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TRANSFERENCIA NUTRIMENTAL Y CRECIMIENTO DE PINOS
NEOTROPICALES CON HONGOS COMESTIBLES
ECTOMICORRIZICOS EN DOS SUSTRATOS
Ma. Concepcion Renteria Chavez

Colegio de Postgraduados, 2015

RESUMEN
La ectomicorriza es una simbiosis mutualista de enorme importancia en la

produccion de arboles de interés forestal. Uno de los criterios de seleccion de
los hongos empleados de gran interés actualmente, es su comestibilidad, por la
importancia econOmica, ecoldgica y cultural de los hongos comestibles
ectomicorrizicos (HCE) como un producto forestal no maderable. Se evaluo el
efecto de la inoculaciéon con 3 HCE, ampliamente comercializados en México,
en el crecimiento y contenido nutrimental de Pinus greggii, crecido en un
sustrato experimental, y un sustrato comercial enriquecido con un fertilizante
de liberacion lenta. Dos afios después de la siembra, se observaron conspicuas
diferencias en altura, biomasa aérea y radical y contenido de macro y
micronutrimentos  entre  plantas  inoculadas 'y no inoculadas,
independientemente de la especie fungica y del sustrato. A pesar de que
plantas crecidas en sustrato comercial, tuvieron mayor crecimiento y
contenido nutrimental, sus porcentajes de colonizacion fueron conspicuamente
menores que plantas crecidas en sustrato experimental. Existieron evidentes
diferencias en la transferencia nutrimental a la parte aérea de los pinos
inoculados, entre las especies fungicas. La transferencia de Ca por Laccaria
laccata; de Na por L. bicolor y de Mn por Hebeloma leucosarx registradas en
el sustrato experimental; constituyen uno de los pocos reportes conocidos de
transferencia de dichos nutrimentos en gimnospermas por HCE. Se demuestra
que la seleccion de sustratos, constituye un factor clave en la produccion de
plantas ectomicorrizadas y que las 3 especies de HCE evaluados tienen un
enorme potencial en la produccion de P. greggii. Adicionalmente se
efectuaron bioensayos iniciales con Pinus patula y P. ayacahuite.

Palabras clave: hongos comestibles ectomicorrizicos, biotecnologia forestal,

transferencia nutrimental, sodio, calcio, magnesio.



NUTRIENT TRANSFER AND GROWTH OF NEOTROPICAL PINES
WITH EDIBLE ECTOMYCORRHIZAL MUSHROOMS IN TWO
SUBSTRATES

Ma. Concepcion Renteria Chavez

Colegio de Postgraduados, 2015

Abstract

The ectomycorrhiza is a mutualistic symbiosis of paramount importance in the
production of trees with importance in forestry. Currently, one the selection
criteria of ectomycorrhizal fungi of great importance is their edibility, due to
the economic, ecologic and cultural relevance of the edible ectomycorrhizal
mushrooms (EEM) as a non-timber forest product. The effect of the
inoculation with 3 EEM, widely sold in Mexico, on the growth and nutrient
contents of Pinus greggii, grown in an experimental substrate and a
commercial substrate enriched with a slow-release fertilizer, was evaluated.
Two years after sowing, conspicuous differences in terms of height, shoot and
root biomass and macro and micronutrient contents between inoculated and
non-inoculated plants, were recorded, independently of the fungal species and
the substrate. Despite the fact that plants grown in commercial substrate had
higher growth and nutrient contents, their ectomycorrhizal colonization
percentages were conspicuously smaller than those of plants grown in
experimental substrate. Evident differences in the nutrient transfer to the
inoculated plant shoots among the evaluated fungal species were recorded. Ca
mobilization by Laccaria bicolor, Na by L. bicolor and Mn by Hebeloma
leucosarx recorded in the plants growing in experimental substrate, constitute
one of the few known reports of transference of these nutrients in
gymnosperms by EEM. It is demonstrated that the selection of substrates,
constitutes an important factor in the production of ectomycorrhizal plants and
that the 3 evaluated species of EEM have an enormous potential in the
production of P. greggii. Additionally, some preliminary bioassays with Pinus
patula and Pinus ayacahuite were carried out.

Keywords: edible ectomycorrhizal mushrooms, biotechnological forestry,

nutrient transfer, sodium, calcium, magnesium.
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CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

El pais cuenta con alrededor de 47 especies de pinos, 3 subespecies y 22
variedades, aproximadamente 55% de dichos taxa se consideran endémicos y
se ha calculado que el pais cuenta con 42% de las especies existentes a nivel
mundial (Sanchez-Gonzéleaz, 2008). Pinus greggii Engelm, es una especie
endémica de México con gran importancia ecologica y econémica. Este pino
se distribuye en poblaciones aisladas a lo largo de la Sierra Madre Oriental, en
zonas semiaridas y a veces semitropicales (Donahue y Lopez-Upton, 1999).
Por otro lado, a nivel regional, P. greggii es uno de los arboles de mayor valor
econdmico para las poblaciones humanas que habitan en zonas aledafias. Se
aprovecha para la obtencién de madera para la industria del aserrio, y
localmente en la obtencion de postes para cerca y lefia combustible. Ademas,
P. greggii ha mostrado altas tasas de crecimiento en altura y diametro en
ensayos de plantaciones (Lopez et al., 1999; Salazar et al., 1999; Azamar et
al., 2000). Otras de las especies de pino con gran importancia es Pinus patula
Schl. et Cham., la cual es una especie mexicana de rapido crecimiento que en
las ultimas décadas ha obtenido un importante reconocimiento, convirtiéndose
en la especie de pino tropical mexicano mas plantada en el mundo. Paises
como Swazilandia, Rodesia, Madagascar, Angola y Malawi tienen plantado P.
patula en mas de 60% de su superficie destinada a plantaciones forestales
(Dvorak et al., 2002). En México, se estima que de las 256 000 ha destinadas a
plantaciones forestales comerciales, 15% corresponde a plantaciones de Pinus
patula. Dentro de la diversidad de pinos Mexicanos se 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 (Musalem y Ramirez, 2003). Todas estas especies arbdreas requieren
de manera obligada de una asociacion mutualista que se establece entre hongo
y raices de los arboles para poder sobrevivir, denominada ectomicorriza.

Desde el punto de vista biologico se puede definir a las micorrizas como



asociaciones mutualistas entre ciertos hongos Yy las raices de las plantas, en la
que ambos miembros de la asociacion se benefician y participan activamente
en el transporte y absorcion de nutrientes, influyendo tanto en la estructura
como en la estabilidad de las comunidades vegetales (Bolan 1991; Maldonado
y Ramirez 1997, Miyasaka y Habte, 2001). Los hongos ectomicorrizicos son
conocidos para formar relaciones simbidticas con especies de pinos (Nieto y
Carbone, 2009; Pera y Alvarez, 1995). Sin embargo, la asociacion
ectomicorrizica, al inicio del establecimiento de la simbiosis es altamente
demandante de carbohidratos cuando se produce la colonizacion (Conjeaud et
al., 1996). Por otra parte, las practicas de fertilizacion puede tener diferentes
efectos en la colonizacion ectomicorrizica, los cuales en algunas ocasiones
pueden ser negativos (Rincén et al., 2007), y en otras ocasiones mejorar las
asociaciones micorrizicas que originan beneficios para la planta, (Liu et al.,
2008). Por otro lado, en algunas ocasiones inhiben la colonizacion (Castellano
y Molina, 1989; Vaario et al., 2009). Otros estudios también han demostrado
que la fertilizacion no afecta a la formacion de ECM (Castellano y Molina,
1989; Conjeaud et al., 1996; Rincon et al., 2007). Los fertilizantes se utilizan a
menudo en los viveros ya que mejoran la germinacion y crecimiento de las
raices y el desarrollo (Rincon et al., 2007; Walker, 2001). Por lo que resulta de
interés estudiar como la fertilizaciobn quimica afecta la colonizacion
ectomicorrizica. Este aspecto ha sido poco estudiado en hongos
ectomicorrizicos mexicanos, tales como Laccaria laccata, L. bicolor y
Hebeloma leucosarx. Por esta razon se planted el presente estudio en donde se
evalud la influencia de la inoculacion con estos 3 hongos en Pinus greggii,
crecidos en dos sustratos, uno sin fertilizacion quimica y otro con adicién de
un fertilizante de liberacion lenta durante 24 meses. Adicionalmente, existen
pocos estudios de la influencia de la micorrizacion en la movilizacion de
micronutrimentos a la parte aérea y raiz de sus arboles hospderos asociados.
Finalmente, se iniciaron estudios de micorrizacion con otros dos pinos
mexicanos: Pinus patula y P. ayacahuite inoculados con suelos de
plantaciones forestales o de suelos agricolas previamente con uso forestal,

procedentes de la Sierra Nevada.
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CAPITULO II

OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo General

» Estudiar el efecto de la inoculacion con hongos ectomicorrizicos
comestibles de los géneros Laccaria y Hebeloma en el crecimiento,
contenido nutrimental y colonizacién de pinos Neotropicales con dos

tipos de sustrato.

2.1.1 Objetivos Especificos

» Evaluar el efecto de inoculacion de 3 especies de hongos
ectomicorrizicos (Hebeloma leucosarx, Laccaria laccata y Laccaria
bicolor) en el crecimiento de parte area y colonizacion en Pinus

greggii crecidos en 2 tipos de sustratos.

» Evaluar el efecto de inoculacion de 3 especies de hongos
ectomicorrizicos (Hebeloma leucosarx, Laccaria laccata y Laccaria
bicolor) en el contenido nutrimental de Pinus greggii, crecidos en 2

sustratos.

» Evaluar la colonizacion ectomicorrizica en plantas crecidas en un
sustrato con adicién de fertilizante quimico en comparacién con

plantas crecidas en sustrato sin fertilizacion.



2.2 Hipotesis particulares

» La inoculacion con los hongos ectomicorrizicos comestibles Hebeloma
leucosarx, Laccaria laccata y L.bicolor origina un mayor de
crecimiento de parte aérea y raiz de Pinus greggi, en comparacion con

plantas no inoculadas.

» La inoculacion con los hongos ectomicorrizicos comestibles
Hebeloma leucosarx, Laccaria laccata y L.bicolor origina un mayor de
contenido de macro (N, P, K, Ca y Mg) y micronutrimentos (Cu, Zn,
Mn, Fe y Na).

> La colonizacion ectomicorrizica es mayor en plantas crecidas en
sustrato sin adicion de fertilizante quimico, en comparacion con

plantas crecidas en sustrato sin fertilizacién quimica.



CAPITULO 111

REVISION DE LITERATURA

3.1. Descripcion de Pinus greggii

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

3.1.2 Distribucion y ecologia

Se distribuye en la Sierra Madre Oriental en el Centro y Norte de México. En
el Norte se encuentra en altitudes de 2,300 a 2,800 msnm (Dvorak et al.,
2000), mientras que en el centro del pais se encuentran en altitudes que van de

1,200 a 2,800 (Hernandez, 2003). Las coordenadas geograficas para el area de



distribucion de las poblaciones del centro y norte del pais se encuentran entre
20° 00’ a 25° 40’ de Latitud Norte y 97° 40° a 101° 20’ de longitud Oeste
(Eguiluz, 1978), y comprende los estados de, Coahuila, Hidalgo, Nuevo Leon,
Querétaro, Puebla, San Luis Potosi y Veracruz. Se reportan dos variedades de
Pinus greggii, la variedad australis que se encuentra en el Centro-Este de
México, y la variedad greggii representa la poblacion localizada en el Norte
del pais en los estado de Coahuila y Nuevo Le6n (Dvorak, et al., 2000;
Martinez, 1948; Perry, 1991).

3.1.3 Importancia

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

produccidn de arboles de Navidad (Prieto and Merlin, 2000).



Figura 1. Esquema diagndstico de una rama y semillas de Pinus greggii
(Fuente: Dvorak, 2002).

