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ECTOMICORRIZACION CON HONGOS DE LA SIERRA NEVADA,
MEXICO EN EL CRECIMIENTO Y MOVILIZACION NUTRIMENTAL DE
Pinus ayacahuite Ehrenb. ex Schltdl.

Cristina Arteaga Leodn
Colegio de Postgraduados, 2014

RESUMEN

El comercio internacional de arboles de Navidad esta valuado en billones
de dolares, y la produccién de estos arboles en México es una industria
creciente, que produce anualmente alrededor de 900,000 arboles,
principalmente de la especie nativa Pinus ayacahuite. Para sobrevivir, esta
requiere de manera obligada del establecimiento en sus raices de una
simbiosis mutualista conocida como ectomicorriza, la cual incrementa la
movilizacion de nutrientes hacia las plantas. En el presente trabajo se
evalué el efecto de la inoculacién ectomicorrizica en el crecimiento y
contenido nutrimental de P. ayacahuite con dos hongos ectomicorrizicos
comestibles que son ampliamente comercializados en mercados de centro
de México (Helvella lacunosa y Hebeloma mesophaeum). Adicionalmente,
de manera comparativa se utiliz6 como fuente de inéculo ectomicorrizico
suelo nativo de un rodal de P. ayacahuite. Después de dos afios se observd
un efecto benéfico en el crecimiento de los arboles, como resultado de la
inoculacién en términos de peso seco total, asi como mayor contenido total
de N, P, Mg y Fe. El porcentaje de micorrizacién de las plantas inoculadas
vario de 41 a 59%, dependiendo de la fuente de inéculo. Existié una alta
eficiencia en la translocacion de Ca y Fe a la parte aérea de las plantas
inoculadas independientemente de la fuente de indculo. Hasta donde
conocemos éste es uno de los pocos reportes de movilizacién de Fe por
hongos ectomicorrizicos en gimnospermas. Tambien, se evalud el efecto
de lainoculacién con material de los horizontes de fermentacién y organico,
como fuente de inéculo ectomicorrizico, en el crecimiento y contenido
nutrimental de P. ayacahuite de dos procedencias. Se observd un efecto
en la inoculacién ectomicorrizica, en una de las procedencias pero no en la
otra. Finalmente se presenta una detallada caracterizacién morfoanatomica
de las ectomicorrizas sintetizadas después de dos afos, entre las raices
de P. ayacahuite y los hongos H. mesophaeum s.l., Thelephora aff.
terrestris y Cenococcum geophilum. Los resultados generados en el
presente trabajo demuestran el gran potencial biotecnolégico de la
inoculacién con los hongos ectomicorrizicos para la produccion en vivero
de plantas de P. ayacahuite.

Palabras clave: hongos comestibles ectomicorrizicos, ectomicorriza, pinos
nativos de México.



ECTOMYCORRHIZATION WITH FUNGI FROM SIERRA NEVADA,
MEXICO ON THE GROWTH AND NUTRIENT MOBILIZATION OF Pinus
ayacahuite Ehrenb. ex Schitdl.

Cristina Arteaga Leon
Colegio de Postgraduados, 2014

ABSTRACT

The international trade of Christmas trees generates billions of US dollars
annually, and the production of such trees in Mexico is a growing industry,
delivering approximately 900,000 trees each year that are predominantly of
the native species Pinus ayacahuite. To survive, this species requires the
establishment of a mutual symbiosis in its roots known as ectomycorrhiza,
which increases nutrient mobility to the plants. Despite its ecological,
physiological and economic importance, no studies have been performed
to date with regard to the ectomycorrhizal inoculation effects on the growth
and nutritional content of the Mexican Christmas tree, P. ayacahuite. In this
work, the effect of ectomycorrhizal inoculation on the growth and nutritional
content of P. ayacahuite was evaluated using two edible ectomycorrhizal
fungi widely commercialized in the Central Mexico market (Helvella
lacunosa and Hebeloma mesophaeum). Additionally, native soil from an
orchard of P. ayacahuite was used as a control ectomycorrhizal inoculum
source for comparison. After two years, the inoculation produced a
beneficial effect in tree growth in terms of total dry weight and total contents
of N, P, Mg and Fe. The mycorrhization percentage of the inoculated plants
varied between 41% and 59%, depending on the inoculum source. To our
knowledge, this is one of the first reports on Fe mobilization in
gymnosperms by ectomycorrhizal fungi. Aditionally, the effect of the
inoculation with fermentation and organic horizon materials, as a source of
ectomycorrhizal fungi, on the growth and nutrient contents of P. ayacahuite
from two provenances was evaluated. A clear effect of the ectomycorrhizal
inoculation was recorded in one of the tree provenances but not in the other.
Finally, a detailed morphoanatomical characterization of the
ectomycorrhizas synthesized after two years, between P. ayacahuite and
the fungi H. mesophaeum s.I., Thelephora aff. terrestris y Cenococcum
geophilum is presented. These findings demonstrate the significant
biotechnological potential of inoculation with ectomycorrhizal fungi for the
production of P. ayacahuite plants in nurseries.

Keywords: edible ectomycorrhizal mushrooms, ectomycorrhizal, native
pines of Mexico.
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CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

Los bosques influyen en diversos procesos ambientales de crucial
importancia en el mantenimiento de los sistemas naturales del planeta. Por
ejemplo, tienen una conspicua influencia en los ciclos hidrolégicos, en la
reduccion de la erosion del suelo, y en la conservacion de una enorme
biodiversidad vegetal, animal y microbiana. Ademas, los bosques son
proveedores de belleza escénica invaluable. De este modo, los bosques
proveen un conjunto de servicios y beneficios econdmicos, sociales y
culturales a la humanidad (GFR 2010). Sin duda, los bosques juegan un
importante papel en el almacenamiento de carbono y en la reduccién de
gases de efecto invernadero, tales como el CO2 (Read et al. 2009). De
acuerdo con la FAO (2006) el almacén total de carbono en los bosques es
de alrededor de 638 Gt, cantidad comparable con las 750 Gt de carbono
almacenadas en la atmdsfera. De esta manera, uno de los factores clave
para atenuar el cambio global es el mantenimiento de los bosques.
Desafortunadamente, la deforestacion incorpora cerca de 5.9 Gt de COz2
anualmente, algo asi como 60% del carbono que es absorbido por los
bosques de todo el mundo (Myers-Madeira 2008). La deforestacion es un
problema que es particularmente alarmante en los paises en desarrollo,
México incluido dentro de ellos. Por ejemplo en el periodo de 1990 a 2005,
México perdié anualmente un promedio de 318,000 hectareas de bosque,
lo que representa una de las tasas de deforestacion mas altas del mundo
(GFR 2010). Por esta razén una de las prioridades ambientales en la nacién
es el mantenimiento, o idealmente incremento, de las masas forestales
existentes. Sin embargo, una de las paradojas, del mantenimiento de los
bosques constituye el reto de la generacion de estrategias que originen
simultdneamente la conservaciéon ambiental, junto con la produccion de
empleos y de desarrollo social y econémico a las comunidades aledafias a

los bosques.



Frente a esta problematica, una de las actividades que ha generado
gran interés, en paises desarrollados y en desarrollo, particularmente en
las Ultimas décadas, es el establecimiento de plantaciones con fines de
produccion de arboles de Navidad. Esta es una actividad que a nivel
internacional esta valuada en billones de ddlares. Por ejemplo, en Estados
Unidos de Norteamérica 35 millones de hogares anualmente decoran sus
casas en la época de Navidad con arboles cosechados de plantaciones
(USDA 2014). Se ha estimado que una cifra todavia mayor, 50 millones de
arboles constituyen la demanda en los paises europeos, especialmente en
Gran Bretafia, Alemania, Francia y Austria. Estos arboles, son producidos
esencialmente en plantaciones establecidas en Europa Central vy
Occidental (Chastagner y Benson 2000). Las especies usadas a nivel
internacional como arboles de Navidad son pinos (Pinus spp.) y abetos
(Abies y Picea), incluyendo principalmente: Abies fraseri (Pursh) Poir,
Abies balsamea (L.) Mill, Abies procera Rehder, Abies grandis (Dougl. ex
D. Don) Lindl., Abies concolor (Gordon) Lindley ex. Hildebr., Abies alba
Mill., Abies nordmanniana (Steven) Spach, Abies pinsapo Boiss, Picea
pungens Engelm, Picea glauca (Moench) Voss, Picea abies (L.) H. Karst,
Pinus strobus L., Pinus sylvestris L. y Pseudotsuga menziesii (Mirb.)
Franco.

Todas estas especies requieren en condiciones naturales de manera
obligada del establecimiento de una simbiosis en sus raices conocida como
ectomicorriza, la cual se establece entre hongos y plantas (Smith y Read
2008). La ectomicorriza se desarrolla entre mas de 2000 especies
vegetales, dentro de las que se incluyen arboles y arbustos de los grupos
de gimnospermas y angiospermas, a los cuales se les denomina
fitobiontes; y mas de 20,000 especies de hongos, principalmente incluidos
en los grupos Basidiomycetes y Ascomycetes (Rinaldi et al. 2008;
Comandini et al. 2012). Los hongos cubren a las raices formando una
estructura conocida como manto, y a partir de ahi penetran los espacios

intersticiales de las células corticales de la raiz; y hacia afuera las hifas



establecen redes miceliales las cuales pueden extenderse hasta 300
metros de longitud, constituyendo una de las mas fascinantes estructuras
del mundo vivo conocidas como micelio externo (Pérez-Moreno y Read
2004). La ectomicorriza es fundamental para la supervivencia de las
plantas asociadas debido a su enorme importancia en la translocacion
nutrimental y en la proteccion en contra de microorganismos patégenos
(Read y Pérez-Moreno 2003). Debido a que los arboles de Navidad son
producidos en plantaciones, es esencial la comprension de los simbiontes
ectomicorrizicos asociados con dichos éarboles y el desarrollo
biotecnolégico de formas de produccién amigables con el ambiente que
involucren la inoculacion con los hongos nativos apropiados, para reducir
su tiempo de estancia en vivero, y su crecimiento Optimo cuando son
trasplantadas, con la consecuente reduccion de costos de produccion. Sin
embargo, en términos generales existes pocos estudios a nivel
internacional sobre estos aspectos.

En el caso especifico de México, los principales estados productores
de arboles de Navidad son: Estado de Meéxico, Guanajuato, Distrito
Federal, Coahuila, Veracruz, Durango, Michoacan y Puebla. Las especies
gue son principalmente utilizadas en México incluyen pinos, dentro de los
gue se incluyen primordialmente Pinus ayacahuite, denominado
comunmente pino blanco o pino vikingo, P. greggii conocido como pino
prieto y P. cembroides llamado también pino pifionero; abetos, entre ellos
Abies religiosa (oyamel) y algunas especies de Picea y Pseudotsuga
denominados pinabetes (CONAFOR 2014). Una de las especie de mayor
importancia es Pinus ayacahuite Ehrenb. ex Schltdl. Caracterizada por ser
endémica de Mesoamérica y es altamente cotizada en diversas partes de
México y Centroamérica, tanto por su uso ornamental, como por su
madera, y sus usos medicinales y veterinarios (Musalem y Ramirez-Luis,
2003). Como todas las especies de pinos, P. ayacahuite requiere de
manera obligada del establecimiento de la ectomicorriza para poder

sobrevivir en condiciones naturales. Sin embargo, a pesar de su enorme



importancia ecologica y econdmica, a la fecha solo existe un estudio de los
simbiontes asociados naturalmente con P. ayacahuite. Flores y Honrubia
(2005) efectuaron la sintesis de la ectomicorriza, en germoplasma
guatemalteco, de este arbol y Lactarius indigo, un Basidiomycete
comestible de un atractivo color azul, caracterizado por su capacidad para
generar latex en cualquier parte del esporoma. El presente estudio se
desarroll6 con la finalidad de contribuir a la generacion de conocimiento
relacionado con aspectos béasicos y aplicados de la simbiosis
ectomicorrizica en el arbol de Navidad Mexicano P. ayacahuite. El trabajo
esta dividido en tres capitulos experimentales. En el primero se evaluo la
influencia de la colonizacién ectomicorrizica con dos especies de hongos
comestibles procedentes de la Sierra Nevada, México, en el crecimiento y
contenido nutrimental de P. ayacahuite. En el segundo capitulo se evalué
la respuesta diferencial a la inoculacién ectomicorrizica en germoplasma
vegetal de dos procedencias. Finalmente, en el tercer capitulo se efectu6
una caracterizacion morfoanatomica de las ectomicorrizas sintetizadas
después de dos afnos, entre raices de P. ayacahuite y los hongos Hebeloma
mesophaeum s.l., Thelephora aff. terrestris y Cenococcum geophilum. Esta
caracterizacion incluy6 la descripcion con microscopia electrénica de

barrido.
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CAPITULO Il

OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo General

Contribuir al conocimiento de la simbiosis ectomicorrizica establecida con
Pinus ayacahuite Ehrenb. ex Schitdl. en México, tendiente a incrementar el
conocimientos de sus micobiontes nativos y a su aplicacion biotecnolédgica

en la produccién de plantas en vivero.

2.2 Objetivos particulares

> Evaluar la influencia de la inoculacién de dos hongos comestibles
ectomicorrizicos y del material de los horizontes de fermentacion y
organico, procedentes de la Sierra Nevada, en el crecimiento y

movilizacion nutrimental de P. ayacahuite.

» Evaluar la influencia de la ectomicorrizacién con suelo nativo de una
plantacion de P. ayacahuite de la Sierra Nevada, en el crecimiento
y contenido nutrimental de germoplasma vegetal de dos

procedencias.

» Caracterizar las micorrizas sintetizadas después de dos afios entre
las raices de P. ayacahuite y Hebeloma mesophaeum s.l.,

Thelephora aff. terrestris y Cenococcum geophilum.



2.3 Hipotesis particulares

» La inoculacién con hongos comestibles ectomicorrizicos, y con
materiales de los horizontes de fermentacion y orgénico origina un
mayor crecimiento y movilizacion de macro- y micronutrimentos en

P. ayacahuite.

> Existe un efecto diferencial de las distintas procedencias de
genotipos de P. ayacahuite, en el efecto benéfico de la
ectomicorrizacion originada por la inoculacién con suelo forestal, en

términos de crecimiento y contenido nutrimental.

» Las caracteristicas diagnosticas morfoanatomicas de las
ectomicorrizas formadas por P. ayacahuite con los micobiontes
Hebeloma mesophaeum s..,, Thelephora aff. terrestris vy
Cenococcum geophilum son consistentes con las conocidas con

otros fitobiontes a nivel internacional.



CAPITULO Il

DESARROLLO Y CONTENIDO NUTRIMENTAL DEL PINO DE
NAVIDAD Pinus ayacahuite Ehrenb. Ex Schlitdl.
INOCULADO CON HONGOS ECTOMICORRIZICOS

3.1 RESUMEN

El comercio internacional de arboles de Navidad esta valuado en
billones de ddélares anualmente. Ademas, esta actividad tiene un impacto
positivo social, econémico y ambiental particularmente en paises en vias
de desarrollo los cuales usualmente tienen altas tasas se deforestacion
como México, al contribuir en la activacion de los trabajos locales,
ayudando en el secuestro de carbono, recarga de mantos acuiferos asi
como la reduccién de la erosion del suelo. La produccién de dichos arboles
en México es una industria creciente, que produce anualmente alrededor
de 900,000 arboles, principalmente del arbol nativo Pinus ayacahuite. Para
sobrevivir, esta especie requiere de manera obligada del establecimiento
en sus raices de una simbiosis mutualista conocida como ectomicorriza, la
cual incrementa la movilizaciébn de nutrientes hacia las plantas. Sin
embargo, a pesar de su importancia ecoldgica, fisiolégica y econémica, a
la fecha no se han efectuado estudios relacionados con los efectos de la
inoculacién ectomicorrizica en el crecimiento y contenido nutrimental del
arbol de Navidad mexicano, Pinus ayacahuite. Dado que uno de los
criterios de seleccion de hongos ectomicorrizicos que recientemente ha
cobrado importancia a nivel internacional es la comestibilidad, en el
presente trabajo se evalud el efecto de la inoculacion ectomicorrizica en el
crecimiento y contenido nutrimental de P. ayacahuite con dos hongos

ectomicorrizicos comestibles que son ampliamente comercializados en



mercados de centro de México (Helvella lacunosa y Hebeloma
mesophaeum). Adicionalmente, de manera comparativa se utiliz6 como
fuente de in6culo ectomicorrizico suelo nativo de un rodal de P. ayacahuite.
Después de dos afios se observo un efecto benéfico en el crecimiento de
los arboles, como resultado de la inoculacion en términos de peso seco
total, asi como mayor contenido total de N, P, Mg y Fe. El porcentaje de
micorrizacion de las plantas inoculadas varié de 41 a 59%, dependiendo
de la fuente de indculo. Adicionalmente, existié una alta eficiencia en la
traslocacion de Ca y Fe a la parte aérea de las plantas inoculadas
independientemente de la fuente de indculo. Hasta donde conocemos éste
es uno de los primeros reportes de movilizacion de Fe por hongos
ectomicorrizicos en gimnospermas. Los resultados encontrados
demuestran el gran potencial biotecnolégico de la inoculacién con los
hongos ectomicorrizicos comestibles H. lacunosa y H. mesophaeum para

la produccién en vivero de plantas de P. ayacahuite.

Palabras clave: morfoanatomia, esclerocios, hongos comestibles

ectomicorrizicos.



