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INOCULACION DE Pinus cembroides Zuce. CON UN HONGO
ECTOMICORRIZICO COMESTIBLE Y UNA BACTERIA AUXILIADORA
DE LA MICORRIZACION EN DOS SUSTRATOS

Abigail Janice Zuiiga Cruz, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN
La inoculacion de arboles forestales con hongos ectomicorrizicos representa una importante
herramienta en la produccion de planta; el principal beneficio para ambos simbiontes es el
intercambio nutrimental y la respuesta benéfica a estreses ambientales. Un factor benéfico bidtico
adicional estd constituido por las bacterias auxiliadoras de la micorrizacion. Pinus cembroides
Zucc es una especie nativa de México que se utiliza en programas de reforestacion
principalmente en climas semiaridos. En el presente trabajo se evaluo la inoculacion del hongo
Laccaria proxima (Lp) y la bacteria Conhella sp. (C) solas o combinadas en P. cembroides en
dos sustratos con diferente cantidad de composta. En términos generales se observd un efecto
sinérgico del hongo y la bacteria en biomasa, altura y didmetro del tallo. La tasa fotosintética y la
transpiracion fueron ocho veces mayor en comparacion con las plantas no inoculadas. El
contenido de clorofila y carotenos fue mayor en la inoculacion de Lp y Lp+C
independientemente de los sustratos. Existio translocacion a la parte aérea de N, Fe, Mn y Zn de
plantas inoculadas con Lp y Lp+C en el sustrato con 10% de composta. La ectomicorriza Lp
cuando se inoculd con C, los porcentajes de colonizacion fueron 79.4% y 92.7% en los sustratos
de 10% y 20% de composta, respectivamente. Por lo que se concluye que la inoculacion de
hongos ectomicorrizicos y rizobacterias influyeron en mejorar la calidad fisiologica y nutrimental
de P. cembroides; demostrando el enorme potencial biotecnologico de estos microorganismos en

la produccion masiva de plantas de dicha especie forestal.

Palabras clave: Reforestacion, sequia, sinergismo, ectomicorriza, bacterias.



INOCULATION OF Pinus cembroides Zuce. WITH A EDIBLE
ECTOMYCORRHIZAL FUNGI AND AN MYCORRHIZAL HELPER
BACTERIA IN TWO SUBSTRATES

Abigail Janice Zuiiga Cruz, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

The inoculation of forest trees with ectomycorrhizal fungi represents an important tool for plant
production; the main benefit for both symbionts is the nutrimental exchange and the beneficial
response to environmental stresses. An additional biotic beneficial factor is constituted by the
mycorrhizal aid bacteria. Pinus cembroides Zucc is a native species of Mexico that is used in
reforestation programs mainly in semi-arid climates. The present work evaluated the inoculation
of the fungus Laccaria proxima (Lp) and the bacteria Conhella sp. (C) alone or combined in P.
cembroides on two substrates with different amount of compost. In general terms, a synergic
effect was observed in biomass, height and diameter of the stem. The photosynthetic and
transpiration rates were eight times greater when compared to non inoculated plants. The
chlorophyll and carotene contents were greater in the inoculation of Lp and Lp + C regardless of
substrates. There was translocation to the aerial part of N, Fe, Mn and Zn of plants inoculated
with Lp and Lp + C in the substrate with 10% of compost. The ectomycorrhiza Lp when it was
inoculated with C, the colonization percentages was 79.4% and 92.7% in the substrates of 10%
and 20% of compost, respectively. It is concluded that the inoculation of ectomycorrhizal fungi
and rhizobacterium improved physiological and nutritional quality of P. cembroides;
demonstrating the enormous biotechnological potential of these microorganisms in the massive
plants production of these forest species.

Key words: Reforestation, drought, synergism, ectomycorrhiza, bacteria.
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

De acuerdo al IPCC (2013) el cambio climatico y los bosques tienen una estrecha relacion ya que
estos ecosistemas tienen la capacidad de capturar y almacenar dioxido de carbono. Mediante la
reforestacion y restauracion forestal exitosa es factible la reduccién de emisiones de gases de
efecto invernadero y la degradacion de suelos asi como la recarga de mantos acuiferos (FAO,
2012). En la naturaleza, los hongos ectomicorrizicos son esenciales para la salud y el crecimiento
de los arboles forestales; pueden beneficiarlos al mejorar la absorcion de nutrientes del suelo,
particularmente para elementos con baja movilidad como P y micronutrientes (Smith y Read,
2008). Esto es correspondido por la movilizacion de carbohidratos del arbol al hongo a traves de
la raiz, haciendo que la relacion sea una asociacion mutualista. La ectomicorrizdsfera, que forma
una interfaz muy especifica entre el suelo y los arboles, alberga una comunidad grande y diversa
de microorganismos que pueden inhibirse o estimularse entre si. Algunas de las bacterias
promueven consistentemente el desarrollo de micorrizas, o que ha generado el concepto de
bacterias auxiliares de micorrizacion (BAM) (Frey-Klett et al., 2007). Los hongos
ectomicorrizicos y las bacterias también contribuyen conjuntamente a los procesos de

mineralizacion y solubilizacion edafica (Calvaruso et al., 2006, Uroz et al., 2009).

Paralelamente, el calentamiento global podria disminuirse por medio del mantenimiento de los
ecosistemas forestales y la reforestacion (Acosta-Mireles et al., 2009; Lal, 2004; Rodriguez-
Laguna et al., 2009). Tomando como relevancia el estudio de especies que toleren sequia, una de
ellas es Pinus cembroides Zucc la cual es una especie nativa de México que puede tolerar hasta

ocho meses continuos sin precipitaciones (Farjon et al., 1997). Por su relevancia ecoldgica, esta


https://www.sciencedirect.com.access.biblio.colpos.mx/science/article/pii/S0038071709004696#bib319
https://www.sciencedirect.com.access.biblio.colpos.mx/science/article/pii/S0038071709004696#bib319
https://www.sciencedirect.com.access.biblio.colpos.mx/science/article/pii/S0038071709004696#bib46
https://www.sciencedirect.com.access.biblio.colpos.mx/science/article/pii/S0038071709004696#bib397

especie se usa cada vez mas en reforestaciones y en proyectos de restauracion (Vazquez et

al., 1999).