3.2. Descripcion de Pinus patula

Pinus patula Schl. et Cham. es una especie mexicana de rapido crecimiento
que en las dltimas décadas ha obtenido un importante reconocimiento,

convirtiéndose en la especie de pino tropical mexicano mas plantada en el



mundo. Paises como Swazilandia, Rodesia, Madagascar, Angola y Malawi
tienen plantado P. patula en mas del 60% de su superficie destinada a
plantaciones forestales (Dvorak et al., 2000). En México, se estima que de las
256 000 ha destinadas a plantaciones forestales comerciales, el 15%

corresponde a plantaciones de Pinus patula.

3.2.1. Distribucion y ecologia

Pinus patula se distribuye principalmente sobre la Sierra Madre Oriental, ha
sido reportada para los estados de Nuevo Ledn, Tamaulipas, Querétaro,
Hidalgo, Puebla, Veracruz, Oaxaca, Distrito Federal y Tlaxcala (Perry, 1991),
crece mejor en lugares donde las lluvias son mas frecuentes en verano,
fendbmeno que ocurre en su lugar de distribucion natural. Sin embargo, y aun
cuando exista el régimen de precipitacion adecuado, no crece
satisfactoriamente en lugares donde la sequia es muy severa. Al parecer el
crecimiento de la especie se retarda cuando la temperatura es tan baja como -
10° C, a esta temperatura la especie entra en latencia. Por debajo de los 30° de
latitud, Pinus patula crece adecuadamente sin que las bajas temperaturas que
se registran en algunos lugares sean un factor limitante. Los suelos favorables

son los acidos, humedos y profundos (Perry, 1991).
3.2.2. Importancia econémica

Pinus patula ha mostrado una gran capacidad de produccién debido a que
presenta un crecimiento muy rapido. Ademas tiene buena conformacién, copas
pequefias, poda natural adecuada, fuste recto relativamente libre de nudos, y
en general buena calidad de la madera por su bajo contenido de resinas y
adecuadas caracteristicas fisicas y quimicas, asi como una elevada
productividad bajo un manejo intensivo (Vela, 1980; Monroy, 1995). La
especie produce celulosa y madera de cortas dimensiones en tiempos mas
breves que la mayoria de las especies forestales asociadas con ella. La madera
es liviana, poco resinosa, adecuada para cajas de empaque, acabados de
interiores, exteriores y bases de pisos, y con excelente calidad de pulpa para
papel (Monroy, 1995).



3.3. Descripcion de Pinus ayacahuite

En muchas regiones de México es la especie mas popular como arbol de
navidad. Es un arbol de 12 a 35 metros de altura y de 25 a 100 cm. de
diametro, de copa conica y aguda, de ramas extendidas y verticiladas; corteza
grisacea y lisa en los arboles jovenes, aspera y de color moreno rojizo en los
viejos (Perry, 1991). Sus hojas se presentan en grupos de cinco, de 8 a 15 cm
de longitud, a veces hasta 17, pero mas frecuentemente alrededor de 13, son
delgadas, triangulares, extendidas, colocadas en la extremidad de las ramillas;
de color verde, generalmente algo oscuro; las vainas son amarillentas,
apergaminadas, escamosas Yy brillantes de 10 a 15 mm y pronto caediza; sus
yemas son oblongas de color castafio rojizo de unos 15 mm de longitud; tiene
conillos subterminales casi cilindricos, con apice redondeado, en pedunculos
de unos 15 a 20 mm y con escamas anchas; los conos son ligeros,
subcilindricos, gradualmente atenuados y un poco encorvados, de 20 a 30 cm
de largo a veces algo mas (Farjon y Styles, 1997).

3.3.1 Distribucion y ecologia

P. ayacahuite se distribuye desde el centro de México hasta el sur con la
frontera de Guatemala, Honduras y El Salvador. En el territorio nacional se
localiza en el eje Neovolcanico aungue no es muy abundante; se extiende
desde el paralelo 18°20" al 21°00' de Latitud Norte y del meridiano 96°50" al
102°35' de Longitud Oeste. De la misma manera se encuentra en los estados de
Guerrero, Hidalgo, México, Michoacan, Morelos, Puebla, Veracruz y el
Distrito Federal (Musalem y Ramirez, 2003). Eguiluz (1978) mencion6 que el
intervalo altitudinal de P. ayacahuite es de 2,000 a 3,700 msnm, pero con
mayor frecuencia a los 2,900 msnm, por lo que la considera una especie de

clima templado; prefiriendo suelos profundos, bien drenados y protegidos.

3.3.2 Importancia

Caracterizada por ser endémica de Mesoamérica, es altamente y 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, 2003).

3.4. Hongos ectomicorrizicos comestibles de México.

México posee una alta diversidad de especies flngicas debido a que el pais se
ubica entre dos importantes regiones biogeogréaficas: el Neotrdpico y Neartico.
En el territorio mexicano existen bosques templados de gimnospermas y
angiospermas, los cuales favorecen el desarrollo de alrededor de 200 000
especies de hongos (Guzman, 2008a). Se ha estimado que en México existen
mas de 300 especies de hongos silvestres comestibles (Boa, 2004). Los hongos
han sido utilizados como alimento y medicina tradicional desde épocas
prehispanicas e incorporadas en la dieta de diversos grupos étnicos (Guzman,
2008b). Los hongos comestibles poseen altos contenidos de proteinas,
carbohidratos y vitaminas, y bajos en grasas (Colak et al., 2009). Actualmente,
el interés de los hongos comestibles ha crecido significantemente debido a que
han demostrado propiedades nutrimentales y medicinales que han sido

utilizadas en tratamientos terapéuticos (Barros et al., 2008).

En Meéxico se conocen alrededor de 70 especies de hongos que han sido
utilizadas en practicas de medicina tradicional para el tratamiento de 40 tipos
de problemas de salud humana (Guzman, 2008a). Adicionalmente, los hongos
comestibles silvestres son considerados un recurso forestal no maderable ya
que contribuyen a la conservacion de bosques, y forman parte de la estructura
y funcionamiento de los mismos, estando entonces vinculados a la prestacion
de servicios forestales, tales como: recreacion, captura de agua y carbono,

conservacion de la biodiversidad y ecoturismo (Pilz y Molina, 2002).

Diversos estudios se han realizado por ejemplo, en Oaxaca, con hongos
comestibles silvestres estudiando la venta, consumo Yy conocimiento
tradicional, sin embargo, pocos son los trabajos realizados sobre la
importancia de los hongos comestibles silvestres en la medicina moderna y su
potencial biotecnolégico a través de la produccion de bioinoculantes de
arboles forestales. (Ruan-Soto et al., 2004; Zamora-Martinez and Pascual-
Pola, 2004; Garibay-Orijel et al., 2006, 2009a).



Los hongos micorrizicos comestibles se hace mas atractivos, dado la marcada
disminucion en las cosechas de algunos hongos micorrizico comestibles en los
continentes de Europa y Asia, asi como el creciente interés y preocupacion por
los suplementos dietéticos y alimentos funcionales (Karwa et al. 2011).
Asimismo, las especies de arboles que han sido considerados como candidatos
potenciales para la fitorremediacion viven por naturaleza en simbiosis con
hongos ectomicorrizicos, siendo el intercambio nutrimental el principal
beneficio para ambos simbiontes (Smith and Read 2008). Pérez-Moreno et al.
(2010a) mencionaron que en paises como México, este tipo de acercamiento

se encuentra en desarrollo y posee un enorme potencial.

En general en México particularmente se le ha dado poca importancia a las
caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas, 6ptimas que deberian tener las
plantas antes de ser llevadas al sitio definitivo de plantacion. Debido a lo
anterior, la inoculacion de hongos ectomicorrizicos en la produccion de planta

forestal en vivero es una practica que poco se realiza.

3.5. Produccion de inoculantes de hongos ectomicorrizicos

La dependencia de los arboles forestales con ectomicorrizas ha sido
reconocida. El uso de hongos especificos para formar la simbiosis
ectomicorrizica en las plantulas en el vivero mejora su desarrollo después del
trasplante en campo, ya que aumentan la capacidad del hospedante para captar
nutrientes N, P y agua (Prassad, 2010). Con el fin de desarrollar practicas
controladas de micorrizacion es necesario aislar y seleccionar hongos
ectomicorrizicos que sean capaces de colonizar las especies de plantas
destinadas y que son eficientes en la promocion de su crecimiento bajo las
condiciones ambientales en el sitio de plantacion. Para que una especie de
hongo sea adecuado para la inoculacién de las plantulas en vivero, estos deben
ser capaces de crecer rapidamente en cultivo a gran escala y mantener altas
tasas de infectividad durante su almacenamiento. Aunque han pasado varias
décadas desde los primeros experimentos con micorrizas en campo, Su uso no
es comun, debido a que faltan inoculantes ectomicorrizicos adecuados en el

mercado (Rossi et al. 2007).



Existe una gran cantidad de informacion sobre técnicas para la produccion de
plantulas de arboles inoculados con hongos ECM competitivos y eficientes
(Le Tacon et al. 1992), pero principalmente con especies que no son
comestibles o0 poseen pobre interés culinario. Adicional a esto, es escasa la
informacion que indica que la inoculacion con hongos ECM puede ser

eficiente al trasplantar en campo (Dufabeitia et al. 2004).

La seleccion de un portador apropiado es un paso importante en el desarrollo
de un proceso para la produccion de inoculante. El in6culo debe permanecer
viable entre el momento de la siembra y el momento en que se forman raices
receptivas. ElI micelio naciente debe resistir condiciones adversas tales como
la sequia, el antagonismo microbiano, o la predacion de insectos y otros
artrépodos (Rossi et al. 2007). Se han hecho estudios realizados para lograr
una mayor calidad de in6culo y un proceso de produccion mejorado, Krupa y
Piotrowska (2003) utilizaron alginato inmovilizado de inéculo de hongos
micorrizicos para introducir el hongo al suelo, se informé de que la
concentracion total de cada suelo contaminado inoculadas con hongos ECM
fue menor que en el suelo no inoculado. Ademas, Kropacek et al (1990)
mencionan que utilizaron micelios de hongos ECM inmovilizados en gel de
alginato en una mezcla con un silicato de portadora perlita, este indculo se
aplicd a la siembra en viveros forestales para obtener plantas resistentes a la
forestacion de zonas expuestas a estrés por el hombre. En ambas condiciones
estériles y no estériles, el crecimiento de las siembras y el desarrollo de
micorriza se incrementaron por la inoculacién con una cepa Laccaria proxima.
Esta formulacién de ECM ofrece una gran flexibilidad, ya que permite la
adicion de aditivos quimicos para mejorar la estabilidad de gel y conservar el
inoculante (Mauperin et al. 1987).

La inoculacidn consiste en incorporar a un medio (sustrato de crecimiento) las
esporas 0 micelio de un hongo simbionte (micorrizico), el principio general
consiste en aportar el indculo de un hongo micorrizico en las fases jévenes de
una planta. Se considera inoculante a todo producto biologico que facilita la
introducciéon de microorganismos con diversas actividades fisioldgicas para

favorecer el crecimiento y desarrollo de las plantas (Ferrera-Cerrato 2012). En



el cultivo de planta forestal, con sustratos artificiales o comerciales, la

micorrizacion no ocurre, por lo que es necesario micorrizar artificialmente.

A lo largo de la historia, en la produccion de planta de interés forestal en
vivero, la micorrizacion con hongos ectomicorrizicos se ha realizado a través
de tres tipos principales o basicos de inoculo:1) tierra de monte, 2) esporas, 3)
micelio de hongos ectomicorrizicos (cultivado en condiciones estériles en el
laboratorio) (Pérez-Moreno and Read 2007).