3.2 INTRODUCCION

La produccion de arboles de Navidad es una industria valuada
anualmente en billones de dolares a nivel mundial. Las demandas de
europa y de Estados Unidos de Norteamérica de dichos arboles, son de
alrededor de 50 y 35 millones por afio, respectivamente (NCTA 2014; FAO
2013; Whriskey y Carthy 2006). Esta actividad favorece la reactivacion
econdmica en las areas en donde se desarrolla, debido a la generacién de
empleos [tan s6lo Estados Unidos genera alrededor de 100,000 empleos
anualmente segun USDA (2014)], ademés de contribuir a la captura de
carbono, la recarga de los mantos acuiferos, la reduccién de la erosion del
suelo y la conservacién de la biodiversidad, especialmente en areas
degradadas. A nivel mundial las coniferas mas utilizadas como arboles de
Navidad son especies de los géneros Abies, Pinus y Pseudotsuga. Todas
estas especies arboreas requieren de manera obligada de una asociacion
mutualista que se establece entre hongos y las raices de los arboles para
poder sobrevivir, denominada ectomicorriza. La ectomicorriza incrementa
la absorcion de agua y nutrimentos, organicos e inorgénicos, de los arboles
asociados, al constituir una extension de la raiz y explorar un mayor
volumen de suelo, mientras tanto los hongos asociados reciben carbono de
sus plantas hospederas (Pérez-Moreno y Read 2000; Read y Pérez-
Moreno 2003). Asi mismo, la simbiosis ectomicorrizica proporciona
proteccién a la planta contra patbégenos y mayor tolerancia a condiciones
de estrés, tales como: trasplante, sequia, altas temperaturas y presencia
de metales pesados (Smith y Read 2008; Barroetavefa et al. 2012). Uno
de los criterios que ha cobrado actualmente primordial interés a nivel
internacional en la seleccion de hongos ectomicorrizicos a utilizarse en la
inoculacion de arboles forestales es su comestibilidad (Guerin-Laguette et
al. 2014; Wan et al. 2014).

Dada su importancia econdmica, social y ambiental, la produccion

de arboles de Navidad actualmente, es una actividad significativa en paises
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en desarrollo con problemas sociales, econémicos y de alta deforestacion
como México. En consecuencia la generacion de plantaciones de arboles
de Navidad en el pais ha aumentado considerablemente en las ultimas
décadas. Sin embargo, la demanda nacional esta lejos de ser cubierta por
la produccion en plantaciones domeésticas. En México, se consumen
alrededor de 1.8 millones de arboles de Navidad al afio, mientras que la
produccién domeéstica anual varia de 700 a 900 mil arboles, por lo que el
pais importa alrededor de un millon de arboles por afio, principalmente de
Estados Unidos (CONAFOR 2013). Ademas de la pérdida de derrama
econdmica local y regional que implica, la importacion de dichos arboles
conlleva un riesgo fitosanitario para México, lo cual es particularmente
riesgoso debido a que la nacién es un importante reservorio genético de
especies forestales a nivel internacional. Por ejemplo, se conoce que
México alberga la mayor diversidad de especies de pinos y encinos nativos
a nivel mundial, con 72 taxa y 150 especies de Pinus y Quercus,
respectivamente (Perry 1991; Valencia 2004). Ademas, se han registrado
mas de 40% de los géneros de hongos conocidos a nivel mundial (Pérez-
Moreno et al. 2014). La principal especie utilizada como arbol de Navidad
en la nacion, es la especie nativa Pinus ayacahuite (CONAFOR 2013). A
pesar de su gran importancia econémica, ecoldgica y cultural, los estudios
relacionados con la influencia de la inoculacion ectomicorrizica en el
crecimiento del arbol de Navidad mexicano, P. ayacahuite ha recibido
escasa atencion. A la fecha no existe un estudio donde se evalle la
influencia de la inoculacibn con hongos ectomicorrizicos nativos en la
transferencia nutrimental de éstos arboles. En el presente trabajo se evalu6
la influencia de la inoculacion con Helvella lacunosa y Hebeloma
mesophaeum, dos hongos comestibles ectomicorrizicos ampliamente
consumidos y comercializados en el centro de México, en el crecimiento y
contenido nutrimental (N, P, K, Ca, Mg, Mn y Fe) del arbol de Navidad

mexicano. De manera comparativa se evalué también el efecto de la
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inoculacién en el crecimiento y contenido nutrimental utilizando como

in6culo suelo nativo de un rodal de P. ayacahuite.

3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Material vegetal y preparacion de inéculo

Para la obtencion de las semillas, se recolectaron estrébilos de un
rodal de Pinus ayacahuite (Fig. 3.1a), localizado en la Sierra Nevada,
Municipio de Texcoco, Estado de México, los cuales fueron secados a
temperatura ambiente. Una vez obtenidas las semillas, se colocaron en un
recipiente con agua durante 24 horas, cambiando el agua cada 7 horas
para permitir su oxigenacion. Después, las semillas se esterilizaron
superficialmente con H20:2 al 30% durante 20 minutos y se enjuagaron con
agua destilada estéril en condiciones asépticas. Posteriormente, las
semillas fueron sembradas en charolas de crecimiento que contenian

arena y piedra volcéanica (tezontle) estéril.

Paralelamente, se recolectaron esporomas de los hongos
ectomicorrizicos Helvella lacunosa (Fig. 3.1b) y Hebeloma mesophaeum
en el mismo rodal de donde se recolectaron los estrobilos. Se cortaron los
estipites de dichos esporomas, para separarlos de sus pileos. Esto debido
a que los pileos son las estructuras que contienen las esporas. Los pileos
asi obtenidos fueron secados a 35 °C durante 48 h. Una vez secos, éstos
fueron molidos y pasados a través de un tamiz con una apertura de 1.19
mm. Los indculos adquiridos mediante el proceso anterior se almacenaron
a 5 °C hasta su utilizacion. De manera simultanea, se recolecté material de
los horizontes de fermentacion (F) y organico (O) del mismo rodal de Pinus
ayacahuite, donde se recolectaron los estrobilos.Este material, utilizado

como fuente de inoculo ectomicorrizico, denominado de aqui en adelante
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“suelo nativo” fue tamizado para la homogenizacion del tamafio de

particulas y almacenado también a 5 °C, hasta su utilizacion.
3.3.2 Montaje del experimento e Inoculacién

Una vez germinadas las plantulas de Pinus ayacahuite, se
trasplantaron a tubetes de plastico de 140 cm3. Estos contenian como
sustrato, una mezcla de arena de rio, corteza de pino molida y suelo
forestal, en proporcion 2:2:1. El sustrato fue previamente esterilizado con
vapor de agua a 125 °C durante 3 horas, se dejo reposar durante dos dias
y al cuarto dia se esteriliz6 por segunda ocasion a la misma temperatura
durante dos horas. Los tubetes se llenaron en su base con una capa de

tezontle estéril y el resto con sustrato estéril.

La inoculacién de propagulos ectomicorrizicos se llevdé a cabo
durante el trasplante de las plantulas, aplicando una dosis de 10° a 108
esporas por planta de Helvella lacunosa, Hebeloma mesophaeumy 30 cm?
de suelo nativo. La dosis de esporas de H. lacunosa y H. mesophaeum se
aplicaron en dos partes, la primera durante el transplante y la segunda 90
dias después. Para incorporar dichos in6culos se realizé un orificio en el
sustrato cerca del tallo de las plantas. En cuanto a la inoculaciéon de las
plantas con suelo nativo, los tubetes fueron llenados por capas de material
estéril (excepto el inoculo): en la base se colocé una capa de tezontle,
posteriormente una capa de sustrato, encima de la cual se coloc6 una capa
del indculo de suelo nativo, sobre la que se agregd nuevamente una capa
de sustrato y finalmente una capa de tezontle; los voliumenes de éstos
materiales fueron de aproximadamente 15, 40, 30, 40, y 15 cm?
respectivamente. Adicionalmente, se trasplantaron plantas a las cuales no
se les adiciond ningan inoculo. Existieron entonces, en total 4 tratamientos:
i) plantas inoculadas con H. lacunosa, ii) plantas inoculadas con H.
mesophaeum; iii) plantas inoculadas con suelo nativo y iv) plantas no
inoculadas. Cada tratamiento tuvo 15 unidades experimentales, cada una

consistente en una planta, por lo que se tuvieron en total 60 plantas, en un
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disefio experimental completamente al azar. Con el fin de prevenir el
“‘damping-off’ en las plantas, en el riego se aplicd Captan, en una solucion
de 2.5¢/L cada tercer dia hasta la lignificacidén de los tallos. Posteriormente
las plantas recibieron riego sin Captan cada tercer dia durante los

siguientes 720 dias.

3.3.3 Variables evaluadas

El didmetro de la base del tallo y la altura fueron evaluados en todas
las plantas, 720 dias después de la siembra. En ese momento, se evalué
también, la colonizacién ectomicorrizica para lo cual se realizé un muestreo
destructivo de tres plantas seleccionadas aleatoriamente de cada
tratamiento. Para ello, se separoé la parte aérea de éstas 3 plantas de sus
respectivas raices. Las raices fueron divididas en tres segmentos
correspondientes a la parte superior, media y baja del cepellén, cada una
de ellas ocupando un volumen aproximado de 47 cm? de sustrato. Estas
raices se lavaron bajo el chorro de agua corriente, empleado tres tamices
de 1.19, 0.180 y 0.050 mm de diametro de abertura, para colectar el mayor
namero de raices cortas. El conteo de raices cortas micorrizadas, no
micorrizadas y muertas se realiz6 con la ayuda de un microscopio
estereoscépico Motic SMZ-143. EIl porcentaje de colonizacién se obtuvo
calculando la proporcién de raices finas ectomicorrizadas en relacion al
namero total de raices finas de cada planta. Para comprobar la existencia
de raices ectomicorrizadas se efectuaron cortes transversales detectando
la presencia de manto, red de Hartig y micelio externo. Se tomaron
fotografias de éstas estructuras mediante un microscopio Olympus BX51.
La evaluacién del peso seco de la parte aérea y de la raiz fue efectuada de
manera destructiva en quince plantas. La parte aérea de la planta, asi como
el total de la raiz fueron deshidratadas a 70 °C por 48 horas y después
pesadas en una balanza. Posteriormente, se realizé el analisis nutrimental

de los macro y micronutrimentos: N, P, K, Ca, Mg, Mn y Fe tanto de la parte
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aérea como radical de tres plantas de cada tratamiento aleatoriamente
seleccionadas ElI N se determind por el método semimicro-Kjeldahl
(Bremner 1975); el P total, segun el método de Allen et al. (1997); el K,
mediante extraccion con acetato de amonio por fotometria de llama, y el
Ca, Mg, Fe, y Mn mediante absorcidbn en un espectrofotometro de

absorcion atémica (Varian, Spectra-AA220).

3.3.4 Andlisis estadistico

Para las variables, de crecimiento, peso seco de la parte aérea y raiz, asi
como del contenido nutrimental, se realizé un analisis de varianza y se hizo
una comparacion de medias con la prueba de Tukey (P < 0.05) con el
programa Statistical Analysis System (SAS 2002). Los datos de porcentaje
de colonizacién ectomicorrizica fueron trasformados a raiz cuadrada, para

cumplir con los criterios de normalidad.

3. 4 RESULTADOS

3.4.1 Crecimiento Vegetal

Se observé un mayor peso seco de la parte aérea y peso seco total
en plantas inoculadas con esporas de Helvella lacunosa en comparacion
con las plantas inoculadas con suelo nativo o las plantas que no fueron
inoculadas (Cuadro 3.1). Una tendencia similar se observé solo en el caso
del peso seco total para plantas inoculadas con H. mesophaeum en
comparacion con plantas no inoculadas. En contraste, no existieron
diferencias en el peso seco de la raiz entre las plantas inoculadas y no
inoculadas. En lo que se refiere a la altura de las plantas,
independientemente de la fuente de inoculo utilizado existio mayor altura

en las plantas inoculadas con respecto a las no inoculadas (Fig. 3.1c y
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Cuadro 3.1). Una tendencia opuesta se observo en el diametro del tallo en

donde no existieron diferencias entre tratamientos (Cuadro 3. 1).

3.4.2 Contenido nutrimental

Macronutrientes. En el caso de la parte aérea se observé un mayor
contenido de N, P, Cay Mg en las plantas inoculadas en comparacién con
las no inoculadas, independientemente de la fuente de inéculo (Cuadro
3.2). Por el contario una tendencia opuesta se observo en la raiz, en donde
no existieron diferencias en los valores de N, P, Ca y Mg en las plantas
inoculadas o no inoculadas. En el caso de K en raiz y parte aerea no
existieron diferencias entre los tratamientos. De particular interés fueron las
diferencias en el contenido de Ca en las plantas inoculadas y no
inoculadas. Se encontraron 3.30, 2.64 y 2.37 veces mas Ca en la parte
aérea de plantas inoculadas con esporas de Helvella lacunosa, suelo nativo
y esporas de Hebeloma mesophaeum en comparacién con las plantas no
inoculadas (Cuadro 3. 2). Sumando los valores de raiz y parte aérea, se
registr6 un mayor contenido de N total en las plantas inoculadas,
independientemente de la fuente de indculo, en comparacion con las
plantas no inoculadas. Una tendencia contraria se observé para el Ky Ca
total en donde no existieron diferencias entre los tratamientos. Las plantas
inoculadas con esporas de Helvella lacunosa tuvieron mayor contenido de
P y Mg total que las plantas no inoculadas. Mientras que las plantas
inoculadas con el suelo nativo presentaron mayor contenido de P total que

aqguellas no inoculadas (Cuadro 3.2).
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Cuadro 3.1. Peso seco, altura y didmetro del tallo de plantas de Pinus ayacahuite, de dos afios de edad, inoculadas o
no, con 3 fuentes de indculo.

Peso seco (mg) Altura (cm) Didmetro

del tallo (mm)
Tratamiento Parte aérea Raiz Total

Plantas inoculadas con

Helvella lacunosa 2360.0+292.0a 1536.7+118.5a 3896.7+227.6a 21.37 +0.1a 3.62 £0.1a
Hebeloma mesophaeum 1692.6+90.3ab  1653.1+197.2a  3345.7+273.8a 18.7010.4a 3.71+ 0.2a

Suelo nativo 1472.6+42.7b 1185.8+105.0a 2658.4+101.1ab 21.47+0.la 3.11 +0.1a
Plantas no inoculadas 1058.7+39.5b 993.4+398.1a 2052.1+412.3b  15.62+ 0.4b 3.79 £0.2a

1 Para detalles de las fuentes de indculo ver seccion de materiales y métodos. Los valores son promedios + error estandar
de la media. Para peso seco, para altura y diametro del tallo (n=15). Valores con la misma letra dentro de la misma columna

no son diferentes de acuerdo con Tukey (p<0.05).
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Cuadro 3. 2. Contenido de N, P, K, Ca y Mg de la parte aérea, raiz y total de plantas de Pinus ayacahuite de dos afios de edad, inoculadas o no, con 3 fuentes de

inéculo.
Tratamiento N P K Ca Mg
Mg por planta
Parte aérea de
plantas inoculadas con
Helvella lacunosa 12.98+1.60a 0.70+0.087a 5.90+0.73a 10.85+1.34a 5.04+0.78a
Plantas inoculadas con
Hebeloma mesophaeum 13.37+0.71a 0.67+0.03a 4.40+0.23a 7.78+0.41a 4.06+0.21a
Plantas inoculadas con
suelo nativo 11.33+0.32a 0.88+0.25a 6.331£0.18a 8.67+2.73ba 3.23+0.09ba
Plantas no inoculadas 5.82+0.21b 0.42+0.01b 4.22+1.02a 3.28+0.12b 2.01+0.07b
Raiz de
Plantas inoculadas con
Helvella. lacunosa 11.37+0.87a 0.92+0.07a 3.22+0.24a 11.21+0.86a 3.68+0.28a
Plantas inoculadas con
Hebeloma mesophaeum 10.91+1.30a 0.82+0.98a 4.13+0.49a 11.57+1.38a 2.81+0.33a
Plantas inoculadas con
suelo nativo 6.04+0.39a 0.94+0.08a 2.37+0.21a 11.02+0.97a 2.60£0.23a
Plantas no inoculadas 6.45+2.58a 0.49+0.19a 2.18+0.87a 9.14+3.66a 2.28+0.91a
Total de
Plantas inoculadas con
Helvellalacunosa 24.35+1.18a 1.62+0.06a 9.12+0.58a 22.07+0.97a 8.73+0.62a
Plantas inoculadas con
Hebeloma mesophaeum 24.28+1.91a 1.50+0.12ab 8.53+0.69a 19.35%1.72a 6.87+0.52ba
Plantas inoculadas con
suelo nativo 17.38+ 0.22a 1.83+0.08a 8.70+0.23a 19.69+1.83a 5.84+0.22b
Plantas no inoculadas 12.28+2.66b 0.92+0.20b 6.40+1.27a 12.42+3.7a 4,29+0.94b

1 Para detalles de las fuentes de indculo ver seccidon de materiales y métodos. Los datos mostrados son promedios + error estandar de la media (n = 3). Valores

en la misma columna, para cada parte de la planta, con la misma letra no son diferentes de acuerdo con la prueba deTukey (p<0.05).
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Micronutrientes. En el caso del contenido de Fe, se observo una
tendencia similar a la registrada para el contenido de Ca. Existi6 mayor
contenido de Fe en la parte aérea de las plantas inoculadas en
comparacién con las plantas no inoculadas, independientemente de la
fuente de in6culo (Cuadro 3.3). Sin embargo, no existieron diferencias en
al contenido de Fe en la raiz y de la planta completa entre plantas
inoculadas y no inoculadas. Existi6é 3.79, 2.36 y 2.24 veces mas Fe en la
parte aérea de las plantas inoculadas con Helvella lacunosa, suelo nativo
y Hebeloma mesophaeum que en las plantas no inoculadas (Cuadro 3. 3).
En el caso del contenido de Mn, no existieron diferencias entre plantas
inoculadas o no inoculadas independientemente de la fuente de inéculo
(Cuadro 3. 3).

