COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIEN CIAS AGRICOLAS

CAMPUS MONTECILLO

POSTGRADO ENEDAFOLOGIA

ESTUDIO ETNOMICOLOGICO Y BIOTECNOLOGICO DE
HONGOS SILVESTRES COMESTIBLES ECTOMICORRIZICOS
EN Pinus pseudostrobus Y EVALUACION DE BACTERIAS
PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL

MARIO JIMENEZ RUIZ

T E S I S
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, EDO. DE MEXICO

2011




La presente tesis titdada: Estudio etnomiceldgico v biotecnoldgico de hongos comesiibles
silvestres ectowmicorrizicos en Pinus pseudostrobus y evaluacion de bacterias promotoras
de crecimienfo vegetal, realizada por el alumno: 'Mar.i.o Jiménez Ruiz, bajo la direccidn del
consejo pariicular indicado, ha sido aprobada por el mismo v aceptada como requisito parcial

para obtener &l grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS
EDAFOLOGIA

CONSEJO PARTICULAR

CONSEJERO:
DR, JESUS PEREZ MORENO
ASESOR: 5!
- DR. JUAN JOSELALMARAZ SUAREZ.
" ASESOR:

DRA, MARGARITA TORRES AQUINOG

Montecillo, Texcoco, Estado de México, Junio de 2011



Agradecimientos

Al Consejo Nacional de Ciencias y Tecnologia (CONAXT), por otorgamiento de la beca para continuar con

mis estudios de Maestria en Ciencias.

Al Dr. JesUs Pérez Moreno, por permitirme realizar mis estudios de maestria y compartir sus amplios
conocimientos sobre los hongos comestibles ectonmi¢zicos, ademas, por su apoyo incondicional y sais

consejos brindados durante mi estancia en el Colegde Postgraduados.

Al Dr. Juan José Almaraz Suérez, por su asesoramiemy disponibilidad académica, asi como, asesoramie
técnico dentro del laboratorio durante el periodo @ tesis, ademas por brindarme su confianza y amisteen

este proceso de formacion profesional.

A la Dr. Margarita Torres Aquino, por su apoyo comoasesora en la presente tesis.

Al Dr. Ronald Ferrera-Cerrato, por compartir sus amplios conocimiento y experiencia laboral académica
como catedratico dentro del area de microbiologia & suelos y brindarme su apoyo para la utilizaciéon el

material y equipo dentro del laboratorio de Fijacidh de Nitrogeno.

Al Dr. Alejandro Alarcén, por sus enseflanzas comoatedratico dentro del area de microbiologia de sue$ y
por su apoyo brindado en la prestacion de material equipo en el laboratorio de Micorrizas y de estananera
contribuir con mi preparacion profesional.

Al Dr. Roberto Quinteros por su apoyo incondicional como sinodal de tesis.

A las M.C. Maria Encarnacion Lara, Alicia Franco par su amistad y apoyo dentro del area de microbioldg.

Al personal del laboratorio de Fijacién de Nitrégem: Manuel Solano, Lorenzo Viana, Edmundo Martinez y

Fernando Lopez, por su apoyo técnico dentro del laipatorio.

A la Dra. Magdalena Martinez, M. C. Cristina Arteaga, M. C. Violeta Carrasco, M. C. Armando Lorenzana,
Biol. Cristina Heredia y Biol. Alfonso por compartir conmigo sus amplios conocimientos y experiencia®bre
los hongos comestibles ectomicorrizicos, apoyandoraen técnicas de laboratorio, fotografias y trabajcen

invernadero.



Dedicatoria

A DIOS

Antes que todo, doy gracias a dios, porque é[ siempre ha estado conmigo en momento dificiles y alegres de mi

vida, ademds, de darme fuerzas y entendimiento para salir adelante “porque dios da la sabiduria y de su boca

viene el conocimiento y la inteligencia” (Proverbios 2. 6.).

A MIS PADRES

Doroteo Jiménez Cosme y Candida Ruiz, por su apoyo que me han brindado durante los afios de mi existencia

A MIS HERMANOS

Margarito, Catalina y José Manuel, porque siempre contare con ellos, también a mi sobrino Neto y mi sobrina

Katy y a mi abuelita Vida que los quiero mucho.

A mis comparieros y amigos del drea de microbiologia de suelos: Miguel Angel, Esmeralda, Claudia, Rosalba,
Alejandra, Yadira, Esther, Yessica, Vivian, Judith, Virginia, Elvia, Isela, Blanca, Susana, Monserrat, Felipe,

Ramiro y Luis. Gracias por su a mistad y por compartir experiencias.



ESTUDIO ETNOMICOLOGICO Y BIOTECNOLOGICOS DE HONGOS SILVESTRES
COMESTIBLES ECTOMICORRIZICOS EN Pinus pseudostrobus Y EVALUACION DE
BACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL

Mario Jiménez Ruiz, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2011

RESUMEN

Los hongos comestibles silvestres son un recurested no maderable que ha sido consumido
por su alto contenido nutrimental y utilizado endinima tradicional desde épocas prehispanicas
en México. Adicionalmente, México constituye un orpante reservorio de dichos hongos a
nivel mundial. En el presente trabajo, se efectuagstudios etnomicolégicos de hongos
comestibles silvestres comercializados en Vallestr@kes, Oaxaca, para determinar el uso
potencial de las especies. Ademas, se estudio ttzgemia de la ectomicorriza deaccaria
proxima con Pinus pseudostrobusn condiciones de invernadero y se evalud el &fdet
bacterias promotoras de crecimiento vegetal endadcion del crecimiento hifal deuillusaff.
pseudobrevipes nivel In vitro. Se identificaron 20 especies de hongos comestiileestres
comercializados en Valles Centrales, Oaxaca cdenp@l de exportacion; alto contenido
nutricional, con propiedades medicinales y potdrm@ecnoldgico. En el desarrollo ontogénico
de la ectomicorriza deaccaria proximacon Pinus pseudostrobuse caracterizo detalladamente
el morfotipo, manto, red de Hartig y micelio exwrin la evaluacion de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal se encontraron 16 cepas sadatidres de fosfato, 4 productoras de
acidoindolacético y 4 que inducen el crecimientaati@l deSuillussp.in vitro. Es importante
conocer el potencial de uso de los hongos comeaiktds en Oaxaca, para incorporarlos en
modelos de desarrollo sustentable de comunidad€agaca. Asi mismo, es necesario conocer
la ontogenia déaccaria proximapara posteriores investigaciones y para aprovdokarongos
ectomicorrizicos en la produccion de plantas fatest a nivel vivero, en conjunto con el uso de
bacterias promotoras de crecimiento vegetal quelwmria a mejor calidad y salud de las

plantas.

Palabras clave etnomicologia hongos comestibles silvestrdainus pseudostrobubacterias

promotoras de crecimiento vegetal ecosistemas forestales ectomicorriza



ETHNOMYCOLOGICAL AND BIOTECHNOLOGICAL STUDY OF
ECTOMYCORRHIZAL WILD EDIBLE MUSHROOMS IN  Pinus pseudostrobus AND
EVALUATION OF PLANT GROWTH-PROMOTING BACTERIA

Mario Jiménez Ruiz, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2011

ABSTRACT

Wild edible mushrooms are a non-timber forest resmuhat has been consumed for its high
nutritional content and used in traditional medicisince pre-Hispanic times in Mexico. In
addition, Mexico is an important reservoir of théaagi at worldwide level. In this work, an
ethnomycological study of wild edible mushroom, keded in Valles Centrales, Oaxaca, was
conducted to determine the potential use of thegeciss.Also, the ontogeny of the
ectomycorrhiza oPinus pseudostroburoculated withLaccaria proximaand the effect of plant
growth promoting bacteria on the mycelial growth $itillus aff. pseudobrevipeswere
studied.Twenty species of wild edible mushroomskeisd in Valles Centrales, Oaxaca with
export potential, high nutritional content, medalirproperties and biotechnological potential
were identified. In the ontogenetic study of théoatycorrhiza ofPinus pseudostrobuwith
Laccaria proxima the present morphotype was characterized inldetaiuding mantle, Hartig
net, and external mycelium. With respect to thenpprowth promoting bacteria, it was found
that 16 strains were phosphate solubilizers, 4 lawhtic acid producers and 4 inducers of
mycelial growth ofSuillus sp.. It is important to know the potential usetlbé mushrooms
marketed in Oaxaca in order to incorporate it imdels of sustainable development of Oaxaca
communities. It is also necessary to know the aemiggpflLaccaria proximato take advantage of
ectomycorrhizal fungi along with the use of plardwgth promoting bacteria in the production of

forest plants at nursery level resulting plantdwaiétter quality and health.

Keywords: ethnomycologywild mushroomspine pseudostrobuplant growth promoting

bacterig forest ecosystemsctomycorrhizae
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CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

En México existe una alta diversidad de especiegi¢as que habitan en bosques templados de
coniferas y bosques tropicales, favoreciendo eirda#o de los hongos y alberga alrededor de
200 000 especies de estos (Guzman, 2008a). Siargmken el planeta existe alrededor de 5000
a 6000 especies de hongos que son reconocidos siath@mntes micorrizicos que establecen
simbiosis con Angiospermas y Gimnospermas (SmRlegd, 1997; Agere, 2006) de cuales gran
numero estan distribuidas en el territorio mexicastas especies se encuentran principalmente
dentro de los grupos de Glomeromycotina, Ascomgeotl Basidiomycotina (Agerer, 2006;
Bonfante y Anca, 2009). Los hongos micorrizicoscksifican en seis diferentes tipos, tales
como: i) Versiculo-Arbuscular (VAM); ii) Ectomicama (ECM); iii) Monotropide; iv)
Arbutoide; v) Orquidiode; y vi) Ericoide (Brundret2004). La caracteristica principal de la
simbiosis micorrizica establece que, los hongosomiicos reciben carbono y las plantas
reciben nutrimentos como fésforo y nitrdgeno, eta esteraccion existe un intercambio

bidireccional de nutrimentos (Smith y Read, 20®&ez-Moreno y Read, 2004).

En el presente trabajo se estudiaron hongos cditesstsilvestres ectomicorrizicos por el

impacto social, cultural, econdmico y ecologico gae tenido a través de los afios, ya que es un
recurso forestal no maderable que ayuda en el doaoiiento y sostén de los ecosistemas
forestales (Pilz y Molina, 2002; Pilet al, 2003) Adicionalmente los hongos comestibles
silvestres han sido consumidos en comunidadeseridd México desde épocas prehispanicas y

se ha demostrado que existen 300 especies de hoagestible silvestres (Boa, 2004). Los



hongos comestibles silvestres son consideradogeaurso forestal no maderables que al ser
consumidos proporcionan alto contenido de protetabohidratos, fibora y minerales, pero bajo
contenido de grasas, ademas proporciona vitamiaasiyoacidos (Colakt al, 2009; Beluhan y
Ranogajec, 2011; Agrahar-Murugkar y Subbulakshatip5; Caglarlrmaket al, 2002).
Adicionalmente, los hongos comestibles silvestressido utilizado en medicina tradicional y
actualmente han cobrado interés en la medicina madelonde han sido utilizados como:
antitumorales, antioxidantes, antimicrobianos (Bset al, 2008; EImastast al, 2007; Yamac y

Bilgili, 2006; Queiroset al, 2009; Yu-Chenget al, 2009).

El objetivo general del presente estudio fue idieati los hongos comestibles silvestres
comercializados en Valles Centrales de Oaxaca;casd desarrollar un estudio biotecnoldgico
con Pinus pseudostrobustilizando dos hongos ectomicorrizicos y bactepasmotoras de
crecimiento vegetal en condiciones de laboratoiitvernadero. La especie de pino que se utilizo
en presente estudio flnus pseudostrobuga que es una especie forestal de crecimientdaap
con amplia distribucion en el territorio Mexicatcluyendo al estado de Oaxaca, ademas es una
especie importante ecoldgica y economicamenteshdsque templados de la zona Sur y Centro

de México (Perry, 1991).



CAPITULO II

OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general

Identificar los hongos comestibles silvestres camérados en Valles Centrales de Oaxaca, asi
como desarrollar un estudio biotecnoldgico d@inus pseudostrobustilizando dos hongos
ectomicorrizicos y bacterias promotoras de crecitniegetal en condiciones de laboratorio e

invernadero.

2.2 Objetivos especificos

Identificar las especies de hongos comestiblesesiilgs comercializados en Valles Centrales de
Oaxaca con potencial medicinal, econémico y ecolfjgiomo predmbulo del uso de un recurso
forestal no maderable que puede incorporarse eesdrrollo sustentable en las comunidades

rurales de Oaxaca.

Sintetizar ectomicorrizas entre el hongo ectomizam® comestibleLaccaria proximay la
especie forestaPinus pseudostrobusisi como evaluar su desarrollo ontogénico mogfotdy

anatomico.

Seleccionar cepas de bacterias solubilizadorasstatbs, productoras de auxinas y compatibles
con el hongo ectomicorrizicBuillus aff. Pseudobrevipegjue no inhiban o que promuevan el

crecimiento hifal a niveln Vitro.



2.3 Hipdtesis

Los hongos comestibles silvestres comercializadosvalles Centrales de Oaxaca poseen,

adicional a su importancia como alimento, poterdgaliso medicinal, econémico y ecologico.

La ectomicorriza sintetizada entre el hongo ectomizico comestiblé.accaria proximay Pinus
pseudostrobugpresenta modificaciones en su ontogenia, las cyalesen ser caracterizadas

morfolégica y anatomicamente.

Existen bacterias forestales que producen auxiredubilizan fosfatos capaces de promover o

inhibir el crecimientan vitro de Suillusaff. pseudobrevipes



CAPITULO 1l
REVISION DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas del gener®inus

El géneroPinustiene mas de 100 especies ampliamente reconoeisiat,mas amplio dentro de
las coniferas (Gernandt al, 2005). Esta formado por plantas lefiosas de hojasla®s y
frutos en forma de conos o estrobilos. La semildod pinos tiene una estructura particular que
consiste en una combinacion de generaciones: dfffzarda cubierta seminal y el embrién de
una generacion gametofitica (Raetral, 1992).

