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Abstract: Colonization and structure of arbuscular mycorrhizal fungi community in Alsophila firma
(Cyatheales: Cyatheaceae) from a tropical montane cloud forest in Veracruz, México. Alsophila firma is a
tree fern that is distributed mainly in tropical montane cloud forest (TMCF) and is considered as a threatened
species. Arbuscular mycorrrhizal fungi (AMF) have been proposed as an alternative in rescue programs of
endangered species. However, our knowledge about diversity of AMF and mycorrhizal status of the species of
TMCEF is limited. In Mexico TMCF shows different degrees of conservation because of fragmentation and land
use change. In this study, we evaluated the level of colonization, richness and abundances of spores of AMF
in three fragments with different conservation status: conserved (100 years), secondary vegetation (17 years)
and disturbed. For this, soil samples and roots were collected from five individuals of 4. firma per site, with
at least 100m away from each other; a total of 100cm of roots were analysed per site. Root samples showed
AMF and occasionally dark septate fungi (DSF) colonizations. For the overall study, 19 species of AMF were
recorded: Gigaspora (7), Acaulospora (4), Glomus (4), Funneliformis (2), Sclerocystis (1) and Scutellospora
(1). The dominant species in the three sites were Funneliformis geosporum and Acaulospora scrobiculata. The
highest diversity (H’) and evenness (J’) (p<0.05) were found in the conserved site (H’=1.7, J’=0.66), when
compared to the secondary vegetation (H’=1.5, J’=0.61), and the disturbed site (H’=0.74, J’=0.41). Statistical
analysis showed that the AMF degree of colonization was significantly higher (p<0.05) in the conserved site;
although, the disturbed site showed low richness and abundances of AMF, the degree of root colonization did
not differ statistically (p<0.05) with the secondary vegetation site. Chao2 (Richness estimation model) showed
that the number of analysed samples were sufficient to represent the structure of the AMF communities with
values >90%. The present study confirmed that 4. firma is a mycorrhizal species that exhibits high levels of
colonization even in disturbed sites. We suggest that F. geosporum and A. scrobiculata may have the potential to
inoculate the gametophyte and young sporophyte of 4. firma, to support restoration programs, because of their
abundances and high tolerance to disturbed sites. Rev. Biol. Trop. 62 (4): 1609-1623. Epub 2014 December 01.

Key words: tree fern, Glomeromycota, number of spores, diversity index, mycorrhizal colonization, disturbed,
secondary and conserved vegetation.

En México hay 21 especies de helechos 2006). La mayoria de estas especies tienen
arborescentes en nueve géneros y seis familias distribucion en el bosque mesofilo de montana
(Mickel & Smith, 2004; Korall, Pryer, Metz- (BMM), por lo que enfrentan una severa ame-
gar, Schneider, & Conant, 2006; Smith et al., naza por la acelerada reduccion de su habitat
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(Williams, 1997; Vovides, Luna, & Medina,
1997; Mickel, & Smith 2004). Los helechos
arborescentes mexicanos mas vulnerables son
las especies sustraidas para la obtencién de
maquique (masa de raices adventicias), utiliza-
do principalmente como ornamentos zoomorfi-
cos para jardines (Eleutério & Pérez-Salicrup,
2006). Debido a la sobreexplotacion, las pobla-
ciones naturales han sido severamente dafiadas
y como consecuencia se encuentran protegidas
por las leyes mexicanas (SEMARNAT, 2002).
Entre las especies explotadas para este uso se
encuentran: Alsophila firma, Cyathea diver-
gens var. tuerckheimii, C. fulva y Sphaeropteris
horrida (Bravo & Loépez, 1999; Eleutério, &
Pérez-Salicrup, 2006, 2009). Los individuos
elegidos para la venta informal son helechos
de gran talla, que incluyen hasta 107 helechos
arborescentes adultos por afio, para cubrir las
exigencias del mercado (Eleutério & Pérez-
Salicrup, 2006).

La sustraccion del maquique no s6lo puede
afectar las poblaciones naturales de los helechos
arborescentes, sino también sus interacciones
ecologicas. Por ejemplo, Alsophila firma tiene
un crecimiento muy lento de aproximadamente
17.14£0.85cm por afio y alcanza la fertilidad
aproximadamente a los nueve afios (Mehltreter
& Garcia-Franco, 2008). Tomando en cuenta
la tasa de crecimiento, un individuo adulto
de 10m se estima que ha formado parte de la
estructura vegetal por mas de 60 afios (Mehl-
treter & Garcia-Franco, 2008). Las tasas de
extraccion de troncos de A. firma para la venta
informal, no sélo pueden reducir drasticamente
el nimero de adultos fértiles en BMM (Eleuté-
rio & Pérez-Salicrup, 2006), sino la riqueza de
epifitas que incluyen a especies nativas como
Trichomanes capillaceum (Mehltreter, Flores-
Palacios, & Garcia-Franco, 2005; Mehltreter &
Garcia-Franco, 2008) y los microorganismos
asociados en alguna etapa de su largo periodo
de vida (Mehltreter, 2010).