México es un importante reservorio biolégico y cultural de hongos ectomicorrizicos comestibles
a nivel mundial. Un gran porcentaje de las especies de hongos silvestres comestibles en México
forman asociaciones ectomicorrizicas (Pérez-Moreno et al., 2008). El género Laccaria ha sido
utilizado ampliamente, por ser un hongo cosmopolita (Cairney y Chambers, 1999). Mueller
(1992) reconocié 19 especies para Estados Unidos de América y tentativamente 40 a nivel
mundial. Las especies de Laccaria forman simbiosis ectomicorrizica con un amplio rango de
angiospermas y gimnospermas. Dentro de esta gran diversidad de especies se encuentra Laccaria
proxima formando simbiosis con especies de pinos (Carrasco et al., 2010). El objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto que tiene la inoculacion con el hongo ectomicorrizico
comestible y la bacteria auxiliadora de la micorrizacion Cohnella sp. en Pinus cembroides en

términos de crecimiento, fisiologia y calidad nutrimental en dos sustratos.
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CAPITULO II. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Contribuir al desarrollo biotecnolégico de la utilizacion de hongos comestibles

ectomicorrizicos y bacterias auxiliadoras de la micorrizacion en la produccién de plantas de

interés forestal con fines de reforestacion o plantaciones en diferentes sustratos.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el efecto de la inoculacion sola o combinada de Laccaria proxima y Cohnella sp. en

crecimiento vegetal y calidad fisioldgica y nutrimental de Pinus cembroides Zucc.

Evaluar la influencia de la inoculacion sola o combinada de Laccaria proxima y Cohnella sp.

en plantas de Pinus cembroides en términos fisioldgicos, crecidas en dos sutratos diferentes.

Evaluar la colonizacion ectomicorrizica de Pinus cembroides con Laccaria proxima y con

Cohnella sp. solas o combinadas.



2.3 HIPOTESIS GENERAL

La inoculacién con hongos ectomicorrizicos comestibles y bacterias auxiliadoras de la
micorrizacion origina un mayor crecimiento, y asimilacion de macro y micro nutrientes en

Pinus cembroides dependiendo de los sustratos.

2.4 HIPOTESIS PARTICULARES

Los tratamientos de Pinus cembroides inoculados con el hongo ectomicorrizico comestible y
la bacteria auxiliadora de la micorrizacion tienen mayor crecimiento, contenido nutrimental y

calidad fisioldgica en comparacion con el tratamiento sin inocular.

Los tratamientos inoculados de Pinus cembroides tienen mayor calidad fisioldgica y
contenido nutrimental en sustratos con menor concentracion de composta en comparacién con

el tratamiento sin inocular.

Existe una mayor colonizacion ectomicorrizica cuando se inoculan L. proxima y Cohnella sp.
de manera simultanea, que en plantas inoculadas de manera independiente con cada

microorganismo.



CAPITULO IIl. REVISION DE LITERATURA

3.1 CAMBIO CLIMATICO E IMPORTANCIA DE LOS BOSQUES

Los humanos hemos transformado a la Tierra y los impactos en estas Ultimas décadas se
han vuelto visibles a escala global (Steffen et al., 2015). Dentro de estos impactos tenemos el
cambio climatico que esta contribuyendo en alteraciones del sistema terrestre, por lo que esta
afectando la capa de ozono, mantos acuiferos, diversos ecosistemas y en las distribuciones de
especies (IPCC, 2014). Esto esta provocando un aumento en la frecuencia e intensidad de los
desastres relacionados con el clima, tales como inundaciones, incendios y sequias; provocando la
degradacion del ecosistema, desencadenando mas desastres y disminucion de la capacidad del
ecosistema para amortiguar los impactos del cambio climatico; la pérdida de biodiversidad de los
ecosistemas podria causar el colapso de las cadenas alimentarias, o que provocaria desastres
bioldgicos (IPCC 2013). Actualmente los bosques cubren mas de la cuarta parte de la Tierra, la
mitad de ellos estan en los trépicos y el resto en las zonas templadas y arboreas. Siete paises
albergan mas del 60% de la superficie forestal mundial: Rusia, Brasil, Canada, Estados Unidos,
China, Indonesia. La mitad de los bosques que una vez cubrieron la Tierra, 29 millones de Km?,
han desaparecido, y cerca del 78% de los bosques primarios han sido ya destruidos y el 22%
restante esta amenazado por la extraccion de madera (INI-PNUD, 2000; FAO, 2012). Al
desaparecer los bosques sabemos que no solo se ausentan especies de arboles sino tambien
microorganismos, desde flora y fauna.

Los ecosistemas forestales son ampliamente reconocidos por su potencial para almacenar
la mayor parte del carbono terrestre, por lo que su pérdida puede tener impactos significativos en
las emisiones de gases de efecto invernadero (IPCC 2013; Smyth et al., 2014). La distribucion de

los bosques esta estrechamente relacionada con la temperatura y precipitacion, y se han adaptado
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continuamente a los cambios en condiciones climaticas mediante modificaciones de especies
vegetales (Carcaillet et al., 2010). Aquellos ecosistemas que han sido regenerados tienen que
hacer frente a condiciones climaticas futuras de al menos varias décadas (Wagner et al., 2014).

Estas condiciones ambientales estan afectando a los ecosistemas terrestres (Zhao et al.,
2010), generando impactos negativos sobre la salud del bosque asociados con la limitacion del
agua (Anderegg et al., 2013); por ejemplo, la sequia es una restriccion ambiental que provoca
disminucion en la productividad y mortalidad de arboles maduros, o la susceptibilidad al ataque
de patogenos o insectos y la vulnerabilidad al dafio por fuego (Zhao et al., 2010 ; Reichstein et al.
2013). El sistema radical es la clave de los ecosistemas forestales, pues las raices son
responsables del consumo de agua Yy nutrientes, proporcionan estabilizacion fisica,
almacenamiento nutrimental y de carbohidratos (Brunner et al., 2007). Ademas, pueden actuar
mandando sefiales sobre de las condiciones de déficit hidrico y enviarlas a los brotes vegetativos
(Hamanishi et al., 2011). Se estima que las raices constituyen el 20-40% de la biomasa de los
arboles (Jackson et al., 1997). El sistema radical es complejo, porque incluye raices que difieren
en morfologia y tamafio. Las raices gruesas (> 2 mm de diametro) son responsables de anclar los
arboles al suelo y de servir como Organos para transportar el agua desde los horizontes mas
profundos del suelo. Las raices finas (<2 mm de diametro) son importantes para la absorcion de
agua y nutrientes (Brunner et al., 2007).

En México, los bosques estan dominados por géneros de angiospermas y gimnospermas
formadores de ectomicorrizas, particularmente por el género Pinus, que esta representado por 49
especies, que constituyen casi el 50% de la diversidad mundial (Styles, 1993). Los bosques de
pino son los de mayor distribucion entre los distintos tipos de bosques de coniferas; se estima que

cubren hoy alrededor de 75% de su distribucién potencial, estimada en 10 millones de hectareas,
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aunque los bosques bien conservados sélo cubren 5.2 millones de hectareas (Challenger y
Soberon, 2008).