Los pinos son ecoldgicamente importantes, como ooemte dominante en los bosques
boreales, subalpinos, templados y tropicales. k#rilducion natural del género se confina al
Hemisferio Norte excepto una poblacién Blemerkusiilocalizada justo al sur del Ecuador en
Sumatra (Mirov, 1967).

Desde el punto de vista morfologico los pinos preseuna gran variedad, tanto en altura como
en diametro. La zona radicular se extiende hasta D cm de profundidad. Cuando las
circunstancias extremas lo exigen pueden sobregosir un sistema superficial de raices. Los
pinos poseen un sistema bien desarrollado de peoimude resina que los hace resistentes a la
infeccion y a los dafios fisicos. La estructuraadeorteza es compleja y varia en composicion en
funcion de las sucesivas etapas de desarrolloraletd. La asociacion simbidtica con hongos
ectomicorrizicos es una caracteristica importaelegéneroPinus que ocurre naturalmente aun
en suelos de alta fertilidad donde aparentementesnoecesaria su presencia (Leon y Suarez,

1998).



3.1.1 Distribucion

La distribucion natural del género esta confinddaeanisferio Norte, excepto una poblacién de
P. merkusiilocalizadojustamente al sur del Ecuador en Sumatra. EspeciasP. caribaeaP.
patula P. pinasteyy P. radiatason ampliamente cultivados en todo el mundo (P&89;). En
Africa no existe una sola especie nativa de piopital. Tampoco en Sudamérica, Nicaragua es
el limite meridional de estas especies en Centroeayé 12%l norte del Ecuador. El género
Pinusen América del Norte se resume a un rango maximd9despecies en total, siendo este

género de arboles el mas esparcido en esta areav/(NID67).

3.1.2Pinus pseudostrobus

Pinus pseudostrobuss un arbol de 15 a 40 m de altura y didmetro da 80 cm, el tallo es
recto, libre de ramas de 30 a 50% de su alturardmss por lo regular son horizontales, con
copa espesa y corteza aspera y grisacea. Follae wecuro, aciculas de 4 a 6 de 16 a 35 cm de
largo (L6pez-Upton, 2002).

Pinus pseudostrobuse localiza en el continente Americano desde etlsuGuatemala hasta el
noroeste de México entre 13° 50" a 21° 10" lathugd87° 20" a 103° 00" longitud W (Hernandez
et al, 2003). En el territorio mexicano se encuentrstrithuido en los estados de: Jalisco,
Michoacan, Distrito federal, Morelos, Puebla, Hogtal Tlaxcala, Veracruz, Guerrero, Chiapas y
Oaxaca (Perry, 1991). Esta adaptada a climasnaglado-frio a templado-calido; se localiza en
una altitud de 1900 a 3000 m (Farjon y Style, 1993) precipitacion anual donde crece esta
especie oscila entre 800 y 1500 mm. Su optimarda lo presenta en altitudes de 2000 a
2400 m en suelos volcanicos profundos de aproximadee 1500 mm de precipitacion (Perry,
1991).Pinus pseudostrobues una especie forestal de crecimiento rapidaaogplia distribucion
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en el territorio Mexicano, incluyendo al estado@&xaca, ademas es una especie importante
ecoldgica y economicamente en los bosque templeltes zona Sur y Centro de México (Perry,

1991).

3.2 Hongos comestibles silvestres en México

México es uno de los paises con alta diversidadspecies fungicas y se estima que existen
alrededor de 2400 especies gastomicetoy/ 2200 especies deasidiomicetosde las cuales
aproximadamente 300 especies de hongos silvestvas censumidas por personas en
comunidades rurales de México (Garibay-Orgekl, 2006). Las especies de hongos presentes
en territorio Mexicano generalmente se encuentratag zonas templadas humedas localizadas
en la zona Centro y Sureste del pais, principalnent los estados de Veracruz, estado de
México, Puebla, Oaxaca, Tabasco, Chiapas y Quirfkota (Villareal y Pérez-Moreno, 1989;
Pérez-Moreno et al, 2008; Ruan-Sotet al, 2004; Zamora-Martinez y Pascual-Paola, 2004;
Ruan-Sotoet al, 2006). Los hongos comestibles se han utilizaekde la época prehispanica
como estimulantes, alimento y para curar enfermesieglacionadas principalmente con aspectos
rituales y espirituales. Los hongos alucindbgenoshae usado para la realizacion de ritos
ceremoniales realizados en diferentes comunidadégenas del centro y sureste de nuestro pais
(Guzman, 2008b). En muchos paises del mundo logdsatomestibles han sido utilizados como
ténicos y para soluciong@roblemas relacionados con la salud humana, adesm@sitilizados en

la medicina moderna porque contienen propiedaddscionales y medicinales Utiles en
tratamientos terapéuticos (Barres al, 2008). Los hongos comestibles silvestres apautan

valor agregado al ser comercializados y consumjuwslas personas que se dedican a su



recoleccion. Ademas, son un recurso forestal naenadle de importancia ecoldgica,

econdmicagcoldgica y cultural (Garibay-Orijet al.,2009).

3.3 Comercio de hongos comestibles silvestres

El comercio de hongos comestibles silvestres esaatiegidad que se realiza en parte central y
Sur de la republica Mexicana (Pérez-Moren@l, 2008, Montoyaet al, 2008; Ruan-Sotet al,
2006; Ruan-Sotet al, 2004; Garibay-Orijekt al, 2009). EI comercio a nivel regional o dentro
de las comunidades rurales del pais es una actigda proporciona ingresos economicos a
familias que se dedican a la venta de este prodMadinez-Carrerat al, 2005). La recolecta
de hongos comestibles es una actividad familianddcse realiza primeramente por el padre de
familia, la madre y los hijos (Montoyet al, 2008; Pérez-Morenet al, 2008). Los hongos
comestibles son vendidos directamente en tiangolispprsonas recolectoras en este caso la
madre de familia (Ruan-So& al, 2006). La importancia econdémica de los hongosestibles

en algunas regiones contribuye para el mantenimigatestos conocimientos ancestrales (Pérez-
Morenoet al, 2008). Los hongos silvestres comestibles soaat@slos y consumidos desde hace
miles de afos, actualmente son comercializadoxiapadamente en 80 paises del mundo (Boa,
2004). Los mas caros y comercializados en mercatdesacionales sof:uber melanosporum
Vitt. (trufa de Périgord negroJuber magnaturRico & Vitt. (trufa blanca de Italia);richoloma
matsutake (Ito & Imai) Sing. (matsutake)Boletus edulisBull: Fr. sensu lato (porcini)
Cantharellus cibariug=r.: Fr. (chanterelle), jmanita caesareéScop.: Fr.) Pers: Schw. (hongo
del Cesar). Globalmente estos hongos comestibtesn@orrizicos estan evaluadasualmente

en billones de délaryun y Hall, 2004).



3.4 Definicidn de micorriza

El termino micorriza proviene de la palabra griégaco” que significa hongo y “rizos” que
significan raiz (Bonfante y Anca, 2009). Ecolégicamente, es imeraccion simbibtica
mutualista establecida entre hongos y las raicdagdelantas (Frank, 2005). La caracteristica
principal establece que el hongo reailagbono y las plantas reciben nutrimentos comamfos§
nitrdgeno, es decir, existe un intercambio bidi@tal de nutrimentos (Smith y Read, 2008;
Pérez-Moreno y Read, 2004). La micorriza incremé&ntapacidad de absorcién de nutrimentos
de la raiz, porque el micelio del hongo explora Imumayor volumen del suelo que la raiz sola
(Pera y Parladé, 2005; Bonfante y Anca, 2009).

La relacion que existe entre la planta y el hongoreicorrizico puede traer diversos beneficios
para la planta, misma que es protegida por eldangtra los factores ambientales que pueden
causarle dafios (Smith y Read, 2008). Los hongasnécorrizicos contribuyen a contrarestar el
estrés hidrico, permitiendo mayor absorcion de agualiante estructuras conocidas como
rizomorfos, donde posteriormente el agua es llevadtrs raices de las plantas en suelos secos
(Morte et al, 2001; Agerer, 2001). También protege contra agguagdgenos que causan dafios
a la raiz mediante la formacién del manto fungice gecubre la raiz (Moriet al, 1999).
Ademds, ayuda a degradar los metales pesados ptoslymor la contaminacion que pueden
provocar intoxicacion en las plantas y mejorar daadiciones de suelos erosionados (Marx,

1991; Boyd y Hellebrand, 1991; Krpatal.,2009).



3.5 Clasificacién de micorrizas

En el planeta existen alrededor de 5000 a 6000cespee hongos que establecen simbiosis
micorrizica con las raices cortds los arboles (Smith y Read, 1997; Agerer, 20063.especies
micorrizicas se encuentran dentro de los gruposGtlameromycotina, Ascomycotina y
Basidiomycotina (Agerer, 2006; Bonfante y Anca, 200Read (1999) clasificd a las micorrizas
fundamentalmente en tres grupos, segun la forma dstructura de la micorriza: ectomicorriza
o formadoras de manto; ectendomicorrizas, que yeclArbutoidesy Monotropoides; y
Endomicorrizas, caracterizadas por la colonizagidracelular del hongo, que a su vez, se
subdividen en Ericoides, Orquidoides y Arbusculd€sadro 3.1)

Cuadro 3.1.Clasificacion de micorrizas de acuerdo a su tpexploracion en las raices de los
fitosimbiontes. Fuente: (Brundrett, 2004).

Tipos de micorrize Caracteristice
Versiculc-Arbuscular Asociacion micorrizica formada por hongos Glomemtds en plante
(VAM) terrestres y usualmente forma vesiculas y arbisculo

Asociacion de macromicetos con las raices cortgdadteas terrestres, donde
Ectomicorriza (ECM) un manto de hifas encierra a la raiz y una red ddigipenetra entre los
espacios de las células corticales.

Monotropoide Asociacion Ectomicorrizica que explola epidermis de las plantas mico-
heterotrofas en las Ericales donde la hifa indigigaenetra limitadamente l¢
células epidérmicas.

Arbutoide Son variaciones de ectomicorrizas de plantas afistren las Ericaceaes,
caracterizada por bobinas de hifas (pelotonesasnélulas epidérmicas.

Orquidiode Este tipo de micorrizas consiste en pelotonesfds ki las raices o tallos de
las plantas de orquideas.

Ericoide Presenta pelotones de hifas en las raices finEsgaantas que pertenecen a
la familia Ericaceae.
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3.5.1 Ectomicorrizas

Este tipo de micorriza se caracteriza porque ekloidiingico no penetra en el interior de las
células del coértex radical y forma una estructuradedor de las raices secundarias y cortas,
llamada manto, la cual es inconfundible (Brungdré®04; Nehls, 2008). Los hongos
ectomicorrizicos estan formados por estructuragcdmsonocidas como: red de Hartig, manto
fingico, micelio externo y en algunos casos coomiarfos (Taylor y Alexander, 2005; Agerer,
2006). Estas estructuras del hongo ectomicorrigarticipan en la traslocacion bidireccional de
nutrimentos (Figura 3.1).

Ectomicorriza

L“;ﬁgg‘:;p;‘:‘t’: el Manto Rizomorfos Micelio en suelo
Fungico
Red de Hartig 9
) N, P, K. H20 /
*

N, P, K. H20

Amino acidos =
Nutrimentos minerales =

- ™=
Monhosacarido _—
—_—
Carbohidratos
N, P, K. H20

Aminc acidos
Nutrimentos minerales

Figura 3.1. Estructura de un hongo ectomicorrizico, que tm@slos nutrimentos y minerales
desde la solucion del suelo hasta las célulascatet de la raiz de la planta.

La red de Hartig es una estructura formada poshifaciendo en los espacios intercelulares de

las células corticales de la raiz, que proporcigmagran superficie de contacto entre el hongo vy
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la planta hospedante (Nehls, 2008). Ademas, esrla de intercambio de nutrimentos en ambas
direcciones (Taylor y Alexander, 2005). Las hifiesla red de Hartig nunca penetran el interior
de las células de la raiz de las plantas con lasegtablece simbiosis (Ruano, 2008; Pérez-
Moreno y Read, 2004). EI manto es un conjunto d@shijue recubre las células epidérmicas
radicular, de acuerdo a su desarrollo de las h#gashan reconocido dos tipos principales de
manto: pseudoparequimantoso (hifas muy diferens)aglplectenquimantoso (hifas entrelazadas
ligeramente) (Agerer, 2006). EI manto también esoc@o como vaina desarrollada (Dugta

al.,, 2002). Las hifas del manto son capaces detigmtedos compuestos de reserva como

glucégenos, proteinas y polisfosfatos (Smith y R&887).

El micelio extramatrical crece ya sea como hifaspsés del manto en el suelo o puede estar
unido a rizomorfos diferenciados con pequefia orgaion de hifas capaces de transportar agua
y nutrimentos (Agerer, 2006). La traslocacion deimentos puede variar de acuerdo al tipo de
exploracion de las hifas (Agerer, 2001). El micedidramatrical puede tener diferentes tipos de
exploracion: contacto, distancia corta, lisas dstadicia media, distancia media con bordes o
enmarafas y distancias largas (Agerer, 2001; HopBigerer, 2010). Los rizomorfos de hongos
ectomicorrizicos son llamados como agregados ksedd multiples hifas (Cairney al, 1991;
Agerer, 2006). Las especies que no presentan rifogyose cree que tienen una capacidad
limitada para explorar el suelo, mientras los qasepn rizomorfos diferenciados se consideran

mas adaptadas a la exploracion a largas distafiténds, 2008).
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3.5.2 Transferencia de carbohidratos

El beneficio que proporciona la planta al hongoomitorrizico a través de la simbiosis
establecida entre los dos simbiontes, es mediartarisferencia de carbohidratos (Nedtlsl,
2010). El hongo ectomicorrizico recibe de la fdantre 1 a 25% de fotoasimilados producidos
en la fotosintesis (Staddat al., 2003). Las hifas ectomicorrizicas solo pueden gharosa y
fructosa como fuente de carbono los cuales resdihmcatabolismo de la sacarosa a traves de
una invertasa acida de origen vegetal (Harap@al, 1999; Nehlset al, 2001; Mulleret al,

2007).