Entender las interacciones ecologicas y
factores abidticos que contribuyen a mejorar
el establecimiento de los helechos arborescen-
tes, puede proveer una base para desarrollar
estrategias alternativas para contribuir a su

conservacion. Los hongos micorrizicos arbus-
culares (HMA) son uno de los componentes
de la microbiota del suelo mas importantes y
extendidos de los ecosistemas naturales y de
los sistemas de produccion agricola (Wang
& Qiu, 2006; Brundrett, 2009). La micorriza
brinda mayor tolerancia a su hospedero frente
a factores bioticos y abiodticos adversos, debido
a la mejora en la adquisicion de nutrimentos,
agua y proteccion contra patdgenos (News-
ham, Fitter, & Watkinson, 1995; Smith &
Read, 1997). Por consiguiente, las plantas con
micorriza tienen ventajas comparadas con las
no micorrizadas al presentar mayores tasas de
crecimiento foliar y radicular (Smith & Read,
1997; Urgiles et al., 2009).

Se estima que el 90% de las plantas del
mundo complementan su nutricion a través
de la micorriza (Brundrett, 2009). El estatus
micorrizico de los helechos arborescentes de la
familia Cyatheaceae es confuso debido a que
tiene especies ausentes de colonizacion, pero
otras han sido reportadas como micorrizicas al
presentar arbusculos, que indican una simbiosis
funcional (Cooper, 1976; Gemma, Koske, &
Flynn, 1992; Moteetee, Duckett, & Russell,
1996; Zhao, 2000; Lehnert et al. 2009). Recien-
temente, se evidencido que Alsophila firma es
una especie micorrizica que presenta cambios
en los niveles de colonizacion y diversidad
de esporas de HMA en lluvias y sequias en
BMM (Lara-Pérez et al., 2014). Evidencias
de trabajos en bosque tropical lluvioso indi-
can que la mayoria de las especies arboreas
tienen asociaciones con HMA (Kottke, Beck,
Oberwinkler, Homeier, & Neill, 2004; Kottke
et al., 2008). Sin embargo, se¢ ha demostrado
que hay diferentes comunidades de HMA en
distintos habitats y que en un mismo habitat
puede haber diferente composicion de HMA en
cada especie de hospedero (Hegalson, Daniell,
Husband, Fitter, & Young, 1998). Aunque se
ha planteado que los HMA no son especificos
de la planta que colonizan, diferentes aislados
son mas benéficos para algunos hospederos
que otros (Van der Heijden, Boller, Wiemken,
& Sanders, 1998). La informacion del estatus
micorrizico y los hongos involucrados en la
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interaccion es clave para su aplicacion en la
reintroduccion y restauracion con especies nati-
vas en el tropico (Schwartz et al., 2006; Urgiles
et al., 2009). Debido a la fragmentacion del
BMM en México y el cambio de uso de suelo
es necesario conocer la diversidad de HMA que
se asocia a A. firma, tanto en bosques maduros
como en bosques con diferente grado de con-
servacion. De esta manera, se podra conocer la
abundancia y la riqueza de especies de HMA
que permanecen al enfrentar disturbios en el
ecosistema y el grado de colonizacion. El obje-
tivo del presente trabajo fue evaluar el grado de
colonizacion, riqueza y abundancia de esporas
de HMA en la rizésfera de A. firma en tres
fragmentos de BMM con diferente grado de
conservacion en Veracruz, México.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio: Las muestras de raiz y
suelo se recolectaron en tres reservas naturales
localizadas en tres municipios en el centro
y suroeste de Veracruz, México: 1) Reserva

natural La Quinta Amatitla, en Zongolica, 2)
Reserva natural La Martinica, en Banderilla y
3) La Reserva privada Las Cafiadas, en Hua-
tusco (Cuadro 1). Los sitios son fragmentos de
BMM que difieren en su historia de manejo.
Zongolica es un bosque maduro conservado,
sin alteracion por mas de 100 afios con acceso
restringido; Huatusco es vegetacion secundaria
en recuperacion de pastoreo de ganado vacuno
por mas de 17 afos, con acceso restringido; y
Banderilla, es un bosque alterado, en su mayo-
ria vegetacion secundaria y con acceso publico
para la practica de senderismo. De aqui en
adelante referidas unicamente por el municipio
(Zongolica, Huatusco, Martinica). Las caracte-
risticas fisico-quimicas del suelo se muestran
en el cuadro 1.

Procedimiento de muestreo: En cada
reserva se establecieron transectos a 300m al
interior del bosque y a lo largo del cauce del rio
o arroyo donde crece 4. firma. En cada transec-
to se eligieron cinco helechos al azar, separados
entre si por al menos 100m y se colectaron

CUADRO 1
Localizacion y caracteristicas fisico-quimicas de los tres sitios de estudio

TABLE 1
Localization and physic-chemical characteristics of the soil from the study sites

Zongolica
Localizacion 18°39°07771” N - 96°59°49”57” W

Elevacion (msnm) 1250
CC% 88.7

CO% 15.01

DA (g/cm?) 0.66

P (mg/kg) 13.8
MO% 25.88

N% 1.29

pH 5.4
PMP% 58.7
Textura Migajon arenoso

Sitios de estudio

Huatusco Banderilla
19°11°23”14” N - 96°59°11774” W 19°35°20”31” N - 96°57°09"25” W
1300 1200
74.1 46.4
8.77 4.97
0.86 0.97
3.6 2.3
15.12 8.57
0.75 0.42
42 4.5
46.6 33.1

Migajon arenoso Migajon arcillo arenoso

CC: Capacidad de campo, CO: Carbono organico, DA: Densidad aparente, P: Fosforo disponible, MO: Materia organica, N:

Nitrogeno total, PMP: Punto de marchitez permanente.

