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RESUMEN

Los hongos micorrizégenos arbusculares (HMA), son microorganismos presentes
en el suelo, constituyen uno de los componentes mas importantes del mismo. Diversos
estudios demuestran que los HMA desempefian un papel crucial en la nutricién vegetal, al
asociarse de manera obligada con plantas de todo tipo de ecosistemas, ademds, contribuyen
a tolerar el estrés ambiental. No obstante, en las investigaciones sobre micorrizas ha sido
frecuente el andlisis cuantitativo sobre esta simbiosis. Por ello, es importante la generacion
de herramientas que integren la informacion obtenida de la interaccion hongo-planta en
términos de infectividad (capacidad del hongo para colonizar) y efectividad (efectos de la
asociacion sobre el desarrollo vegetal) en un solo pardmetro de tipo cuantitativo. Con este
fin, la presente investigacion se dividié en tres etapas: 1) La propagacién de suelo con
esporas proveniente del Parque Ecolégico “Cubitos”, Hidalgo (clima semidrido), mediante
las gramineas Bouteloua curtipendula, B. gracilis y Cenchrus ciliaris como plantas
“trampa”; en esta fase se determind el potencial de propagacion (densidad de esporas y
riqueza de especies de HMA iniciales y finales), mediante 4 tratamientos: B. gracilis, B.
curtipendula, C. ciliaris y B. curtipendula + B. gracilis y dos condiciones de micorrizacion:
con HMA (M+) y sin HMA (M-); las unidades experimentales se establecieron en
invernadero durante 14 semanas. 2) El andlisis de la simbiosis establecida entre las plantas
y micobiontes en términos de infectividad (porcentaje de colonizacién, conteo de esporas)
y efectividad (tasa de crecimiento relativo, supervivencia). 3) El disefio de dos propuestas
de un Indice de Mutualismo que describa de forma integral la asociacién micorricica.

Los resultados obtenidos muestran mayor supervivencia de plantas del tratamiento
C. ciliaris comparado con B. gracilis en asociacion con B. curtipendula y B. gracilis de
manera aislada; B. curtipendula aislada no logré establecerse. C. ciliaris obtuvo
significativamente una tasa relativa de crecimiento (TCR) mayor con micorriza, comparado
con las otras especies (p= >0.05). De acuerdo con los andlisis estadisticos, se encontraron
diferencias en los pardmetros de infectividad, hallindose que Bouteloua (B. gracilis de
manera aislada y B.g. + B.c. asociadas) resultaron los mejores hospederos para propagar a
los HMA en comparacién con C. ciliaris, al obtener un mayor nimero de esporas. Se
reportd Funneliformis mosseae como unica especie de HMA presente en el indculo final.
Asi mismo, se observaron diferencias estadisticas en el porcentaje de colonizacidén
micorricica siendo mayor en B. gracilis y B. curtipendula asociadas. Finalmente, para
integrar la informacién de este mutualismo cosmopolita se concluye que el Indice de
Mutualismo (IM) mads factible y sencillo es el que incluye a las variables: tasa de
crecimiento relativo y biomasa seca comparando especies similares, pues integra resultados
de infectividad y efectividad de la simbiosis, sintetizando en un pardmetro cuantitativo, la
dindmica de la asociacion de las especies estudiadas.

Unidad de Investigacién en Ecologia Vegetal. FES Zaragoza UNAM -1-
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INTRODUCCION

Los ecosistemas aridos y semiaridos son de los mds extensos y diversos en México, pues
constituyen el 65% de la superficie del territorio (Rzedowski, 1994); estos ecosistemas se
caracterizan por contar con poca disponibilidad de agua para el desarrollo vegetal, por lo que el
establecimiento de densas comunidades se ve limitado (Hunneke y Noble, 1996). Estos
ecosistemas albergan una gran diversidad de organismos endémicos cuya importancia bioldgica
y ecoldgica es vasta. Sin embargo, la gran mayoria de las comunidades vegetales presenta
cierto grado de deterioro, no sélo del paisaje o pérdida de diversidad, sino también en las
condiciones del suelo (Martinez y Pugnaire, 2009).

Dado que los suelos en zonas 4dridas usualmente estin poco desarrollados, las
superficies se encuentran expuestas al viento y al agua, lo cual facilmente puede deslavarlos
y alterar sus propiedades fisicoquimicas naturales, participando en la fluctuacién de las
condiciones asi como a los organismos que ahi habitan (Hunneke y Noble, 1996). Esto,
aunado a perturbaciones ocasionadas por la actividad humana, debilitan la microbiota
presente en la rizésfera y traen consigo diversas consecuencias desfavorables para el
ecosistema (Barea, 1998).

Los hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) son uno de los grupos clave de
microorganismos del suelo presentes de manera natural. Los HMA cumplen diversas e
importantes funciones, ya que al asociarse, ayudan entre otras cosas, a mejorar la
composicion de las comunidades de plantas (supervivencia, competencia, diversidad
floristica), asi mismo, son indispensables en la composicién edifica, pues se sabe que
contribuyen en los procesos de estabilizacién y formacién, lo que mantiene su fertilidad
(Requena et al., 2001; Alvarez y Monroy, 2008), pues participan activamente en la
formacion de agregados por accién mecdnica y quimica, por lo tanto, es necesario fomentar
el cultivo dirigido de los HMA autéctonos para su reintroduccion a los ecosistemas
perturbados mediante programas de restauracién ecoldgica, utilizando ind6culos
micorrizogenos nativos y semillas de plantas también nativas (Cuenca y Lovera, 1994;
Montafio y Monroy, 2000).

En las practicas de restauracion de zonas dridas y semidridas, se ha reportado que el
establecimiento vegetal se incrementa cuando se utilizan plantas micorrizadas, las cuales
tienen mayor proteccion y tolerancia a las condiciones adversas del suelo y el clima
(Caravaca et al., 2003), asi mismo, en estudios recientes, también se ha sugerido que los
mejores indculos son los autdctonos pues poseen las condiciones para el desarrollo ptimo
de cada especie.

Unidad de Investigacién en Ecologia Vegetal. FES Zaragoza UNAM -2-



“ 7 2 . L Ty OY 77,
sZ?(//(’(” de mutualisme de //’(‘zj/ y/'((/}///lrmj /)//(/)({7(((/(r/«o’ e fh ('/{7('/)' //1/(/('//////)~(/(yﬂ//m} arbusealares (//7[/://)

é(f(«‘ condiciones de invernadere”

Para tales fines, es necesario contar con mayor informaciéon sobre los géneros o
especies de HMA que se encuentran asociados a plantas nativas de importancia ecoldgica
para el ecosistema, asi como conocer la diversidad de micorrizas arbusculares en zonas
donde el deterioro vegetal se incrementa por las actividades humanas (Augé, 2001); esta
informacién aportard seguramente claves para la elaboracion de indculos que contengan
propagulos (esporas, micelio, o raices micorrizadas) altamente efectivos capaces de mejorar
el desarrollo vegetal e infectivos que incrementen el porcentaje de micorrizacién
(Hernandez y Garcia, 2008; ).

Conforme se ha avanzado en el conocimiento de la simbiosis micorricica
arbuscular, se han logrado descubrir técnicas que permiten la produccién masiva de
indculos de alta calidad, efectivos para cada ambiente, especie, condiciones particulares u
objetivos a alcanzar (Tapia-Gone, et al., 2010), sin embargo, la produccioén de inéculo de
HMA a gran escala se puede ver limitada por la simbiosis obligada por parte del hongo, lo
que hace necesario implementar un sistema donde ambos organismos se desarrollen en
condiciones controladas.

Cuando se estudia el uso de HMA en plantas con fines de restauracién de
ecosistemas semidridos, es comun que el andlisis se presente de manera cualitativa y no
cuantitativa, pues se consideran diferentes variables de crecimiento como indicadores, pero
pocas veces se integran, de tal manera que el resultado es un andlisis parcial de la simbiosis
(Alvarez, y Monroy, 2008).

Esta investigacion estd dirigida a proponer un indice de mutualismo que permita
conocer los efectos que la asociacion con HMA genera en las plantas Bouteloua
curtipendula, Bouteloua gracilis y Cenchrus ciliaris las cuales son parte de la flora de
ecosistemas semidridos de México, dados términos de infectividad, mismo que debe
entenderse como el nivel de interaccion mutualista (porcentaje de raiz colonizada, nlimero
de esporas en la rizdsfera, etc.), y de efectividad: (biomasa seca del véstago, supervivencia,
talla, tasa de crecimiento relativo), asocidndolos en un parametro inico denominado indice
de mutualismo (IM). Para esto, se debe considerar la intensidad de la interaccién y la
eficiencia de los HMA, mediante la propagaciéon de muestras de suelo mediante cultivos
multiespecificos a través de plantas “trampa”; caracterizar el in6culo, obteniendo el niimero
de esporas. Integrar los resultados obtenidos en las propuestas de indices de mutualismo y
determinar con ello si este indicador permite evaluar la eficiencia e intensidad de la
interaccion con los HMA presentes en el suelo del sitio de manera adecuada, es decir, que
refleje el nivel de interaccion planta-hongo y sus efectos en el desarrollo vegetal.

Unidad de Investigacién en Ecologia Vegetal. FES Zaragoza UNAM -3-
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MARCO TEORICO
Simbiosis Micorricica

La palabra micorriza etimoldgicamente proviene del griego (myces= hongo y rhiza= raiz),
es una simbiosis mutualista que ocurre en mas del 95% de todas las especies de plantas
tanto cultivadas como silvestres (Clapp et al., 1996; Barea, 1998; Hernandez,et al., 2008), y
ciertos hongos del suelo. Se trata de una simbiosis practicamente universal, presente en la
gran mayoria de los hébitats naturales (Shiifler et al., 2001; Martinez y Pugnaire, 2009).

El mutualismo supone una relacién benéfica para los organismos implicados, por
ello, tanto el hongo como la planta se ven favorecidos por la asociacion: el hongo coloniza
la raiz de la planta y le proporciona nutrientes minerales y agua, mientras que las plantas
suministran al hongo carbohidratos que elaboran a través de la fotosintesis (Brundett et al.,
1996). También ayudan a mantener el balance hidrico de la planta y a su vez ésta
incrementa la tasa fotosintética (Monroy y Garcia-Sanchez, 2009).

