOM-021 RECNAT (2002)
modificado por Mufioz et al. (2015) y desarrollado por Bouyoucos en 1962; al determinar la
textura de la fraccién fina del suelo, éste procedimiento se realiz6 con base en el calculo de
la velocidad de sedimentacion de las particulas, empleando el principio de la ley de Stocks:
“la densidad de una solucién acuosa en reposo es directamente proporcional a la cantidad
de particulas en suspension que se van asentando de acuerdo a su didmetro y al tiempo
transcurrido”.

v' Evaluacién de pH

Para la evaluacion del pH, se utilizé el método empleado por el Colegio de Postgraduados,
descrito en el Manual de Procedimientos Analiticos para Analisis de Suelos y Plantas del
Laboratorio de Fertilidad de Suelos (IRENAT, 1996).

v Conductividad eléctrica

Para el analisis de la conductividad eléctrica, se utilizé el método empleado por el Colegio
de Postgraduados, descrito en el Manual de Procedimientos Analiticos para Analisis de
Suelos y Plantas del Laboratorio de Fertilidad de Suelos (IRENAT, 1996).

=



v Contenido de materia organica

Para el anélisis del contenido de materia organica, se emple6 el método AS-07 de Walkley y
Black descrito en la NOM-021 RECNAT (2002). Cabe mencionar que debido a que el sulfato
ferroso que se emplea se oxida con facilidad, cambiando su normalidad, éste se preparé poco
antes de realizar el analisis (IRENAT, 1996).

v" Fosforo extractable

Para el andlisis de fosforo, se prepararon muestras de cada uno de los suelos de las zonas
estudiadas, en el suelo de bosque se emple6 el método de Bray y Kurtz 1 modificado para
suelos con pH neutros y acidos. Mientras que para el analisis de f6sforo en el suelo de la
granja se emple6 el método de Olsen para suelos con pH neutros y alcalinos (Fernandez y
Mendoza, 2008).

5.5. Analisis estadistico de la abundancia y su éxito durante la propagacién

Con el objetivo de sintetizar y estimar un valor representativo para la abundancia de esporas
de cada zona de estudio, se realiz6é una aproximacion normal de los datos de abundancia de

las esporas de HMA empleando la férmula Z = x;—_lf

como lo indic6 el Ingeniero Enrique
Pérez y Aguilar (comunicacién personal, 20 de mayo 2019), donde x; es cada uno de los datos
de abundancia, ¥ es el promedio de la abundancia muestral y ¢ es la desviacion estandar
poblacional calculada a partir del rango y su d, obtenido de tablas para rangos estadisticos.
Para llevar a cabo dicho célculo, se despejo x; otorgandole a Z el valor obtenido de tablas
equivalente al 80 % del porcentaje en curva, es decir, el valor calculado para la abundancia
equivalente al 80 % de los datos de la abundancia de esporas obtenidos previo a la
propagacién en cada zona de estudio (véase tablas A5 y A6), para de éste modo, poder
determinar el porcentaje de éxito entre los datos obtenidos en las macetas posterior a la
propagacion, definiéndose, como las muestras post-propagacion que presentaron un valor
superior al 80 % de la abundancia de la muestra inicial previamente calculada (véase figuras
Aly A2).



6. Resultados

6.1. Abundancia de esporas de HMA con relacién a los meses de muestreo

Se muestra el nimero de esporas de hongos micorrizicos arbusculares (HMA), obtenidos por
cada mes y zona de estudio (pre-propagacién) tanto en el bosque templado “Agua
Escondida” como en la granja ecolégica “Dos Puertas”, correspondientes a los meses de
agosto y noviembre de 2016 y febrero de 2017, ademas, se muestra la relacién que existe
respecto a la precipitacién mensual (figura 4), obtenidos de los resimenes de temperatura y

precipitacion mensual acumulada registradas en Taxco de Alarcén, Guerrero (SMN-
CONAGUA, 2017).
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Figura 4. Abundancia de esporas de HMA con relacién a la precipitacién mensual acumulada.
6.2. Abundancia de esporas de HMA

En las figuras 5 y 6 se observa la abundancia de esporas previas a la propagacion y post-
propagacion de las zonas de estudio, se debe recordar que esta abundancia fue determinada
estadisticamente realizando un ajuste a una distribucién normal y tras realizar los calculos,
se compard el 80 % de la abundancia en cada muestra, en vez del 50 % como es costumbre
en este tipo de andlisis, lo cual implica que en vez de comparar el 50 % de la suma de las
muestras (promedio), se estd comparando el 80 % de la suma de las muestras, siendo esto



mas representativo para cada una de las muestras totales de esporas en cada zona de estudio
tal y como se puede apreciar en el anexo tablas A5 y A6, asi como en las figuras A1y A2.

Se muestra que la abundancia de esporas previo a la propagacion del bosque, alcanzan las
2163 esporas en 100 g de suelo seco, en comparacion con las muestras de bosque post-
propagacion con 2998 esporas en 100 g de suelo seco (figura 5), con un incremento de la
muestra inicial del 38.6 % y un éxito del 22.2 % en su propagacién. Asimismo, se muestra la
abundancia de esporas de la granja, en ésta se observé un incremento del 75.85 % de la
muestra inicial, con un éxito de solamente el 16.67 % en su propagacion; esto refiere que la
muestra inicial de la granja alcanz6 las 1093 esporas en 100 g de suelo seco y concluy6 con
1922 esporas en 100 g de suelo seco posterior a su propagacion (figura 6).
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Figura 5. Abundancia de esporas de HMA en suelos provenientes del bosque pre-propagacién y post-
propagacion.
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Figura 6. Abundancia de esporas de HMA en suelos provenientes de la granja pre-propagacion y post-
propagacion.




6.3. Riqueza de morfo-tipos de HMA

A continuacién, se muestra la riqueza de los morfo-tipos observados en las diferentes
muestras del bosque y la granja. Se observan la cantidad de morfo-tipos de HMA
identificados con base en las esporas colectadas del suelo, para el bosque se observaron 17
morfo-tipos pre-propagacion y 36 morfo-tipos post-propagacién, ademads, se observé que el
numero total de morfo-tipos diferentes encontrados en los suelos del bosque fue de 42 morfo-
tipos. Del mismo modo para la granja, se observan el nimero de morfo-tipos de HMA
identificados, mostrando una permanencia en el nimero de 24 morfo-tipos obtenidos pre-
propagacion y post-propagacion, ademas, se observa que, aunque éste nimero de morfo-
tipos es similar, el nimero de morfo-tipos diferentes observados en los suelos de la granja
fue de 36 morfo-tipos en total (figura 7).

Ademas, se observa la distribuciéon de morfo-tipos de las familias de HMA encontradas, se
puede observar que las familias Glomeraceae y Acaulosporaceae poseen en conjunto mas del
60 % de la riqueza total de morfo-tipos observados, mientras que las familias Ambisoraceae,
Claroideoglomeraceae y Diversisporaceae comparten el mismo ntimero de morfo-tipos
equivalentes en conjunto a 18 % de la riqueza total observada (figura 8).
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Figura 7. Riqueza de morfo-tipos de HMA distinguidos en las diferentes muestras de suelo, ademas, se muestra
el nimero de morfo-tipos totales encontrados en los suelos del bosque y la granja.
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Figura 8. Distribucién de las familias de HMA con mayor abundancia de morfo-tipos.
6.4. Capacidad de propagacion de HMA

A continuacién, se observan los listados de los morfo-tipos de esporas de HMA obtenidos
de las siguientes, para fines practicos, 4 “condiciones analizadas”: suelo nativo del bosque
(pre-propagacioén) y la granja pre-propagacion, ademds, de los suelos del bosque post-
propagacion y de la granja post-propagacion; se indica con una “X” la presencia de los
morfo-tipos para cada condicion analizada.

Se muestra el listado de los morfo-tipos de HMA de la familia Acaulosporaceae, del género
Acaulospora (Ac.) observados en los respectivos suelos analizados (tabla 1). En total se
obtuvieron 14 morfo-tipos del género Acaulospora, de los cuales sélo 11 fueron identificados.

En el bosque se encontraron sélo 13 morfo-tipos de este género: Ac. alpina (fig. 9-AC y 9-AM),
Ac. bireticulata (fig. 9-BC y 9-BM), Ac. aff. capsicula (fig. 9-CC), Ac. aff. colombiana (fig. 9-DS y 9-
DM), Ac. denticulata (fig. 9-EM), Ac. minuta (fig. 9- FM), Ac. morrowiae (fig. 9-GC y 9-GM), Ac.
paulinae (fig. 9-HC y 9-HM), Ac. aff. scrobiculata (fig. 9-16), Ac. soloidea (fig. 9-J1¢ y 9-]2G), Ac.
spinosissima (fig. 9-KG y 9-KM), Acaulospora sp. 1 (fig. 9-LM) y Acaulospora sp. 2 (fig. 9-MG y 9-
MM); 9 morfo-tipos se observaron post-propagacion: Ac. alpina, Ac. bireticulata, Ac. aff.
colombiana, Ac. minuta, Ac. morrowiae, Ac. paulinae, Ac. soloidea, Ac. spinosissima y Acaulospora
sp. 1, de éstos s6lo 6 se encontraron previo y posterior a la propagacion: Ac. alpina, Ac.
bireticulata, Ac. morrowiae, Ac. paulinae, Ac. soloidea y Ac. spinosissima, ademas aquellos que se
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observaron exclusivamente pre-propagacion fueron 4: Ac. aff. capsicula, Ac. denticulata, Ac. aff.
scrobiculata y Acaulospora sp. 2.

En la granja se encontraron 10 morfo-tipos del género Acaulospora: Ac. alpina (fig. 9-AC y 9-
AM), Ac. aff. capsicula (fig. 9-CC), Ac. aff. colombiana (fig. 9-DC y 9-DM), Ac. denticulata (fig. 9-
EM), Ac. morrowiae (fig. 9-GS y 9-GM), Ac. aff. scrobiculata (fig. 9-IC), Ac. spinosissima (fig. 9-KS
y 9-KM), Acaulospora sp. 1 (fig. 9-LM), Acaulospora sp. 2 (fig. 9-MC y 9-MM) y Acaulospora sp. 3
(fig. 9-NC); mismos que se observaron previo a la propagacién de las muestras de la granja;
de éstos sdlo cinco morfo-tipos se observaron en la granja post-propagacion: Ac. alpina, Ac.
aff. colombiana, Ac. morrowiae, Ac. spinosissima 'y Acaulospora sp. 2.

De los morfo-tipos del género Acaulospora se destaca principalmente que los morfo-tipos de
Ac. alpina (fig. 9-AC y 9-AM), Ac. morrowiae (fig. 9-GS y 9-GM) y Ac. spinosissima (fig. 9-KC y 9-
KM) se observaron en las 4 condiciones analizadas; Ac. bireticulata (fig. 9-B¢ y 9-BM), Ac.
minuta (fig. 9-FM), Ac. paulinae (fig. 9-HC y 9-HM) y Ac. soloidea (fig. 9-J1S y 9-]2C) se observaron
exclusivamente en los suelos de bosque y el morfo-tipo Acaulospora sp. 3 (fig. 9-N©) se
observo exclusivamente en los suelos de la granja.



Tabla 1. Presencia de morfo-tipos de la familia Acaulosporaceae, género Acaulospora, en las diferentes muestras de suelo.