3.5.3 Nutricién vegetal por ectomicorrizas

La importancia de la simbiosis ectomicorrizica (EQMra la nutricién delantas y ecosistemas
forestales, radica principalmente en la relaciéa existe entre el carbono y el nitrégeno, donde
existe un intercambio que ha sido reconocido errdos estudios sobre las ectomicorrizas
(Meyeret al, 2010). Los hongos ectomicorrizicos forman relaes mutualistas a fin de recibir
hidratos de carbono de las plantas y en intercanebibongo le otorga nutrimentos importantes
como N, P, Ky Ca (Nehls, 2008).

Los hongos ectomicorrizicos producen diversas eawigxtracelulares capaces de degradar la
materia organica particularmente proteinas, lighbega y polifenoles, permitiendo la
mineralizacién del nitrogeno (Talbot y TresederD1@. Ademas, presentan mecanismos de
disolucion de compuestos minerales en suelos, mégmose llevan a cabo con la liberacion de
compuestos organicos como: acido oxalico, acideirion, &cido citrico, acido férmico, acido
aceético y ferricrosinas que solubilizan compuestiserales del suelo y hacen disponibles los

nutrimentos para el hongo y las plantas (Coettyl, 2010). En el cuadro 3.2 se muestra los
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principales iones solubilizados (FQ C&*, K* Mg?* y F€") y que son absorbidos por los
HECM, estos se derivan de la disolucién de lasqdas del suelo como: apatita, que contiene
fésforo, feldespatos y micas de donde provieneglientras que el Eese encuentra en micas

y minerales secundarios como oxidos de hierro (baeertet al, 2001).

Cuadro 3.2 Hongos ectomicorrizicos descritos por su capdaigasolubilizar minerales.

Especie EM( Tipo de Mineral Mecanismo dt Referencia
experimento  solubilizado Mineralizacion
Lacaria bicolo, Micelio Proteina de lect Enzima proteas (Nygren et al,
Lactarius zonarius en polvo 2007).

Lactarius detergimos

Cenococcum geophilumMicelio Vermiculita, Acido organico (Yuan et d.,
flogopita (oxalato) 2004).
Paxillus involutus Micelio Ortofosfato Acido organico (Arvieu et al,
(oxalato) 2003).
Pisolithus tinctorius Micelio Apatita Dilucién mineral (Jayakumar vy
Tan, 2005).
Pisolithussp. Micelio Vermiculita, Acido organico (Yuan et 4.,
flogopita (oxalato) 2004).
Suillus variegatus Plantula Biotita, Apatita ~ Acido  organico (A. (Wallander et
oxalico A. citrico) al., 2003).
Scleroderma Micelio --—-----mmmm-- Acidos organicos (A. (Machucaet al,
verrucosum oxélico, A. citrico, A. 2007).
succinico),

El proceso de asimilacion de los nutrimentos pgidata implica tres procesos: a) del suelo a la
membrana del hongo ectomicorrizico; b) del hongapalplasto de la epidermis de la raiz; y c)

del apoplasto a la raiz de la planta (Chatail, 2002).
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3.5.4 Ecologia de la ectomicorriza

La simbiosis ectomicorrizica se establece en ufae &species de plantas y alrededor de 5000
especies de hongos, principalmer@asidiomicetosy Ascomicetos(Smith y Read, 1997,
Brundrett, 2002). En la actualidad se tiene con@mmito sobre la simbiosis ectomicorrizica y su
importancia en los ecosistemas forestales de enes boreales, templadas y mediterraneas
(Read y Pérez-Moreno, 2003). En estas regionehdngos ECM se encuentran estableciendo
simbiosis con arboles pertenecientes a las famiiasaceae, Abietaceae, Fagaceae, Tiliaceae,
Betulaceae y Mirtaceae (Pérez-Moreno y Read, 20G%).ectomicorrizas en estado natural se
forman en la mayoria de los arboles de los ecosisteforestales, y por tanto, es integrante de
sus sistemas radicales y un factor a tener en@w@elat hora de valorar su calidad del arbol. La
importancia de las ectomicorrizas radica en latma@dorestal, que se lleva a cabo desde hace
mucho tiempo. Donde, se demostré6 que las ectondesrrayudan a los problemas de

crecimiento de los plantas en algunos viveros (P&arladé, 2005).

3.6 Potencial biotecnologico

Para la inoculacion de plantas forestales las ésewke inGculo ectomicorrizico usadas en
propagacion de plantas han sido tradicionalmengeras y cultivos miceliales (Pérez-Moregto

al., 2010). Inoculo esporal: este tipo es mas utilizado para la inoculacion datps a gran
escala, ya que este método es sencillo, eficamaales practico y barato debido al porcentaje de
esporas que presenta. Este indculo consiste emlings esporomas de los hongos recolectados
en campo y previa identificacion, retirando el pilecortando el estipite como es el caso de los

hongos epigeos. Posteriormente se procede al fragdwo triturado de los hongos; se hace el
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conteo de las esporas, con técnicas precisas ibtas, se recomienda que las esporas estén en
concentraciones de 19 10’ por planta (Chaveet al, 2009).

Inoculo micelial: el crecimiento miceliar del hongo se realiza poregular en un soporte sélido
(turba-vermiculita) suplementado con solucion nivei y su incorporacion al substrato o suelo
del vivero ha sido uno de los métodos mas eficpaes la produccién y aplicacién de inéculos
ectomicorrizicos. Esta técnica de producciéon deulwha sido adoptada universalmente y se ha
utilizado con éxito, incluso a escala comerciataga inoculacion de distintas especies forestales

(Peraet al, 1998).

3.7 Interaccién bacteriana y hongos ectomicorrizico

El suelo forestal es un recurso natural que coatiema extensa y compleja comunidad de
microorganismos vivos. Estos microorganismos vieesimbiosis con las raices de los arboles y
participan en el reciclamiento de carbono y nutritos minerales (Nazat al, 2010). Las raices

de arboles forestales constituyen un importantean@gde la planta porque absorbe agua y
nutrimentos. Ademas, libera una gran cantidad depoestos de carbono llamados exudados
(Hampp y Tarkka, 2009). Estos compuestos incremefda diversidades de poblaciones
microbianas en una zona estrecha del suelo, laesté@linfluenciada por las raices vivas llamada
“rizosfera” (Tarkkaet al, 2008). Las bacterias son una parte importantéa deoblacion de

microorganismos que existen en la rizosfera (Figi®). Ademas, las raices de las plantas
forestales desarrollan estructuras simbiéticas lmmmgos ectomicorrizicos del suelo (Garbaye,

1994).
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D Tejido de la raiz

2 i I , = I:] Hongo Ectomicorizico
—_—;.«!f 13 1] e . e - Otros hongos
IE Bacterias Extracelular

@ Bacterias intracelular

Figura 3.2. Representacion esquematica del complejo de |asfem y establecimiento de la
simbiosis ectomicorrizica con bacterias auxiliadada la micorrizacion. Feunte: (Frey-Klett y
Garbaye, 2005).

3.7.1 Micorrizosfera

Los hongos ectomicorrizicos son miembros de lagodh mutualista de la rizosfera, los cuales
desempefian diversas funciones en los micro-ecosistele los suelos forestales (Duponnois,
2006). En la asociacidon micorrizica ocurren mesrapns bioquimicos y fisico-quimicos que
modifican a la rizosfera y su entorno. Este camdgsoconsiderado en términos funcionales y
estructurales como “micorrizosfera”, que descrilbeambiente microbiano alrededor de la
micorriza (Linderman, 1988). La micorrizosfera seacteriza por una alta actividad y diversidad
microbiana, estos incluyen bacterias benéficag,gierales, neutras y otros hongos. Ademas, es
la zona donde se lleva a cabo el intercambio danmentos como carbono hacia el hongo
ectomicorrizico y minerales (N, P, K, Ca) que sdilizados por las plantas (Reddy y

Satyanarayana, 2006; Balogh-Brunstadl, 2008).
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3.7.2 Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

Las bacterias de vida libre que habitan en la fé&zasde las plantas ayudan a su crecimiento
mediante procesos bioquimicos que permiten laodibgidad de los nutrimentos (Landeweert
et al., 2001; Tarkkaet al, 2008). Algunas bacterias presentan caractassttomo: i) fijar
nitrégeno atmosférico () convirtiéndolo en N-Ni (van der Heijdenet al, 2008); ii)
transformar los compuestos de fosforo organicasfofo inorganico soluble mediante enzimas
conocidas como fosfatasa; (Fernandeal, 2008), asi como, solubilizar el fosforo adherito
minerales inorganico mediante acidos organicosnfvaet al, 2006); iii) capacidad de producir
hormonas como &cido indolacético (Gamaletral, 2003; Frey-Kletet al., 2005). Las bacterias
que presentan estas caracteristicas de promovereelmiento vegetal en ocasiones no
manifiestan efecto positivo en el crecimiento depéantas, ya que necesitan la co-inoculacion
con las micorrizas (Domenectt al, 2004). Generalmente, la relacidn entre bacteridss
hongos ectomicorrizicos es una simbiosis obligatgpor lo tanto, este tipo de bacterias es
conocida como “mycorrhization helper bacteria” (MHBr su siglas en inglés (Frey-Klett

al., 2007).

3.7.3 Bacterias auxiliadoras de la micorrizacion

Las bacterias auxiliadoras de la micorrizacion (BAddtablecen simbiosis con la micorrizosfera
y manifiestan un efecto positivo en el crecimieti¢olas plantas en presencia de la ectomicorriza
(Domenechet al, 2004). Este tipo de bacterias pueden promovéada de micorrizacion en
diferentes estadios de la interaccion bacteria-tintgnta, mediante mecanismos como: i) la

secrecion de exudados que estimulan la germinat@éesporas de hongos ectomicorrizicos; ii)
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promoviendo el crecimiento de las hifas en condiesin vitro y aumentando la biomasa fungica
en el suelo (Frey-Klettet al, 2005) vy iii) puede alterar la arquitectura deetdomicorriza

aumentando el nimero de raices cortas (Asgtray, 2006).
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CAPITULO IV

HONGOS COMESTIBLES SILVESTRES COMERCIALIZADOS EN V ALLES
CENTRALES DE OAXACA: NOMBRES COMUNES, IMPORTANCIA E COLOGICAY
POTENCIAL NUTRICIONAL, MEDICINAL Y BIOTECNOLOGICO

4.1 RESUMEN

Los hongos comestibles silvestres son un recursstid no maderable que han sido utilizados
desde épocas prehispanicas en Meéxico por su aitterido nutrimental y sus propiedades
medicinales. México constituye un importante regeovde dichos hongos a nivel mundial. En el
presente trabajo, se identificaron las especielsotgos comestibles silvestres comercializados
en mercados de Valles Centrales de Oaxaca dur@6&\22010. Se realizaron encuestas a las
personas recolectoras sobre el conocimiento taditide los hongos comercializados. Se
identificaron 20 especies de hongos comestiblesritms a 12 géneros. Se determind que dichas
especies de hongos tienen diferentes usos, tates: ¢ppotencial de exportacion; ii) nutricional,
con alto contenido de proteinas y aminoacidospiigpiedades medicinales como antioxidante,
anticancerigenos, antibiéticos y antitumoral, igjgmcial biotecnolégico para la producciéon de
bioinoculantes Utiles en especies forestales deiddéRor esta razén,0os hongos comestibles
silvestres colectados en mercados de Valles Cestgaleden ser utilizados integralmente en

modelos de desarrollo sustentable en las comursdadales de Oaxaca.

Palabras clave:etnomicoldgia, hongos medicinales, ectomicorrizagencial de exportacion,

propiedades nutricionales, sustentabilidad.
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4.2 ABSTRACT

Wild edible mushrooms are a non-timber forest reserithat have been used since pre-hispanic
times in Mexico for its high nutritional and medial properties. Mexico is an important
reservoir of these fungi worldwide. In this studye identified the species of wild edible
mushrooms sold in markets in Central Valleys of &axduring 2009 and 2010. Surveys were
conducted of people gathering on the traditionadwedge of commercial mushrooms. We
identified 20 species of edible fungi assigned2agénera. It was determined that these species of
fungi have different uses, such as: i) export pidénii) nutrition, high in protein and amino
acids; iii) medicinal properties as an antioxidatticarcinogenic, and antitumor antibiotics, iv)
potential for biotechnological bioinoculants protlan of useful forest species in Mexico. For
this reason, wild edible mushrooms collected inl&&iCentrales markets can be fully used in
models of sustainable development in rural comnesit Oaxaca.

Key words: ethnomycology, medicinal mushrooms, ectomycorrhézgiort potential, nutritional

properties, sustainability.

4.3 INTRODUCCION

En México existe una alta diversidad de especiegifas debido a que el pais se ubica entre dos
importantes regiones biogeograficas: el Neotropidteartico. En el territorio Mexicano existen
bosques templado de Gimnospermas y Angiospermascuales favorecen el desarrollo de
alrededor de 200 000 especies de hongos (Guzro@d),2se ha estimado que mas de 300
especies de hongos silvestres son comestibles @®84). Los hongos se han utilizado como
alimento y medicina tradicional desde épocas ppadnisa y han sido incorporados en la dieta de
diversos grupos étnicos (Guzman, 2008b). Los horgosestibles poseen altos contenidos de

proteinas, carbohidratos y vitaminas, y bajos codts de grasas (Colakt al, 2009).
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Actualmente, el interés de los hongos comestitdesrécido significadamente debido a que se ha
demostrado propiedades nutrimentales y medicinatidigadas en tratamientos terapéuticos
(Barroset al, 2008). En México existen alrededor de 70 espat#ehongos usadas en practicas
de medicina tradicional para el tratamiento deig@stde problemas de salud humana (Guzman,
2008a). Esto sugiere que los hongos comestiblessties son recursos altamente recomendables
para su comercializacion y consumo, ya que su aoatizacion es una actividad que beneficia a
los recolectores, y su venta se realiza directagndatrecolectores a compradores en mercados
regionales en pequefia y gran escala o con finesxplertacion (Pérez-Morenet al, 2008,
2010). Adicionalmente, los hongos comestibles sthes son considerados un recurso forestal no
maderable que contribuyen a la conservacion deuessglado que forman parte de la estructura
y funcionamiento de los mismos y estan entoncesulados en la prestacién de servicios
forestales, tales como: recreacion, captura da ggarbono, conservacion de la biodiversidad
y ecoturismo (Pilz y Molina, 2002).