Las circunstancias sociales son caracteristicas de la situacion de los bosques en México: la
pobreza en la que viven la mayoria de sus habitantes y el estatus social. De principio los bosques
son habitados por grupos etnicos en los que radican casi 18 millones de personas que dependen
directamente de los recursos forestales para sobrevivir y cuyas condiciones de vida se encuentran
en su mayoria en estado de carencia y de necesidades basicas. Para esta poblacion los bosques
son un recurso fundamental, ya que constituyen fuentes de recursos maderables y no maderables
que destinan a la venta en mercados locales y que representan una fuente de ingreso

suplementario (FAO, 2012).

3.2 IMPACTO DE LA SEQUIA EN ECOSISTEMAS FORESTALES

Estudios fisioldgicos, bioquimicos y moleculares sugieren que las plantas han
desarrollado una variedad de estrategias para hacer frente a la sequia. Estas estrategias se pueden
dividir en aquellas que permiten a las plantas evitar bajas precipitaciones y aquellas que les
permiten tolerar la deshidratacion (Verslues et al., 2006). Las estrategias para evitar los bajos
potenciales hidricos dependen de mecanismos que mantienen el estado hidrico de la planta. La
pérdida de agua puede reducirse por el cierre de los estomas Yy restringir el crecimiento de los
brotes. La absorcion de agua se puede aumentar a través del crecimiento de la raiz (Tuberosa,
2012 ; Claeys et al., 2013). Existen especies arboreas adaptadas a los climas secos y
generalmente, éstas tienen mayor ndmero de raices y un sistema radical mas profundo, en
comparacion con las especies adaptadas a condiciones climaticas humedas (Hartmann,
2011). Estos patrones han contribuido en la hipétesis de que los arboles responden al déficit de

agua mediante el aumento de la relacion raiz-brote y profundidad de enraizamiento (Poorter et
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al., 2012). El transporte de agua por los conductos del xilema, va desde las raices hasta el tallo,
ramas y peciolos de las hojas, también depende del tamafio y la etapa fisioldgica del arbol
(Mencuccini, 2015; Schuldt et al., 2013). Las raices finas pueden sacrificarse en respuesta a
sequia, de manera similar al mecanismo de la caida de hojas (Chenlemuge et al., 2013; Hertel et
al., 2013). Se ha demostrado que bajo condiciones de sequia la simbiosis ectomicorrizica puede
mejorar el estado hidrico de los arboles, la conductividad hidraulica y los contenidos
nutricionales, lo que modifica la regulacion estomaética a través de una mayor extension de la raiz
y una mayor area de superficie absorbente del micelio externo (Lehto et al., 2011). Los hongos
ectomicorrizicos (ECM) pueden afectar adicionalmente la ruta de célula a célula por el transporte
de agua a través de la corteza de la raiz, que ha sido atribuida por las aquaporinas (Xu et al.,
2015). El mecanismo indirecto méas conocido de los efectos de la ectomicorriza en la relacion
hidrica probablemente sea la mejora del estado nutricional del fitobionte debido a la facilitacion
de la adquisicién de nutrientes durante la sequia. Otro mecanismo es la asimilacion de
carbohidratos a través de la funcion estomatica por medio de la estructura del manto flngico,
debido a que puede controlar el movimiento del agua (Lehto et al., 2011). A medida que el suelo
se seca, la absorcidn de agua muestra un cambio gradual y la ectomicorriza asegura el equilibrio
del potencial hidrico (suelo-arbol) y soporta la transpiracion (Breda et al., 2006). Mohan et
al. (2014) llegaron a la conclusion de que el principal efecto de las asociaciones de hongos ECM
es reducir el estrés de la planta en condiciones de sequia. A medida que aumenta la intensidad de
la sequia los tejidos del xilema pueden verse dafiados definitivamente (Anderegg et al., 2013). El
estrés hidrico causa un dafio fisiologico que se asocia con una serie de caracteristicas y procesos
que afectan la fisiologia de los arboles debido a la mortalidad prematura de raices conforme

transcurre el tiempo (Breda et al., 2006); lo que deja a un arbol mas vulnerable a la sequia en el
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afio siguiente; si un arbol acumula suficiente dafio fisiologico y si este cruza cierto umbral, puede

ocurrir la muerte (Anderegg et al., 2013).

3.2.1 Descripcion general de Pinus cemborides Zucc.

Existe una necesidad de realizar investigaciones en arboles forestales que respondan a un
estrés ambiental como lo es la sequia. Pinus cembroides Zucc es una especie nativa de México
que puede tolerar hasta ocho meses continuos sin precipitaciones. Los bosques del género Pinus
se desarrollan bajo un amplio espectro de condiciones climaticas, y con frecuencia presentan
perturbaciones naturales y antropogenicas, lo que ha modificado su estructura, composicion y
dindmica natural (Rzedowski, 2006). Dentro del género Pinus se encuentra el grupo de pifioneros
(subgénero Ducampopinus) que se caracterizan por crecer en toda clase de rocas, calizas con alto
contenido de yeso e igneas, sobre suelos secos y delgados. Una de las especies mas
representativas es P. cembroides Zucc, junto con: Pinus pinceana Gordon, Pinus nelsoni Shaw, y
Pinus edulis Eng. (Farjon et al., 1997; Trevifio, 2001; Rzedowski 2006 y Robert, 2012). Los
bosques de pifidn tienen una amplia extension en ambas cadenas montafiosas del norte de México
y se distribuyen por todo el norte y centro del pais, abarcando los estados de Sonora, Chihuahua,
Nuevo Ledn, Coahuila, Tamaulipas, Durango, Zacatecas, San Luis Potosi, Guanajuato, México,
Tlaxcala, Puebla y Veracruz (Narave y Taylor, 1997), en zonas donde la precipitacion media
anual oscila de 350 a 700 mm, y en altitudes de 1500 hasta 2550 msnm, desempefiando una
funcién importante en el ecosistema y en el ciclo hidrolégico, pues evitan la erosion y promueven
la infiltracion del agua y la recarga de los mantos acuiferos. Ademas es habitat importante de la
fauna silvestre, cerca del 90% del volumen de su semilla producida es consumida por muchas
especies de aves y mamiferos (CONABIO, 2016). Al ser una especie que constituye parte de un

ecosistema de transicion entre la vegetacion semiarida y los bosques templados, tiene un alto
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potencial adaptativo y de reforestacion (Figura 1) (Rzedowski, 2006; Constante et al., 2012 y

Robert 2012).

Figura 1. Pinus cembroides Zucc. a la edad de 5 meses (a, b) y semilla (c).