Acaulospora alpina (Oehl,

Acaulosporaceae Sykorova & Sieverding)

Acaulospora bireticulata
(Rothwell & Trappe)

Acaulospora aff. capsicula
Acaulospora aff. colombiana

Acaulospora denticulata
(Sieverding & Toro)

Acaulospora minuta (Oehl,
Tchabi, Hountondji, Palenzuela,
Sanchez & Silva)
Acaulospora morrowiae (Spain &
Schenck)

Acaulospora paulinae
(Btaszkowski)
Acaulospora aff. scrobiculata

Acaulospora soloidea (Vaingankar
& Rodrigues)
Acaulospora spinosissima (Oehl,
Palenzuela, Sanchez, Tchabi,
Hountondji & Silva)
Acaulospora sp. 1

Acaulospora sp. 2 _ X

Acaulospora sp. 3

Total 14
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Figura 9. Esporas de HMA de la familia Acaulosporaceae, tomadas con el microscopio 6ptico a través de los objetivos 40x y 100x. Se indican con un
superindice “G” las imdgenes tomadas en PVLG y con un superindice “M” las imégenes obtenidas en reactivo de Melzer. En las figuras AC se muestra
una imagen de Ac. alpina en PVLG donde se puede apreciar su ornamentaciéon y AM muestra una espora de Ac. alpina en donde se observa la reaccién al
Melzer con la tincién rojiza de la capa mas interna. En la figura BG se muestran las esporas de Ac. bireticulata se observa su caracteristica ornamentacién



de reticulo poligonal y el saculo esporifero a la derecha, en la figura BM se observa el mismo morfo-tipo en reactivo de Melzer mostrando una tincién
rosacea de su pared germinal interna. En la figura CG se observa una imagen de Ac. aff. capsicula tomada con un objetivo de 40x, se aprecia la ligera
elevacion del collar de su cicatriz al centro de la imagen. En la figura DG y DM se muestran las esporas de Ac. aff. colombiana, nétese la tincién rosa de la
capa germinal mas interna en el reactivo de Melzer. En la figura EM se muestra la imagen de Ac. denticulata y su caracteristica ornamentacién. En la
figura FM se observa una espora de Ac. minuta, distinguida por su caracteristica ornamentacién con depresiones en forma de hoyos, contiguos y
distribuidos uniformemente. En la figura GC se aprecia una espora de Ac. morrowiae mostrando su cicatriz en la parte superior aiin con algunos restos
del saculo esporifero a la izquierda y a su derecha se observan sus dos paredes germinales, principalmente su segunda capa germinal, la cual se distingue
por ser mas gruesa. En la figura GM se observa facilmente la tinciéon de esta segunda capa germinal de una espora de Ac. morrowiae. En la figura HE se
observa una espora de Ac. paulinae, distinguida por su ornamentacién similar a la de Ac. alpina, pero distinguible porque Ac. paulinae posee todas sus
capas de color generalmente hialino, ademas como se muestra en la figura HM presenta reaccién al Melzer presentando una tinciéon descrita como color
rojo palido. En la figura IG se muestra una espora de Ac. aff. scrobiculata distinguida principalmente por su color palido amarillento y debido a que la
primera capa que es evanescente estd fuertemente adherida a la segunda capa (ornamentada), contrario a lo que sucede con Ac. alpina, en la cual
generalmente la primera capa se encuentra muy deteriorada, ademas de que esta tltima es generalmente de menor tamafio que Ac. aff. scrobiculata. En
la figura J1G se muestra una espora de Acaulospora soloidea muestra similitudes a esta especie debido a la presencia de manto hifal cercano a la pared de
la espora y a su tamario; en la figura J26 se distinguen varias de las capas que posee su pared. En la figura K& se muestra la imagen de Ac. spinosissima
distinguida principalmente por su ornamentaciéon con pequefias proyecciones en forma de espinas abundantes y delgadas, ademas, como se observa en
la figura KM presenta reaccién al Melzer en su tltima capa germinal descrita en colores rosa a purpura. En la figura LM se aprecia lo que parece ser una
espora del género Acaulospora debido a su elevado namero de capas, ademas de la ausencia de hifa. En la figura M y MM se muestran las imagenes de
esporas pertenecientes al género Acaulospora, identificadas gracias a la reaccion al Melzer presente en MM y a la cicatriz que se muestra en MG. En la
figura NG se muestra lo que aparenta ser una espora del género Acaulospora, identificada asi debido a la ausencia de hifa.

En la tabla 2 se observa el listado de los morfo-tipos de HMA de la familia Ambisporaceae, del género Ambispora encontradas
en los respectivos suelos analizados, indicando con una “X” la presencia de los morfo-tipos para cada condicién analizada. En
total se obtuvieron 3 morfo-tipos del género Ambispora (Am.). Los 3 morfo-tipos que se encontraron en el bosque fueron:
Ambispora sp. 1 (fig. 10-AM), Ambispora sp. 2 (Fig. 10-BS) y Ambispora sp. 3 (fig. 10-CC); solo 2 se observaron en el bosque post-
propagacion: Ambispora sp. 1 y Ambispora sp. 2; de estos solo Ambispora sp. 1 se observé tanto previo como posterior a la
propagacion; y aquella que se observo exclusivamente en el suelo de bosque pre-propagacion fue Ambispora sp. 3.

En los suelos de la granja se observaron solo 2 morfo-tipos: Ambispora sp. 1 (fig. 10-AM) y Ambispora sp. 2 (Fig. 10-BG); ambas se
observaron tanto previo como posterior a la propagacion.




De entre los morfo-tipos de Ambispora, se destaca principalmente que Ambispora sp. 1 (fig. 10-AM), se encontrd en las 4
condiciones analizadas y que Ambispora sp. 3 (fig. 10-CC) se observo exclusivamente en los suelos de bosque pre-propagacion.

Tabla 2. Presencia de morfo-tipos de la familia Ambisporaceae, género Ambispora, en las diferentes muestras de suelo.

Ambispora sp. 1
Ambisporaceae Ambispora sp. 2
Ambispora sp. 3

Total 3

4 _
-

AM. Ambispora sp. 1 (100x) BG. Ambispora sp. 2 (40x) CG. Ambispora sp. 3 (40x)
Figura 10. Esporas de HMA de la familia Ambisporaceae, tomadas con el microscopio optico a través de los objetivos 40x y 100x. Se indican con un
superindice “G” las imdgenes tomadas en PVLG y con un superindice “M” las imagenes obtenidas en reactivo de Melzer. Las imagenes presentadas (A-
C) se ubican dentro del género Ambispora debido a que comparten como caracteristica la presencia de particulas finas de suelo adheridas a su pared




externa, ademas de que su primera capa germinal tiende a ser fragil quebrandose de modo poligonal al aplicar suficiente presién observada con mayor
detalle debido a su coloracién a la menor cantidad de particulas en la figura CG.

En la tabla 3 se presenta el listado de las esporas de HMA del género Claroideoglomus (Cl.), se observan 3 morfo-tipos
encontrados en los respectivos suelos analizados, indicando con una “X” la presencia de los morfo-tipos para cada condicion
analizada. En total se obtuvieron 3 morfo-tipos del género Claroideoglomus (Cl.). Los 3 morfo-tipos que se observaron en los
suelos del bosque post-propagacion fueron: Claroideoglomus drummondii (fig. 11-AM), CI. aff. etunicatum (tig. 11-BC) y Cl. walkeri
(fig. 11-CC y 11-CM); sin embargo, ninguno de ellos se observo en el bosque previo a la propagacién. En las muestras de suelo
de la granja post-propagaciéon solo se observaron 2 morfo-tipos CI. aff. etunicatum (fig. 11-BS) y Cl. walkeri (fig. 11-CS y 11-CM);
sin embargo, al igual que en el caso de las muestras del bosque, tampoco se observaron pre-propagacion.

Se destaca principalmente que ninguno de los morfo-tipos del género Claroideoglomus se observo en los suelos pre-propagacion.

Tabla 3. Presencia de morfo-tipos de la familia Claroideoglomeraceae, género Claroideoglomus, en las diferentes muestras de suelo.

Fammiin N Bosque pre-  Bosque post-  Granja pre-  Granja post-
propagacion  propagaciéon  propagacién  propagacién
Claroideoglomus drummondii X
(Walker & Schuessler)
Claroideoglomeraceae Claroideoglomus aff. etunicatum X X
Claroideoglomus walkeri (Walker X X
& Schuessler)
Total 3 0 3 0 2
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Figura 11. Esporas de HMA de la familia Claroideoglomeraceae, tomadas con el microscopio éptico empleando el objetivo de 100x. Se indican con un
superindice “G” las imagenes tomadas en PVLG y con un superindice “M” las imdgenes obtenidas en reactivo de Melzer. En la figura AM se muestra
una imagen de una espora de Claroideoglomus drummondii se distingue porque su tercera capa presenta reacciéon al Melzer de color rojiza, ademads, ésta
se separa facilmente de su segunda capa (capa laminada), y por su hifa recurvada, a veces constrefiida en la base, tal y como se muestra en la imagen.
En la figura BG se muestra una espora de Claroideoglomus aff. etunicatum se distingue por su hifa hialina septada por algunas subcapas de la capa
laminada. En la figura C¢ y CM se observa la imagen de Claroideoglomus walkeri caracterizada por la reaccién al Melzer presente en la primera capa de la
pared de la espora, con una coloracién rosacea.

En la tabla 4 se observa el listado de las morfo-tipos de esporas de HMA de la familia Diversisporaceae, del género Diversispora
encontradas en los respectivos suelos analizados, indicando con una “X” la presencia de los morfo-tipos para cada condicién
analizada. En total se obtuvieron 3 morfo-tipos del género Diversispora (Di.).

Los 3 morfo-tipos se encontraron en los suelos del bosque: Diversispora aff. aurantia (fig. 12-AM), Di. aff. spurca (fig. 12-BS) y Di.
aff. trimurales (fig 12-CIM y 12-C2M); mismas que se observaron en los suelos del bosque post-propagacion; de estas 3 la tinica
que también se observé previo a la propagacién fue Di. aff. spurca.



En las muestras de suelo de la granja solo se observaron 2 morfo-tipos: Di. aff. aurantia (fig. 12-AM) y Di. aff. spurca (fig. 12-BC);
ambas se observaron previo a la propagacion, sin embargo, inicamente Di. aff. spurca se observé posterior a la propagacién en
las muestras de la granja.

Para los morfo-tipos hallados de Diversispora, se destaca principalmente que Di. aff. spurca (fig. 12-BS) se observé en las cuatro
condiciones analizadas, mientras que Di. aff. trimurales (fig. 12-CIM y 12-C2M) se observé exclusivamente en los suelos de

bosque.

Tabla 4. Presencia de morfo-tipos de la familia Diversisporaceae, género Diversispora, en las diferentes muestras de suelo.

Diversispora aff. aurantia X
Diversisporaceae Diversispora aff. spurca _ X X
Diversispora aff. trimurales X
1 3 2 1
Total 3 3 5

cIm. Diversispora aff. C2M, Diversispora aff. trimurale
trimurales (100x) (100x)

S

AM, Diversispora aff. aurantia -

(100x) BG. Diversispora aff. spurca (100x)




Figura 12. Esporas de HMA de la familia Diversisporaceae, tomadas con el microscopio 6ptico empleando el objetivo de 100x. Se indican con un
superindice “G” las imédgenes tomadas en PVLG y con un superindice “M” las imagenes obtenidas en reactivo de Melzer. En la figura AM se observa
una espora de Diversispora aff. aurantia (Basiénimo: Glomus aurantium), de ésta se destaca una primera capa hialina permanente, seguida por una capa
laminada adelgazada en la hifa y su pequenia hifa septada por su tercera capa la cual estad fuertemente adherida a la capa intermedia, laminada, ademas
de que no presenta reaccién al Meltzer. En la figura BG se muestra una imagen de Diversispora aff. spurca, se observa su color hialino y tres capas de la
pared de la espora. En la figura CIM se muestra una imagen a 100x de una espora de Diversispora aff. trimurales, principalmente se destaca su primera
capa semipermanente, de superficie irregular con proyecciones en forma de ampulas, la segunda capa laminada rugosa y gruesa. En la figura C2M se
aprecia una hifa cilindrica y delgada similar a la que se presenta en D. trimurales su color se explica debido a las capas de color amarillento que obstruyen
su vista en primer plano y que sin embargo resaltan su contorno.

En la tabla 5 se referencian los suelos en los que se encontraron los morfo-tipos de HMA pertenecientes a la familia
Entrophosporaceae, género Entrophospora y Gigasporaceae, género Racocetra encontradas en los respectivos suelos analizados,
indicando con una “X” la presencia de los morfo-tipos para cada condicién analizada. En total se obtuvieron 3 morfo-tipos, de
las cuales 2 pertenecen al género Entrophospora (E.) y 1 al género Racocetra (R.).