3.4.3 Relacién parte aérea:raiz

Se observé una mayor relacion parte aérea:raiz del peso seco en plantas
inoculadas con H. lacunosa y con suelo nativo en comparacion con
aquellas no inoculadas o inoculadas con H. mesophaeum (Cuadro 3. 4).
La mayor relacibn de peso seco de plantas inoculadas versus no
inoculadas se observo en el caso de H. lacunosa (Cuadro 3. 4). En el caso
de plantas inoculadas se observé mayor cantidad de N, Mg y Mn en la parte
aérea que en la raiz, independientemente de la fuente de inéculo. Los
mayores valores de la relacidon parte aérea:raiz entre plantas inoculadas y
no inoculadas fueron registrados para Ca y Fe, independientemente de la
fuente de inéculo empleada, (Cuadro 3.4). Esto fue particularmente
evidente en la relacién parte aérea:raiz entre plantas inoculadas con H.
lacunosa vy plantas no inoculadas en donde los valores fueron de 2.69 y
2.87 para Ca y Fe, respectivamente. También se observé un valor alto en
el contenido de N de la relacion parte aérea:raiz entre plantas inoculadas

con suelo nativo y plantas no inoculadas, siendo
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Cuadro 3. 3. Contenido de Fe y Mn de plantas de Pinus ayacahuite, de dos afos de edad, inoculadas o no, con 3

fuentes de in6culo.

Tratamiento Parte aérea Raiz Total de la planta Parte aérea Raiz Total de la
planta
Fe (ug) Mn (ug)

Plantas inoculadas con

Helvellalacunosa 1.86+0.23a 35.62+2.75a 37.48+2.60a 6.03+1.33a 2.251+0.17a 8.29+1.20a
Hebeloma mesophaeum  1.11+0.05b 26.61+3.17a 27.73£3.22a 5.28+0.28b 1.86+0.22a 7.14+0.47a
Suelo nativo 1.16+0.03b 32.37+2.86a 33.53+2.85a 1.92+0.80b 0.90+0.08a 2.83+0.86b
Plantas no inoculadas 0.49+0.01c 27.27+10.93a 27.77+10.93a 5.24+0.19ab 1.33+0.53a 6.57+0.62ab

1 Para detalles de las fuentes de indculo ver secciéon de materiales y métodos. Los datos mostrados son promedios * error estandar de la media
(n = 3). Valores en la misma columna, para cada parte de la planta, con la misma letra no son diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (P<

0.05)
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Cuadro 3. 4. Relaciones parte aérea:raiz del peso seco y contenido nutrimental de plantas de Pinus ayacahuite, de dos
afos de edad, inoculadas o no, con 3 fuentes de inéculo.

Tratamientos peso seco N P K Ca Mg Fe Mn
(9) mg Hg
Plantas inoculadas con Hebeloma mesophaeum 1.02 1.22 0.81 0.09 0.67 1.44 0.04 2.82
Plantas inoculadas con Helvella lacunosa 1.53 1.14 0.76 0.27 0.96 1.36 0.05 2.67
Plantas inoculadas con suelo nativo 1.24 1.87 0.93 2.67 0.78 1.24 0.03 211
Plantas no inoculadas 1.06 0.90 0.85 1.93 0.36 0.88 0.01 3.93

Plantas inoculadas con

Hebeloma mesophaeum: plantas no- inoculadas 0.96 1.35 0.95 0.05 1.87 1.64 2.30 0.71
Plantas inoculadas con

Helvella lacunosa: plantas no- inoculadas 1.44 1.26 0.88 0.14 2.69 1.55 2.87 0.67
Plantas inoculadas con suelo nativo: 1.16 2.07 1.09 1.37 2.19 1.41 1.92 0.53

plantas no- inoculadas




el valor de dicha relaciéon de 2.07.

3.4.4 Produccion de raices cortas y colonizacion

Se observo un mayor nimero de raices cortas en las plantas inoculadas
con H. lacunosa respecto a las no inoculadas (Fig. 3.2). El nUmero total
de raices fue 3.65 veces mayor en plantas inoculadas con éste hongo
ectomicorrizico, respecto a plantas no inoculadas. En contraste no
existieron diferencias entre el nimero total de raices cortas en plantas
inoculadas con H. mesophaeum o suelo nativo y plantas no inoculadas.
El porcentaje de raices cortas muertas varié de 4.0, 16.1, 26.3y 31. 3%
en plantas inoculadas con H. lacunosa, H. mesophaeum, suelo nativo y
plantas no inoculadas, respectivamente. Las plantas inoculadas con H.
lacunosa produjeron 2.2 y 3.5 veces mas raices micorrizadas que las
plantas inoculadas con H. mesophaeum y suelo nativo (Fig. 3.2). La
colonizacion micorrizica de plantas inoculadas con H. lacunosa, H.
mesophaeum y suelo nativo fue de 58.7, 52.3 y 40.9 %, respectivamente,
después de dos afios de ser mantenidas en invernadero. En contraste,
se observé un porcentaje muy bajo (4%) de colonizacién ectomicorrizica

en plantas no inoculadas.
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Hebeloma
mesophaeum

X250  100um

Figura 3.1. a) Rodal del pino de Navidad Mexicano Pinus ayacahuite, b)
Esporomas de Helvellalacunosa creciendo en un rodal de P. ayacahuite, d) Efecto
de lainoculaciéon con esporas de Hebeloma mesophaeum en el crecimiento de P.
ayacahuite después de dos afios; plantas inoculadas (derecha), plantas no
inoculadas (izquierda), d) Ectomicorriza de Hebeloma mesophaeum con P.
ayacahuite, e) y f) Micrografias tomadas en microscopio de barrido de las
ectomicorrizas de H. mesophaeum y H. lacunosa, mostrando manto (m), red de
Hartig (Hn) y micelio externo (em).
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Figura 3.2. Numero de raices cortas micorrizadas, no micorrizadas, muertas y
total, en plantas de P. ayacahuite de dos afios de edad, inoculadas y no
inoculadas con 3 fuentes de in6culo. Los datos mostrados son promedios + error
estandar de la media (n = 3). Valores para cada tipo de raices con la misma letra no son

diferentes, de acuerdo con la prueba deTukey (P<0.05)
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3.5 DISCUSION

En el presente trabajo se reporta un efecto benéfico, en términos
de altura y peso seco total, de las plantas de Pinus ayacahuite como
consecuencia de la inoculacion con los hongos ectomicorrizicos H.
lacunosa y H. mesophaeum. Tendencias similares se registraron en el
contenido de N, P, Cay Mg de la parte aérea y del contenido total de N,
P, Mg y Mn, de plantas inoculadas con dichos hongos. Previamente, se
ha documentado que la inoculaciéon con hongos ectomicorrizicos origina
efectos positivos en el crecimiento y contenido nutrimental de sus plantas
hospederas asociadas, tanto gimnospermas como angiospermas (Smith
y Read 2008; Siddiqui y Pitchtel 2008). Recientemente, uno de los
criterios de seleccion de hongos ectomicorrizicos para inocular plantas
de interés forestal, ha sido su comestibilidad (Yun y Hall 2004; Zambonelli
y Bonito 2012; Guerin-Laguette et al. 2014). Esto debido a que, adicional
a los efectos benéficos que origina la inoculacion con los hongos
ectomicorrizicos comestibles, su comercio internacional ha sido estimado
en billones de ddlares anualmente (Hall et al. 2003). Asi mismo, se ha
demostrado que los hongos comestibles ectomicorrizicos constituyen un
recurso forestal no maderable de enorme importancia social, ambiental y
econOmica en la conservacion de los ecosistemas forestales (Martinez-
Pefia et al. 2011). Sousa et al. (2012) inocularon plantas de Pinus
pinaster con los hongos comestibles ectomicorrizicos Suillus bovinus,

Laccaria laccata y Lactarius deterrimus y reportaron efectos benéficos en
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términos de altura, biomasa total y mayor concentracion de N en la parte
aérea en plantas inoculadas, con respecto a las no inoculadas. Slama et
al. (2012) inocularon plantas de Helianthemum sesiliflorum, un arbusto
que crece en zonas desérticas africanas, con el hongo ectomicorrizico
comestible Terfezia boudieri conocido como “la trufa del desierto”. Dichos
autores encontraron que las plantas inoculadas presentaron mejor
desarrollo en términos de altura, nimero de hojas y concentraciones de
N, P y K en comparacion con las plantas que no fueron inoculadas.
Sanchez-Zabala et al. (2013) inocularon plantas de Pinus pinaster con
los hongos ectomicorrizicos comestibles Suillus luteus y Lactarius
deliciosus, reportando mayor altura y diametro del tallo en las plantas
inoculadas con respecto a las no inoculadas. Tres afios después de ser
trasferidas de vivero al campo, estos autores observaron que las plantas
inoculadas presentaron menores indices de mortalidad comparadas con
las plantas no inoculadas. Adicionalmente, encontraron que los niveles
de carbohidratos solubles y aminoacidos fueron mayores en la época de
frio en las plantas inoculadas lo que contribuyd a superar los posibles
dafios causados por congelamiento de los tejidos vegetales. Por lo que,
estos autores sefialaron que un mayor contenido nutrimental presente en
las plantas inoculadas, constituye una ventaja competitiva para superar
el estrés al ser trasplantadas del vivero al campo, respecto a las plantas
no inoculadas. El género Helvella incluye 52 especies a nivel mundial
(Kirk et al. 2008), de las cuales 19 se han reportado en México (Landeros

y Guzman-Déavalos 2013). Dentro de estas especies se encuentra
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Helvella lacunosa, la cual ha sido reportada en Europa, Norte América y
Asia (Abbot y Currah 1997; Asef 2013; Nguyen et al. 2013). En México
esta especie es altamente apreciada como comestible y abundantemente
comercializada en el centro del pais (Pérez-Moreno et al. 2008; 2010),
en donde se asocia con Pinus, Abies y bosque mixto de Quercus (Medel
et al. 2012; Landeros y Guzman-Davalos 2013). Zhang et al. (2010),
aislaron una proteasa alcalina llamada “helvellisina” de los esporomas de
H. lacunosa. Las proteasas alcalinas son enzimas ampliamente utilizadas
comercialmente en las industrias de detergentes, cervecera, fotogréfica,
y de la piel, asi como en la produccién de proteinas, carne, y productos
lacteos (Kalis 1988). Recientemente, Leal et al. (2013) reportaron una
alta concentracion de licopenos en éste hongo ectomicorrizico. Los
licopenos son sustancias con  propiedades  antioxidantes,
antiinflamatorios 'y quimioterapéuticos sobre las enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas y algunos tipos de céancer,
también han sido utilizados contra la infertiidad masculina (Cruz-
Bojérquez et al. 2013; Takeshima et al. 2014; Durairajanayagam et al.
2014). A pesar de la importancia de H. lacunosa, hasta donde
conocemos, solo existe un trabajo en donde se haya evaluado el efecto
de la inoculacién de éste hongo en arboles. Martinez-Amores et al. (1991)
observaron un incremento en el peso seco de la parte aérea en las
plantas de Pinus patula 12 meses después de la inoculacion. En el
presente trabajo se utiliz6 el hongo comestible ectomicorrizico H.

lacunosa (Fig. 3.1b) en la inoculaciéon de plantas de Pinus ayacahuite con

27



resultados muy favorables en cuanto a mayor peso seco en la parte aérea
y peso seco total, asi como mayor contenido de P, Mg y Fe, mayor
produccion de raices cortas con respecto a las plantas no inoculadas. El
otro hongo evaluado en esta investigacion y que también mostr6 efectos
benéficos al ser inoculado en plantas de Pinus ayacahuite fue Hebeloma
mesophaeum (Fig. 3.1c). Las especies del género Hebeloma forman
asociaciones ectomicorrizicas tanto con angiospermas coOmo
gimnospermas en asociaciones tempranas, habitats disturbados vy
bosques maduros (Nara et al. 2003a y b, Trowbridge y Jumpponen 2004;
Trocha et al. 2007). Garibay et al. (2013) reportaron que las especies del
género Hebeloma tienen una gran importancia ecologica en los
ecosistemas de Pinus moctezumae, dado que dicho género fue el mejor
representado en los en los bancos de esporas de las comunidades de
hongos ectomicorrizicos existentes en la Faja Volcanica Transmexicana.
Obase et al. (2007) reportaron a H. mesophaeum como uno de los
hongos importantes para el establecimiento de Pinus maximowiczii, Salix
hultenii var. angustifolia y Salix sachalinensis después de la devastacion
del area por una erupcién volcanica en Japon. H. mesophaeum es una
especie de hongo ectomicorrizico que presenta una amplia
comercializacién en los mercados del centro de México (Montoya et al.
2004; Pérez-Moreno et al. 2010). Trabajos previos han mostrado la
eficacia de esta especie para incrementar el crecimiento vegetal y el
contenido de nutrientes de Pinus hartwegii (Perea-Estrada et al. 2009),

P. greggii (Méndez-Neri et al. 2011; Martinez-Reyes et al. 2012), P.
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patula y P. pseudostrobus (Carrasco-Hernandez et al. 2011). Sin
embargo, previamente no se habia registrado el efecto benéfico en
términos de crecimiento y contenido nutrimental en Pinus ayacahuite.
Esta es una especie forestal nativa de Mesoamérica (Musalem y Ramirez
2003) apreciada por su calidad de madera, para la produccién de pulpa,
papel, creacion de artesanias y se utiliza en aserrio, Actualmente Pinus
ayacahuite tiene un alto valor ecolégico y econdmico en México en
plantaciones comerciales de arboles de navidad y como una especie
ornamental en jardines y parques urbanos (CONAFOR 2009; Torres
2004). No obstante, el conocimiento de los simbiontes ectomicorrizicos
asociados con P. ayacahuite ha recibido muy escasa atencién. A la fecha,
sblo se habia registrado la sintesis y descripcion de la ectomicorriza
formada entre dos cepas guatemaltecas de Lactarius indigo con Pinus
ayacahuite (Flores et al. 2005). El presente trabajo hace una aportancion
adicional con el estudio de la colonizacion ectomicorrizica de P.
ayacahuite por un Ascomicete, Helvella lacunosa (Fig. 3.1 f) y otro
Basidiomicete, Hebeloma mesophaeum (Fig.3.1 ¢, d y €). Ademas, es
necesario enfatizar que el contenido de Fe y Ca en la relacion parte
aérea: raiz fue de 1.87 a 2.87 veces mayor en plantas inoculadas
respecto a las no inoculadas, dependiendo del tipo de in6culo utilizado.
Este es un indicador de la alta eficacia de los in0culos ectomicorrizicos
empleados (Helvella lacunosa, Hebeloma mesophaeum y suelo nativo),
no solo para tomar los nutrimentos Fe y Ca del suelo, sino también para

movilizarlos hacia la parte aérea de las plantas inoculadas. En el caso
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especifico del Fe la mayor eficacia de movilizacién se observé cuando se
inocul6é con H. lacunosa y H. mesophaeum, debido a que el contenido
de Fe en relacion parte aérea:raiz fue 2.82 y 2.30 veces mayor en plantas
inoculadas comparando con las no inoculadas. El Fe es un micronutriente
fundamental para procesos celulares bésicos como: fotosintesis,
respiracion y sintesis de ADN (Neilands 1995; Greenshields et al. 2007).
A pesar de que este elemento es abundante en la corteza terrestre, su
disponibilidad en ambientes aerdbicos frecuentemente presenta
limitaciones dado que se encuentra en formas insolubles (Dancis et al.
1990; Haselwandter et al. 2011). Se ha demostrado que los hongos
ectomicorrizicos son capaces de producir moléculas de bajo peso
molecular (Mr<1500) con alta afinidad por el ion férrico, denominados
sideroforos (Szaniszlo et al. 1981; Landerweert et al. 2001). El tipo de
sideroforos producidos por los hongos ectomicorrizicos pertenecen al
grupo de los hidroxamatos. Szaniszlo et al. (1981) demostraron que
diversos hongos ectomicorrizicos incluidos en los géneros Amanita,
Boletus, Suillus, Pisolithus y Cenoccocum liberan “hydroxamate
siderophores” bajo condiciones limitantes de Fe. Haselwandter y
Winkelmann (2002) identificaron que el sideroforo producido por
Cenoccoum geophilum corresponde al grupo de las ferricrocinas. Este
compuesto y ferrichromo, otro sideroforo, han sido detectados también
en Suillus variegatus (Moberg et al. 2003). Asi mismo, se han reportado
otros grupos de sideroforos en especies de Suillus, tales como: S.

granulatus el cual Ilibera fusigeno, ferrichromo, coprogeno vy
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triacetilfusarinina C y S. luteus quien es productor de fusigeno,
ferricrocinay coprogeno (Haselwandter et al. 2011). La mayoria de estos
estudios han sido efectuados con cultivos puros de los hongos
ectomicorrizicos “in vitro”, sin embargo, existen dos excepciones. Los
trabajos de Rineau et al. (2008) y Van Hesse et al. (2006). Rineau y
colaboradores, evaluaron la capacidad de las raices ectomicorrizadas
con Xerocomus sp. Yy Lactarius suddulcis recientemente colectados en
ecosistemas maduros en Francia, para quelatar complejos de Fe y
movilizacion de los iones de Fe libres. En condiciones mas realistas que
los de cultivo “in vitro”. Estos autores encontraron que las ectomicorrizas
de Xerocomus fueron mas eficientes para acceder a complejos y iones
libres de Fe que las de L. subdulcis. En el caso de Hebeloma uno de los
géneros estudiados en el presente trabajo se ha demostrado la
produccion de sideroforos por van Heeset al. (2006). Estos autores
demostraron que el micelio externo de H. crustuliniforme creciendo en
asociacion simbidtica con Pinus sylvestris es capaz de producir como
parte de sus exudados, ferricrocina. Si bien es cierto, que todos los
organismos requieren Fe para una diversidad de procesos metabdlicos,
su exceso 0 abundante almacenamiento puede resultar toxico. Por lo que
se requiere de sistemas de adquisicion y almacenaje regulados con
mucha precision (Neilands 1995). Se ha demostrado que la ferricrocina
esta involucrada en la distribucion intra- y transcelular de Fe interviniendo
entonces, en la regulacion celular de dicho elemento (Wallner et al.