3.3 IMPORTANCIA ECOLOGICA DE LOS HONGOS ECTOMICORRIZICOS
Los hongos son uno de los grupos de microorganismos mas estudiados en suelos
forestales, pues albergan comunidades abundantes y diversos taxones (Sterkenburg et al.,
2015). Son considerados los principales descomponedores de materia organica debido a su
capacidad para producir una amplia gama de enzimas extracelulares que les permiten degradar de
manera eficiente la biomasa de plantas muertas (Eichlerova et al., 2015). Mas del 90% de los

arboles forestales de zonas templadas y boreales participan en la simbiosis ectomicorrizica, y solo
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una minoria de arboles estan asociados con micorriza arbuscular (Kluber et al., 2011). Las
simbiosis micorrizicas son asociaciones que ocurren entre los hongos del suelo y el sistema de
raices en la mayoria de las plantas terrestres. Se asocian siete tipos de micorrizas; principalmente
dos, las ectomicorrizas y micorrizas arbusculares, se han estudiado extensamente, debido a su
importancia ecoldgica asi como por su distribucion filogenética, nimero de especies vegetales y
fangicas involucradas (Smith y Read, 2008; van der Heijden et al., 2015).

Las ectomicorrizas son caracteristicas de arboles y arbustos, sus hifas permanecen de
manera extracelular (induccién de cambios en la morfogénesis de la raiz) s6lo conduce a
modificaciones en la epidermis o células corticales (Bonfante, 2001). En las endomicorrizas
(arbusculares, ericoides, y orquideas) sus hifas penetran en las células de la raiz para establecer
una simbiosis intracelular (Bonfante et al., 2008). La simbiosis ectomicorrizica es un componente
esencial en la mayoria de las comunidades forestales; se han descrito unas 6 000 especies de
hongos ectomicorrizicos de los Phyla Ascomycota y Basidiomycota (Tedersoo et al., 2010). Cada
especie de arbol puede formar asociaciones simbidticas con varias especies de hongos
ectomicorrizicos; mientras que algunos hongos ECM estan restringidos a un solo género de arbol
o incluso a solo algunas especies. (Richard et al., 2005).

En México, la ectomicorriza es de enorme interés estructural y funcional en ecosistemas
templados, subtropicales y tropicales. Los estudios de la simbiosis ectomicorrizica en el pais nos
demuestran que es un importante reservorio de géneros de arboles de enorme importancia
forestal, tanto de pinos y encinos. México ocupa el primer lugar en biodiversidad de los géneros
Pinus y Quercus con 72 taxa y 151 especies, respectivamente. Adicionalmente, el pais alberga
mas de 40% de los géneros de hongos ectomicorrizicos conocidos a nivel mundial (Pérez-Moreno

et al. 2012).
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No se conoce totalmente la distribucion total de especies de hongos por entidades
federativas; sin embargo, del 47% de ellas se tiene datos publicados; como es el caso de
Veracruz, estado con mayor namero de especies, registrd6 1 517 (Guzméan et al., 2003),
siguiéndole Jalisco con 1 040 (Guzman-Davalos, 2001), Estado de México con 726 (Frutis-
Molina et al., 2009), Sonora con 658 (Esqueda et al., 2010), Michoacan con 652 (Gomez-Peralta
et al., 2005), Querétaro con 633, Durango con 614, Chihuahua con 580, Tamaulipas con 563
(Garcia-Jiménez et al., 2005), Morelos con 480 (Contreras- MacBeath et al., 2006), Quintana
Roo con 447 (Lopez et al., 2011), Aguascalientes con 372 (Pardavé- Diaz et al., 2007), Puebla
con 181 (Vazquez-Mendoza et al., 2010), Campeche con 154 (Ancona-Méndez et al., 2010) y
Yucatan con 153 (Lopez et al., 2011).

En México se han descrito las ectomicorrizas de: Laccaria bicolor en P. montezumae
(Santiago-Martinez et al., 2003); Boletus clavipes, Laccaria laccata, Suillus pseudobrevipes en
P. patula y S. pseudobrevipes en P. greggii (Carrera-Nieva y Lopez-Rios, 2004); Pisolithus
tinctorius en Eucalyptus urophylla y P. greggii (Garcia-Rodriguez et al., 2006); Boletus
rubropunctus en Quercus sp. (Smith y Pfister, 2009); P. tinctorius, Scleroderma texense en P.
devoniana y P. pseudostrobus (Valdés et al., 2010); L. bicolor, L. laccata, L. proxima, Hebeloma
alpinum, H. leucosarx y H. mesophaeum en P. patula y P. pseudostrobus (Carrasco- Hernandez,
2010; Carrasco-Hernandez et al., 2010; Jiménez-Ruiz, 2011). Geopora sp., Hebeloma helodes,
H. leucosarx, Peziza sp. 1, P. aff. ostracoderma, Pezizaceae sp. 1, sp. 2, sp. 4, Pulvinula
constellatio, Sebacina sp. 1, sp. 2, Sordariales sp. 1, sp. 2 y Tuber separans (Garibay-Orijel et al.,

2013).
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3.4 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y FUNCIONALES DE LAS
ECTOMICORRIZAS

El hongo provee a la planta de nutrimentos minerales, principalmente nitrégeno y fosforo;
ademé&s de proporcionar agua, hormonas y proteccion contra agentes patogenos y factores
ambientales extremos (Estrada, 2007).

Red de Hartig: Los hongos ectomicorrizicos establecen asociaciones con plantas
formando una envoltura alrededor de la raiz que crece internamente entre las células de la raiz,
construyendo la Red de Hartig, incrementando la superficie del area para la absorcién de agua y
nutrientes (Pérez-Moreno et al., 2007). Es el lugar de masivos intercambios bidireccionales de
nutrientes. Por otra parte, la planta hospedera asigna fotosintatos a los hongos simbiontes para la
formacion de sus cuerpos fructiferos. Los hongos transfieren a las plantas nutrientes esenciales,
principalmente moléculas de N, P y K, las cuales son absorbidos por la hifa extraradical
(Marmeisse et al., 2004).

Manto fungico: El hongo cubre las raices cortas formando un manto o vaina. Las hifas
crecen de este manto hacia afuera en el sustrato y hacia dentro entre los espacios intersticiales
(entre las células) de las células corticales de la raiz (Pérez-Moreno et al., 2007).

Micelio externo: De acuerdo con Chalot (2002), una de las funciones méas importantes de
dicho micelio es el conectar plantas en la naturaleza. Debido a su habilidad para: 1) absorber y
transportar nutrientes minerales y organicos; 2) iniciar asociaciones ectomicorrizicas al contactar
hospederos jovenes; 3) funcionar como propagulo fangico al ser separado por modificaciones
fisicas de los suelos de los arboles asociados; 4) iniciar la formacién de cuerpos fructiferos como
primordios; 5) conectar arboles de la misma o diferente especie.