CC: Field capacity, CO: Organic carbon, DA: Apparent density, P: Available phosphorus, MO: Organic matter, N: Total

nitrogen, PMP: Permanent wilting point.
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muestras de suelo y raices en los meses de
agosto-septiembre 2012. Las muestras de rai-
ces y suelo se obtuvieron de los cuatro puntos
cardinales de cada individuo. En cada punto
cardinal se eligié una raiz y se desenterr6 hasta
los 35-40cm desde la base del helecho a una
profundidad de 4-10cm, y se tomaron entre
7-10cm de fragmentos de raicillas. Las raices
se fijaron en alcohol al 70% hasta su procesa-
miento en laboratorio. Después de colectar las
raicillas, se colectaron 100g de suelo en cada
punto cardinal a una profundidad de 15-25cm.
Los 400g de suelo colectado de cada individuo
se homogenizaron y transportaron al laborato-
rio en bolsas negras de polietileno y se almace-
naron a 4°C hasta su procesamiento.

Clareo y tincion: Se realizo el clareo y
tincidén con la metodologia de Phillips y Hay-
man (1970) modificada. Se eligieron secciones
de raices de 1.5-2.5cm de largo, se aclararon
con KOH al 10% (p/v) hasta por 60min en
autoclave a 120°C (14-151b/pulg? de presion
de vapor). Cuando fue necesario, se utilizd
una solucion alcalina de H,O, al 3% (11V) por
20min a temperatura ambiente, para terminar
de blanquear las raices. Después las muestras
se enjuagaron y se acidificaron con HCI al 1%
(v/v) por 1h. El tefido se realizé con azul de
tripano en lactoglicerol (glicerol al 31% v/v,
acido lactico al 31% v/v y azul de tripano al
0.05% p/v) por tres minutos en autoclave a
120°C. Las raices tefiidas se almacenaron en
lactoglicerol hasta su analisis.

Estimacion de la colonizacion micorri-
zica: Las raices teflidas de cada individuo se
montaron por duplicado en portaobjetos con
lactoglicerol, distribuyendo 10 fragmentos de
aproximadamente lcm por cada portaobjetos
para analizarse en un microscopio compuesto
(Leica DM1000). Por cada sitio se analizaron
un total de 10 preparaciones equivalentes a
100cm de raiz. La colonizacién se evalud
utilizando la metodologia de cuantificacion
multiple (MQM; Ormsby et al., 2007; Kam-
inskyj, 2008) modificada de McGonigle et
al. (1990). Para cada individuo se analizaron

aproximadamente 150 intersecciones separadas
a la misma distancia (1-2mm) inspeccionando
con los objetivos 20x, 40x y 100x. En la inter-
seccion se registraron por separadado: hifas
aseptadas tipicas de HMA, vesiculas, arbuscu-
los e hifas intracelulares enrolladas similares a
ovillos (coils). Para la clasificacion de morfolo-
gia de colonizacion se consultaron los trabajos
de Dickson, (2007) y Kubota et al. (2005). Para
los hongos septados oscuros se consideraron
las hifas septadas café y/o hialinas (Jumpponen
& Trappe, 1998). Las estructuras micorrizicas
encontradas se documentaron con una camara
digital (Sony Cyber-shot DSC-W320). Las
preparaciones de esporas y raices teflidas se
depositaron como material de referencia en el
Instituto de Biotecnologia y Ecologia Aplicada
(INBIOTECA-UV).

Extraccion e identificacion de esporas
de HMA: Para el aislamiento de esporas se
utilizaron 10g se suelo seco con la técnica de
tamizado humedo y decantacién (Gerdemann
& Nicolson, 1963), seguida por una centrifu-
gacion en sacarosa (Daniels & Skipper, 1982)
de acuerdo con la modificacion propuesta por
Ocehl et al. (2003). Las esporas que lucian intac-
tas y saludables se consideraron en el conteo
y se agruparon de acuerdo a sus caracteristi-
cas morfologicas. Se realizaron preparaciones
permanentes con al menos 20 esporas monta-
das con alcohol polivinilico en lactoglicerol
(PVLG) y reactivo de Melzer en PVLG 1:1
(v/v) (Morton, 1993). Las caracteristicas feno-
tipicas se compararon con las descripciones
originales (Schenck & Pérez, 1990) y refe-
rencias en linea de la descripcion de especies
del INVAM de West Virginia University, USA
(http://invam.caf.wvu.edu/) y del Department
of Plant Pathology, University of Agriculture in
Szczecin, Poland (http://www.agro.ar.szczecin.
pl/~jblaszkowski/). Las esporas de los HMA
se midieron con un micrometro de ocular y el
software Image] (Image] 1.40; US National-
Institutes of Health, Bethesda, MD11).