Esta asociacion muestra la eficiencia de la asociaciéon mutualista, su globalidad y la
estrecha coevolucién planta-hongo micorricico, asi como su relevancia en el reino vegetal
(Montafio y Monroy, 2000). Dado que es tan comun, también resulta ser diversa, pues se
han descrito al menos siete diferentes tipos de micorriza: arbuscular, arbutoide, ericoide,
monotropoide, orquideoide, ectomicorriza y ectendomicorriza, que se caracterizan por las
estructuras que el hongo forma dentro de la raiz, asi como por las plantas y los hongos
involucrados (Harley y Smith, 1983) (Fig. 1).

Unidad de Investigacién en Ecologia Vegetal. FES Zaragoza UNAM -4-
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Figura 1. Representacion esquemadtica de los distintos tipos de micorriza y las estructuras tipicas formadas
(Tomado de Barea, 1998).

Hongos micorrizogenos arbusculares (HMA)

Los hongos micorrizogenos arbusculares forman quizd la asociacién micotréfica mas
importante con distribucién global (Larcher, 2003), ademds de que son fundamentales en la
estructura y diversidad de la vegetacion (Hartnett y Wilson, 1999).

Los hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) de una comunidad vegetal madura
conforman una malla que interconecta las raices de las plantas mediante una densa y
extensa red de hifas, las cuales por un lado, crecen a lo largo del cértex radical, en el
interior de raicillas finas; por otro lado, las hifas externas se expanden en el sustrato; éstas
ultimas son alargadas, dimoérficas y estdn compuestas de una red tosca, irregular y gruesa
(Allen, 1991; Parniske, 2008) (figura 2).

Unidad de Investigacion en Ecologia Vegetal. FES Zaragoza UNAM -5-
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Los hongos formadores de
micorriza arbusculares son
simbiontes obligados y no pueden
cultivarse fuera de las raices vivas de
las plantas por lo que dependen
totalmente de la planta fotosintética
(Smith y Read 1997). Las esporas de
estos hongos germinan en el suelo y
colonizan las células corticales de
una planta huésped. El hongo, dentro
de la raiz, invagina el plasmalema de g - = : Espora

la célula vegetal y produce una
estructura profusamente ramificada
llamada arbusculo, que es el sitio de
intercambio de nutrimentos entre el
hongo y la planta. La formacién de
esta estructura es una caracteristica

Couuiutaiou

comun de todos los hOHgOS ————————————————————————————————————

micorrizégenos arbusculares (HMA)

(Brundett, et al, 1996). Figura 2. Representaciéon esquemdtica de las principales
estructuras de un hongo micorricico arbuscular. Las hifas

Conforme la  colonizacion
micorricica comienza a envejecer, el
hongo produce sobre las raices o
dentro de ellas, estructuras de
almacenamiento llamadas vesiculas,
las cuales contienen abundantes lipidos
(Bonfante-Fasolo, 1984).

de Garcia- Diaz, 2007) .

Clasificacion taxonomica de los HMA

En un inicio, la clasificacién de los HMA se basaba en caracteres morfoldgicos de las
esporas pero con ayuda de las técnicas moleculares se inicié la secuenciaciéon del ARN
ribosomal logrando grandes hallazgos como el de Schiifler et al. (2001) quienes los
propusieron como un grupo monofilético y establecieron el Phylum Glomeromycota. Sus
resultados indicaron que se encuentran filogenéticamente mas cercanos a los Phyla
Ascomycota y Basidiomycota que con el Phylum Zigomycota donde eran anteriormente
agrupados. Con estas investigaciones y muchas mas se ha contribuido enormemente a
precisar su clasificacion (figura 3) (Diaz-Hernéndez, 2012).

Unidad de Investigacion en Ecologia Vegetal. FES Zaragoza UNAM -6-
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Figura 3. Clasificacion sistematica de los hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) de acuerdo a
Schiifler, 2011, disponible en el sitio web: http://www.lrz.de/~schuessler/amphylo/. Figura editada por: Bi6l.

Eduardo Chimal Sanchez
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Plantas “trampa”

Una planta “trampa” es un vegetal generalista que sirve como hospedero vivo, altamente
micotréfico y que permite la obtencién de esporas de hongos micorrizégenos arbusculares
multiespecificos (Trejo- Aguilar et al., 2008; Alvarez et al., 2008).

Caracteristicas de plantas “trampa”
1) Debe ser altamente micotréfica (dependiente del hongo)

2) No debe presentar selectividad a las diferentes especies de hongos micorricos
arbusculares

3) Deben adaptarse a un amplio rango de condiciones y climas
4) Deben ser de rapido crecimiento y ciclo de vida corto
5) No deben requerir de grandes dreas en el invernadero o en laboratorio

6) Debe ser perenne y soportar podas periddicas por si se requiere mantener por
mucho tiempo en las unidades experimentales

7) Deben tener alto porcentaje de germinacién

8) No deben ser altamente susceptibles de enfermedades comunes o pardsitos
(Chimal, S. et al. 2010).

Plantas ‘“‘trampa” a emplear en la propagacion de hongos micorrizogenos
arbusculares

Género Bouteloua

Género formado por plantas herbaceas perennes con tallos delgados; hojas con frecuencia
concentradas en la base de la planta, las ligulas a menudo en forma de anillo de pelos;
inflorescencia constituida basicamente de una a muchas ramas espiciformes (a menudo
unilaterales), que de ser mds de una se disponen a manera de racimo; espiguillas sésiles, por
lo general, muchas en cada espiga las cuales estdn dispuestas en 2 hileras a lo largo de un
raquis mas o menos aplanado. Las espiguillas por lo general cuentan con 1 a 2 flores
hermafroditas y 0 a 3 flores masculinas o estériles, frecuentemente rudimentarias; glumas
uninervadas, desiguales o casi iguales, a veces con arista corta. La lema de la flor es fértil y
nervada, dichas nervaduras a menudo terminan en aristas. La pdlea es membranacea, a
veces biaristada; la segunda flor con frecuencia conspicuamente 1 a 3- aristada, a veces
reducida a tales aristas. Es un género endémico de América, con unas 40 especies, en su
mayoria mexicanas. (Rsedowzki, 2001).
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Bouteloua gracilis (Willd. ex Kunth Lag. ex Griffiths)

Planta herbacea perenne, de hasta 70 cm de alto a menudo forma macollos densos y en
ocasiones llega a establecer césped; con frecuencia rizomatosa; Tiene una vaina foliar
glabra o con algunos pelos largos, ligula en forma de franja de pelos cortos. La ldmina es
plana, al menos en la base, hasta de 30 cm de largo, glabra, con algunos pelos largos. Tiene
1 a 4 ramas de la inflorescencia, por lo comin de 2 a 6 cm de largo. Posee entre 40 a 100
espiguillas, por lo general, densamente dispuestas a manera de peine, el raquis aplanado,
con la espiguilla apical simulando una prolongacién del mismo. La primera gluma mide
entre 3 a 3.5 mm; la segunda, por lo general de 5 a 7 mm de largo, con frecuencia
largamente pilosa en su nervadura central. La lema es mds corta que la segunda gluma,
pubescente, provista de 3 aristas de 1 a 3 mm de largo, pélea casi del mismo largo de la
lema. Cuenta con 1 o 2 flores rudimentarias. La primera 3-aristada y con un mechén de
pelos en la base, la segunda sin aristas; grano angostamente obovoide, de 2.5 a 3 mm de
largo (Rsedowzki, 2001).

Ampliamente distribuida en el Valle de México, sin ser planta frecuente. Se reporta
en altitudes de 2250- 3100 msnm. En vegetaciones de pastizal y matorral xeréfilo, pero
principalmente en la vegetaciéon secundaria. Conocida del suroeste de Canadd hasta
Oaxaca. En grandes extensiones de la parte norte del pais esta graminea domina los
pastizales. En algunos sectores del Valle de México se comporta como invasora (Escalante,
1995).

En los dos tipos de comunidades (pastizal y matorral) se le considera como uno de
los pastos nativos con mayor valor forrajero. Crece en suelos francos, con pH ligeramente
acido (5.5 a 6.5) (Parrazales y Sudarez, 2005), asi como en suelos arenosos profundos
nivelados o con pendientes suaves; cuando crece en suelos calcireos con pH de neutro a
ligeramente basico (7.0 a 8.0) o en pendientes gravosas y escarpadas (CONABIO, 2010).

Las temperaturas que se registran en las diferentes zonas de distribuciéon de la
especie en México, van de -10 °C a 40 °C, con precipitaciones de 350 a 800 mm anuales.
Sin embargo, B. gracilis es un especie que dificilmente se establece por semilla, ya que
requiere de un periodo continuo de 8 a 10 semanas de humedad para su germinacion,
establecimiento y crecimiento inicial y estas condiciones son poco frecuentes en las zonas
aridas y semidridas de México (Escalante, 1995; Garcia et al., 2005) (figura 4).

Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr.

Planta herbacea perenne hasta de 1 m de alto, ampliamente amacollada, a veces presenta
rizomas o estolones; Las hojas en su mayoria se encuentran concentradas hacia la base de la
planta. La ligula es en forma de membrana corta y fimbriada; 1dmina por lo general plana,
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hasta de 25cm de largo y hasta 7 mm de ancho, a menudo pilosa cerca de la base. La
inflorescencia es estrecha y alargada, mide hasta de 25 cm de largo. Se describen de 12 a 80
ramas que miden entre 0.8 a4 cm de largo, éstas se hallan dispuestas en forma unilateral,
desprendiéndose integramente en la madurez: Tiene de 2 a 12 espiguillas por rama, en
general glabras; La primera gluma miden entre 4 a 5 mm de largo, la segunda gluma es mas
ancha pues mide 5.5 a 8.5 mm de largo. La lema es un poco mds corta en la segunda
gluma, apenas tridentina en el dpice, con los dientes provistos de aristas muy breves, palea
algo més corta que la lema. Ampliamente distribuida en el Valle de México, con excepcion
de las partes mas himedas y en altitudes que van de los 2250 a los 2650 msnm. Se describe
en pastizales y matorrales xerdfilos, en suelos mas bien poco profundos. Conocida desde el
sur de Canada hasta Argentina. (Rzedowski, 2001).