2009). En términos generales la movilizacion de Fe por parte de los
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hongos ectomicorrizicos he recibido escasa atencion en Gimnospermas.
Hasta donde conocemos el presente trabajo es uno de los pocos que
demuestra movilizacion de este micronutriente a gimnospermas

inoculadas con hongos ectomicorrizicos.

3.6 CONCLUSIONES

La inoculacion con esporas de los hongos comestibles
ectomicorrizicos Helvella lacunosa y Hebeloma mesophaeum origino
mayor biomasa total en Pinus ayacahuite. Existi6 mayor contenido de N,
P, Ca, Mg y Fe en la parte aérea de las plantas inoculadas en
comparacion con las plantas no inoculadas, independientemente de la
fuente de in6culo empleada. En el caso de Fe y Ca, existid movilizacidon
de dichos nutrientes a la parte aérea como consecuencia de la
inoculacién ectomicorrizica con las tres fuentes de inbculo. La
colonizacion ectomicorrizica vario de 41 a 59%, dependiendo del tipo de
in6culo, demostrando la eficiencia de los métodos empleados. La
produccién total de raices cortas de plantas de Pinus ayacahuite
inoculadas con Helvella lacunosa fue 3.5 veces mayor que la de plantas
no inoculadas. Hasta donde conocemos, en la presente contribucion se
reporta por primera vez el efecto benéfico, en términos de contenido
nutrimental, como consecuencia de la inoculaciébn ectomicorrizica en
Pinus ayacahuite. Asi mismo, el presente es uno de los pocos trabajos
qgue reporta un incremento en el contenido de Fe en la parte aérea de

gimnospermas como consecuencia de la inoculacion ectomicorrizica.
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Estos datos demuestran el potencial de utilizacion biotecnologica de los
hongos ectomicorrizicos comestibles Helvella lacunosa y Hebeloma
mesophaeum en la produccion en vivero del arbol de Navidad mexicano:

Pinus ayacahuite.
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CAPITULO IV

CRECIMIENTO, MOVILIZACION NUTRIMENTAL Y
COLONIZACION DE Pinus ayacahuite DE DOS
PROCEDENCIAS, CON PROPAGULOS ECTOMICORRI-
ZICOS DE LA SIERRA NEVADA, MEXICO

4.1 RESUMEN

La simbiosis ectomicorrizica se establece entre mas de 2000
especies de gimnospermas Yy angiospermas Yy alrededor de 20,000
especies de hongos, principalmente del grupo de los Basidiomycetes y
Ascomycetes. Esta simbiosis resulta fundamental para la supervivencia
de diferentes familias de arboles, incluyendo las Pinaceas. En el caso
especifico del género Pinus, se ha demostrado que en condiciones
naturales, en ausencia de la simbiosis ectomicorrizica las plantas no son
capaces de sobrevivir. Diversos estudios han demostrado que los
diferentes genotipos dentro de una especie vegetal presentan con
frecuencia enormes variaciones fisiolégicas entre las cuales se incluyen
diferencias en tiempos de germinacion, temperaturas minimas para
formar semillas viables, adaptacion a diferentes fotoperiodos vy
produccion de distintos exudados radicales. Sin embargo, la capacidad
de diversos genotipos de arboles ectomicorrizicos de asociarse con
diferentes micobiontes ha recibido escasa atencion en términos
generales. En el presente trabajo se evalu6 el crecimiento, contenido de
macro y micronutrimentos y la micorrizacion de genotipos de dos
procedencias distintas de Pinus ayacahuite, geograficamente distantes,
una de le regién de Toluca, estado de México y la otra de la regién de
Xalapa, Veracruz inoculados con la misma fuente de propagulos
ectomicorrizicos consistente en suelo forestal procedente de una

plantacion de P. ayacahuite de la Sierra Nevada. Existio una capacidad
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de respuesta diferencial, como consecuencia de la micorrizacién, en
términos de crecimiento y de contenido nutrimental, en el material de las
dos procedencias evaluadas. Este estudio constituye uno de los
primeros desarrollados en México, que demuestra que la procedencia de
las semillas, es una factor importante a tomar en consideracién en

programas de reforestacion con plantas micorrizadas.

Palabras clave: Micorrizacion, ectomicorriza, Nitrogeno, Fésforo.

4.2 INTRODUCCION

México constituye un importante reservorio de taxa del género
Pinus. El pais cuenta con alrededor de 47 especies de pinos, 3
subespecies y 22 variedades. Aproximadamente el 55% de los taxa se
consideran endémicos y se ha calculado que el pais cuenta con 42% de
las especies existentes a nivel mundial (Sanchez-Gonzélez 2008). La
gran diversidad de pinos se encuentra distribuida principalmente en las
serranias (Eguiluz 1982; Perry 1991). La topografia accidentada en tales
sitios ha permitido condiciones especificas para el crecimiento y
desarrollo de estas importantes especies forestales. Los bosques son
desde una perspectiva econdmica muy importantes, tanto por los
productos maderables como no maderables que ofrecen. Asimismo, son
una fuente fundamental de servicios ambientales ya que captan y
permiten la filtracién de agua, contribuyen a la mitigacién de los efectos
del cambio climéatico, generan oxigeno, protegen la biodiversidad,
impiden la erosion de los suelos, son un refugio de la fauna silvestre que
se desarrolla en estos ambientes y ademas influyen en el clima a nivel
regional, local y global (Garcia y Gonzalez 2003; Ramirez et al. 2005).
Adicionalmente no se puede negar la belleza escénica que brindan al ser

humano. Dentro de la diversidad de especies de pinos mexicanos se

41



encuentra Pinus ayacahuite Ehren. ex Schldtl. La palabra “ayacahuite”
proviene del nahuatl y significa pino de niebla. Se considera una especie
endémica de México y Centroamérica. Se localiza en el Centro y Sur de
México en los estados de Colima, Guerrero, Oaxaca, Chiapas, México,
Hidalgo, Puebla, Tlaxcala y Veracruz, extendiéndose hacia Guatemala,
El Salvador y Honduras. En Chiapas es considerada en peligro de
extincion debido a actividades antropogénicas (Musalem y Ramirez
2003). P. ayacahuite cuenta con dos variedades P. ayacahuite var.
brachyptera Shaw cuya distribucién principal se localiza en el Norte de
México (Figura 4.1) y la segunda variedad es P. ayacahuite var. veitchii
Shaw la cual se encuentra en un rango altitudinal que va desde 2,000 a
3,700 msnm, 18°30" a 21°20’° latitud norte 97°15’ a 103°50’ Longitud
Oeste, localizandose principalmente en la parte central de México, en el
Distrito Federal, Estado de México, Hidalgo, Puebla, Veracruz,
Michoacan, Guerrero, Tlaxcala y Jalisco (Figuras 4.2 y 4.3). Este tipo de
pino ademas de tener enorme importancia ecoldgica, su madera tiene
una gran demanda ya que puede ser utilizada para la elaboracion de
artesanias, muebles, lapices y también es utilizada en la construccion de
puertas y ventanas (Donahue et al. 1991). Es comun que esta variedad
de pino se utiliza como planta ornamental en parques, jardines, campos
deportivos, asi como un importante elemento decorativo en las fiestas de
Navidad. El Estado de México es la entidad federativa que ocupa el
primer lugar a nivel nacional en la produccién y venta de arboles de
navidad (CONAFOR 2007). Las ectomicorrizas son parte primordial en la
salud y desarrollo de los &rboles forestales al beneficiarlos de diversas
maneras: Uno de los aspectos mas importantes es sin duda la absorcién
de nutrientes del suelo especialmente elementos de baja movilidad,
como son P y micronutrientes (Smith y Read 2008) y también N (Chalot
y Byan 1988). Asi mismo se ha observado que el micelio fungico puede
ser una via de traslocacién de una cantidad significativa de carbono entre

hospederos de una misma o entre diferentes especies (Simard et al.
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1997). Otros tipos de beneficios proporcionados por los hongos
ectomicorrizicos es mejorar la estructura del suelo y la proteccion contra
patégenos (Borchers y Perry 1992; Perrin y Garbaye 1983). En general
los hongos ectomicorrizicos juegan un papel importante al constituir una
parte muy dindmica en las comunidades de los ecosistemas forestales
(Chai et al. 2013). Por otro lado la procedencia de las comunidades
forestales mexicanas suelen presentar diferencias anatémicas,
morfologicas y fisioldgicas dentro y entre sus poblaciones (Mendizabal
1999; Farfan et al. 2002; Reyes et al. 2005; Mapula et al. 2006; Agis et
al. 2006). Sin embargo, hasta donde se conoce los estudios relacionados
con la influencia de la procedencia de los arboles ectomicorrizicos en la
colonizacion micorrizica ha recibido escasa atencion. Es importante
mencionar que los ensayos de procedencia permiten apoyar programas
de conservacion de recursos forestales a mediano y largo plazo, sirven
también como base para iniciar programas de mejoramiento genético
forestal y por consiguiente también contribuyen a la toma de decisiones
en los programas de reforestacion (Zobel y Talbert 1988; Farfan et al.
2002). Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar la
colonizacion de los hongos ectomicorrizicos en plantas de Pinus
ayacahuite de dos procedencias distintas: germoplasma proveniente de
la regidn de Xalapa, Veracruz y germoplasma proveniente de la region
de Toluca, en el estado de México, utilizando como fuente de in6culo de
propagulos ectomicorrizicos, suelo forestal proveniente de la Sierra

Nevada, México.
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Figura 4.1 Distribucién natural en el norte de México de Pinus
ayacahuite var. brachyptera Shaw., marcada con areade color negro
principalmente en los estados de Chihuahua, Sinaloa, Durango,
Nuevo Ledn y Coahuila y en areas restringidas en los estados de
Sonora, Zacatecas, San Luis Potosi, Michoacan y Colima ( FUENTE:
Perry 1991).
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Figura 4.2 Esquemas diagndésticos de una rama, aciculas, estrébilo
y semillas de Pinus ayacahuite var. veitchii Shaw. (FUENTE:
Musalén y Ramirez 2003).
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Figura 4.3 Distribucion natural en el centro y occidente de México
de Pinus ayacahuite var. veitchii Shaw. en los estados de México,
Hidalgo, Puebla, Veracruz, Michoacan, Guerrero, Tlaxcala, Jalisco

(FUENTE: Perry 1991).
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4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Material vegetal y preparaciéon de inéculo

Las semillas de Pinus ayacahuite utilizadas en este bioensayo
provenian de dos localidades: i) Semillas recolectadas en bosques
naturales de la zona del Cofre de Perote, Veracruz, México; y ii) Semillas
provenientes de Toluca, Estado de México. Las semillas, se colocaron en
un recipiente con agua durante 24 horas, cambiando el agua cada 7
horas para permitir su oxigenacion. Después, las semillas se esterilizaron
superficialmente con H202 al 30% durante 20 minutos y se enjuagaron
con agua destilada estéril en condiciones asépticas. Posteriormente, las
semillas fueron sembradas en charolas de crecimiento que contenian
arena y piedra volcanica (tezontle) estéril. El material, utilizado como
fuente de indculo ectomicorrizico, fue suelo forestal proveniente de un
rodal de Pinus ayacahuite localizado en la localidad de San Pablo Ixayoc,
Municipio de Texcoco, en la Sierra Nevada, México. El suelo fue
recolectado de los horizontes de fermentacion (F) y organico (O), dado
gue se conoce que los propagulos ectomicorrizicos se distribuyen en
dichas regiones (Pérez-Moreno y Read 2001a y 2001b). El suelo forestal
se secO a temperatura ambiente, fue tamizado para la homogenizacion

del tamafio de particulas y almacenado a 5 °C, hasta su utilizacion.

4.3.2 Montaje del experimento e inoculacion

Una vez germinadas las plantulas de Pinus ayacahuite, se
trasplantaron a tubetes de plastico de 140 cm3. Estos contenian como
sustrato, una mezcla de arena de rio, corteza de pino molida y suelo
forestal, en proporcion 2:2:1. El sustrato fue previamente esterilizado con

vapor de agua a 125 °C durante 3 horas, se dejé reposar durante dos
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dias y al cuarto dia se esteriliz6 por segunda ocasion a la misma
temperatura durante dos horas. Los tubetes fueron llenados por capas
de material estéril (excepto el suelo forestal que se utilizé como inoculo):
en la base se coloc6 una capa de tezontle, posteriormente una capa de
sustrato, encima de la cual se colocé una capa del in6culo (suelo
forestal), sobre la que se agregé nuevamente una capa de sustrato y
finalmente una capa de tezontle; los voliumenes de éstos materiales
fueron de aproximadamente 15, 40, 30, 40, y 15 cm?, respectivamente.
Adicionalmente, se trasplantaron plantas a las cuales no se les adicion6
ningun inéculo. Existieron entonces, en total 4 tratamientos: i) plantas
inoculadas procedentes de Veracruz; ii) plantas no inoculadas de la
misma procedencia; iii) plantas inoculadas procedentes de Toluca Estado
de México; y iv) plantas no inoculadas procedentes de la zona
anteriormente mencionada. Cada tratamiento tuvo 15 unidades
experimentales, cada una consistente en una planta, por lo que se
tuvieron en total 60 plantas que se establecieron en un disefio
experimental completamente al azar. Con el fin de prevenir el “damping-
off” enlas plantas, en el riego se aplicé Captan, en una solucion de 2.5g/L
cada tercer dia hasta la lignificacion de los tallos. Posteriormente las
plantas recibieron riego sin Captan cada tercer dia durante los siguientes

720 dias.
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4.3.3 Variables evaluadas

El diametro de la base del tallo y la altura fueron evaluados en
todas las plantas, 720 dias después de la siembra. En ese momento, se
evaluo también, la colonizacion ectomicorrizica para lo cual se realizé un
muestreo destructivo de 3 plantas seleccionadas aleatoriamente de cada
tratamiento. Para ello, se separ6 la parte aérea de éstas plantas de sus
respectivas raices. Las raices fueron divididas en tres segmentos
correspondientes a la parte superior, media y baja del cepellén, cada una
de ellas ocupando un volumen aproximado de 47 cm?® de sustrato. Estas
raices se lavaron bajo el chorro de agua corriente, empleado tres tamices
de 1.19, 0.180 y 0.050 mm de diametro de abertura, para colectar el
mayor nimero de raices cortas. El conteo de raices cortas micorrizadas,
no micorrizadas y muertas se realizé con la ayuda de un microscopio
estereoscopico Motic SMZ-143. El porcentaje de colonizacién se obtuvo
calculando la proporcién de raices finas ectomicorrizadas en relacion al
ndmero total de raices finas de cada planta. Para comprobar la existencia
de raices ectomicorrizadas se efectuaron cortes transversales
detectando la presencia de manto, red de Hartig y micelio externo. Se
tomaron fotografias de éstas estructuras mediante un microscopio
Olympus BX51. La evaluacion del peso seco de la parte aérea y de la
raiz fue efectuada de manera destructiva en todas las plantas. La parte
aérea de la planta, asi como el total de la raiz fueron deshidratadas a
70°C por 48 horas. Posteriormente, se realizé el analisis nutrimental de

los macro y micronutrimentos: N, P, K, Ca, Mg, Mn y Fe tanto de la parte

49



aérea como radical, en tres plantas de cada tratamiento seleccionadas
aleatoriamente. El N se determiné por el método semimicro-Kjeldahl
(Bremner 1975); el P total, segun el método de Allen et al. (1997); el K,
mediante extraccion con acetato de amonio por fotometria de llama, y el
Ca, Mg, Fe, y Mn mediante absorcién en un espectrofotdmetro de

absorcion atémica (Varian, Spectra-AA220).

4.3.4 Andlisis estadistico

Para las variables de crecimiento, peso seco de la parte aérea y
raiz, asi como para los contenidos nutrimentales se realiz6 un analisis
de varianzay se hizo una comparacioén de medias con la prueba de Tukey
(P < 0.05) con el programa Statistical Analysis System (SAS 2002). Los
datos de porcentaje de colonizacidén ectomicorrizica fueron trasformados

a raiz cuadrada, para cumplir con los criterios de normalidad.