Diversos estudios realizados en Oaxaca, sobre Bocguoestibles silvestres se han basado en
registros, venta, consumo y conocimiento tradidigdamora-Martinez y Pascual-Paola, 2004;
Garibay-Orijelet al., 2006; Garibay-Orijekt al, 2009; Ruan-Sotet al., 2004). Sin embargo,
pocos son los trabajos que analizan la importadeidos hongos comestibles silvestres de
Oaxaca en la medicina moderna y su potencial deaapln biotecnolégica a través de la
produccion de bioinoculantes de arboles forestalBsr ello, el objetivo de este trabajo fue
identificar especies de hongos comestibles silgestomercializados en Valles Centrales de
Oaxaca con potencial medicinal, economico y ecoygiomo predmbulo del uso de un recurso
forestal no maderable que puede incorporarse elesarrollo sustentable en las comunidades

rurales de Oaxaca.
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4.4 MATERIALES Y METODOS

4.4.1 Area de estudio

La region de Valles Centrales se encuentra enngtcceel estado de Oaxaca, México entre los
17° 36" a 16°36° N y 97° 15" a 96°00° W (Figura)4Hn la region existen diversos tipos de
vegetacion como: bosques tropical caducifolio, matoceroéfilo, bosques dQuercus bosques
de Pinus y bosques dé’inus-Quercus(Torres, 2004) En las montafias de regién de Valles
Centrales predominarPinus douglasianar. herrerai, P. lawsonj P. oaxacana P. teocote
Quercus castaned). crassifolia Q. lawsonj Q. magnoliifolia Q. rugosay Alnusspp. (Flores y
Manzanero, 1999)

La region de la Sierra Norte de donde provienemdsoria de los hongos comestibles silvestres
se localiza entre 17°48a 16° 54° N y 96° 36’a 25° W al norte de Valles Centrales en el
estado de Oaxaca (Figura 4.1). La Sierra Norteal@€a presenta bosques mesofilo de montafia,
bosques caducifolios, bosque Bieus bosque d€uercusy bosque dé’inus-QuercugTorres,
2004). Las especies de pinos presentes RBionis oaxacanaP. ayacahuite P. douglasianaP.
hartwegi, P. leiophylla P. michoacana P. montezumage P. oocarpa P. patula P.
pseudostrobys P. teocote Estas especies estan acompafiadas de otras Qoergus castanea

Q. crassifolig Q. elliptica, Q. glaucescensQ. laurina, Q. magnoliifolia Q obtusata Abies

oaxacanaA. guatemalensjsA. hickeliy Cupressulindley(Flores y Manzanero, 1999).
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Figura 4.1. Ubicacion de la region de Valles Centrales de ©axalas areas estudiadas: 1)
Municipio de Oaxaca de Juarez, 2) Municipio de dla@ de Matamoros, 3) Santiago Etla, 4)
Municipio de Ixtlan de Juarez y 5) Municipio de Samonio Cuajimoloyas.
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4.4.2 Recoleccion de hongos

Se realizaron visitas en la regién de los Vallestfaées de Oaxaca con la finalidad de recolectar
los hongos comestibles comercializados en dich@megios mercados explorados fueron: i) la
Central de Abastos en la ciudad de Oaxaca de Juaiigel mercado regional del Municipio de
Tlacolula de Matamoros. Los hongos recolectadogae@entral de Abastos provenian del
municipio de Santiago de Etla e Ixtlan de Juardentras que los recolectados en el mercado
regional del municipio de Tlacolula de Matamorosvenian del municipio de San Antonio
Cuayimoloyas (Figura 4.1). En total se realizaronstas en 2009 a 2010. Los mercados fueron
visitados en temporada de lluvias en los meseslideg septiembre. El mercado de la Central de
Abastos se visitd en los dias de tianguis (martgsmes), mientras, que el mercado de Tlacolula
se visito los dias de plaza (domingo). En los msestonde se comercializaban los hongos
comestibles, se realizaron encuestas a las pergpras/endian los hongos. Se efectuaron
preguntas relacionadas con: i) los nombres comuee$os hongos; ii) sus conocimientos
fenoldgicos; iii) sus conocimientos ecoldgicos; $us conocimientos econdémicos de los hongos
comercializados y v) usos de los hongos comestgipsendo los criterios de Ruan-Setbal

(2004).

4.4.3 Determinacion taxonémica y de potencial de os

Se tomaron fotografias tanto en los mercados estadi como a los especimenes frescos
posterior a su recoleccién. Asimismo se tomaroonglde las caracteristicas morfoldgicas de los
especimenes recolectados. Posterior a su caraciérniz macromorfolégica, se efectué una

caracterizacion micromorfologica, siguiendo los adéts de Largent (1973) y Largeet al.
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(1977) para la identificacion de los hongos. Parddterminacion del caracter ectomicorrizico de
las especies, se siguieron los criterios considsrgdr Rinaldiet al. (2008) y para ubicar el
potencial medicinal de las especies se consult@sat® (2011); Yu-Chengt al, (2009) y
Guzman (2008a). Los especimenes herborizados seerdgren depositados como colecciones
“voucher” en el area de Microbiologia en el Coledm Postgraduados en Texcoco estado de

México.

4.5 RESULTADOS Y DISCUSION

4.5.1 Diversidad y conocimiento tradicional

Se identificaron 20 especies de hongos comestdillsstres, adscritos a 12 génerAmanitg
Cantharellus Hydnum Hygrophorus Hypomyces Laccaria Lactarius Lepista Marasmius
Ramarig Tricholomay Tylopilus.Dentro de ellos, el género con mayor nimero decespéue
Ramariacon 7 y posteriormenteaccariay Cantharelluscon 2 especies cada uno. Todas las
especies que se sefalan en el Cuadro 4.1, seaswisén la Central de Abastos de la ciudad de
Oaxaca, exceptdmanita caesareda cual fue registrada también en municipio decdliaa,

Oaxaca.
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Cuadro 4.1. Nombres comunes de hongos comestibles silvestcedentados en mercados de

Valles Centrales de Oaxaca y su uso potencial.

Especie Nombre comun UP GT
Amanita caesaregScop.) Pers. “Nanacate”, “hongo rojo” C,B,E,M ECM
Cantharellus cibariug-r. “Mantequilla”, “flor de calabaza” C,B,E, M ECM
Cantharellus tubaeformiBr. “Chimequito” C,M ECM
Hydnum repandurh. “Espinitas”, “gusanito” C, E, M, ECM
Hygrophorus russuléSchaeff.) Kauffman. “Trompeta” C ECM
Hypomyces lactifluorurSchwein.) Tul. & C. Tul. “Cresta de gallina” C,M P
Laccaria amethystinéHuds.) Cooke. “Hongo de pajarito” C,B,M ECM
Laccaria laccata(Scop.) Cooke. “Hongo de pajarito” C,B,M ECM
Lactarius volemusr.) Fr. “Hongo de leche” C,B,M ECM
Lepista nudgBull.) Cooke. “Hongo moradito”, “Hongo de frijol” C, M S
Marasmius oreadefBolton) Fr. “Hongo de corralito” C,M S
Ramariasp. “Cacho de venado” C ECM?
Ramaria(cf.) araiosporaMarr & D.E. Stuntz “Hongo de venado” C ECM
Ramaria(cf.) aurea (Schaeff.) Quél. “Cacho de venado” C,M ECM?
Ramaria fennicgP. Karst.) Ricken “Hongo de arbolito” C ECM?
Ramaria(cf.) pallida (Schaeff.) Ricken. “Cacho de venado” C ECM?
Ramaria suecicéFr.) Donk. “Cacho de venado”, “coliflor” C ECM?
Ramaria rubrievanescerdarr & D.E. Stuntz. “Hongo de coliflor “ C ECM?
Tylopilus(cf.) felleus(Bull.) P. Karst. “Lengua de toro” C,M ECM
Tricholoma magnivelaréPeck) Redhead. “Matsutake”, “hongo blanco” C,B,E,M ECM

UP= uso potencial; C: comestiblB; con potencial biotecnolégico como bioinoculanke; con potencial de

exportacién; M: medicinal; GT: grupo tréfico; ECKctomicorrizico; P: parasito; S: saprobio.

4.5.2 Comercializacién y nombres comunes

Los hongos comestibles son vendidos junto con giroductos forestales no maderables, tales
como plantas medicinales, plantas ornamentalesutpsfrnativos. Los hongos comestibles
silvestres son recolectados en los bosques prinaéoée por el padre de familia y por la madre
acompafados de sus hijos por las mafanas con ageda@anastas, mientras que la

comercializacion en mercados se realiza por lagmesij(Figura 4.2).
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Figura 4.2. Hongos comestibles de Oaxaca. a) vista geneldamdecado de Tlacolula, b)
vendedora de hongos comestibles del mercado deefdral de Abastos, cYricholoma
magnivelare hongo objeto de exportacion, dimanita caesarea hongo de mayor
comercializacion en mercados regionales,Cahtharellus tubaeformishongo con potencial
ectomicorrizico, f) Marasmius oreadeshongo medicinal, g)Lactarius volemus hongo
comestible poco reconocido por los consumidorespdras d€antharellus tubaeformis
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Los hongos comestibles silvestres son vendidostdimente por las personas recolectoras, lo
gue incrementa su ingreso econdmico. Las especesgs frecuentemente se comercializan en
el &rea de estudio fueroAmanita caesareaCantharellus cibariusHydnum repandunseguidas
por Tricholoma magnivelarelLactarius volemuy Hypomyces lactiflorumAmanita caesarea
Cantharellus cibariusy Tricholoma magnivelardienen potencial para ser comercializados en
mercados internacionales, dado que globalmenteotaexcializacion anual de estos hongos
comestibles ectomicorrizicos estan evaluados &nb# de délares (Yun 'y Ha#p04).

Los nombres comunes de los hongos comestiblesssatribuyen principalmente por la forma
(parecido a estructuras de animales y plantas)lor,cpero también por su textura y aspectos
ecoldgicos (lugar donde crecen o animales que doswmnen). i) las especies que reciben su
nombre comun relacionados con la forma ddarasmius oreadess conocido como “hongo
corralito”, ya que crece formando una estructurailar a un corral;Hydmun repandunes
conocido como “hongo de espinita” u “hongo de giteatas personas le asignan este nombre,
porque su himenio esta constituido por estructpeascidas a espinas o gusanit@atharellus
cibariuses conocido por los comerciantes como flor de ealalpor su similitud con la flor de
Curcubitamaxima Tylopilus felleuses denominado “lengua de toro”, porque es poraaspgro

en la parte inferior del sombrero. Las personastaglaprecian este hongo por su sabor amargo y
por ser muy carnoséjygrophorus russul@s comunmente llamado “trompeta” por su similéud
este instrumento musicallypomyces lactifluorunes nombrado “cresta de gallina” por su
parecido a esta estructura en la especigaleis gallus Ramariaspp.cominmente son llamadas
“hongo de arbolito” (forma parecida a un arbol)a¢ho de venado” u “hongo de venado”
(parecido a las astas de venado) y “hongo de adlifparecido en la forma a una coliflor). Las
personas mencionaron que no todas las especiBRamdariason comestibles dado que las que

tienen un sabor picoso no son consumidas. ii) EEe@es que reciben su nombre comun
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relacionados con el color soAmanita caesareas nombrado como “nanacate” u “hongo rojo”.
Las personas recolectoras identificancaesareade color rojo con laminas amarillas, ya que
algunos ejemplares pueden confundirse Aomuscariaque presenta las laminas color blancas;
Cantharellus cibariuses conocido por los comerciantes como “hongo detegaila” porque
presenta un color amarillo, y “cantarel amarilladrga influencia de extranjeros Americanos;
Cantharellus tubaeformise conoce cominmente como “chimequito” por, elrcolscuro que
presenta en el sombrero, segun los comerciantas tima tonalidad sucid;epista nuda
comunmente llamado “hongo moradito” u “hongo dpffti porque presenta un color morado en
las laminas;Tricholoma magnivelarees conocido como “hongo blanco” porque en campo se
observa de color blanco. iii) las especies quédescsu nombre comin tomando en consideracion
aspectos ecologia sdoaccaria laccatay Laccaria amethystinédos cuales son nombrados como
“‘hongo de pajarito”, ya que son consumidos por pagaros; Tricholoma magnivelarees
conocido como “hongo de venados”, porque es corturpbr los venados, otras personas
mencionaron que este hongo crece en el estiérogtrdo. En el caso dgantharellus cibarius
los recolectores reconocen dos variedades, una eoharillo fuerte que proviene se tierra
caliente y la otra de color obscuro (casi café) egiele clima frio y se encuentran a orilla de los
rios. iv) la especie que reciben su nombre comérspaextura ekactarius volemuy es como
“hongo de leche”, porque al cortar las laminas sleibrero secreta un exudado lechoso

(parecido a la leche).
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4.5.3 Propiedades nutrimentales

Nutrimentalmente, los hongos comestibles silvespeseen bajos contenidos de grasas, sin
embargo, presentan altos contenidos de proteiagstddratos, minerales y energia comparados
con algunos vegetales como maiz y cacahuate (Cda@roAdicionalmente tienen gran cantidad
de agua (70 a 90%), como se ha reportado pactarius volemusCantharellus cibariusy
Hydnum repandur{Colaket al, 2009). Los hongos comestibles silvestres propoan una gran
variedad de minerales (Ca, K, P), elementos ti@ma Zn, Fe). Ademas son fuente de vitaminas,
tales como: vitamina C (L-acido ascorbico), Blniaa), B2 (rivoflavina), niacina y acido félico
con valores de 4.79, 0.30, 0.12, 5.94 y 0.06 (ealoeportados en mg 10Dge peso seco),

respectivamente para el caso@antharellus cibariugCaglarlrmaket al., 2002).