Es un pasto de importancia forrajera (Rodriguez, 1982). Se encuentra en selvas
bajas caducifolias alteradas, pastizales y matorrales xero6filos, en altitudes que van de 800 a
2650msnm. Se distribuye en los estados de Chihuahua, Durango, Guerrero, Jalisco,
Michoacan y Oaxaca (CONABIO, 2010) (figura 4).

Cenchrus ciliaris L.

El zacate buffel es una forrajera muy util en las regiones dridas; esta especie presenta
resistencia a altas temperaturas (45 °C) y en algunos cultivares, al frio invernal (-10 °C).
Ademds presenta una marcada tolerancia al estrés hidrico y moderada a la salinidad.
Desafortunadamente se convierte en invasora facilmente, no sélo en cultivos sino también
en la vegetacion natural (CONABIO, 2010; Carrillo et al., 2004).

Su centro de origen se encuentra en Africa y ha sido introducido como planta
forrajera en zonas cdlidas y secas del mundo: América, Eurasia, Oceania; en México se
encuentra ampliamente distribuida, sobre todo en el norte del pais, hallindose en plena
expansion, también hacia partes mas frias (Ribbota, 2005).

Es una planta exdtica perenne, tallos erectos, ramificados, glabros, de 25 cm a Im
de alto; vainas comprimidas, glabras o pilosas cerca del cuello, margen hialino, ligula
ciliada, de 0.5 a 2.5 mm de longitud, laminas foliares planas, que miden de 3 a 24 cm de
longitud, de 2 a 8 mm de ancho, escabrosas o pilosas, sobre todo en la base. Su
inflorescencia en forma de espiga cilindrica y densa mide de 2 a 12 cm de longitud y de 1 a
2.5 cm de ancho, de raquis flexible y escabroso, entrenudos de 0.8 a 2 mm de longitud;
fasciculos alargados, de 9 a 13 mm de longitud y de 3 a 4 mm de ancho, pubescentes,
cerdas erectas o algo curvas, unidas Unicamente en la base o un poco mas arriba,
antrorsamente escabrosas o ciliadas o plumosas (Rzedowsky, 2001).

Unidad de Investigacién en Ecologia Vegetal. FES Zaragoza UNAM -10-



" 4 - . . - ( VI' ( ): ‘\:)'
" Indsce de mutualisme de tres gramineas /)m/)ay«//(r/w)’ e A{fﬁyﬁo’ micorrizegencs arbsentares (M)

ég/’(/ condiciones de invernadere”

Presenta de 2 a 4 espiguillas por fasciculo, las cuales tienen de 2.5 a 4.7 mm de
longitud. La primera gluma mide de 1 al.25 mm de longitud, es uninervada, delgada y
membrandcea. La segunda gluma mide 1 a 3 mm de longitud, La lema de la flor interior
masculina, es de 2 a 4.5 mm de longitud. Pdlea de 2 a4 mm de longitud, parcialmente
cubierta por la lema; flor fértil de 2.2 a 5 mm de longitud y de a 1 a 1.5 mm de ancho. Se ha
descrito que crecen a altitudes de hasta 2250 msnm. Se le cataloga como maleza ruderal, al
parecer de introduccién reciente al Valle de México (Rzedowski, 2001) (figura 4).

Figura 4. Plantas “trampa” a) Cenchrus ciliaris L., b) Bouteloua gracilis (Willd. ex Kunth) Lag. ex
Griffiths, c) Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr. (CONABIO, 2010).

Inoculos

Al considerar que los HMA necesitan obligadamente a su hospedero para
desarrollarse, uno de los métodos mas ampliamente usado para propagarlos es el empleo de
macetas conteniendo suelo y una o varias plantas micorrizéfilas (Guadarrama-Chévez, et
al., 2008).

La inoculacién de las especies vegetales con HMA se recomienda en la fase de pldntula en
condiciones de invernadero. El indculo a utilizar puede consistir de: esporas, micelio o
fragmentos de raices colonizadas también es usualmente utilizado un compuesto de las tres
anteriores, todos ellos pueden provenir de “macetas trampa” o de suelo tomado
directamente del campo.
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a) Raices, en este caso el indculo son las raices colonizadas por HMA y representan
una fuente rdpida de colonizacién para las plantulas. La cantidad recomendada
fluctda alrededor de 10 g de raices secas (Guadarrama, Chévez, et al., 2008).

b) Micelio, son las hifas que se desarrollan de manera extrarradical, su utilizacién no
es muy profusa debido al tiempo que implica su separaciéon y las cantidades
obtenidas son muy variables y el tiempo de colonizacion, debido a la viabilidad de
éste (Palenzuela, et al. 2002, Carvalho y Correiay, 2003).

c) Esporas. Son estructuras de resistencia producidas por los HMA que, dependiendo
del ambiente donde se desarrollen, presentan diferentes grados de latencia, son
utilizadas comtinmente en estudios de crecimiento y se recomienda contar con 150
esporas en buenas condiciones, para ser inoculadas por plantula.

Un inéculo mixto es aquél que cuenta tanto con esporas como con raices colonizadas y
micelio presente en el suelo. Este tipo de indculo es el més recomendable debido a que hay
especies de hongos cuya propagacion es principalmente a través de micelio y otras por
esporas, de esta forma se asegura la presencia de muchas mds especies fingicas que en los
caso individuales anteriores.

Infectividad y efectividad

Dos de los conceptos cominmente empleados para estudiar la respuesta de la planta a la
presencia de los HMA en condiciones de invernadero son la infectividad y la efectividad.
La primera es una capacidad que tiene la especie o especies fungicas en particular para
colonizar las raices de una planta hospedera y explorar el suelo, asi como su capacidad de
persistir en el sistema productivo, es decir, la intensidad de la interaccién mutualista como
tal. Mientras que la efectividad es la capacidad que tiene los HMA para influir
favorablemente en el desarrollo de una especie vegetal con la que se pretenda asociar, en
comparacion con otra planta que crece en las mismas condiciones pero con ausencia de
éstos (Guadarrama et al., 2008; Tapia- Goné, 2010). Por ello, la magnitud de los beneficios
que conlleva a esta asociacion depende de la compatibilidad y complementariedad
fisioldgica con la especie de hongo que coloniza, de la historia de vida de la planta, de la
fertilidad del suelo, la radiacion solar, la disponibilidad de agua para la planta, la
competencia o herbivoria (en condiciones naturales), entre otros.

Aun cuando se conoce sobre la asociacién entre ambos simbiontes, no se ha logrado
hasta el momento, que exista un indice que correlacione ambas caracteristicas. Por ello, en
el presente trabajo se propone un indice que vincule ambos pardmetros en uno solo, de tal
modo que pueda estandarizarse el efecto de la simbiosis en diversas plantas de interés, sin
que ello dependa tinicamente del enfoque del investigador.
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Propagacion de esporas de hongos micorrizégenos arbusculares.

La técnica més usada de propagacién es el cultivo de HMA sobre plantas llamadas
“trampa” (hospederos altamente micotréficos, en suelo desinfectado o estéril adecuado),
buscando obtener una alta capacidad de intercambio catidnico, aireacioén y retencién de
humedad (Habte y Osorio, 2001). El sustrato ademads, debe permitir produccién abundante
de propagulos, facil manipulacién, que sea recurso de la zona a trabajar y que no sea
costoso, usando esporas seleccionadas, raices colonizadas, micelio o suelo que contenga
todos estos propagulos para iniciar la colonizacién micorricica de las raices de las plantas
(Ferguson y Wodhead, 1992).

Zona de origen del suelo con esporas

El Area Nacional Protegida (ANP) Parque Ecoldgico “Cubitos”, se ubica al suroeste de la
ciudad de Pachuca y se localiza dentro de los 20° 06" y 20° 07' N, 98° 44"y 98° 45' W y
cuenta con una superficie de 132 hectdreas (CONABIO; 2010) (figura 5).

Figura 5. Localizacién satelital de la zona de origen del indculo inicial. Fuente: http://www.google.com

Su clima es seco templado BS1 k (w) w" (I') G y seco semi-cdlido BSO k (w) w" (I')
G, con temperatura media anual de 16 y 20°C y 550 mm de precipitaciéon media anual
concentrada en los meses de junio a septiembre y con un periodo de sequia de 6 a 8§ meses
(Garcia, 2004). La vegetacion es del tipo matorral espinoso, representado por arboles de
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talla baja (<15 m), espinosos, abundan las leguminosas y llegan a formar agrupaciones con
géneros como Mimosa, Prosopis y Flourensia; matorral crascicaule con géneros como
Opuntia y Myrtillocactus; y un matorral desértico rosetéfilo representado por los géneros
Agave y Yucca (Rzedowzki, 1994).

JUSTIFICACION CIENTIFICA

Ha sido probado en numerosas investigaciones que la inoculacién con HMA puede mejorar
el establecimiento de la mayoria de las plantas. En el estudio de la simbiosis micorricica
arbuscular, han ocurrido importantes vertientes. Una es el estudio de las relaciones
simbidticas como tal, en funcion de sus efectos, tales como la resistencia, resiliencia,
condicidn, vigor y productividad. Para ello, se requiere obtener informacién sobre la
biologia basica de los HMA y de las plantas con las que se asocian. Otra vertiente, es la
aplicacion de estos conocimientos para la mejora de las técnicas de propagacion de
esporas,cuya contribucién es la de mejorar los procesos de obtencién de indculos, con el fin
de aislar a los organismos mas eficientes, para producir in6culos de alta calidad y que sean
funcionales a las condiciones de cada suelo, explotando asi las posibilidades potenciales de
estos HMA (Brundett, 2002; Morton, 2001).