4.4 RESULTADOS

4.4.1 Crecimiento de las plantas

Se observo mayor peso seco de la parte aérea y mayor peso seco
total en las plantas inoculadas procedentes de Veracruz, en comparacion
con las plantas no inoculadas. Una tendencia contraria se observo el
germoplasma procedente de Toluca, en donde no existieron diferencias
entre plantas inoculadas o no inoculadas. En el peso seco de la raiz,
independientemente de la procedencia, no existieron diferencias. Una

tendencia similar se obtuvo con los parametros de diametro de tallo y

50



altura donde no existieron diferencias, sin importar la procedencia de las

plantas (Cuadro 4.1).

4.4.2 Contenido nutrimental

Macronutrientes: En la parte aérea, del germoplasma proveniente de
Veracruz, se observaron diferencias significativas en los contenidos de
N, P, y K con respecto a las plantas que no fueron inoculadas. Mientras
que en la parte aérea y en toda la planta (raiz mas parte aerea), de los
tratamientos inoculados, del germoplasma proveniente de Toluca solo se
presentaron diferencias en el contenido de P en comparacion con las
plantas no inoculadas (Cuadro 4.2). Una tendencia similar a la observada
para la parte aérea se observd en el caso del contenido total de
nutrimentos entre plantas inoculadas y no inoculadas. En este caso, solo
se observaron diferencias para el contenido total de P en el caso de
germoplasma de Toluca, situacion que contrasté con la existente en el
caso de germoplasma de Veracruz, en donde existieron diferencias para
el contenido total de N, P y K, entre plantas inoculadas y no inoculadas
(Cuadro 4.2). En cuanto a los contenidos de macronutrientes en la raiz
de las plantas provenientes de Veracruz se observaron nuevamente
mayores contenidos en los contenidos de P y K, en las plantas
inoculadas respecto a las no inoculadas. En contraste en los contenidos
de macronutrientes de la raiz de germoplasma de Toluca no existieron

diferencias entre plantas inoculadas y no inoculadas.
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Cuadro 4.1. Peso seco, altura y didametro de tallo en plantas de Pinus ayacahuite; de dos procedencias, de dos afios de

edad, inoculadas o no con indculo nativo de una plantacion de la Sierra Nevada, México.

Peso seco (mg)
Procedencia/Tratamiento Parte aérea raiz Total Altura (cm)

Didmetro
del tallo (cm)

Germoplasma de Veracruz

Plantas inoculadas 959.2+149.6a 574.9+82.6a 1533.1+230.8a 16.9+1.15a 2.94+0.12a
Plantas no inoculadas 292.9+11.1b 260.7+104.3a 553.6+114.6b 14.8+ 0.92a 2.61+0.15a
Germoplasma de Toluca

Plantas inoculadas 1642.6+330.2a 1033.7+287.0a 2676.3+551.97a 17.6+1.084a 3.7+0.17a
Plantas no inoculadas 950.4+56.51a 1157.9+429a 2108.3+71.8a 15.8+0.84a 3.3+0.14a

Los valores son promedio + error estandar de la media. n=15 para peso seco. Valores con la misma letra, dentro de cada

germoplasma, son iguales segun Tukey p=0.05.
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Cuadro 4.2. Contenido de macronutrientes en el tejido de plantas de Pinus

ayacahuite, de dos procedencias, el inoculo utilizado fue suelo de una

plantacion de la Sierra Nevada, México.

Procedencia/ N P K Ca Mg
Tratamiento

(mg por planta)
Germoplasma de
Veracruz
Parte aérea
Plantas inoculada 7.4+1.15a 1.05+0.16a 5.21+0.88a 3.45+0.53a 1.92+0.30a
Plantas no 2.4+0.09b 0.29+.001b 1.11+0.07b 1.99+0.73a  1.73+0.40a
inoculadas
Raiz
Plantas inoculadas 4.9+0.71a 0.40+0.05a 1.38+0.19a 4.65+0.67a 1.15+0.16a
Plantas no 3.0+1.21a 0.10+0.05b 1.04+0.41b 2.24+0.89a  0.80+0.32a
inoculadas
Total
Plantas inoculadas 12.3+1.85a 1.4+0.22a 6.58+1.08a 8.10+1.20a 3.07+0.46a
Plantas no 5.4+1.29b 0.12+0.05b 3.03+0.48b 4.2+1.18a 2.54+0.71a
inoculadas
Germoplasma de Toluca
Parte aérea
Plantas inoculadas 8.88+1.78a 1.31+0.26a 4.26+3.33a 3.81+2.61a 2.95+1.02a
Plantas no 6.65+0.39a 0.47+0.02b 2.95+0.17a 5.03+0.30a 2.09+0.12a
inoculadas
Raiz
Plantas inoculadas 8.06+2.23a 0.72+0.20a 1.96+0.54a 10.85+3.01a 2.17+1.44a
Plantas no 9.50+0.35a 0.34+0.0l1a 1.85+0.06a 10.71+0.40a 2.12+0.11a
inoculadas
Total
Plantas inoculadas 16.93+3.59a 2.03+0.41a 6.23+3.86a 14.04+3.74a 5.95+2.21a
Plantas no 16.15+0.53a 0.82+0.03b 4.80+0.18a 15.80+0.70a 5.21+0.17a
inoculadas

Los valores son promedio + error estandar de la media. n=3. Valores
con la misma letra, para cada parte de la planta dentro de cada
germoplasma vegetal, son iguales segin Tukey p=0.05.
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Micronutrientes: En el caso del contenido de Mn, no se observaron
diferencias entre plantas inoculadas o no inoculadas en la parte aérea,
raiz o total en el germoplasma de Toluca. Mientras que una tendencia
contraria se observo en el germoplasma procedente de Veracruz. En este
altimo caso existieron diferencias en el contenido de Mn en la parte aérea
y en el contenido total entre plantas y no inoculadas (Cuadro 4.3). Un
caso contrario, y unico, se observo en el contenido de Fe, en donde no
existieron diferencias en la parte aérea, raiz y total de entre plantas
inoculadas y no inoculadas en el germoplasma de Veracruz. Mientras
que se registraron diferencias en la raiz y contenido total de Fe entre
plantas inoculadas y no inoculadas en el germoplasma de Toluca
(Cuadro 4.3).

4.4.3 Relacién parte aérea:raiz

La relacion entre la parte aérea: raiz de plantas inoculadas y no
inoculadas proporciona informacion relacionada con la movilizacién
nutrimental. Valores superiores a uno indican movilizacién nutrimental,
no solo a la parte radical sino a la parte aérea, mientras que valores
inferiores o iguales a uno, indican que no existe movilizacién nutrimental
a la parte aérea. Se observé una movilizacion nutrimental a la parte aérea
en el caso de N, P y K como consecuencia de la inoculacion con suelo
forestal tanto en el caso del germoplasma de Veracruz, como de Toluca.
Sin embargo, la movilizacién registrada fue mayor en el caso del
germoplasma de Veracruz que en el caso de Toluca, para estos
nutrimentos. El caso mas dramético fue el observado para P. En este
caso la relacion de la parte aérea:raiz de plantas inoculadas: plantas no
inoculadas fue 6.8 veces mayor (9.0475 versus 1.3273) en el

germoplasma de Veracruz comparado con el germoplasma de Toluca.
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En contraste para el caso de Ca no se registrd una movilizacion a la parte
aérea en ninguna de las dos procedencias (Cuadro 4.4). Respecto a la
movilizacion de Mn, se registré una movilizacion a la parte aérea 1.6
veces mayor (2.0224 versus 1.2668) en el germoplasma de Veracruz
respecto a la existente en caso del germoplasma de Toluca. El caso del
Fe, fue otra vez la excepcion dado que se registré una mayor movilizacion
a la parte aérea de este micronutrimento en el germoplasma de Toluca,
comparado con la movilizacion registrada en el germoplasma de
Veracruz (Cuadro 4.4).
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Cuadro 4.3. Contenido de los micronutrimentos Fe y Mn, y su relacion parte
aérea:raiz, en plantas de Pinus ayacahuite, de dos procedencias, de dos afios
de edad, inoculadas o no con indculo nativo de una plantacion de la Sierra

Nevada.

Procedencia/Tratamiento Fe Mn
( g por planta)
Germoplasma de Veracruz
Parte aérea
Plantas Inoculadas 1.36+0.21a 2.31+0.36a
Plantas no inoculadas 1.52+0.05a 0.50£0.09b
Raiz
Plantas inoculadas 29.87+4.29a 0.64+0.09a
Plantas no inoculadas 13.89+5.56a 0.28+0.11a
Total
Plantas inoculadas 31.23+4.50a 2.96+0.45a
Plantas no inoculadas 15.42+5.61a 0.78+0.21b
Relacién parte aérea:raiz
Plantas inoculadas 0.0455 3.60
Plantas no inoculadas 0.0985 1.78
Relacién parte aérea:raiz de plantas inoculadasvs 0.4619 2.0224
no inoculadas
Germoplasma de Toluca
Parte aérea
Plantas inoculadas 1.54+0.31a 3.61+0.72a
Plantas no inoculadas 1.38+0.80a 2.89+0.83a
Raiz
Plantas inoculadas 0.71+0.19a 1.41+0.39a
Plantas no inoculadas 4.20+0.15b 1.43+0.05a
Total
Plantas inoculadas 2.26+0.45a 5.03+1.01a
Plantas no inoculadas 5.58+0.17b 4,217+0.88a
Relacién parte aérea:raiz
Plantas inoculadas 2.1690 2.5602
Plantas no inoculadas 0.3285 2.0209
Relacién parte aérea:raiz de plantas inoculadas vs  6.6027 1.2668

no inoculadas

Los valores son promedio + error estandar de la media. n=3, Valores con la
misma letra, dentro de cada germoplasma, son iguales seguin Tukey p=0.05.
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Cuadro 4.4. Relaciones parte aérea:raiz del peso seco y contenido de macronutrientes en arboles de Pinus ayacahuite de
dos procedencias, de dos afios de edad, inoculados o no con in6culo de una plantacién de la Sierra Nevada, México.

Tratamiento Peso N P K Ca Mg
seco

Germoplasma de Veracruz

Plantas inoculadas 1.6712 1.4958 2.6265 3.7763 0.7427 1.6712
Plantas no inoculadas 1.1231 0.7842 0.2903 1.9092 0.8856 2.1428
Plantas inoculadas:no inoculadas 1.4906 1.9074 9.0475 1.9779 0.8386 0.7799

Germoplasma de Toluca

Plantas inoculadas 1.5889 1.1000 1.8161 2.1712 0.2930 0.9862
Plantas no inoculadas 0.8208 0.7007 1.3682 1.5904 0.4677 0.6688
Plantas inoculadas:no inoculadas 1.9357 1.5698 1.3273 1.3651 0.6264 1.4745
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4.4.4 Produccion de raices cortas y colonizacién

El porcentaje de micorrizacion vario de 47 a 71% en el caso del
germoplasma de Veracruz, y de 28 a 48% en el caso del germoplasma de
Toluca, dependiendo de la regién del tubete. Los menores porcentajes
siempre fueron registrados en la parte superior del cepellén. Para los dos
germoplasmas evaluados se observO un porcentaje dramaticamente
superior de raices ectomicorrizadas vivas en las plantas inoculadas,
respecto a las plantas no inoculadas (Cuadro 4.5), demostrando la
eficiencia de los materiales de los horizontes de fermentacion y organicos
como fuentes de indculo ectomicorrizico. La tendencia general fue de
mayor porcentaje de raices muertas en las plantas no inoculadas en el caso
del germoplasma de Veracruz, independientemente de la parte del
cepellén. Mientras tanto una tendencia contraria se registré en el caso del
germoplasma de Toluca, particularmente en las partes superiores e

inferiores del cepellon (Cuadro 4.6).

4.5 DISCUSION

En términos generales, en el presente trabajo se observaron
mayores diferencias en términos en crecimiento y contenido nutrimental,
como consecuencia de la ectomicorrizacién en plantas procedentes de
Veracruz en relacion a las plantas procedentes de Toluca, al ser inoculadas
con propagulos de hongos ectomicorrizicos contenidos en suelo forestal de

la Sierra Nevada, México.
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Cuadro 4.5. Porcentaje de raices cortas vivas, micorrizadas y muertas en plantas
de P. ayacahuite de dos afios de edad con diferentes procedencias, como inoculo
se utilizé suelo de una plantacion de La Sierra Nevada, México como inéculo.

Tratamiento Raices Raices no Raices
micorrizadas micorrizadas muertas

Germoplasma de Veracruz

Parte superior del cepellén

Plantas inoculadas 46.65+6.91a 36.58+2.63a 16.76+9.26ab

Plantas no inoculadas 0.62+0.34b 51.58+11.52a 47.78+11.42a
Parte media del cepellén

Plantas inoculadas 67.04+15.59a 26.58+13.29a 6.37+£3.12b

Plantas no inoculadas 0.33+0.33b 68.91+2.83a 30.75+3.09ab
Parte inferior del cepellon

Plantas inoculadas 70.95+8.25a 15.34+2.59a 13.69+5.76ab

Plantas no inoculadas 0.38+0.10b 58.98+8.87a 40.6248.93a

Germoplasma de Toluca

Parte superior del cepellén

Plantas inoculadas 27.89+14.06ab 20.54+8.86b 51.55+22.91a

Plantas no inoculadas 1.98+0.90c 60.32+11.30a 37.69+11.82a
Parte media del cepellén

Plantas inoculadas 46.77+8.00a 29.41+8.23ab 23.81+6.09a

Plantas no inoculadas 5.63+1.19bc 74.86+9.49a 19.50+10.14a

Parte inferior del cepellon
Plantas inoculadas 42.08+12.53a 17.08+5.37a 40.83+11.16a
Plantas no inoculadas 1.76%0.59c 63.15+4.64a 35.07+4.08a

Los valores son promedio + error estandard. n=3 Valores con la misma letra, dentro de
cada germoplasma, son iguales seguin Tukey p=0.05.

Existen varias posibles explicaciones, una de ellas pudiendo ser el
tamafno de la semilla. Las semillas procedentes de Veracruz fueron
alrededor de un tercio mas pequefias que las semillas procedentes de
Toluca. Previamente, se ha demostrado que &arboles con semillas
pequefias tales como Betula pendula, responden mas eficientemente a la
inoculacion ectomicorrizica en términos de crecimiento y contenido
nutrimental (Pérez-Moreno y Read 2001a y b). Esto resulta mucho mas
dramatico en grupos de plantas de semillas todavia mas pequefias como

las orquideas, las cuales son totalmente dependientes de los hongos
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micorrizicos para su germinaciéon, dado que contienen cantidades muy
pequefias de nutrimentos para poder sobrevivir (Smith y Read 2008). En
contraste se conoce que plantas con semilla de mayor tamafio tales como
Quercus y Fagus son menos dependientes de la colonizacion temprana por
parte de los hongos ectomicorrizicos, debido a la reserva nutrimental

contenida en sus semillas de mayor tamafio (Smith y Read, 2008).

Es importante mencionar que un conjunto de diferencias
morfologicas, ecoldgicas y fisiolégicas han sido documentadas en
diferentes genotipos vegetales dentro de la misma especie, dependiendo
de las procedencias de las semillas. En general las coniferas suelen
presentar variaciones en las caracteristicas de sus conos y semillas aun
dentro de una misma poblacion (Lopez y Donahue 1995). Agis et al. (2006)
encontraron que la germinacion y crecimiento de plantulas de Pseudotsuga
estaban asociadas principalmente a factores geogréafico-ambientales de los
sitios de origen: latitud y precipitacién anual. Resultados similares fueron
reportados por Mapula et al. (2006) quienes sefialaron que la produccién
de semillas, asi como el porcentaje y velocidad de germinacion de las
mismas esta relacionada con el ambiente en que se desarrollan los arboles,
o bien se deben a un proceso de deriva genética, como resultado de la
fragmentacion y el consecuente aislamiento de las localidades en las
poblaciones de Pseudotsuga. Por ejemplo en el norte de México los
bosques de Pseudotsuga son de mayor tamafio y las semillas son mas
grandes y pesadas en comparacion con los bosques localizados en el sur
del pais. Niembro (1985) realiz6 un estudio de la variacion morfolégica en
las semillas de Pinus ayacahuite de tres procedencias de Veracruz,
tomando en cuenta: largo, ancho y grueso de la semilla, asi como el largo,
ancho del ala y numero de cotiledones, observando que existieron
diferencias significativas en estas caracteristicas morfolégicas entre las
procedencias. Otro estudio realizado por Huerta (2000) enfatizd las
caracteristicas cuantitativas de conos y semillas de Pinus ayacahuite en

dos localidades de la Sierra Nevada de México mostrando una alta
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correlacion entre el tamafio del cono y el nUumero de semillas por cono.
Farfan et al. (2002) reportaron una variacion significativa entre los arboles
de Pinus ayacahuite en su crecimiento, altura y diametro dependiendo de
su procedencia. Estos autores encontraron que los arboles procedentes del
Sur de México tuvieron mayor crecimiento que los arboles originarios de
Centroamérica. Munive et al. (2008) realizaron un estudio para conocer la
variacion de conos y semillas de Pinus ayacahuite de dos procedencias en
el estado de Tlaxcala. Estos autores reportaron diferencias en la longitud y
didmetro de los conos, asi como en el largo, ancho y peso de las semillas
entre las dos procedencias. En general, entonces es posible sefialar que
existen diferencias morfolégicas y fisiologicas en las especies de pinos
dependiendo de su procedencia. Sin embargo, como estas diferencias
influyen en las relaciones bidticas de arboles con distintas procedencias,

no es totalmente conocido a la fecha.