La colonizacién micorrizica y la abun-
dancia de esporas se analizaron mediante una
prueba Kruskal-Wallis (p<0.05). El indice de
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diversidad de Shannon-Wiener (H’) se calculd
de acuerdo a la formula: H’= =3 (PIn[P)]).
Donde P, es la abundancia relativa, /n es el
logaritmo natural. El indice de equitatividad de
Pielou (J°) se obtuvo con la ecuacion: J’=H’/
log (S), donde S es el nimero total de especies
aisladas en cada sitio. El indice de dominancia
de Simpson (D) por la féormula: D=ZPi2. Para
el andlisis de los datos se utilizo el programa
PAleontological STatistics (PAST) (Hammer
et al. 2001). Para estimar diferencias en los
indices de Shannon-Wiener y de Simpson entre
sitios se realizo un ANOVA de una via seguida
de una prueba de Tukey (p<0.05). Para hacer
un andlisis de la riqueza de especies se apli-
co el algoritmo del Programa EstimateS 8.0
(Colwell, 2006), utilizando el modelo Mao-Tau
con riqueza y abundancia de las especies en
cada sitio y de todo el estudio. El orden de las
muestras fue aleatorizado por 100 repeticio-
nes. El esfuerzo de muestreo fue evaluado por
medio del estimador no-paramétrico de diversi-
dad Chao 2 (Magurran, 2004).

RESULTADOS

Colonizacion micorrizica: Los HMA
estuvieron presentes en 26 de 30 preparaciones
de raiz de A4. firma. Las estructuras de los HMA
registradas fueron hifas, hifas extraradicales,
arbusculos, coils y vesiculas (Fig. 1 A-F). En
Banderilla dos individuos no presentaron colo-
nizacion de ningln tipo. Los hongos septados
oscuros (HSO) solo estuvieron presentes en las
muestras de Zongolica y Huatusco con porcen-
tajes menores a cinco por ciento (Cuadro 2).
La colonizacion de HSO fue por hifas hialinas
finas y microesclerocios (Fig. 1 G-H).

La colonizacion micorrizica inicia por
la epidermis de la raiz evidenciada por la
presencia de hifopodios (Fig. 1A). El tipo de
colonizacion en todas las muestras fue de tipo
Paris (Fig. 1 D-F). El porcentaje promedio de
arbusculos y coils fue diferente (p<0.05) en
todos los sitios. La colonizaciéon por hifas y
colonizacion total de raiz fue menor (p<0.05)
en Banderilla a comparacion con Zongolica y
Huatusco, donde no se presentaron diferencias

significativas (Cuadro 2). No se observo dife-
rencia significativa en el porcentaje de vesicu-
las e hifas septadas entre sitios. Los porcentajes
mayores de colonizacion total se presentaron
en Zongolica seguida de Huatusco y Banderilla
(Cuadro 2). La colonizacion micorrizica en
Banderilla fue menos consistente y presentod
amplia variabilidad en el nivel de colonizacion
(Cuadro 2).

Riqueza y abundancia de HMA: En
total se aislaron 1 521 esporas y esporocarpos
de HMA de 15 muestras de suelo de la rizos-
fera de A. firma en tres fragmentos de BMM
en las que se encontraron 19 morfoespecies
(Fig. 2 y Cuadro 3). Diez de los morfotipos se
lograron identificar a especie y el resto sélo
a género (Cuadro 3). Los géneros mas abun-
dantes fueron Gigaspora (7), Acaulospora (4),
Glomus (4), Funneliformis (2), Sclerocystis (1)
y Scutellospora (1). El nimero de especies de
HMA aisladas por individuo variaron en los
diferentes sitios. Zongolica presentd mayor
nimero de especies por individuo en 10g de
suelo seco (7-12), Huatusco presentd de 7-10
especies y Banderilla registro el menor nimero
de especies por individuo (2-6). La riqueza
total de HMA por sitio se presentd en el mismo
orden de prioridad Zongolica (13), Huatusco
(11), y Banderilla (6). La abundancia de espo-
ras varid significativamente (p<0.05) entre los
sitios (Cuadro 3), presentando mayor abun-
dancia Zongolica que es el sitio con bosque
conservado, mientras que la menor abundancia
se registr6 en Banderilla. Basados en la abun-
dancia relativa las especies dominantes en los
tres sitios fueron: Funneliformis geosporum y
Acaulospora scrobiculata. Las especies Funne-
liformis geosporum, Acaulospora scrobiculata,
Gigaspora decipiens, Funneliformis constric-
tum y Gigaspora sp. 1 estuvieron presentes
en los tres sitios con baja abundancia relativa
(Cuadro 3).

La diversidad (H’) de HMA en la rizosfera
de A. firma fue estadisticamente diferente para
cada sitio (Cuadro 4). Zongolica presentd la
mayor diversidad de HMA, y la menor diver-
sidad se registr6 en Banderilla (Cuadro 4). La

OOO) Rev. Biol. Trop. (Int. 1. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 62 (4): 1609-1623, December 2014 1613



Fig. 1. Colonizacion de hongos micorrizicos arbusculares en raices de Alsophila firma. (A) Fragmento de raiz densamente
colonizado por arbusculos con puntos de entrada (hifopodios) indicados por las flechas, (B) hifa extraradical y colonizacion
por vesiculas y arbusculos en las células corticales, (C) vesiculas, (D) hifas extraradicales y colonizacion tipo Paris,
(E) colonizacion intercelular (flechas), vesicula y coils, (F) coils, (G) colonizacion por hongos septados oscuros, (H)
microesclerocio. he: hifa extraradical, ar: arbtsculo, v: vesicula. bar:100pm.

