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FACTORES QUE INFLUYEN EN LA FORMACION DE ESPOROMAS Y
MICORRIZACION DE DOS HONGOS COMESTIBLES
ECTOMICORRIZICOS ASOCIADOS CON UN PINO NEOTROPICAL

Juan Alfonso Villegas Olivera

Colegio de Postgraduados, 2014

RESUMEN
Actualmente, la utilizacion de hongos ectomicorrizicos, particularmente de

especies comestibles, ha cobrado una enorme importancia a la produccion de
arboles forestales. Sin embargo, los factores que influyen en la formacion de
esporomas de hongos ectomicorrizicos comestibles no son conocidos
completamente. En el presente trabajo se evalu6 el efecto de dos filtros de luz,
amarillo y rojo, en la formacién de dos especies de hongos ectomicorrizicos
comestibles, asociados con dos pinos Neotropicales. EI germoplasma flngico
estudiado procedi6 de la Sierra Nevada, México. Se registr6 mayor formacion de
esporomas de Hebeloma leucosarx, cuando las plantas estuvieron expuestas al
filtro amarillo en comparacién con plantas expuestas al filtro rojo, en P.
montezumae y P. greggii. En el caso de L. bicolor se registré mayor formacion de
esporomas cuando las plantas estuvieron expuestas al filtro rojo. Ademas se
describe detalladamente la ontogenia de Laccaria bicolor y Hebeloma leucosarx.
Hasta donde conocemos esta es la primera ocasion que se registra la influencia de
la calidad de luz en la formacion de esporomas de hongos comestibles
ectomicorrizicos. Cuando se inocularon &rboles con Laccaria laccata y Hebeloma
mesophaeum, se registraron altos porcentajes de micorrizacién, mayores a 90%,
en ambas especies de pinos. Al trasplantar arboles inoculados con estos hongos de
contenedores de 140 cm® a contenedores de 6kg de capacidad, se mantuvieron
estos altos porcentajes de micorrizacion.  Este trabajo demuestra que la
inoculacion con Hebeloma spp. y Laccaria spp., tiene gran potencial de uso en la

produccién de plantas de P. greggii y P. montezumae en invernadero.

Palabras clave: indculo esporal, pileos, hongos silvestres.



FACTORS AFFECTING THE FORMATION OF SPOROMES AND
MYCORRHIZATION OF TWO EDIBLE ECTOMYCORRHIZAL
MUSHROOMS ASSOCIATED WITH A NEOTROPICAL PINE

Juan Alfonso Villegas Olivera

Colegio de Postgraduados, 2014

ABSTRACT
Currently, the use of ectomycorrhizal fungi, particularly of edible species has

gained immense importance in the production of forest trees. However, the factors
influencing the formation of sporomes of edible ectomycorrhizal fungi are not
known completely. In this work the effect of two filters light, yellow and red, in
formation of sporomes of two species of edible ectomycorrhizal fungi associated
with two pine Neotropical was evaluated. The studied fungal germoplasm came
from the Sierra Nevada region, Mexico. A greater number of Hebeloma leucosarx
sporomes was recorded when plants were exposed to the yellow filter compared
to plants exposed to red filter, in P. greggii and P. montezumae. In the case of L.
bicolor an increased formation of sporomes was recorded when plants were
exposed to red filter. Also, it is described in detail the ontogeny of Laccaria
bicolor and Hebeloma leucosarx. To our knowledge this is the first time that the
influence of the quality of light is recorded in sporome formation of edible
ectomycorrhizal mushrooms. When trees were inoculated with Laccaria laccata
and Hebeloma mesophaeum, high percentages of mycorrhization, over 90% in
both pine species, were recorded. When transplanting trees inoculated with these
fungi, from containers with a capacity of 140 cm® to 6 kg containers, these high
percentages of mycorrhization were maintained. This work shows that the
inoculation with Hebeloma spp. and Laccaria spp., has great potential for use in

the production of plants of P. greggii and P. montezumae in greenhouse.

Keywords: spore inoculum, pilei, wild mushrooms.
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CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

Actualmente, en diversas partes del mundo existe una declinacion de los bosques
como consecuencia de la contaminacién ambiental y del cambio climatico
(Alvarado-Rosales et al., 2002; Paoletti et al., 2007). Principalmente en México
existe una seria preocupacion por la reduccion de masas boscosas tanto de zonas
templadas como tropicales, afectadas ambas por la deforestacion, van de 75 mil a
casi 2 millones de hectéreas de pérdida de recurso forestal por afio (Lund et al.,
2002). En la mayoria de bosques templados y boreales las especies de arboles
presentes forman asociaciones ectomicorrizicas (Smith and Read, 2008). Estas
asociaciones contribuyen a la biodiversidad de suelos y al funcionamiento del
ecosistema, siendo reguladores de la productividad de los bosques (Smith and
Read, 2008). Adicionalmente, México es un importante reservorio cultural y
biolégico de hongos silvestres comestibles a nivel internacional. Un gran
porcentaje de las especies de hongos silvestres comestibles en México forman
asociaciones ectomicorrizicas (Pérez-Moreno et al., 2008). Las micorrizas son
asociaciones simbidticas que se establecen entre la mayoria de las plantas
vasculares terrestres y hongos principalmente Basidiomycetes, Ascomycetes y
Glomeromycetes. El principal beneficio para ambos simbiontes es el intercambio
nutrimental. Los hongos que establecen esta simbiosis reciben carbono de las
plantas hospederas y las plantas reciben, principalmente, fésforo (P) y nitrégeno
(N) a traveés de las hifas asociadas (Smith and Read, 1997). Una de las estructuras
mas importantes de las simbiosis micorrizicas es el micelio externo. Por ejemplo
en la simbiosis ectomicorrizica (ECM), este componente, en condiciones
naturales, puede constituir aproximadamente 800 kg ha-1 (Wallander et al.,
2001), representar un tercio de la biomasa microbiana (Hogberg and Hogberg,
2002) y contribuir, junto con las raices ectomicorrizadas, hasta en 50% de la
respiracion del suelo (Hogberg et al., 2001). ElI micelio externo ectomicorrizico
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en realidad forma una interfase entre el suelo y la planta huésped en donde las
hifas extrarradicales sirven como extensiones de la raiz y funcionan como
estructuras de absorcion de agua y minerales (Leake et al., 2004). Este micelio
externo de las ectomicorrizas puede entonces explorar en forma mas eficiente el
suelo y formar agregados, los cuales ayudan a mantener la estructura y la
aireacion en el suelo (Bogeat-Triboulot et al., 2004). Las micorrizas, ademas de
participar en la absorcién de agua y nutrimentos, favorecen cambios fisiologicos y
morfoldgicos de la planta huésped. Estos cambios de la planta, causados por la
micorrizacion, aminoran condiciones de estrés ambiental, como la limitacion de
agua y nutrimentos (Davies et al., 1996). Las especies forestales dependen de la
simbiosis ECM y diversas especies de arboles, incluyendo pinos, no se
desarrollarian sin esa simbiosis. Es importante la inoculacion en vivero con
hongos ectomicorrizicos seleccionados para mejorar el establecimiento de plantas
en campo (Marx et al., 1994).

La inoculacion de arboles de importancia forestal con hongos micorrizicos
representa una importante herramienta en la produccion de plantas en
invernadero, el hongo simbionte o micobionte cubre las raices cortas de la planta
hospedera, formando un manto o vaina donde las hifas crecen hacia dentro de la
raiz entre los espacios intersticiales de las células corticales y hacia afuera como
micelio externo y rizomorfos que constituyen una estructura de enorme relevancia
ecologica en los ecosistemas forestales (Pérez-Moreno and Read, 2004) y
biotecnoldgica en la produccion de inoculantes ectomicorrizicos para plantas de
interés forestal. Por ello la adecuada seleccion de las especies de hongos
micorrizicos como simbiontes y su posterior manipulacién, tanto en laboratorio
como en vivero, pueden ser aspectos claves para lograr con éxito el
establecimiento de muchas especies vegetales en campo (Honrubia et al. 1992;
Pereira et al. 2007).

Sin embargo, en México en general, la produccion de hongos no se tiene en
cuenta a la hora de establecer las plantaciones. Adicionalmente, el uso de
productos forestales no maderables, ha recibido recientemente atencion como un

factor de enorme importancia para la conservacion forestal, por su importancia
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socioecondmica. Los hongos silvestres comestibles constituyen un recurso natural
renovable que, Gltimamente, esta adquiriendo importancia en paises como Brasil,
Nepal y China (Subhrendu and Pattanayak, 2001; Maharjan, 2005). A pesar de la
enorme importancia de la simbiosis ectomicorrizica desde una perspectiva
biotecnolodgica, y de los hongos comestibles ectomicorrizicos como un recurso
forestal no maderable, existen un conjunto de aspectos basicos y aplicados que
han sido escasamente estudiados en Meéxico. El presente trabajo pretende
contribuir al conocimiento de la simbiosis ectomicorrizica mediante: i) El estudio
de la influencia de la luz en la formacion de esporomas de dos especies de hongos
comestibles ectomicorrizicos, y descripcion de su desarrollo ontogénico; v ii) el
desarrollo de un bioensayo de escalamiento de produccion de indculo

ectomicorrizico.
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CAPITULO 11

OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo General

Contribuir al conocimiento de la simbiosis ectomicorrizica en México, al estudiar
la influencia de la luz en la formacion de esporomas de hongos comestibles
ectomicorrizicos nativos, asi como el desarrollo ontdgenico de dichas especies y

evaluar la posibilidad de escalamiento de indculo ectomicorrizico.

2.1.1 Objetivos particulares

> Evaluar la influencia de la luz en la formacién de esporomas de los hongos
comestibles ectomicorrizicos Laccaria bicolor y Hebeloma leucosarx.

» Describir detalladamente la ontogenia de esporomas de Laccaria bicolor y
Hebeloma leucosarx.

> Evaluar la factibilidad de escalamiento de in6culo ectomicorrizico con

fines de aplicacion forestal.

2.2 Hipotesis particulares

» La calidad de luz es un factor que influye diferencialmente en la
formacion de esporomas de Laccaria bicolor y Hebeloma leucosarx.

» Existe un mantenimiento de una alta colonizacion ectomicorrizica cuando
se trasplantan arboles ectomicorrizados de contenedores pequefios a

contenedores de mayor tamario.
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CAPITULO IlI

REVISION DE LITERATURA
3.1 Distribucion e importancia del género Pinus en México

México tiene una enorme diversidad bioldgica. Dentro de sus limites se pueden
encontrar 10% de las especies del mundo conocidas de plantas y animales. El
género Pinus (Pinaceae) esta representado por un poco mas de 100 especies en el
mundo (Farjon et al., 1997; Price et al., 1998). La distribucion natural del género
abarca desde las regiones articas y subarticas de Norteamérica y Eurasia hasta las
regiones tropicales y subtropicales de Centroamérica y Eurasia (Price et al.,
1998). El mayor centro de diversificacion del género es Norte y Centroamérica
con 70 especies; la mayor concentracion de especies se encuentra en México,
California y el sureste de Estados Unidos (Price et al., 1998). Particularmente en
México y Centroamérica se agrupan el mayor numero de especies de pinos
comparado con las especies conocidas de cualquier otra region de tamafio similar;
esta region se considera como una segunda zona de evolucion y especiacion para
el género (Perry et al., 1998). Farjon et al. (1997) reportan que el género Pinus en
México, esta representado por aproximadamente 45 especies. Villasefior (2004)
considera un total de 72 taxa (Figura 1). Estos nimeros colocan al pais como el
mayor poseedor de especies de pinos del mundo (Martinez, 1992; Farjon et al.,
1997; Valencia 2004).

3.2 DESCRIPCION DE LA ESPECIE Pinus greggii

3.2.1 Nombre cientifico

Pinus greggii Engelm.