La motorizacion con in6culo miceliar obtenido a partir de cultivos puros o
inoculacién vegetativa, es posiblemente el método méas seguro, ya que carece
de riesgos de introduccion de otros organismos no deseables como patégenos
y competidores. Es el méas efectivo, alcanzando mayores porcentajes de
formacion de micorrizas en menor tiempo, sin embargo es el méas costoso y de
manipulacion mas sofisticada, ya que su implantacion requiere de una
adecuacion tecnolégica de las instalaciones (Honrubia et al. 1992, Estrada-
Torres y Santiago-Martinez 2003). En México, los inoculantes vegetativos se
han utilizado principalmente a nivel experimental. Actualmente, se venden en
el pais indculos vegetativos comerciales producidos en el pais o importado de
los Estados Unidos.La produccion de inoculantes de hongos ECM es un punto
critico que ha sido revisado actualmente y debido a que las técnicas de
inoculacion controlada tardan muchos afios en ser perfeccionadas, son
celosamente guardadas por las empresas que las han desarrollado (Rossi et al.
2007).

3.5.1 Tierra de monte o mantillo

Anteriormente, en el sistema tradicional de produccién de planta forestal, en el
cual se utilizaba tierra de monte como sustrato y bolsas de polietileno negro
como envases, era comun utilizar la capa superficial del suelo (materia
organica que abarca los primeros 10 cm) (Pérez-Moreno, 2007). Esto consiste
en incorporar de 2 a 3% de mantillo forestal por volumen de mezcla utilizado.
Debido al deterioro ecologico asociado y a la adopcion del sistema
tecnificado, en el que se usan sustratos comerciales diferentes del suelo y

envases rigidos, la incorporacion de tierra de monte como sustrato de



crecimiento esta en desuso. Ferrera-Cerrato (2012), menciond que esta fuente
de inoculo no se consideraba tan adecuada, ya que presenta varios
inconvenientes: 1) se requieren grandes cantidades de suelo forestal (se
generan disturbios importantes al bosque), ii) heterogeneidad en la cantidad de
inoculante (distribucion irregular de los propagulos) v iii) el mantillo o suelo
forestal, pese a sus buenos resultados, puede introducir organismos patogenos
como los hongos causantes del mal de almacigo tales como el complejo
denominado “damping-off” (Pérez-Moreno, 2007).

3.5.2 Inoculo esporal

Las esporas se encuentran en el himenio o parte fértil del pileo (sombrero) de
los hongos. Generalmente, las esporas de hongos son pequefias
aproximadamente de 10 mm de longitud (Clémencon et al 2004); y
normalmente se producen en grandes cantidades (por ejemplo, 1 x 10% a 1 x
10° esporas por esporoma. Algunos de los géneros de hongos ectomicorrizicos
tales como Pisolithus, Scleroderma o Rhizopogon, fructifican en abundancia y
producen gran cantidad de esporas. Pero la mayor desventaja de utilizarlos es
que se trata de especies exaticas, en el caso de nuestro pais (Pérez-Moreno,
2007). En México, apenas inician la utilizacion de esporas de hongos silvestre
nativos de los géneros Hebeloma, Russula, Suillus, Lacaria, Boletus y
Amanita; como estas especies producen esporas en menor cantidad, por su
propia morfologia, es necesario deshidratarlos y utilizar los pileos completos
de los cuerpos fructiferos (Figura 2b) como inoculante, en dosis de un
centimetro cubico de in6culo por planta o mezclados con arena (1/100,
peso/volumen) (Pérez-Moreno et al., 2002.)

3.5.3. Indculo miceliar (Micelio vegetativo)

La inoculacion por este método consiste en producir el micelio en laboratorio
y encapsularlo en alginato de calcio, para después adicionarlo en la mezcla de
sustrato o aplicarlo mecanicamente directo en el envase. Esta técnica tiene la
desventaja de que algunas especies de hongos son dificiles de reproducir de
manera masiva; ademas, tiene alto costo, requiere de instalaciones

sofisticadas, de equipo y personal especializado (Grove y Malajczuk, 1994).



3.6 Sustratos utilizado en hongos ectomicorrizicos

El termino sustrato se refiere a todo material solido diferente del suelo que
puede ser natural o sintético, mineral u organico y que colocado en
contenedor, de forma pura o mezclado, permite el encaje de las plantulas a
través de su sistema radicular (Pastor, 1999). En general, un sustrato adecuado
seria aquel que garantice altos porcentajes en la produccién de plantas, y a las
vez presente menos perdidas de estas por factores adversos durante el proceso
germinativo (Aparicio et al., 1999), y dado que el volumen de un contenedor
es limitado, el sustrato y sus componentes deben poseer caracteristicas fisicas
y quimicas que combinadas con un programa integral de manejo, permitan un
crecimiento optimo (Cabrera, 1999). Actualmente se utilizan diferentes tipos
de sustratos como turba organica (peatmoss), perlita, vermiculita, agrolita,
corteza de pino, aserrin; asi como mezcla de algunos de ellos. La seleccién de
cualquiera de los tipos de sustratos dependera de su disponibilidad, costo y
posibilidad de manejo. Sin embargo, cuando las plantulas se producen en el
sistema tradicional, los sustratos de crecimiento son diversos y entre ellos
destacan la tierra de monte, el azolve de rio, el mantillo de encino, la arena y
la corteza composteada (Prieto et al.,1999). Salgado (2009) mencion6 que el
sistema productivo analizado incorpora fortuitamente indculo micorrizico a la
produccién de plantulas, con la ayuda también de los diferentes tipos de
sustratos que existen, los cuales fueron ya mencionados anteriormente, se ha
trabajado con arena volcénica y se pudo observar la colonizacién rapidamente
demostrando que las plantas en este caso fueron de Pinus ponderosa pueden
establecerse y crecer satisfactoriamente. También las coniferas, y en particular
el género Pinus, necesitan establecer asociaciones simbidticas con hongos
ectomicorrizicos para proveerse de nutrientes esenciales, principalmente
nitrégeno, fosforo y agua (Meyer 1973, Read et al. 1992, Smith y Read 2008).
Numerosos estudios han demostrado la superioridad de las plantas
micorrizadas frente a las no micorrizadas en términos de establecimiento y
supervivencia en campo, generando mejores respuestas a los crecimientos en
las forestaciones (Gagnon et al. 1988 y referencias alli incluidas, Stenstrom et
al. 1990, 1997, Krasowski et al. 1999, Jumpponen 2001, Van Tichelen et al.



2001, Dunabeitia et al. 2004, Ortega et al. 2004). Sin embargo, existe el
manejo de la micorrizacion bajo sistemas en viveros que reciben fertilizacion
lo cual requiere un estudio detallado para cada caso, dado que existen reportes
contradictorios sobre el efecto inhibidor de la fertilizacion sobre la
micorrizacion, dependiendo de las especies arboreas y fungicas involucradas
(Menkis et al. 2005).

La utilizacién de hongos micorrizicos en la etapa de viveros es una técnica que
se utiliza con el proposito de obtener una mejor plantulas con alta capacidad
productiva; y por buena calidad, el crecimiento de la raiz y su capacidad para
formar estructuras simbidticas con hongos es de gran importancia para el
desarrollo de las plantas, ya que este factor es el responsable de satisfacer las
demandas de agua y nutrientes a la parte aérea (Marshall y Waring, 1985).
Existen posiciones diferenciales entre distintos autores respecto al efecto de la
fertilizacion sobre la micorrizacion de plantulas en viveros. Algunos han
reportado que altos niveles de fertilizantes inhiben la micorrizacién que, en
caso de existir, resulta muy pobre (Gagnon et al. 1987, 1988, Hunt 1988,
Reitveld et al. 1989, Chakravarty y Chatarpaul 1990, Le Tacon et al. 1997,
Smith y Read 1997). Otros, en cambio, han reportado que la formacién de
micorrizas seria independiente de la fertilizacion, pues no encontraron
diferencias entre tratamientos con distintas dosis de fertilizantes (Molina y
Chamard 1983, Danielson et al. 1984, Khasa et al. 2001). Trappe (1977), por
su parte, reconocié que cada hongo ectomicorrizico reacciona de manera
diferente frente a la fertilizacion, aumentando la micorrizacion en algunos

casos o disminuyéndola drasticamente en otros.
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CAPITULO IV

Transferencia nutrimental y crecimiento de un pino
Neotropical inoculado con hongos comestibles ectomicorrizicos

en dos sustratos

4.1. RESUMEN

La ectomicorriza es una simbiosis mutualista de enorme importancia en la
produccion de arboles de interés forestal. Uno de los criterios de seleccion de
hongos ectomicorrizicos de gran interés actualmente, es su comestibilidad, por
la importancia econdémica, ecoldgica y cultural de los hongos comestibles
ectomicorrizicos (HCE) como un producto forestal no maderable. Se evaluo el
efecto de la inoculacién con 3 HCE, ampliamente comercializados en México,
en el crecimiento y contenido nutrimental de Pinus greggii, crecido en un
sustrato experimental, y un sustrato comercial enriquecido con un fertilizante
de liberacion lenta. Dos afios después de la siembra, se observaron conspicuas
diferencias en altura, biomasa aérea y radical y contenido de macro y
micronutrimentos  entre  plantas  inoculadas 'y no inoculadas,
independientemente de la especie fungica y del sustrato. A pesar de que
plantas crecidas en sustrato comercial, tuvieron mayor crecimiento Yy
contenido nutrimental, sus porcentajes de colonizacion fueron conspicuamente
menores que plantas crecidas en sustrato experimental. Existieron evidentes
diferencias en la transferencia nutrimental a la parte aérea de los pinos
inoculados, entre las especies fungicas. La transferencia de Ca por Laccaria
laccata; de Na por L. bicolor y de Mn por Hebeloma leucosarx registradas en
el sustrato experimental; constituyen uno de los pocos reportes conocidos de
transferencia de dichos nutrimentos en gimnospermas por HCE. Se demuestra
que la seleccion de sustratos, constituye un factor clave en la produccion de
plantas ectomicorrizadas y que las 3 especies de HCE evaluados tienen un

enorme potencial en la produccion de P. greggii.



Palabras clave: hongos comestibles ectomicorrizicos, biotecnologia forestal,
transferencia nutrimental, sodio, calcio, magnesio.

4.1.1. Abstract

The ectomycorrhiza is a mutualistic symbiosis of paramount importance in the
production of trees with importance in forestry. Currently, one the selection
criteria of ectomycorrhizal fungi of great importance is their edibility, due to
the economic, ecologic and cultural relevance of the edible ectomycorrhizal
mushrooms (EEM) as a non-timber forest product. The effect of the
inoculation with 3 EEM, widely sold in Mexico, on the growth and nutrient
contents of Pinus greggii, grown in an experimental substrate and a
commercial substrate enriched with a slow-release fertilizer, was evaluated.
Two years after sowing, conspicuous differences in terms of height, shoot and
root biomass and macro and micronutrient contents between inoculated and
non-inoculated plants, were recorded, independently of the fungal species and
the substrate. Despite the fact that plants grown in commercial substrate had
higher growth and nutrient contents, their ectomycorrhizal colonization
percentages were conspicuously smaller than those of plants grown in
experimental substrate. Evident differences in the nutrient transfer to the
inoculated plant shoots among the evaluated fungal species were recorded. Ca
mobilization by Laccaria bicolor, Na by L. bicolor and Mn by Hebeloma
leucosarx recorded in the plants growing in experimental substrate, constitute
one of the few known reports of transference of these nutrients in
gymnosperms by EEM. It is demonstrated that the selection of substrates,
constitutes an important factor in the production of ectomycorrhizal plants and
that the 3 evaluated species of EEM have an enormous potential in the

production of P. greggii.

Keywords: edible ectomycorrhizal mushrooms, biotechnological forestry,

nutrient transfer, sodium, calcium, magnesium.