Fig. 1. Arbuscular mycorrhizal fungi colonization within the roots of Alsophila firma. (A) Root fragment densely colonized
by arbuscule with penetration points (hyphopodia) showed by arrows, (B) extraradical hyphae and colonization by vesicles
and arbuscules in cortical cells, (C) vesicles, (D) extraradical hyphae and Paris-type colonization, (E) vesicle and hyphal
coils, (F) hyphal coils, (G) dark septate fungi colonization, (H) microsclerotia. he: extraradical hyphae, co: coil, v: vesicle.
bar:100pm.
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CUADRO 2
Valores promedios (+ DE) del porcentaje de la abundancia de estructuras de hongos micorrizicos
en raices de Alsophila firma en tres fragmentos de bosque mesoéfilo de montafia

TABLE 2
Mean values (+ SD) of the percent abundance of mycorrhizal fungal structures within the roots
of Alsophila firma in three fragments of tropical montane cloud forest

Sitios H v A @ HS Col. total
Zongolica 52.4+9.52 0.12+0.212 32.5+11.72 2.65+£1.2°* 0.18+0.182 55.35+10.11*
Huatusco 39.7+10.12 1.4+3 .42 19.546.5° 4.2+1.8° 1.2+3.6° 46.6+9.8*
Banderilla 21.6+23.1° 0+£0? 11.2+10°¢ 244.9¢ 0+0? 23.6+23.8°

Letras diferentes en las columnas muestran diferencias significativas (p<0.05) entre los sitios utilizando la prueba de
Kruskal-Wallis.
DE: Desviacion estandar, H: Hifa, V: Vesiculas, A: Arbusculos, C: Coils, HS: Hifas septadas, Col. Total: Colonizacion Total.

Different letters within columns showed significant differences (p<0.05) between sites using Kruskal-Wallis test.
SD: Standard deviation, H: Hyphae, V: Vesicle, A: Arbuscules, C: Coils, HS: Septate hyphae, Col. Total: Total colonization.

CUADRO 3
Numero de esporas, riqueza y abundancia relativa de los HMA presentes en la rizosfera de Alsophila firma

TABLE 3
Number of spore, richness and relative abundance of arbuscular mycorrhizal fungi of the Alsophila firma rhizosphere

Especies Zongolica AR Huatusco AR Banderilla AR

Acaulospora sp. 1 211 0.325 77 0.107 0 0
Acaulospora scrobiculata 190 0.293 253 0.352 18 0.115
Funneliformis geosporum 133 0.205 292 0.407 125 0.801
Gigaspora sp. 2 37 0.057 25 0.034 1 0.006
Glomus sp. 1 18 0.027 0 0 0 0
Gigaspora decipiens 17 0.026 3 0.004 3 0.019
Acaulospora sp. 2 10 0.015 0 0 0 0
Gigaspora sp. 1 9 0.013 0 0 0 0
Gigaspora sp. 3 9 0.013 0 0 0 0
Funneliformis constrictum 6 0.009 13 0.018 3 0.019
Gigaspora sp. 4 5 0.007 0 0 0 0
Gigaspora sp. 5 2 0.003 0 0 0 0
Glomus intraradices 1 0.001 0 0 0 0
Acaulospora mellea 0 0 2 0.002 0 0
Gigaspora albida 0 0 16 0.022 0 0
Glomus microaggregatum 0 0 0 0 6 0.038
Glomus sp. 2 0 0 3 0.004 0 0
Sclerocystis coremioides 0 0 5 0.006 0 0
Scutellospora sp. 1 0 0 28 0.039 0 0
Total de especies 13 11 6

AR: Abundacia relativa. / AR: Relative abundance.
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Fig. 2. Esporas de hongos micorrizicos arbusculares encontrados en la rizosfera de Alsophila firma en las reservas
naturales de bosque mesoéfilo de montafia en Veracruz, México: Huatusco, Banderilla y Zongolica. (A) Acaulospora sp.
1 (B) Acaulospora scrobiculata, (C) Funneliformis geosporum, (D) Gigaspora sp. 2, (E) Funneliformis constrictum, (F)
Acaulospora mellea, (G) Gigaspora albida, (H) Sclerocystis coremioides (1) Glomus microaggregatum, (J) Scutellospora
sp. 1, (K) Acaulospora sp. 2, (L) Gigaspora decipiens. bar:100pum.

Fig. 2. AMF spores isolated from the rhizosphere of Alsophila firma in natural reserves of tropical montane cloud forest:
Huatusco, Banderilla y Zongolica. (A) Acaulospora sp. 1 (B) Acaulospora scrobiculata, (C) Funneliformis geosporum,
(D) Gigaspora sp. 2, (E) Funneliformis constrictum, (F) Acaulospora mellea, (G) Gigaspora albida, (H) Sclerocystis
coremioides (1) Glomus microaggregatum, (J) Scutellospora sp. 1, (K) Acaulospora sp. 2, (L) Gigaspora decipiens.
bar:100pum.
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CUADRO 4
Medidas de diversidad de HMA en los sitios de estudio

TABLE 4
Diversity measurements of AMF communities in the study sites

Sitios de muestreo Riqueza especifica

Todos los sitios 19
Zongolica 13
Huatusco 10
Banderilla 6

Chao 2 D E H’ Abundancia
- - - 1521
0.24% 0.66 1.7 6482
0.30° 0.61 1.5° 7172
0.65¢ 0.41 0.74¢ 156°

Letras diferentes indican diferencia significativa. Abundancia (Kruskal-Wallis, p<0.05). Indice de dominancia de Simpson e
indice de diversidad de Shannon-Wiener (Prueba de Tukey después de un ANOVA de una via, p<0.05).
D: Indice de dominancia de Simpson, E: Equitatividad, H’: indice de diversidad de Shannon-Wiener.