Pinus greggii Engelm, es una especie endémica de México con gran importancia
ecologica y economica. Este pino se distribuye en poblaciones aisladas a lo largo

de la Sierra Madre Oriental, en zonas semiéridas y a veces semitropicales
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(Donahue and Lopez-Upton, 1999). Es un arbol de 10 a 15 m de altura (Martinez,
1948). En algunos lugares se le ha encontrado de 20 m con 40 cm de diametro,
tronco recto, copa amplia e irregularmente redonda (Eguiluz, 1978). En &reas
donde las condiciones ecologicas y ambientales favorecen a la especie alcanza
una altura de hasta 25 m (Perry, 1991). Por otro lado, a nivel regional, P. greggii
es uno de los arboles de mayor valor econdmico para las poblaciones humanas
que habitan en zonas aledafias. Se aprovecha para la obtencion de madera para la
industria del aserrio, y localmente en la obtencidon de postes para cerca y lefia
combustible. Ademas, P. greggii ha mostrado altas tasas de crecimiento en altura
y didmetro en ensayos de plantaciones (LOpez et al., 1999; Salazar et al., 1999;
Azamar et al., 2000), asi como un gran potencial para adaptarse a condiciones
limitantes de humedad (Vargas and Mufioz, 1988, 1991; Lopez and Mufioz, 1991).
Estas caracteristicas favorecen el uso de P. greggii en programas de reforestacion
para la recuperacion de suelos degradados en diferentes partes de México y en
programas de plantaciones comerciales en sitios marginales donde no se adaptan
otras especies de Pinus. En México, es la cuarta especie de pino en términos de
importancia en plantaciones del Programa Nacional de Reforestacion (Dvorak and
Donahue, 1993; Dvorak et al., 1996).

3.2.2 Distribucién y ecologia

Se distribuye en la Sierra Madre Oriental en el Centro y Norte de México. En el
Norte se encuentra en altitudes de 2,300 a 2,800 msnm (Dvorak et al., 2000),
mientras que en el centro del pais se encuentran en altitudes que van de 1,200 a
2,800 (Hernandez, 2003). Las coordenadas geograficas para el area de
distribucion de las poblaciones del centro y norte del pais se encuentran entre 20°
00’ a 25° 40’ de latitud Norte y 97° 40’ a 101° 20’ de longitud Oeste (Eguiluz,
1978), y comprende los estados de, Coahuila, Hidalgo, Nuevo Leon, Querétaro,
Puebla, San Luis Potosi y Veracruz (Figura 2). Se reportan dos variedades de
Pinus greggii, la variedad australis que se encuentra en el Centro-Este de México,

y la variedad greggii representa la poblacion localizada en el Norte del pais en los
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estado de Coahuila y Nuevo Ledn (Dvorak, et al., 2000; Martinez, 1948; Perry,
1991).

3.2.3 Importancia

Es una especie que ha logrado importancia a nivel nacional e internacional en
paises como Brasil, Chile, Colombia, México, Nueva Zelanda, el Sur de Africa y
Zimbabwe (Dvorak et al., 2000). Actualmente se considera importante por su
plasticidad genética para adaptarse en suelos pobres, erosionados, con poca
profundidad y materia organica, por lo que se ha recomendado su uso en
programas de proteccion, recuperacion de cuencas hidroldgicas y areas
degradadas, debido a que muestra adaptacion al igual que rapido crecimiento en
terrenos con tales condiciones. Ha demostrado tolerancia a sequia asi como
resistencia a ciertas plagas y enfermedades forestales; ademas tiene gran potencial
para usarse en programas de mejoramiento genético dado, que presenta floracion
precoz, produccion de abundante semilla a temprana edad y rapido crecimiento
(INIFAP, 2003). Se le ha encontrado otros beneficios como produccion de arboles
de navidad (Prieto and Merlin, 2000).

3.3 Descripcion de la especie Pinus montezumae

Nombre cientifico
Pinus montezumae

P. montezumae Lamb. Se considera una especie maderable de gran importancia
economica (Calderdn et. al., 2006), se utiliza en la fabricacién de triplay, celulosa,
papel, cajas de empaque, puntales para mina, postes para cableados, ebanisteria,
duela y en la industria constructora, ademas de ser una especie resinera
importante (Eguiluz Piedra, 1988). La especie se ha utilizado en la recuperacion
de suelos degradados y se recomienda para plantaciones ornamentales (Eguiluz
Piedra, 1988).
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3.3.1 Distribucion y ecologia

El amplio intervalo latitudinal y altitudinal de P. montezumae, le permite habitar
en climas templados, frios y semi-secos (Vazquez, 1962), donde las temperaturas
extremas minimas y maximas son de -4 °C y 40 °C respectivamente.
Regularmente la especie habita en suelos profundos de origen volcanico
montafioso, con buen drenaje, ricos en nitrogeno, calcio, potasio y materia
orgénica, y bajos en fosforo, con pH de 5.4 a 6.9 (Eguiluz, 1978). Se asocia
indiscriminadamente con Pinus hartwegii Lindl., P. rudis Endl., P. pseudostrobus
Lindl., P. leiophylla Schl. et. Cham., P. lawsonii Roezl., P. michoacana Mtz., P.
douglasiana Mtz., P. ayacahuite Ehrenb. y P. teocote Schl. et. Cham.; ademas,
con Abies religiosa y Quercus sp. (Santillan, 1991). Pinus montezumae se
distribuye en el pais entre los paralelos 16° 50' a 25° 21' de Latitud Norte, y entre
los meridianos 92° 15" a 105° 10" de Longitud Oeste; su rango altitudinal es de
1150 a 3150 msnm, teniendo sus mejores desarrollos alrededor de los 2500 msnm.
Se localiza principalmente en las montafias de la Cordillera Neovolcénica, y se
extiende hacia el norte a lo largo de la Sierra Madre Occidental hasta el estado de
Durango, en la Sierra Madre Oriental se extiende hasta el estado de Coahuila, asi

como en Guatemala, Nicaragua y costa Rica (Figura 3) (Perry, 1991).

3.3.2 Importancia

P. montezumae Lamb. Se considera una especie maderable de gran importancia
econdmica (Calderon et. al., 2006), se utiliza en la fabricacion de triplay, celulosa,
papel, cajas de empaque, puntales para mina, postes para cableados, ebanisteria,
duela y en la industria constructora, ademas de ser una especie resinera
importante (Eguiluz Piedra, 1988). La especie se ha utilizado en la recuperacion
de suelos degradados y se recomienda para plantaciones ornamentales (Eguiluz
Piedra, 1988).
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3.4. Hongos comestibles silvestres en México

La diversidad bioldgica presente en México se debe principalmente a la
interseccion de dos regiones biogeogréficas, la Neéartica y la Neotropical.
Ademas, la compleja orografia del territorio nacional genera una variedad de
climas y habitats, lo cual da como resultado una diversidad distribuida de forma
heterogénea en este territorio (Sarukhan et al., 1996). México se ubica entre los
primeros doce paises megadiversos (CONABIO, 2008), que cuenta con una gran
diversidad de hongos silvestres comestibles. Estos han sido recolectados desde
tiempos prehispanicos, desde la aparicion de culturas como son: los mayas,
olmecas, y aztecas. Adicionalmente los hongos han tenido una importancia
cultural, no solo como alimento o medicina, sino también por su uso en
ceremonias sagradas, por grupos prehispanicos como los mexicas, representadas
en la pieza arqueoldgica Xochipilli el denominado principe de las flores, quien

tiene tatuado en su cuerpo hongos alucinégenos (Zamora, 2001).

3.4.1. Diversidad de hongos en México

A nivel mundial, los hongos son el segundo grupo de organismos mas diverso
después de los insectos, con aproximadamente 1.5 millones de especies, de las
cuales sélo se conoce el 4.5% (Mueller et al., 2007). El conocimiento sobre la
diversidad fungica de México es todavia muy incipiente. Se estima que existe
cerca del 10% de la micobiota mundial, con aproximadamente 200,000 especies,
de las cuales se conocen 6,000 especies (3.5%): 4,000 macromicetos y 2,000
micromicetos (Mueller et al., 2007).

3.4.2. Comercio de hongos comestibles silvestres

El comercio de hongos comestibles silvestres es una actividad que se realiza en
parte central y Sur de la republica Mexicana (Ruan-Soto et al., 2004; Ruan-Soto

et al., 2006; Montoya et al, 2008; Pérez-Moreno et al., 2008; Garibay-Orijel et
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al., 2009). Una gran proporcion de las especies de hongos silvestres comestibles
de México poseen un mayor valor econdmico como son el “tecomate” (Amanita
caesarea), las “pancitas” (Boletus edulis), el “duraznillo” (Cantharellus cibarius),
y el “hongo blanco de ocote” (Tricholoma magnivelare), los cuales forman
micorrizas (Villarreal, 1996). Estos hongos formadores de micorrizas pueden

alcanzar los precios més elevados del mercado (Yun and Hall, 2004).

3.4.3. Importancia ecologica y econémica de los hongos

Los hongos, al igual que otros organismos, son un componente vital en el
funcionamiento de los ecosistemas, ya que contribuyen en el desarrollo de las
poblaciones vegetales y animales. Algunas de sus funciones son:
descomponedores de materia organica, establecimiento de asociaciones
mutualistas con plantas y animales e intervienen en los ciclos y transferencia de
nutrientes. Existen diferentes tipos de hongos, dependiendo de su ecologia, como
son: los parasitos, los cuales requieren de un organismo vivo al que algunas veces
matan para cumplir su ciclo biolégico; otros son simbi6ticos (micorrizas), por que
viven en asociaciones con plantas; mientras que los saprofitos, son aquellos
hongos que viven sobre restos organicos en descomposicion (Herrera, 1998). Los
hongos presentan una amplia distribucién debido a que en diversos lugares de la
Tierra existen las condiciones apropiadas de temperatura y humedad para el
desarrollo de éstos, y a la facil distribucion de sus esporas, las cuales se forman en
enormes cantidades y son capaces de tener vida latente por periodos largos y
soportar condiciones adversas (Herrera, 2000).

Ademas de su importancia ecologica, los hongos forman parte del patrimonio de
diversas culturas, ya que son utilizados como recurso alimenticio, industrial,
ornamental, medicinal, (Zamora-Martinez, 1999). En relacion a su uso medicinal
se han registrado mas de 100 especies de macromicetos que han sido empleados

para el tratamiento de diversas enfermedades (Galvan et al., 1997).
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3.5 Hongos ectomicorrizicos

Una de las relaciones mas importantes entre plantas y microorganismos es la
micorriza. Este término, acufiado por Frank (1885), es utilizado para describir
diversos tipos de simbiosis que se establecen entre las raices de las plantas y
ciertos grupos de hongos. La micorriza es una asociacion mutualista entre los
hongos del suelo y raices de las plantas superiores. EIl término micorriza (del
griego mico=hongo y riza=raiz) “Hongo de la raiz”, fue acuiado por primera vez
en 1885 por el botanico aleman Frank, para describir la union de dos organismos
que forman un solo 6rgano morfoldgico, en donde existe una retroalimentacién de
los simbiontes (Agarwal and Sah, 2009). EIl principal beneficio para ambos
simbiontes micorrizicos es el intercambio de nutrientes (Read and Pérez-Moreno,
2003). Los hongos que establecen esta simbiosis reciben carbono de las plantas
hospederas y las plantas reciben principalmente fésforo y nitrégeno a través de las
hifas asociadas. Las plantas micorrizicas en algunas ocasiones pueden adquirir
también proteccion en contra de organismos patdgenos por factores distintos al de
una nutricion mineral incrementada (Smith and Read, 1997). Actualmente las
asociaciones micorrizicas se encuentran distribuidas en todos los ecosistemas
terrestres. Existe asimismo un reconocimiento de la importancia de la micorriza
tanto en el funcionamiento como en el mantenimiento de dichos ecosistemas,
principalmente en las regiones boreales y templadas (Grime et al., 1987; Allen,
1993; Heijden et al., 1998), y tropicales (Pérez Moreno and Ferrera-Cerrato,
1997; Moyersoen et al., 1998a, b, 2001; Newbery et al., 2000). Uno de los méas
importantes tipos de asociaciones micorrizicas, desde el punto de vista ecoldgico
y biogeogréfico, es la ectomicorriza, término propuesto por Peyronel et al. (1969).
En esta simbiosis el hongo asociado cubre las raices cortas, formando un manto o
vaina. Las hifas crecen de este manto hacia afuera en el substrato y hacia dentro
entre los espacios intersticiales de la células corticales de la raiz, formando un
complejo sistema intercelular denominado “red de Hartig” sin que exista
generalmente penetracion intracelular en las plantas asociadas (Smith and Read,
1997). Esta simbiosis tiene una enorme relevancia ecoldgica debido a su

importancia en la estructura y funcionamiento de ecosistemas boreales, templados
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y tropicales (Pérez-Moreno and Read, 2004; Smith and Read, 2008),
consecuencia de la ancestral coevolucion entre los hongos y las plantas
involucradas (Arnold et al., 2010; Peay et al., 2010). A través de su micelio
externo, los hongos ectomicorrizicos son capaces de movilizar y transportar agua
y nutrientes minerales como N, P, K, asi como nutrientes poco accesibles tales
como formas organicas de N y P (Figura 5). Diversas investigaciones han
demostrado que, una parte importante de dichos nutrientes son movilizados del
suelo o de sustratos organicos naturales a las plantas hospederas asociadas (Read
and Pérez-Moreno, 2003).