Asimismo, la creacion de herramientas que optimicen el manejo de esta
informacién, la cual hasta el momento, puede ser analizado desde diferentes puntos de
vista, ya sea del hongo, de la planta o de la asociacién, dependiendo del enfoque del autor
(Guadarrama Chavez et al., 2008). Asi, el indice planteado en la presente investigacion
puede ser utilizado para evaluar cuantitativa e integralmente los resultados obtenidos de la
experimentacion de inocular plantas con HMA.

PROBLEMATICA

Desde hace algunas décadas, el estudio de la simbiosis micorricica en México ha ido
evolucionando; cada vez se realizan mds investigaciones en las que se ha sugerido el uso
hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) como mejoradores de las condiciones del
suelo degradado, asi como de cultivos agricolas, pues se saben las facultades de los HMA
como optimizar los recursos y mejorar las condiciones del suelo, entre otras. La
restauracion ecoldgica es una disciplina tenido mejor éxito en programas de reintroduccién
cuando estas han sido micorrizadas. La propagacion de los HMA a través de plantas
“trampa” ha resultado exitosa, aunque la mayoria de las veces los hospederos son especies
agricolas y escasamente plantas nativas para obtener indculos. Al respecto, cada vea se sabe
mads acerca de la interaccion entre los simbiontes estudiados. Por lo anterior, este trabajo
tuvo como finalidad responder a la siguientes preguntas: Si Bouteloua gracilis, Bouteloua
curtipendula y Cenchrus ciliaris son empleadas como plantas “trampa” ;Cudl de estas
especies fue la mejor propagadora en nimero de esporas de HMA? ;Cuél de las especies
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mencionadas fue la mejor planta “trampa” para propagar morfoespecies? ;Qué especie
tiene una mayor colonizacion micorricica? ;Es util integrar la tasa de crecimiento relativo
(TCR) y la biomasa vegetal en un modelo indicador del nivel de asociacién micorricica?

HIPOTESIS

En la asociacién micorricica de las gramineas perennes Bouteloua curtipendula, Bouteloua
gracilis, 1a mezcla de ambas o Cenchrus ciliaris, es necesario el uso de herramientas que
evalien cuantitativamente la interaccion entre los HMA y sus fitobiontes. Por ello, se
espera desarrollar un indice de mutualismo que integre la infectividad y la efectividad,
usando los pardmetros: porcentaje de colonizacidn, la tasa de crecimiento relativo, la
biomasa seca del vdstago o ambos respectivamente en un solo enunciado matemaético
mediante el cualse facilite la informacién obtenida de estos cultivos.

OBJETIVO
a) General:

+» Determinar la efectividad e infectividad en la asociacién micorricica de tres
especies de gramineas de zonas semidridas: Bouteloua curtipendula, Bouteloua
gracilis, la mezcla de ambas o Cenchrus ciliaris, a fin de proponer un indice de
mutualismo con base en los criterios: biomasa, tasa de crecimiento relativo y
colonizacién micorricica.

b) Particulares:

s Determinar el potencial de asociaciéon de los hongos micorrizogenos arbusculares
con las gramineas bajo estudio, mediante el porcentaje de colonizacién de raices.

s Comparar el nimero de esporas y de especies presentes en el indculo inicial (suelo
con esporas) con el indculo final.

¢ Determinar la efectividad de hongos microrrizogenos arbusculares provenientes del
Parque Ecoldgico “Cubitos” en tres gramineas, mediante las variables: tasa de
crecimiento relativo y biomasa de los fitobiontes seleccionados.

% Disefiar un indice de mutualismo y compararlo con el Indice de eficiencia
micorricica (Phavaphutenon, 1996) e Indice de dependencia mutualistica
(Plenchette, 1983).
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METODO

El proyecto se disefid considerando tres fases: a) Propagacién de esporas de hongos
micorrizégenos arbusculares a través de plantas generalistas (“trampa”). b) Evaluacion de
la efectividad e infectividad del in6culo. c¢) Disefio y aplicacién de un indice de mutualismo
(IM).

Colecta y preparacion de semillas

Las semillas de Bouteloua gracilis se colectaron en el Parque Ecolégico Cubitos, Pachuca,
Hidalgo. Con coordenadas 20° 67y 20° 7 latitud norte y 98° 44’ y 98 457 latitud oeste en
octubre de 2009.

Las semillas de Cenchrus ciliaris y Bouteloua curtipendula se adquirieron de un
lote comercial proveniente de California, E.U. y colectadas en agosto y septiembre de 2009,
respectivamente.

Las semillas tuvieron un tratamiento pregerminativo que tiene como fin eliminar el
posible estado de latencia de las semillas y con ello, estimular su germinacién. El
pretratamiento mds exitoso en porcentaje de germinacién seglin Rodriguez- Ochoa (1982),
fue la imbibicion en agua de las semillas durante 12 horas.

Se pesaron 2 g de semilla por unidad experimental, se desinfestaron con una solucién
de agua mds hipoclorito de sodio al 5% en proporciéon 1:10 durante 3 minutos. Se
sometieron al tratamiento pregerminativo, para posteriormente ser sembradas mediante
voleo. Se regaron a capacidad de campo.

Mediante la siguiente férmula se estimo el porcentaje de germinacion:

% de Germinacion = [(No. de semillas) / (No. de semillas totales)] 100

Una vez germinadas las semillas, se cubrieron con pléstico para crear efecto invernadero y
asi favorecer las condiciones de humedad y calor, con la finalidad de favorecer el
establecimiento de las plantulas.

Lugar de trabajo

El experimento se llevo a cabo en el invernadero de la Unidad de Investigacion en Ecologia
Vegetal de la FES Zaragoza que se encuentra en el oriente de la ciudad; el invernadero
tiene una orientacion de norte-sur, en su eje principal. El experimento tuvo una duracion de
14 semanas. Durante este tiempo, se registraron las temperaturas maximas y minimas del
sitio.
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Colecta de los HMA usados como indculo

El in6culo de hongos micorrizégenos arbusculares (HMA), empleados se obtuvieron de la
rizosfera de las gramineas de B. gracilis y B. curtipendula, en el Parque Ecoldgico
“Cubitos”, Hidalgo, en zonas consideradas como medianamente conservadas. Los suelos
colectados fueron conservados a temperatura ambiente. Se pesaron 200 g de suelo para
cada unidad experimental, los cuales se incorporaron con las raices del mismo. Este suelo y
sus componentes, fueron la fuente de propagulos (esporas y raices) de hongos
micorrizdgenos arbusculares (HMA) iniciales, los cuales fueron colocados en las macetas
sobre el sustrato estéril.

Preparacion del sustrato

Se realiz6 una mezcla de sustrato conformada por arena silica de tamafio mediano y suelo
extraido de Parque Ecoldgico Cubitos, Pachuca, Hidalgo, en una proporcion de 1:2 (v:v).
La muestra de suelo con esporas presenta textura franco-arenosa (27% limo, 38% arena,
38% arcilla). Contiene 9.61% de materia organica, tiene un pH de 7.6, 0.2 % de Nitrégeno,
5.94 mg/kg de fésforo (Pérez y Rodriguez, 2010).

La arena silica se agregd con el objetivo de facilitar la infiltracién del agua, mejorar
la aireacién del suefio, evitar su compactacion y favorecer la micorrizacién mejorando la
textura del sustrato. Una vez mezclado, el sustrato se esterilizd en autoclave, durante tres
periodos de una hora a temperatura de 120 °C y presion de 15 libras por pulgada cuadrada.

Seleccion de plantas “trampa”

La seleccién de las plantas “trampa” se llevd a cabo tras una investigacion bibliogréfica
determinando que las plantas seleccionadas son altamente micotréficas, de rapido
crecimiento y pertenen al paisaje de los ecosistemas con clima drido y semidrido,
precisamente de donde se obtuvieron las muestras de suelo con esporas que se utilizaran
para propagar los HMA.

Preparacion de macetas para la propagacion de hongos micorrizogenos
arbusculares (HMA)

El procedimiento para esta etapa fue el siguiente:

1) Lavar y desinfectar con hipoclorito de sodio al 5% los contenedores pldsticos cuyas
dimensiones fueron de 24 X 19 cm y 10 cm de profundidad.
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2) Se esterilizaron 3000 g de sustrato por unidad experimental, colocdndose dentro de
bolsas de polipapel en una autoclave por 3 intervalos de 1 hora cada uno. Se dejé a
temperatura ambiente de 24 a 48 horas previas a su utilizacion.

3) En cada unidad se sembraron 2 g de semilla de cada especie de planta “trampa”
(Bouteloua gracilis, Bouteloua curtipendula y Cenchrus ciliaris y una mezcla 1:1 de
las dos especies de Bouteloua en 10 contenedores con indculo, mds 5 unidades por
cada tratamiento no micorrizado.

4) Se tamizaron 200 g de sustrato del sitio con una malla de 2 mm y se incorporaron con
el sustrato por cada unidad experimental. Estas macetas se mantuvieron en condiciones
de invernadero siendo regadas a capacidad de campo durante 14 semanas.

5) Se adicion6 un filtrado resultado de la suspensiéon de 200 g de suelo o in6culo inicial,
al cual se le agregdé un volumen de 250 mL de agua bidestilada, se agit6 durante 15
minutos, se dejo reposar durante 1 hora y se filtr6 con un tamiz de 42 micras. El
objetivo de éste es permitir el paso de bacterias y otros componentes del suelo pero no
de las esporas de HMA presentes en la muestra, delimitando los efectos del estudio a
las micorrizacién. Este filtrado bacteriano compensé la presencia de bacterias de suelo
utilizados en cada unidad experimental de cada tratamiento.

Las unidades experimentales utilizadas como testigo contuvieron el filtrado bacteriano
en lugar de los 200 g de suelo con esporas.

e Tratamiento micorrizado M+. Se agregaron 3400 g de la mezcla de sustrato,
mezcla de suelo-arena-silica + 200 g de suelo con esporas o indculo inicial.

e Tratamiento no micorrizado M-. Se agregaron 3400 g de la mezcla de sustrato,
mezcla de suelo-arena-silica + filtrado bacteriano.