4.2. INTRODUCCION

La ectomicorriza es una simbiosis mutualista que se establece entre las raices
de gimnospermas y angiospermas Yy alrededor de 20,000 especies de hongos,
principalmente Basidiomycetes y Ascomycetes (Rinaldi et al. 2008). Los
hongos ectomicorrizicos estan involucrados en la movilizacion nutrimental,
tanto mineral como orgéanica, del suelo a los &rboles hospederos asociados, asi
como en su proteccion contra patdgenos e incremento a tolerancia a factores
de estrés como sequia, presencia de metales pesados, salinidad y alta
temperatura (Read and Pérez-Moreno, 2003; Smith and Read, 2008). Por estas
razones, la bioinoculacion con hongos ectomicorrizicos en la produccion de
arboles ha cobrado un gran interés en paises con tradicion forestal, dado que se
ha demostrado que plantas ectomicorrizadas tienen con frecuencia mayor
crecimiento, contenido nutrimental y mayor posibilidad de supervivencia al
ser transplantadas de vivero a campo (Becquer et al., 2014; Sanchez-Zabala et
al. 2013; Garcia y Zimmerman, 2014; Sousa et al., 2011; 2012;). La seleccion
de las combinaciones Optimas de micobiontes y fitobiontes es un factor clave
en la inoculacién exitosa de arboles de importancia forestal, dado que
frecuentemente existen hongos que originan mayores beneficios en relacién a
otros, en cada arbol hospedero (Castrillon et al., 2015; Oliveira et al., 2012;
Chéavez et al., 2009). Adicionalmente, uno de los criterios de seleccién, que ha
cobrado gran interés a ultimas fechas, es la comestibilidad de los micobiontes
involucrados. Esto debido a que los hongos comestibles silvestres constituyen
un producto forestal no maderable de enorme importancia economica,
ecologica y cultural en diversas partes del mundo (Zambonelli y Bonito, 2012;
Fernandez et al., 2012; Pérez-Moreno y Martinez-Reyes, 2014; Pereira et al.
2010).

La micorrizacion de plantas requiere modificaciones de los métodos
convencionales de produccion de arboles de importancia forestal. Esto debido
a que diversos factores como la composicion de los sustratos, la fertilizacion
quimica y la esterilizacion, son factores clave que afectan diferencialmente la

colonizacion ectomicorrizica (Walker y Jones, 2013; Teste et al., 2012;



Guerin-Laguette et al., 2003). Previamente, han existido diversos estudios que
han demostrado que la composicion de sustratos y la fertilizacion quimica
afectan, positiva o negativamente, de manera diferencial la micorrizacion vy el
crecimiento de &rboles inoculados con hongos ectomicorrizicos (Jones et al.,
2012; Salomon et al., 2009). Sin embargo, existe escasa informacion de como
el contenido nutrimental y la movilizacion, principalmente de
micronutrimentos, resulta afectada en plantas hospederas micorrizadas
artificialmente por la composicion de los sustratos y la fertilizacion quimica.
Adicionalmente, la mayor parte de la informacién generada en relacion de la
influencia de composicion de sustratos, en el crecimiento de hospederos
asociados y ectomicorrizacion, se ha centrado en arboles de distribucion
boreal y templada, y en contraste las especies de importancia subtropical y

tropical han sido escasamente estudiadas.

En el presente trabajo, se estudio Pinus greggii, un pino Neotropical nativo de
Mesoamérica, de gran importancia economica Yy ecolégica a nivel
internacional dado que: i) su madera se utiliza ampliamente en la industria de
aserrio; y i) por su réapido crecimiento, es ampliamente utilizada en
plantaciones comerciales, y reforestaciones para la recuperacion de suelos
degradados (Villegas-Jiménez et al., 2013; Gdémez-Romero et al., 2012,
Dvorak, 2002). Por estas caracteristicas, se han establecido exitosamente
plantaciones de esta especie tropical y subtropical en Brasil, Sudafrica, Italia,
India y Nepal (Kanzler et al. 2012; van Wyk, G. 2002; Dvorak et al. 1996). En
contraste, en términos generales, la diversidad y funcionalidad de las
ectomicorrizas de dicha especie arbdrea han sido escasamente estudiadas. En
el presente trabajo se evalud el efecto en el crecimiento, contenido de
macronutrimentos (N, P, K, Ca y Mg) y micronutrimentos (Na, Fe, Cu, Mn y
Zn); y micorrizacion, como consecuencia de la inoculacion con 3 hongos
comestibles ectomicorrizicos, ampliamente consumidos y de gran importancia
economica, social y cultural en el centro de México: Laccaria laccata,
Laccaria bicolor y Hebeloma leucosarx. Se compararon plantas crecidas,
inoculadas con cualquiera de las 3 especies fungicas, en un sustrato comercial
enriquecido con un fertilizante de liberacion lenta y en un sustrato

experimental.



4.3. MATERIALES Y METODOS

4.3.1. Material vegetal y fungico

Los esporomas de Laccaria bicolor, L. laccata y H. leucosarx utilizados para
producir el indéculo ectomicorrizico utilizado en los bioensayos en
invernadero, fueron adquiridos en el mercado de Ozumba, estado de México
(Fig.1a). Dichos esporomas fueron recolectados en los bosques de pinos
aledafios a la comunidad del mismo nombre, ubicado en el centro del pais. Las
semillas de P. greggii utilizadas procedieron de bosques naturales de
Xochicoatlan, Hidalgo. Los géneros de hongos comestibles ectomicorrizicos
utilizados, Hebeloma y Laccaria, tienen una distribucion cosmopolita y una
gran diversidad de especies. Mueller (1985) reconocié 75 especies a nivel
mundial para el género Laccaria y, en el caso de Hebeloma se ha estimado
que existen de 250 a 600 especies (Cairney and Chambers, 1999). Las especies
L. bicolor, L. laccata y H. leucosarx, se seleccionaron debido a su enorme
importancia social, econdmica y cultural en el centro de México (Pérez-
Moreno, 2010; Carrasco-Hernandez et al., 2010. Adicionalmente, estas son
especies pioneras que se asocian con estadios tempranos de sus hospederos y
estan adaptadas a condiciones de baja fertilidad (Obase et al., 2007; Trocha et
al., 2007).

4.3.2. Preparacion de indculo e inoculacién de plantas

El inoculo se obtuvo a partir de esporomas frescos, de los cuales se cortaron
los pileos de sus estipites y se deshidrataron a 35 °C en un secador de frutas
JERSA (Fig.1b). Los pileos deshidratados de cada especie fungica, se
molieron y, el inoculo final asi obtenido se almaceno en viales con capacidad
de 1.5 mL a 5 °C hasta su utilizacion. Las semillas se esterilizaron con H,0; a
30% durante 20 minutos y se enjuagaron por tres ocasiones con agua destilada
estéril. Se utilizaron tubetes de plastico negro de 130 cm?, los cuales fueron
lavados y desinfectados con alcohol a 70%. Se agregd sustrato a 90% del

volumen del tubete, y se aplico posteriormente inoculo fresco de esporomas a



los 4 meses de haber sembrado las semillas. En estas condiciones, se
produjeron plantas micorizadas de P. greggii con dichos hongos, en los
contenedores de 130 cm?, las cuales fueron mantenidas en invernadero durante
12 meses. Se seleccionaron arboles de P. greggii de 12 meses de edad con un
porcentaje de micorrizacion de 90% o superior, para ser trasplantados a
recipientes de 5 kg de volumen. Paralelamente, se produjeron plantas no
micorrizadas, en las mismas condiciones. En este estadio se utilizaron en los
recipientes de 5kg, 2 tipos de sustrato: i) una mezcla de arena, corteza de pino
y suelo forestal en una proporcion 2:2:1, denominado de aqui en adelante
“sustrato experimental”; ii); una mezcla de 60% de peatmoos, 20% de
vermiculita, 15% de agrolita, 5% de corteza y un fertilizante de liberacion
lenta Ilamado “Osmocote®” en una proporcién de 2 g L™ con una composicion
N-P-K de 15-9-12 g L™}, denominado de aqui en adelante “sustrato comercial”.
Ambos sustratos se esterilizaron en autoclave a 1.3Kg cm® a 125°C, durante
5h, previo al montaje del experimento. Los &rboles inoculados, y no
inoculados, de P. greggii, permanecieron 12 meses mas, en las macetas de

5Kg de volumen y fueron regados cada tercer dia con agua destilada estéril.
4.3.3. Disefio experimental

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar. Las plantas de P.
greggii fueron inoculadas con 3 especies de hongos: i) L.laccata, ii) L.bicolor,
iii) H. leucosarx, y iv) plantas testigos sin inocular. Estos tratamientos se
hicieron crecer en el sustrato experimental o en el sustrato comercial, en las
macetas de 5Kg, obteniendo 8 tratamientos con 7 réplicas y un total de 56

unidades experimentales.

4.3.4. Evaluacion de variables

Todos los pinos fueron cosechados 24 meses después de la siembra. Para ello
se extrajeron las plantas de las macetas y se corto la parte aérea de la parte
radical (cepelldn). Posteriormente, la mezcla de raices y suelo contenida en los
cepellones se lavo con agua corriente y se utilizé un tamiz malla 16 (Grupo
FIICSA) de 1.18mm de abertura, con la finalidad de recuperar la mayor

cantidad posible de raices. Enseguida, se evaluo la totalidad de raices cortas



vivas micorrizadas, vivas no micorrizadas y muertas para estimar el porcentaje
de colonizacién ectomicorrizica. Tanto la parte aérea como la radical, fueron
deshidratadas a 80°C para evaluar su peso seco. Adicionalmente, se realizé un
analisis de macronutrimentos de (N, P, K, Mg y Ca) y micronutrimentos (Fe,
Mn, Zn, Na y Cu). EI N se determin0 por digestion humeda (Bremner, 1965);
el P total, segin el método de Allen et al. (1997); el K, mediante extraccion
con acetato de amonio por fotometria de llama; y el Ca y Mg, mediante
determinacion colorimétrica en un espectrofotometro de absorcién atémica
(Varian SpectrAA 220). Los micronutrimentos Fe, Mn, Zn, Na y Cu fueron
evaluados por absorcion atémica, previa digestion con una mezcla HNO3 y

HCIO4 en proporcion 2:1.

4.3.5. Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza para el disefio completamente al azar.
Cuando existieron diferencias entre tratamientos para las variables evaluadas,
se efectuaron pruebas de comparacion de medias de acuerdo con la prueba de
Tukey (P<0.05) (SAS Institute, 2002). EI nimero de repeticiones que se
consideraron para el analisis estadistico fue de 4 para evaluar la altura y
diametro del tallo, y 3 para evaluar el porcentaje de colonizacion

ectomicorrizica.

4.4, RESULTADOS

4.4.1. Altura, diametro del tallo y peso seco

Independientemente de la especie de hongo inoculada, existi6 una mayor
altura en las plantas crecidas en el sustrato comercial en relacion a aquellas
crecidas en el sustrato experimental. Sin embargo, fue hasta los 24 meses que
existieron diferencias en la altura de las plantas de acuerdo con la prueba de
Tukey (P<0.05) entre los 2 tipos de sustratos para todos los tratamientos
inoculados. Una tendencia similar se observd en las plantas no inoculadas.
Adicionalmente, existio siempre mayor altura en las plantas inoculadas en

comparacion con las no inoculadas, independientemente del hongo empleado.



De manera similar, independientemente de la especie de hongo inoculado
existidé un mayor didmetro de tallo en las plantas crecidas en el sustrato
comercial en relacion a aquellas crecidas en el sustrato experimental. Sin
embargo, y al igual que en el caso de la altura fue hasta los 24 meses que
existieron diferencias (Tukey P<0.05), tanto en plantas inoculadas (Tabla 1)
como en las no inoculadas (Tabla 1d). Adicionalmente, existié siempre mayor
didmetro en las plantas inoculadas en comparacion con las no inoculadas,
independientemente del hongo empleado. En términos generales, siempre
existid6 un mayor diametro del tallo en plantas que fueron inoculadas en

comparacion con las no inoculadas.

Igualmente, existio una mayor produccién de biomasa aérea en plantas
crecidas en el sustrato comercial en comparacion con aquellas crecidas en
sustrato experimental, tanto en plantas inoculadas como no inoculadas. Estas
diferencias fueron particularmente evidentes en plantas inoculadas con H.
leucosarx y con L. laccata, tanto para la biomasa de parte aérea como de
biomasa total. Sin embargo, dichas diferencias fueron menos evidentes en el
caso de la biomasa radical, particularmente para plantas crecidas en el sustrato
experimental. En plantas crecidas tanto en el sustrato comercial como en el
sustrato experimental existi6 siempre un mayor crecimiento en plantas

inoculadas en comparacion con aquellas no inoculadas (Tabla 1 y Figs.1c y d).