3.5.1. Hongos ectomicorrizicos en especies forestales

Actualmente, en diversas partes del mundo existe una declinacion de los bosques
como consecuencia de la contaminacion ambiental y del cambio climéatico
(Alvarado-Rosales et al., 2002; Paoletti et al., 2007). Las especies forestales
dependen de la simbiosis ECM y diversas especies de arboles, incluyendo pinos.
La simbiosis ectomicorrizica (ECM) se establece en unas 3000 especies de
plantas y alrededor de 5000 especies de hongos, principalmente basidiomicetos y
ascomicetos (Smith and Read, 1997; Estrada-Torres and Santiago-Martinez,
2003). Es importante la inoculacion en vivero con hongos ectomicorrizicos
seleccionados para mejorar el establecimiento de plantas en campo, en sitios
rutinarios o adversos (Marx et al., 1994). Los hongos ectomicorrizicos (ECM),
debido en parte a las conspicuas redes miceliales que establecen, incrementan la
adquisicion de agua Yy nutrientes de las plantas con las que se asocian y pueden
llegar a constituir también un importante factor de control de patdgenos vegetales
(Smith and Read, 1997). Debido a esto, la inoculacién con hongos ECM
constituye una importante herramienta en la propagacion masiva de plantas, dado
que con frecuencia la ectomicorriza es obligada para los arboles con los que se
asocia (Bruns et al., 2002; Castellano and Molina, 1989).
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3.5.2. Efectos de los hongos ectomicorrizicos en la nutricion de especies

forestales

La importancia de la simbiosis ectomicorrizica (ECM) para la nutricién de plantas
y ecosistemas forestales, radica principalmente en la relacion que existe entre el
carbono y el nitrégeno, donde existe un intercambio que ha sido reconocido en
diversos estudios sobre las ectomicorrizas (Meyer et al., 2010). Los hongos
ectomicorrizicos forman relaciones mutualistas a fin de recibir hidratos de
carbono de las plantas y en intercambio (Figura 5), el hongo le otorga nutrimentos
importantes como N, P, K y Ca (Nehls, 2008). Los hongos ectomicorrizicos
producen diversas enzimas extracelulares capaces de degradar la materia orgéanica
particularmente proteinas, lignocelulosa y polifenoles, permitiendo la
mineralizacion del nitrégeno (Talbot and Treseder, 2010). Ademas, presentan
mecanismos de disolucién de compuestos minerales en suelos, mismo que se
Ilevan a cabo con la liberacion de compuestos organicos como: acido oxalico,
acido succinico, &cido citrico, acido formico, acido acético y ferricrosinas que
solubilizan compuestos minerales del suelo y hacen disponibles los nutrimentos

para el hongo y las plantas (Courty et al., 2010).

3.5.3. Biotecnologia de los hongos ectomicorrizicos

Actualmente, la produccion de inoculantes basados en hongos ectomicorrizicos ha
cobrado una enorme importancia en los paises con tradicion forestal. En paises
como Meéxico, esta biotecnologia ha recibido escasa atencion, a pesar de su
enorme potencial. Por tal motivo, es necesaria la generacion de conocimientos
vinculados con la utilizacion de hongos ectomicorrizicos nativos, con plantas de
interés forestal. Dada la enorme importancia a nivel mundial por diversas razones,
dentro de las que se incluyen de manera importante las siguientes: i) existe una
busqueda de tecnologias que originen un menor deterioro ambiental, y se ha
intentado entonces buscar alternativas biologicas, al utilizar microorganismos

benéficos importantes para la nutricion vegetal y evitar asi la utilizacion excesiva
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de fertilizantes quimicos (Pérez-Moreno and Ferrera-Cerrato, 1996); ii) se ha
demostrado que los hongos ECM juegan un importante papel tanto en la
nutricion de las plantas (Read and Pérez-Moreno, 2003) como en su proteccion
contra patdgenos (Whipps, 2004); vy iii) estudios basicos desarrollados en el
altimo siglo han permitido cultivar algunos hongos ECM en medios sintéticos, lo

que ha facilitado su manipulacion (Pérez-Moreno et al., 2002).

3.5.4. Técnicas de micorrizacién en vivero y tipos de inoculo

Existe flexibilidad para seleccionar el hongo a inocular, la forma del inoculo, el
método de aplicacion y las condiciones culturales méas adecuadas para la
formacion de las ectomicorrizicas y crecimiento de las plantulas; la seleccidn
depende del nivel de sofisticacion de los viveros (Grove y Malajczuk, 1994).

Para las especies ectomicorrizicas se distinguen tres tipos de indculo, de acuerdo
con las formas de manipulacion de los hongos: i) Indculo forestal, que consiste en
los propagulos existentes en el suelo (micelio, rizomorfos, cordones miceliales,
esporas, raices micorrizadas) y del que no se conoce la cantidad de las especies o
de los mismos propagulos; ii) Inéculo esporal, constituido por esporas maduras, y
iii) Inéculo micelial, producido en laboratorio y consistente en el micelio aislado

y cultivado en medios sintéticos (Honrubia et al., 1992).

i) Inéculo forestal. Es el método mas simple y ampliamente usado para inocular
nuevas areas. Consiste en extraer suelo forestal y utilizarlo en la produccion de
planta (Marx and Cordell, 1994). Sin embargo, requiere del movimiento de
grandes volumenes de suelo por lo que implica altos costos de transporte y
provoca una gran alteracion en la zona de extraccion (Honrubia et al., 1992;
Torres, 1992; Marx and Cordell, 1994). Esta es la practica mas comunmente
utilizada en los viveros mexicanos, poniendo en riesgo muchos de nuestros
ecosistemas forestales al favorecer procesos de erosion (Varela and Estrada-
Torres, 1997). Los mayores problemas que presentan este sistema de

micorrizacion son de origen biologico, ya que se puede introducir semillas de
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malas hiervas y patdgenos como hongos, bacterias, virus y nematodos; ademas, la
calidad y cantidad del indculo (Honrubia et al., 1992)

ii) In6culo micelial. La micorrizacion con inoculo micelial obtenido a partir de
cultivos puros o inoculacion vegetativa, es el método mas seguro, ya que carece
de riesgo de introduccion de otros organismos no deseables como patdgenos y
competidores. Es también el mas efectivo y con el que se alcanza mayor
porcentaje de micorrizacién en menos tiempos; sin embargo, es el mas costoso y
de manipulacion mas sofisticada, ya que su implantacion en los viveros requiere
de una adecuacion tecnologica de las instalaciones (Honrubia et al., 1992). En
México, los inoculantes vegetativos se han utilizado principalmente a nivel
experimental y solamente ha existido un intento formal por producirlos a gran
escala para su utilizacion en plantas forestales (Saenz et al., 1982). Actualmente,
se vende en el pais indculos vegetativos comerciales producidos en el pais o
importados de los estados unidos (Zamora et al., 2002).

iii) Inoculo Esporal. La inoculacion con esporas ha sido ampliamente utilizada,
ya que es relativamente facil de aplicar mezclandolas con el suelo antes de la
plantacion, en el riego de las camas o de los contenedores, en forma de pildoras o
bafiando las semillas con una suspension de esporas (Grove y Malajczuk, 1994).
Ademas, no se requiere de una fase de crecimiento bajo condiciones asépticas
(Marx and Cordell, 1994). Este in6culo consiste en limpiar los esporomas de los
hongos recolectados en campo y previa identificacion, retirando el pileo y
cortando el estipite como es el caso de los hongos epigeos. Posteriormente se
procede al fragmentado o triturado de los hongos; se hace el conteo de las
esporas, con técnicas precisas y confiables; se recomienda que las esporas estén

en concentraciones de 10° y 107 por planta.
3.5.5. El uso de los hongos en programas de inoculacion en el mundo
La importancia de la inoculacion fue reportada primero en 1997 en Australia

donde se asocio el crecimiento rapido de Pinus radiata con la aparicion de

Rhizopogon luteolus, mientras que en los lugares donde se encontraron plantas
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con desarrollo pobre no se encontraron esporocarpios de este hongo. Durante las
siguientes décadas solo hubo reportes dispersos sobre el uso de la inoculacién con
varios hongos micorrizicos en diferentes especies de plantas inoculadas, fue hasta
la década de los 70 que se hicieron investigaciones exhaustivas (Castellano,
1994). Hasta la fecha, se han realizados estudios en viveros sobre los efectos de la
inoculacion en arboles jévenes con mas de 500 especies de hongos, donde casi la
mitad ha demostrado tener un efecto positivo a la inoculacion, aunque en algunos
casos también se ha detectado efectos negativos (Grove and Malajczuk, 1994).
Pisolithus arhizus (P. tinctorius) ha sido una de las especies mas estudiadas con
38% de todos los estudios segn Castellano, 1994, e incluso se ha utilizado en
inoculaciones en Australia, Brasil, Canada, China, Congo, Corea del sur, Estados
Unidos, Francia y México (Castellano, 1994). Otras especies de hongos se han
utilizados para la inoculacién de arboles y bajo diferentes condiciones como son:
Amanita muscaria, Corticium bicolor, Hebeloma cylindrosporum, Lactarius

rufus.
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Figura 1. Distribucién de pinos en México (Rubrum,2013)

Figura 2. Distribucién de Pinus greggii: México, Guatemala, Nicaragua y
Costa Rica (Eguiluz, 1978; Perry, 1991; Martinez, 1992).
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7

SOMBRERETE DE HONGO

ZARCILLO DE OLOLIUQUI

FLOR DE TABACO

FLOR DE OLOLIUQUI

CAPULLO DE SINICUICHE

Estatua del dios Xochipilli, el eslatico principe de las flores,
hallada en Tlalmanalco, en las faldas del Popocatépell.
Dala de principios del siglo xvi. Tanto la estatua como el
pedeslal estdn decorados con representaciones estilizadas
de diversas planlas medicinales y alucinogenas, que
aparecen ampliadas a la derecha. SOMBRERETE DE PSILOCYBE

Figura 4. Representacion de Xochipilli el principe de las flores entre los mexicas. Era
el dios de la juventud, de la luz, de la danza, la musica, los juegos, la poesia y el arte, las
mariposas, del arbol florido, de los hongos sagrados. En el pedestal se observa una
mariposa libando las flores de los hongos, lo que representa el espiritu de los muertos
que consumen hongos, alimento de los dioses. Los grupos de circulos o adornos son
hongos y las lineas onduladas representan agua, pues los hongos aparecen con las
tormentas y las lluvias. En la cadera derecha de Xochipilli hay una flor de cinco pétalos
que representa la flor del tabaco comun, una de las plantas sagradas de todas las culturas
Amerindias. En el muslo derecho se ve una flor de maravilla u ololiuhqui de los nahuas.
[http://pladelafont.blogspot.mx/2012/05/soma-y-r-gordon-wasson.html ]
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Figura 5. Los hongos saprobios y hongos micorrizicos en simbiosis mutualista
con éarboles y arbustos de interés forestal en el intercambio bidireccional de
nutrimentos Fésforo (P), Nitrogeno (N)) para las plantas, asi como elementos
carbonados (azucares) para los hongos (FUENTE: Pérez-Moreno et al., 2011).
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CAPITULO IV