Riego

Las wunidades experimentales fueron pesadas semanalmente (para determinar la
evapotranspiracion real) y se regaron con agua de la llave a capacidad de campo; cada
semana se midi6 la altura promedio de las plantas.

Dependiendo de la temperatura registrada, el riego se realizé6 de una a tres veces por
semana; en estos casos se realizd una suma semanal de la cantidad de agua agregada en
mililitros, posteriormente se promedié el nimero de riegos para obtener un valor semanal.
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Capacidad de campo

La capacidad de campo (CC) se determiné a fin de conocer la maxima capacidad de
retencion del agua de acuerdo al sustrato utilizado por maceta en los diferentes tratamientos
(Maderey, 2005), y con base en ellos calcular el agua requerida para el riego semanal. Esta
técnica consiste en determinar la CC haciendo pasar una cantidad conocida de agua en otra
de suelo seco por un papel filtro y con la ayuda de un embudo, dejando reposar 24 horas
hasta obtener un peso constante. Finalmente se realiz6 el calculo con la siguiente férmula:

CC= Psh - Pss/ Pss X100

Donde:

Psh = peso de suelo humedo
Pss= Peso de suelo seco

Evapotranspiracion real semanal y acumulada

La evapotranspiracion es la cantidad de agua perdida semanalmente por evaporacioén del
suelo de la maceta més la transpiracion de la planta (Rodriguez, 2011): Esta se obtuvo
mediante promedios de una diferencia de pesos obtenidos cada semana durante las 14 que
durd el experimento.

ETR= PIS - PFS
Donde:
PIS= Peso al Inicio de la semana (después de cada riego)
PFS= Peso al final de la semana (antes del riego)

Para obtener la evapotranspiracion real acumulada, se sumé la cantidad de agua
agregada durante el tiempo del experimento y se transformaron las unidades en
milimetros. Segtn la siguiente expresion:

ETR= ETRsemana 1+ ETR semana 2+« « .ETR semana 14
Eficiencia en el uso del agua

La eficiencia en el uso del agua, o WUE por sus siglas en inglés (Water Use Efficiency)
se define como la proporcion entre la materia seca producida y el consumo de agua en
un periodo determinado; este cociente es importante en zonas semidridas pues
determina qué especies (o bajo qué condiciones) producen mayor biomasa por unidad
de agua consumida.
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En esta investigacion se defini6 la eficiencia en el uso del agua a partir de la siguiente
ecuacion (Salisbury y Ross, 1994, citado por Diaz-Hernéndez, 2011):

WUE-= (g de biomasa aérea total)/kg de agua irrigada total
Por lo que las unidades en las que se expresa son: g de biomasa/ kg de agua
Supervivencia

La supervivencia de las plantas se registr6 semanalmente desde el inicio del periodo de
desarrollo en el invernadero, cuando las plantulas alcanzaron una talla minima de 5 cm. Al
término del experimento, se calculé el porcentaje de nimero de plantas vivas respecto al
nimero inicial de plantas.

Evaluacion de la efectividad

El estudio de la efectividad de los HMA en las plantas estd enfocado en el estudio de los
beneficios que la planta recibe del hongo, los cuales se pueden medir a través de la
supervivencia u otras variables de crecimiento.

a) Talla maxima

La altura se calculé a partir de un promedio de 10 individuos de diversas tallas por 7
unidades experimentales. Se seleccionaron 5 unidades al azar. La misma se comenzd a
medir una vez que se establecieron los organismos y que tuvieron una talla minima de 5
cm. Se report6 la altura promedio final.

b) Tasa de crecimiento relativo (TCR)

Se calculd6 a partir de la altura maxima con base a la altura de los organismos de acuerdo a
la siguiente férmula propuesta por Grime (1989) y Villar et al. (2004) en Rodriguez,
(2011):

TCR= [In (altura final) — In (altura inicial)]/ Ndimero de dias
c) Biomasa seca del vastago

La biomasa seca del vastago de las gramineas se determiné obteniendo el 100% de la
biomasa aérea de las plantas establecidas en 7 unidades experimentales seleccionadas al
azar por cada tratamiento micorrizado y 3 por cada tratamiento no micorrizado, retirando al
organismo de la raiz, mediante corte con tijeras de jardineria, para posteriormente secar en
estufa a 35 ° C hasta obtener un peso constante (Hunt et al. 2002; Rodriguez, 2011).
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Obtencion del inéculo multiespecifico

Posterior a las 14 semanas de cultivo, se suspendi6 el riego por los préximos 25 dias para
favorecer los procesos de esporulacion de los HMA.

Una vez secas las plantas de gramineas, se podaron a nivel de suelo. El sustrato de cada
unidad experimental se homogeneiz6, desfragmentando agregados y cortando en porciones
pequenas las raices secas. Se tomaron 100 g de cada unidad experimental y se colocaron en
muestras compuestas de 1000 g, mismas que se almacenaron en bolsas de polipapel con
etiquetas a 4 °C.

Evaluacion de la infectividad

La infectividad esta directamente relacionada con la capacidad del hongo de interactuar con
la planta, en este caso:

Conteo de esporas y caracterizacién del in6culo

A partir de los in6culos multiespecificos obtenidos, se realizé una caracterizacion de los
HMA propagados segun la técnica de tamizado en via humeda por cada 100 g de suelo,
descrito por Gendermann y Nicholson, (1963), en combinacion con la técnica de flotacién
en azdicar (Brundett, 1996; Chimal, 2010; Trejo et al., 2008).

Se describieron los morfotipos, densidad y abundancia de esporas de hongos
micorrizégenos arbusculares presentes en el sustrato por cada 100 g de suelo,
posteriormente se extrapolaron los datos en funcién de la cantidad de indculo obtenido
producto de la propagacién de los HMA.

Procedimiento:

Se pesaron 50 g de suelo seco en un vaso de precipitados, se suspendi6 en un litro de agua
corriente. Posteriormente, se agitd con la ayuda de un agitador mecdnico (marca Oster
modelo 2523-13 440-20) por 5 minutos. Se dejé reposar de 15 a 20 segundos para después
decantar el sobrenadante en una serie de tamices de diferentes tamafios de poro, colectando
el contenido del tamiz mds pequeflo con una piseta en dos tubos para centrifuga. La
centrifugacion se llevé a cabo durante 5 minutos a 2000-2500 rpm.

Del material ya centrifugado se desech6 el sobrenadante de los tubos, se resuspendio el
precipitado y se le agregd sacarosa al 50% para centrifugar nuevamente, esta vez entre las
1500 y 2000 rpm durante 1 minuto. El centrifugado se enjuagd en el tamiz més pequefio
para ser depositado en cajas petri previamente cuadriculadas en campos visuales de 0.5 cm
x 0.25 cm. Los datos obtenidos se extrapolaron a 100 g de suelo reportdndose como nimero
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de espora por cada 100 g de suelo. Cada tratamiento se analizd por triplicado en un
microscopio estereoscopico a 10 x de aumento.

Colonizacidn radical

La técnica que se empled fue la evaluacion de la colonizacion micorricica arbuscular total y
fraccionada en el sistema radical de plantas de interés mediante la técnica de tincién
propuesta por Phillips y Hayman (1970), con modificaciones y consejos de Vierheilig et al.
(2005) y Herndndez- Cuevas (2008). De acuerdo al siguiente procedimiento:

Obtencioén de raices
Se obtuvieron al azar, las raices de las plantas contenidas en tres unidades experimentales al
azar una vez que el periodo sin riego termind. Se obtuvieron las mas finas de la zona
rizosférica (menores a 2 mm de grosor), mediante una pala para jardineria.

Clareo y tincidn de raices con azul de tripano al 0.05 %

1. Se lavaron las raices con agua de la llave, para después cortarlas en
segmentos de 3-4 cm y colocarlas en frascos plastico de 250 ml y dentro de cajas
histoldgicas a los cuales se les agregd KOH al 5% para cubrirlas. Se procedi6 a calentarlas
en autoclave a 15lb de presion durante 15-30min, enseguida se eliminé el KOH y se
enjuagaron las raices con agua de la llave.

2. Las raices se cubrieron con HCI al 10% durante 10 min.

3. Se decant6 el HCl y sin enjuagar las raices se afiadié una solucién de azul
tripano al 0.05% durante 24h a temperatura ambiente o por 30 a 40 min en bafio maria.

4. Se decantd el colorante con ayuda de un tamiz de 44 micras o coladera para

evitar la pérdida de raices. Se enjuagaron con una piseta para eliminar el exceso de
colorante.

5. Las raices se colocaron en lactoglicerol para eliminar la tincién excesiva y
obtener un mejor contraste entre las células corticales de la raiz y las estructuras de los
HMA.

6. Las raices teflidas se colocaron en una caja de Petri donde se cortaron en
secciones de 1.5 cm de longitud procurando hacer el corte con un bisturi, se tomaron al azar
20 segmentos y se posicionaron en forma paralela a lo largo de un portaobjetos, se adicion6
agua o PVLG y mediante “squash” se coloc6 un cubreobjetos. Las preparaciones se dejaron
secar a 60° C por 24 h. Cada muestra se elabor6 por triplicado.

Se revisaron los campos Opticos y se registrd la presencia ausencia de hifas, vesiculas y/o
arbusculos, independientemente de la intensidad de la colonizacion. El porcentaje de la
micorrizacidn se obtuvo mediante la siguiente féormula:

% de colonizacion total: (No. de segmentos colonizados)/ (No. de segmentos totales)X 100
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Debido a la poca informacién sobre las especies que colonizan a la planta, es necesario
complementar esta técnica con conteo y determinacién de esporas pues estas revelan la
abundancia y diversidad de los HMA dentro de un ecosistema, ademds de elementos
importantes en la taxonomia de este tipo de organismos (Varela y Trejo, 2001).

Diseiio del indice de mutualismo (IM)

En este trabajo se determind la correlacion entre la efectividad e infectividad del indculo de
HMA sobre las plantas propagadoras. La infectividad se mide a través del porcentaje de
colonizacidn micorricica de las raices de la especie empleada como modelo u organismo de
comparacion. La efectividad se mide a través de pardmetros del desarrollo vegetal claves,
como la biomasa total y la tasa de crecimiento relativo (TCR).