La proteina cruda en los hongos comestibles sike#tientificados en el presente trabajo es alta
y se encuentra dentro de un intervalo de 20%r&moloma magnivelara 69% erCantharellus
cibarius (Cuadro 4.2). Las especies de hongos comestidesificados presentan cantidades de
aminoécidos (peso seco) como: acido glutdmico (495", alanina (2.36 mgY, aspartato
(2.31 mg &) y leucina (1.87 mg encontrados efiricholoma magnivelaréLiu et al, 2010).

Las cantidades de carbohidratos reportados parasigscies estudiadas en nuestro caso se
encontraron en un intervalo de 13% leactcaria laccataa 64% enLactairus volemugCuadro
4.2), estos valores tienen una variacion muy amplitre especies, posiblemente por las
condiciones edéficas y climaticas, asi como la iprdigiologia de los hongos (Helerat al,
2009; Colaket al, 2009). Los carbohidratos encontradosCamtharellus cibariugs Marasmius
oreadesson principalmente manitol (8.33 g/100 g) y trekal (10.49 g/100 g), respectivamente

(Barroset al., 2008).
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Cuadro 4.2. Composicidbn macronutrimental, reportada por disfinautores, de especies de
hongos silvestres comestibles silvestres comezadtis en mercados de Valles Centrales de
Oaxaca comparados con maiz y cacahuate.

Especie Proteine Carbohidrato: Grasas Cenizas Referencic

g 100 ¢' de peso seco

Amanita caesarea 34.77 55.63 3.50 6.05 Ouzouniet al (2009)
Cantharellus cibarius 69.14 14.25 4.49 12.12 Barroset al. (2008)
Hydnum repandum 34.14 55.00 8.80 11.38 Colaket al. (2009)
Hygrophorus russula 32.47 53.33 6.00 8.18 Ouzouniet al (2009)
Laccaria laccata 62.78 12.77 3.76 20.69 Helenoet al (2009)
Lepista nuda 34.37 56.33 3.23 6.03 Quzouniet al (2009)
Lactarius volemus 25.21 64.00 3.98 291 Colaket al. (2009)
Marasmius oreades 52.22 29.41 2.99 11.39 Barroset al. (2008)
Tricholoma magnivelare  20.30 36.60 5.00 8.89 Liu et al (2010)
Maiz 13.34 71.39 13.13 2.14 Moshaet al (2000)
Cacahuate 214 68.3 2.9 7.5 Mosha y Gaga (1999)

Los hongos comestibles proporcionan bajas cantddddegrasas, las concentraciones de grasas
se encuentran dentro de un intervalo de 3%larasmius oreadea 9% enHydnum repandum
(Cuadro 4.2). Los niveles de 4cidos grasos insabsré85%) son mas altos que los acidos grasos
saturados (15%), estos valores ha sido reportados Gantharellus cibariusy Marasmius
oreades(Barros et al, 2008). El contenido de cenizas presentes endsoogmestibles, se
encuentra en un intervalo de 3%lactarius volemus 21% erLaccaria laccata(Cuadro 4.2).
También se ha evaluado el nivel de energia en Boocgoestibles comdantharellus cibarius,
Marasmius oreades, Lactarius volemus y Hydnum reégancon valores de 375.67 (Kcall00 g

1), 379.74 (Kcal100 ¢ 393.06 (Kcal 1009, 434.20 (Kcal 1009), respectivamente (Barres

al., 2008; Colaket al, 2009). Las especies de hongos comercializadoseznados de Valles

41



Centrales de Oaxaca, tienen un gran potencialnmeritial como recurso alimenticio. Esto sugiere
que se fomente aun méas el consumo de hongos cbteestn la dieta diaria de los habitantes en

la ciudad de Oaxaca.

4.5.4 Uso medicinal

Por miles de afios los hongos comestibles han sldoionados con la medicina tradicional y se
han utilizado como ténicos en los paises orient@fesChenget al, 2009). En México, los
hongos comestibles medicinales se han utilizadaddedefpocas prehispanicas para curar
enfermedades relacionadas principalmente con aspeittiales y espirituales. En 1952 se
descubri6 el uso de hongos alucinégenos para lizaeiédn de ritos ceremoniales realizados por
la chamana Maria Sabina en Huatla de Jiménez, @dGaezman, 2008b). Ademas, los hongos
comestibles com@antharellus cibariusy Lactarius volemu$an sido utilizados en la medicina
tradicional en la Sierra de Ixtlan de Juarez, OaxX&@aribay-Orijelet al, 2009). En la medicina
tradicional los hongos comestibles se han utiliszadn México para curar malestares como:
ansiedad, asma, dolores musculares, quemadurasstaras estomacales, diuréticos, epilepsia,
conjuntivitis, mal de ojo, problemas dentales, fgoias de sobre peso y rejuvenecimiento
(Guzmén, 2008a). Actualmente ha existido un créeignerés en la farmacologia moderna para
la extraccion y estudio de compuestos quimicosdbuditos activos secundarios) extraidos de
hongos comestibles silvestres con propiedades xataiotes, antitumorales, antibacteriales,
antivirales e hipocolesterolémico (Barreisal, 2008; Yu-Chengpet al, 2009).Algunas de las
especies de hongos comestibles silvestres ideddi en el presente trabajo se han utilizado en
la medicina tradicional como: antiinflamatorio, @rgjmiento de la vista, tratamiento respiratorio,
infecciones gastrointestinales, dolor de cabezatartiento de lumbalgia y esquelalgia,
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entumecimiento del miembro, tonificante del estomagtamiento de bronquitis tratamiento de
la hepatopatia (Cuadro 4.3). De las especies dgosaomestibles estudiados se han encontrado
que contienen compuestos antioxidantes capacesintieag radicales libres (Cuadro 4.3). La
capacidad antioxidante (B se ha evaluado mediante la capacidad de baradadicales de
DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) en hongos coniMarasmius oreadegue se ha registrado altas
propiedades antioxidante (B£ 2.78 mg mL'), mientras que eiCantharellus cibairusdicha
propiedad es menor (E€&7.14 mg mL*) (Queiroset al, 2009). Ademas, se ha determinado un
alto contenido de tocoferol (un poderoso antioxiepen especies contdydnum repanduny

Lepista nudgMurciaet al, 2002; Elmastast al, 2007).

En el Cuadro 4.3 se observan algunas especies dgo$iocomestibles identificado con
propiedades antitumorales, que contienen compwagtacesle eliminar células cancerigenas,
tales como: i) diepoxido citotoxicos llamado repahén Hydnum repandursapaz de combatir
varios tipos de células tumorales, especialmeritdasedel colon adenocarcima (Takahasthal,
1992); ii) polisacaridos eitricholoma matsutakeon actividad antitumoral contra el sarcoma
180 en ratones inhibiéndolo en 91.8% (lkekaatvaal., 1979); iii) péptido-glucano extraido de
micelio Tricholoma matsutakeon actividad en contra de fibrosarcoma singéiieoratones
(Ebinaet al,2002); iii) ademas, péptido-glucano de cultivaalial deTylopilus felleus inhibe el
crecimiento de células cancerigenas de sarcomaEtlich en un 100%Qefayeet al, 1988.

Otros hongos comestibles silvestres presentas qutages antibacterianas, ya que inhiben el
crecimiento de bacterias patdogenas de humanos c)rmdgnanita caesareaontra Bacillus
subtilis; i) Lepista nudacontraSalmonella typhimuriung Staphylococcus aureusi) Hydnum
repandum contra Bacillus subtilis, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aurgus

Staphylococcus epidermidysiv) Cantharellus cibariusontra Bacillu subtilisy Staphylococus
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aureus(Cuadro 4.3). Esto sugiere que los metabolitosrs#arios de algunos hongos comestibles
silvestres son una fuente potencial de nuevos cestpsi antimicrobiano que pueden ser

utilizados como antibiéticos comerciales.

Cuadro 4.3.Hongos comestibles silvestres comercializados ewcades de Valles Centrales de
Oaxaca con potencial medicinal.

Especie Propiedades medicinales Referencia

Amanita caesarea Antioxidante, antibacteriano, antiinflamatorio. = Ramirez-Anguianoet al (2007); Yamac y
Bilgili (2006); Guzméan (2008a)
Cantharellus cibarius Antioxidante, antibacteriano, mejora de la vist&@ueiroset al. (2009); Barrost al (2008); Yu-
tratamiento respiratorio, infeccionesChenget al (2009)
gastrointestinales, antitumoral.
Cantharellus tubaeformis Antibacteriano Yu-Chenget al (2009)
Hydnum repandum Antioxidante, antibacteriano, antitumoral Murcia et al (2002); Yamac y Bilgili (2006);

Takahashet al (1992)

Hypomyces lactifluorum  Dolor de cabeza Guzman (2008a)

Laccaria amethystina Antitumoral Yu-Chenget al (2009)

Laccaria laccata Antitumoral Yu-Chenget al (2009)

Lactarius volemus Antitumoral Yu-Chenget al (2009)

Lepista nuda Antioxidante, antibacteriano, antitumoral (Elmastaset al (2007); Yamac y Bilgili (2006)

Queiroset al. (2009); Yu-Chenget al.(2009)

) Antioxidante, tratamiento de Iumbalgia vy
Marasmius oreades

esquelalgia, entumecimiento del miembro,
antitumoral Yu-Chenget al (2009)
Antitumoral Yu-Chenget al (2009); Ebinaet al (2002)

Ramaria aurea N 3 .
Tonificante del estomago, tratamiento de

Tricholoma. magnivelare i .
bronquitis, antitumoral Yu-Chenget al (2009); Defayet al (1988)
Antiinflamatorio, tratamiento de la hepatopatia,

Tylopilus felleus antitumoral
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Ramariaspp. ha utilizado tradicionalmente contra el dalercabeza, problemas estomacales,
inflamacion muscular y la debilidad (Guzman, 200&gntro de este género existen especies
como: R. apiculata, R. aurea, R. formosa R. hemirubellaque contienen propiedades
antitumorales (Yu-Chengt al, 2009). Debido a quRamariaspp. tiene una gran diversidad de
especies de hongos comestibles en el estado de&®asanecesario encaminar investigaciones
en el descubrimiento de metabolitos secundarios ayuglen a combatir enfermedades en

humanos.

4.5.5 Importancia ecolégica y potencial biotecnoldgp

Los hongos comestibles silvestres identificadosnencados de Valles Centrales de Oaxaca, se
pueden clasificar desde el punto de vista ecologictyes tipos: i) ectomicorrizicos: aquellos que
establecen una relacion simbidtica mutualista caes faices de los arboles forestales
intercambiando nutrimentos en ambas direcciongsajprobios: aquellos que descomponen la
materia organica, tales como la madera y la hajaragciclando nutrimentos en los bosques; y
iii) micoparasitos: aquellos que atacan a otrogghen

Los hongos ectomicorrizicos estan formados pouetstras basicas conocidas como: i) la red de
Hartig; ii) el manto; iii) el micelio extramatrical iv) los rizomorfos. Estas estructuras son
conjunto de hifas que interconectan al hongo edorrizico con la células corticales y la
corteza de la raiz en forma de redes, que ayudanteatambio de nutrimentos en ambas
direcciones (Pérez-Morenet al., 2010). El entendimiento ecoldgico vy fisiolGgide algunos
hongos comestibles silvestres es muy importante ferconservacion de los ecosistemas

forestales, ya que son el sostén y el funcionamigatios bosques (Pilz y Molina, 2002).
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Cuadro 4.4. Hongos comestibles ectomicorrizicos comercializadosmercados de Valles
Centrales de Oaxaca con potencial biotecnoldgicla gmoduccion de inoculantes para especies

forestales y algunos hospederos reportados enchléxi

Especie de hongo Arboles hospederos en México

Refiers

Amanita caesarea Pinus patula

P. hartwegiiy Abies religiosa
Quercus obtusatg Q. rugosa

P. pringleiy Q. urbanii

Cantharellus cibarius Pinus hartwegii

Q. affinis, Q. obtusatay Q. rugosa

Abies religiosa

P. pringlei, Q. urbaniiy Q. magnolifolia

Cantharellus tubaeformis
Q. magnolifolia

Hydnum repandum

Laccariaspp.

P. patula y P. pseudostrobus

Laccaria laccata

urbanii, Abies religiosaLiquidambar stracyflua

Laccaria amethystina
Q. obtusata

Pinus culminicola

Lactarius volemus

P. pringlei, Q. urbaniiy Q. magnolifolia

Pinus teocotgP. douglasianaP. patula Quercus

Tricholoma magnivelare

consatti

P. pringleiy Q. urbanii

Pinus pringlej Q. urbaniiy

Pinus pringleiy Q. urbanii

Pinus patulay P. hartwegii

Pinus greegii P. patula P. culminicola P. pringlei, Q.

Quercusspp. yAbiesspp.

scytophyllaQ. crassifolig Q. laurina, Q. rugosay Q.

Carrera-Nieva y Lépez-Rios (2004)
Arteaga y Moreno (2006)
Mendoza-Chaveet al (2006)

Nava y Valenzuela (1997)

Villarruel y Cifuentes (2007)
Mendoza-Chéaveet al (2006)
Arteaga y Moreno (2006)

Nava y Valenzuela (1997)

Nava y Valenzuela (1997)
Nava y Valenzuela (1997)
Perea-Estradet al.(2009)
Carrasco-Hernandez al (2010)

Carrera-Nieva y LoOpez-Rios (2004);
Garzaet al (2002); Nava y Valenzuela
(1997); Landeros et al (2006);
Chanona-Goémeet al.(2007)

Villarruel y Cifuentes (2007)
Mendoza-Chaveet al (2006)
Garzaet al (2002)

Nava y Valenzuela (1997)

Zamora-Martinez y Pascual-Paola
(2004)

Nava y Valenzuela (1997)

Para inducir la formacién de micorrizas en arbdbtesstales, se utilizan tres tipos inoculantes:

esporal, miceliar liquido y miceliar sélido, lagpesas se pueden extraer de los pileos o de los

esporomas en su totalidad. Mientras, que el micgdigoroduce en medio liquido o cultivos
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estériles mezcldndose con diversos sustratos $nedemo: turba-vermiculita, lignato
polimerizado y arcilla (Pérez-Moremt al., 2010).