Efecto de la luz, en la formacion de esporomas de dos especies de hongos
ectomicorrizicos comestibles asociados a pinos Neotropicales y desarrollo

ontogénico

4.1. Resumen

A la fecha, los factores que influyen en la formacion de los esporomas de los
hongos ectomicorrizicos no han sido totalmente comprendidos. El presente
estudio evaluo el efecto de dos longitudes de onda de luz en la produccion de
esporomas de dos especies de hongos ectomicorrizicos (Laccaria bicolor y
Hebeloma leucosarx) asociados a los arboles Neotropicales, Pinus greggii y Pinus
montezumae de cinco afios de edad. Las dos especies de hongos evaluados son
ampliamente utilizadas como alimento y comercializadas en mercados
tradicionales de México. En general, el tipo de luz influencié diferencialmente la
formacion de esporomas de las especies de hongos estudiados en invernadero. Se
observd un mayor nimero de esporomas de H. leucosarx asociado con arboles
crecidos en macetas cubiertas con filtros con una longitud de onda de ~ 5900 A°,
en comparacion con aquellas cubiertas con filtros con una longitud de onda de ~
6600 A°. En contraste, se observo la tendencia opuesta en la produccion de
esporomas de L. bicolor. Las especies de arboles hospedantes influyeron en la
formacion de esporomas, existiendo una mayor formacion de esporomas de H.
leucosarx asociado con P. montezumae que con P. greggii. Hasta donde sabemos,
este es el primer registro del efecto de las longitudes de onda de luz en la
produccién de esporomas de hongos ectomicorrizicos comestibles, lo que

demuestra que este fendmeno es mas complejo de lo que se creia previamente.

Palabras clave: ectomicorrizas, indculo esporal, pileos, primordios, hongos

silvestres.
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4.2 INTRODUCCION

La ectomicorriza es una simbiosis mutualista de enorme importancia estructural y
funcional en los ecosistemas boreales, templados y algunos subtropicales y
tropicales (Read and Pérez-Moreno, 2003). Actualmente, la utilizacion de hongos
ectomicorrizicos, particularmente de especies comestibles, ha cobrado una
enorme importancia a la produccion de arboles forestales (Smith and Read, 2008).
Los géneros de hongos comestibles ectomicorrizicos Hebeloma y Laccaria tienen
una distribucién cosmopolita (Cairney and Chambers, 1999). Mueller (1985)
reconocid 75 especies a nivel mundial para el género de Laccaria y en el caso de
Hebeloma se ha estimado que existen de 250 a 600 especies (Cairney and
Chambers, 1999). EI nombre genérico de Hebeloma se compone de la palabra del
antiguo griego Hebe, "juventud” o "pubertad”, y el sufijo - loma, "una franja"
(perteneciente al hongo velo) se traduce como "velo juvenil”, en referencia a la
forma del velo de los hongos que sélo se ve en las muestras inmaduras. Ambos
géneros tienen un alto potencial para ser usados en programas de inoculacién de
plantas en vivero debido que poseen especies pioneras, gque prosperan en
condiciones de baja fertilidad y se asocian con una amplia variedad de arboles
hospederos (Cairney and Chambers, 1999; Trocha et al., 2007, Obase et al.,
2009), que incluyen especies de enorme importancia forestal incluidas en los
géneros Eucalyptus, Larix, Picea, Pinus y Pseudotsuga (Baar et al., 1994,
Danielson, 1984; Wong et al., 1989).

Diversos estudios han reportado la produccién de esporomas de hongos
comestibles ectomicorrizicos, tales como Cantharellus cibarius Fr., Laccaria
laccata (Scop.) Cooke, Hebeloma cylindrosporum y H. sarcophyllum (Peck)
Sacc. (Danell and Camacho 1997; Debaud and Gay 1987; Wang and Hall, 2004).
Adicionalmente algunas otras especies de hongos ectomicorrizicos comestibles
han producido esporadicamente esporomas en condiciones controladas, por
ejemplo, Lactarius deliciosus, Tricholoma portentosum y Rhizopogon rubescens
(Danell and Camacho 1997; Guerin Laguette et al 2000; Yamada et al 2001a;
Danell, 2002). Previamente se ha registrado que los factores que influyen en la
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formacion de esporomas de hongos ectomicorrizicos comestibles asociados con
sus hospederos vegetales son principalmente la temperatura, el régimen de
fertilizacion (Debaud and Gay 1987; Godbout and Fortin 1990), la humedad
relativa (Yamada et al., 2007) el aporte de carbohidratos e incluso los impulsos
eléctricos (Ohga and lida 2001). Sin embargo, hasta donde conocemos la
influencia de la luz en la formacion de esporomas de hongos ectomicorrizicos
comestibles no ha sido estudiada previamente.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el uso de dos filtros de la luz,
amarillo y rojo en la formacion de esporomas con dos especies de hongos
ectomicorrizicos comestibles L. bicolor y H. leucosarx, asociados con dos pinos
Neotropicales de gran importancia econdmica, Pinus greggii y P. montezumae.
Adicionalmente, se describe detalladamente el desarrollo ontogénico de dichos

hongos desde agregados miceliales hasta esporomas senescentes.

4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1. Material vegetativo y fungico e inoculacion de plantas

Las especies de Laccaria y Hebeloma adquiridas en el mercado de Ozumba,
localizado en la regién de la Sierra Nevada en el Estado de México (Figura 6.a),
se clasificaron de acuerdo a caracteristicas macro y microscopicas, siguiendo los
métodos descritos por Largent (1973), Largent et al. (1977) y Mueller (1992).
Principalmente, como: Laccaria laccata s.l., L. bicolor, L. proxima y L.
proximela, en el caso de especies del género Laccaria; y Hebeloma mesophaeum
s.l, H. alpinum y H. leucosarx, en el caso de las especies de genero Hebeloma. Se
seleccionaron para este estudio los esporomas pertenecientes a: L. bicolor y H.
leucosarx, debido a que la comercializacion de estas especies comestibles
ectomicorrizicos tiene gran importancia social, econdémica y cultural en el centro
de Meéxico y un gran potencial en la produccion de inoculo para arboles de
importancia forestal. En el caso de los arboles se utilizaron dos especies
neotropicales nativas de México de gran importancia forestal y con fines de

reforestacion: Pinus greggii, la cual es ampliamente utilizada en la reforestacion
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en sitios degradados por su alto porcentaje de sobrevivencia (Dominguez et al.,
2001); y Pinus montezumae Lamb., la cual es una especie maderable de gran
importancia econémica en México y Centro América (Calderon et al., 2006). Las
semillas de las especies P. greggii y P. montezumae en estudio, procedieron de
bosques naturales de Xochicoatlan, Hidalgo y del Cofre de Perote, Veracruz,
respectivamente. Previo a su siembra, las semillas se esterilizaron con peréxido de
hidrégeno (H20,) a 30% durante 20 minutos y se enjuagaron por tres ocasiones
con agua destilada estéril. Se utilizaron tubetes de plastico negro de 140 mL, los
cuales fueron lavados y desinfectados con alcohol a 70%. Se agregd sustrato al
90% del volumen del tubete, aplicando posteriormente el indculo esporal en cada
uno de ellos, colocando las semillas de las especies de acuerdo a los tratamientos
y cubriéndolas con una capa superficial del mismo sustrato y posteriormente una
capa de tezontle. El sustrato utilizado, consistio en una mezcla de arena, corteza
de pino y suelo forestal en una proporcion 2:2:1, esterilizado en autoclave a 1.3
libras de presién (kg cm??) y una temperatura de 125 °C, durante 5 h. Los pileos
de L. bicolor y H. leucosarx, fueron cortados de sus estipites, dado que estas
estructuras contienen las esporas en los himenios laminares. Estos pileos fueron
deshidratados a 35 °C, y posteriormente molidos, tamizados en una malla de
apertura de 1.19 mm, para homogeneizar el tamafio de las particulas obtenidas. El
indculo fue conservado en viales de plastico Eppendorf con una capacidad de 1.5
mL, a una temperatura de 5 °C, hasta su utilizacion. Cada planta fue inoculada con
10" a 108 esporas. Las plantas se mantuvieron en invernadero durante cinco afios
posteriormente, regandolas cada tercer dia con agua destilada estéril. Se
seleccionaron arboles de P. greggii y P. montezumae, con un porcentaje de
micorrizacion de 90% o mas (Fig. 6.d), para ser trasplantados en recipientes de 6

kg de volumen.

4.3.2. Disefio experimental

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar con ocho
tratamientos. Se evaluaron dos especies de pinos, P. greggii y P. montezumae,

inoculadas con L. bicolor o H. leucosarx. El contenedor de cada una de las

33



combinaciones planta-hongo ectomicorrizico, se cubri6 con un filtro de papel de
color amarillo (con una longitud de onda ~5900 A°), o de color rojo (con una
longitud de onda de~ 6600 A°®), se dejo la parte aérea de la planta descubierta
(Fig. 6.b). Para cada uno de los 8 tratamientos asi generados, se tuvieron 4
réplicas, lo cual dio un total de 32 unidades experimentales, cada una constituida

por un arbol.
4.3.3. Montaje del experimento y evaluacion de variables

Los arboles inoculados de P. greggii y P. montezumae, cubiertos con los 2 colores
de filtro, permanecieron durante 365 dias en invernadero en los recipientes de 6kg
y fueron regados cada tercer dia. Se realizaron evaluaciones de los esporomas
formados durante cuatro meses (de Octubre a Enero del 2012), debido a que solo
se detecto formacion de ellos en esta etapa del afio. La edad de los arboles al final
del experimento fue de 6 afos. Se contabilizd el nimero total de esporomas
formados en cada tratamiento, y se realiz6 una descripcion detallada de la
ontogenia de L. bicolor y de H. leucosarx, desde la formacién de agregados
miceliales hasta la formacion de esporomas maduros fértiles y su subsecuente
senescencia (Tabla 1). Las fotografias de los estadios ontogénicos de los
esporomas se tomaron con un microscopio estereoscopico Olympus SZ61,
modelo SZ2-LGB. En el caso de los esporomas de ambas especies, se colocaron
portaobjetos debajo de los mismos para recolectar las esporas y registrar el color
de las esporadas y la morfologia de las esporas con un microscopio Leica modelo
MD1000.

4.4 Resultados

4.4.1 Frecuencia de formacion de esporomas

Se registro un total de 102 esporomas maduros (con laminas completamente
expuestas) de L. bicolor y H. leucosarx. La gran mayoria de ellos (90%)
correspondieron a H. leucosarx y un porcentaje mas bajo (10%) a L. bicolor. La

mayor cantidad de esporomas (55) se registraron asociados con P. montezumae en
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comparacion con P. greggii (47) (Figura 7). La formacion de los mismos se
registré desde los 280 y 330 dias después del trasplante en los contenedores de
6kg. Los primeros esporomas de Hebeloma leucosarx, 280 dias después del

trasplante, se observaron asociados con P. montezumae.