4.4.2. Colonizaciéon micorrizica

En términos generales, existio una mayor colonizacion ectomicorrizica en
plantas inoculadas en comparacion con plantas no inoculadas. Esto fue
particularmente evidente 24 meses después del trasplante (Fig.2).
Contrariamente a lo encontrado en la altura, el diametro del tallo y el peso
seco, existid una mayor colonizacion en las plantas crecidas en el sustrato
experimental comparadas con aquellas crecidas en el sustrato comercial. Sin
embargo, a los 24 meses después del transplante existi6 una mayor
colonizacidn en las plantas inoculadas con las 3 especies fungicas evaluadas
en comparacion con las plantas sin inocular. Un contraste se registro en el caso
de plantas crecidas en el sustrato comercial, en donde de los 3 hongos
evaluados, solo Laccaria bicolor presenté mayor (Tukey P<0.05) colonizacién



en comparacion con L. laccata y H. leucosarx (Fig.2). Al final del
experimento, la colonizacion micorrizica fue superior en las plantas inoculadas
con hongos ectomicorrizicos comestibles comparados con plantas no
inoculadas, independientemente del sustrato utilizado. Los porcentajes de

colonizacidn ectomicorrizica alcanzaron hasta 30% (Fig.2).

4.4.3. Contenido nutrimental

Macronutrimentos. En términos generales se observé un mayor contenido de
macronutrimentos tanto en la parte aérea como en la raiz en las plantas
inoculadas, respecto a las no inoculadas a los 24 meses de edad. Esta
tendencia fue independiente, de la especie de hongo inoculado y del sustrato
empleado (Tablas 2 y 3). El contenido de macro y micronutrimentos fue
generalmente mayor cuando las plantas fueron crecidas en el sustrato
comercial en comparacion con plantas crecidas en el sustrato experimental
(Tablas 2 y 3).

En el caso de las plantas crecidas en el sustrato experimental se observaron
diferentes tendencias en el contenido de macronutrimentos dependiendo de: i)
las especies de hongos ectomicorrizicos inoculados; ii) la parte evaluada de la
planta; y iii) del macronutrimento evaluado. En el caso de la parte aérea, el
contenido de todos los macronutrimentos fue mayor para las plantas
inoculadas con H. leucosarx, en comparacién con las plantas inoculadas con
alguno de los otros 2 hongos, excepto para el K. Contrariamente, en el caso
del contenido de macronutrimentos de la raiz, no se observé diferencia en
ningun nutrimento en plantas inoculadas, excepto en el caso del K, en donde
existi6 un mayor contenido en plantas inoculadas con H. leucosarx en
comparacion con plantas inoculadas con L. bicolor y L. laccata. Finalmente,
en el caso de los macronutrimentos totales, se observaron diferencias en el
contenido de Mg en plantas inoculadas con H. leucosarx en comparacion con
plantas inoculadas con cualquiera de los otros 2 hongos (Tabla 2). No
existieron diferencias en el contenido total de N, K y Ca entre plantas
inoculadas con cualquiera de los 3 hongos, crecidas en sustrato experimental.
En el caso del contenido de macronutrimentos de las plantas crecidas en el

sustrato comercial se observo una tendencia distinta a la observada en el



sustrato experimental. EI contenido de macronutrimentos en la parte area en
este caso, fue mayor en plantas inoculadas con L. laccata en comparacion con
las plantas inoculadas con alguno de los otros 2 hongos, excepto para Mg. El
mayor contenido de macronutrimentos en la raiz de plantas crecidas en el
sustrato comercial se registro en aquellas inoculadas con H. leucosarx, excepto
para P en donde las plantas inoculadas con L. laccata presentaron el mayor
contenido de dicho nutrimento. En el caso de nutrimentos totales no se
observaron diferencias entre plantas inoculadas con cualquiera de los hongos
en su contenido de N; sin embargo, las plantas inoculadas con L. laccata
presentaron los mayores contenidos de P y K en comparacion con plantas
inoculadas con los otros 2 hongos, y plantas inoculadas con H. leucosarx
presentaron mayor contenido de Mg que plantas inoculadas con L. bicolor o L.
laccata (Tabla 2).

Micronutrimentos. En el caso de la parte aérea de plantas crecidas en el
sustrato experimental, el contenido de Fe y Zn fue mayor cuando fueron
inoculadas con Hebeloma leucosarx, en comparacion con las plantas
inoculadas con alguno de los otros 2 hongos, o en plantas no inoculadas.
Mientras tanto, el mayor contenido de Cu y Zn de la raiz se registré en plantas
inoculadas con H. leucosarx. Finalmente, se observé una mayor cantidad total
de Zn en plantas inoculadas con H. leucosarx comparadas con plantas
inoculadas con L. bicolor o L. laccata; y un mayor contenido de Mn en plantas
inoculadas con L .bicolor en comparacién con plantas inoculadas con
cualquiera de los otros 2 hongos y con plantas no inoculadas.

En el caso de las plantas crecidas en el sustrato comercial, se observd una
tendencia similar a la observada en el sustrato experimental. El contenido de
Fe y Mn en la parte aérea fue mayor en plantas inoculadas con L. laccata en
comparacion con plantas inoculadas con cualquiera de los otros 2 hongos. El
mayor contenido de Na y Fe se observo en plantas inoculadas con L. bicolor y
la mayor cantidad de Cu se registr6 en plantas inoculadas con H. leucosarx en
comparacion con plantas inoculadas con cualquiera de los otros 2 hongos o
con el testigo sin inocular. Asimismo, se observo mayor contenido total de Na
en plantas inoculadas con L. bicolor en comparacion con plantas inoculadas

con los otros 2 hongos.



4.4.4. Relaciones nutrimentales parte aérea: raiz

El calculo de las relaciones del contenido nutrimental entre la parte aérea y la
raiz de plantas inoculadas versus dicha relacion nutrimental en plantas no
inoculadas, nos permite conocer la eficiencia de translocacién nutrimental
mediante los hongos ectomicorrizicos, no solo a la raiz de las plantas, sino a su
parte aérea. Segln estas relaciones, en el caso de translocacion de
macronutrimentos en plantas crecidas en el sustrato experimental las
proporciones fueron conspicuamente mayores que las observadas en plantas
crecidas en sustrato comercial (Tabla 4). Adicionalmente, existieron claras
diferencias en la transferencia nutrimental a la parte aérea de los pinos
inoculados, entre las especies fungicas evaluadas. Las mayores translocaciones
de macronutrimentos a la parte aérea se observaron en plantas inoculadas con
H. leucosarx, las cuales translocaron principalmente N, K y Mg, cuando las
plantas fueron crecidas en sustrato experimental. Mientras tanto, L. laccata
transloco principalmente Ca, en dicho sustrato. Una tendencia similar se
observoé en el caso de algunos micronutrimentos como Na con L. bicolor y de

Mn con H. leucosarx en el sustrato experimental (Tabla 4).






Figura 2. Aspectos generales del bioensayo. a) Venta de hongos
ectomicorrizicos comestibles Laccaria spp. y Hebeloma leucosarx en el
mercado de Ozumba, México; b) Preparacion de inoculo en un deshidratador;
c) y d) Efecto de la inoculacién ectomicorrizica con H. leucosarx (HI), L.
bicolor (Lb) y L.laccata (LI) en comparacion con plantas testigo(T) no
inoculadas crecidas en (c) sustrato experimental y (d) sustrato comercial; e) y
f)ectomicorriza de L. bicolor mostrando en (e) micromorfologia de los
morfotipos con textura gelatinosa y en (f) manto (m), red de Hartig (rH) y
micelio externo(me); g) y h)ectomicorriza de H. leucosarx mostrando en
(g)abundantes hifas emanantes(he) y en (h)en micelio externo(me), manto(m) y
red de Hartig (rH).
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(P<0.05). Los valores son promedios * error estdndar de la media (n=3).
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Figura 4. Altura de plantas de Pinus greggii, inoculadas o no, con tres hongos comestibles ectomicorrizicos, crecidos, en dos tipos de sustratos
24 meses después de la siembre a los contenedores de 5kg. Plantas inoculadas con (a) Hebeloma leucosarx; (b) Laccaria bicolor; (c) Laccaria
laccata y (d) Plantas sin inocular. Para la composicion de los sustratos “comercial” y “colpos” ver la seccion de materiales y métodos. Valores
con la misma letra para cada fecha son iguales segun la prueba de comparacion de medias de Tukey (p=0.05). Los valores son promedios de +

error estdndar de la media (n=3).
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Figura 5. Diametro del tallo de plantas de Pinus greggii, inoculadas o no, con tres hongos comestibles ectomicorrizicos, crecidos en dos tipos
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(c) Laccaria laccata y (d) Plantas sin inocular. Valores con la misma letra para cada fecha son iguales segun la prueba de comparacion de
medias de Tukey (p=0.05). Los valores son promedios de * error estandar de la media (n=3).



Tabla 1. Peso seco de parte aérea y parte radical de Pinus greggii, de 24 meses de edad inoculadas o no, con tres hongos comestibles

ectomicorrizicos, crecidos en sustrato “comercial” y “sustrato experimental”. Ver composicion de sustrato en materiales y

métodos.
Sustrato “comercial” Sustrato “experimental”
Tratamiento Parte aérea Raiz Total () Parte aérea Raiz Total

Plantas inoculadas

Hebeloma leucosarx 4255+402a 20.27+1.06a 62.88+ 4.73a 7.08+0.28a 4.8 +0.46a 11.88+ 0.29a

Laccaria bicolor 41.39+1.26b 14.93+0.23b 56.320+ 1.49b 6.95+0.28a 3.733+0.26a 10.693 + 0.16a

Laccaria laccata 4259 +264a 11.733x2.13b  54.37 + 3.09b 6.74+0.85a 4.8+ 0.46a 11.54+ 1.27a
Plantas sin inocular 3.55+0.70c 3.2+ 3.14c 6.75+ 3.8C 213+0.26b 2.13+0.27b 4.26 + 0.52b

Los datos mostrado son promedios * error estandar de la media n=3, valores con la misma letra en la misma columna son iguales de
acuerdo a la prueba de comparacion de medias de Tukey (p= 0.05).



Tabla 2. Contenido de macronutrimentos de plantas de Pinus greggii, de 24 meses de edad inoculadas o no, con tres hongos

comestibles ectomicorrizicos, crecidos en sustrato “experimental” (ver composicion de sustrato en materiales y métodos).

N P K Ca Mg
Tratamientos
( mg por planta)
Parte aérea
Pi{ con Hebeloma leucosarx 75.79+£3.09 a 7.79+0.31a 55.95+2.28 a 37.54+1.53 a 34.00+1.38 a
Pi{ con Laccaria bicolor 49.76x2.01 b 8.35+0.33 a 48.72+1.96 a 29.23+1.18 ab 16.70+0.67 b
Pi{ con Laccaria laccata 64.43+8.18 ab 4.7240.59 b 42.05+5.39 a 25.63+3.25 b 14.84+1.88 b
Psi§ 1.52+0.10 ¢ 0.20+0.01 c 1.66+0.11 b 0.69+0.04 ¢ 0.30+0.02 ¢
Raiz
Pif con Hebeloma leucosarx 22.08+2.19 a 3.36£0.32 a 11.5241.10 b 18.72+1.80 a 15.84+1.52 a
Pif con Laccaria bicolor 29.49+2.10 a 3.36£0.24 a 19.41+1.38 a 16.42+1.17 a 15.30+1.09 a
Pif con Laccaria laccata 28.32+2.27 a 3.36£0.32 a 18.24+1.75 a 18.72+1.80 a 18.24+1.76 a
Psi8 13.55+1.69 b 1.06+£0.13 b 12.16+1.52 b 6.61+0.83 b 0.66+0.81 b
Total
Pif con Hebeloma leucosarx 97.89+1.92 a 11.15+0.20 a 67.47+1.57 a 56.26+1.11 a 49.84+0.95 a
Pif con Laccaria bicolor 79.25+1.24 a 11.71+0.19 a 68.13+1.15 a 45.95+0.70 a 32.01+0.66 b
Pif con Laccaria laccata 92.75+10.62 a 8.08+0.89 b 60. 74+6.96 a 44.35+4.89 a 33.08+3.51 b
Psi§ 15.07+1.74 b 1.25+0.14 ¢ 25.98+1.57 b 7.3+0.85b 0.96+0.09 ¢

{IPi = Plantas inoculadas; §Psi = Plantas sin inocular. Los valores son promedios * error estandar de la media, n=3. Valores con
la misma letra en la misma columna, para cada parte vegetal, son iguales de acuerdo a la prueba de comparacion de medias de
Tukey (p=0.05).