En los suelos del bosque se encontraron exclusivamente los 2 morfo-tipos de la familia Entrophosporaceae, género
Entrophospora: Entrophospora infrequens (fig. 13-A1M y 13-A2M) y E. aff. nevadensis (fig. 13-BM); ambas se observaron en las
muestras de bosque posterior a la propagacién. Unicamente, E. aff. nevadensis se observé tanto previo como posterior a la
propagacion.

Mientras que en las muestras de la granja se encontraron ambas familias de Entrophosporaceae y Gigasporaceae,
encontrandose la presencia de esporas de 2 morfo-tipos: Entrophospora infrequens (fig. 13-A1M y 13-A2M) y Racocetra aff. castanea
(tig. 13-CC y 13-CM); E. infrequens inicamente se observo en el suelo post-propagacion; mientras que R. aff. castanea Gnicamente
se observo en el suelo previo a la propagacion.

De las familias Entrophosporaceae y Gigasporaceae, se destaca que en las muestras del bosque tinicamente se observo la familia
Entrophosporaceae; mientras que la familia Gigasporaceae se observé exclusivamente en las muestras de suelo de la granja.




Tabla 5. Presencia de morfo-tipos de las familias Entrophosporaceae, género Entrophospora y Gigasporaceae, género Racocetra en las diferentes muestras
de suelo.

Entrophospora infrequens (Ames &

X X
Entrophosporaceae Schneider)
Entrophospora aff. nevadensis _ X
1 2 0 1
Total 2
2 1
Gigasporaceae Racocetra aff. castanea _
0 0 1 0
Total 1




A1M, Entrophospora infrequens (100x) A2M, Entrophospora infrequeﬁs (100x)

CG. Racocetra aff. castanea (100x) CM, Racocetra aff. castanea (40x)
Figura 13. Esporas de HMA de las familias Entrophosporaceae y Gigasporaceae, tomadas con el microscopio éptico empleando los objetivos de 40x y
100x. Se indican con un superindice “G” las imagenes tomadas en PVLG y con un superindice “M” las imdgenes obtenidas en reactivo de Melzer. En la

figura AIM se muestra una espora de Entrophospora infrequens se aprecia su cicatriz como el tinico espacio en la superficie en donde la ornamentacién se
interrumpe; en la figura A2M se observa otra espora de la misma especie esta vez con la cicatriz vista de perfil hacia abajo en la imagen, ademads se
aprecia de igual manera su ornamentacién caracteristica de su capa intermedia con proyecciones medianamente gruesas y cortas cubiertas por su capa




externa de color hialino. En la figura BM se muestra una espora de Entrophospora aff. nevadensis se aprecia su caracteristica ornamentacién en forma de
espinas. En la figura CS se muestra una espora de Racocetra aff. castanea se observa su escudo a medio giro en el lado superior derecho y su peculiar hifa
en el lado derecho de la espora; en la figura CM se observa otra espora de la misma especie mostrando su escudo al lado derecho de la espora y su hifa
en el lado opuesto.

En la tabla 6 se muestran el listado de las esporas de HMA pertenecientes a la familia Glomeraceae, se indica con una “X” la
presencia de los morfo-tipos para cada condicién analizada. Esta fue la familia con mayor expresividad con un total de 20
morfo-tipos observados, pertenecientes a los siguientes géneros: 4 para el género Dominikia (Dom.), 3 para el género
Funneliformis (F.), 10 para el género Glomus (Gl.) y 3 para el género Rhizophagus (Rh.), de éstos solo 11 morfo-tipos fueron
identificados aproximandolos a especie.

En los suelos del bosque se encontraron sélo 15 morfo-tipos de ésta familia, pertenecientes a los siguientes géneros: 3 para el
género Dominikia (Dom.), 2 para el género Funneliformis (F.), 9 para el género Glomus (Gl.) y 1 para el género Rhizophagus (Rh.).
Se enlistan los siguientes: Dom. aff. aurea (fig. 14-AS), Dom. aff. minuta (fig. 14-CC), Dominikia sp. (fig. 14-LM), F. coronatum (fig.
14-DMy 14-D6), F. mosseae (fig. 14-F1C y 14-F26), GL. aff. pustulatum (fig. 14-G16 y 14-G26), Gl. spinuliferum (fig. 14-HC), Glomus
sp. 1 (fig. 14-MM), Glomus sp. 2 (fig. 14-N©), Glomus sp. 3 (fig. 14-OM), Glomus sp. 4 (fig. 14-PS), Glomus sp. 5 (fig. 14-Q6), Glomus
sp. 6 (fig. 14-RS), Glomus sp. 7 (fig. 14-SC) y Rh. aff. diaphanum (fig. 14-JC); todas ellas se encontraron en las muestras del bosque
post-propagacion; de estas solo 2 se encontraron también previo a la propagacion Dom. aff. aurea (fig. 14-AS) y Dom. aff. minuta
(fig. 14-CC).

En las muestras de suelo de la granja se encontraron 15 morfo-tipos de ésta familia, pertenecientes a los siguientes géneros: 3 para
el género Dominikia (Dom.), 3 para el género Funneliformis (F.), 7 para el género Glomus (Gl.) y 2 para el género Rhizophagus (Rh.),
de éstos solo 10 se identificaron hasta especie y se encontraron los siguientes: Dom. aff. aurea (fig. 14-AG), Dom. disticha (fig. 14-
BM), Dom. aff. minuta (fig. 14-CS), F. coronatum (fig. 14-DMy 14-DS), F. aff. geosporum (fig. 14-EM), F. mosseae (fig. 14-F1C y 14-F26),
Gl. aff. pustulatum (tig. 14-G16 y 14-G2C), GI. spinuliferum (fig. 14-HS), Rh. aggregatus (fig. 14-IC), Rh. intraradices (fig. 14-KM) y los
morfo-tipos Glomus sp. 1 (fig. 14-MM), Glomus sp. 2 (tig. 14-NGC), Glomus sp. 6 (fig. 14-RC), Glomus sp. 7 (fig. 14-SC) y Glomus sp.
8 (fig. 14-TM); de éstos s6lo 11 morfo-tipos se observaron post-propagacion: Dom. aff. aurea, Dom. disticha, Dom. aff. minuta, F.
coronatum, F. aff. geosporum, F. mosseae, Rh. aggregatus, Rh. intraradices, Glomus sp. 1, Glomus sp. 2 y Glomus sp. 8; s6lo 2 morfo-
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tipos se encontraron tanto previo y posterior a la propagacion: F. coronatum y Rh. intraradices; ademas aquellas que tinicamente
se observaron pre-propagacion fueron 4: Gl. aff. pustulatum, Gl. spinuliferum, Glomus sp. 6 y Glomus sp. 7.

De la familia Glomeraceae, se destaca principalmente que los morfo-tipos encontrados tanto en las muestras de suelo del
bosque como en las muestras de suelo de la granja post-propagacion fueron 6: Dom. aff. aurea (tig. 14-AC), Dom. aff. minuta (fig.
14-CC), F. coronatum (fig. 14-DM y 14-DC), F. mosseae (fig. 14-F1C y 14-F26), Glomus sp. 1 (fig. 14-MM) y Glomus sp. 2 (fig. 14-NC);
los morfo-tipos que se observaron de manera exclusiva en los suelos de bosque fueron 5: Rh. aff. diaphanum (tig. 14-]5), Dominikia
sp. (fig. 14-LM), Glomus sp. 3 (fig. 14-OM), Glomus sp. 4 (fig. 14-PS) y Glomus sp. 5 (fig. 14-Q6); los morfo-tipos que se observaron
de manera exclusiva en las muestras de suelo de la granja fueron 5: Dom. disticha (fig. 14-BM), F. aff. geosporum (fig. 14-EM), Rh.
aggregatus (fig. 14-IC), Rh. intraradices (fig. 14-KM) y Glomus sp. 8 (fig. 14-TM).

Tabla 6. Presencia de morfo-tipos de la familia Glomeraceae, géneros Dominikia, Funneliformis, Glomus y Rhizophagus, en las diferentes muestras de suelo.

Bosque pre-  Bosque post- Granja pre- Granja post-

Familia Morfo-tipo .l .. .. .l
propagacién  propagacion  propagacion propagacion

Dominikia aff. aurea Basionym:

Glomeraceae X X X
Glomus aureum
Dominikia disticha (Btaszkowski, X
Chwat & Kovacs)
Dominikia aff. minuta X X X
Funneliformis coronatum (Walker
X X X
& Schuessler)
Funneliformis aff. geosporum X
Funneliformis mosseae (Walker &
X X
Schuessler)
Glomus aff. pustulatum X X
()



Glomus spinuliferum (Sieverding
& Oehl)

Rhizophagus aggregatus (Walker)
Basionym: Glomus aggregatum

Rhizophagus aff. diaphanum

Rhizophagus intraradices (Walker
& Schuessler)

Dominikia sp.
Glomus sp. 1
Glomus sp. 2
Glomus sp. 3
Glomus sp. 4
Glomus sp. 5
Glomus sp. 6
Glomus sp. 7
Glomus sp. 8

R XX X X X X X

= X

Total

20

15

—_
]

6
1

5
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HG. Glomus spinuliferum (40x) IG. Rhizophagus aggregatus (100x)

G26. Glomus aff. pustulatum (100x)




MM, Glomus sp. 1 (40x) NG. Glomus sp. 2 (100x)

OM, Glomus sp. 3 (100x)




Q6. Glomus sp. 5 (100x)

PG. Glomus sp. 4 (40x)

SG. Glomus sp. 7 (40x)

TM, Glomus sp. 8 (100x)




Figura 14. Esporas de HMA de la familia Glomeraceae, tomadas con el microscopio 6ptico empleando los objetivos 40x y 100x. Se indican con un
superindice “G” las imdgenes tomadas en PVLG y con un superindice “M” las imédgenes obtenidas en reactivo de Melzer. En las figuras AG se muestra
una imagen de Dominikia aff. aurea, se distingue por sus esporas generalmente ovoides, se observan los restos de su primera capa hialina, cercanos a la
hifa y su capa intermedia laminada, ademas del engrosamiento en la base de la pared de la hifa. En la figura BM se observan un par de esporas de
Dominikia disticha se aprecia su hifa de color hialino, asi como la pared de la espora conformada por tres capas su primera capa que presenta reaccion al
Melzer color rosaceo. En la figura CS se observan varias esporas de Dominikia aff. minuta dentro de un Glomus sp. se caracterizan por ser esporas muy
pequefias hialinas con paredes conformadas por dos capas muy delgadas y poco perceptibles, se indica que es comun ser observadas en esporocarpos
laxos dentro de los restos de otras esporas de HMA muertas. En la figura DM se muestra una espora de Funneliformis coronatum se observa que no posee
su primera capa la cual es de caracter evanescente, lo cual indica que posiblemente se trata de una espora madura, sin embargo, en la figura DS se
observa otra espora de F. coronatum que muestra los restos de una primera capa evanescente seguida de su segunda capa laminada, asi como un septo
formado por algunas de las subcapas de la segunda capa laminada. En la figura EM se observa un acercamiento a la hifa de una espora de Funneliformis
aff. geosporum se observa su hifa recta que permanece de un color amarillento hialino, mientras que la pared de la espora se torna de un color pardo-
naranja. En las figuras F1¢ y F2CG se muestran dos esporas de Funneliformis mosseae en ambas imagenes se aprecian las esporas de color amarillento y sus
tres capas que conforman su pared, la primera capa granular casi desaparecida, lo cual indica que ambas esporas ya son maduras, seguidas por una
segunda capa laminada y una tercera capa flexible la cual forma un septo en su hifa que es de color ligeramente hialino. En las figuras G1¢ se observa
una espora abierta de Glomus aff. pustulatum se distingue principalmente por la ornamentaciéon de la primera capa en forma de ampollas circulares,
elipticas a irregulares en vista plana y en la figura G2C se observa una espora intacta, en ninguna se logra observar la hifa la cual es pequefia y de pared
delgada. En la figura HS se observa una espora de Glomus spinuliferum se distingue una primera capa hialina, seguida de su distintiva segunda capa
laminada y ornamentada por pequefias proyecciones en forma de espinas abundantes que dejan de aparecer a altura de su hifa. En la figura I¢ se observa
una espora de Rhizophagus aggregatus la cual posee una pared de dos capas similares en tamafo las cuales se contintian con la pared de la hifa. En la
figura JG se muestra una espora de Rhizophagus aff. diaphanum se distingue su color completamente hialino, la primera capa evanescente mucilaginosa,
y su segunda capa lisa, laminada. En la figura KM se observan dos esporas juveniles de Rhizophagus intraradices, distinguidas por su primera capa que
reacciona al reactivo de Melzer la cual se desprende conforme la espora madura, su segunda capa semiflexible hialina y gruesa, finalmente una tercera
capa interna que, en esporas juveniles suele consistir de una sola subcapa, llegando a presentar hasta 20 subcapas segtin madura la espora, las cuales
generalmente se separan entre si al aplicar la fuerza suficiente, en este caso como se trata de una espora juvenil, se distinguen pocas subcapas de la
tercera capa. En la figura LM se distinguen varias esporas que como en el caso de D. aff. minuta se encuentran dentro de otra espora, sin embargo, éstas
son considerablemente de menor tamafio y se encuentran en mayor ndmero por lo cual solo se las ubica dentro del género Dominikia, sin especificar la
especie. En las figuras M-T se observan varias esporas pertenecientes a la familia Glomeraceae debido a que comparten como caracteristicas comunes
la presencia de hifa y que no poseen capas germinales al interior de la espora.