Different letters showed significant differences. Abundance (Kruskal-Wallis test, p<0.05). Simpson’s index of dominance
and Shannon-Wiener’s index of diversity (Tukey’s test after a one-way ANOVA, p<0.05).
D: Simpson’s index of dominance, E: Evenness, H’: Shannon-Wiener’s index of diversity.

distribucion de las especies fue mas uniforme
en Zongolica (J°=0.66), en comparacion con
Huatusco (J°=0.61) y Banderilla (J°=0.41),
donde se refleja mayor dominancia de especies
(D=0.65) (Cuadro 4).

Las curvas de acumulacion de especies
demuestran que la cantidad de muestras anali-
zadas refleja la estructura general de la comu-
nidad de HMA. El estimador no paramétrico de
riqueza de especies de Chao 2 reporta un 100%
para Huatusco y Banderilla y 93% en Zongo-
lica (Cuadro 4). La riqueza total estimada por
el indice fue de 20 y se registré un total de 19
especies en todo el estudio (Cuadro 4).

DISCUSION

El presente trabajo indica que A. firma
presenta diferentes niveles de colonizacion de
estructuras micorrizicas y diversidad de espo-
ras en tres fragmentos de BMM con diferente
grado de conservacion. La colonizacion de 4.
firma fue principalmente por HMA y de mane-
ra secundaria por HSO. La riqueza de esporas
en la rizésfera de 4. firma incluye 19 especies
de HMA en los diferentes sitios. Sin embargo,
las especies Acaulospora scrobiculata, Fun-
neliformis geosporum fueron las mejor repre-
sentadas en los tres sitios d¢ BMM. La mayor

riqueza y abundancia de HMA se registré en
el bosque con mayor grado de conservacion
(Zongolica), sin embargo, en el bosque secun-
dario (Huatusco) y el bosque con mas actividad
antropica (Banderilla), aunque la riqueza y
abundancia de HMA son menores, se observo
alta colonizacion micorrizica.

La colonizacion de 4. firma fue principal-
mente por HMA como se ha reportado en los
trabajos de asociacion micorrizica de helechos
y licopodios (Wang & Qui, 2006; Kessler et
al., 2009; Brundrett, 2009; Zubek et al., 2010).
Aunque, la presencia de HSO ha sido reporta-
da para varias especies de helechos, este es el
primer registro para A. firma (Jumpponen &
Trappe, 1998; Lehnert et al., 2009; Zubek et al.,
2010), y s6lo hay un registro de HSO en otra
especie de la familia Cyatheaceae (Jumpponen
& Trappe, 1998). No obstante, en 25 especies
de helechos arborescentes estudiadas de las
familias Cyatheaceae, Cibotiaceae, Dicksonia-
ceae no hay registros de colonizacién por HSO
(Cooper, 1976; Gemma et al., 1992; Moteetee
et al., 1996; Zhao, 2000; Lara-Pérez, 2007;
Lehnert et al., 2009).

Los estudios del estatus micorrizico en
helechos arborescentes son inconsistentes, ya
que los niveles de colonizacion varian de 0 a
>75% (Zhao, 2000; Lara-Pérez, 2007; Lehnert
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et al., 2009; Moteetee et al., 1996, Cooper,
1976; Gemma et al., 1992). Incluso en otros
estudios, especies del mismo género Alsophila
gigantea, A. podophylla, A. conantiana y A.
dregei no registraron colonizacion micorrizica
(Zhao, 2000; Moteetee et al., 1996). Reciente-
mente, se demostro que 4. firma es una especie
micorrizicay que el grado de colonizacion varia
en funcion de la estacionalidad (Lara-Pérez et
al., 2014). En este trabajo, se demuestra que A.
firma presenta colonizacion con presencia de
arbtsculos independientemente del grado de
conservacion del sitio en que se encuentre, lo
que podria indicar la funcionalidad en la nutri-
cion bidireccional (Brundrett, 2009). Aunque la
colonizacion por arbusculos estuvo presente en
los tres sitios estudiados la frecuencia fue mas
homogénea en Zongolica con respecto a Hua-
tusco y Banderilla, donde la actividad antropica
es mayor. En Banderilla se registraron cuatro
muestras correspondientes a dos individuos, los
cuales no presentaron evidencia de coloniza-
cion destacando la importancia de incrementar
el nimero de muestras en sitios alterados, como
lo sugiere Brundrett (2009).