La forma de mejorar, el estado fisiologico de los fitobiontes es a través del incremento en

la absorcion de agua y nutrimentos, el micelio se extiende por el suelo y se convierte en un
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organo de absorcion que llega a tener dimensiones con una razon raiz:micelio de 1:105, y tienen
un papel importante en la proteccion de la planta contra factores ambientales adversos como:
sequia, presencia de patdgenos y de metales pesados (Selossé et al., 2006). Algunos de los hongos
ectomicorrizicos se consideran como un recurso forestal no maderable, pues sus estructuras
reproductivas son un recurso econémico muy importante que permite obtener un producto que
puede comercializarse facilmente (Niveiro et al., 2009).

Los primeros pasos gque se dan entre plantas hospederas y hongos micorrizicos comienzan
con el reconocimiento de moléculas sefializadoras que son liberadas por ambos socios. Las
plantas exudan muchos metabolitos primarios y secundarios en la rizésfera, incluyendo azucares,
hormonas y enzimas que afectan al microbioma de la raiz. Por otro lado la presencia de
moléculas quimiotacticas de la raiz que son capaces de atraer el micelio de los hongos
ectomicorrizicos. Por ejemplo, los fenilpropanoides se acumulan en las células de las raices antes
de la colonizacion, por lo cual, los flavoniodes juegan un papel importante en el inicio de la

simbiosis micorrizica (Simard, 2009).

3.4.1 Descripcion de Laccaria proxima

Laccaria proxima tiene una gran importancia como especies comestible en diversas partes
del centro y sur de México, en donde son conocidas como “xocoyotl”, “xocoyoli” o “chocoyul”
(Pérez-Moreno et al., 2008). Adicionalmente, diversas investigaciones han utilizado especies del
género Laccaria, para su aplicacion en la micorrizacion controlada de planta de vivero, debido a
que se han registrado efectos benéficos en las plantas inoculadas, en comparacién con las plantas
no inoculadas en términos de crecimiento aéreo, radical y contenido nutrimental; por ejemplo,

Laccaria laccata con Pinus pinaster (Pera y Parladé, 2005), y L. bicolor con Pseudotsuga
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menziesii (Parladé et al., 1999), Pinus pinea (Rincén et al., 2001) y Pinus pinaster (Parladé et al.,

1999).

3.4.1.1 Descripcion de esporoma

Laccaria proxima. Su pileo es plano, con un diametro aproximado de 20-60 mm, de
coloracion tendiendo a vino (Figura 2a). Laminas libres, de color rosa palido. Estipite cilindrico
de 20-80 mm de longitud y 3.6-9.3 mm de ancho, de color vino ligeramente mas obscuro que el
pileo. Esporas globosas y cafés, de didmetro aproximado a 5 pm, con ornamentacion

aparentemente nodulosa (Carrasco, 2010).

3.4.1.2 Caracterizacién micromorfoldgica de Laccaria proxima.

La ectomicorriza presenta un tipo de ramificacion en su mayoria ausente y en menor
proporcion dicotomica, con una longitud de 1 a 8 mm y 0.2 mm de diametro, la morfologia de las
puntas no ramificadas fueron sinuosas o inclinadas. De jovenes presenta una coloracion café
claro distribuido homogéneamente; por el contrario, con el tiempo se va diferenciado la base de
un color café obscuro y la punta café claro, con la terminacién cilindrica (Figura 3) en su etapa
adulta la base es mayor que el apice. El tipo de manto en la superficie era liso, su anatomia fue
plectenquimatos. Macromorfol6gicamente, se apreciaron estructuras alargadas de las hifas, color

café y blanco en las puntas (Carrasco-Hernandez et al., 2010).
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Figura 2. Fotos taxondmicas de Laccaria proxima: esporoma (a), esporas a 100x (b)
(Fuente: Carrasco, 2010).

o " 4
Fgu‘ra 3. Micromorfologila ectomicorrriza de Laccaria proxima (Fuente: Carrasco,
2010).
3.5 BACTERIAS AUXILIADORAS DE LA MICORRIZACION (BAM)

De acuerdo con Gomez y Corlay (2007) las bacterias son los organismos menos
evolucionados, de menor complejidad estructural y los mas pequefios. Carecen de una membrana
nuclear que aisla el material genético del resto de los componentes celulares, por lo cual se
conocen como procariontas. Son organismos unicelulares con forma esférica, cilindrica o en

espiral; la mayoria de las bacterias del suelo son gram-negativas. En la rizosfera se pueden

encontrar bacterias fijadoras de nitrégeno, promotoras del crecimiento vegetal, solubilizadoras de
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fosfatos y patogenas. Las bacterias son los principales agentes naturales responsables de la
fijacion de N en ecosistemas forestales (Reed et al., 2011) y participan en procesos, como la
mineralizacion que conduce a la liberacion de nutrientes inorganicos (Uroz et al., 2011). En
condiciones naturales, las bacterias asociadas con hongos micorrizicos colonizan la superficie de
las hifas extrarradical o por lo menos en algunos taxones de hongos (Bonfante et al., 2009).

La importancia de los hongos ectomicorrizicos esta cambiando con una apreciacion sobre
el papel de las bacterias como componente principal de los ecosistemas forestales (Baldrian,
2017). Hallazgos recientes indican que las bacterias cominmente albergan genes que codifican
enzimas que degradan la pared celular de la planta (Berlemont et al., 2015) y contribuyen
significativamente a la descomposicion de la materia organica (Stursova et al., 2012; Tian et al.,
2014). Sin embargo, las funciones de las bacterias y los hongos no deben verse como algo
separado. La gran abundancia de biomasa fungica en los suelos forestales tiene multiples
consecuencias para las bacterias, incluida la creacion de nichos especificos (Walker et al., 2014),
el suministro de nutrientes, la descomposicion de la materia organica (Bonito et al., 2014) y el
aumento en la conectividad del suelo por medio del micelio, pues permite que ciertas bacterias se
muevan a través del ambiente (Uroz et al., 2007). EI funcionamiento de la micorriza esta
relacionado por las bacterias auxiliadoras de la micorrizacion (BAM) (Bonfant et al., 2001; 1zumi
et al., 2006). Los ecosistemas forestales proporcionan una amplia gama de habitats para bacterias,
incluidos los tejidos y el suelo (Lauber et al., 2009); ademas del pH, que parece ser el impulsor
mas importante de la composicion bacteriana de la comunidad en los suelos, el contenido de
materia organica, la disponibilidad de nutrientes, las condiciones climéticas y las interacciones
bidticas afectan en la composicion de las comunidades bacterianas (Chemidlin et al., 2011).