En la tabla 7 se muestra el listado de los morfo-tipos de HMA perteneciente a la familia Pacisporaceae, del género Pacispora, se
indica con una “X” la presencia de los morfo-tipos para cada condicién analizada, de ésta se destaca 1 morfo-tipo: Pacispora




scintillans (fig. 15-A1M y 15-A2M) ésta so6lo se observo en las muestras de suelos previos a la propagaciéon del bosque y de la
granja.

Tabla 7. Presencia de morfo-tipos de la familia Pacisporaceae, género Pacispora, en las diferentes muestras de suelo.

Pacispora scintillans (Walker,

Pacisporaceae Vestberg & Schuessler)

Total 1

A1M, Pacispora scintillans (40x) A2M, Pacispora scintillans (100x)

Figura 15. Espora de HMA de la familia Pacisporaceae, tomadas con el microscopio éptico empleando los objetivos 40x y 100x. Se indican con un

superindice “M” las imagenes obtenidas en reactivo de Melzer. En la figura A1IM se observa una imagen de una espora de Pcispora scintillans completa
en 40x en esta se distinguen su ornamentacién de la primer capa de la pared de la espora, ademas se distingue su pared germinal parcialmente separada
de la pared de la espora; en la figura A2M se observa la misma espora en 100x, en esta imagen se aprecia a detalle la ornamentacién de la espora la cual
presenta protuberancias con una ligera reduccion en la anchura de la parte media de la protuberancia, ademas se observan varias de las capas de la
pared de la espora y de su pared germinal.




En la tabla 8 se muestra el listado de las esporas no identificadas pero que poseen caracteristicas que las ubican como posibles
esporas de HMA del orden Diversisporales, principalmente debido al nimero y disposicion de sus capas, ademas de su tamafio
aparente, se indica con una “X” la presencia de los morfo-tipos para cada condicién analizada, ademas en la figura 16 se
observan los registros fotograficos de cada una.

Tabla 8. Presencia de esporas de HMA sin identificar, en las diferentes muestras de suelo.

Diversisporales Acaulosporaceae 11
Pacisporaceae o Gigasporaceae 23
Acaulosporaceae 43

Total 3 0

AM, Acaulosporaceae (40x) BM. Gigasporaceae (100x) CG. Acaulosporaceae (40x)




Figura 16. Esporas de HMA sin identificar, tomadas con el microscopio 6ptico empleando los objetivos 40x y
100x. Se indican con un superindice “G” las imdgenes tomadas en PVLG y con un superindice “M” las imagenes
obtenidas en reactivo de Melzer. En la figura AM se muestra una espora (arriba) en desarrollo junto a un
presumible saculo esporifero (abajo), unidas por una hifa la cual es similar a lo que se observa en especies de
Acaulosporaceae. En la figura BM se observa una espora amarillenta sin hifa, sin embargo, presenta lo que
parece un escudo de germinacién como lo que se observa en especies de Scutellospora, perteneciente a la familia
Gigasporaceae, sin embargo, podria confundirse con un orbe de germinacién como los que presentan algunas
especies del género Pacispora, perteneciente a la familia Pacisporaceae. En la figura CG se muestra una espora
de color pardo-naranja, no presenta hifa y debido a su estructura interna aparentemente ornamentada dificulta
la observaciéon de la presencia de cicatriz, lo cual la ubica como una espora que presumiblemente pertenece a
la familia Acaulosporaceae.

6.5. Propiedades fisicas
o Textura del suelo

Se muestran los porcentajes de arcillas, limos y arenas calculados para los suelos de las zonas
de estudio, en la ultima columna se observa la clase textural determinada con ayuda del
tridngulo de texturas (tabla 9).

Tabla 9. Clase textural de las muestras de suelo del bosque y la granja.

Zona de estudio % arcilla % limo % arena Clase textural
Bosque 2.80 14.64 82.56 Areno-franca
Granja 13.26 10.54 76.20 Franco-arenosa
o Densidad aparente

Se observan los datos obtenidos de la determinacion de la densidad aparente, en los suelos
del bosque se obtuvo un valor promedio de 0.665 g/cm3, mientras que en los suelos de la
granja se obtuvo un promedio de 1.077 g/cm? (figura 17).



2,5

&
=
>3 20
v
e
5 15
]
)
& .
- 1,0
3]
o
oy
g 05 1,08
A
0,0
B Bosque O Granja

Figura 17. Densidad aparente en las muestras de suelo del bosque y la granja (+/- Desviacién Estandar).
J Densidad real

Se observan los datos obtenidos de la determinaciéon de densidad real, en los suelos de
bosque se obtuvo un valor promedio de 1.449 g/cm3, mientras que en los suelos de la granja
se obtuvo un promedio de 2.318 g/cm? (figura 18).
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Figura 18. Densidad real en las muestras de suelo del bosque y la granja.



6.6. Propiedades quimicas
o Evaluaciéon de pH

Se observan los pH obtenidos de las zonas de estudio ubicandolos en el espectro de pH, los
suelos del bosque “Agua Escondida” registraron un pH de 5.4, mientras que los suelos de la
granja ecolégica “Dos puertas” se observé un pH de 8.2 (figura 19).

® Bosque [@Granja
Figura 19. pH obtenido en las muestras de suelo del bosque y la granja, comparados en una escala de pH (+/-
D.E.).

o Evaluacion de la conductividad eléctrica (Salinidad)

Se observan los datos obtenidos de la conductividad eléctrica en decisiemens por metro
(dS/m) a una temperatura de 25 °C, mientras en el bosque se obtuvieron 0.096 dS/m en la
granja se obtuvo 0.333 dS/m (figura 20).
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Figura 20. Conductividad eléctrica presente en las muestras de suelo del bosque y la granja a una temperatura
de25°C (+/-D.E)).

o Contenido de materia organica

Se observan los datos obtenidos de la determinaciéon de materia orgénica del suelo, se
observa un 9.01 % de materia organica en los suelos del bosque, esto indica que, por cada
kilogramo de suelo, 90.1 gramos son de materia organica, de igual manera se observa un 6.13
% de materia organica en la zona de estudio de la granja, lo que indica que, por cada
kilogramo de suelo, 61.3 gramos son de materia organica (figura 21).
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Figura 21. Porcentaje de materia organica en las muestras de suelo del bosque y la granja (+/- D. E.).



o Contenido de carbono organico

De acuerdo con la NOM-021 RECNAT (2002) el 67.8 % de la materia organica presente, es
carbono organico aprovechable como macronutrimento, se observa que en la zona de estudio
del bosque se obtuvo un 6.11 % de carbono orgénico esto indica que por cada kilogramo de
suelo del bosque se tienen 61.1 gramos de carbono orgénico, mientras que en la granja se
obtuvo un 4.16 % de carbono orgéanico lo que indica que por cada kilogramo de suelo solo se
tienen 41.6 gramos de carbono organico como macronutrimento en el suelo (figura 22).
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Figura 22. Porcentajes de carbono organico como macronutrimento disponible en las muestras de suelo del
bosque y la granja (+/- D. E.).

o Contenido de fosforo disponible

Se observa el contenido de fésforo disponible en el suelo, para las muestras de suelo del
bosque se obtuvo un promedio de 6.36 miligramos de fésforo disponible como
macronutrimento por kilogramo de suelo, mientras que para las muestras de suelo de la
granja se obtuvo un promedio de 2.89 miligramos de fésforo disponible como
macronutrimento por kilogramo de suelo (figura 23).
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Figura 23. Concentracion de fésforo en las muestras de suelo del bosque y la granja (+/- D. E.).

Tabla 10. Resumen de resultados.

Resumen de resultados

. e Agosto Noviembre Febrero
Abundancia inicial de . . .
) Bosque Granja Bosque Granja Bosque Granja

2218 1120 1546 474 1180 722
Bosque Granja
Abundancia de esporas Pre- Post- Pre- Post-
(al 80 % de la muestra) propagacion propagacion propagacion propagacion
2163 2998 1093 1922
Bosque Granja
. . Pre- Post- Pre- Post-
Riqueza de morfo-tipos L L . L
propagaciéon propagaciéon propagacion propagacion
17 36 24 24
Riqueza de morfo-tipos Bosque Granja
(Total) 42 36
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Se consigui6 la aproximacién en la determinacién por

NizE especie del 64 % de los morfo-tipos de HMA observados.




Propiedades del suelo
Textura del suelo
Densidad aparente
(g/cm’)

Densidad real (g/cm?3)
pH

Conductividad eléctrica
(dS/m)

% de Materia Organica
% de Carbono Organico
Fosforo disponible

(mg/kg de suelo)

Bosque
Areno-franca

0.67

1.45
54

0.096

9.01
6.11

6.36

Granja
Franco-arenosa

1.08

2.32
8.2

0.333

6.13
4.16

2.89




7. Discusion de resultados
71. Abundancia inicial de esporas de HMA

La abundancia inicial de las muestras de esporas de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) obtenida, de 2163 esporas en 100 g de suelo seco para el bosque templado (figura 5),
el cual se ubica a una altitud de 2410 msnm, fue equivalente al 66.43 % de la abundancia total
inicial, contra las 1093 esporas en 100 g de suelo seco de HMA obtenidas en la granja
ecolégica (fig. 6), equivalentes al 33.57 % de la abundancia total inicial, ésta tltima se ubica
a una altitud de 1246 msnm, presentando asi una diferencia del 32.86 % comparado con el
total de la abundancia inicial obtenida de ambas zonas de estudio, ésta diferencia equivale a
1070 esporas en la granja ecolégica “Dos Puertas” menos que en el bosque templado ”Agua
Escondida” lo que muestra una aparente relacién con la altitud tal y como lo mencioné
Alvarez et al. (2009).

Sin embargo, en trabajos similares se reporta que en México se encuentran niimeros muy
inferiores a 1000 esporas en 100 g de suelo seco en regiones salinas en la Ciudad de México
(2238 msnm), dridas en el estado de Coahuila (858 msnm), semiaridas en el estado de Hidalgo
(2600 msnm) y en cultivos en el estado de Tabasco (30 msnm) (Campos, 2018; Garcia
Coronado y Montafio, 2015; Osorio, Casteldn, Gémez, Salgado y Herndndez, 2013; Reséndiz,
2013; Rivas, 2012; Salgado, Casteldn, Jiménez, Gémez y Osorio, 2014), en otros trabajos se
reportan cantidades que van de las 1100 a las 2300 esporas de HMA, realizados en selvas en
el estado de Chiapas (200 msnm) y en bosque meséfilo de montafia (1760 msnm) cercanos y
en conjunto con zonas semiaridas (1835 msnm) en el estado de Oaxaca (Alvarez, Sanchez,
Hernédndez, Hernandez y Meli, 2017; Bautista, Montafio, Camargo y Pacheco, 2014; Bertolini
et al., 2017). Finalmente se han reportado niimeros de esporas de HMA, que van desde las
3200 esporas a las 5000 esporas en 100 g de suelo seco en un bosque seco tropical en Colombia
(120 msnm) y en un bosque mesoéfilo de montafa en el estado de Veracruz (1250 msnm)
respectivamente (Lara et al., 2014; Rodriguez, Navarro, Arboleda, Valencia y Valle, 2015).
Cabe mencionar que los trabajos anteriormente citados no presentan una relacién entre la
abundancia de esporas de HMA con la altitud, como se observé en el presente trabajo, por
lo que no es posible establecer una relacién tangible con este factor como lo hicieron Alvarez
et al. (2009).