Algunas de las especies de hongos ectomicorridengificados en mercados de Oaxaca, se han
estudiado desde el punto de vista biotecnologian. M€xico se han utilizado esporomas
deshidratados y molidos de especies cofroanita caesareparaPinus patula Laccaria spp.
para inoculalP. patulay P. hartwegiiy P. pseudostrobyd.accaria laccataparaP. greegii P.
patula, en todos los casos los hongos indujeron la fordmachicorrizas incrementando el
crecimiento de la planta (Cuadro 4.4). Mientras gueondiciones naturales se ha registrado que
los arboles forestales establecen simbiosis comnaly especies hongos ectomicorrizicos
colectados en mercados de Valles Centrales de @4Kamadro 4.4). En otras partes del mundo
se han estudiado algunas especies de hongos doegstictomicorrizicos identificados en
mercados de Oaxaca, donde los esporomas molidasidarius volemuse han aplicado en
soluciones en las raices 8&us kesiyaRoyleex Good varlangbianensig(Liu et al., 2009).
Mientras que en condicionas vitro se ha propagado el micelio de hongos ectomicooszi
como: Cantherallus cibariugparaP. sylvestris(Danell, 1994);Laccaria amethystinaparaQ.
serratay Q. glauca(Tateishiet al, 2003);Laccaria laccatgparaPinus pinasterPinus radiatay
Pseudotsuga menziegieraet al, 1998). Por lo tanto, las especies con potenaidnologico

en la aplicacion de inoculantes ectomicorrizicosespecies forestales sémanita caesarea
Cantaherellus cibarius Laccaria laccata Laccaria amethystina Lactarius volemusy
Tricholoma magnivelaredebido a que: i) se han registrado que forman iesigcon plantas
forestales en condiciones naturales; ii) se encaergn grandes cantidades en los mercados
donde se comercializan; y iv) se tiene registreslal formacion de micorrizas en plantas

forestales.
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4.6 CONCLUSIONES

Los hongos comestibles silvestres comercializadosmercados de Oaxaca poseen un potencial
econémico, porque son comercializados en mercam@del y regionales, ademas pueden ser
comercializados en mercados internacionales. Lagd®comestibles recolectados proporcionan
nutrimentos esenciales, asi como, vitaminas y raieer para la dieta alimenticia de los seres
humanos. Ademas, tienen un potencial medicinal esceterapéutico de diversas enfermedades
humanas. Las especies recolectadas tienen un [@btelbiotecnolégico en el uso de
bioinoculantes de plantas forestales, porque seeatian en grandes cantidades en los bosques
de las comunidades rurales y se ha demostradoilmaaibn en México y otros paises. Los
hongos comestibles silvestre recolectados en mescdd Oaxaca son un recurso forestal no
maderable que puede ser utilizados integramentmagtelos de desarrollo sustentable en las

comunidades rurales forestales del estado de Oaxaca
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CAPITULO V

CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE DIFERENTES ESTADIOS
FENOLOGICOS DE LA ECTOMICORRIZA SINTETIZADA ENTRE  Laccaria proxima
Y Pinus pseudostrobus Y SU DINAMICA DE COLONIZACION

5.1 RESUMEN

Algunos hongos comestibles silvestres estableambissis con especies forestales formando
estructuras ectomicorrizicas caracteristicas da eagecie de hongo y su simbionte forestal. En
el presente estudio se sintetizo y se evalu6 e@rd# ontogénico de la ectomicorriza entre el
hongo ectomicorrizico comestibleaccaria proximay la especie forestd?inus pseudostrobus
Se utilizaron esporomas deshidratados y molidok. ggoximapara la inoculacion con esporas
en P. pseudostrobusTres meses después de la inoculacién, se ingiceMaluacion vy
caracterizacion ectomicorrizica cada 30 dias deramtho meses, ademas se determing el
porcentaje de micorrizacion y se evaluo la biomeeggetal, la altura de las plantas, diametro del
tallo, peso seco de la raiz, y la parte aéreapntalilizd el nimero de aciculas y fasciculos.
Adicionalmente, con la ayuda de un microscopioressedpico y un microscopio optico se
tomaron fotografias de algunas caracteristicas 0anieds como: color y forma de la
ectomicorriza; micelio externo; manto flngico; gdrde Hartig. Once meses después de la
inoculacion, las plantas alcanzaron 65% de micacién y un total de 2570 raices cortas.
Mientras que la biomasa fue de 1.2 g de peso seda parte aérea, 1.57 g de peso seco de la
raiz, 21 cm de altura, 3.18 mm de diametro deb.taBe encontré que las ectomicorrizas adultas
(estadio 3) tuvieron ramificaciones de primer ordmor café en la base y blanco-anaranjando
en la punta, de 2-6 mm de longitud y 0.3 mm de dtémn La presencia de hifas emanantes fue
baja, ya que el tipo de hifas es de alcance cdtaeconocimiento detallado de la ectomicorriza
es una alternativa que ayudard a los investigadorealizar estudios posteriores, relacionados
con la inoculacién y utilizacion de biotecnologide Laccaria proximaen especies de

importancia forestales.

Palabras clave micorrizacion, micelio externo, ontogenia, moifot, pinos mexicanos.
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5.2 ABSTRACT

Some wild mushrooms establish symbiosis with ectmmpizal tree species forming structures
of each species of mushroom and forest symbionthénpresent study was synthesized and
evaluated the ontogenetic development of ectomlizar between edible ectomycorrhizal
Laccaria proximaand the forest specieBinus pseudostrobusWe used dried and ground
esporomad.. proximato the inoculation with spores &f. pseudostrobusThree months after
inoculation, began the evaluation and characteoizatctomycorrhizal every 30 days for eight
months, and determined the percentage of mycotibizand evaluated plant biomass, plant
height, stem diameter, root dry weight and theveas recorded the number of needles and
fascicles. Additionally, with the help of a sterdoroscope and an optical microscope
photographs were taken of some anatomical featstesh as color and shape of the
ectomycorrhiza, external mycelium, fungal mantled aHartig net. Eleven months after
inoculation, the plants reached 65% of mycorrharatand a total of 2570 short roots. While
biomass was 1.2 g dry weight of aerial parts, 397 root dry weight, 21 cm in height, 3.18 mm
diameter stem. We found that adult ectomycorrh{zéege 3) were first order branches, brown at
the base and white-orange on top, 2-6 mm long aBdninm in diameter. The presence of
emanating hyphae was low, since the type of hyphabort range. The detailed survey of the
ectomycorrhiza is an alternative that will helpa@hers to conduct further studies related to the

inoculation and the use of biotechnolodiescaria proximamportant species in forestry.

Keywords: mycorrhizae, external mycelium, ontogeny, morpletygexican pines

5.3 INTRODUCCION

El géneroLaccaria spp. incluye especies comestibles en México comoamethystina, L
laccata L. bicolory L. proxima Estas especies son consumidas en las comunidads y son
comercializadas en mercados regionales de la zengCy Sureste del pais (Pérez-Moreto

al.,, 2010; Garibay-Orijel et al, 2009). AdicionalmentelLaccaria spp. son hongos
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ectomicorrizicos que establecen simbiosis con weasidad de Gimnospermas y Angiospermas,
dentro de las cuales destacan especies de pindsamex comoPinus greegii P. patula P.
culminicolg P. pringlei y P. pseudostrobugCarrera-Nieva y Lopez-Rios, 2004); Gaetaal,
2002; Carrasco-Hernandez al, 2011). Ademas, este género tiene la capacidatbmnar
ectomicorrizas con especies pioneras forestalessudesion primaria, ya que es una especie
promiscua con alta capacidad de germinacion esgorafectividad de plantas (Ishids al,

2008; Hogberget al, 1999; Collieet al, 2009).

Por ello, es importante el estudio de la simbiostdomicorrizica, porque contribuye a
incrementar el desarrollo y salud de las plantasstales, ademas participa en los ciclos de
nutrientes y funcionamiento de los ecosistemassfales (Read y Pérez-Moreno, 2003; Smith y
Read, 2008). Para la asociacién simbidtica ectamiica es necesario la sefializacion mediante
compuestos organicos producidas por ambos simisigiti&uchi et al, 2007). Estas sefales
originan cambios morfolégicos y desarrollo de edtmas complejas y especificas, tanto en la
planta como en el hongo (Martiet al, 2001). Los cambios de la planta y el hongo se
caracterizan por el desarrollo continuo de trespmmantes estructurales: un manto o vaina de
hifas que cubren la raiz corta; la red intrarrdditeahifas, llamada red de Hartig; y un micelio
extrarradical que se extiende a través del suekyldf, 2005). Aunque, se conocen las tres
estructuras que componen a la ectomicorriza, tanmdcion de las caracteristicas morfoloégicas y
anatomicas de los morfotipos de la gran mayoriaslespecies mexicanas no han sido descritas
(Carrasco-Hernande al, 2010). A pesar de que en la actualidad existemds bases de datos
como la de Deemy (2011), es necesario identifiad@scribir la gran diversidad de morfotipos de
hongos ectomicorrizicos de México, ya que cadaossgene caracteristicas especificas, pero

existen pequefias modificaciones morfologicas yéeniabs para cada morfotipo en condiciones
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de campo o invernadero (Agerer y Rambold, 2011)tuBnion de este escenario, el objetivo de
este capitulo fue sintetizar ectomicorrizas entreoago ectomicorrizico comestible proximay
la especie forestd?. pseudostrobysasi como evaluar su desarrollo ontogénico magfoldy
anatémico y los cambios en términos de colonizagitmorrizica y su efecto en el crecimiento de

las plantas.

5.4 MATERIALES Y METODOS

5. 4.1 Identificacion y descripcion déaccaria proxima

L. proximafue colectada en el mercado de Ozumba (Figura).%e clasificé e identificd de
acuerdo a las principales caracteristicas macracgostopicas especificadas por Largent (1973)

y Largentet al,, (1977).

5.4.2 Preparacion del inoculante ectomicorrizico

Una vez colectados los especimened.dproximg se separo el estipite del pileo y se utilizo
anicamente el pileo, ya que es donde se encuectrarentradas las esporas (Figura 5.1 b). Los
pileos se deshidrataron en la sombra a temperatutdente hasta alcanzar peso contante.
Posteriormente, los pileos se molieron y el inoakitenido se depositd en microtubos Eppendorf
con capacidad de 1.5 mL a una temperatura de big@r& 5.1 d). A cada planta se le indculo de

10° a 10 esporas aproximadamente (Carrasco-Hernéealz 2010).
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5.4.3 Desinfeccion de la semilla y tubetes

Las semillas deP. pseudostrobuse remojaron en agua durante 24 h como tratamigneto
germinativo, después se desinfectaron con per@édbidrogeno (bD,) al 30%, manteniendo
las semillas en agitacion durante 20 minutos. Posteente, se enjuagd con abundante agua
destilada-esterilizada hasta eliminar la presedelaH,0,. Los tubetes de 140 mL se lavaron y

desinfectaron con alcohol previo a su llenado ¢augtrato.

5.4.4 Germinacioén de las semillas

La germinacion de semillas se realizé en noviendwe2009. El sustrato utilizado para la
germinacion d€. pseudostrobugue peat moss, el cual se depositoé en costalesadéa para su
esterilizacion en autoclave con vapor de agua deirarh en dos sesiones. Los riegos para la
germinacion fueron cada tres dias con agua desstéateril aplicando Captan 2§ Ipara evitar

enfermedades por hongos patégenos. Las plantulasngeon 15 dias después de la siembra.

5.4.5 Trasplante e inoculacion

Las plantas fueron trasplantadas en febrero de 2010betes con capacidad de 370 mL, estos
fueron llenados con el sustrato hasta un 80% dal tiel volumen (Figura 5.1 e). El sustrato
utilizado para el crecimiento de las plantulas dna mezcla arena-corteza-suelo en proporcion
2:2:1, el cual también fue esterilizado. Tres mekespués de la inoculacion (mayo de 2010) se
realizé la primera evaluacion, posteriormente healuaciones fueron cada mes durante ocho
meses.
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5.4.6 Variables evaluadas

5.4.6.1 Colonizaciéon ectomicorrizica

Una vez establecido el experimento y las plantasptieron los tres meses de haber sido
inoculadas, las plantas se extrajeron del tubseeslimind el sustrato adherido y se lavaron
cuidadosamente. Posteriormente, se estudié aaltalinamica de colonizacion ectomicorrizica
en raices d@. pseudostrobusada 30 dias, utilizando tres plantas por seagioon periodo de

ocho meses. Se contabilizé6 el numero total de safoetas por planta, el nUmero de raices
micorrizadas y no micorrizadas, el nimero de raidgas y muertas con la ayuda de un
microscopio estereoscopicoSe determind el porcentaje de micorrizacion (nUndgoraices

cortas ECM x 100/numero total de raices cortas).

5.4.6.2 Crecimiento vegetal

Las plantas se extrajeron del tubete, se elimirstigrato adherido y se lavaron cuidadosamente.
Se midio la altura desde la base del tallo hasyeitaa apical (cm). El didmetro se midié en la
base del tallo (mm). Después las plantas fuertatadas en bolsas de papel y se secaron en una
estufa a 70 °C hasta obtener peso constante yaggdda biomasa total. Se peso la parte aérea

(9) y la parte radical (g).

5.4.7 Analisis de variables
El porcentaje de micorrizacion fue convertido a etos reales por la siguiente formula: (%

micorrizacién + 0.05f, para realizar andlisis estadist{@dves et al, 2010). El porcentaje de
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micorrizacion y las variables de crecimiento fueesaluadas mediante un analisis de varianza y

prueba de comparacion de medias de Tuke\y0(05).