Una vez establecidas las pldntulas, se evaluaron los efectos de la asociacion con base a los
criterios en términos de infectividad (colonizacién micorricica, densidad y diversidad de
esporas en el suelo) y efectividad: TCR, produccién de biomasa total (g). Con estos datos
se obtuvo el indice de mutualismo (IM).

a) Considerando biomasa total 6 TCR (efectividad) y porcentaje de colonizacién
micorricica (infectividad):

IM= [Bt (M+) / Bt(M-)] (% de colonizaciéon micorricica)
IM=[TCR (M+)/ TCR (M-)] (% de colonizacion micorricica)

b) Integrando biomasa total, TCR, y porcentaje de colonizacién micorricica
(infectividad) =

IM= [Bt(M+)/(Bt (M-)]*[TCR(M+)] (% Colonizacion micorricica)
donde:

Bt= Biomasa total (g) tanto de las plantas micorrizadas (M+) como de las plantas no
micorrizadas (M-).

TCR= Tasa de crecimiento relativo

El indice es adimensional y sus valores varian entre 0 a >100, de acuerdo a la siguiente
tabla:
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Cuadro 1. Descripcién del indice de mutualismo (IM)

M Nivel Tipo de asociacion Conectividad
0-20 + Laxa Menor

20-40 ++ Intermedia Media

40-60 +++ Vinculante Alta

60-80 +4+++ Muy vinculante Muy alta

80 a>100 +4++++ Vinculacién Total Total

Este indice se utilizé para evaluar la correlacion entre la infectividad y le efectividad de los
cuatro in6culos de HMA, generados con las diferentes plantas “trampa”
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Indice de eficiencia micorricica (IEM)

Se estimo la respuesta de las gramineas a la inoculacién micorricica a través del Indice de
Eficiencia Micorricica (IEM) de acuerdo a la ecuacién de Phavaphutanon (1996), con base
en el peso seco de la biomasa previamente calculado y de acuerdo al a siguiente féormula:

IEM= [(Ps (M+)]-[Ps (M-)] *100/ Ps (M+)

Donde Ps= Peso seco

M+= Peso seco de plantas micorrizadas y M-= Peso seco de plantas no
micorrizadas

Indice de dependencia micorricica (IDM)

Se estimé la respuesta de las gramineas a la inoculacién micorricica a través del Indice
de dependencia micorricica (IDM) de acuerdo a la ecuacion que relaciona las variables de
crecimiento o rendimiento de las plantas micorrizadas con las no micorrizadas, expresadas
a su vez en porcentaje (Plenchette, 1983).

La ecuacion de la dependencia micorricica es la siguiente:

IDM= [(Ps (M+)]-[Ps (M-)] *100/Ps (M+)]

Donde: PsM+ es el peso seco total de la planta micorrizada y Ps M- es el peso seco total de
la planta no micorrizada.
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Diseiio experimental

El lote experimental consté de 10 macetas (Unidades experimentales) por tratamiento
(repeticiones) y 10 macetas como testigo de acuerdo a la siguiente nomenclatura:

4 tratamientos (T) X 2 condiciones de micorrizacién = 80 macetas o UE

Cuadro 2. Disefio experimental

M+ (Con indculo) M- (Sin inéculo)
Bouteloua gracilis Bouteloua gracilis
Bouteloua curtipendula Bouteloua curtipendula
Cenchrus ciliaris Cenchrus ciliaris

Una mezcla 1:1 de semillas B. gracilisy | Una mezcla 1:1 de semillas Bouteloua
B.curtipendula gracilis y Bouteloua curtipendula

Diseno estadistico

En cada lote, al final de la fase de propagaciéon (14 semanas) se analizaron las
siguientes variables de respuesta:

a) No. de esporas/ 100 g de suelo, morfoespecies y diversidad de esporas.
b)  Tasa de crecimiento relativo (TCR)

c¢)  Evapotranspiracion real (ETR) acumulada

d)  Supervivencia de las unidades

e) Biomasa seca del vastago

El tratamiento estadistico aplicado a esta investigacion consistié en una comparacién de
medias de unidades micorrizadas (M+) y no micorrizadas (M-), previa prueba de
Normalidad y homocedasticidad utilizando ANOVA de dos factores y la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos, segin fuese el caso, utilizando el programa
estadistico InfoStat/E, version 2011.
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“Indice de mutualismo de tres gramineas propagadoras de hongos micorrizgenos arbusculares (FIMA)
bajo condiciones de invernadero”

Atraves de Bouteloua curtipendula, Bouteloua gracilis, una mezcla de ambas
especies de Bouteloua y Cenchrus ciliaris como plantas trampa.
— Disefio experimental:
Consto de 40 Unidades experimentales (UE) por tratamiento y 5 UE para cada
testigo de acuerdo al siguiente disefio:

Propagacion de HMA

41ratamientos X 10 repeticiones + 40 testigos = 80 UE

Evaluacion de la
mfectividad y efectividad

Infectividad
Conteo de esporas. Colonizacion micorricica total de HMA
Efectividad
Registro de altura, TCR v biomasa seca del vastago.

A\

Analists estadistico
¢ inferpretacion de Caleulo de ETR, WUE, TCR, Biomasa seca del vastago, riqueza de esporas de
i » HMAy porcentaje de colonizacion micomicica.
Mediante las propuestas de IM:
a) IM= [Bt (M+) / Bi(M-)] (% de colonizacion micorricica)

Disetio del Tndice de b) IM=[TCR (M+)/ TCR (M-)] (% de colonizacion micorricica)

mutualismo (M) ¢) Integrando biomasa total, TCR, y porcentaje de colonizacion micorricica

y su aplicacion ; IM=[BH(M+ (Bt (M-)] ¥ TCR(M+)] (% Colonizacion micorricica)

Figura 6. Diagrama de flujo del método.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Germinaciéon

En relacién los resultados obtenidos en las pruebas de germinacién, se observé que B.
curtipendula y B. gracilis ya sea de manera aislada o asociadas, obtuvieron el porcentaje
mas alto de germinacion en el 4° dia, mientras que C. ciliaris requirié de dos dias
adicionales. La asociaciéon de Bouteloua presentd el mayor porcentaje de germinacion,
siendo superior al 80%, seguido de Cenchrus ciliaris y B.gracilis. B. curtipendula
obtuvieron un porcentaje superior al 60%, siendo este el mds bajo (grifico. Lo cual
concuerda con lo expresado por Rodriguez (2011), quien reporta 90% en el quinto dia. La
diferencia entre los resultados pese a que las condiciones del experimento son similares,
puede deberse en este caso, a que la germinacién se vio influida por las temperaturas
minimas las cuales se encontraron por debajo de las 6ptimas reportadas por Flores (1994) y
Rodriguez (1982) (gréfico 2), que sugieren temperaturas constantes entre los 16 y 37 °C
para B. gracilis y 23 a 31 °C para B. curtipendula ambas especies adaptadas a climas
calidos. Esto posiblemente se encuentra relacionado con la estacionalidad, dado que el
experimento se realiz6 en invierno.

——B. gracilis =—l=B.curtipendula Cenchrus ciliaris B.curtipendula + B. gracilis
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Grafico 1. Porcentaje de germinacion total de plantas “trampa”
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Temperaturas de invernadero

Con respecto a las temperaturas registradas en el invernadero se observo que la més alta fue
de 31.6 °C y la minima de 23.08 °C con promedios de 26.3 ° C, la temperatura maxima y
8.3 °C la minima, durante las 14 semanas de octubre a enero en que se llevd a cabo el
experimento. (grafico 2).

Temperatura maxima promedio Temperatura minima promedio
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Grifico 2. Temperaturas maximas y minimas promedio registradas en el invernadero durante cuatro semanas
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Evapotranspiracion real acuamulada (ETR)

En todos los tratamientos se observé que las unidades micorrizadas transpiraron menos que
las no micorrizadas pero sin presentar diferencias estadisticas significativas (p<0.05). En la
evapotranspiracién real no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre
especies (gréfico 3), Lo cual indica que la micorrizacién no tuvo efecto en los procesos de
aprovechamiento del agua (Augé, 2001).
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Grafico 3. Evapotranspiracion real acumulada para los dos tratamientos: no micorrizado (M-) y
micorrizado (M+) y las cuatro especies durante 14 semanas. Letras iguales indican que no se
hallaron diferencia estadisticas significativas (p>0.05).
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Eficiencia del uso del agua (WUE)

En cuanto a la evaluacién de la WUE, se obtuvo mejor resultado con la asociacién de
Bouteloua, seguido de Cenchrus ciliaris. Las contrastes dados en gramos de biomasa por
kilogramos de agua son importantes, por ejemplo, entre la mezcla de Boutelouas y
Cenchrus ciliaris existe una diferencia de hasta 0.0216 g entre Bouteloua gracilis y
Cenchrus ciliaris, respectivamente (grafico 4). No hubo diferencias significativas entre
tratamientos como en condicidnes de micorrizacion lo cual indica que la asociacién no
influy6 en la Eficiencia del uso del agua.
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Grifico 4. Eficiencia en el uso del agua promedio.
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Evaluacion de la efectividad

Supervivencia

Se observd significativamente mayor supervivencia en Cenchrus ciliaris (p>0.05),
B.gracilis + B. curtipendula y B. gracilis, en comparacién con B. curtipendula, en la cual
no se logré el establecimiento de plantas de dicha especie (Grafico 5) posiblemente debido
a la estacionalidad donde las bajas temperaturas influyeron en el establecimiento. Asi
mismo, B. curtipendula se encuentra fuertemente asociada a condiciones de micrositio
(Garcia-Sanchez, et al., 2005) La supervivencia asi como la germinacién se hallan
relacionados a la estacionalidad (Hartmann, 1999) asi que se dicha condicién puede deberse
al periodo invernal en el que fue llevada a cabo la investigacion.
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Grifico 5. Supervivencia de las plantas hospederas en cuatro tratamientos para propagar y masificar hongos

micorrizégenos arbusculares. Letras iguales indican que no se hallaron diferencia estadisticas significativas
(p<0.05)
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Talla maxima