Bagyaraj y Stiirmer (2012) mencionan que la conversion de los ecosistemas naturales para
distintos usos de suelo influye en la abundancia de esporas y composiciéon de especies de
HMA, tal y como se observé en el presente trabajo. Ademas, Alvarez et al. (2009), mencionan
que las comunidades de HMA se ven influenciadas positivamente por las condiciones y
recursos de los diferentes tipos de vegetacion, tal y como se observoé al comparar éste estudio
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con los mencionados en el parrafo anterior, apoyando que el nimero de esporas encontrado
en el presente trabajo, no es demasiado bajo ni demasiado elevado dadas las condiciones del
suelo y tipo de cobertura vegetal referenciadas.

La abundancia inicial de esporas de HMA que se obtuvo de los primeros muestreos
realizados en los meses de agosto, noviembre y febrero, mostr6 un elevado ntmero de
esporas en el mes de agosto con una tendencia clara a disminuir sus nameros hacia el mes
de febrero (fig. 4), esto pudo verse parcialmente influenciado por diversos factores, algunos
autores proponen que la esporulaciéon se ve afectada por la variacion en las temporadas
calidas y frias, favoreciendo la diferencia en la proporcién de esporas de distintas especies
de HMA de acuerdo con la temporada (Pringle y Bever, 2002), en relacién con lo anterior,
otros autores reportan diferentes resultados sobre la influencia que presentan respecto a la
temporada de lluvias y sequia, algunos han encontrado mayor abundancia de esporas de
HMA en los meses de la temporada seca en regiones mezcaleras de Michoacén (Trinidad,
Quifiones, Hernandez, Lopez y Rincén, 2017), mientras que otros autores muestran, una
relaciéon positiva entre la abundancia de esporas de HMA con los meses de mayor
precipitacion pluvial en bosque meséfilo, matorral xeréfilo, sabana, bosque seco tropical,
bosques mixtos (caducifolios y perennes) y desiertos (Bautista et al. 2014; Lovera y Cuenca,
2007; Rodriguez et al., 2015; Yang et al., 2011) mostrando una relacioén similar a lo encontrado
en el presente trabajo (fig. 4).

Los factores fisico-quimicos del suelo analizados que de acuerdo con la interpretaciéon dada
por la NOM-021 RECNAT (2002), como la salinidad estimada a partir de la conductividad
eléctrica (fig. 20), presento efectos despreciables en ambas zonas de estudio, el contenido de
materia orgdnica (fig. 21), exhibi6é un contenido medio en ambas zonas de estudio debido a
que se trabajé en suelos de origen volcanico, ademas, el contenido de fésforo disponible (fig.
23) mostrdé baja disponibilidad de fésforo en ambas zonas de estudio, por lo que estas
propiedades no mostraron de manera individual una influencia clara con la abundancia de
esporas de HMA al compararlos con los trabajos similares anteriormente citados, ademas,
esto mismo ya ha sido mencionado por varios autores (Del Mar, Pilar, Montesinos y Roldan
2016; Trinidad et al., 2017). Por otra parte, también se ha mencionado que estos factores si
afectan a la supervivencia del hongo y tienen relacion con algunas caracteristicas presentadas
por sus esporas, por ejemplo, el estrés salino inhibe significativamente la colonizacién
micorrizica, retrasa la germinacién de las esporas y disminuye la extension total de las hifas
(Xueming, Zhenping, Yu, Huanshi y Pei, 2014).

La textura (tabla 9) y el pH (fig. 19), por otra parte, muestran una mayor relacién con los
HMA y la abundancia de sus esporas. Para la textura, por ejemplo, se observaron suelos




areno-francos en el bosque “Agua Escondida” con un mayor aporte de arenas que en la
granja ecolégica “Dos Puertas” (tab. 9), lo cual de acuerdo con Andrades y Martinez (2014),
indica que retiene poca humedad y posee baja fertilidad en el suelo requiriendo mayores
aportes de elementos organicos e inorganicos probablemente proporcionados por los HMA,
mientras que en la granja donde se observé menor abundancia de esporas de HMA, se
registraron suelos franco-arenosos los cuales poseen un ligero mayor aporte de arcillas que
en los suelos del bosque, esto provee al suelo de una mejor retencién de nutrimentos y agua,
lo cual puede limitar la necesidad de HMA por parte de las plantas, ademas, puede explicar
parcialmente la diferencia en la abundancia de esporas obtenida en las zonas de estudio,
considerando el suelo del bosque “Agua Escondida” como un suelo que no retiene ni los
nutrimentos ni el agua con facilidad, por lo cual éste puede necesitar una red mas extensa de
hongos, evidenciada por la mayor abundancia de esporas presente en ésta zona de estudio

(fig. 4y 5).

En cuanto al pH, se ha observado una disminucién en el rendimiento de las plantas de chia
(Salvia hispanica L.) micorrizadas, por debajo de las no micorrizadas en suelos &cidos
(Ouzounidou et al., 2015), también en el presente trabajo dénde, en el bosque se observaron
suelos moderadamente acidos mientras que en la granja se registraron como medianamente
alcalinos (fig. 19) de acuerdo con la NOM-021 RECNAT (2002), al compararlo con los
resultados de los trabajos similares anteriormente citados, se observa una relaciéon con
tendencia negativa entre el pH y la abundancia de esporas, dénde a mayor alcalinidad se ha
observado una menor abundancia de esporas, sin embargo, dado que ésta relacién se ve
afectada por otros factores del suelo como la salinidad, la cantidad de materia orgéanica y
humus (Yang et al., 2011), no se observa como una relacion estrecha.

La FAO (1996 y 2018), por otra parte, menciona que cuando en un suelo disminuye la
vegetacion, también se disminuye el aporte de materia organica, la actividad microbiana y
la densidad de las raices con las cuales se asocia el hongo y que ayudan a sujetar el suelo,
esto ocurre en regiones tanto calidas como con suelos arenosos. De igual manera se ha
observado en zonas agricolas con practicas de gestion insostenibles, como el riego excesivo
que produce carbono organico disuelto, en las cuales se pone en peligro los suelos causando
una pérdida del carbono orgénico. La pérdida de carbono, también se debe a exudados
radiculares como el acido oxalico, como parte del material de erosién, la descomposicién o
mineralizacion de los compuestos organicos como los hidrocarburos, acetatos, oxalatos, sales
de benceno, entre otros (FAO, 2017).

La pérdida del carbono ademaés de la erosién y la salinizacién conforman las amenazas mas
importantes para los suelos de América Latina y el Caribe (FAO, 2015), ésta afectacion




conlleva a una perdida en la porosidad y la estructura del suelo, la cual se relaciona
estrechamente con la textura y el contenido de materia organica, ésta pérdida conlleva a la
erosion de los suelos en zonas denudadas, dridas, semiaridas y agricolas, ademas, se debe
comprender que la densidad del suelo aumenta en suelos denudados, arenosos y en general
conforme aumenta la profundidad del muestreo en cualquier tipo de suelo (Chaudhari,
Ahire, Ahire, Chkravarty y Maity, 2013). Ademas, Oehl et al. (2005), Lovera y Cuenca (2007),
reportan que a mayor profundidad en el suelo, el ntimero de esporas tiende a disminuir, esto
puede reforzar la idea de una posible relacién negativa entre la abundancia de esporas de
HMA con la densidad del suelo y positiva con relacion a la vegetacién, como se observé en
el presente trabajo donde en el bosque se obtuvo una mayor abundancia de esporas de HMA
siendo que éste present6, de acuerdo con Mufioz et al. (2015), una densidad aparente muy
baja (asi como una densidad real muy baja), mientras que en la granja se obtuvo una menor
abundancia de esporas de HMA teniendo una densidad aparente media (con densidad real
baja), comparando lo anterior obtenido con relacién a lo reportado en los trabajos de Lara et
al. (2014), Alvarez et al. (2017) y Rivas (2012), en los cuales también se realizé este analisis en
el suelo mostrando resultados similares, se observa una relacién negativa entre la densidad
del suelo y el namero de esporas, es decir, que a mayor compactacion del suelo (mayor
densidad del suelo) y menor abundancia de esporas de HMA.

Hay autores que indican que la liberacién de metabolitos secundarios exudados por las raices
de las plantas, han mostrado favorecer tanto la asociacién como la esporulacién del hongo,
entre ellos se han reconocido algunos flavonoides como la formononetina y la biocanina A,
asi como flavonoles como la quercetina, kaempferol y miricetina (Davies, Calderén, Huaman
y Goémez, 2005; Pérez, Botero y Cepero, 2012; Garcia, 2014); también se ha reportado que el
elevado nivel de fésforo disponible en el suelo, debido al uso de fertilizantes, disminuye la
produccién de esporas de HMA, asi como la infectividad de éstos hongos al disminuir la
liberacién de los exudados de la planta, con lo que se reduce la sefializacién que permite la
asociacion micorrizica con las esporas del hongo (Ouzounidou et al., 2015; Shukla, Kumar,
Jha, Ajit y Rao, 2012).

Alvarez et al. (2009), Bertolini et al. (2017), ademés de Lovera y Cuenca (2007), proponen que
a menor grado de perturbacion, los hongos se ven favorecidos, posiblemente debido a que
en estos ecosistemas, dominan las especies de hongos mejor adaptadas y mdas competitivas,
ésta caracteristica también se observo en el presente trabajo, en donde se mostré una
importante diferencia en la abundancia de esporas que se encontraron en el suelo de las
zonas de estudio, presumiblemente debido al grado presente de perturbacion en la granja
ecolégica “Dos Puertas” que aunque es menor al grado presentado en granjas agricolas con
mayor uso tecnolégico, sigue siendo una mayor perturbacién a la presente en el bosque




“Agua Escondida”. Ademas, la elevada riqueza de morfo-tipos compartida sugiere que no
se habla de comunidades ajenas de hongos, a pesar de que en la granja se cultivan especies
de plantas medicinales introducidas (preferentemente europeas), asimismo, la competencia
mostrada del hongo por las raices de las plantas en el bosque, es mas dindmica dado que las
plantas se encuentran diseminadas en el suelo, mientras que en la granja se encuentran
limitadas por la especie de planta que se cultiva en cada maceta, limitando la competencia
por los recursos, lo cual puede explicar parcialmente la menor abundancia y riqueza de HMA
encontrada en la granja (Mathimaran et al., 2007).

7.2. Riqueza de morfo-tipos de HMA

En el presente trabajo se reconocieron en total 50 morfo-tipos, de los cuales la familia
Glomeraceae mostré la mayor riqueza con 20 morfo-tipos (tab. 6, fig. 14), lo cual es
consistente con lo mencionado en los trabajos de Alvarez et al. (2017), Bautista et al. (2014),
Campos (2018), Carreoén et al. (2013), Garcia et al. (2015), Osorio et al. (2013), Reséndiz (2013),
Rivas (2012) y Rodriguez et al. (2015), seguida por la familia Acaulosporaceae (fig. 8) con 14
morfo-tipos (tab. 1, fig. 9), el resto de las familias exhibieron un méximo de 3 morfo-tipos por
familia, esta proporciéon de dominancia de dos o tres familias es aparentemente comtn en
las comunidades de HMA.

En el bosque se presentaron 42 de los morfo-tipos reconocidos (fig. 7), mostrando
aparentemente una elevada riqueza si es comparada con la riqueza presente en otros bosques
(Bautista et al., 2014; Lara et al., 2014; Rodriguez et al., 2015), los morfo-tipos exclusivos para
el bosque fueron: Acaulospora bireticulata, Ac. minuta, Ac. paulinae, Ac. soloidea, Claroideoglomus
drummondii, Diversispora aff. trimurales, Entrophospora aff. nevadensis, Rhizophagus aff.
diaphanum, Dominikia sp., Glomus sp. 3, Glomus sp. 4, Glomus sp. 5 y Ambispora sp. 3, ademas
de un morfo-tipo sin familia reconocida, ésta diferencia corresponde al 28 % de la riqueza
total obtenida. Barea et al. (2011), Johnson et al. (2003) y Mathimaran et al. (2007), reportan
que la diversidad de HMA, se relaciona con la composiciéon de las plantas presentes en el
medio, con lo cual se podria explicar que el 28 % de la riqueza de HMA se debe a la variacion
en la diversidad de las plantas en el bosque.