Los indices de diversidad y las curvas de
acumulacion de especies demuestran que la
diversidad fue mayor en Zongolica, que es el
sitio mas conservado con respecto a Huatusco
y Banderilla. Aunque el presente estudio sélo
midio la riqueza y abundancia de los HMA
en la rizosfera de A. firma, los resultados
son similares a los reportados en estudios de
analisis de secuencias, donde la riqueza de
ribotipos y morfotipos de HMA es mas baja en
ecosistemas con mayor impacto antropogénico
(Helgason et al., 1998; Oehl et al., 2003; Opik
et al., 2006). Sin embargo, en un bosque tro-
pical lluvioso de Ecuador, se demostré que la
riqueza de secuencias de grupos taxonomicos
de HMA, no difiere en ecosistemas pristinos
en comparacion con ecosistemas degradados,
pero si en su estructura (Haug et al., 2010). De
manera opuesta, la riqueza especifica basada
en morfoespecies de esporas de HMA resultod
mayor tras la conversion de BMM a cafeta-
les con diferentes niveles de sombra (Arias,
Heredia-Abarca, & Sosa, 2011), asimismo en

la conversion de BMM a milpa (Violi et al.
2008). Sin embargo, la estructura de los HMA
contrasta en los diferentes ecosistemas (Violi
et al. 2008; Arias et al., 2011). Si bien la
diversidad de esporas en el presente estudio
fue significativamente mayor en Zongolica,
los sitios en recuperacion y alterado albergan
una alta riqueza de plantas que pueden estar
asociados a diferentes especies de HMA como
se ha demostrado con analisis de filotipos en
ecosistemas de bosques de montafia similares
(Kottke et al., 2004; 2008). Ademas, las evi-
dencias de los estudios moleculares sugieren
que la verdadera diversidad es de alguna mane-
ra mas alta comparada con la riqueza morfo-
logica (Opik, et al., 2009). Considerando lo
anterior, es probable que la riqueza de especies
estimada mediante la morfologia de esporas
aln no representa la riqueza total de los sitios
y ésta puede incrementarse a medida que se
vayan integrando mas estudios de especies de
plantas de BMM, considerando estacionalidad
y estudios moleculares que seguramente reve-
laran diferentes taxa a los inventarios fingicos
(Wubet, WeiB}, Kottke, Teketay, & Oberwinker,
2006; Kottke et al., 2008; Haug et al., 2010;
Lara-Pérez et al., 2014).

A pesar de la baja ocurrencia de HMA en
Banderilla (50 esporas como maximo en 10g
de suelo), se registran niveles de colonizacion
que pueden ser de gran importancia, sobre todo
por los bajos niveles de fosforo (P) disponible
registrados en este trabajo. Sin embargo, Zon-
golica presenta una colonizacion total mayor
a pesar que los niveles de P y nitrégeno (N)
fueron considerablemente mas altos en com-
paracion con Huatusco y Banderilla. Estos
resultados difieren con lo reportado en plantas
de interés agricola donde la colonizacion mico-
rrizica es mayor cuando el N y P son limitantes
(Smith, & Read, 1997). Se ha sugerido que las
plantas que crecen en suelos con baja disponi-
bilidad de N y P tienen que invertir mas carbo-
no en la interaccion micorrizica para facilitar la
translocacion de nutrimentos (Smith & Smith,
2011). Contrariamente, si los niveles de Ny P
aumentan el grado de colonizacion se reduce
porque los carbohidratos pueden ser asignados
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a otras funciones en la planta (Treseder, 2004).
En helechos y licopodios de un ecosistema
natural de la isla La Réunion, a través de la
presencia-ausencia de colonizacion, Kessler,
Jonas, Strasberg, & Lehnert (2010) proveen
evidencias que indican que la micorriza es
una ventaja ecoldgica especialmente en sus-
tratos deficientes en nutrimentos. En Nueva
Zelanda, Cooper (1976) observd que niveles
altos de fosforo disponible parece no tener
efecto en la colonizacion de varias familias de
helechos incluyendo a helechos arborescentes
de la familia Dicksionaceae y Cyatheaceae.
Sin embargo, para tener evidencias directas
se requiere experimentar con diferentes con-
centraciones de nutrimentos y medir el grado
de colonizacién micorrizica como lo sugiere
Kessler et al. (2010), debido a que solo hay
estudios descriptivos y no pueden demostrar
directamente el beneficio de la micorriza en
helechos y licopodios. Por otra parte, en la ino-
culacion del helecho Rumohra adiantiformis
(Dryopteridaceae) con el HMA Glomus intra-
radices en condiciones controladas en sustrato
suplementado con diferentes concentraciones
de N y P, no se afecta la colonizaciéon micorri-
zica (Stamps & Johnson, 1984).

Dos especies de HMA (Acaulospora scro-
biculata, Funneliformis geosporum) estuvieron
presentes en los tres sitios con altas abundan-
cias relativas. La presencia de las dos espe-
cies de HMA demuestra que tienen amplia
distribucion y tolerancia a sitios alterados
o de alto impacto antropico como el sitio
de Banderilla. Acaulospora scrobiculata tiene
amplia distribucion en México y esta presente
en cultivos agricolas (Aguirre, Carredén, &
Varela 2009; Violi et al., 2008; Guadarrama-
Chavez et al., 2007), vegetacion secundaria,
selva baja caducifolia (Guadarrama-Chavez,
Camargo-Ricalde, Hernandez-Cuevas, & Cas-
tillo-Argiiero 2007), areas incendiadas (Violi
et al., 2008) y suelos contaminados con petrd-
leo (Franco-Ramirez, Ferrera-Cerrato, Varela-
Fregoso, Pérez-Moreno, & Alarcon, 2007).
Funneliformis geosporum se encuentra en cul-
tivos agricolas, ecosistemas naturales en selva
baja caducifolia, desiertos y dunas costeras

(Sigiienza, Espejel, & Allen, 1996; Pezza-
ni, Montana, & Guevara, 2006; Guadarrama-
Chavez et al., 2007).