4.4.2 Efecto de la luz en la formacién de esporomas

Existio un efecto conspicuo en la formacion de esporomas de Laccaria y
Hebeloma como consecuencia de cubrir las macetas con los dos filtros de luz
evaluados. Se observo un mayor nimero de esporomas de H. leucosarx, que de L.
bicolor, independientemente de la planta hospedera. En el caso del nimero de
esporomas de Hebeloma este fue 2.6 y 2.1 veces mayor cuando las plantas
estuvieron expuestas al filtro amarillo en comparacion con plantas expuestas al
filtro rojo, en P. montezumae y P. greggii, respectivamente. En el caso del
nimero de esporomas de L. bicolor registrados, se observd un ndmero
relativamente pequefio, ocho y un esporoma en asociacion de P. greggii expuestas
a filtro rojo y filtro amarillo, respectivamente. No se observaron esporomas de L.
bicolor en asociacion con P. montezumae (Figura 7). La longevidad de los
esporomas de L. bicolor desde un primordio pequefio visible hasta esporomas
senescentes fue en promedio de 18 dias. En contraste, el tiempo transcurrido
desde el inicio de los agregados miceliales hasta la senescencia de los esporomas
fue de 35 a 40 dias. En el caso de L. bicolor se observé la expulsién de esporadas
abundantes de color blanquecino 14 dias después de la aparicion de primordios

visibles cuya presencia fue confirmada al ser recolectados en portaobjetos.

4.5 Desarrollo ontogénico de L. bicolor y H. leucosarx

4.5.1. Hebeloma leucosarx. Doscientos ochenta dias después del trasplante se
observaron agregados miceliales de color blanco (Figura 6.e), en la base del
cepelldn de arboles de P. montezumae. Después de esta fase inicial, se registro la

formacion de primordios pequefios, de color blanco a blanquecino (Figura 6.f), los
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cuales comenzaron a ensancharse en su base y el pileo inicié su formacion (Figura
6.9), se observd la presencia de laminas de color crema y posteriormente estas
fueron de color café claro (Figura 6.h). El pileo se fue expandiendo
simétricamente. La forma del pileo vari6 de subglobosa a hemisférica,
posteriormente convexa y plana en esporomas totalmente maduros (Figura 6.i),
presentan esporas almendradas o amigdaliforme (L= 9.36-12.05 pm; A= 5.27-
7.39 um; Q= 1.77-1.63; Qn=1.76 pum) (Figura 6.k). Hasta donde se conoce, esta
es la primera ocasion que se describe la ontogenia de H. leucosarx. A nivel
mundial existe poca informacion de la descripcidn de ontogenia de la especies de
H. leucosarx. En términos generales la mayoria de las publicaciones de Hebeloma
se han enfocado a H. crustuliniforme y H. cylindrosporun (Cairney and
Chambers, 1999).

4.5.2. Laccaria bicolor. Doscientos ochenta dias después del transplante, se
observaron agregados miceliales de color blanco (Fig. 8.a), en la base del cepelldn
de arboles de P. greggii. Después de esta fase inicial, se registr6 la formacion de
primordios pequefios, de color morado en su totalidad (Fig. 8.e), los cuales
comenzaron a ensancharse en su base, el pileo inici6 su formacion y se observé la
presencia de laminas de color rosa, pileo convexo a plano, finamente fibroso o
escamoso con laminas presentes, esporadas de color blanco a blanquecina, estipite
de color violaceo intenso en la base y mas claro en la parte superior (Fig. 8.9),
esporas globosas, y ornamentacion espinosa (L= 5.01-7.16 pm; A= 6.01-7.08 um;
Q= 0.83-1.01; Qm=0.99 um). Las caracteristicas de Laccaria bicolor descritas
coinciden con la descripcion realizada por Muller (1992).
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Figura 6. Aspectos generales del experimento. a) Venta de los hongos comestibles
Laccaria spp. y Hebeloma spp., en el mercado de Ozumba, Estado de México; (b-c).
Plantas de Pinus montezumae (Pm) con filtro rojo (b) y filtro amarillo (c); d) Plantas
ectomicorrizadas de Pinus greggii con abundante micelio externo de Hebeloma
leucosarx (HI); e) Macromorfologia de raiz ectomicorrizada de Pm con HI; f-I)
Ontogenia de H. leucorsarx: f) Agregado micelial; g) Primordios hemisféricos (una
flecha) y esporomas inmaduros (dos flechas); h) Esporoma inmaduro con pileo
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hemisférico a convexo; i) esporoma inmaduro; j) himenio laminar de esporoma maduro
senescente fértil, mostrando esporada de color café obscuro (flecha); k) Esporas de H.
leucosarx mostrando su forma amigdaliforme y su ornamentacion caracteristica. Barras:
a) 10 cm, d) 3 cm f), Imm g) 1cm, h) 1cm, i) 4 cm, j) 3cm, k) 10 pum.
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Figura 7. Produccion de esporomas, durante un periodo de 4 meses (de Octubre a Enero
del 2012) de dos especies de hongos comestibles ectomicorrizicos asociados con 2
especies de arboles neotropicales de 6 afios de edad, cubiertos con un filtro de luz
amarillo (columnas huecas) o rojo (columnas llenas), (para detalles ver seccion de

Materiales y métodos).
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Tabla 1. Descripcion de estadios ontogénicos de esporomas de Laccaria bicolor y Hebeloma leucosarx, formados con asociacion en arboles
de P. greggii y P. montezumae de 6 afios de edad.

NUmero de estadio

Nonghiigéto 1. Desc

estadio

Caracteristicas en
Laccaria bicolor

Caracteristicas en
Hebeloma
leucosarx

Conjunto de micelio de
forma irregular, blanquecino
o crema, algodonoso, de
alrededor de 500 um (fig. 8.
a).

Conjunto de micelio de
forma irregular, blanquecino
0 crema, algodonoso a
aterciopelado, de alrededor
de 10 mm (Fig. 6.1).

Estructura

piriforme (Fig. 8. c),
posteriormente  oblonga a
subcilindrica (Fig. 8d),

algodonosa 0  aterciopelada
fibrosa, de color violeta en la
base y blanquecina en la parte
superior, en algunas ocasiones
los primordios pueden ser
totalmente  blangquecinos por
periodos cortos de tiempo y
posteriormente violaceo
nuevamente, con una longitud
de 1 mma4 mm (fig. 8.d).

Estructura hemisférica a
convexa 0 acampanada, el
centro de color rojizo pardo y el
borde pardo claro a blanquecino,
con una longitud de 4mm (Fig.

6.9).

semiesférica,

Estructura con un estipite
conspicuo, con la base de
color violaceo intenso y la
parte media y superior
violaceo claro a blanquecino,
es evidente la formacion de un
pileo inconspicuo a
inicialmente mamelonado y
posteriormente aplanado
alrededor, de 3cm de longitud

(fig. 8.); vy finalmente
subesférico, de 4cm de
didmetro (fig. 8.1).

Estructura con un pileo

hemisférico a convexo de
pardo claro en el borde, rojizo
en la parte central, estipite
completamente cubierto con
fibrillas  longitudinales de
color blanco cremoso, de
alrededor de 8cm (Fig. 6.i).

Esporoma con un pileo,
convexo a plano finamente
fibroso o escamoso con
laminas presentes,
esporadas de color blanco
a blanquecina, estipite de
color viol4ceo intenso en
la base y mas claro en la
parte superior, de
aproximadamente 7cm, de
altura (fig. 8. ).

Esporoma con un pileo
convexo a mamelonado,
pardo claro en el borde
rojizo en el disco central,
laminas mas o menos
separadas, de color café
ligeramente obscuro,
estipite cilindrico a
subcilindrico, delgado vy
esporadas de color café
oscuro claro, de hasta 20
cm de longitud (Fig. 6. j).

Esporoma donde el pileo y
estipite pierde su tono

violaceo intenso,
tornandose a café obscuro
sin turgencia, pileo de
alrededor de 3cm de
diametro (fig. 8.h).

Esporoma donde el pileo y
estipite pierde su tono
crema claro, el disco
central adquiere un tono
negro obscuro, sin
turgencia, pileo de
alrededor de 6 cm vy
estipite  de 4cm  de
didmetro (Fig. 6.k).
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Figura 8. Desarrollo ontogénico de esporomas de Laccaria bicolor. a) Agregado micelial,
b) Primordio subesférico, ¢) Primordio piriforme, d) Primordio subovoide a subcilindrico de
color blanquecino y posteriormente violaceo, e€) Esporomas inmaduros con pileos
inconspicuos, f) Esporomas jovenes con pileos subesféricos, g) Esporomas maduro, h)
Laminas de un esporoma senescente fértil ( parte superior) y esporas de L. bicolor
mostrando su forma globosa y ornamentacion espinosa ; i) Raiz ectomicorrizadas de P.
greggii con L. bicolor, mostrando manto, red de Hartig y micelio externo en microscopia
electrénica de barrido. Barras: a) 500um, b) 1mm, ¢) 2mm, d) 3mm, e) 1cm, f) 2cm, g)
1.75 cm, h) 3cm ( para el pileo) y 10um ( para las esporas).
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4.6. Discusion

En el presente trabajo se registré una abundante formacion de esporomas maduros
fértiles de L. bicolor y de H. leucosarx asociados con los arboles Neotropicales,
Pinus greggii y P. montezumae de cinco afos de edad, utilizando como fuente de
indculo pileos molidos. Previamente han existido reportes de formacion de
esporomas de algunas especies de hongos ectomicorrizicos comestibles utilizando
como fuente de in6culo micelio, por ejemplo: se han producido esporomas de H.
cylindrosporum con Pinus pinaster (Debaud and Gay 1987), Laccaria laccata con
Pinus patula, Laccaria bicolor con Pinus strobus (Lamhamedi et al., 1994),
Lactarius deliciosus con Pinus sylvestris y Tricholoma matsutake con Pinus
densiflora (Guerin-Laguette et al., 2000). Massicotte et al. (2005) reportd parte de
la ontogenia de L. bicolor asociado con Pinus sylvestris en medio sélido, sin
embargo no reporto si estos esporomas fueron fértiles o no, las caracteristicas
descritas son similares en cuanto a la forma de agregados miceliales y primordios
gue se encontrd en la ontogenia de L. bicolor del presente trabajo. La formacion
de esporomas de especies de hongos ectomicorrizicos es un fendmeno complejo,
debido al conjunto de requerimientos muy especificos de factores fisicos,
nutrimentales y bidticos ademas de la presencia obligada, en la mayoria de los
casos, de la planta huésped (Debaud and Gay, 1987; Godbout and Fortin, 1990;
Ohta, 1998; Kaneko and Sagara, 2002). En términos generales estas condiciones
han sido escasamente estudiadas en el caso de esporomas de hongos
ectomicorrizicos comestibles.

En cuanto al género Laccaria existen reportes previos de formacién de primordios
para Laccaria laccata, asociado con Pinus sylvestris (Massicotte et al., 2005).
Asimismo estos autores reportaron la formacion solo de primordios de L. bicolor
con Pinus resinosa, 50 dias después de la inoculacion (Massicotte et al., 2005).
En relacion a la formacion de esporomas del género Hebeloma, diversas
investigaciones han reportado dicho fenémeno. Debaud et al, (1981), reportaron
la sintesis micorrizica entre un arbusto perenne artico-alpino, Dryas octopetala L.

y Hebeloma alpinum (Favre) Brucher y H. marginatulum (Favre) Brucher, los
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cuales fructificaron despues de ocho meses de cultivo. Debaud et al., (1987)
reportaron la formacion de primordios de Hebeloma cylindrosporum asociado con
Pinus pinaster, afio y medio después de la inoculacion en condiciones estériles
utilizando como sustrato turba y vermiculita. Sin embargo, este hongo no
completo su ciclo de vida en la ausencia de la planta huésped en las mismas
condiciones de cultivo y solo produjo primordios. Ohta (1998) logré la
produccion de esporomas sin reportar si estos eran fértiles o no, de Hebeloma
radicosum y Hebeloma sp. en medio de cultivo reportando, los nutrimentos que
promueven el crecimiento micelial y la produccién de esporomas para estas dos
especies. Las especies de Laccaria y Hebeloma que formaron esporomas en el
presente trabajo, tienen gran potencial biotecnoldgico para ser utilizadas como
inoculantes de arboles Neotropicales de importancia forestal, debido a que son
especies pioneras que producen efectos benéficos en términos de crecimiento y
contenido nutrimental (N, P, K, Ca y Mg) en sus hospederos asociados (Carrasco-
Hernandez et al., 2011; Martinez-Reyes et al., 2012) y son ampliamente
comercializados para su consumo en los mercados del centro y sureste de México
(Pérez-Moreno et al., 2008).