Autores como Barrer (2009) por otra parte, mencionan que el uso de HMA en la agricultura
contribuye a mejorar el nivel nutricional de las plantas, en el presente trabajo la granja
ecolégica “Dos Puertas” present6 solamente 36 de los morfo-tipos (fig. 7), que es una elevada
riqueza si se compara con la riqueza presente en otros sistemas de cultivos, los cuales
reportan no mas de 20 morfo-tipos (Bertolini et al., 2017; Campos, 2018; Garcia et al., 2015;
Lara et al., 2014; Osorio et al., 2013; Rodriguez et al., 2015), ademas, presenté los morfo-tipos
exclusivos: Racocetra aff. castanea, Funneliformis aff. geosporum, Dominikia disticha, Rhizophagus
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aggregatus, Rhizophagus intraradices, Acaulospora sp. 3 'y Glomus sp. 8., ademas de un morfo-
tipo sin familia reconocida, esta diferencia corresponde tinicamente al 16 % de la riqueza
total encontrada.

En otros trabajos ya se ha reportado una disminucién en la riqueza de especies de HMA, con
el aumento del nivel tecnolégico empleado en cultivos (Trejo et al., 2011), asimismo, se
menciona que las practicas de manejo, como la cosecha y el trasplante, pueden ser causantes
de la disminucion en la riqueza de HMA como se menciona en Alvarez et al. (2017), Blanco,
Salas (1997) y Carreon et al. (2013), esto podria explicar la pérdida de los morfo-tipos de HMA
que no fueron observados en la granja, ademas, la diferencia relativamente baja de morfo-
tipos (fig. 7) puede ser explicada si se considera que en la granja no se tienen practicas de
manejo muy intensas, dado el caracter ecolégico que se practica en la misma (Soussana et al.,

2017).

Alvarez et al. (2009) sefialan que las comunidades de HMA poseen mayor riqueza en
condiciones naturales, que lo reportado para consorcios y comunidades propagadas en
condiciones de laboratorio y vivero; aunque esto puede ser cierto debido a la pérdida que se
da durante el traslado de las muestras al laboratorio. En éste y otros trabajos se ha observado
un incremento en la expresion de morfo-tipos tras darse la propagacion de HMA en
ambientes controlados (Chimal, Garcia y Hernandez, 2015; Stutz y Morton, 1996) y dado que
no muchos trabajos llevan a cabo la propagaciéon de esporas de HMA, atn no hay datos
suficientes que puedan avalar ésta misma idea, sefialada también por Alvarez et al. (2009).

7.3. Propagacion de esporas de HMA

Se ha mostrado que la perturbacién de comunidades vegetales fuertemente colonizadas por
hongos micorrizicos en general conduce a una secuencia sucesional en la cual la
recolonizacién vegetal es iniciada por especies de plantas que no estdn micorrizadas o que
se encuentran ligeramente infectadas por micorrizas, a su vez se menciona que las plantas
que recolonizan la zona perturbada pueden tener tasas mas bajas de infeccién micorrizica
que las especies de plantas que prefieren las zonas no perturbadas (Dell, 2002; Lugo,
Giordano, Urcelay y Crespo, 2011), probablemente debido a que las condiciones de fertilidad
de los suelos perturbados pueden disminuir la necesidad de la planta por asociarse con los
HMA o bien, debido a que las condiciones de las zonas perturbadas dificultan la asociaciéon
micorrizica, esto puede explicar parcialmente porque en la granja ecolégica “Dos Puertas”,
en la cual se presenta un mayor grado de perturbacién innato, mostré también una menor
abundancia de esporas de HMA.




Tras la propagacién en maceta de los HMA se presenté un incremento del 38.6 % de la
muestra inicial de esporas en el suelo del bosque, éste incremento corresponde a 835 esporas
en 100 g de suelo seco (fig. 5). Al compararlo con la propagacién de esporas obtenida en las
muestras de la granja, que tras la propagacion present6 un incremento de esporas del 75.85
% de la muestra inicial, el cudl fue equivalente a 829 esporas en 100 g de suelo seco (fig. 6),
se mostrd que, aunque en la granja el incremento porcentual de la muestra fue mayor que en
el bosque, el nimero del incremento real obtenido de esporas propagadas fue casi el mismo.

Del mismo modo, la propagacién de esporas de HMA del bosque mostré un 22.2 % de éxito,
mientras que las esporas de la granja se propagaron con un 16.67 % de éxito, siendo muy
similar a lo encontrado en el bosque, como referencia Carreén et al. (2013), mencionan haber
logrado la propagacion de Sclerocystis rubiformis con un 18.75 % de éxito, una especie de
Glomus con 10 % de éxito y Rhizophagus aff. intraradices con 7.7 % de éxito en cultivos
monoespecificos, empleando suelos de dos agroecosistemas correspondientes a huertas de
aguacate cultivados en cajas Petri. En términos précticos los porcentajes de éxito de la
propagacion lograda en el presente trabajo refieren que por cada 45 macetas inoculadas con
suelo del bosque, se pueden llegar a obtener 10 macetas exitosamente propagadas, mientras
que para obtener el mismo nimero de macetas exitosamente propagadas empleando el
inéculo de la granja, se requieren cultivar 60 macetas, esto sugiere que las diferencias
presentes en los suelos de las dos zonas de estudio, no representaron un impedimento para
lograr el éxito en la propagaciéon de HMA, sin embargo, si mostraron una pequefia diferencia
en la eficiencia del cultivo.

También, se observé que tras la propagacién con maiz como planta trampa, se hallé un
incremento en la cantidad de morfo-tipos para las familias Claroideoglomeraceae,
Diversisporaceae, Entrophosporaceae y Glomeraceae, asi como una pérdida de morfo-tipos
en las familias Acaulosporaceae, Diversisporaceae, Gigasporaceae y Pacisporaceae, esto
puede ser atribuido a diversos factores, entre ellos:

v Que la propagacion se llev6 a cabo en meses contiguos a los meses de colecta lo
cual de acuerdo con Alvarez et al. (2017) la riqueza, abundancia de esporas y la
composicion de especies pueden variar de acuerdo con los meses en los que se
realiza el muestreo.

v También podria atribuirse como indica Trinidad et al. (2017), al cambio en las
condiciones de clima, temperatura y humedad durante la propagacion.

v' El tiempo insuficiente de propagacion que se dio a los HMA de 14 semanas que
aun cuando Habte y Osorio (2001) mencionan que es esencial el crecimiento del
cultivo trampa durante un periodo de 12 a 14 semanas. A pesar de esto Blanco y




Salas (2000), encontraron una diferencia en la proporcién del indice y velocidad de
colonizacién asi como del namero de esporas encontrados entre especies de
Scutellospora y Glomus; de manera similar Janouskové et al. (2013), encontraron una
diferencia en la proporcion de la riqueza observada entre especies de Glomus con
relacion a las semanas de cultivo (6 a 24 semanas) y del mismo modo Veldzquez y
Cabello (2011), llevaron a cabo la propagacion de HMA proveniente de cinco
diferentes tipos de vegetacion por un periodo de 24 meses y obtuvieron un mayor
nimero de esporas en su segundo afio de propagacién; cabe mencionar que al
igual que en el presente trabajo, en estos altimos casos también se emple6 suelo de
las zonas de estudio donde se obtuvieron las muestras para llevar a cabo la
propagacion de los HMA, los cuales contenian presumiblemente: esporas, hifas y
fragmentos de raices, dicho esto, el tiempo de propagacién de 14 semanas puede
no ser el adecuado para obtener la mayor diversidad de morfo-tipos.

Actualmente, se ha observado que la produccién de metabolitos secundarios de manera in
vitro se puede lograr a través de “el sistema de cultivo en dos etapas”, este sistema conlleva
una primera etapa en la cual se produce un rapido crecimiento de la biomasa de células
vegetales productivas a una alta concentracién y en la segunda etapa se induce la producciéon
de metabolitos secundarios al ser sometidas a un estrés, limitacién o con provocacion directa
en la produccién de los metabolitos secundarios, resultando en un mayor aprovechamiento
de los nutrientes suministrados durante la segunda etapa para la produccién del metabolito
secundario deseado (Kreis y Reinhard, 1988; Tom, Jardin, Chavarie y Archambault, 1991;
Pérez y Jiménez, 2011) si bien este método es aplicado en cultivos de células in vitro, dicho
método sugiere una mayor produccién de metabolitos secundarios al dotar al individuo con
una mayor fuente de recursos, esta aplicaciéon puede llevarse a cabo en cultivos de plantas
medicinales inoculadas con HMA, las cuales han demostrado un incremento en la
produccion de la biomasa en las plantas micorrizadas (Padilla, 2007; Gheno, 2010; Alor et al.,
2012) al potenciar su metabolismo junto con la accién de los minerales como el calcio y el
potasio que acttian potenciando la eficacia de los principios activos en el tratamiento de
algunas enfermedades (Berdonces, 1995), se puede favorecer la produccién y eficacia de los
metabolitos secundarios deseados.

Van der Heijden et al. (1998) y Mathimaran et al. (2007) mencionan que existe una relacion
entre el aumento en la riqueza de especies de HMA con la probabilidad de que se logre un
incremento significativo en la captura de nutrimentos, productividad y composicion vegetal
de un macrocosmos, asi como un incremento significativo en el potencial de extension del
micelio, lo cual puede favorecer el éxito en la propagacion de HMA. Ademas, observaron
que, de acuerdo a la especie de planta que se inocule ésta se ve beneficiada de manera




diferente segtn la especie de HMA que se emplee como inoculante. Van der Heijden
concluye que la pérdida de biodiversidad en suelos, representa un campo poco estudiado
que requiere mayor atencion.

Muchos autores mencionan que la red micelial parece ser un componente importante del
potencial de inoculacién de un suelo, debido a que se ha observado que al resquebrajarse la
red de micelio extra radical se puede provocar una reduccién en la infectividad de algunos
hongos micorrizicos, al reducir las conexiones entre las raices y el micelio del hongo (Alvarez
et al. 2017; Blanco y Salas, 1997; Carreoén et al., 2013; Dell, 2002 Trejo et al., 2011). En este caso
al emplear como inoculo suelo natural y llevarlo del campo a las macetas de propagacion
ocurrié la ruptura de la red hifal lo que pudo provocar la desaparicion de Acaulospora
denticulata, Ac. aff. capsicula, Ac. aff. scrobiculata, Acaulospora sp. 3, Ambispora sp. 3, Racocetra
aff. castanea y Pacispora scintillans, las cuales representan el 14 % del total de la riqueza
obtenida, en comparaciéon Chimal et al. (2015), quienes emplearon maiz, pasto y jitomate con
suelo asociado a matorrales del Valle del Mezquital, reportaron un 72.4 % de pérdida en la
riqueza tras la propagacion con HMA. Lovera y Cuenca (2007), también menciona que en la
region perturbada que estudiaron hubo una marcada desaparicién de esporas de los géneros
Gigaspora y Scutellospora los cuales dadas las caracteristicas de sus esporas pueden estar
asociados a diferentes requerimientos nutricionales ademéas de que pueden requerir mayores
tiempos para conseguir su desarrollo.