Debido a las altas abundancias de esporas
de Acaulospora scrobiculata y Funneliformis
geosporum pueden ser candidatas para incre-
mentar el indculo a través cultivos trampa
(Brundrett et al., 1996) y probar la eficiencia,
solas o en conjunto, en gametofitos y jovenes
esporofitos de 4. firma.

Aunque no demostramos objetivamente
la asociacion de las especies de HMA A.
scrobiculata y F. geosporum con A. firma, sus
abundancias son considerables en los tres sitios
estudiados. Ademas, su alta tolerancia a sitios
alterados puede traer ventajas en su manipula-
cion e inoculacion en areas con manejo, vege-
tacion secundaria o alterada.

A. firma es una de las especies de helecho
arborescente que recluta nuevos individuos a la
poblacion a través de ramets y de esporas (Riba,
1981; Mehltreter, & Garcia-Franco, 2008).
Estudios de reintroduccion de jovenes esporo-
fitos de A4. firma (de S5cm) en BMM indican que
el borde de bosque es un habitat apropiado para
su establecimiento (Barnabe, Williams-Linera,
& Palacios-Rios, 1999). Eleutério & Pérez-
Salicrup (2009) registran que individuos jove-
nes <50cm de A. firma provenientes de habitats
ruderales presenta mayores tasas de supervi-
vencia al ser trasplantado en sombra al 50% en
comparacion con sitio expuesto a pleno sol. El
alto porcentaje de colonizacion de arbusculos
de HMA en individuos de 4. firma indican que
es una especie susceptible a la colonizacion
y que podria depender de manera importante
de la micorriza. Con la informacion basica de
los requerimientos abidticos de A. firma y el
conocimiento de las interacciones ecoldgicas
se contribuird a mejorar el establecimiento de
esta especie. La inoculacion con HMA previa a
la reintroduccion a su habitat podria conferirle
mayor tolerancia a las condiciones adversas,
acelerar su crecimiento y reducir la tasa de
mortalidad como se ha mostrado en otras espe-
cies en estudios anteriores (Gemma, Koske, &
Habte, 2002; Allen, Allen, Egerton-Warburton,
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Corkidi, & Gomez-Pompa, 2003; Urgiles et
al., 2009).
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RESUMEN

Alsophila firma es un helecho arborescente que crece
principalmente en bosque mesoéfilo de montana (BMM) y
se encuentra en la categoria de riesgo. Los hongos mico-
rrizicos arbusculares (HMA) se han propuesto como una
alternativa para programas de recuperacion de especies
nativas en peligro. Sin embargo, sabemos poco sobre la
diversidad de HMA y del estatus micorrizico de las espe-
cies vegetales del BMM. En México el BMM presenta
diferentes grados de conservacion debido a la fragmenta-
cion y el cambio de uso de suelo. Se evaluo el grado de
colonizacion, riqueza y abundancia de esporas de los HMA
presentes en fragmentos de BMM con diferente historia de
manejo: conservado (100 afos), en recuperacion (17 afios)
y alterado. Se estudiaron muestras de suelo y raices toma-
das de 5 individuos de 4. firma por cada sitio, con al menos
100m de distancia entre individuos. Se analizaron en total
100cm de raiz por cada sitio. Las muestras de raiz presen-
taron colonizacion principalmente de HMA y ocasional-
mente por hongos septados oscuros (HSO). Se encontraron
19 especies: Gigaspora (7), Acaulospora (4), Glomus (4),
Funneliformis (2), Sclerocystis (1) y Scutellospora (1). Las
especies dominantes en los tres sitios fueron Funneliformis
geosporum 'y Acaulospora scrobiculata. La mayor diver-
sidad (H’) y equitatividad (J*) (p<0.05) se presentaron en
el sitio conservado (H’=1.7; J’ 0.66) con respecto al sitio
en recuperacion (H’=1.5, J’ 0.61) y alterado (H’=0.74,
J’=0.41). Los niveles de colonizacién micorrizica total de
raiz fueron estadisticamente mayores (p<0.05) en el sitio
conservado. Aunque el sitio alterado presenta una baja
riqueza y abundancia de HMA la colonizacién micorrizica
total de raiz no fue estadisticamente diferente (p<0.05) res-
pecto al sitio en recuperacion. El estimador Chao2 indica

que las muestras analizadas reflejan la estructura general
de la comunidad de HMA con valores superiores al 93%.
El presente estudio confirma que 4. firma es una especie
micorrizica con altos niveles de colonizacion incluso en
sitios alterados. Se sugiere que las especies F. geosporum 'y
A. scrobiculata por su alta tolerancia a sitios alterados pue-
den tener potencial para inocular gametofitos y esporofitos
de A. firma para incrementar la supervivencia en programas
de restauracion.

Palabras clave: helecho arborescente, Glomeromycota,
numero de esporas, indice de diversidad, colonizacion
micorrizica, vegetacion alterada, secundaria y conservada.
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