En relacidn a las interacciones de microorganismos con arboles de
diferentes procedencias, Nina et al. (2008) realizaron un ensayo de la
resistencia de diversas procedencias de Pinus sylvestris en Siberia contra
patégenos, indicando que la resistencia a los patdégenos dependia tanto del
régimen ecolégico de la zona de cultivo como de las peculiaridades
genéticas de los tipos de clima determinados por su lugar de origen. En el
caso de las relaciones entre hongos ectomicorrizicos y procedencias
vegetales han existido algunos estudios que sefialan la influencia de los
genotipos vegetales en el establecimiento de comunidades de dichos
hongos. Otras posibles causas de las diferencias encontradas en la mayor
biomasa vegetal aérea y total, y la mayor movilizaciébn de algunos
nutrimentos (particularmente N y K) en el caso del germoplasma de Pinus
ayacahuite procedente de Veracruz en relacion al germoplasma
procedente de Toluca, podria estar relacionado con la diferente
compatibilidad entre simbiontes, fendmeno posiblemente vinculado con la
produccion diferencial de exudados radicales entre germoplasmas

vegetales de diferentes procedencias. Sin embargo, es importante

61



mencionar que la respuesta diferencial a la inoculacion ectomicorrizica
encontrada en los dos diferentes germoplasmas en el presente trabajo dista
mucho de ser totalmente comprendida en el presente estudio; y esta

investigacion mas bien constituye un estudio seminal.

4.6 CONCLUSIONES

Se observaron respuestas diferenciales, en términos de crecimiento y
movilizacion nutrimental, en los dos germoplasmas evaluados de diferentes
procedencias, inoculados con suelo forestal, como fuente de propagulos
ectomicorrizicos, procedente de la misma area. Particularmente existieron
diferencias en términos de la biomasa de la parte aérea y de la biomasa
total entre las dos procedencias, existiendo una respuesta positiva en el
caso de plantas inoculadas versus no inoculadas para el germoplasma de
Veracruz pero no en el caso del germoplasma procedente de Toluca.
Respecto a los nutrimentos se observaron diferencias similares a las del
peso seco, principalmente en el contenido de N y de P. Entre las posibles
explicaciones se encuentra un tamafio de semilla mas pequefio, y entonces
una mayor dependencia ectomicorrizica, en el caso del germoplasma
procedente de Veracruz. Otras posibles causas pudiera ser una
compatibilidad genética diferencial entre los micobiontes y fitobiontes
evaluados, vinculado con una mayor eficiencia de translocacién
nutrimental. A pesar de no generar conclusiones definitivas, este estudio
es seminal en México, en relacion a la seleccion de las procedencias de

arboles en la utilizacién de especies Utiles para reforestacion en el pais.
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CAPITULO V

CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y ANATOMICA DE
LAS ECTOMICORRIZAS DE Pinus ayacahuite CON
Hebeloma mesophaeum s.l., Thelephora aff. terrestris Y
Cenococcum geophilum.

5.1 RESUMEN

Pinus ayacahuite es una especie nativa del sureste de México y de
Centroamérica. Se distribuye naturalmente en altitudes de 2,000 a 3,500
msnm. La especie es altamente apreciada por su madera, el color de sus
aciculas y el olor de su resina. Es ampliamente utilizado como un arbol de
ornato, en parques de areas urbanas y es una de las especies de mayor
importancia en México en la industria de la produccion de arboles de
Navidad, la cual es una actividad de creciente valor econémico en el pais
por ser una labor altamente rentable que genera empleos, y esta vinculada
con la conservacién de suelo y de biodiversidad en areas degradadas.
Ademas, esta especie tiene propiedades medicinales y veterinarias. Como
todos los pinos, P. ayacahuite depende de la simbiosis ectomicorrizica para
la translocacion de agua y nutrimentos y su proteccion contra patégenos,
en areas naturales. Sin embargo, a pesar de ser importante tanto
econOmica y ambientalmente, los estudios relacionados con los simbiontes
ectomicorrizicos de P. ayacahuite en general son escasos. A la fecha,
solamente se ha desarrollado sintesis de su ectomicorriza con el hongo
comestible, de color azul, Lactarius indigo en germoplasmas de
Guatemala. En el presente trabajo se describen tres ectomicorrizas que
fueron sintetizadas después de dos afios de inocular plantas de P.
ayacahuite en invernadero. Las hongos involucrados en las ectomicorrizas
gque se describen morfolégica y anatdmicamente son: Hebeloma

mesophaeum s.l., Thelephora aff. Terrestris y Cenococcum geophilum. Se
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presenta informacion detallada de la morfologia y anatomia de las
ectomicorrizas sintetizadas, generada con microscopia estereoscopica,
Optica de campo claro y electronica de barrido. Adicionalmente se
comparan las ectomicorrizas encontradas en el presente trabajo, con
ectomicorrizas descritas para estos hongos con otros simbiontes, en otras
partes del mundo. Hasta donde conocemos es la primera ocasion que se
describen estas micorrizas asociadas con P. ayacahuite. Finalmente, se
discute la importancia funcional y biotecnolégica de estos hongos y su
potencial en la produccién de plantas de P. ayacahuite en México.

Palabras clave: morfoanatomia, esclerocios, hongos comestibles

ectomicorrizicos.

5.2 INTRODUCCION

Los hongos ectomicorrizicos son microorganismos rizosféricos
simbidticos, que forman asociaciones mutualistas con angiospermas y
gimnospermas de ecosistemas boreales, templados y algunos
subtropicales y tropicales (Pérez-Moreno y Read, 2004); La simbiosis
ectomicorrizica juega un papel de enorme importancia en la estructura y
funcionamiento de estos ecosistemas, en procesos clave como el reciclaje
nutrimental (Read y Pérez-Moreno, 2003), tanto de fuentes inorganicas
como oOrganicas (Pérez-Moreno y Read, 2000; 2001a; 2001b).
Adicionalmente, se ha demostrado que la ectomicorriza contribuye a
incrementar la tolerancia a factores de estrés en sus plantas hospedantes
tales como sequia (Wang et al. 2012; Bingham y Simard, 2012), presencia
de metales pesados (Colpaert et al. 2000; Silva et al. 2013; Kumla et al.
2014; Machuca, 2014), temperaturas extremas (Marx et al. 1970a;
Fujimura et al. 2012; Timling y Taylor 2012), salinidad (Wang et al. 2011) y
presencia de microorganismos patogenos (Nagy y Fossdal 2013; Zhang et
al. 2011; Tang et al. 2008). De hecho el mecanismo fundamental en el que
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se basa el mutualismo de la ectomicorriza es el intercambio nutrimental; los
hongos asociados recibiendo carbono de sus plantas hospederas y estas
a su vez recibiendo nutrimentos, tales como N, P, K, Ca, Mg, Mny Fe. Esta
asociacion se establece entre unas 20,000 especies de hongos
ectomicorrizicos (ECM) y unas 8,000 especies de plantas (Rinaldi et al.
2008). México es un importante reservorio internacional de hongos y
plantas ECM. En relacion a los hongos ECM, el 39% de los géneros
conocidos a nivel mundial han sido registrados en México (Pérez-Moreno
et al. 2014), ademas de contar con 72 taxa de Pinus (Perry et al. 1998), de
los cuales 55% son endémicos; esto significa que 42% de las especies del
mundo se encuentran en nuestro pais y al menos 20 taxa de los pinos

mexicanos estan en alguna categoria de riesgo (Sanchez-Gonzalez, 2008).

Pinus ayacahuite var. Veitchii Shaw, se distribuye de manera natural
en la parte central de México, en el Distrito Federal y los estados de México,
Morelos, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala, Jalisco, Veracruz, Michoacan y
Guerrero. Su presencia en las cafiadas de la alta montafa, lugares de suelo
profundo y himedo, lo convierte en un componente importante en la
regulacion del ciclo hidrologico, el control de la erosién del suelo, asi como
nicho de fauna y flora de las regiones donde crece. Ademas de proveer de
alimento a la fauna a través de sus grandes pifiones, su permanencia en
los bordes de los bosques donde el embate de la deforestacion esta
ocurriendo, tiene un gran valor ecolégico cuando actia como remanente
en las areas de cultivo (Musalem y Ramirez 2003; Munive et al. 2008). P.
ayacahuite es usado por su madera de buena calidad en la elaboracion de
diversos productos, asi como en la reforestacion de zonas urbanas y
suburbanas y en plantaciones como arboles de navidad por su rapido
crecimiento, y su capacidad de retener sus aciculas después de cortado
para las festividades navidefas, por la forma simétrica mediante la poda,
por su fuste fuerte y por su abundante y flexible follaje de agradable color
verde (CONAFOR 2014; Musalem y Ramirez 2003).
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Todas las especies del género Pinus, requieren de manera obligada
de la existencia de la ectomicorriza para poder sobrevivir (Pérez-Moreno y
Read 2004). Esto se debe a que el micelio externo de los hongos
ectomicorrizicos juega un papel fundamental en la translocacion
nutrimental a las especies de este género, indispensable para su
supervivencia (Read y Pérez-Moreno 2003). Sin embargo a pesar de su
enorme importancia econodmica, social y ecoldgica, a la fecha no se han
realizado estudios de los simbiontes ectomicorrizicos de P. ayacahuite.
Existe solo un trabajo donde Flores et al. (2005) realiz6é la sintesis de
micorriza de P.ayacahuite var. ayacahuite Ehren con Lactarius indigo, en
material genético procedente de Guatemala; sin embargo es necesario
estudiar un mayor numero de micobiontes asociados con P. ayacahuite,
debido a que se ha reportado en estudios recientes que un arbol maduro
puede asociarse hasta con 100 especies diferentes de hongos
ectomicorrizicos (Bahram et al. 2011). En el presente trabajo se estudid por
primera vez la asociacion de Hebeloma mesophaeum (Pers.) Quel.,
Thelephora terrestris Ehrh. Y Cenococcum geophilum Fr. con P. ayacahuite
y se presenta un estudio morfoanatomico de las ectomicorrizas entre estos
simbiontes, el cual incluye una caracterizacion con microscopia electronica

de barrido.

5.3 MATERIALES y METODOS

5.3.1 Material vegetal e in6culo

Las semillas de P. ayacahuite procedieron de un rodal de P. ayacahuite, de
20 afios de edad, en la Sierra Nevada en la poblacién de San Pablo Ixayoc,
Municipio de Texcoco, estado de México. Estas fueron superficialmente
esterilizadas antes de la siembra, empleando H202 a 30%. Se utilizaron dos
fuentes de indculo ectomicorrizico: i) esporomas secos molidos de H.
mesophaeum s.I. y ii) material de horizonte de fermentacion y organico.

Esto debido a que se conoce que de estos horizontes es donde existe la
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mayoria de los propagulos ectomicorrizicos naturalmente. Los esporomas
utilizados para el in6culo procedian de un rodal de Pinus ayacahuite,
ubicado en la Sierra Nevada del estado de México. La preparacion del
in6culo esporal consistio en cortar los pileos de los estipites de H.
mesophaeum, deshidratarlos a 35 °C y molerlos. Posteriormente los pileos
molidos y el material del suelo forestal se tamizaron, por separado,
empleando una malla de 1.19 mm de abertura (Duvesa, México, D.F.), para
homogeneizar el tamafio de las particulas. Los in6culos asi obtenidos se

almacenaron a 5 °C hasta que fueron empleados.
5.3.2 Montaje del experimento y evaluacion de variables

El sustrato utilizado consistiéo en una mezcla de arena, corteza y suelo en
una proporcién 2:2:1, misma que fue esterilizada con vapor de agua a 1.3
kg/cm? y 125 °C durante 5 h. Posteriormente el sustrato se transfirié a
tubetes de plastico negro de 140 mL. Una vez llenados los envases con el
sustrato, se realiz6 una primera inoculacion, constituida por 1 g de in6culo
por planta, de los hongos H. mesophaeum y del suelo forestal,
dependiendo del tratamiento. Para el caso del tratamiento donde se
utilizaron esporas, este se inoculé6 con 10’ a 10 esporas de H.
mesophaeum, aplicAndose a una profundidad de 3 cm de la parte superior
del tubete y la semilla fue colocada a una profundidad de 1.0 cm. Tres
meses después, se realizd una segunda inoculacion. Las plantas
permanecieron en el invernadero durante 104 semanas y después fueron
cosechadas. Durante todo este tiempo se regaron cada tercer dia con agua

purificada.

5.3.3 Caracterizacion macro y micromorfologica de la ectomicorriza

5.3.3.1 Microscopiaestereoscopicay optica de campo claro
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Para evaluar el porcentaje de micorrizacion se seleccionaron al azar 3
plantas inoculadas de cada tratamiento y 3 plantas sin inocular.
Posteriormente se extrajeron de los tubetes los cepellones de dichas
plantas y la parte radical se lavo bajo un chorro de agua con baja presion,
empleando tres tamices de 1.19, 0.180 y 0.0850 mm de abertura (Duvesa
y FIICSA, México, D.F.), que evitaron la pérdida de raices cortas. Para
evaluar las raices micorrizadas o sin micorrizar, vivas y muertas se utilizé
un microscopio estereoscopico (American Optical 570, California, USA). Se
separaron todas las raices cortas del cepellén y se efectuaron cortes para
su analisis micromorfologico, para detectar las estructuras diagnosticas de
la ectomicorriza: manto, red de Hartig y micelio externo (Agerer 1994) y se
fotografiaron empleando un microscopio Olympus de campo claro Mod.
BX51.

5.3.3.2 Microscopia electronica de barrido

Las raices micorrizadas fueron evaluadas también con microscopia
electronica de barrido. Inicialmente las muestras se lavaron tres veces,
durante cinco minutos cada vez, en una solucion buffer con un pH de 7.1,
posteriormente se introdujeron en una solucion de NazHPO4 (Solucién A) y
en NaH2PO4H20 (Solucion B), y después se deshidrataron en
concentraciones crecientes de etanol (30, 50, 70, 80, 90 y 100%) durante
45 minutos por cada concentracion, con tres cambios en el Ultimo lavado
por 20 minutos. Adicionalmente en el lavado con etanol a 70% se les
realizo a las muestras un microlavado en el ultrasoniccliner (Doxpro) por 20
segundos, debido a que las muestras contenian aun residuos del sustrato.
Una vez deshidratadas las muestras, se colocaron en un desecador a punto
critico (Tousimis, Sandri-795) durante una hora. Posteriormente se
sombrearon con oro en un lonizador (Jeol, Fine Coat lon Sputter JFC-
1100). Finalmente, cada una de las muestras se observaron en el

microscopio electrénico de barrido (Scanning Electron Microscope Jeol
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JSM-6360LV). Se efectuaron microfotografias de las estructuras
caracteristicas de las raices micorrizadas, las cuales incluyeron manto, red
de Hartig y micelio externo, y cuando fue el caso, estructuras adicionales

tales como fibulas, ornamentacién de hifas o esclerocios.
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5.4 DESCRIPCION DE LAS ECTOMICORRIZAS

5.4.1 Descripcion de la ectomicorriza de Hebeloma aff. mesophaeum

con P. ayacahuite.

Hebeloma mesophaeum (Pers.) Quél., Mém. Soc. Emul. Montbéliard,
Sér. 2 5: 128 (1872)

Sinénimos segun Index Fungorum (2014):

Agaricus fastibilis var. mesophaeus Pers., Mycol. eur. (Erlanga) 3: 173
(1828).

Agaricus mesophaeus Fr., Epicr. syst. mycol. (Upsaliae): 179 (1838) [1836-
1838].

Agaricus mesophaeus var. holophaeus Fr., Hymenomyc.eur. (Upsaliae):
240 (1874).

Agaricus mesophaeus var. minor Cooke, lllustrations of British Fungi
(Hymenomycetes) (London) 3: pl. 453 (412) (1886).

Agaricus strophosus Fr., Epicr. syst. mycol. (Upsaliae): 161 (1838) [1836-
1838].

Hebeloma flammuloides Romagn.,Sydowia 36: 268 (1983).

Hebeloma pyrophilum var. longiventriosopilis (Quadr.) Quadr., Mycol.
helv.3(2): 200 (1989) [1988].

Hebeloma strophosum (Fr.) Sacc., Syll. fung. (Abellini) 5: 808 (1887).
Hylophila mesophaea (Pers.) Quél., (1886).

Hylophila versipellis var. strophosa (Fr.) Quél., (1886).

Inocybe holophaea (Fr.) P. Karst., Bidr.Kann.Finl. Nat. Folk32: 470 (1879).
Inocybe mesophaea (Pers.) P. Karst., Bidr.Kann.Finl. Nat. Folk32: 470
(1879). Inocybe versipellis var. mesophaeus (Pers.) S. Petersen, Danske
Agaricaceer 2: 337 (1911).

Ectomicorrizas de hasta 10 mm de longitud y de 0.5 mm de diametro,
simples o dicotémicas, superficie lisa a algodonosa, de color blanquecino

con tonos plateados en algunas zonas cuando jovenes y con tonos café
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claro cuando adultas. Apices cilindricos rectos o ligeramente curvos, de
color blanco o café claro. Hifas emanantes abundantes rodeando el manto,
de color blanquecino a crema, del tipo de exploracion de corta distancia.
Hifas emanantes de hasta 5 ym de diametro, con abundantes fibulas, en
algunas ocasiones en cada simple septo. Las hifas frecuentemente se
encuentraron ramificadas y en algunas ocasiones presentaron
ornamentacion verrucosa. Arreglo del manto plectenquimatoso con hifas
similares morfolégicamente a las emanantes, irregularmente arregladas,
sin un patrén discernible, con una caracteristica red hifal sinenquiamatosa
por debajo de la superficie del manto, con células irregulares de hasta 5
pMm de diametro por 25 um de longitud, de paredes lisas, hialinas. Manto
delgado de hasta 20 ym de diametro, algodonoso laxo. Rizomorfos
ausentes o escasamente diferenciados. Sin presencia de esclerocios
(Figura 5.1).