Las BAM aisladas de las ectomicorrizas de diferentes simbiontes mejoran la formacion de

micorrizas 0 apoyan la simbiosis previamente establecida (Labbe et al., 2014; Frey-Klett et al.,
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2007). En la micorrizosfera, las plantas, los hongos ECM y las BAM forman asociaciones
tripartitas en las que cada uno afecta criticamente el metabolismo de los demaés. Se ha propuesto
que los hongos ECM seleccionan comunidades bacterianas mediante la exudacion de compuestos
de bajo peso molecular, como &cidos organicos y aminoacidos (Fransson et al., 2016). Las BAM
influyen tanto en los hongos ECM como en su fitobionte (Kurth et al., 2013).

Los estudios sugieren que la liberacion de moléculas y el contacto fisico entre las
bacterias y los hongos ectomicorrizicos son importantes para el establecimiento de sus
interacciones. Esto recuerda los principales mecanismos de sefalizacion identificadas entre
rizobios y leguminosas (Oldroyd et al., 2008), asi como en las micorrizas arbusculares. Los
microorganismos liberan moléculas que se perciben reciprocamente (Bouwmeester et al., 2007),
y también la activacion de las respuestas son mediadas por Ca (Kosuta et al., 2008). Se requiere
un contacto fisico entre el hongo y la planta para estimular las reacciones que preceden a la
colonizacion fungica (Genre et al., 2008).

Los linajes de las BAM identificadas pertenecen a grupos y géneros de Gram-negativos
del Phylum Proteobacteria (Agrobacterium, Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia,
Bradyrhizobium, Enterobacter, Pseudomonas, Klebsiella y Rhizobium), Gram-positivas del
Phylum Firmicutes (Bacillus, Brevibacillus, y Paenibacillus) y Gram-positivas del Phylum

actinobacteria (Rhodococcus, Streptomyces, y Arthrobacter) (Duponnois; Garbaye, 1994).

3.5.1 Mecanismos funcionales de las BAM
a. Promocion del establecimiento de la simbiosis por estimulacion de la extension
micelial. La germinacion de las esporas y el crecimiento micelial son mejorados por la

produccion de factores de crecimiento (Keller et al., 2007; Garbaye, 1994).
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b. Incremento del contacto y colonizacion raiz — hongo. Incremento del nimero de raices
laterales, mediado por la produccion de fitohormonas (Aspray et al., 2006). Mejora de la
colonizacion radical por induccion de la producciédn de flavonoides (Xie et al., 1995).

c. Reduccion del impacto a factores ambientales adversos sobre el micelio del hongo
micorrizico. Las bacterias pueden realizar una detoxificacion de suelos, de forma similar lo
liberan de la contaminacion generada por metales pesados (Brulé et al., 2001) y reducen las

concentraciones de compuestos fenolicos antagonistas.

3.5.2 Descripcion de Cohnella sp.

El género Cohnella, perteneciente a la familia Paenibacillaceae del phylum Firmicutes ,
fue propuesto por primera vez por Kampfer et al. (2006) con Cohnella thermotolerans como
especie tipo. EI género Cohnella es un grupo de bacterias Gram-positivas, formadoras de
endosporas 0 no formadoras de endosporas, aerdbicas o facultativamente aerobicas. Los
miembros de este género se han aislado de diversos hébitats ecologicos, incluida la industria de
produccién de almidén (Kéampfer et al., 2006), estanque volcanico (Cho et al., 2007), nddulos de
raiz (Garcia-Fraile et al., 2008), suelo (Khianngam et al., 2010; Yoon et al., 2007 y Hameed et
al., 2013), agua dulce (Shiratori et al., 2010), heces de bufalo (Khianngam et al., 2012) y de la

rizosfera (Hameed et al., 2013).
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO E INOCULACION

Las semillas de Pinus cembroides Zucc procedieron del municipio de Tehuacan, Puebla y
fueron recolectadas en noviembre de 2015; la localidad estd a una altitud 1620 m, longitud:
97°23'34" O, latitud: 18°27'41" N, con una precipitacion media anual de 474 mm y temperatura
media de 18.8°C. Las semillas fueron esterilizadas previo a su siembra con H202 a 30% por 20
minutos y lavadas siete veces con agua esteril.

Se utilizaron dos sustratos para la germinacion de las semillas, y para el crecimiento de
los pinos, el primero consistié en una mezcla de aserrin-corteza (3.75:2.25) y composta al 10% y
el otro con mezcla de aserrin-corteza (3:2) y composta al 20%; ambos sustratos se esterilizaron en
autoclave a 18 Ib de presion. Este proceso se realizo durante 4 h durante un dia, posteriormente se
dejo reposar 24 h y finalmente se efectud otra esterilizacion durante 4 h.Se utilizaron tubetes de
plastico de 130cm? desinfectados con alcohol a 96°. Como fuente de indculo se utilizé el hongo
ectomicorrizico comestible Laccaria proxima el cual fue adquirido en mercados locales de
Ozumba, Estado de México y se utilizaron exclusivamente los pileos que fueron deshidratados a
36°C para mantener la viabilidad de propagulos, las cuales fueron molidas y pasadas a través de
un tamiz de 1 mm para la homogeneizacién de tamafio de particula. Se pesaron 1.5 g de inéculo y
se colocaron en tubos ependorf, los cuales fueron almacenados a 5°C hasta su utilizacion.

La siembra se realizo a finales del mes de marzo de 2016; en la parte inferior de cada
tubete se coloco algoddn estéril, posteriormente sustrato, seguido del indculo, despues dos
semillas de Pinus cembroides a una profundidad 2.0 a 3.0 cm aproximadamente.
Simultdneamente a la siembra, los sustratos se inocularon con la especie fungica a una

concentracion de 10°a 108 esporas y finalmente se agregd otra capa de sustrato. Se aplico en el
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riego fungicida Captan® M-50 en una proporcién de 2g/litro con agua destilada, una vez por
semana para evitar la presencia de damping-off originada por Fusarium spp., Phytophthora spp.
y Pythium spp. durante los primeros tres meses del experimento (Figura 4). A los cinco meses de
edad las plantas fueron inoculadas por segunda vez en su sistema radical con L. proxima (1.5 9) y
con Cohnella sp. Para preparar el inoculo bacteriano, se utilizd la cepa de Cohnella sp.
proporcionada por el Area de Microbiologia del Colegio de Postgraduados la cual ha sido
previamente identificada con Biologia Molecular (Barragan et al., 2018). Dicho in6culo se activé
y se cultivd en medio de caldo nutritivo Merck en 10 frascos de 100 mL durante siete dias en
movimiento constante a 26°C. Posteriormente se centrifugd 40 mL de caldo nutritivo con la
bacteria a 7000 rpm durante 15minutos y se resuspendio en agua destilada estéril. En total se
aplicaron 2 mL de in6culo bacteriano a una concentracion de 108 ufc/mL por planta. Todos los
tratamientos se mantuvieron en un invernadero tipo semicircular, durante 21 meses; efectuando

un riego periddico tres veces por semana en promedio.