Tabla 3. Contenido de macronutrimentos de plantas de Pinus greggii, de 24 meses de edad inoculados o no, con tres hongos

comestibles ectomicorrizicos, crecidos en sustrato “comercial” (ver composicion de sustrato en materiales y métodos).

N P K Ca Mg
Tratamientos (' mg por planta)
Parte aérea
Pif con Hebeloma leucosarx 43.06+7.51b 218.92+38.21b 136.38+23.80ab 89.72+15.66a
65.58+114.97ab
Pif con Laccaria bicolor 46.39+22.36b 36.96+0.26b 242.94+11.62b 89.78+4.29b 55.45+2 .65a
Piq con Laccaria laccata 785.90+48.83a 68.15+4.23a 455.78+28.31a 161.86+10.05a 89.45+5.55a
Psi§ 52.08+11.58¢c 5.57+1.22¢c 26.10+5.72c 9.68+2.14c 6.16£1.35b
Raiz
Pif con Hebeloma leucosarx  293.86+15.46a 20.26+1.06b 62.82+3.30a 143.89+7.57a 204.69+10.77a
Piq con Laccaria bicolor 174.72+12.48b 16.42+0.00b 41.81+2.98b 97.06+6.93b 150.82+10.77b
Piq con Laccaria laccata 137.28+24.96b 93.88+17.06a 28.16+5.12c 88+16hb 92.69+16.85¢c
Psi§ 38.04+0.00c 5.44+0.00b 11.2+0.00d 15.36+0.00c 28.8+0.00d
Total
Pif con Hebeloma leucosarx  359.44+129.26a  63.32+8.50b 281.74+41.26b 280.27+30.88a 294.41+25.88a
Piq con Laccaria bicolor 221.11+10.04a 53.38+0.26¢ 284.75+8.66b 186.84+2.69h 206.27+8.13b
Pif con Laccaria laccata 923.18+72.78a  162.03+21.09a  483.94+33.17a 249.86+25.68ab  182. 13+22.15b
Psi§ 91.2+11.58b 11.01+1.22¢ 37.315.72¢ 25.04+2.1¢c 34.96+1.35¢

Pi = Plantas inoculadas; 8§Psi = Plantas sin inocular. Los valores son promedios * error estandar de la media, n=3. Valores con la
misma letra en la misma columna, para cada parte vegetal, son iguales de acuerdo a la prueba de comparacién de medias de

Tukey (p=0.05).



Tabla 4. Contenido de micronutrimentos de plantas de Pinus greggii, de 24 meses de edad inoculadas o no, con tres  hongos

comestibles ectomicorrizicos, crecidos en sustrato “experimental” (ver en composicion de sustrato en materiales y métodos).

Na Fe Cu Zn Mn
Tratamientos ( Mg por planta)
Parte aérea
Pi{l con Hebeloma leucosarx 2.01+0.08a 1055.41+43.13a 14.16+0.57a 1870+76.42a 5100.00+208.44a
Pi{ con Laccaria bicolor 0.41+0.016a 692.52+27.97b 6.96+0.28b 288.84+11.66b  3908.04+157.85ab
Pif con Laccaria laccata 2.32+0.29a 576.84+73.24b 16.86+2.14a 209.16+26.55bc  3440.08+436.90b
Psi§ 0.05+0.03c 17.25+1.15¢ 0.09+0.06¢ 8.04+0.56¢ 33.45+2.23c
Raiz
Pi{ Hebeloma leucosarx 0.96+0.09a 18712.08+1800.64a 140.4+1.38c 1471.02+141.56a 1392.00+133.94b
Pif con Laccaria bicolor 1.21+0.08a 14897.86+1064.13ab 44.08+3.2a 190.04+13.6b 5249.06+374.93a
Pi{ con Laccaria laccata 0.40+0.39a 12336.00+1187.03b 28.08+2.77b  156.00+15.01b  1116.00+107.38bc
Psi§ 0.67+0.08a 3749.33+468.66¢C 6.04+0.26d 89.06+11.2b 233.06+29.2¢
Total
Pif con Hebeloma leucosarx 2.97+0.05a 19768.21+1766.85a 28.56+0.99b 3341.02+94.00a  6492.00+131.91b
Pi{ con Laccaria bicolor 1.62+0.07b  15590.38+1041.37ab 51.76+2.97a  479.24+7.83b 9157.01+262.01a
Pif con Laccaria laccata 2.73+0.35a 12912.84+1251.00b 45.66+4.74a  365.14+40.26b  4556.08+532.61c
Psi§ 0.67+0.08c 3766.25+469.24c 7.03+0.30c 98.00+11.49c¢ 266.51+30.37d

Pi = Plantas inoculadas; 8§Psi = Plantas sin inocular. Los valores son promedios * error estandar de la media, n=3. Valores con la

misma letra en la misma columna, para cada parte vegetal, son iguales de acuerdo a la prueba de comparacién de medias de
Tukey (p=0.05).



Tabla 5. Contenido de micronutrimentos de plantas de Pinus greggii, de 24 meses de edad inoculados o no, con tres hongos

comestibles ectomicorrizicos, crecidos en sustrato “comercial” (ver en composicion de sustrato en materiales y métodos).

Na Fe Cu Zn Mn
Tratamientos ( g por planta)
Parte aérea
Pif con Hebeloma leucosarx 1.25+0.21b 1920.11+335.20b 143.56+25.06a 1686.83+294.48ab  8344.42+1456.73b
Piq con Laccaria bhicolor 4.35+0.20a 1175.09+56.23b 66.01+3.15b 1082.67+51.81b 4898.43+234.40b
Piq con Laccaria laccata 1.49+0.09b 40019.56+2486.59a 191.68+11.91a 1916.85+119.10a 12885.49+800.63a
Psi§ 0.11+0.02c 280.13+61.48b 3.153+0.69¢c 136.4+29.93¢c 912.26+200.22¢
Raiz
Pi{ con Hebeloma leucosarx  2.02+0.10b  39763.02+20292.08b 618.13+32.53a 1317.33+69.33a 1742.93+91.73a
Piq con Laccaria bhicolor 2.53+0.18a 54499.02+3892.08a 433.06+30.93b 978.13+69.86a 1351.46+96.53a
Pi{ con Laccaria laccata 0.70+0.12c  20146.13+3.66¢C 410.66+74.66b 198.76+191.02b 932.08+169.09b
Psi§ 0.88+7.85¢c  14808.00+0.00d 84.08+0.00c 291.02+0.00b 307.02+0.00c
Total
Pif con Hebeloma leucosarx  3.28+0.31b 41683.31+2403.18b 761.69+56.37a  3004.16+358.98a 10087.35+1541.07ab
Pif con Laccaria bicolor 6.89+0.03a 55674.29+3836.88ab 499.08+27.79b  2060.80+19.13b 6249.09+138.78b
Pif con Laccaria laccata 2.19+0.21c 60165.70+6059.29a 602.35+85.95ab 2115.61+126.39ab 13818.29+961.73a
Psi§ 0.99+0.02d 15088.13+61.48c 87.95+0.69c 427.06+29.93c 1219.46+200.22¢

Pi = Plantas inoculadas; 8§Psi = Plantas sin inocular. Los valores son promedios * error estandar de la media, n=3. Valores con la
misma letra en la misma columna, para cada parte vegetal, son iguales de acuerdo a la prueba de comparacién de medias de

Tukey (p=0.05).



Tabla: 6. Relaciones parte aérea: raiz de macronutrimentos y micronutrimentos de Pinus greggii, de 24 meses de edad inoculados o
no, con tres hongos comestibles ectomicorrizicos, crecidos en sustrato “experimental” y un sustrato “comercial” (ver en

composicion de sustrato en materiales y métodos).

Tratamientos N P k Ca Mg Na Fe Cu Zn Mn

Plantas crecidas en
sustrato "experimental”

fiPi con H. leucosarx 3.43 231 4.85 2.00 2.14 2.09 0.05 0.1 1.27 3.66
fiPi con L. laccata 1.68 2.48 2.53 2.51 1.09 0.33 0.04 0.15 1.51 0.74
fiPi con L. bicolor 2.27 14 2.30 1.36 0.81 5.08 0.04 0.60 1.34 3.08
Psi 0.11 0.18 0.13 0.1 0.45 0.07 0.004 1.49 0.09 0.14
iPi con H. leucosarx: Psi 31.18 1283 37.31 20 4.74 29.86 12.5 0.07 14.11 26.14
fiPi con L. laccata: Psi 0.74 13.78 19.46 25.1 2.42 4.71 10 0.1 16.78 5.29
fiPi con L. bicolor: Psi 20.64 7.78 17.69  13.60 1.80 82.86 10 0.40 14.89 22.00

Plantas crecidas en
sustrato "comercial"

fPi con H. leucosarx 0.22 2.12 3.48 0.94 0.43 0.61 0.04 0.23 12.28 4,74
fIPi con L. laccata 0.24 2.25 5.81 0.92 0.36 1.71 0.02 0.15 1.1 3.62
{IPi con L. bicolor 5.72 0.72 16.18 1.83 0.96 2.12 1.98 0.46 9.64 13.82
Psi 1.36 1.02 2.33 0.63 0.21 0.12 0.01 0.03 0.46 2.97
fPi con H. leucosarx: Psi 0.16 2.08 1.49 1.49 2.05 5.08 4 7.67 26.70 1.60
fPi con L. laccata: Psi 0.18 2.21 2.49 1.49 1.71 14.25 2 5 2.39 1.22
fIPi con L. bicolor: Psi 4.21 0.71 6.94 2.90 4.47 17.67 198 15.33 20.96 4.65

{IPi = Plantas inoculadas; 8Psi = Plantas sin inocular. Los valores son promedios + error estandar de la media, n=3. Valores con la
misma letra en la misma columna, para cada parte vegetal, son iguales de acuerdo a la prueba de comparacion de medias de Tukey
(p=0.05).