Las caracteristicas de las ectomicorrizas formadas entre H.
mesophaeum y P. ayacahuite concuerdan con las descritas por Ingleby et
al. (1990). Estos autores describieron que los caracteres diagnosticos de la
micorriza de H. mesophaeum son el abundante micelio externo, la
ornamentacion verrucosa de las hifas y el arreglo de la superficie del manto.
Adicionalmente, mencionaron que las ectomicorrizas de Hebeloma spp.
son frecuentemente encontradas asociadas con una amplia diversidad de
géneros de angiospermas y gimnospermas tales como Betula, Picea y
Pinus, particularmente con &rboles jovenes, por lo que han sido
considerados hongos de estadios primarios o especies pioneras. Erik et al.
(2002) y Mleczko (2004) describieron que las ectomicorrizas de H.
mesophaeum con Picea glauca y Betula pendula, respectivamente
presentaron un manto de color amarillo café o amarillo. De manera similar
Barroetaveiia et al. (2012) describieron ectomicorrizas de un color ocre
amarillento. Mientras tanto, Hrynkiewicz et al. (2012) ilustraron
ectomicorrizas de H. mesophaeum con tonos blanquecinos a crema.

Interesantemente, Hilszczanska et al. (1999) demostraron que el desarrollo
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de ectomicorrizas de H. mesophaeum con Pinus sylvestris L., asi como el
micelio de este hongo, es estimulado por la exposicion a luz laser de helio-
neon (He-Ne) o Argon (Ar) (A=632.8nm y 514 nm, respectivamente).
Previamente en México, se ha demostrado que H. mesophaeum forma
micorrizas con Pinus montezumae Lamb., Pinus greggii Engelm, Pinus
patula Schiede ex Schitdl. et Cham y P. pseudostrobus Lindl. (Garibay-
Orijel et al. 2013; Martinez-Reyes et al. 2012; Carrasco-Hernandez et al.
2011).

El género Hebeloma forma ectomicorrizas con gimnospermas y
angiospermas de géneros arboreos tales como Betula (Giltrap 1982), Pinus
(Martinez-Reyes et al. 2012), Picea (Tibbett et al. 1998), Populus (Obase
et al. 2009), Quercus (Sousa et al. 2014) y arbustos como Cistus
(Comandini et al. 2006; Eberhardt et al. 2009) o Dryas (Debaud 1981,
Harrington y Mitchell, 2002). H. mesophaeum es una especie que ha sido
reportada de Europa (Boyle et al. 2006), Norte (Smith 1983) y Sudamérica
(Barroetavefia et al. 2012), Asia (Obase et al. 2007; 2009; y Africa (Mo et
al. 2009). Se ha estimado que el numero de especies del género Hebeloma

es de 250 a 600 especies (Cairney y Chambers 1999).

H. mesophaeum tiene un enorme potencial biotecnolégico para
inocular arboles de importancia forestal en invernadero debido a que posee
un conjunto de caracteristicas fisiologicas y ecoldgicas tales como: i) ser
una especie pionera. Tradicionalmente, la especie ha sido considerada una
especie tipicamente asociada con estadios vegetacionales primarios
(Obase et al. 2009). Por ejemplo, Visser (1995) encontré6 que H.
mesophaeum se asocia con arboles de Pinus banksiana Lamb. de seis
afios de edad; ii) poseer la capacidad de formar abundantes bancos de
esporas (Ishida et al. 2008; Garibay-Orijel et al. 2013); iii) ser encontrada
con frecuencia en las raices de arboles forestales en invernadero y en
plantaciones y en invernadero (Barroetavefia et al. 2005; Rincon et al.

2007); iv) tener la capacidad de desarrollarse en sitios pobres
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nutrimentalmente, tales como huecos entre las paredes (Trocha et al.
2007); v) en México, al ser una especie comestible, abundantemente
comercializada en los mercados del centro del pais es relativamente facil
el acceder a grandes cantidades por su importancia econdmica (Estrada-
Martinez et al. 2009; Montoya et al. 2008; Pérez-Moreno et al. 2008; Pérez-
Moreno et al. 2010). Al respecto es de interés sefalar que en términos
generales las especies del género Hebeloma son consideradas toxicas a
nivel mundial (Price 1927; Arora 1979; Valenzuela et al. 1996; Bonet et al.
2004). Sin embargo, en México existe un complejo de especies del género
gue son comestibles dentro de las que se incluye H. mesophaeum (Pérez-
Moreno et al. 2010); y vi) tener la capacidad de originar colonizaciones
extensas en diversas especies de importancia forestal, lo cual ha sido
asociado con efectos benéficos en términos de crecimiento y contenido
nutrimental, principalmente N, P, K, Ca y Mg (Martinez-Reyes et al. 2012;

Carrasco-Hernandez et al. 2011).

Adicionalmente, se ha demostrado que H. mesophaeum es una
especie que incrementa la tolerancia a metales pesados a sus plantas
hospederas. Krpata et al. (2008) detectaron que H. mesophaeum fue una
de las especies que presentd mayor colonizaciéon en Populus tremula L.
creciendo en sitos contaminados con metales pesados. De manera similar,
Hrynkiewicz et al. (2008) reportaron la presencia de dicha especie flngica
en minas de plata en Freiberg, Alemania. Posteriormente, estos autores
(Hrynkiewicz et al. 2012) encontraron que la co-inoculacion de H.
mesophaeum con Bacillus cereus resulta muy eficiente en la fitoextracciéon
de Cd y Zn en sauces (Salix viminalis L.). Asimismo, Cheng y Li (2007)
registraron el potencial de degradar petroleo por parte de H. mesophaeum

en asociacion con Fraxinus sogdiana Bunge.

H. mesophaeum establece una de las mas fascinantes relaciones
bidticas con otro género de Agaricales: Squamanita. Se ha comprobado,

con técnicas de biologia molecular, que los esporomas de H. mesophaeum
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pueden ser parasitados por el Squamanita, género que ha sido
recientemente registrado en México por Cortés-Pérez et al. (2014). Este es
un enigméatico género de Agaricales, que comprende 15 especies a nivel
mundial. Constituye el Unico género en el cual todas sus especies son
parasitas a su vez de esporomas de otras especies de Agaricales
(Readhead et al. 1994; Matheny y Griffith 2010; Henrici 2013). Los
esporomas de las especies del género Squamanita surgen de bases
engrosadas que han sido denominadas “cuerpos esclerociales” o
“tubérculos protocarpicos”. S. odorata es un parasito de los esporomas de
H. mesophaeum los cuales son transformados en agallas no identificables

morfolégicamente en su base, en Francia y Suiza (Mondiet et al. 2007).

Figura 5.1 Vista general y detalles morfoldogicos y anatémicos de la ectomicorriza
de P. ayacahuite con Hebeloma mesophaeum s.I. a) Vista general de una raiz
ectomicorrizada en donde es posible apreciar las abundantes hifas emanantes
de color blanquecino surgiendo del manto; es posible apreciar también el color
blanquecino a café claro del apice de la ectomicorriza; b) vista general de una
raiz ectomicorrizada simple, con abundantes hifas emanantes a lo largo de toda
la ectomicorriza y de su base; c) corte transversal de una raiz ectomicorrizada en
donde es posible apreciar, las estructuras tipicas de una ectomicorriza las cuales
incluyen micelio externo, manto y red de Hartig; d) acercamiento a los espacios
intersticiales de las células corticales, en donde se aprecia con claridad la red de
Hartig, asi como el manto; e) y f) Acercamiento a las fibulas, estructuras
caracteristicas de Basidiomycetes, en este caso abundantes tanto en el manto
como en el micelio externo. La imagen a) fue tomada usando microscopia
estereoscopica y las imagenes b) a f), fueron tomadas con microscopia
electronica de barrido.
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Figura 5.1 Ectomicorriza de Hebeloma mesophaeum s.I. con P. ayacahuite. Ver
pie de figura en pagina anterior.
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5.4.2 Descripcion de la ectomicorriza de Thelephora aff. terrestris con
P. ayacahuite.

Thelephora terrestris Ehrh., Pl. Crypt. Linn. Exsicc.: no. 178 (1787).
Sinénimos segun Index Fungorum (2014):
Coniophora eradians (Fr.) Fr., Elench.fung. (Greifswald) 1: 195 (1828).

Hyphoderma terrestre (Ehrh.) Wallr.,Fl. crypt. Germ. (Norimbergae) 2: 579
(1833).

Hypochnus eradians (Fr.) Bres.,Annls mycol.1(2): 106 (1903).

Phylacteria terrestris (Ehrh.)Pat.,, Essai Tax. Hyménomyc. (Lons-le-
Saunier): 119 (1900).

Thelephora crustosa Lloyd, Mycol. Writ. 7 (Letter 69): 1196 (1923).
Thelephora eradians Fr., Elench. fung. (Greifswald) 1: 195 (1828).
Thelephora minor Velen., Ceské Houby4-5: 770 (1922).
Thelephora rhipidiumVelen., Ceské Houby4-5: 772 (1922).

Thelephora terrestris f. resupinata (Bourdot & Galzin) Donk, Medded. Nedl.
Mycol. Ver.22: 44 (1933).

Thelephora terrestris var. infundibuliformis (Bourdot & Galzin) Corner,
Beih.Nova Hedwigia27: 88 (1968).

Thelephora terrestris var. tomentella (Bourdot & Galzin) Corner, Beih.Nova
Hedwigia27: 88 (1968).

Thelephora tristis Sacc., Fl. ital. crypt., Hymeniales (Genoa) 1:1138 (1916)
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Raices ectomicorrizadas simples o dicotomicas, de hasta 1 cm de
longitud; superficie brillante, inicialmente de color café claro vy
posteriormente de color café ocre, café naranja a café rojizo. Apices no
ramificados rectos a ligeramente curvos, de hasta 4 mm de longitud y 0.4
mm de diametro. Superficie de los apices ramificados lisos. Rizomorfos
escasos, de hasta 200 um de grosor, blanquecinos a color café, lisos. Hifas
emanantes escasas 0 inexistentes. Manto de hasta 70 ym de diametro,
plectenquimatoso con hifas laxamente entretejidas, de 4 a 10 ym de
didmetro, células irregulares, con pared engrosada de hasta 0.5 ym de
grosor, hialinas, con un caracteristico reticulo hifal debajo de la superficie
del manto. Fibulas presentes. Cistidios escasos. Rizomorfos ligeramente
diferenciados. Red de Hartig conspicua, penetrando de 2 a 4 capas de

células corticales (Fig. 5.2).

Las micorrizas descritas en el presente trabajo concuerdan con las
descritas por Agerer y Weiss (1989). Estos autores consideraron que las
caracteristicas diagnosticas de la ectomicorrizas de T. terrestris incluyen el
color blanquecino al inicio y de tonos cafés posteriormente, las red hifal
debajo de la superficie del manto, las hifas con fibulas, la presencia de
cistidios de pared gruesa y de rizomorfos ligeramente diferenciados. De
Roméan y de Miguel (2000) describieron las micorrizas de T. terrestris con
Quercus ilex L. de color blanco amarillento a marrén anaranjado y Thomas
y Jackson (1979) de color grisaceo, mientras que en el caso del presente
trabajo las micorrizas siempre fueron de tonos mas oscuros. Estos autores
no encontraron cistidios, ni rizomorfos mientras que en P. ayacahuite se
encontraron cistidios en algunas ocasiones asi como rizomorfos en
proceso de diferenciacion. Por su parte Godbout y Fortin (1985) tampoco
reportaron presencia de cistidios. Chu-Chou and Grace (1983) describieron

detalladamente rizomorfos de hasta 108 um de diametro.

Thelephora terrestris es el basidiomicete ECM mas comun en los

viveros forestales del mundo (Marx y Bryan 1970), es un fuerte competidor
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0 puede prosperar en comunidades con escasos componentes ECM
(Hilszczanska y Sierota 2006). T. terrestris es un simbionte que se asocia
con diversas especies de angiospermas y gimnospermas y es un
colonizador pionero en suelo fumigados o esterilizados en autoclave. Marx
y Ross,(1970) reportaron que las basidiosporas de T. terrestris formaron
ECM con P. taeda, dos y medio meses después de realizar la inoculacién.
Posteriormente estos autores confirmaron que dicha colonizacion estuvo
originado por T. terrestris al realizar aislamientos de las ECM formadas los
cuales fueron idénticos con el cultivo usado inicialmente. La supervivencia,
crecimiento y nutricion de gimnospermas y angiospermas dependen con
frecuencia, sobretodo en ecosistemas boreales y templados de la
composicion y actividad de los hongos ECM (Smith y Read 2008). En
plantas de P. sylvestris y Picea abies llevadas a campo, Klavina et al.
(2013) encontraron que T. terrestris predomino durante el primer afio, para
después ser reemplazada en su predominancia por Wilcoxina rehmii y
Amphinema byssoides, en las siguiente tres estaciones de crecimiento que
fueron muestreadas, lo que indica cierta adaptacion de la comunidad de
hongos ECM a las condiciones presentes en el sitio de estudio. Una de las
razones que podria explicar este fenomeno es que T. terrestris se
encuentra adaptada a los altos niveles de nutrientes y humedad presentes
en invernadero, condiciones que en el campo disminuyen. Hilszczanskay
Sierota (2006) reportaron una situacion muy similar con P. sylvestris
cuando se inocul6 en invernadero con una cepa de T. terrestres. Después
de 6 meses que las plantas fueron llevadas a campo, se evallo la
colonizacion de ECM y se encontraron dos cepas diferentes de T. terrestris,
una correspondia a la cepa que se inoculd y la otra era una cepa nativa;
los mismos resultados fueron encontrados en el segundo afio del
experimento en campo domino la cepa nativa, lo que confirmé que T.
terrestris es un hongo importante en la comunidad de ECM del sitio.

En 1996 por primera vez se registré la simbiosis de las micorrizas de

T. terrestris con Eucalyptus globulus, var. Globulus las cuales son similares
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a las reportadas cuando se asocia con otras especies de arboles (Ingleby
y Mason 1996). De manera similar a lo reportado por Klavina et al. (2013)y
Hilszczanska y Sierota (2006), Lee (1996) reporto que diez afios después
de la inoculacion y de 6 a 9 afios después de que las plantas fueran
llevadas a campo, se observo que la colonizacion por P. tinctorius y T.
terrestris fue disminuyendo y fueron desplazados por los hongos
ectomicorrizicos nativos del suelo, por lo que se sugiere que para
seleccionar un hongo ectomicorrizico para ser utilizado como inoculante,
este debe de ser competitivo tanto en invernadero como en campo (Lee
1992). Previamente este autor habia encontrado que T. terrestris no
estimulé el crecimiento de las plantas inoculadas con micelio en Pinus
densiflora, P. thunbergii, P. rigida y P. rigida x taeda y P. koraiensis en
invernadero en sustrato fumigado con bromuro de metilo, debido tal vez a
los bajos porcentajes de infeccion de 40 al 60% comparadas con las de
Pisolithus tinctorius de 80%; para T. terrestris no existieron diferencias
significativas en la cantidad total de Ny P con 4.67 y 0.52 mg por planta
de la parte aérea, respectivamente comparadas con el control con 4.87 y
0.59 mg, respectivamente (Lee y Koo 1983). Marx et al. (1970) identificaron
cinco grupos de hongos simbiontes aislados de ECM con Pinus echinata
de 7 a 9 meses de edad, con 70 a 80% de colonizacion, creciendo en suelo
altamente fumigado en invernadero dentro de los que se incluyo T.terrestris
El primer grupo simbionte, representado por siete aislamientos o cultivos
fue morfologica y microscépicamente idéntico a T. terrestris. T. terrestris
crecié mejor en el medio MMN, de forma intermedia en medio Hagem e
inconspicuamente en PDA. Marx y Bryan (1970), inocularon con micelio de
T. terrestris y P. tinctorius plantas de 17 especies de Pinus, Picea abies y
Pseudotsuga menziesii, las cuales formaron esporomas de T. terrestris y
ECM de ambas especies de hongos. Asi mismo se realizaron
reaislamientos exitosos de las micorrizas de las diferentes especies de
hospederos. Las caracteristicas de las ECM de T. terrestris fueron

macroscopica y microscépicamente diferentes de las de P. tintorius, pero
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las micorrizas formadas por los diferentes aislamientos de las ECM de T.
terrestris fueron similares, independientemente del hospedero. En base a
los resultados de este experimento en 1970 los autores sugirieron que el
hongo simbionte determina el color y morfologia de la ECM. Ivory (1983)
inoculd plantas de Pinus caribea con cultivos miceliales de 8 hongos y
cultivo de basiodiosporas de 4 hongos. Cuatro meses después se
observaron las ECM de las especies inoculadas. Los inoculantes miceliales
con las especies de mayor éxito fueron P. tinctorius, R. nigrescens, S.
bovista, S. texense y T. terrestris.