Diversas investigaciones han demostrado que las condiciones ambientales son
determinantes en la formacion de los esporomas de hongos ectomicorrizicos,
incluyendo la influencia de temperatura, concentraciones de dioxido de carbono
en el ambiente, humedad, salinidad (Wessels, 1993a, Kies and Liu, 2000) el
régimen de fertilizacion (Debaud and Gay 1987; Godbout and Fortin 1990), la
humedad relativa (Yamada et al., 2007), el aporte de carbohidratos (Reis et al.,
1983; Lamhamedi et al., 1994) y la abundancia de colonizacién ectomicorrizica
de la especie del hongo de interés (Pilz and Molina, 2001; Guenn-Lagette et al.,
2013; 2014). Adicionalmente se ha demostrado, que la formacion de hongos
ectomicorrizicos al utilizar impulsos eléctricos, promueve la formacion de
esporomas, debido a que éstos originan rupturas de las hifas, o activacion de
enzimas, mediante la aplicacién de alto voltaje, lo que funciona como un
estimulador para la formacion de esporomas en L. laccata, Pholiota nameko,
Lyophyllum decastes (Ohga and Ida, 2001; Ohga et al., 2004; Takaki et al.,
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2009a, b) Jitsufuchi et al. (1987), reportd una tendencia similar en la produccion
del hongo saprobio Lentinuda edodes conocido como shiitake, utilizando

impulsos eléctricos.

En nuestro caso se encontrd que diferentes longitudes de onda de luz ¢ 5900 A°
versus ~6600 A° ) influyen en la formacion diferencial del numero de esporomas
de L. bicolor y de H. leucosarx producidos. Previamente Lamhamedi et al.
(1994) utilizaron tres intensidades de luz (20, 50 y 90 umolrrr+s) y obtener
formacion de esporomas de L. bicolor asociado a Pinus strobus. Dichos autores
demostraron que la formacion de estos esporomas incrementa la fotosintesis y la
conduccion estomatica de las plantas huesped. Dado que al cortar los esporomas
existieron una reduccion notable de dichas variables fisioldgicas. Previamente ha
sido reportadas, la produccion de esporomas de hongos saprobios, utilizando
diferente intensidades de luz, teniendo excelentes resultados en la formacion de
esporomas (Yli-Mattila et al., 1989) para varias especies de Coprinus (Ellis et al.,
1999, Kies, 2000) y Favolus arcularius (Kitamoto et al., 1972). Hasta donde
conocemos en este trabajo se demuestra por primera ocasion que las longitudes de
onda de luz son un factor que influye en la formacion de esporomas de hongos

ectomicorrizicos.

Una observacion interesante en el presente trabajo fue la diferencia del tamafio de
esporomas de L. bicolor y H. leucosarx en relacion al tamafio de los contenedores.
Cuando las plantas se encontraban en los contenedores de 140cm?, se observé la
formacion de esporomas de L. bicolor con un méximo de 4cm de altura, mientras
que los esporomas formados en los contenedores de 6kg fueron de hasta 7cm de
altura (Fig. 6). De manera similar en el caso de H. leucosarx, los esporomas
formados tuvieron un maximo de 6cm de altura en los contenedores de 140cm®;
muestran que en los contenedores de 6kg, los esporomas formados fueron de
hasta 18cm de altura, que es su tamafio natural cuando son recolectados en campo
(Fig. 1). Una razén que podria explicar el menor tamafio de los esporomas en los
contenedores de menor tamafio podria ser un abastecimiento reducido de

nutrimentos y de agua, tal y como lo sefialaron Godbout et al. (1990) y Kikuchi et
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al. (2009). Otra observacion interesante fue que los primordios de H. leucosarx y
L. bicolor, que se obtuvieron en este experimento se desarrollaron en algunas
ocasiones en la base del cepelldn, cerca de los orificios de drenaje de los
contenedores, como sucedi6 en el caso de C. cibarius inoculado en P. sylvestris
reportado por (Danell and Camacho, 1997), y con algunos primordios de L.
bicolor (Godbout and Fortin, 1990). En nuestro caso los esporomas no
presentaron gravitropismo positivo, cuando crecieron cerca de los orificios de
drenaje dado que sus estipites permanecieron rectos con sus pileos en la parte

inferior.

4.7. Conclusiones

Hasta donde se conoce, este es el primer reporte de la influencia de la calidad de
luz en la formacion de esporomas de hongos comestibles ectomicorrizicos. En el
caso de Hebeloma leucosarx, se observo un mayor nimero de esporomas cuando
las macetas estuvieron cubiertas con filtro amarillo, en comparacion con las
macetas cubiertas con filtro rojo, independientemente de la especie del arbol
asociada. Una tendencia contraria se observé para L. bicolor, donde se registré
mayor nimero de esporomas en Pinus greggii cubiertas con filtro rojo. El
namero de esporomas de H. leucosarx asociados con P. montezumae fue mayor,
comparado con el nimero de los esporomas registrados en asociacion con P.

greggii. En el caso de L. bicolor solo se registraron esporomas asociados con P.

greggii.

Se logré registrar con detalle el desarrollo ontogénico de esporomas tanto de
Laccaria bicolor como de Hebeloma leucosarx y se establecieron estadios
definidos para cada una de estas especies, desde agregados miceliales hasta
esporomas senescentes. Hasta donde conocemos la influencia de la longitud de
onda de la luz en la formacion de esporomas de hongos ectomicorrizicos

comestibles, no han sido estudiadas previamente.
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CAPITULO V

Bioensayo de escalamiento de produccion de inéculo ectomicorrizico, para
plantas nativas de México de interés forestal y formacion de esporomas de
hongos ectomicorrizicos.

5.1 Resumen

En la inoculacién de hongos ectomicorrizicos comestibles en plantas forestales se
ha utilizado generalmente micelio, mientras que la eficiencia del uso de esporas o
esporomas deshidratados como fuente de in6culo ha sido escasamente estudiada.
En el presente estudio se inocularon plantas de Pinus greggii y P. montezumae,
con esporomas deshidratados molidos, de dos especies de hongos
ectomicorrizicos comestibles: Laccaria laccata s.l. y Hebeloma mesophaeum s.1.
Las plantas en donde se observaron porcentajes de colonizacién ectomicorrizica
superiores a 90%, se trasplantaron de tubetes de 140 cm?® a contenedores de 6kg
de capacidad, para evaluar la capacidad de mantener su colonizacién
ectomicorrizica alta. Doscientos ochenta y cuatro y 330 dias después del
trasplante en los contenedores de PVC (siglas de material plastico de cloruro de
polivinilo) de 6kg se registrd la primera aparicion de esporomas de Laccaria
laccata y de Hebeloma mesophaeum, respectivamente. En el 2012, se registraron
un total de 34 esporomas maduros (con laminas completamente expuestas) de
Laccaria laccata y H. mesophaeum. La gran mayoria de ellos (57%)
correspondieron a H. mesophaeum y un porcentaje mas bajo (43%) a L. laccata.
La mayor cantidad de esporomas (20) se registraron asociados con P. montezumae
en comparacién con P. greggii (15). En 2013, se registrd6 un total de 110
esporomas maduros (con ld&minas completamente expuestas) de L. laccata y H.
mesophaeum, con un porcentaje de (59%) correspondieron a H. mesophaeum y un
porcentaje menor (41%) a L. laccata. Se registr6 mayor formacion de esporomas
(65) asociado a P. greggii en comparacion con P. montezumae. La formacion de
los mismos se registrd desde los 365 y 421 dias después del trasplante en los

contenedores de 6kg. Adicionalmente se registro la formacion de esporomas tanto
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de L. laccata y H. mesophaeum vy se registré la formacion de esporomas maduros
y obtencion de esporadas. En registros previos se ha documentado la aparicion de
esporomas de Laccaria o Hebeloma, utilizando como fuente de in6culo micelio,
en la presencia de un hospedero, mientras que en el presente trabajo utilizando
esporomas deshidratados se registraron la formacion de esporomas. El presente
estudio sugiere que las areas donde se efectuaron orificios a los contenedores de
PVC, tiene wuna influencia positiva en la formacion de esporomas
ectomicorrizicos. Al final del experimento, las dos especies de pino evaluadas
mantuvieron altos porcentajes de colonizacion ectomicorrizica (que variaron de
80% a 84%).

5.2 INTRODUCCION

Los hongos ectomicorrizicos (ECM) forman una interfase entre el suelo y la
planta huésped en donde las hifas extrarradicales sirven como extensiones de la
raiz en gimnospermas y funcionan como estructuras de absorcién de agua y
minerales (Leake et al., 2004). Dentro de los ecosistemas naturales existen siete
tipos de asociaciones micorrizicas, de las cuales dos son las mas abundantes, la
micorriza arbuscular y la ectomicorriza (Allen et al., 2003). La micorriza
arbuscular se asocia con 80% de las plantas vasculares mientras que la
ectomicorriza se asocia con 3 % de las familias de plantas vasculares
(Gimnospermas y Angiospermas) (Brundrett, 2002). Los hongos que forman
dicha asociacion pertenecen a los Basidiomycetes y Ascomycetes (Hibbett et al.,
2000). Las estructuras tipicas de la simbiosis de hongos ectomicorrizicos son: i)
manto, ii) red de Hartig y iii) micelio externo. Se ha demostrado que a través de la
simbiosis ectomicorrizica existe un intercambio nutrimental fundamental para el
funcionamiento de los ecosistemas forestales. Los hongos asociados reciben
carbono de sus hospederos y las plantas reciben nutrimentos, principalmente N y
P tanto inorganico como organico (Smith and Read, 2008). Los hongos
ectomicorrizicos juegan un papel importante dentro del ecosistema debido a que
mantienen la conexion entre los arboles y el suelo (Pérez-Moreno and Read,

2004). El micelio externo de las ectomicorrizas puede ampliar las raices de las
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plantas varios metros, explorar en forma mas eficiente el suelo y formar
agregados, los cuales ayudan a mantener la estructura y la aireacion en el suelo
(Bogeat-Triboulot et al., 2004).

Para inducir la micorrizacion en especies de importancia forestal, se han utilizado
principalmente tres tipos de inoculo: i) tierra de monte, ii) esporas de hongos
ECM vy iii) micelio de hongos ectomicorrizico. Las capas superficiales del suelo
forestal (por lo comun, el material organico que abarca los primeros 10 cm se han
utilizado por mucho tiempo como fuente de in6culo, en los paises denominados
del tercer mundo. Las esporas de hongos ectomicorrizicos, principalmente
Gasteromycetes, pero no Agaricales, también se han usado ampliamente en la
produccion de plantas en los denominados paises desarrollados (Castellano,
1994). El micelio de los hongos ectomicorrizicos es una de las fuentes de indculo
que ha recibido mayor atencion en las ultimas décadas. La principal limitacion de
esta técnica, junto con su alto costo, es que el aislamiento de los hongos ECM en
medios sintéticos se encuentra, a la fecha, muy limitado. A pesar de su enorme
importancia el estudio de la produccion de micelio ectomicorrizico util para
plantas de interés forestal ha recibido escasa atencion en México. En el presente
trabajo se evaluo el desarrollo de raices ectomicorrizadas de Pinus greggii y P.
montezumae, inoculados con Laccaria laccata y Hebeloma mesophaeum, al ser
trasplantadas de contenedores de 140 cm® a contenedores de 5kg, tendientes al
escalamiento de produccion de inoculo ectomicorrizico. Asimismo se registré la

formacion de esporomas de las especies involucradas.