Los morfo-tipos de HMA que se observaron exclusivamente tras la propagacion de las
muestras de suelo del bosque son: Acaulospora minuta, Ac. aff. colombiana, Acaulospora sp. 1,
Ambispora sp. 2, Claroideoglomus drummondii, Cl. walkeri, Cl. aff. etunicatum, Diversispora aff.
aurantia, Di. aff. trimurales, Entrophospora infrequens, Funneliformis coronatum, F. mosseae,
Glomus aff. pustulatum, Gl. spinuliferum, Rhizophagus aff. diaphanum, Dominikia sp., Glomus sp.
1, Glomus sp. 2, Glomus sp. 3, Glomus sp. 4, Glomus sp. 5, Glomus sp. 6, Glomus sp. 7 ademas
de dos de los morfo-tipos no identificados, representando al menos 5 familias. Mientras que
en las muestras de la granja esporularon los morfo-tipos de: Claroideoglomus walkeri, Cl. aff.
etunicatum, Entrophospora infrequens, Rh. aggregatus, Glomus sp. 1, Glomus sp. 2, Glomus sp. 8,
repartidas en 2 familias. Por ultimo, los morfo-tipos compartidos que se observaron
exclusivamente tras la propagacion en ambas condiciones fueron: Cl. walkeri, Cl. aff.
etunicatum, E. infrequens, Glomus sp. 1, Glomus sp. 2. Es probable que como lo mencionan De
Souza, Dalpé, Declerck, De la Providencia y Séjalon (2005) los HMA observados tras la
propagacion hayan estado presentes en el suelo pre-propagacion, en otro estadio del hongo
o propagulo infectivo, que como lo menciona Sieverding (1991) pueden ser: fragmentos de
raices micorrizadas, vesiculas aisladas o micelio extra radical; o bien, posiblemente como lo
indican Dell (2002) y Trejo et al. (2011) se deba a la sucesién que se establece por la dindmica
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en la esporulacién a lo largo de un determinado periodo de tiempo, entre las especies de
HMA presentes en el suelo al momento de la colecta.

Del mismo modo, el incremento en la expresion de la familia Glomeraceae, puede deberse a
que se empled maiz como planta trampa, dado que de acuerdo con autores como
Mathimaran et al. (2007), el maiz se asocia preferencialmente con HMA del género Glomus
asi como la soja se asocia preferencialmente con Gigaspora.

En este caso se decidi6 conjuntar el suelo de los diferentes meses de muestreo para llevar a
cabo una sola propagaciéon y la riqueza de los morfo-tipos se report6 para la muestra
compuesta. Sin embargo, autores como Trinidad et al. (2017) y Alvarez et al. (2017) mencionan
que la riqueza, abundancia de esporas y la composicién de especies varian de acuerdo con
los meses en los que se realiza el muestreo y dado que en el presente trabajo hubo una
variacion en la abundancia de esporas encontrada en los diferentes meses de muestreo, como
lo refieren Alvarez et al., pudo existir también una variacion en el nimero de morfo-tipos
influenciado por el mes en que se llevo a cabo el muestreo.

Alvarez et al. (2009), quienes llevaron a cabo un analisis de la distribuciéon y composicién de
las comunidades de HMA siguiendo un gradiente altitudinal abarcando parte de
Centroamérica y Norteamérica, mencionan que la riqueza de HMA no esta correlacionada
con la riqueza de plantas, contrario a lo mencionado por Van der Heijden et al. (1998) y
Mathimaran et al. (2007), sin embargo, de acuerdo con Alvarez et al., si se asocia en gran
medida con la latitud, menciona que a elevadas latitudes, dominan las especies de
Archaeospora y Diversispora mientras que Acaulospora, Ambispora y Scutellospora dominan en
bajas latitudes siendo esto relativamente cierto para las especies de Acaulospora'y Ambispora
encontradas en el presente trabajo en comparacién con los géneros Archaeospora y
Diversispora que estuvieron ausentes, también relaciona la temperatura, precipitacion y pH
con los géneros Acaulospora, Entrophospora, Paraglomus y Gigaspora los cuales se encuentran
en suelos mas acidos, sin embargo en el presente trabajo esta relacion entre la riqueza de
especies de HMA con el pH no fue tan evidente dado que las zonas de estudio compartieron
28 morfo-tipos (56 % de la riqueza total) de HMA, entre ellos, Acaulospora alpina, Ac. aff.
capsicula, Ac. aff. colombiana, Ac. denticulata, Ac. morrowiae, Ac. aff. scrobiculata, Ac. spinosissima,
Acaulospora sp. 1, Acaulospora sp. 2 'y Entrophospora infrequens, a pesar de las diferencias
encontradas en el pH de los suelos.




8. Conclusiones

La abundancia inicial de esporas de HMA fue menor en las muestras de la granja ecolégica
“Dos Puertas” con una diferencia del 32.86 % comparado con el total de la abundancia inicial
obtenida de ambas zonas de estudio, equivalente a 1070 esporas menos que en el bosque
templado " Agua Escondida”; esto puede ser atribuido a la cobertura vegetal nativa presente
en el suelo del bosque, la cual mejora la densidad del suelo y cuya densidad favorece el
interactuar libre que se da entre las raices de sus plantas, contrario a lo que ocurre en la granja
donde las plantas medicinales se encuentran sembradas en macetas, delimitadas por barreras
fisicas lo cual limita la interaccién y competencia de los recursos disponibles.

A pesar de que la abundancia de esporas en las muestras de la granja fue menor que en el
bosque, aun asi, se consideran como un elevado namero de esporas para este tipo de uso de
suelo; ésta elevada cantidad de esporas en la granja ecolégica “Dos Puertas” es atribuido a
su carécter ecologico y al bajo nivel tecnolégico con el que se maneja.

En las muestras del bosque se observaron 14 morfo-tipos exclusivos de HMA mismos que
representan el 28 % de la riqueza total encontrada, mientras que en la granja se observaron
8 morfo-tipos que representan el 16 % de la riqueza total encontrada, la exclusividad de estos
morfo-tipos se atribuye a la asociacién preferente de estos hongos con las diferentes plantas
medicinales encontradas en cada zona de estudio y a las diferentes propiedades fisico-
quimicas de sus suelos. Por otra parte, a pesar de la diferencia encontrada en las propiedades
fisico-quimicas del suelo, la riqueza compartida entre el bosque y la granja es del 56 % de la
riqueza total encontrada (28 morfo-tipos) ésta similitud se atribuye a la riqueza en las
poblaciones de HMA inherentes a la regién, debido a que se tratan de sistemas abiertos los
cuales estan en constante traslado.

El éxito en la propagaciéon de HMA en este caso se logré sin importar la zona de estudio de
la cual provenian los hongos, es decir, ambos se propagaron con bajo indice de éxito, sin
embargo, al tratarse de seres vivos se puede sefialar que se observé una mayor eficiencia en
la propagacion de las muestras del bosque, haciendo de estas una alternativa ligeramente
mas econdmica en la generacién de inéculos micorrizicos asociados a plantas medicinales.

En las muestras de suelo del bosque posterior a la propagacion destacan la familia
Glomeraceae con 13 morfo-tipos, 3 morfo-tipos del género Acaulospora, 3 morfo-tipos del
género Claroideoglomus, 2 morfo-tipos del género Diversispora, 1 morfo-tipo del género
Ambispora, 1 morfo-tipo del género Entrophospora, ademds de 2 morfo-tipos no reconocidos,
estos 25 morfo-tipos de las muestras del bosque templado “Agua Escondida” fueron




aparentemente favorecidos por las fechas y las condiciones en que se llevé a cabo el cultivo
en el invernadero al observarse solamente tras la propagacion. En el caso de las muestras del
suelo de la granja posterior a la propagacion también destacan la familia Glomeraceae con 9
morfo-tipos, 2 morfo-tipos del género Claroideoglomus y 1 morfo-tipo del género
Entrophospora, estos 12 morfo-tipos de la granja ecoldgica “Dos Puertas” fueron
aparentemente favorecidos por las fechas y las condiciones en que se llevé a cabo el cultivo
en el invernadero al observarse tinicamente tras la propagacion.




9. Recomendaciones

Para iniciar con la produccién de un indéculo es recomendable iniciar la investigacion
correspondiente con el trabajo de Usuga, Castafieda y Franco (2008), quienes probaron el uso
de diferentes sustratos y ademds reportan la importancia en la eleccién de la planta
hospedante segtn el fin deseado, asi como la consulta del manual de Metodologias Basicas
para el trabajo con micorriza arbuscular y hongos formadores de micorriza arbuscular de la
Universidad Nacional de Colombia (Sanchez, Posada, Velasquez y Narvéaez, 2010).

Como aportacién personal, recomiendo tener cuidado en la eleccion de las macetas que se
destinen para el fin deseado, dado que, para lograr una propagacién con el fin de obtener un
registro confiable de las especies de una zona de estudio basta con emplear de 10 a 15 macetas
con inéculo y 5 macetas testigo de 1,500 cm3 por tratamiento dado que en mis primeras 10
observaciones, extrayendo un promedio de 100 (+/- 50) esporas por maceta ya habia
obtenido méas del 95 % de la riqueza total, sin embargo, si lo que se desea es lograr la
propagacion para incrementar la muestra inicial de esporas de HMA, recomiendo usar
macetas con una superficie de al menos 800 cm?, llendndolas con suelo no muy compacto a
una altura de por lo menos 15 cm, es importante que la superficie cultivada sea
proporcionalmente mayor a la profundidad del cultivo dado que tratdndose de hongos
micorrizicos arbusculares la evidencia sugiere su crecimiento se da preferentemente en los
primeros centimetros superficiales del suelo, ademads, es necesario el uso de la mayor
variedad de especies de plantas que les sea posible cultivar por maceta; Velazquez y Cabello
(2011), por ejemplo, emplearon por maceta nueve plantas de 3 especies diferentes en una
superficie de 460 cm?, mientras que Carredn et al. (2013), encontré una mayor propagacion
con el uso de contenedores de mayor tamafio que con el uso de cajas Petri.



10. Anexo

Tabla Al. Clasificacion actual del reino Fungi mostrando los niveles de organizacién Reino, Subreino, Phylum
y Subphylum (septiembre 2019).

e Fungi
A) Aphelidiomyceta
1°) Aphelidiomycota
i) Aphelidiomycotina
B) Basidiobolomyceta
1°)Basidiobolomycota
i) Basidiobolomycotina
C) Blastocladiomyceta
1°)Blastocladiomycota
i) Blastocladiomycotina
ii) Blastocladiomycota Incertae sedis
D) Chytridiomyceta
1°)Chytridiomycota
i) Chytridiomycotina
ii) Chytridiomycota Incertae sedis
2°)Monoblepharomycota
i) Monoblepharomycotina
3°)Neocallimastigomycota
i) Neocallimastigomycotina
ii) Neocallimastigomycota Incertae sedis
E) Dikarya
1°) Ascomycota
i) Pezizomycotina
ii) Saccharomycotina
iii) Taphrinomycotina
iv) Ascomycota Incertae sedis
2°)Basidiomycota
i) Agaricomycotina
ii) Pucciniomycotina
iii) Ustilaginomycotina
iv) Wallemiomycotina
v) Basidiomycota Incertae sedis
3°)Entorrhizomycota
i) Entorrhizomycotina
ii) Entorrhizomycota Incertae sedis
F) Mucoromyceta
1°)Calcarisporiellomycota
i) Calcarisporiellomycotina
2°)Glomeromycota
i) Glomeromycotina
3°)Mortierellomycota
i) Mortierellomycotina
4°)Mucoromycota




i) Mucoromycotina
G) Olpidiomyceta
1°)Olpidiomycota
i) Olpidiomycotina
H) Rozellomyceta
1°)Rozellomycota
i) Rozellomycotina
I) Zoopagomyceta
1°) Entomophthoromycota
i) Entomophthoromycotina
2°)GS19 - Tentativo
3°)Kickxellomycota
i) GS19 - Tentativo
ii) Kickxellomycotina
4°)Zoopagomycota
i) Zoopagomycotina
J)  Fungi (Subreino) Incertae sedis
K) Basal Clone Group 1 (BCG1) - Tentativo
L) Basal Clone Group 2 (BCG2) - Tentativo
M) GSO01 - Tentativo

Fuente: https:/ / elurikkus.ee/bie-hub/species/118934#classification



Tabla A2. Clasificacién actual del phylum Glomeromycota (septiembre 2019).