Se registré el crecimiento final en altura a los 105 dias de la investigacion por tratamiento
(gréfico 6), se observé que C. ciliaris presentd altura significativamente mayor que los
demds tratamientos en su tratamiento micorrizado (M+). El segundo tratamiento que
alcanz6 una talla mayor fue el de la mezcla de bouteluoa (p>0.05). Posteriormente, se
procedié a un periodo de 15 dias sin riego para favorecer la esporulaciéon como se observa
en la figura 7. Los resultados sugieren una mayor adaptabilidad a las condiciones del suelo
y medio ambientales por parte C. ciliaris, de acuerdo como lo han documentado Ribotta, et
al, (2005), asi como una rapida respuesta metabodlica (Beltran, 2006).
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Grifico 6. Talla miaxima promedio. N.D.= No determinado Letras iguales indican que no se hallaron
diferencia estadisticas significativas (p<0.05)
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Figura 7. Proceso de sequia para favorecer la esporulacién
Tasa de crecimiento relativo (TCR)

Los resultados indican diferencias significativas en el tratamiento B. gracilis + B.
curtipendula para la variable TCR (p>0.05) inoculado con micorrizas y C. ciliaris con
respecto a los demds tratamientos. Sin embargo, todos los tratamientos obtuvieron
diferencias significativas entre si, sin haberlas entre las condiciones de micorrizacién
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Tasa de crecimiento relativo promedio por tratamiento. N.D.= No determinado Letras iguales
indican que no se hallaron diferencia estadisticas significativas (p<0.05)

TCR M+ TCR M-
@b @b

Tratamiento

B. gracilis
0.0168 0.0138%

B. curtipendula
ND ND

C. ciliaris
0.018° 0.0160°

B. gracilis+ B. curtipendula
0.017°"  0.0155%¢
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Biomasa

Dentros de los tratamientos cuya produccion de biomasa es mayor se encuentra el de B.
gracilis + B. curtipendula micorrizadoel cual es estadisticamente mayor que su condicién
no micorrizada. En segundo término, C. ciliaris no obtuvo diferencias significativas entre
sus condiciones de micorrizacién. Dicha condicién ha sido causa de que todas las especies
investigadas posean un alto grado forrajero, y que incluso sea una de las plantas con mejor
desempefio, como lo menciona Griffa, et al., (2005)
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Grafico 7. Biomasa seca del véstago. Letras iguales indican que no se hallaron diferencia estadisticas
significativas (p<0.05)

Evaluacion de la infectividad
Conteo de esporas y caracterizacion del indculo

Los datos de la caracterizacion inicial como referencia son los estudiados por Rivas (2012),
donde se menciona que el suelo colectado en la rizésfera de gramineas fue tomado de un
matorral xer6fito del parque ecoldgico “Cubitos™, el cual presenté 283 esporas en promedio
y una riqueza de 11 morfotipos de HMA de manera inicial, en condiciones naturales se
observa una mayor riqueza de esporas de hongos micorrizogenos arbusculares comparada
con la final (cuadro 4).

Posterior al proceso de propagacion del indculo inicial en todos los tratamientos se presentd
disminucién en la densidad de esporas de HMA. La especie F. mosseae fue dominante en
todos los tratamientos, lo cual coincide con lo descrito por Covacecich y Echeverria,
(2010). No se detectaron otras especies presentes en el indculo final.
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Las especies iniciales y finales se concentraron en el orden Glomerales de acuerdo a
Gonzdlez Chavez et al. (2008) quienes mencionan que el género Glomus es predominante
en zonas aridas y semidridas lo cual concuerda con los resultados de esta investigacion.
Ademais, la densidad de esporas es similar a lo reportado en otros ambientes semidridos de
Meéxico (Camargo-Ricalde y Dhillion, 2003).

OB. gracilis  OB. curtipendula  OC. ciliaris  OB. gracilis+ B. curtipendula

B. gracilis+ B.
curtipendula '_|

— C

C. ciliaris .—|—. A
B. curtipendula EI! BC

B. gracilis l—|—| B
| |

0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0

Tratamientos

Numero de esporas

Grifico 8. Densidad de esporas promedio de hongos micorrizégenos arbusculares al final del proceso de
masificacién en cuatro tratamientos. Abreviaciones: Letras iguales indican que no se hallaron diferencia
estadisticas significativas (p<0.05)
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Cuadro 4. Esporas de HMA del in6culo inicial comparadas con la obtenida después de la propagacién

Especies promedio del Densidad final Especies promedio del Densidad final
indculo inicial (esporas/ 100g de suelo) indculo inicial (esporas/ 100g de
(esporas/ 100g de suelo) (esporas/ 100g de suelo) suelo)
Funneliformis mosseae 105 Funneliformis mosseae
Ambispora sp. 23
Glomus aggregatum 26 Tratamientos:
Claroideoglomus 38
etunicatum 15 B. gracilis 79
Glomus sp. 15
Pacispora sp. 4
Glomus sp.1 27 B. curtipendula ND
Funneliformis geosporum 10
Glomus sp.3 9
Gigaspora margarita 11
Acaulospora sp.3 C. ciliaris 47
B. gracilis+ B. 72

curtipendula

Figura 8. Funneliformis mosseae. Especie posterior a la propagacion presente en todos los tratamientos.
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Se determiné mayor nimero de esporas en los tratamientos donde se emplearon
hospederos de Bouteloua asociados y B. gracilis por separado, seguido del tratamiento con
C. ciliaris, mientras que en el tratamiento con B. curtipendula no fue considerado al no
establecerse plantas “trampa” que dieran lugar a la asociacién (grafico 8).

Debido a la cantidad de esporas cuantificadas en los indculos finales. F. mossseae
fue la especie de HMA determinada que formé esporas en mayor abundancia (grafico 9), lo
cual es interesante resaltar, dado que en todos los tratamientos, no ocurrié una propagacion
en funcién de la cantidad de esporas, pero si de una seleccidon por parte de las plantas
hospederas, lo sucedido puede deberse por una parte a la especificidad ecoldgica y la
compatibilidad funcional entre simbiontes que ha sido demostrado que ocurre en suelos no
maduros o en formacién (Shiifler, 2001). En este caso, F. mosseae puede estarse
expresando como una especie pionera en el sustrato final.

Por otra parte la densidad de esporas obtenidas son consecuencia de una serie de
circunstancias ambientales particulares ya que la estacionalidad ambiental asociado a las
lluvias o sequias asi como a la temperatura son factores determinantes en la composicién y
la variacién de la poblaciéon de HMA en zonas éridas. En este aspecto, la respuesta de la
colonizacion radical y, es un factor determinan la esporulaciéon de los HMA es muy y por
ello resulta variable (Branberger et al. 1994; Jasper, 1993).

Aun cuando en los tratamientos C. ciliaris y B. gracilis + B. curtipendula las
plantas tuvieron mejor crecimiento, mayor supervivencia y colonizacién micorricica
arbuscular si se obtuvo mayor densidad de esporas comparadas con C. ciliaris.

De acuerdo a los resultados, el mejor tratamiento para propagar los HMA es E4,
donde la asociacién de B. gracilis y B. curtipendula favorece la asociacion simbidtica en
contraste cuando las plantas se encuentran de forma aislada.

Es interesante analizar el desempefio de C. ciliaris en esta investigacion, debido al
papel ecoldgico que esta especie representa. Stiling, (1992) describe dos tipos de especies
segiin la capacidad ecoldgica de interactuar con su medio, unas son descritas como
“invasoras” las cuales no necesariamente se asocian con la microbiota del suelo, en este
caso Cenchrus ciliaris es una planta de este tipo, lo que puede explicar la menor capacidad
de propagar esporas asi como el menor porcentaje de colonizacién comparado con la
asociacion de Bouteluoa y Bouteluoa gracilis por separado, las cuales no s6lo obtuvieron
una alto porcentaje de colonizacién sino una mayor propagaciéon de esporas. El autor
describe dichas especies como “maduras” pues logran interactuar con la microbiota edafica
favoreciendo las condiciones de la rizosfera para beneficio de la sucesion ecoldgica. Al
respecto, Busby et al. (2012), analiz6 la capacidad de los organismos nativos como (B.
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gracilis y B. curtipendula) de ser seleccionados por los HMA sobre de las plantas exdticas

o invasoras como C. ciliaris.

Colonizacion radical
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Grifico 9. Colonizacién micorricica arbuscular en cuatro tratamientos con diferentes hospederos.

Unidad de Investigacién en Ecologia Vegetal. FES Zaragoza UNAM

-39-



@ ﬂf}m@ﬂ %ww//e Q%fﬁe/a Q%g/ﬁ//?(//ﬂ/

Indice de mutualismo

En el cuadro 5 se observa que los valores obtenidos donde se emplean las variables
biomasa seca aérea y TCR por separado, los cuales son muy hetereogéneos (Cuadro 4).

El indice de mutualismo que considera ambos criterios permite un valor mds estable, que al
compararse con lo observado durante el experimento, refleja la interaccion de las plantas
“trampa” con el hongo. Asi, Bouteloua gracilis, presenté un alto IM que corresponde con
su capacidad de propagar esporas, colonizarse pero no necesariamente de generar biomasa.
Asi mismo, Cenchrus ciliaris, gener6 mas biomasa seca del vastago, sin embargo no logré
el mayor nimero de esporas estadisticamente.

Cuadro 4. Propuestas de diseflo de un indice de mutulismo. Abreviatura: .N. D. = no determinado.

Tratamiento M1 IM 2 IM3
(Biomasa seca aérea) (TCR) (Bt/TCR)
E1 (B. gracilis) 113.0952 54.13750 90.0897
E2 (B. curtipendula) N.D. N.D. N.D.
E3 (C. ciliaris) 83.11706 139.28435 48.43137
E4 (Bg + Bc) 103.31855 85.97325 84.57933

Cuadro 5. Indice de eficiencia micorricica e Indice de dependencia micorricica. N.D.= No determinado.