5.3 MATERIALES Y METODOS

5.3.1 Material biolégico y condiciones de crecimiento

P. greggii y P. montezumae son especies nativas de México de gran importancia
forestal. Las semillas utilizadas de dichas especies procedian de bosques naturales
de Xochicoatlan, Hidalgo y Cofre de Perote, Veracruz. Las semillas se remojaron

en agua corriente durante 24 horas, después se esterilizaron con H,O, a 30%,
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durante 20 minutos y se enjuagaron con agua destilada estéril bajo condiciones
asépticas. Posteriormente se colocaron tres semillas de cada especie de pino en
envases de plastico negro de 140 cm?, a los cuales se les agregé 150 g de sustrato
compuesto de una mezcla de arena de rio, corteza de pino y suelo forestal, en
proporcion 2:2:1. El sustrato se esterilizd con vapor a una presion de 1.3 kg/cm2 y
una temperatura de 125 °C durante 3 horas, se dejé reposar durante dos dias y al

cuarto dia se volvio a esterilizar por 2 horas.

5.4 Preparacion de inoculantes

Para la preparacion de inoculantes se utilizaron hongos que procedian de la region
de la Sierra Nevada en el municipio de Ozumba, del estado de México. Las
especies empleadas para la produccién de indculo fueron Laccaria laccata s.l. 'y
H. mesophaeum s.l., debido a que la comercializacion de estas especies
comestibles ectomicorrizicos tiene gran importancia social, econémica y cultural
en el centro de México y un gran potencial en la produccién de inoculo para
arboles de importancia forestal. Los pileos de L. bicolor y H. mesophaeum, fueron
cortados de sus estipites, dado que estas estructuras contienen las esporas en los
himenios laminares. Estos pileos fueron deshidratados a 35 °C, y posteriormente
molidos, tamizados en una malla de apertura de 1.19 mm, para homogeneizar el
tamafio de las particulas obtenidas. El in6culo fue conservado en viales de
plastico Eppendorf con una capacidad de 1.5 mL, a una temperatura de 5 °C, hasta
su utilizacion. Cada planta fue inoculada con 10" a 10® esporas. Las plantas se
mantuvieron en invernadero durante cinco afios posteriormente, regandolas cada
tercer dia con agua destilada estéril. Se seleccionaron arboles de P. greggii y P.
montezumae, tomando como criterio de seleccién que la plantas tuviesen un
porcentaje de micorrizacion de 90% o mas, para ser trasplantados de contenedores

de 140 cm® a contendores de PVC de 6 kg de volumen.
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5.5 Disefo experimental

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar con cuatro
tratamientos las cuales fueron inoculadas con los hongos ectomicorrizicos
seflalados (Cuadro 2). Se evaluaron dos especies de pinos, P. greggii y P.
montezumae, inoculadas con dos especies de hongos, Laccaria laccata, y H.
mesophaeum. Para cada uno de los 4 tratamientos asi generados, se tuvieron 6
réplicas; dado que se consideraron dos especies de pinos se generd entonces un
2x2x6= 24 unidades experimentales, cada una constituida por un arbol.

Cuadro 2. Combinaciones de especies fangicas en los tratamientos para Pinus
greggii y P. montezumae.

No. de Micobionte Fitobionte Clave de
tratamiento referencia
1 Laccaria laccata Pinus montezumae LI+Pm
2 Laccaria laccata Pinus greggii LI+Pg
3 Hebeloma mesophaeum P. montezumae Hm+Pm
4 Hebeloma mesophaeum Pinus greggii Hm +Pg

6 réplicas por 4 tratamientos = 24 unidades experimentales

5.6 Evaluacion de formacion de esporomas y toma de
fotomicrografias

Una vez que se registraron los primeros esporomas, se efectuaron, al menos cada
tercer dia, evaluaciones periédicas durante 137 dias registrando la formacién de
nuevos esporomas o primordios. Se describieron las caracteristicas morfolégicas
de los esporomas y de las raices micorrizadas; en el caso de los esporomas
maduros, se realizé un analisis destructivo de éstos, cortando el pileo del estipite
y se pesaron para inocular a otros pinos con el objetivo de buscar nuevas formas
de micorrizacion mas eficiente. Se tomaron fotografias de esporomas maduros en
invernadero con una camara digital Full HD 1080 (SONY Corporation, Japon).

En esporomas maduros se colocd un portaobjetos debajo de los mismos para
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recolectar las esporas y registrar el color de las esporadas. Las fotografias de las

esporas se tomaron con un microscopio Olympus BX51 modelo U-LH100H.

5.7 Conteo de raices

Las plantas fueron evaluadas a los dos afios de ser trasplantadas en los tubos de
PVC. Los pinos fueron regados con abundante agua un dia antes que fueran
muestreados. Se extrajeron tres muestras con la ayuda de un tubo delgado de
dicho material de un didametro de 3cm, a una distancia de 20,40 y 60 cm de
distancia del tallo de cada pino, posteriormente se sumergié en una tina con agua
y se tamizo6 cuidadosamente para obtener la raiz (figura 10). Con un microscopio
estereoscopico se contd el nimero de raices micorrizadas, siguiendo las técnicas
propuestas por Grand et al. (1982), Castellano et al. (1989) y Marx et al. (1994).
El tubete fue dividido en tres partes, con la finalidad de realizar un conteo mas

especifico (figura 9).

5.8 Resultados

5.8.1 Frecuencia de formacién de esporomas

Durante el transcurso del experimento del 2012, se registr6 un total de 34
esporomas maduros (con laminas completamente expuestas) de Laccaria laccata
y H. mesophaeum. La gran mayoria de ellos (57%) correspondieron a H.
mesophaeum y un porcentaje mas bajo (43%) a L. laccata. La mayor cantidad de
esporomas (20) se registraron asociados con P. montezumae en comparacion con
P. greggii (15) (Figura 11). La formacion de los mismos se registré desde los 284
y 420 dias después del trasplante en los contenedores de 6kg. Los primeros
esporomas de Hebeloma mesophaeum, 280 dias después del trasplante, se
observaron asociados con P. montezumae. Se registro un total de 110 esporomas
maduros en el 2013 (con ldminas completamente expuestas) de L. laccata y H.
mesophaeum, con un porcentaje de (59%) correspondieron a H. mesophaeum y un

porcentaje menor (41%) a L. laccata. Se registr6 mayor formacion de esporomas
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(65) asociado a P. greggii en comparacion con P. montezumae (Figura 11). La
formacion de los mismos se registré desde los 365 y 421 dias después del

trasplante en los contenedores de 6kg.

Existio un efecto conspicuo en la formacion de esporomas de L. laccata y
Hebeloma mesophaeum como consecuencia de dejar un orificio de 4 cm? los
tubos de PVC evaluados. Se observé un mayor nimero de esporomas de H.
mesophaeum y de Laccaria laccata, independientemente de la planta hospedera.
En el caso del nUmero de esporomas de Hebeloma mesophaeum este fue 2 veces
mayor cuando las plantas estuvieron expuestas al orificio de 4 cm? en
comparacion con las plantas que no tenian el orificio, en P. montezumae y P.
greggii, respectivamente. En el caso del nimero de esporomas de L. laccata

registrados fue 3 veces mayor (Figura 11).

La mayoria de los contenedores presentaron mas de 4 esporomas tanto de L.
laccata y H. mesophaeum. Es interesante sefialar que en un contenedor con P.
montezumae se registré mas de 200 primordios de H. mesophaeum, Sin embargo,
todos estos primordios abortaron y ninguno formé esporomas maduros. 56 dias
después en ese mismo contenedor se volvio a formar otros esporomas alcanzando
su estado maduro. La longevidad de los esporomas desde un primordio pequefio
visible hasta esporomas senescentes fue en promedio de 18 dias. En contraste, el
tiempo transcurrido desde el inicio de los agregados miceliales hasta la
senescencia de los esporomas fue de 35 a 40 dias. Tanto de L. laccata y H.
mesophaeum se observo la expulsion de esporadas abundantes 14 dias después de
la aparicion de primordios visibles cuya presencia fue confirmada al ser
recolectados en portaobjetos. Todos los primordios de L. laccata y H.
mesophaeum se desarrollaron en los orificios que se dejaron en el contenedor
observandose que los esporomas son geotropicamente positivos, debido a que se
observaron estipites rectos en todos los casos, los esporomas formados alcanzaron

su tamario natural cuando son recolectados en campo.
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5.8.2 Efecto de la realizaciéon de orificios en los tubos de PVC en la

formacion de esporomas

Existio un efecto conspicuo en la formacion de esporomas de L. laccata y
Hebeloma mesophaeum como consecuencia de crear orificios de 4 cm® en los
tubos de PVC evaluados. Se observé un mayor nimero de esporomas de H.
mesophaeum y de Laccaria laccata, independientemente de la planta hospedera.
En el caso del niUmero de esporomas de Hebeloma mesophaeum este fue 2 veces
mayor cuando las plantas estuvieron expuestas al orificio de 4 cm? en
comparacion con las plantas que no tenian el orificio, en P. montezumae y P.
greggii, respectivamente. En el caso del numero de esporomas de L. laccata
registrados fue 3 veces mayor. La longevidad de los esporomas desde un
primordio pequefio visible hasta esporomas senescentes fue en promedio de 18
dias. En contraste, el tiempo transcurrido desde el inicio de los agregados
miceliales hasta la senescencia de los esporomas fue de 35 a 40 dias. Tanto de L.
laccata y H. mesophaeum se observd la expulsion de esporadas abundantes 14
dias después de la aparicion de primordios visibles cuya presencia fue confirmada
al ser recolectados en portaobjetos. Todos los primordios de L. laccata y H.
mesophaeum se desarrollaron en los orificios que se dejaron en el contenedor
observandose que los esporomas son geotropicamente positivos, debido a que se
observaron estipites rectos en todos los casos, los esporomas formados alcanzaron

su tamafio natural cuando son recolectados en campo.

5.9 Colonizacion micorrizica

En términos generales las dos especies de pino presentaron altos porcentajes de
micorrizacion con las especies de hongos inoculadas. Los valores de colonizacion
por micorrizas vivas totales variaron de 89 a 95% (cuadros 2 'y 3) En P. greggii el
valor mas alto en porcentaje de colonizacién (91.3 %) se encontré en pinos
inoculados con Hebeloma mesophaeum (cuadro 2). Estos son porcentajes de

colonizacién muy altos, por ejemplo Parladé et al. (1999) encontraron que el
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maximo porcentaje que se obtuvo con la coinoculacion de L. bicolor y
Rhizopogon spp. en plantas de Pseudotsuga menziesii y Pinus pinaster fue de
50%. En el caso de P. montezumae, el valor con el méximo porcentaje de
colonizacién se registrd cuando se inocul6 con Laccaria laccata (Cuadro 3).

El porcentaje de raices micorrizadas vivas en Pinus greggi fue mayor en el area
inferior del cepellon (40.1 a 60 cm de profundidad), independientemente de la
especies de hongos inoculado. Un factor que podria haber influido en esta
distribucion, es la cantidad de raices y entonces de espacio aéreo, la cual fue
diferencial en las tres secciones evaluadas, lo cual podria haber limitado la
respiracion del hongo estudiado y reducir su colonizacion en las partes superior y
media. Para el caso de Pinus montezumae se observo una tendencia similar a la
observada en Pinus greggii, cuando las plantas fueron inoculadas con Laccaria
laccata. Sin embargo, cuando las plantas se inocularon con Hebeloma
mesophaeum se observo una tendencia distinta dado que los mayores valores de
colonizacion ectomicorrizica fueron observados en la parte superior y media; y
los valores inferiores en las parte inferior. Es decir, al parecer fue la especie de
hongo, mas que la especie de planta la que determind la colonizacion diferencial

en las diferentes partes de los contenedores de PVC.

A continuacion se presenta la caracterizacion micromorfoldgica realizada a las

raices cortas de las especies de Pinus, con L. laccata s.l. y H. mesophaeum s.l.