e Reino e Fungi
A) Subreino F)  Mucoromyceta
1°) Phylum 2°)  Glomeromycota
i) Subphylum i) Glomeromycotina
a) Clase a) Archaeosporomycetes
x  Subclase v' Archaeosporales
v Orden &  Ambisporaceae
#  Familia #  Archaeosporaceae
#  Geosiphonaceae

b)  Glomeromycetes
% Glomeromycetes (Subclase) Incertae sedis
v" Diversisporales

#  Acaulosporaceae

#  Diversisporaceae
#  Entrophosporaceae
#  Pacisporaceae

#  Sacculosporaceae

v" Gigasporales
#  Gigasporaceae
v" Glomerales
#  Claroideoglomeraceae
#  Glomeraceae
V" Glomeromycetes (Orden) Incertae sedis
c) Paraglomeromycetes
v GS24
v' Paraglomerales
#  Paraglomeraceae
d) Glomeromycotina (Clase) Incertae sedis

Fuente: https:/ / elurikkus.ee/bie-hub/species/118939%#classification




Tabla A3. Solucién nutritiva Long Ashton

Cantidad en ml para
Compuesto quimico g/lt preparar 1 L de solucién
nutritiva

KNO; 80.8 5.0 ml
MgSOs - 7H,O 73.6 5.0 ml
Ca(NO:3)2 - 4H.O 188.8 5.0 ml

NaH,PO, - HhO 16,8 1.25 ml para 10.25
pg/ml
Elementos traza () — 1.0 ml
Solucién de citratos @ — 5.0ml

M Mezcla (g/1): MnSO4 - H,O (1.69), CuSOs - 5HO (0.25), ZnSO, - 7H>O (0.29), H3BOs (3.10), NaCl (5.90),
(NHi)sM 07024 - 4H0 (0.088) + H,O
@ Mezcla (g/1): FeCsHs07 (4.9) + H3CeHs07 (4.9) + H>O deionizada



Tabla A4. Descripcién de métodos empleados en el anélisis fisico-quimico del suelo.

v" Densidad
aparente

Para el andlisis de la densidad aparente por el método volumétrico
desarrollado por Beaver en 1963 como se mencioné en Muioz et al. (2015), se
peso6 una probeta de 10 ml vacia se agreg6 suelo en la probeta hasta completar
su volumen tras lo cual se asent6 el suelo golpeando ligeramente la base de la
probeta contra una franela aplicando una fuerza similar cinco veces, se
complet6 el volumen de suelo y se golpe6é nuevamente la base de la probeta,
tres veces tras lo cual se volvidé a pesar la probeta. Una vez terminado este
procedimiento, se rest6 el peso de la probeta, del peso total de la probeta mas
el suelo y se dividi6 este valor entre el volumen analizado para obtener la
densidad aparente. Esta operacién se repitié dos veces mas a solicitud de la
directora de tesis, para equiparar los demas métodos presentados.

v Densidad real

Para el andlisis de la densidad real por el método del picnémetro, primero se
lavé y secé a 100 °C por 20 minutos, un matraz aforado de 25 ml, tras lo cual se
peso el matraz sélo, después de esto se aforé con agua bidestilada y se volvié a
pesar, después se vacio6 su contenido a la mitad y se afiadié con mucho cuidado
5 gramos de suelo previamente pesado y tamizado a través de un tamiz de 2
milimetros de malla, se afiadi6 agua bidestilada hasta cubrir tres cuartas partes
del matraz y se procedié a mezclar por medio de agitaciéon manual el suelo con
el agua durante 30 minutos, una vez finalizada esta agitacion, se aforo el matraz
con agua bidestilada y se pes6, asimismo se tomo la temperatura de la muestra
para hacer el ajuste de la temperatura, esta operacion se repitié dos veces més
a solicitud de la directora de tesis, para equiparar los demds métodos
presentados. Se realizaron los siguientes cdlculos tal y como se menciona en el
método AS-04 de la NOM-021 RECNAT (2002), a todos los registros se les restd
el peso del matraz aforado. El peso del suelo (5 gramos) se dividi6 entre el peso
del agua mas el peso del suelo, menos el peso total de ambos, con esto se obtuvo
la densidad real por el método del picnémetro.

v Textura
suelo

del

Para el analisis de la textura del suelo se emple6 el método AS-09 de la NOM-
021 RECNAT (2002) modificado por Mufioz et al. (2015), en el que se determina
la textura de la fraccién fina del suelo, desarrollado por Bouyoucos en 1962.
Para obtener una mayor precision en los resultados, fue necesario eliminar la
materia organica (MO), tratando previamente cada muestra de 60 g de suelo
con perdxido de hidrégeno al 30% hasta que se detuvo la efervescencia. Una
vez eliminada la MO se sec6 el suelo a bafio maria a una temperatura de 100 °C
(Mufioz et al., 2015). Después se pesaron 50 g de suelo libre de materia organica
en un vaso de precipitados de 250 ml con agua hasta que se cubri6 la superficie
con 2 cm, este se agregd en una batidora mecanica con 5 ml de solucién de
metasilicato de sodio y 5 ml de solucién de oxalato de sodio, se aforé con agua
corriente hasta la mitad del vaso y se agité por 10 minutos, tras lo cual se dejé
reposar por 15 minutos. Posteriormente se pas6 todo el material a una probeta
de 1L, la cual se aford con agua corriente y se agit6é por 1 minuto para lograr la
suspension del suelo. Terminado este proceso se dej6 reposar por 40 segundos




y se tomo la primera lectura introduciendo lentamente el hidrémetro en la
suspension 20 segundos previos a la toma de la lectura y se registré su
temperatura. Tras 2 horas de reposo se tomo la segunda lectura registrando
nuevamente su temperatura para realizar los calculos pertinentes acordes a lo
descrito en la NOM-021 RECNAT (2002).

v"  Evaluacion de
pH

Para el andlisis de pH descrito por el Colegio de Postgraduados, se colocaron
10 g de suelo por vaso de precipitados de 100 ml, a cada uno se ahadieron 20
ml de agua dejando una solucién 1:2 (suelo-agua). Se agité manualmente
durante un minuto y se dej6 reposar por 30 minutos. Esta operacion se repiti6
dos veces mds. Finalmente se calibré el instrumento con las soluciones
amortiguadoras y se leyeron las muestras problema en el intervalo de pH
correspondiente (IRENAT, 1996).

v Conductividad
eléctrica

Para el andlisis de conductividad eléctrica descrito por el Colegio de
Postgraduados en las mismas muestras preparadas para pH se adicionaron 30
ml de agua dejando una relacién 1:5 (suelo-agua), se agitaron y se dejaron
reposar por 24 horas. Se midi6 la conductividad eléctrica del sobrenadante,
para esto primero se enjuagod la celda del conductimetro tres veces con agua
destilada, se sumergio la celda en el sobrenadante un par de veces, se registr6
la conductividad eléctrica y se tomé la temperatura, para corregir las lecturas
de acuerdo con su temperatura (IRENAT, 1996).

v Contenido de
materia
organica

Para el analisis de materia organica por el método de Walkley y Black descrito
en la NOM-021 RECNAT (2002), se pesaron exactamente 0.5 g de suelo
tamizado mismos que se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 500 ml. Al
tiempo se proces6 un blanco con reactivos por triplicado. Se anadieron 10 ml
de dicromato de potasio 1 N con pipeta volumétrica y se agit6é cuidadosamente.
Con una probeta se afladieron 20 ml de acido sulftirico concentrado, se agit6
cuidadosamente por 1 minuto. Se dejé reposar 30 minutos hasta que se enfrié
la solucion. Se afiadieron 200 mililitros de agua destilada. Se agregaron 5 ml de
acido fosforico concentrado, 0.1 g de fluoruro de sodio y de 10 a 15 gotas de
indicador de difenilamina. Se titul6 con sulfato ferroso 0.5 N hasta que se logré
una coloracién verde esmeralda. Debido a que el sulfato ferroso que se emplea
se oxida con facilidad, cambiando su normalidad, éste se prepar6 poco antes
de realizar el analisis (IRENAT, 1996).

v" Fosforo
extractable de
Bray y Kurtz 1

Para el analisis de fésforo se prepararon muestras por triplicado, en el suelo de
bosque se empled el método de Bray y Kurtz 1 modificado para suelos con pH
neutros y dcidos (Fernandez y Mendoza, 2008), para este método se pesaron 2.5
g de suelo tamizado, mismos que se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 50
ml, se adicionaron 25 ml de la solucién extractante (la cual estaba conformada
por una solucién de fluoruro de amonio en acido clorhidrico diluido), se
taparon los matraces con tapones de hule para evitar su contaminacién. Se
agitaron por 5 minutos a 180 revoluciones por minuto (rpm), el extracto se filtré
en papel Whatman ntimero 5. Simultdneamente se realizé una curva patrén




con blancos de reactivos a partir de concentraciones de fésforo conocidas, de
acuerdo con lo descrito en la NOM-021 RECNAT (2002). Para el anélisis de las
muestras se tomo una alicuota de 5 ml del filtrado previamente realizado, estos
se colocaron en matraces aforados de 50 ml y se agregaron 15 ml de agua
desionizada. Se adicionaron 5 ml de solucién reductora (compuesta por una
solucién de 4cido ascérbico y molibdato de amonio) se agité y afor6 con agua
desionizada. Después de 30 minutos de efectuar la reaccién se leyd la
intensidad de la absorcién de luz a 882 nm empleando un espectrofotémetro.

v" Fosforo
extractable de
Olsen

Mientras que para el andlisis de fésforo en el suelo de granja se emple6 el
método de Olsen para suelos con pH neutros y alcalinos (Ferndndez y
Mendoza, 2008), para este método se pesaron 2.5 g de suelo tamizado,
colocados en tubos de polietileno, se adicionaron 50 ml de la solucién extractora
(la cual estaba conformada por una solucién de bicarbonato de sodio con pH
ajustado a 8.5 con hidréxido de sodio), se taparon los tubos con tapones de hule
para evitar su contaminacién y se agitaron por 30 minutos a 180 rpm, tras lo
cual se filtré6 inmediatamente empleando papel Whatman nimero 5y 1 g de
carbon activado. Simultdneamente se realizé una curva patrén con blancos de
reactivos a partir de concentraciones de fésforo conocidas, de acuerdo con lo
descrito en la NOM-021 RECNAT (2002). Para el anélisis de las muestras se
tom6 una alicuota de 10 ml del filtrado previamente realizado, estos se
colocaron en matraces aforados de 50 ml, se adicioné un poco de agua
desionizada, aproximadamente 30 ml y 5 ml de solucién reductora (la cual
estaba conformada por una solucién de acido ascérbico diluido en una solucién
de molibdato de amonio) se agit6 y se terminé de aforar con agua desionizada.
Después de 30 minutos de efectuar la reaccién y antes de una hora, se ley6 la
intensidad de color en absorbancia a 882 nm empleando un espectrofotémetro
(NOM-021 RECNAT, 2002).




Tabla A5. Distribucién normal de la abundancia de esporas de HMA en 100 g de suelo seco del bosque.

Bosque
Pre-propagacion Post-propagacion
Muestra
Esporas Distribucién normal Esporas Distribucién normal
1 1180 0,0005104 216 0,0001892
2 1546 0,0007437 292 0,0001944
3 1648 0,000757777 370 0,0001994
4 2163 0,000469622 422 0,0002026
5 2218 0,0004217 440 0,0002037
6 444 0,0002039
7 490 0,0002066
8 540 0,0002094
9 618 0,0002134
10 730 0,0002185
11 762 0,0002199
12 804 0,0002215
13 1252 0,0002310
Promedio 1308 0,000231155
14 1386 0,0002309
15 2228 0,0002005
16 2330 0,0001940
17 2682 0,0001684
80% de 2998 0,000143125
los datos

18 7540 0,0000003




Tabla A6. Distribucién normal de la abundancia de esporas de HMA en 100 g de suelo seco de la granja.

Granja
Pre-propagacién Post-propagacion
Muestra Esporas Distribuciéon normal  Esporas Distribucién normal
1 474 0,000806 162 0,000272
2 722 0,001210 238 0,000281
3 772 0,001224164 300 0,000288
4 1093 0,000753632 310 0,000289
5 1120 0,000692 312 0,000289
6 332 0,000291
7 334 0,000292
8 356 0,000294
9 418 0,000300
10 466 0,000304
11 508 0,000307
12 518 0,000308
13 564 0,000311
14 630 0,000315
15 862 0,000322
Promedio 883 0,000321551
16 1182 0,000312
80 % de 1922 0,000226428
los datos
17 3736 0,000023

18 4664 0,000003
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