4.5. DISCUSION

En el presente trabajo se registrd un efecto benéfico en el crecimiento y
contenido nutrimental de la especie Neotropical Pinus greggii inoculado con
cualquiera de las 2 especies de Laccaria: L. laccata y L. bicolor, y de la
especie de Hebeloma: H. leucosarx. Estos resultados muestran el gran
potencial que podrian tener cualquiera de las 3 especies evaluadas en la
produccion de plantas micorrizadas de dicha especie de pino. De particular
interés resulta el hecho de que estas especies de hongos tienen gran
importancia social, cultural y econdmica en el Centro de México, en donde
son comercializadas y altamente apreciadas como alimento, constituyendo un
recurso forestal no maderable de enorme interés en el pais (Carrasco-
Hernandez et al., 2015). El efecto benéfico en términos de crecimiento y
contenido nutrimental como consecuencia de especies de los géneros Laccaria
y Hebeloma en otras gimnospermas, principalmente de distribucion boreal y
templada, ha sido documentado previamente. Por ejemplo, se han registrado
efectos benéficos como consecuencia de la inoculacion con: i) Laccaria
laccata con Pinus pinaster (Pera y Parladé, 2005); ii) Laccaria bicolor con
Pseudotsuga menziesii (Parladé y Alvarez, 1993; Parladé et al., 1997; Parladé
et al., 1999), Pinus pinea (Parladé et al., 1997; Rincon et al., 2001), Pinus
pinaster (Perrin et al., 1994; Parladé et al., 1997; Parladé et al., 1999), y Pinus
sylvestris (Christophe et al., 2010); y iii) Hebeloma mesophaeum, Laccaria
bicolor y L. laccata con P. pseudostrobus (Carrasco-Hernandez et al., 2011).
La importancia de la inoculacion ectomicorrizica como un factor en la
produccién de plantas de interés forestal, para el incremento del contenido de
macro y micronutrimentos ha sido ampliamente documentada (Castrillon et
al., 2015). Incrementos notables en el contenido de macronutrimentos como
consecuencia de la inoculacion ectomicorrizica ha sido documentada
previamente por ejemplo de N, P, K (Becquer et al., 2014; Garcia y
Zimmermann, 2014; Walker et al., 2004; Ahangar et al., 2012; Diaz et al.,
2010), Ca (Parladé et al., 2005) y Mg (Calvaruso et al., 2010). En el caso de
micronutrimentos, los estudios han sido méas escasos, sin embargo se ha
documentado por ejemplo, la transferencia de Fe (Rineau et al., 2008) y Zn

(Bricking 'y Heyser, 1994) como consecuencia de la inoculacion



ectomicorrizica. Interesantemente, en el presente trabajo se registré la
transferencia de Ca, Na y Mn en plantas de P. greggii inoculadas por Laccaria
laccata, L. bicolor y Hebeloma leucosarx, respectivamente. Hasta donde
conocemos, estas observaciones constituyen uno de los pocos registros
conocidos a nivel internacional relacionados con la movilizacion de dichos
nutrimentos originados por la inoculacion de hongos comestibles

ectomicorrizicos en gimnospermas.

En nuestro caso, después de 24 meses, las colonizaciones ectomicorrizicas
registradas fueron relativamente modestas. En plantas crecidas en el sustrato
comercial, al cual se adicioné el fertilizante quimico de liberacion lenta
Osmocote®, las colonizaciones fueron de hasta 15%. En contraste, se
observaron mayores colonizaciones, de hasta 30%, en plantas inoculadas
crecidas en el sustrato experimental. Previamente, se han registrado
colonizaciones equivalentes a las registradas en el presente trabajo, con la
inoculacion de diversas especies de hongos ectomicorrizicos. Por ejemplo: i)
Trocha et al. (2007) registraron una colonizacién de 18% a 22% en raices de
Betula pendula con H. mesophaeum; ii) Rincon et al. (2005) registraron 34%
de micorrizacion por Laccaria laccata en Pinus pinea; iii) Jonsson et al.
(2001) reportaron colonizaciones de 0 a 2.8% en Pinus sylvestris inoculado
con Cenoccocum geophilum; y iv) Barroetavefia et al. (2012) reportaron
colonizaciones de 11.4, 34.9 y 38.4% al inocular P. ponderosa con H.
mesophaeum, Rhizopogon roseolus y Suillus luteus, respectivamente. Otros
autores han registrado colonizaciones superiores, a las observadas en el
presente trabajo. Por ejemplo: i) Jonsson et al. (2001) registraron
colonizaciones de 55 a 78%, y de 95 a 99% en Pinus sylvestris inoculados con
Hebeloma crustuliniforme y Laccaria bicolor, respectivamente; ii) Rincon et
al.* reportaron una colonizacién de 81.3% en Pinus pinea inoculado con

1.2 observaron colonizaciones de 50 a

Rhizopogon roseolus; iii) Parladé et a
80%, 84% y 90% por Tuber maculatum, Scleroderma citrinum y Rhizopogon
roseolus en Pinus pinaster; y iv) Dufabeitia et al. (2004) registraron
colonizaciones de 50 a 80% por Rhizopogon roseolus en Pinus radiata.

Se ha demostrado que la composicion del sustrato influye en la colonizacién

micorrizica. Por ejemplo Rincén et al. (2005) encontraron que los porcentajes
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de colonizacion de diversos hongos ectomicorrizicos observados en plantas de
Pinus pinea crecidas en turba y corteza fueron significativamente menores en
comparacion con los observados en plantas crecidas en turba y vermiculita.
Estos autores reportaron reducciones draméticas en la micorrizacion de pinos
micorrizados con Melanogaster ambiguus, Pisolithus tinctorius y Scleroderma
verrucosum, de 30.9, 58.0 y 65.7, respectivamente a 0% en todos los casos,
como consecuencia del tipo de sustrato. Uno de las mas interesantes
observaciones del presente trabajo, fue que a pesar de que las plantas crecidas
en el sustrato con fertilizante de liberacion lenta, presentaron en general mayor
biomasa aérea y radical, asi como mayor contenido de macro Yy
micronutrimentos, en comparacién con las plantas crecidas en sustrato
experimental, su colonizacion ectomicorrizica fue conspicuamente menor. Al
igual que en nuestro caso, Molina y Trappe. (1984) registraron que la adicion
del fertilizante de liberacién lenta Osmocote®, origind reducciones en la
colonizacién ectomicorrizica de Pseudotsuga menziesii inoculadas con esporas
de Rhizopogon vinicolor y R. colossus. Reducciones moderadas de
colonizacién por Pisolithus tinctorius, de 100 a 81% fueron registradas
también en Populus tremuloides con la aplicacion de Osmocote®, en relacion
a plantas no fertilizadas (Mahony, 2005). Se ha registrado que la fertilizacion
quimica es un factor que, en términos generales, reduce la colonizaciéon de
diversos hongos ectomicorrizicos (Valenzuela et al., 2013; Jones et al., 2012,
Oliveira et al., 2010; Sun et al., 2010; Vaario et al., 2009; Ruehle, 1980). Sin
embargo, Mason et al. (2000) reportaron que la reduccion de la colonizacién
ectomicorrizica de Hydnangeum carneum y Laccaria fraterna en Eucalyptus
globulus, depende principalmente de las dosis de fertilizacion fosfatada, mas
que de la fertilizacion nitrogenada. Estos autores encontraron que altas dosis
de fertilizacion de P, originaron decrementos en la colonizacion
ectomicorrizica, independientemente de la fertilizacion nitrogenada,
demostrando la importancia de la interaccion entre nutrimentos minerales
disponibles en la solucién del suelo. Mientras tanto, Rincén et al. (2007)
encontraron que la fuente de fertilizacion, incluyendo fertilizantes de
liberacion lenta o solubles, fue un factor que afectd diferencialmente la
colonizacién ectomicorrizica de Pisolithus tictorius y Melanogaster ambiguus

en Pinus pinea, una especie de pino mediterraneo. Sin embargo, existen
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también estudios que han registrado que la fertilizacion es un factor que no
modifica los porcentajes de colonizacion ectomicorrizica, por ejemplo de
Rhizopogon roseolus en Pinus ponderosa (Martinez et al., 2007) y de
Hebeloma longicaudum, L. bicolor, Paxillus involutus, and P. tinctorius en
diferentes especies de Pinus, Picea y Larix (Khasa et al., 2001). Esto podria
demostrar que otro factor implicado en la influencia de la fertilizacion en la
colonizacion ectomicorrizica podria ser la combinacion de micobiontes y
fitobiontes, dado que es poco probable que todas las combinaciones
ectomicorrizicas presenten las mismas respuestas a la fertilizacion quimica. En
resumen, se ha demostrado previamente que la influencia de la fertilizacion en
la colonizacion ectomicorrizica puede estar influenciada por diversos factores
dentro de los que se incluyen: i) las diferentes combinaciones de micobiontes-
fitobiontes; ii) la interaccidn entre nutrimentos, por ejemplo relaciones N-P; y
iii) las fuentes de fertilizacion, ya sea fertilizantes de liberacion lenta o
soluble. Se ha demostrado que la frecuencia incrementada de fertilizacion
puede modificar la estructura de comunidades ectomicorrizicas presentes,
dado que por ejemplo existen especies nitrofilicas que ya sea toleran altas
tasas de fertilizacion; o bien resultan beneficiadas con dicha practica, por
ejemplo Thelephora terrestris, Hebeloma spp., y Cenoccocum geophilum
(Trochaet al., 2006; Fransson et al., 2000); mientras tanto otras especies como
Piloderma spp. Pueden resultar no afectadas sustancialmente; y otras mas, ser
sensibles y reducir su abundancia relativa a dicha fertilizacion como Suillus
spp. y Cortinarius spp (Jones et al., 2012). En el presente trabajo,
independientemente de las especies de hongos ectomicorrizicos evaluados se
observd una conspicua reduccion en la colonizaciéon para las 3 especies
fangicas en la presencia del fertilizante de liberacion lenta Osmocote®. La
implicacion obvia de este hecho, es que si las plantas crecidas en sustrato
comercial con el fertilizante quimico Osmocote®, son trasplantadas a areas
deforestadas que carezcan de presencia de propagulos ectomicorrizicos, a
pesar de su mayor biomasa, sus posibilidades de supervivencia serian mas
reducidas, en comparacion con las plantas con menor biomasa, crecidas en
ausencia de Osmocote®, las cuales por sus mayores porcentajes de
colonizacién tendrian mayores posibilidades de supervivencia al ser

trasplantadas a condiciones de campo. Esto debido a que se ha demostrado



previamente, que la colonizacion ectomicorrizica es un factor crucial en la
supervivencia de pinos al ser llevados de vivero a campo (Sanchez-Zabala et
al., 2013).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES GENERALES

Las plantas del arbol Neotropical P. greggii inoculadas con L. laccata, L. bicolor
y H. leucosarx presentaron mayor altura, didmetro del tallo, biomasa aérea y
radical en comparacion con plantas no inoculadas, independientemente del
sustrato de crecimiento. Una tendencia similar se observo en el contenido de
macronutrimentos, principalmente N, K y Ca; y de micronutrimentos,
principalmente Na, Zn y Mn. A pesar de que las plantas crecidas en el sustrato
comercial presentaron mayor biomasa aérea y radical, asi como mayor contenido
nutrimental, tuvieron una colonizacién ectomicorrizica conspicuamente menor.
Asimismo, plantas crecidas en el sustrato experimental presentaron una mayor
transferencia nutrimental a la parte aérea, principalmente de N, P, Ca, K, Na y
Mg, en comparacion con las plantas crecidas en el sustrato comercial. Estos datos
demuestran que la seleccion de sustrato, es un factor clave en la produccién de
plantas ectomicorrizadas y en la eficiencia de transferencia nutrimental via los
hongos ectomicorrizicos. Existieron claras diferencias en la transferencia
nutrimental a la parte aérea de los pinos inoculados, entre las especies fungicas
evaluadas. De particular interés, resultd la transferencia de Ca, Na y Mn en
plantas inoculadas por Laccaria laccata, L. bicolor y Hebeloma leucosarx,
respectivamente, siendo el presente uno de los pocos trabajos a nivel internacional
que reportan la transferencia de dichos nutrimentos en gimnospermas, via hongos
ectomicorrizicos. La informacion obtenida, demuestra asimismo que las 3
especies de hongos comestibles ectomicorrizicos evaluados, los cuales son
ampliamente comercializadas en el centro de México, constituyen una importante
fuente potencial de inodculo ectomicorrizico para la produccion de plantas de
Pinus greggii, el cual es un pino nativo de Mesoamérica con gran potencial en el
establecimiento de plantaciones y reforestaciones en areas tropicales y

subtropicales.