5.4.8 Caracterizacion de la ectomicorriza

Las raices de las plantas fueron observadas dktaiknte y después fotografiadas con la ayuda
de un microscopio optico (LEICA MD1000) y esteremso (LEICA EZ4) conectados a una
camara digital (LEICA DFC290) con ayuda de un safev(XView). Se tomaron fotografias de
las raices jovenes, adultas, senescentes y myenasieterminar el desarrollo de la micorriza.
Las caracteristicas macroscopicas fueron examinpdasel color, forma, tamafo, textura
superficial del manto y micelio externo (Mukegji al, 2002). Se utilizé un microscopio Optico
(Olympus VX51) conectado a una camara digital (HHO§ un software para determinar
medidas microscépicas de la ectomicorriza, talesocadiametro del corte transversal de la
ectomicorriza, células corticales, hifas emanagtegosor del manto fuangico (Agerer, 2001,

2006; Agerer y Rambold, 2011).

5.5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.5.1 Identificacion y descripcidon dd-accaria proxima

El pileo acampanado o convexo, puede ser plangamtigdo rara vez, umbilicado con escamas
en el centro, color rojizo pardo y ocre cuando estib, con un diametro aproximado de 40-70
mm (Figura 5.1 b). LAminas libres de 15-30 mm dwjikond y 5-10 mm de ancho, color rosaceo

claro. Estipite cilindrico de 30-70 mm de longitu—-9 mm de diametro, presenta estrias pardas
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rojizas. Esporas en formas elipsoide y cafés dex@9 de didmetro, presenta ornamentacion

equinulada de espinas de 1-1.5 um longitud (Figutac). En el cuadro 5.1, se compara las

principales caracteristicas distintivasLdgproximacon otros estudios previos.

Cuadro 5.1.Caracteristicas distintivas de los esporomdsagearia proxima.

Estructure  Caracteristicas Especimene Mueller (1992 Carrasc-Hernande:
utilizados et al (2010)
Pilec Forme Acampanado y planc Acampanado, llega Plano
umbilicado con ser plano
escamas en el centro levantado, algunas
veces deprimido
Color Rojizo pardo Rojizo a marrén Vino
Diametro (mm)  40-70 anaranjado 20-60
Estipite Forma Cilindrico 15-70 Cilindrico
Color Rojizo pardo Subclavado Vino
Diametro (mm) 5-9 3-10 3.6-9.3
Longitud (mm)  30-70 24-72 20-80
Laminas Adheridas Libres Disantes o libres Libres
Color Rosé&ceo claro Roséceo Rosa
Esporas Forma Elipsoide Elipsoide Globosa
Color Caféclaro e Café
Longitud (um) 6-9 -9 e
Ancho (um) 5-7 6-8 5.2
Ornamentacién Equinuladas Equinulada Nodulosa
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Figura 5.1 Preparacién del inoculo fungico e inoculaciénRieus pseudostrobus) venta de
hongos comestibles silvestres (Foto cortesia d®rka Martinez-Reyes Magdalena); b, c)
esporomas Yy esporas Haccaria proxima d) indculo fungico (Foto cortesia de Biol. Cristi
Heredia Acufia); e, f) trasplante e inoculaciériPdeseudostrobus
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5.5.2 Colonizacién micorrizica

La colonizacién micorrizica deaccaria proximaen raices d®inus pseudostrobuse observo
durante el tercer mes después de haber sido imasulas plantas. Durante los seis primeros
meses (tercera evaluacion) después de la ino6alactomicorrizica, las plantas produjeron 836
raices cortas de las cuales 171 fueron micorrizgd880 no micorrizadas, alcanzando 20% de
colonizacion ectomicorrizica (Cuadro 5.2). En casite en otro estudio se determiné el 20% de
colonizacion erQuercus serratanoculada corl.. amethystindl mes después de la inoculacion

(Teteishiet al, 2003).

En el sexto mes de evaluacion, el porcentaje derngacion fue 56% con un total de 1172
raices cortas. Mientras que el mes séptimo y odawvaluacion alcanzo el 57% y 65%, con un
total de 1605 y 2570 raices cortas, respectivan{€uadro 5.2). Sin embargo, se ha determinado
que enP. pinasterinoculada con micelio de. proximaalcanzo el 32% de micorrizacion de seis
meses después de la inoculacion (Reraal, 1993). Mientras qu€arrasco-Hernandeet al
(2011), encontraron 70% y 89% de micorrizacion éh pseudostrobusy P. patula
respectivamente después de 13 meses de la inapulzam esporas de proxima La variacion

de la infeccidn ectomicorrizica se debe posiblementa heterogeneidad del inoculo fangico
(Southworthet al, 2009). Respecto al porcentaje de micorrizacg®,encontré diferencias
significativas ¢=0.05) de la evaluacion 1 hasta la evaluacion Genkias que en el nimero
totales de raices cortas existen diferencias sigtifas de la evaluacion 1 hasta la evaluacion 4
(Cuadro 5.2). Por ello, después de esta etaphssrvd una homogeneidad en la colonizacién
ectomicorrizica y un aumento considerable de raicedas. La muerte de raices cortas
micorrizadas y no micorrizadas no afecta el cremita de la planta, ya que en estas variables no

presentas diferencias significativas(.05) y estos valores fueron bajos (Cuadro 5.2).
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Cuadro 5.2.Colonizacion ectomicorrizica de las raices cortRidus pseudostrobusoculados con
Laccaria proximaevaluados mesualmente durante ocho meses.

Meses R.C. M. V. R.C.M.M. R.C.N.M.V. R.C.N. M. M. Total de %
evaluados* raices cortas  micorrizacion
1 59.7 d 1.33¢ 318.67 b 4.67 a 384.30 e 16.37c
2 1243 d 0.33c 440.67 ab 23.67a 589.00 ed 17.33¢c
3 171.7 cd 233c 660.70 ab 1.67a 836.30 cde 20.12 bc
4 284.3 cd 18.66 bc 596.00 ab 1433 a 913.30cd  31.74 abc
5 233.3cd 16.33 bc 798.00 a 4.33a 1052.00 cd  24.84 bc
6 650.7 bc 4.66 bc 514.00 ab 2.67a 1172.30 bc 56.41ab
7 922.0b 25.76 ab 651.00 ab 6.00 a 1605.00 b 57.36
8 1623.7 a 44.00 a 878.00 a 6.00 a 2570.00 a 65.52

*inicio de la evaluacién tres meses después deodeulacion. Medias con la misma letra para cadegoaia de raiz
no son significativamente diferentes Tukey@.05). Donde R. C. M. V.: raices cortas micodasvivas; R. C. M.
M.: raices cortas micorrizadas muertas; R. C. NVNIraices cortas no micorrizadas vivas; y R. CMNM: raices
cortas no micorrizadas muertas.

5.5.3 Crecimiento vegetal

La primera evaluacion de la biomasaRigpseudostrobumoculada inoculado cdn proximase
realizé tres meses después de la inoculacion, enguwe se observé la micorrizacion. Las plantas
alcanzaron hasta la ultima evaluacion 1.2 g de peso de la parte aérea, 1.57 g de peso seco de
la raiz, 21 cm de altura, 3.18 mm de diametro @l {Cuadro 5.3). Mientras que el nUmero de
aciculas con 75 y fasciculos con 14, estos valeagiaron considerablemente en las plantas
evaluadas (Cuadro 5.3). La biomasa de las plamt@errizadas aumenta en promedio
mensualmente 0.02 (g), 0.23 (g), 0.12 (cm) y OrBB) para peso seco de la parte aérea, peso

seco de la raiz, altura de la planta y diametrdadiel, respectivamente.
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Se observaron diferencias significativas 0.05) en el peso seco de la parte aérea denteeiari
evaluacion hasta la cuarta, mientras que en sa peco de la raiz se observaron diferencias de
la primera evaluacion hasta la tercera y del diéondel tallo de la primera hasta la quinta
evaluaciéon (Cuadro 5.3). Respecto a la altura gidalata, nUmero de aciculas y fasciculos no se
observé diferencias significativas entre los mekesvaluacion, posiblemente la heterogeneidad

genética entre las plantas (Salazaal, 1999).

Cuadro 5.3. Biomasa mensual de plantas Emus pseudostrobusinoculadas corlLaccaria
proxima durante ocho meses.

Mes de  Peso seco parte Peso seco Altura Didmetro  N° de N° de
evaluaciéon* aérea (Q) raiz (g) (cm) (mm) Aciculas Fasciculos
1 0.11d 042c 14.83 a 1.46¢c 2833a 7.33a

2 0.26 cd 0.76 bc 18.00 a 1.97 bc 47.67a 14.00 a

3 0.41 bcd 1.06 ab 19.33 a 2.16 bc 23.00a 5.66a
4 0.50 cb 1.18 ab 16.50 a 2.18 bc 75.00a 14.00a
5 0.58 cb 1.20 ab 19.73 a 2.43 ab 54.67a 10.66 a
6 0.63 cb 1.23 ab 20.33 a 2.50 ab 37.67a 9.66a
7 0.71b 1.36 ab 21.00 a 269 ab 15.00a 5.00a
8 1.20a 157 a 21.00 a 3.18 a 47.67a 9.66a

*inicio de la evaluacion tres meses después deoeuiacién. Medias con la misma letra, para cadibie no son
significativamente diferentes seguin Tukey@.05).

5.5.4 Caracterizacion morfoldgica y ontogenia de lactomicorriza
La colonizacion y formacion de la ectomicorrizaldgproximay P. pseudostrobufiie visible
con el microscopio estereoscépico tres meses desj@uka inoculacion. Este criterio se tomo en

cuenta considerando la intensidad de las hifaxgbeen las raices cortas (Teteigshal, 2009).
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Esta caracterizacion se realiz0 cuando las primexi@es cortas jovenes se transformaron en
ectomicorrizicas, como caracteristica particulaspntaban escases de pelos absorbentes (Figura
5.2 a). La transformacién de la raiz corta joveat@micorriza se inicia con sefiales por medio

compuestos quimicos producidos por ambos simbidKikachi et al, 2007).

En nuestro sistema estudiado, la formacién detaecorriza empez6 cuando la raiz presentaba
pocos pelos absorbentes, y en este periodo lassramrtas se transformaron a micorrizas
jovenes-inmaduras (estadio 1), las cuales presmmtaba forma dicotdmica y simple, color
transparente, de 1-3 mm longitud, sin ramificacjdia presencia de escaso a nulo micelio
externo (Figura 5.2 b). Ademas, durante la prinesauacion se observaron micorrizas jovenes-
maduras (estadio 2) con formas dicotomicas y sisppielor café-claro en la base y blanco
transparente en la punta, de 2-4 mm de longitddpn de diametro, con presencia de manto
fungico y escaso micelio externo (Figura 5.2 c).rddte la cuarta y quinta evaluacion
continuaron formandose ectomicorizas jovenes-inmeedy jovenes-maduras. En esta etapa se
observaron ectomicorrizas adultas (estadio 3) dodo ramificaciones de primer orden, color
café en la base y blanco-anaranjando en la puatd;&mm de longitud y 0.3 mm de diametro
(Figura 5.2 d). La presencia de hifas emanantesgoasa, ya que el tipo de hifas es de distancia
corta. En previos estudios realizados se encontré queectamicorriza adulta formada por
Laccaria proximay Pinusspp.fue similar en el tamafio, la forma, y el color gespecto a lo

encontrado en el presente trabajo (Cuadro 5.4).

67



Cuadro 5.4. Caracteristicas morfolégicas de las raices coreasnitorrizadas coraccaria
proxima

Especies forestales

Pinus pseudostrob  Pinus patule Pinusspp
Caracteristica
Caso estudiado (Carrasco-Hernandez (Agerer y Rambold,
et al, 2010) 2011)
Longitud (mm) 1-9 1-8 1-8
Didmetro (mm) 0.2-0.4 0.2 0.6
Proporcion de longitud (base: 4pice) Mayor la base que el Mayor la base que el SD
apice apice
Tipo de ramificacién Dicotémicas y en Dicotomicas Dicotomicas

pocos casos simples
Orden de ramificacion Segundo SD Primero

Forma de las puntas no ramificadas Sinuosa o inclinadas  Sinuosa o inclinadas  Sinuosa o inclinadas

Textura del manto Liso o ligeramente Liso Liso o ligermante
algodonoso algodonoso

Color del apice (estadio juvenil) Café claro Café claro Café blanco

Color del apice (estadio maduro) Café-obscuro Café claro y la base del Café, naranja, gris

apice obscuro

Anatomia de la capa externa del mantBlectenquimatoso Plectenquimatoso Plectenquimatoso
Anatomia de la capa interna del mantd?lectenquimatoso SD Plectenquimatoso
Hifas emanantes Presentes Presentes Presentes

Tipo de exploracion Distancia corta SD Distancia corta
Didmetro de las hifas (um) 2-2.5 SD 2.5-5

En la sexta evaluacion continuaba la formacién actengicorrizas jovenes-inmaduras, jévenes-
maduras y adultas. En esta etapa se observé lanprasde micorrizas senescentes (estadio 4)
con ramificaciones de primero y segundo ordergratdfé-negro con puntas blancas, 3-9 mm de
longitud y 0.2-0.4 mm de didmetro, cabe menciona g mayoria de micorrizas senescentes
presentaban estas caracteristicas, sin embargermpsed similares a las adultas solo cambia el
color café-negro (Figura 5.2 e). El proceso de &midn de la ectomicorriza que incluye la

pérdida de los pelos radicales, recubrimiento deila por las hifas emanantes, formacion del
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manto y penetracion de la red de Hartig, es coresiidecomo la ontogenia de la ectomicorriza, el
cual también fue observado @uercus serraty Q. glaucaconL. amethystind meses después

de la inoculacion(Teteishiet al, 2003).