4.2 DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental fue un factorial completamente al azar, con dos factores (sustrato e
inoculacion), para el sustrato fueron dos niveles y para la inoculacion fueron tres niveles; cada
uno de los 8 tratamientos resultantes tuvo 9 réplicas para dar un total de 72 unidades
experimentales, cada una constituida por una planta. Los tratamientos fueron los siguientes: 1)
Psi= plantas sin inocular; 2) PiC= plantas inoculadas con Cohnella sp.; 3) PiLp= plantas
inoculadas con Laccaria proxima; 4) PiLp+C= plantas inoculadas con Laccaria proxima y
Cohnella sp. simultdneamente. Estos cuatro tratamientos fueron repetidos para los dos sustratos

mencionados anteriormente.
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Figura 4. Inoculacion de Laccaria proxima en sustrato con 10% de composta (a), semillas de
Pinus cembroides Zucc. (b).

4.3 COSECHA Y EVALUACION DE VARIABLES

4.3.1 Crecimiento

A partir de los nueve meses de edad, se evalué la altura del vastago y diametro del tallo de
todas las plantas por tratamiento al azar mensualmente durante ocho meses. El diametro del tallo
se tomd en el cuello de la raiz utilizando un vernier digital marca Truper con precisién a 0.001
mm (Figura 5a). La medicion de la altura se realiz6 desde el cuello de la raiz hasta la yema apical
de la planta utilizando una regla graduada (mm) (Figrua 5b). Para la determinacién del peso seco
de la parte aérea, raiz y total se cosecharon seis plantas en forma aleatoria por tratamiento, dado
que las restantes tres plantas de cada tratamiento se utilizaron para la evaluacion de la
colonizacién micorrizica. Mediante analisis destructivo se extrajeron las plantas de los tubetes

separando en dos partes (raiz y tallo), tomando como punto de referencia para dicha separacion el
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cuello de la raiz. Cada una de las partes de cada planta se colocé en bolsas de papel en una estufa
(marca: Shel Lab) a 70 °C durante 48 h, después se pesaron en una balanza analitica (marca:

Scout-Pro SP202, peso maximo 200 g) para obtener el peso seco de la parte radical y del vastago.

Figura 5. Medicion de diametro del tallo (a) y altura del vastago en Pinus cembroides Zucc. (b).

4.3.2 Tasa fotosintética, transpiracion, clorofila y carotenos

La tasa fotosintética y transpiracion se evalu6 en las 9 repeticiones de cada tratamiento
con un analizador de gases infrarrojo (IRGA, PP-Systems® modelo Ciras-3, EUA) y una camara
de asimilacion de gases (PPSystems®, accesorio original de Ciras-3 CPY-4, EUA) (Figura 6a);
las condiciones ambientales de la celda se mantuvieron a una temperatura de 25°C; los datos se

colectaron cuando las condiciones y los parametros del intercambio de gases de la celda fueron
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estables, las mediciones se realizaron en dias soleados entre las 08:00 y las 12:00 hrs en plantas
previamente irrigadas.

Para obtener el contenido de clorofila a, b, total y carotenos se determiné por el méetodo de
acetona (Zhang, 1986). Se tomaron siete plantas por tratamiento y se pesaron 0.05 g de aciculas
por planta, las cuales se colocaron en un mortero, se agregé 10 mL de acetona, se trituraron y se
filtraron con papel filtro Whatman namero 42 (Figura 6b). El proceso se realizd en condiciones
de bajas de luminosidad. Finalmente la solucién obtenida se coloco en una celda de cuarzo de
3.5 mL para su analisis en el espectrofotometro Hewlett Packard® 8453, siguiendo la
metodologia propuesta por Zhang (1986). Se realizaron lecturas de absorbancia a las siguientes
longitudes de onda: 663 nm, 647 nm y 470 nm y mediante las ecuaciones de Lichtenthaler (1987)
se obtuvieron la concentracion de clorofilas y carotenos:

Clorofilaa = (12.25 x A663nm) - (2.79 X A647nm)

Clorofilab = (21.5 x A647nm) - (5.1 x A663nm)

Clorofila total = (7.15 x A663nm) + (1.87 x A647nm)

Carotenos = (1000 x A470nm) - (1.82 x Clorofila a) — (85.2 x Clorofila b)
198

4.3.3 Analisis nutrimental

El analisis de N, P, K y Mg se realizo en la parte aérea y en la raiz en 6 plantas
seleccionadas al azar. Para este andlisis se utilizaron las mismas plantas donde se habia efectuado
la evaluacion de peso seco de la parte aérea y raiz correspondiente a cada tratamiento. El
contenido de N se determiné mediante digestion diacida y por arrastre de vapor (Bremmer,
1965); el P por fotocolorimetria por reduccion con molibdato-vanadato (Harris y Warren, 1962)
y el contenido de K por espectrofotometria de emision de flama (Alcantar y Sandoval, 1999). El

analisis de los micronutrientes (Cu, Fe, Mn y Zn) se realizo mediante la extraccion de amonio por
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fotocolorimetria con azometina. El andlisis de estos elementos minerales se realizd6 en el
laboratorio de Nutricién Vegetal en el programa de Edafologia del Colegio de Postgraduados,

Campus Montecillo, Texcoco; Estado de Mexico.

Figura 6. Medicion de la tasa fotosintética (a) y peso de aciculas de Pinus cembroides Zucc. (b)
para la obtencién del contenido de clorofila y carotenos.

4.3.4 Relacion nutrimental parte aérea:raiz

Esta relacion se calculd entre el contenido nutrimental de la parte aérea y raiz de las
plantas inoculadas versus no inoculadas. Mediante esta relacion se obtiene un indicador de la
eficiencia de la movilizacién de cada nutrimento por parte de los microorganismos simbiontes

evaluados hacia la parte aérea de la planta.
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4.3.5 Colonizacion micorrizica

Para obtener el porcentaje de colonizacién y comprobar la asociacién micorrizica en el
sistema radical, se cosecharon al azar tres plantas inoculadas y otras no inoculadas. La
metodologia que se siguid fue separar la raiz del vastago; el cepellon se lavo con agua a presion,
empleando tres tamices con diferentes diametros (1.19, 0.18 y 0.08 mm) para poder tener la
mayor cantidad de raices; las raices ya limpias se colocaron en frascos de vidrio con agua
destilada. Posteriormente se cuantificd el nimero total de raices micorrizadas, no micorrizadas y
muertas, y se calcul6 el porcentaje de colonizacion ectomicorrizica, mediante la férmula: Raices
cortas vivas micorrizadas / (Raices cortas vivas micorrizadas + Raices cortas vivas no
micorrizadas)*100. Se efectuaron microfotografias en un microscopio estereoscopico y de campo
claro, identificando las tres estructuras caracteristicas de la ectomicorriza (red de Hartig, manto y

micelio externo) siguiendo los métodos establecidos en Deemy (2018) (Figura 7).