ANEXO 1

Inoculacion de Pinus greggii con Laccaria proximay suelo
agricola con uso forestal previo, utilizando un sustrato comercial

En Meéxico existe una seria preocupacion por la reduccion de masas boscosas
tanto de zonas templadas como tropicales, afectadas ambas por la deforestacion.
Se ha estimado una disminucion de 192,500 ha de bosques en areas templadas y
de 477,330 ha de bosques tropicales por afo, respectivamente (Ricéon et al 1999).
Frente a este escenario, es importante la utilizacion biotecnoldgica de los hongos
ectomicorrizicios, dado que la simbiosis ectomicorrizica tiene un papel estructural
y funcional de gran relevancia en los ecosistemas forestales (Smith y Read, 1997).
Dicha simbiosis mutualista se establece entre las raices de las plantas
gimnospermas y angiospermas y una amplia gama de basidiomicetes y
ascomicetes en mas de 20,000 especies de hongos especializados del suelo
(Taylor y Alexander, 2005). Existen, algunas experiencias de los efectos
favorables de la micorrizacién en Pinus greggii, la cual es una especies de gran
importancia en programas de reforestacion para la recuperacion de suelos
degradados en diferentes partes de México y en programas de plantaciones
comerciales en sitios marginales donde no se adaptan otras especies de Pinus. En
México, es la cuarta especie de pino en términos de importancia en plantaciones
del Programa Nacional de Reforestacion. (Lopez et al., 1999; Salazar et al., 1999;
Azamar et al., 2000), y presenta asimismo un gran potencial para adaptarse a
condiciones limitantes de humedad (Vargas y Mufioz, 1988, 1991; Lépez y
Mufioz, 1991). En el presente bioensayo se pretendié conocer si existen propagulos
viables, utilizando como indculo suelo forestal de un area cultivada agricolamente
durante 90 afos y que anteriormente era bosque, y compararla con plantas
inoculadas con Laccaria proxima. Se aplicaron 3 tratamientos los cuales se
muestras en el Cuadro Al. El hongo ectomicorrizico utilizado fue colectado en el
mercado de Ozumba, Laccaria proxima, una especie ectomicorrizica comestible

de gran importancia en México (Pérez- Moreno et al., 2010).



Objetivo general. Evaluar el crecimiento y mortalidad en Plantas de Pinus
greggii crecidas en wun sustrato comercial, inoculadas con un hongo
ectomicorrizico, Laccaria proxima y utilizando una fuente de in6culo, nombrado
suelo agricola, lo anteriormente era una aérea cultivada, se pretende saber si

existen propagulos ectomicorrizicos viables.

Montaje y descripcion del experimento. El indculo de Laccaria proxima,
procedia del mercado de Ozumba, en el estado de México. Se compraron 50 kg
de hongos comestibles del género Laccaria, los esporomas fueron seleccionados
de acuerdo sus caracteristicas macro y microscopicas siguiendo a Largent (1973),
Largent et al., (1977) y Muller (1992). Para la obtencion de indculo, se cortaron
los estipites de los esporomas de la especie de Laccaria proxima, los pileos fueron
secados en un deshidratador marca JERSA, el cual contaba con 20 charolas. La
deshidratacion fue efectuada a una temperatura de 35 °C, y posteriormente fueron
molidos en un Picador Molinex (utilizado para moler los hongos secos). Cuando
se utilizdé como fuente de inoculo suelo de plantacion, éste procedia del Monte
Tlaloc, Texcoco estado de México y se extrajo de un area que anteriormente tuvo
uso forestal y actualmente es utilizada para siembras de cultivos como, maiz,
arroz y cebada. Se utilizaron tubetes de plasticos negros de 140 mL, los cuales
fueron lavados y desinfectados con alcohol, se agregd una capa muy fina de
tezontle en la superficie del tubete, después fue rellenado todo el tubete con el
sustrato que se utilizd, denominado sustrato comercial. Las semillas de Pinus
greggii se remojaron en agua durante 24 h, posteriormente se desinfectaron con
peroxido de hidrégeno (H,0,) a 30%, manteniendo las semillas en agitacion
durante 20 minutos y finalmente se enjuagaron con agua destilada. Fueron
colocadas 3 semillas por tubete a una profundidad de 1 cm, finalmente se

cubrieron con una capa superficial del sustrato mencionado anteriormente.



Cuadro Al-1. Tratamientos establecidos en el bioensayo con Pinus greggii,

crecidos en sustrato comercial, descrito en el capitulo 1V.

Numero de In6culo Sustrato Réplicas
tratamiento
1 Testigo
Comercial 100
2 L. proxima
Comercial 100
3 Suelo
agricola Comercial 100

La siembra del experimento se llevd acabo el 12 de enero del 2014. El sustrato
comercial fue preparado a partir de una mezcla de peat moss, 60% (31 litros),
vermiculita, 20% (10 litros), agrolita 15% (7.7 litros) y corteza 5% (2.60 litros);
adicionalmente se adicionaron 51 g del fertilizante de liberacion lenta
Osmocote®, con un contenido de 15:9:12 mg por litro de N-P-K. Una proporcién
reducida de dicho fertilizante es de 1g de Osmocote® por litro de sustrato. El
inéculo ectomicorrizico utilizado fue 1g de inéculo por planta, conteniendo de 10°
a 10" esporas. En el caso de plantas inoculadas con suelo agricola, se emplearon
10g de in6culo por planta antes de la siembra de semillas. Se efectuaron riegos
cada tercer dia con agua destilada y Captan en una proporcion de 2 g por litro de

agua.

Dispositivos experimentales. Los dispositivos consistieron en charolas de 37 cm?
utilizadas para colocar tubetes de 130 mL los cuales se les acondicionaron solo 25
tubetes, posteriormente en la parte inferior se colocd en la parte un recipiente
colector de agua con cierta inclinacién, y se cocoldé una manguera que permitio el
flujo del agua de riego hacia un recipiente de almacenamiento de mayor
capacidad. En la parte superior de las charolas se coloco una estructura cubica con
soportes de madera de 40 cm de altura, los cuales fueron sujetados en cada

esquina del cuadrado y se colocaron plasticos en cada lado. El objetivo de estos



Altura (cm)

35

dispositivos fue evitar la dispersion de esporas entre tratamientos. En total se
utilizaron 12 dispositivos experimentales, cuatro para los testigos, cuatro para las
plantas inoculadas con L. proxima y los otros cuatro para plantas inoculadas con

suelo agricola con uso forestal previo.

Resultados preliminares. Este estudio no fue concluido, sin embargo en el caso
de la altura 340 dias después de la siembra, se observo que el mejor inoculo fue el
suelo agricola, siendo seguido de Laccaria proxima y finalmente de las plantas no
inoculadas (Figs. Al-1 y Al-2). En contraste, 340 dias después de la siembra no
se observaron diferencias entre tratamientos para la variable diametro del tallo
(Figura Al-1). De manera similar que para el didmetro del tallo no se observaron
diferencias relevantes en la variable supervivencia. Estas observaciones iniciales
solo podrian ser explicadas al efectuar evaluaciones en un periodo mayor de
tiempo, evaluando otras variables tales como porcentajes de colonizacion o

contenidos de macro y micronutrimentos a futuro.
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Figura Al-1. Altura (i) y didmetro del tallo (b) de plantas de Pinus greggii,
inoculadas o no, con el hongo comestible ectomicorrizico Laccaria proxima o con
suelo agricola, con uso forestal previo, crecidos en un sustrato 12 meses después
de la siembra. S. de plantacion = suelo agricola con uso forestal previo.
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Cuadro Al-2. Supervivencia de Pinus greggii inoculadas o no, con Laccaria proxima o con
suelo agricola con uso forestal previo, 7 meses después de la siembra.

Tratamiento Especie de Pinus Total Super\g/ivencia Mortalidad %
0
Laccaria proxima P. gregqii 100 90% 10%
Suelo agricola P. greggii 100 93% 7%
Testigo P. greggii 100 89% 11%
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Figura Al1-2. a) Aspectos generales del bioensayo y venta de hongos
ectomicorrizicos comestibles Laccaria spp. en el mercado de Ozumba, estado de
México; b) Preparacion de indculo de Laccaria spp. en un deshidratador de frutas;
(c ) Preparacién de inoculo de suelo agricola con la cantidad de 10 gramos; (d)
Dispositivos experimentales; (e) Comparacion de plantas inoculadas con L.
proxima y plantas sin inocular;( f) Comparacion de plantas inoculadas de suelo
agricola y plantas sin inocular; ( f).
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ANEXO 2

Evaluacién de P. patula y P. ayacahuite inoculados con suelo de
plantaciones forestales de las mismas especies y suelo agricola de
con uso forestal previo.

Pinus ayacahuite var. veitchii constituye una de las 50 especies nativas de México
(Eguiluz, 1982), se caracteriza por formar poblaciones aisladas de tamafio variado
sin llegar a formar masas de gran magnitud, lo cual lo limita al no poder
considerarlo como una fuente de abastecimiento de madera en forma natural y
constante a la industria. Sin embargo, es una especie muy apreciada por sus
caracteristicas maderables, Gtiles en la construccion, aserrio triplay, pulpa para
papel, postes, elaboracion de muebles y artesanias, ademas es recomendada como
arbol de navidad en plantaciones comerciales y también como planta ornamental
en parques, jardines y campos deportivos debido a su gran porte, apariencia de sus
fasciculos azul verdosos y por sus grandes conos colgantes (Eguiluz, 1978). Pinus
patula Schl. es una especie mexicana de rapido crecimiento, con plantaciones en
Africa, Asia y Sudamérica (Wormald, 1975). En México se estima que de las
256000 ha destinadas a plantaciones forestales comerciales, 15% corresponde a
plantaciones de Pinus patula. Sin embargo, no existen suficientes estudios que
demuestren con precision las especies de hongos ectomicorrizicos nativos de
México con potencial biotecnoldgico en la produccion de plantas de dicha

especie.

Objetivo general. Evaluar si el suelo nativo, utilizado como fuente de indculo
ectomicorrizico, procedente de una plantacion de la misma especie de pino,
origina mayor crecimiento en comparacién con un suelo procedente de una

plantacion de otra especie de pino.

Montaje y descripcion del experimento. La metodologia empleada fue la misma
que la descrita para el bioensayo descrito en el Anexo 1, excepto que en este caso

se evaluaron 2 especies de pinos (P. patula y P. ayacahuite) y se utilizaron como



fuentes de indculo ectomicorrrizico, ya sea suelo procedente de una plantacién de
Pinus patula o suelo de una plantacion de P. ayacahuite. EI montaje del
experimento, fue efectuado en dispositivos experimentales iguales a los descritos

en el Anexo 1.

Resultados preliminares. En el caso de P. patula se observé una mayor
supervivencia cuando se utiliz6 como fuente de indculo suelo procedente de una
plantacion de P. patula, en comparacion con plantas inoculadas con suelo de una
plantacion de P. ayacahuite, suelo agricola con uso forestal previo o plantas sin
inocular. Existiendo una supervivencia 24% mayor en el caso de plantas
inoculadas con suelo de plantacion de P. patula comparadas con plantas no
inoculadas (Cuadro A21). Una tendencia distinta fue observada en el caso de
plantas de P. ayacahuite, en donde no existieron diferencias significativas entre
tratamientos en el caso de los tratamientos (Cuadro A22). Estos datos iniciales
solo podrian ser explicados formalmente, al evaluar variables adicionales
incluyendo los contenidos nutrimentales y, principalmente la colonizacion

ectomicorriza en un estudio posterior.

Cuadro A2-1. Mortalidad de plantas de Pinus patula de 12 meses de edad, inoculados o no con
2 inoculos ectomicorrizicos, crecidos en sustrato comercial.

Tratamiento Especie Repeticiones Supervivencia % Mortalidad %
Suelo agricola Pinus patula 25 60% 40%
Suelo de plantacion de Pinus  Pinus patula 25 56% 44%
ayacahuite

Suelo de plantacion de Pinus  Pinus patula 25 76% 24%
patula

Testigos Pinus patula 25 52% 48%




Cuadro A2-2. Mortalidad de Pinus ayacahuite de 12 meses de edad inoculados o no con dos
tipos de indculos, crecidos en sustrato comercial.

Tratamiento Especie Total Supervivencia  Mortalidad
% %
Suelo agricola Pinus ayacahuite 25 36% 64%
Suelo de Pinus ayacahuite Pinus ayacahuite 25 32% 68%
Suelo de Pinus patula Pinus ayacahuite 25 44% 56%
Testigos Pinus ayacahuite 25 48% 52%

S. P. patula Testigo i Testigo

Figura A2-1.Diferencias en crecimiento de P. ayacahuite entre plantas sin
inoculadas con suelo de una plantacion de P. patula (a), suelo de un plantacion de
P. ayacahuite (b), suelo agricola (c), en comparacion con plantas sin inocular.
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