Tratamiento IM M IM IEM
(Biomasa seca aérea) (TCR) (Bt/TCR
E1 (B. gracilis) 113.0952 54.13750 90.0897 55.7894
E2 (B. curtipendula) N.D. N.D. N.D. N.D.
E3 (C. ciliaris) 83.11706 139.28435 48.43137 15.7814
E4 (Bg + Bc) 103.31855 85.97325 84.57933 21.0209

C. ciliaris obtuvo el mayor IM mediante la tasa de crecimiento relativo que con biomasa
total, caso contrario del tratamiento de mezcla de Bouteloua (Bg+Bc). C. ciliaris y las
especies de Bouteloua asociadas presentan un indice de 139. 28 y 85.9, respectivamente, 1o
cual indica que existe una conectividad total en ambos casos (cuadro 5).
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Resulta importante destacar que si se comparan los datos obtenidos mediante el IM
con los de IEM e IDM, los valores son sumamente diferentes, pues ambos proporcionan
poca informacion la interaccion entre la infectividad y la efectividad en la simbiosis, el
valor considera parcialmente la infectividad o sea, la capacidad del hongo de colonizar la
planta (cuadro 5).

Planchette propuso un Indice de Dependencia Micorricica que ha sido utilizado
desde 1983, éste indice estd disefiado a partir de un cociente de las biomasas secas entre
tratamientos micorrizados y no micorrizados y a partir de ello, calcular un porcentaje.
Dicho indice deja de lado la capacidad de los simbiontes para determinar los beneficios
necesarios para la planta en un momento especifico, el cual no necesariamente indica una
baja interaccién o dependencia del hongo por la planta. Ambos indices se detallaron en
funcién de la concentracion de fésforo que es el principal nutrimento obtenido por la planta
resultado de la asociacion. Sin embargo, varios autores concuerdan en que el fésforo no es
el Unico nutrimento ni beneficio que obtiene el fitobionte del micobionte pues nuevas
aportaciones indican que el hongo puede optimizar la tolernacia a la herbivoria, a
organismos patogenos, entre otros (Busby et al., 2012)

Phavaphutanon (1996 y Carvalho, 2004 plantean Indices similares basados en la
biomasa y concentracién de fésforo, en ambos casos ocurre lo mismo que con el propuesto
por Plenchette (1983), es decir, que sus consideran parcialmente la interaccién micorricica
cuya interpretacion puede verse limitada al no contemplar la infectividad y la efectividad de
manera integrativa dado que en las fechas en las que se propusieron estos indices atin no se
conocian algunas propiedades de la micorrizacion.

El Indice de Mutualismo propuesto contempla los aspectos relevantes de la
interaccion en un solo parametro, la cual permite a su vez, interpretar como estd ocurriendo
dicha interaccién simbidtica: ya sea que el hongo le esté facilitando los nutrimentos a la
planta y que estos puedan ser evaluados mediante pardmetros como Tasa de Crecimiento
Relativo o Biomasa Total (efectividad) o que la interaccion le otorgue otros beneficios no
necesariamente reflejadas en éstos datos, sino a partir de pardmetros como la colonizacién
radical o el conteo de esporas (infectividad).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El mejor tratamiento para la propagaciéon de HMA en esta investigacién es la mezcla de
ambas especies de Boutelouoa, las cuales obtuvieron un mayor nimero de esporas, mayor
porcentaje de colonizacién por una parte, por otra, mayor talla y biomasa aérea, lo que
muestra que en conjunto, tienen un mejor desempeio que de manera aislada.

El uso de las especies nativas son adecuadas como plantas hospederas para propagar los
HMA dada su adaptacion y pertenencia al sitio, comparativamente con especies exdticas
que pueden incluso deteriorar los recursos del suelo. Sin embargo, se requieren
investigaciones posteriores para corroborar si los indculos generados en esta investigacion
son idéneos para inocular plantas con fines agricolas o en la restauracién ambiental.

El indice de mutualismo propuesto expone una herramienta util y factible que evidencia la
fuerza de interaccion de la simbiosis micorricica, debido a que integra las variables mas
propias y representativas de la asociacion.

Las asociaciones micorricicas estudiadas con plantas nativas muestran una fuerte
dependencia por parte de ambos simbiontes.

Para una adecuada propagacién de los HMA se recomienda considerar la estacionalidad,
dado que las especies investigadas responden mejor a las altas temperaturas y a una alta
radiacion solar.

Se sugiere para préximas investigaciones contemplar un periodo de propagacién mayor,
dado que, como se menciond antes, las especies responden a ciclos anuales derivados de
sucesiones ecoldgicas.
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ANEXO

Analisis estadistico para la variable ALTURA
Variable N R2 R2Aj CV
Talla maxima 31 0.87 0.84 5.71
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 51822 5 103.64 33.60 <0.0001
Tratamiento 79.59 1 79.59 25.81 <0.0001
Especie 32416 2 162.08 5255  <0.0001
Tratamiento*Especie 1192 2 5.96 1.93 0.1660
Error 77.11 25 3.08
Total 595.33 30

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.34375
Error: 3.0845 gl: 25

Tratamiento Medias n E.E.
M- 27.15 10 0.60 A
M+ 30.79 21 0.40 B

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.97489
Error: 3.0845 gl: 25

Especie Medias n E.E.

1 23.75 7 0.73 A

4 30.43 9 0.62 B

3 3274 15 0.48 C

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=3.58415
Error: 3.0845 gl: 25

Tratamiento Especie Medias n E.E.

M- 1 22.05 2 1.24 A

M+ 1 2544 5 0.79 A

M- 4 2930 3 1.01 B

M- 3 30.10 5 0.79 B

M+ 4 31.57 6 0.72 B

M+ 3 3537 10 0.56 C

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Analisis estadistico para la variable tasa de crecimiento relativo (TCR)

Andlisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj CV
TCR 32 0.7979 0.7590 4.6045
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.0001 5 1.1E-05 20.5252 <0.0001
ESPECIE 3.8E-05 2 1.9E-05 33.9141 <0.0001
TRATAMIENTO 9.2E-06 1 9.2E-06 16.6709 0.0004
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ESPECIE*TRATAMIENTO 6.7E-07 2 3.4E-07 0.6048 0.5537
Error 1.4E-05 26 5.5E-07
Total 0.0001 31

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00082
Error: 0.0000 gl: 26

ESPECIE Medias n E.E.

1 0.0141 8 0.0003 A

4 0.0161 9 0.0003 B
3 0.0169 15 0.0002 B

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00056
Error: 0.0000 gl: 26

TRATAMIENTO Medias n E.E.
M- 0.0151 11 0.0002 A
M+ 0.0163 21 0.0002 B

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00146
Error: 0.0000 gl: 26

ESPECIE TRATAMIENTO Medias n E.E.

1 M- 0.0138 3 0.0004 A

1 M+ 0.0145 5 0.0003 A B

4 M- 0.0154 3 0.0004 B C

3 M- 0.0162 5 0.0003 C D
4 M+ 0.0168 6 0.0003 C D
3 M+ 0.0176 10 0.0002 D

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Andlisis estadistico para la variable BIOMASA. Prueba de Kruskal Wallis

Variable ESPECIE TRATAMIENTO N Medias D.E. Medianas H D
BIOMASA AEREA El M- 2 1.050 0.255 1.050 15.248 0.0093
BIOMASA AEREA El M+ 6 2.375 0.765 2.285

BIOMASA AEREA E3 M- 5 4.408 0.758 4.350

BIOMASA AEREA E3 M+ 10 5.234 0.623 5.380

BIOMASA AEREA E4 M- 5 2986 2.761 4.480

BIOMASA AEREA E4 M+ 10 5.041  2.724 6.090

Trat. Ranks

EI:M- 5500 A

EI:M+ 9.750 A

E4M- 14400 A B

E3:M- 17500 A B C

E3:M+ 24.450 B C

E4:M+ 26.750 C

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)
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Anilisis estadistico para NUMERO DE ESPORAS

Variable N R2 R2Aj CV
No. ESPORAS 12 0.90 0.87 20.30
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 840492 3 2801.64 24.74 0.0002
TRATAMIENTO 8404.92 3 2801.64 24.74 0.0002
Error 906.00 8 113.25

Total 9310.92 11

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=27.82547
Error: 113.2500 gl: 8

TRATAMIENTO Medias n E.E.

E2B.c. M+ 11.67 3 6.14 A

E3 C. cM+ 46.67 3 6.14 B
E4Bg+BcM+ 7200 3 6.14 B C
E1B.g. M+ 7933 3 6.14 C

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Analisis estadistico para la variable ETR semanal

Variable N R2 R2Aj CV
ETR 84 0.095  0.061 28.229
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 16.177 3 5.392 2.807 0.0448
ESPECIE 5294 2 2.647 1.378 0.2580
TRATAMIENTO 10.883 1 10.883  5.666 0.0197
Error 153.665 80 1.921

Total 169.843 83

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.88457
Error: 1.9208 gl: 80

ESPECIE Medias n E.E.
E3 4.694 28 0.262 A
E4 4773 28 0.262 A
El 5.262 28 0262 A

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.60187
Error: 1.9208 gl: 80

TRATAMIENTO Medias n E.E.
M+ 4.550 42 0214 A
M- 5.270 42 0.214 B

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)
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Andlisis estadistico para la variable ETR acumulada

Variable N R2 Rz Aj Cv
ETRacumulada 84 0.027  0.000  51.320
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 783.593 3 261.198 0.728 0.5383
TRATAMIENTO 382.049 1 382.049 1.065 0.3052
ESPECIE 401.544 2 200.772 0.560 0.5737
Error 28705.685 80 358.821
Total 29489.278 83

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=8.22614
Error: 358.8211 gl: 80

TRATAMIENTO Medias n E.E.
M+ 34778 42 2923 A
M- 39.043 42 2923 A

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=12.09005
Error: 358.8211 gl: 80

ESPECIE Medias _n E.E.
E3 34801 28 3580 A
E4 36.008 28 3580 A
El 39.923 28 3.580 A

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)
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