Se ha reportado que T. terrestris es capaz de colonizar plantas de
P. taeda a temperaturas de hasta 29 °C. Marx et al. (1970) registraron que
este hongo formé ECM en 45% de las raices cortas a temperaturas de 14,
19y 24°C, 30% a 29 °C y ninguna a 34 °C en plantas de P. taeda en cultivo
puro. Con técnicas de biologia celular en la ontogenia de la asociacion ECM
se ha demostrado la presencia de fibras con polisacéaridos y glicoproteinas.
T. terrestris es capaz de producir estos polisacaridos (Clarice et al. 2002),
esto es importante debido a que la pared de la hifas de los hongos esta
compuesta en 75% por polisacaridos y algunos constituyen un manto
extracelular en el micelio (Gutiérrez et al. 1996).

La aplicacién de fungicidas y la fertilizacién, es una practica muy
comun en los viveros forestales. Esta practica se realiza durante los
diferentes estadios del desarrollo de las plantas ya sea en forma individual
0o combinada y a diferentes tasas de aplicacion; sin conocer con
certidumbre su efecto en el desarrollo de la formacion de ECM y por ende
su efecto en la calidad de plantas forestales producidas. Nueve meses
después de la produccion de P. radiata a raiz desnuda, Smaill et al. (2013)
registraron 5 taxa de hongos ECM, éstos fueron en orden decreciente de
acuerdo a su abundancia Rhizopogon rubescens, Wilcoxina mikolae,
Hebeloma sp., Tuber sp. y T. terrestris. La abundancia relativa de R.
rubescens disminuyé cuando se aplicaron los tratamientos estandar, el cual

consistié en la aplicacion de 550 kg de fertilizante y 8000 ml de fungicida
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por hat, en cambio Wilcoxina, Hebeloma y T. terrestris aumentaron. Existi6
una correlacion positiva entre T. terrestris y la concentracion de Cu y Fe en
la parte aérea y negativa para N.

En el caso especifico de México se han mencionado algunas
especies de Thelephora, que incluyen T. terrestris y T. cervicornis. Un
registro muy interesante del género fue efectuado recientemente por
Ramirez-Lépez et al. (2013) en bosques tropicales en la estacion biolégica
de Chamela en el estado de Jalisco. Los esporomas de la especie de
Thelephora encontrados tienen forma clavarioide que puede convertirse en
resupinado durante el desarrollo y el crecimiento si estan en contacto con
rocas, arena o plantas naturales, estableciendo en este ultimo sélo una
relacion epifita y demostrando su enorme plasticidad fenotipica. Los
basidiomas fueron encontrados en sitios de dosel cerrado,
independientemente del nivel de perturbacion del sitio, la abundancia
relativa de los esporomas fue de 27.9% con respecto a otros hongos
clavarioides de la estacion de estudio. La forma de crecimiento fue solitario
y algunas ocasiones gregario. La longitud de los esporomas fue de 8 a 145
mm, de color marrén claro o rojizo a oscuro-violeta, marrén en la base y la
parte intermedia, y los &pices de color gris o amarillo a blanco, reacciona
con el hidréxido de potasio, sus esporas son ornamentadas. El himenio
siempre fue liso. Por las diversas caracteristicas encontradas y los analisis
de biologia molecular realizada, se adscribe a una nueva especie de

Thelephora aun no descrita.
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Figura 5.2 Vista general y detalles morfoldgicos y anatomicos de la ectomicorriza
de P. ayacahuite con Telephora aff. terrestris. a) Vista general de dos raices
ectomicorrizadas en donde es posible apreciar los tonos café oscuro de las
ectomicorrizas ramificadas, con areas plateado brillantes, escaso micelio
externo y apices redondeados de tonos mas claros; b) vista general de una raiz
ectomicorrizada ramificada, en donde se aprecian algunas hifas emanantes
surgiendo a partir del manto; c) corte transversal de una raiz ectomicorrizada en
donde es posible apreciar, las estructuras tipicas de una ectomicorriza las cuales
incluyen escaso micelio externo, grueso manto y red de Hartig; d) acercamiento
a los espacios intersticiales de las células corticales, en donde se aprecia con
claridad la red de Hartig, con su caracteristica forma, asi como el manto; e)
Arreglo superficial de las hifas externas saliendo del manto, con algunas hifas y
f) Acercamiento a una fibulas, estructuras caracteristicas de Basidiomycetes, y a
la ornamentacion de las hifas. La imagen a) fue tomada usando microscopia
estereoscopica y las imagenes b) a f), fueron tomadas con microscopia
electronica de barrido.
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Figura 5.2 Ectomicorriza de Telephora aff. terrestris con P. ayacahuite. Ver pie
de figura en pagina anterior.
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5.4.3 Descripcion de la ectomicorriza de Cenococcum geophilum con
P. ayacahuite.

Cenococcum geophilum Fr., Syst. mycol. (Lundae) 3(1): 66 (1829).
Sinénimos segun Index Fungorum (2014):

Cenococcum geophilum var. byssisedum Fr., Syst. mycol. (Lundae) 3 (1):
66 (1829).

Cenococcum geophilum var. geophilum Fr. Syst. mycol. (Lundae) 3 (1): 66
(1829).

Cenococcum geophilum var. xylophilum Fr. Syst. mycol. (Lundae) 3 (1): 66
(1829).

Ectomicorrizas negras en su totalidad, simples, de hasta 5 mm, o
en algunas ocasiones con pequefios crecimientos sobre el eje principal,
con un didmetro de hasta 0.5 mm, sin rizomorfos. Superficie fibrosa,
brillante. Apices simples rectos, de hasta 2 mm de longitud, con un diametro
de hasta 0.4 mm. Abundantes hifas emanantes de color café obscuro o
negro, muy rectas, de 5 a 10 um de didmetro, con paredes engrosadas. Sin
fibulas. Cistidios no observados. Tipo de exploracion hifal de distancia
corta. Manto plectenquimatoso, con hifas dispuestas radialmente,
pigmentadas de color café obscuro a negruzco, células de 8 a 20 um, con
paredes engrosadas, lisas. Superficie del manto algodonosa. Manto de
hasta 40 um de diametro. Hartig net claramente colonizando una o dos
capas de células corticales. Abundantes esclerocios negros, globosos, de
0.5 a 1.5 mm, con la superficie negra, con arreglo de células angulares
pseudoparenquitamoso, con abundantes células compactas (Fig 5.4 y Fig.
5.5).

El género Cenococcum Fr. y la especie C. geophilum fueron
descritos por primera ocasioén en la obra magna de Elias Fries Sytema

Mycologicum en su volumen 3 en 1829 (Fries 1829) (Fig. 5.3).
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Figura 5.3. Portada de la obra Systema Mycologicum de Elias Fries
publicada en 1829, en la cual se describe por primera vez el género
Cenococcum en la paginas 65y la especie Cenococcum geophilum en
las paginas 66y 67.
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Las caracteristicas encontradas en las ectomicorrizas establecidas
entre P. ayacahuite y C. geophilum concuerda por la presentada por Agerer
and Rambold (2014). Menge y Gran (1981) describieron ectomicorrizas y
esclerocios formadas entre C. geophilum y P. taeda ligeramente mas
pequefias que las descritas en el presente trabajo. Estos autores
encontraron que sus ectomicorrizas poseian una longitud de hasta 3 mm,
mientras que en las descritas en el presente trabajo éstas alcanzaron hasta
5 mm. Asimismo describieron esclerocios de 0.4 a 1.2 mm de didmetro,
mientras que en el caso de los esclerocios encontrados asociados con P.
ayacahuite, éstos alcanzaron didmetros de hasta 1.5 mm. Ingleby et al.
(1990), mencionaron que las caracteristicas diagnosticas de la
ectomicorriza de C. geophilum son su color negro, sus caracteristicas hifas
emanantes del mismo color, y su manto compuesto por células de paredes
engrosadas radialmente arregladas. Las ectomicorrizas encontradas en el
presente trabajo en P. ayacahuite concuerdan, con la descripcidon
efectuada por de Roman y de Miguel (2000) quienes describieron
ectomicorrizas de C. geophilum con Q. ilex, una de las especies de mayor
importancia en la truficultura en Espafia, dado que esta especie de encinos
se micorriza con Tuber melanosporum. La principal diferencia entre las
micorrizas descritas por estos Ultimos autores y las descritas en el presente
trabajo es el color de las hifas emanantes, dado que éstos autores
describieron que podian ser de color rojo oscuro y en las ectomicorrizas de
P. ayacahuite, las ectomicorrizas con C. geophilum siempre fueron

negruzcas o negras.

Las ECM de C. geophilum son de color negro, con hifas emanantes
delgadas y fuertes, no se conocen sus estructuras de reproduccion sexual
por esporas, aunque produce hifas vegetativas y abundantes esclerocios.
Paradoéjicamente siendo uno de los hongos ECM mas abundantes, también
es uno de los mas pobremente caracterizados filogenética vy
bioldgicamente (Spatafora et al. 2012). El hongo produce ramificaciones

simples o irregulares, con superficie fibrosa brillante, manto
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plectenquimatoso con hifas dispuestas en forma radiada correspondiente
al tipo G de Agerer (1988). Abundantes hifas de color oscuro a negro, muy
rectas y con los tabiques muy marcados, sin fibulas, sin rizomorfos, sin
cistidios; con abundantes esclerocios negros, los cuales no se encuentran
directamente unidos a la micorriza (de Roman y de Miguel 2000).

C. geophilum es un hongo ectomicorrizico con una amplia
distribuciéon geografica y ecolégica con uno de los mas grandes genomas
de los Ascomicetes, con un tamafio estimado de 203 Mpb (Kipfer et al.
2010; Bourne et al. 2014). C. geophilum es un hongo generalista, con un
amplio rango de hospederos, incluyendo angiospermas y gimnospermas
(Spatafora et al. 2012), es con frecuencia una de las especies mas
dominantes en arboles adultos, dado que es un colonizador competitivo de
nuevas raices, mas que otras especies ECM (Herzog et al. 2013). Es
considerada una especie que beneficia a sus hospederos, especialmente
en condiciones ambientales adversas como; i) estrés por la sequia (Cairney
y Chambers 1999), la produccién de melanina, una clase de polimeros
negros complejos que se encuentran en las paredes celulares de hifas y
esporas de los hongos, de alto peso molecular y resistente a la
descomposicion, puede ser una caracteristica rasgo funcional clave de C.
geophilum para la tolerancia al estrés por agua, reduciendo la porosidad de
las paredes de la célula, y bajando entonces la tasa de pérdida de agua
de la célula, al menos inicialmente, sobre la reduccién del potencial
osmotico del suelo o contenido de humedad (Fernandez et al. 2013b); ii)
pH bajo (Pigott 1982); iii) pH alto (Lehto 1994)y iv) Temperatura ambiente
alta. Al respecto se conoce que la temperatura promedio letal del micelio
de la mayoria de los hongos en general es de 60 a 80 °C, mientras que la
del hongo ECM es de 30 a 40 °C. Sin embargo el conocimiento es escaso
para otras formas somaticas o reproductivas de los hongos ECM como por
ejemplo los esporas y los esclerocios. Kipfer et al. (2010) encontré que
Rhizopogon roseolus y C. geophilum fueron las especies mas abundantes

después de haber expuesto el suelo de donde procedian a temperaturas
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de 60 a 70°C. Més recientemente, Herzog et al. (2013) observaron un
aumento en el numero de las raices de encino micorrizadas (un tercio de
las raices cortas) con C. geophilum, cuando se aumento la temperatura del
aire. Estos aspectos son muy importantes debido a que con el cambio
climatico que se vive actualmente se prevén aumentos en las temperaturas
y en los periodos de sequias en los ecosistemas naturales seguido por una
fuerte precipitacion (IPCC 2007).

En un estudio llevado a cabo en rizotrones con mantillo forestal se observo
que las ECM formadas por C. geophilum persistieron de 4 a 10 veces mas
tiempo y exhibieron contrastantes patrones estacionales de vitalidad
comparados con otros hongos ECM. Esto sugiere a la vez que el mantillo
resultado de la muerte de C. geophilum es relativamente recalcitrante para
descomponerse y poder desproporcionalmente influenciar el ciclo
biogeoquimico forestal por retardar la tasa en la cual el carbono y los
nutrientes son reciclados. La amplia persistencia de las ECM de C.
geophilum aunada a su baja vitalidad durante la estacion de crecimiento,
sugieren que una proporcidn considerable de las ECM de C. geophilum en
el suelo forestal estan muertas y son resistentes a la descomposicion. Esta
forma recalcitrante puede ser el resultado de la alta deposicién de melanina
en las paredes celulares de este hongo. La permanencia de las ECM de C.
geophilum en el ambiente puede significativamente retardar las tasas de
los ciclos de C, Ny fosforo, por sus ECM recalcitrantes, y por las grandes
cantidades de micelio externo y las estructuras de resistencia (esclerocios)

gue este hongo produce naturalmente (Fernandez et al. 2013a).
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Figura 5.4 Vista general y detalles morfoldgicos y anatémicos de la ectomicorriza
de P. ayacahuite con Cenococcum geophilum. a) Vista general de una raiz
ectomicorrizada ramificada dicotomicamente en donde es posible apreciar las
abundantes hifas emanantes de color negro surgiendo de la superficie de la
ectomicorriza y de su base; b) vista general de una raiz ectomicorrizada
ramificada, en donde se aprecian las hifas emanantes surgiendo a partir del
manto; c) corte transversal de una raiz ectomicorrizada en donde es posible
apreciar el manto y red de Hartig; d) acercamiento a los espacios intersticiales
de las células corticales, en donde se aprecia la red de Hartig y un manto
delgado; e) Acercamiento a las hifas externas saliendo del manto, con una clara
ornamentacion verrucosa y sin fibulas; y f) Acercamiento a la clara
ornamentacion verrucosa de las hifas, donde puede apreciarse que las verrugas
tienen un tamaiio que va desde 0.3 um hasta 1 um. La imagen a) fue tomada
usando microscopia estereoscopica y las imagenes b) a f), fueron tomadas con
microscopia electrénica de barrido.
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Figura 5.4 Ectomicorriza de Cenococcum geophilum con P. ayacahuite. Ver pie
de figura en pagina anterior.
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Figura 5.5 Vista general y detalles morfoldgicos y anatomicos de la ectomicorriza
de P. ayacahuite con Cenococcum geophilum y de esclerocios de dicho hongo. a)
Vista general de una raiz ectomicorrizada simple ramificada dicotémicamente
en donde es posible apreciar las abundantes hifas emanantes de color negro
surgiendo de la superficie de la ectomicorriza (a la izquierda) y en la parte
superior derecha de la imagen un esclerocio de color negro; b) vista general de
un esclerocio negro con su morfologia esférica caracteristica, con abundantes
hifas de color negro asociadas con él, y algunas particulas de suelo de color café
claro; c) Vista general del esclerocio esférico, de superficie lisa con abundantes
hifas asociadas con él; d) corte transversal del esclerocio en donde es posible
apreciar un acercamiento a la corteza (parte superior de la imagen) y una
médula (parte inferior de la imagen) con células de tamafios contrastantes; e)
Acercamiento al area de contacto de la corteza y médula del esclerocio; y f)
Acercamiento al contenido citoplasmico de las células de la médula del
esclerocio y a sus paredes engrosadas las cuales van de 1 pm hasta 2 um. Las
imagenes a) y b) fueron tomada usando microscopia estereoscdpica y las
imagenes c) a f), fueron tomadas con microscopia electrénica de barrido.
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Figura 5.5 Esclerocios de Cenococcum geophilum con P. ayacahuite. VVer pie de
figura en pagina anterior.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES GENERALES

El presente trabajo constituye uno de los pocos estudios
relacionados con la diversidad de hongos ectomicorrizicos asociados con
Pinus ayacahuite conocido a nivel internacional. Se encontr6 que esta
especie forestal de enorme valor econémico y cultural nativa de México,
establece claras asociaciones ectomicorrizicas con Hebeloma
mesophaeum s.l., Helvella lacunosa s.l., Thelephora aff. terrestris y
Cenococcum geophilum, procedentes de la Sierra Nevada, México. Se
describe la morfoanatomia de las ectomicorrizas formadas por estos
hongos con las raices de P. ayacahuite después de dos afios. Los estudios
incluyen una caracterizacion efectuada con microscopia electronica.
Adicionalmente, se demostré que particularmente la inoculacién con H.
mesophaeum s.I. y H. lacunosa, origina conspicuos incrementos en el
crecimiento y movilizacion de macro y micronutrimentos en comparacion
con plantas no inoculadas de P. ayacahuite, después de dos afios en
invernadero. El porcentaje de micorrizacién de las plantas inoculadas varid
de 41 a 59%, dependiendo de la fuente de in6culo. Adicionalmente, existié
una alta eficiencia en la translocacién de Ca y Fe a la parte aérea de las
plantas inoculadas independientemente de la fuente de in6culo. También
se encontrd que existe un efecto de la procedencia de los genotipos de P.
ayacahuite, en el efecto benéfico de la micorrizacion originada por
materiales de los horizontes de fermentacién y organicos de la Sierra
Nevada, como fuentes de propagulos ectomicorrizicos, en términos de

crecimiento y contenido nutrimental.

Los resultados de la presente investigacion demuestran que existe un

enorme potencial biotecnolégico de la utilizacion tanto de especies
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ectomicorrizicas individuales nativas, como del material de los horizontes
de fermentacién y organicos, como fuentes de propagulos ectomicorrizicos,

en la produccion de plantas de P. ayacahuite en vivero en México.
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