4.3.6 Andlisis estadistico
Todas las variables se sometieron a un el andlisis de varianza correspondiente y a una
prueba de comparacion de medias Tukey (p<0.05). Para lo anterior se utilizo el paquete

estadistico SAS® ver. 8.0.
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Figura 7. Raices vivas micorrizadas de P. cembroides Zucc. (a), morfotipo de la ectomicorriza
Laccaria proxima (b) y proceso para la obtencion del corte transversal de la ectomicorriza de P.
cembroides (c).
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CAPITULO V. RESULTADOS

5.1 CRECIMIENTO

Existio un efecto sinérgico cuando se inoculd L. proxima simultaneamente con Cohnella
sp., independientemente del sustrato utilizado. En el caso del peso seco total, el efecto fue mayor
cuando el sustrato contenia 20% de composta en comparacion con 10%. Para el peso seco de la
raiz, de la parte aérea y total no se observaron diferencias significativas cuando se inoculd
exclusivamente el hongo o la bacteria en comparacion con las plantas no inoculadas
independientemente del sustrato. En el caso de la parte aérea en plantas crecidas en sustrato con
10% se observd la misma tendencia; sin embargo, en la parte aérea de plantas crecidas en el
sustrato con 20% se observd una tendencia distinta, cuando se inoculé con Lp se observaron
valores mayores en comparacion con las plantas no inoculadas (Figura 9).

El efecto sinérgico del peso seco total en plantas inoculadas con Lp mas Cohnella sp. fue
2.5y 5.0 veces mayor comparado con las plantas no inoculadas en los sustratos de 10% y 20% de
composta, respectivamente (Figura 8). De manera similar que para el peso seco, se observo un
efecto sinérgico para el diametro del tallo y la altura cuando se inoculé Lp+C. En este caso las
plantas crecidas en el sustrato con 10% de composta presentaron mayor efecto sinérgico en
diametro y altura en comparacion con aquellas crecidas en el sustrato con 20% de composta

(Cuadro 1).
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Figura 8. Peso seco de la parte aérea (en blanco), raiz (en negro) y total (suma de barras blancas y
negras) en plantas de Pinus cembroides Zucc. a los 619 dias después de la siembra inoculadas con
Laccaria proxima (Lp) y Cohnella sp., crecidas en dos sustratos. Los valores representan promedios
+ error estandar de la media n=6, segin Tukey (p< 0.05). Para cada parte de la planta barras con la
misma letra son iguales. Letras mayusculas distintas indican diferencias en el peso seco total segln
Tukey (p< 0.05). Psi= plantas sin inocular; PiC= plantas inoculadas con Cohnella sp., PiLp= plantas
inoculadas con Laccaria proxima, PiLp+C= plantas inoculadas con Laccaria proxima + Cohnella sp.

Cuadro 1. Diametro del tallo y altura de plantas de Pinus cembroides Zucc. a partir de los 275
dias y hasta los 517 dias inoculadas con Laccaria proxima y Cohnella sp., crecidas en dos
sustratos.

Tratamiento Diametro de tallo

(mm) Altura (cm)

Sustrato 10% en composta
Plantas sin inocular 277 = 0.06 d 443 + 0.07 d
Plantas inoculadas con Cohnella sp. (C) 3.06 + 0.09 c 480 £ 0.06 c
Plantas inoculadas con Laccaria proxima (Lp) 271 + 010 d 3.05 = 006 f
Plantas inoculadas con Lp + C 423 % 012 a 7.38 £ 0.18 a

Sustrato 20% en composta
Plantas sin inocular 277 + 0.08 d 358 = 0.07 e
Plantas inoculadas con Cohnella sp. 268 + 0.06 d 302 + 003 f
Plantas inoculadas con Laccaria proxima 252 + 010 e 286 + 0.29 f
Plantas inoculadas con Lp + C 385 + 0.15 b 6.34 + 022 b

Los valores representan promedios + error estandar de la media. Valores con la misma letra en la
misma columna son iguales segun Tukey (p< 0.05) n=9.
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Testigo Inoculadas

Figura 9. Plantas de Pinus cembroides Zucc. sin inocular en comparacion con plantas inoculadas
con Laccaria proxima y Cohnella sp. a los 21 meses de edad.
5.2 TASA FOTOSINTETICA, TRANSPIRACION, CLOROFILA Y CAROTENOS

De manera similar que para las variables de crecimiento, en el caso de la tasa fotosintética
existi6 un marcado efecto sinérgico cuando se inoculé Lp+C, en comparacion cuando fueron
inoculadas solo con Lp o C o plantas no inoculadas independientemente del sustrato, no se
observaron diferencias significativas. El efecto sinérgico en plantas inoculadas con Lp+C fue 5.5
y 8.0 veces mayor comparado con las plantas no inoculadas en los sustratos de 10% y 20% de
composta, respectivamente (Figura 10). En el caso de la transpiracién existio un evidente efecto
sigérgico cuando se inocularon plantas con Lp+C en comparacion con la inoculacion solo con Lp
o C este efecto fue mayor cuando el sustrato contenia 20% de composta en comparacion con
10%. Independientemente del sustrato, cuando se inoculd con Lp se observd mayor transpiracion
que cuando se inocul6 con C o sin inocular. En contraste no existieron diferencias significativas
cuando se inocul6 la bacteria sola o cuando no se inoculd (Figura 11). El efecto sinérgico en

plantas inoculadas con Lp+C fue 4.0 y 8.0 veces mayor comparado con las plantas no inoculadas
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en los sustratos de 10% y 20% de composta, respectivamente de igual manera que para la tasa
fotosintética y las variables de crecimiento. Las plantas inoculadas con Cohnella sp. 0 no
inoculadas no presentaron diferencias en sus contenidos de clorofila o carotenos,
independientemente del sustrato. Las plantas inoculadas con Lp o Lp+C presentaron mayor
contenido de clorofila y carotenos en comparacion con aquellas inoculadas con Cohnella sp. 0 no

inoculadas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Contenido de clorofila a, b y total, carotenos en plantas de Pinus cembroides Zucc.
inoculadas con Laccaria proxima y Cohnella sp., crecidas en dos sustratos.

Tratamiento Clorofila Carotenos
a b Total

Sustrato 10% en composta

Plantas sin inocular 26