Caracterizacion micromorfoldgica Laccaria laccata s.l. Raices micorrizadas de
2 a 6 mm de longitud y hasta 0.5 mm de diametro, con un tipo de ramificacion
ausente o dicotomica en la misma proporcion, con superficie lisa, sin rizomorfos,
las puntas no ramificadas presentaron formas moniliformes e hinchadas en la
punta. Las raices micorrizadas poseian la base de color café obscuro y los apices
fueron blancos cuando jovenes y posteriormente se tornaron de color crema o café
claro. El apice fue ligeramente mas largo que la base en la mayoria de las
ocasiones; ya que este fue de 0.1 a 0.4 mm mas largo que la base. El color de la

superficie del manto no se encontré distribuido homogéneamente, ya que en
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general era brillante. Las hifas de la capa externa del manto presentaron un
arreglo  plectenquimatoso. Macromorfologicamente se apreciaron hifas

gelatinosas blanquecinas 0 més frecuentemente café claro amarillentas (figura 12)

Caracterizacion micromorfolégica H. mesophaeum s.I. también formd
micorrizas con ambas especies de pino. El porcentaje de colonizacion al inocular
exclusivamente dicha especie fue de alrededor de 80% en ambas especies de
pinos, mientras que se registraron porcentajes menores cuando se efectud la
inoculacion simultanea de dicha especies de hongo con L. laccata (Cuadro 3.1).
Las ramificaciones de las micorrizas de H. mesophaeum presentd un tipo de
ramificacion en su mayoria ausente y raramente dicotémica, con una longitud
aproximada de 1 — 9 mm y un diametro de 0.3 mm, no present6 rizomorfos, las
puntas no ramificadas eran de tipo moniliformes y cilindricas de color café claro,
siendo mas obscura la base que la punta (Figura 8 b), las que estaban en un
estadio mas joven tenian la punta blanca. En su etapa adulta la base (10 mm) fue
mayor que el apice (2 mm). El tipo de manto en la superficie fue liso, su anatomia
en la capa externa resultd plectenquimatoso. Macromorfoldgicamente se
observaron hifas emanantes abundantes, de color blanco y en algunas partes café
(Figura 12).

5.10 Discusion

En el caso de los hongos ectomicorrizicos comestibles se ha utilizado usualmente
esporas y micelio como inoculante de plantulas (Yamada et al., 2001a; 2001b;
2007; Ruiz-Diez et al., 2006). Se ha demostrado que las esporas son exitosamente
utilizadas como fuente de inoculo ectomicorrizico en plantaciones forestales
(Pérez-Moreno et al., 2010). En paises como México, esta biotecnologia ha
recibido escasa atencion, a pesar de su enorme potencial. En nuestro caso se
utilizo esporomas deshidratados como fuente de inoculo esporal. Se observo una
clara preferencia en la formacion de esporomas de L. laccata con P. montezumae,

en comparacién con P. greggii, bajo las mismas condiciones ambientales. En
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cuanto a la formacion de Hebeloma mesophaeum nuevamente se registro un alto
porcentaje de formacion de esporomas en P. montezumae, en comparacion con P.
greggii. Asi mismo, al parecer existe una relacién entre el porcentaje de
micorrizacion y la formacién de esporomas (Ohta, 1998; Guerin-Laguette et al.,
2000; Alexis et al., 2014), aun y cuando esos porcentajes no sean Unicamente del
esporoma formado. Previamente, Godbout et al. (1990) sefialaron como una
observacion que L. bicolor form6 mas esporomas con P. strobus que con P. taeda
y Picea glauca (Last et al., 1984; Baum et al., 2009).

Se ha reportado que la formacion de esporomas requiere CO,, las proporciones
relativas de oxigeno y de bidxido de carbono en el aire son de vital importancia
tanto para el crecimiento del micelio como para la produccion de esporomas.
Algunas especies requieren concentraciones elevadas de bioxido de carbono en la
atmosfera, 22%. Zadrazil (1978) reporta que concentraciones de CO, mas alla del
28% estimulan el crecimiento del micelio, pero por arriba de 40% lo inhiben.
Pleurotus al igual que otros hongos requiere niveles de oxigeno muy bajos para su

crecimiento (Rajarathnam and Bano, 1987).

L. laccata y H. mesophaeum son especies de hongos que se venden y consumen
tradicionalmente en diversas regiones de México (Montoya et al. 2003; Pérez-
Moreno et al., 2008; Estrada-Martinez et al., 2009). Las especies estudiadas
tienen un gran potencial para su uso en invernadero, dado que poseen
caracteristicas tales como: ser especies pioneras (Obase et al., 2009), desarrollarse
en sitios con bajas cantidades de nutrimentos (Trocha et al., 2007) y ser especies
registradas abundantemente en plantaciones (Barroetavefia et al., 2005) y en
invernadero (Barroetavefia et al., 2005; Rincon et al., 2007), y en México, al ser
comestibles, es relativamente facil el acceder a grandes cantidades por su amplia
y comercializacion en el area de estudio (Pérez-Moreno et al., 2008) y en otras

areas del centro de México (Montoya et al., 2008).
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20 cm > Parte superior

40cm > Parte media

80 cm

60cm ————> parte inferior

Figura 9. Porciones analizadas en los contenedores de los PVC para cada una de los
tratamientos evaluados.
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Figura 10. a, b y ¢) con la ayuda de un bisturi y un mechero se procedié a
efectuar orificios en los contenedores de PVC; b y d) una vez efectuados los
orificios se utiliz6 un tubo de PVC de 3cm de diametro para muestrear las tres
secciones correspondiente, en la parte superior, media e inferior a distancias de
10-20 cm; 21-40cm y 41-60cm de longitud; e) Una vez tomadas las muestras con
el suelo y las raices ectomicorrizadas se colocaron en una recipiente con agua y se
tamizaron con el objetivo de recuperar las raices; f) se recolectaron las raices en
una caja de Petri para observarlas en microscopio estereoscopico y evaluar la
colonizacion ectomicorrizica.
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Formacion es esporomas en los contenedores de PVC (en orificio de drenaje)

Figura 11. a-e) Ontogenia de los esporomas de Laccaria laccata s.l. asociados
con Pinus greggii, todas las imagenes mostradas corresponden a distintos estadios
del mismo esporoma: a) primordio de 5 mm formado 5 meses después del
trasplante; b) esporoma inmaduro, con estipite elongado, pileo hemisférico y
laminas semiexpuestas, 5 dias después de la foto mostrada en (a); ¢) esporoma
con pileo plano con los margenes levantados, 10 dias después de la foto mostrada
en (a). d y e) Esporoma maduro con pileo con l&minas expuestas, lamélulas
maduras, inicio de esporulacién, y estipite fibriloso, 15 dias después de la foto
mostrada en (a). f) Abundante micelio externo de Hebeloma mesophaeum s.I.
formado en contenedores de PV/C con orificios de 4cm?.
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Formacion de esporomas en los contenedores de PVC (en orificio de 4cm?)

= L . g | . .

Figura 12. Formacion de esporoma de Laccaria laccata s.l. asociados con Pinus
montezumae, todas las imagenes mostradas corresponden al mismo esporoma. b)
Primordio de 3 mm, formado 7 meses después de la realizacion del orificio; c)
Esporomas inmaduros con pileos hemisféricos; d) esporoma joven, con estipite elongado,
pileo hemisférico y laminas semiexpuestas. e) Esporoma maduro con pileo con Iaminas
expuestas, lamélulas maduras, inicio de esporulacion, y estipite fibriloso. f) Esporas
globosas equinuladas caracteristicas de Laccaria laccata producidas por el esporoma
maduro.
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Figura 13. Produccién de esporomas un periodo de 4 meses (de Octubre 2012 a
Enero 2013) de dos especies de hongos comestibles ectomicorrizicos asociados
con 2 especies de arboles neotropicales de 6 afios de edad en tubos de PVC, sin
orificios (columnas huecas) y con orificios (columnas llenas) (para detalles ver
seccion de Materiales y métodos).
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Cuadro 3. Porcentaje de raices cortas micorrizadas y no micorrizadas, vivas
y muertas, de Pinus greggii, 421 dias después del trasplante inoculadas con
dos hongos comestibles ectomicorrizicos (ver seccibn de Materiales y
Métodos).

Vivas Muertas
Tratamiento § Profundidad No No
del ceﬁ?ellén Micorrizadas Micorrizadas Micorrizadas Micorrizadas
(cm) %
LI 1 18.5 0.7 1.2 0
2 29.5 0 5.3 0
3 41 0 3.5 0
Total 89 0.7 10.0 0
Hm 1 12.8 0 3.8 0
2 32.8 0 3.2 0
3 45.7 0 1.1 0
Total 91.3 0 8.1 0

LI= Laccaria laccata, HI= Hebeloma mesophaeum. f=Profundidad del cepell6n a
partir del cuello de la raiz de la planta; 1=0 a 20 cm, 2=21 a 40 cm y 3=41 a 60
cm. Se considerd6 como 100% a la sumatoria de raices cortas vivas y muertas
independientemente de si estaban o no micorrizadas.
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Cuadro 4. Porcentaje de raices cortas micorrizadas y no micorrizadas, vivas
y muertas, de Pinus montezumae, 421 dias después del trasplante inoculadas
con tres combinaciones de especies de hongos comestibles ectomicorrizicos
(ver seccion de Materiales y Métodos).

Tratamiento  Profundidad Vivas Muertas
8 del cepellén No No
1 Micorrizadas  Micorrizadas Micorrizadas Micorrizadas
(cm) %

LI 1 255 0 0.9 0
2 26.3 0 0.9 0
3 43.3 0 2.3 0
Total 95.1 0 4.1 0

Hm 1 35.1 0 3.9 0
2 35.0 0 1.6 0
3 23.3 0 0.7 0
Total 93.4 0 6.2 0

LI= Laccaria laccata, Hm= Hebeloma mesophaeum. {=Profundidad del cepellon
a partir del cuello de la raiz de la planta; 1=0 a 20 cm, 2=21 a 40 cm y 3=41 a 60
cm. Se considerd6 como 100% a la sumatoria de raices cortas vivas y muertas
independientemente de si estaban o0 no micorrizadas.
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Propagacioén de raices ectomicorrizadas

Figura 14. a) Raices micorrizadas o no con hongos ectomicorrizicos, tres meses después
de montado el experimento. a) se muestra una raiz de Pinus montezumae no micorrizada
mostrando abundantes pelos radicales; b y c) raices micorrizadas con Laccaria laccata el
micelio es transparente y gelatinoso en la superficies de la raiz de Pinus montezumae; d)
raiz micorrizada de Pinus greggii con Laccaria bicolor. e y f) raices de Pinus
montezumae micorrizadas con Hebeloma mesophaeum s.l., se distinguen de las demas
raices por sus abundantes hifas emanantes de color blanco.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES GENERALES

Hasta donde conocemos este es el primer trabajo que demuestra que la calidad de
luz influye en la formacién de esporomas de hongos comestibles
ectomicorrizicos. Se observé una frecuencia 2.6 y 2.1 veces mayor de formacion
de esporomas de Hebeloma leucosarx en las plantas que estuvieron expuestas al
filtro amarillo en comparacién con plantas expuestas al filtro rojo, en P.
montezumae y P. greggii, respectivamente. Una tendencia opuesta se observé
para L. bicolor. Adicionalmente, se describe detalladamente la ontogenia de L.
bicolor y H. leucosarx y se establecieron estadios definidos para cada una de estas

especies, desde agregados miceliales hasta esporomas senescentes.

Cuando P. montezumae y P. greggii se inocularon con Laccaria laccata s.l. y
Hebeloma mesophaeum s.l. se registraron altos porcentajes de colonizacion,
superiores a 90 %. Esta alta colonizacién estuvo asociada con la formacion de
esporomas de L. laccata y de H. mesophaeum, lo cual es una evidencia de la
eficiencia de los métodos de inoculacién empleados. La aparicion de los primeros
esporomas de H. leucosarx y L. laccata ocurrio 280 y 420 dias después del

trasplante a contenedores de 6kg de capacidad, respectivamente.

Los resultados de la presente investigacion demuestran que las especies
comestibles ectomicorrizicas evaluadas, pertenecientes a los géneros Laccaria y
Hebeloma poseen un enorme potencial biotecnolégico para la producciéon de

plantas de Pinus greggii y Pinus montezumae en invernadero en México.
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“CUANDO CREIAMOS
QUE TENIAMOS
TODAS LAS
RESPUESTAS, DE
PRONTO, CAMBIARON
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