Figura 5.2. Desarrollo ontogénico de la ectomicorriza Haccaria proxima con Pinus
pseudostrobusa) raiz corta con pelos absorbentes; b) estaaiot@micorriza joven-inmadura; c)
estadio 2, ectomicorriza joven-madura; d) estadioe@omicorriza adulta; e) estadio 4,
ectomicorriza senescente; f) estadio 5, ectom&omuerta
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5.5.4.1 Formacién del manto y red de Hartig

La formacién de las micorrizas inicia con la péaditk los pelos absorbentes en las raices cortas
secundarias jovenes. Los pelos radicales songdstt por las hifas del hongo ectomicorrizico
para penetrar los espacios intercelulares de lmsems células corticales e iniciar con la
formacion del manto fangico (Figura 5.3 a, b). \Wat al (1990), observaron que 5 dias
después de inoculat. bicolor en P. banksianalas hifas penetraban entre los espacios de las
células de la raiz, mientras que a los 14 diasudssge la inoculacion ya se podian observar las
hifas empaquetadas formando el manto. En contiasfe;macion de hifas en raices laterales de
P. sylvestriscon L. bicolor se observo 15 dias después de haber sido inosulpdeo la
penetracion intracelular (formacion de red de Hadie observd por primera vez después de 30

dias (Helleret al, 2008).

Conforme avanza la edad de la ectomicorriza a tadesadulto las hifas de la red de Hartig
penetran claramente hasta las segundas célulasatesty el grosor del manto es visible
considerablemente (Figura 5.3 c, d). Cuando lapmias estan en estado senescente, las hifas
de la red de Harting penetran hasta la terceraaytaicapa de células corticales y el manto
fungico se conforma de 4-6 capas (Figura 5.3.€2dmo caracteristicas sobresalientes de las
micorrizas senescentes, la red de Hartig quenseeatra entre los espacios intercelulares es
gruesa ocupando un espacio de 5-8 um de ancho lestrdos primeras células corticales
(grandes de 42 um de didmetro), mientras que &rdara y cuarta capas de células corticales
(pequenas 28 um de didmetros) la red de Hartig¢lgsdo con un espacio de 2-5 um de ancho

(Figura 5.3 c, d).
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Figura 5.3. Ontogenia de la penetracion de la red de Hartiggdas espacios intracelulares de
las células corticales de la raiz ectomicorrizaddatcaria proximacon Pinus pseudostrobus
(corte transversal de la ectomicorriza): a 1, 23 javen con pelos absorbentes (a 1: 10x; a 2:
40x); a 3, 4) perdida de los pelos absorbentes (@3 a 4: 40x); b) penetracién de la red de
Hartig e inicio de la micorrizacion (100x); c) ecticorriza adulta vista en 40x, la red de Hartig
penetra hasta la segunda capa de células cortichlegsta en 100x de la red de Hartig en
ectomicorriza adulta; e) ectomicorriza senesceista en 40x, la red de Hartig penetra hasta la
tercera y cuarta capa de células corticales; faves 100x de la red de Hartig en ectomicorriza
senescente. Pelos absorbentes (pa); corteza dé lécr); manto (m); células corticales (cc); y
red de Hartig (rH).
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5.5.4.2 Hifas emanantes

El micelio externo o hifas emanantes que forma ileomza establecida entle proximay P.
pseudostrobuson considerados de distancia corta en estadoahate acuerdo con Agerer
(2001), en el sistema estudiado, el micelio exterace observa a simple vista y alcanza una
distancia aproximada de 1-10 mm de la corteza daita(manto fangico) extendido hacia la
solucion del suelo (Figura 5.4 a). La coloracioe guesenta el micelio externo es de color cafe-
grisaceo y se tifie con el azul de algodon cuandudarriza esta en un estadio joven (Figura 5.4

b).

Anatomia de hifas emanantes: el sistema micekaletihifas primarias en forma tuortuosa u
onduladas cuando emanan del manto fungico (Figyrac,5d). Las hifas emanantes presentas
septos en forma de abrazadera conocidas comodjlsitapresencia de un orificio (Figura 5.4 e).
El sistema hifal presenta ramificaciones secunddhiias secundarias), que forman un angulo de
90° aproximadamente (Figura 5.4 f, i). La distarei&re septos es variado y el diametro de las
hifas es de 2 a 2.5 um (Figura 5.4 h). Su formeadeficacion es con una rama lateral y forma
septos, presenta abrazaderas (forma de agujerte)les septos o tabiques (Figura 5.4 f, g).
Ademas, se observaron protuberancias infrecuentemam septos secundarios de las hifas
emanantes en forma de ganchos y codos con distibumo especifica (Figura 5.4 j, k). La
forma terminal de las hifas emanantes secundasiasingple (Figura 5.4 [). Sin presencia de

rizomorfos solo emana hifas enrolladas que se desea en distancia corta.
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Figura 5.4. Anatomia y caracterizacion de hifas emanante$a dectomicorriza dd_accaria
proxima con Pinus pseudostrobus) vista del micelio externo o hifas emanante3x)Y1 b)
micelio externo vista 40x; c) hifas unidas al mafdtagico (hifas primarias); d) hifas curvadas; e)
fibulas; f) hifas secundarias; g) poros en la hifg;diametro de la hifa; i) ramificaciones de las
hifas; j) ganchos; k) codos; y |) puna de la hifam ¢erminacidén simple. Las figuras de las letras
c-1, fueron observadas en 100x.
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La anatomia y las caracteristicas de las hifas ames de la ectomicorriza deproximay P.
pseudostrobusoinciden con lo reportado por Agerer y Ramboldl@0parda.. proximay Pinus

sp. Ademas, las ramificaciones del micelio, diamete la hifa, septos, fibulas presentes en
algunos tabiques y ramas de hifas lateralesLdproximaes parecido &. montanacon Picea
engelmanniiy Abies lasiocarpa(Kernaghan, 2001). Esto indica que las caratisass
microscopicas de las hifas emanantes de las espeéeehongos ectomicorrizicos no se

modifican, al menos cuando forman la micorriza did@rentes especies del gen&iaus

5.5.4.3 Manto fungico

La ectomicorriza dé&. proximay P. pseudostrobugresentaron manto ligeramente algodonoso y
no transparente con escasas hifas emanantes pesdrda anatomia de la parte exterior del
manto presentd arreglo plectenquimantoso (céluléargadas), con hifas irregulares
indiferenciadas, células cilindricas y no restiagi por los septos, el manto externo es el inicio
de la formacion de las capas del manto cuandottenémorriza es joven (Figura 5.5 b). Cuando
se inicia la formacion del manto, las hifas se gampactando para formar el manto medio y
manto interno (Figura 5.5 c¢). El manto interno ynioamedio son plectenquimantosos puede
confundirse con el arreglo pseudoplectenquiman{oétulas globosas) (Figura 5.5 d, e). La
ectomicorriza en estadio adulta presenté de 3-ascgpde 5-7 capas en estadio senescente
(Figura 5.5 a). Se ha registrado quelLawccaria sp. el manto fungico es plectenquimantoso y

presenta de 5-7 capas (Agerer y Rambold, 2011;afadd al, 2004).
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Figura 5.5. Manto fangico dd.accaria proximacon Pinus pseudostrobus) vista del manto
externo con formacion de capas; b) manto externo ageglo plectenquimantoso; c)
compactacion de manto externo; d) capa media dehtanalngico con arreglo
plectenquimantoso; €) manto interno plectenquinsgntercano a la corteza de la raiz; f) manto
interno plectenquimantoso parecido al pseudoplgaierantoso. Imagenes tomadas en 100x.
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5.6 CONCLUSION

Las caracteristicas morfolégicas y anatomicas eatercomo color, forma y tamafio de la
ectomicorrizaLaccaria proximay Pinus pseudostrobuse modifica ligeramente de acuerdo al
estado fenoldgico de las raices cortas, asi conmeratraciéon de la red de Hartig avanza de
acuerdo al estadio de la micorriza. Mientras gseckracteristicas microscopicas del micelio y
arreglo del manto de la ectomicorriza no sufre ficationes. El reconocimiento detallado de la
ectomicorrizas es una alternativa que contribugstadios biotecnologicos relacionados con la
inoculacion conL. proximaen especies forestales debido a que brinda umanhienta para
reconocer las caracteristicas de las ectomicordeasste hongo. Ademas, reconocer la etapa de
la planta donde alcanza el mayor porcentaje dernzacion es necesario para tomar decisiones
en la produccién de plantas de buena calidad esrnaderos y reducir costos de produccion. Por
lo tanto, para la caracterizacion de morfotipogsigecies forestales ectomicorrizicas de México,
se deben describir detalladamente la morfologia grlatomia para cada una de las especies

estudiadas.
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CAPITULO VI
EVALUACION DE BACTERIAS QUE PROMUEVEN EL CRECIMIENT O VEGETAL Y

AUXILIAN LA MICORRIZACION

6.1 RESUMEN

Los bosques son reservas de recursos microbiamogugaen utilizarse en viveros forestales. En
el presente trabajo, se estudiaron 28 cepas deriaactle la rizosfera de bosques naturales de
pino, oyamel y cedro blanco, en el Cerro Tlalocprégnte del Estado de México, México. Las
cepas se evaluaron por su capacidad para solubfbzfato, producir auxinas e inducir
crecimiento micelial deSuillus aff. PseudobrevipesSe encontré que el 57% de las cepas
evaluadas tienen capacidad de solubilizar fosfatb$% producen auxinas y otro 14% de las
cepas inducen el crecimiento del hongo ectomidoaizZNo obstante se observd que mas del
80% de las cepas probadas inhiben el crecimienteliai deSuillus (9 al 67% de reduccion en

el didmetro colonial). Las cepas con mayor capacaka solubilizar fosfato fueron BOS4-F2 y
PS1-F4 y la cepa con la mejor produccion de auXxmaES1-A22. Las cepas que presentaron
el mayor efecto positivo en el crecimiento micefisdron CES1-A28 y BOS4-F6, esta Ultima
tiene también moderada capacidad de solubilizdatfmsLos resultados sugieren que la mayoria
de las bacterias de la rizosfera pueden teneraatoeinhibitorio ligero a fuerte en el crecimiento
del micelio de los hongos ectomicorrizicos, pogle es necesario realizar pruebas que permitan
seleccionar aquellas cepas bacterianas que noasgagonicas a estos hongos, con el fin de
aprovechar su capacidad de promover crecimientiaveros forestales.

Palabras clave hongo ectomicorrizico, solubilizacion de fosfatoxiaas, rizosfera
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6.2 ABSTRACT

The forests are reservoirs of microbial resourbasdan be used in forest nurseries. In this study,
28 strains of bacteria were isolated from the réjere of natural forests of pine, fir and white
cedar in the Mount Tlaloc, at the east of Mexicat&t Mexico. The strains were evaluated for
their ability to solubilize phosphate, produce agxand induce mycelial growth &uillus aff.
pseudobrevipedt was found that 57% of the strains had capabitir solubilizing phosphate,
14% produced auxins and another 14% of the straidsced mycelial growth of the
ectomycorrhizal fungi. However, over 80% of thelases inhibited the mycelial growth of
Suillus (reduction in colonial diameter from 9 to 67%).eTktrains with greater ability to
solubilize phosphate were BOS4-F2 and PS1-F4 andtthin with the highest auxin production
was CES1-A22. The strains that had the greatestiymsffect on mycelial growth were CES1-
A28 and BOS4-F6, this last also had moderate ghidit solubilize phosphate. These results
suggest that most of the rhizosphere bacteria naae rsome or high inhibitory effect on
mycelium growth of ectomycorrhizal fungi, so itnecessary to select those bacterial strains that
are not antagonistic to the fungi in order to taklvantage of its ability to promote growth in

forest nurseries.

Keywords: ectomycorrhizal fungi, phosphate solubilizing, asxirhizosphere

6. 3 INTRODUCCION

Los microorganismos son importantes en el funcioeatn de los ecosistemas porque tienen
influencia sobre la fertilidad del suelo vy disgmhidad de nutrimentos para las plantas (Van

Breemenet al, 2000; Johanssoet al, 2004). Los diversos grupos de organismos que
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constituyen la comunidad microbiana de la rizosfeceno hongos ectomicorrizicos y bacterias,
establecen una gran variedad de interaccionesghmetabdlico, fisico y funcional, entre ellos y
con las raices que influyen el crecimiento de Entals (Graystoret al, 1996; Frey-Klett y
Garbaye, 2005; Calvarus al, 2007. Los hongos ectomicorrizicos, asociados simbigtaate

a las raices de los arboles de bosques boreak®plados, estan rodeados por una compleja
comunidad de bacterias, conocidas como “mycorithétper bacteria” (MHB) que promueven el
crecimiento de los arboles al ayudar a mejoraritamzacion (Frey-Kletet al, 2007; Alvezet

al., 2010).

Los hongos ectomicorrizicos forman estructurasleemaiz llamadas micorrizas, que estan
constituidas por tres elementos basicos: i) la dedHartig; ii) el manto; y iii) el micelio
extramatrical (Taylor y Alexander, 2005; Ageref08). Estas estructuras son un conjunto de
hifas que interconectan con el cuerpo fructiferohd@go, con la células epidermis y la corteza
de la raiz en forma de redes, que ayudan al imtdricade nutrimentos en ambas direcciones
(Taylor y Alexander, 2005).

Las MHB pertenecen a diferentes grupos bacteriaates como: pretobacterias Gram-negativas
(Agrobacterium Azospirillum Azotobacter Burkholderig Bradyrhizobium Enterobacter
PseudomonasKlebsiellay Rhizobiuny, Firmicutes Gram-positivosB@cillus Brevibacillusy
Paenibacillu§ y actinomicetos Gram-positivofRlifodococcys Streptomyces/ Arthrobacte)
(Frey-Klettet al, 2007).

Las MHB promueven la simbiosis entre los hongo®miorrizicos y las raices, ya que
incrementan la extension del micelio, el contactiveela raiz y el hongo, y la colonizacion de las
raices de la plantas (Asprayal, 2006). Las MHB pueden ayudar a la germinacioesp®ras y

el crecimiento del micelio a través de la produccie factores de crecimientos y por la

inhibicion de competidores o antagonistas (Bend2@§,7; Frey-Klettet al, 2007). Ademas las
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MHB pueden incrementar la biomasa y desarrolloadealces de las plantas por secrecion de
acido indolaceético (Frey-Kledt al, 2005).

En afos recientes se ha incrementado el interéd estudio de las bacterias que promueven
crecimiento vegetal en plantas forestales, cuyest@$ pueden ser directos sobre las plantas o en
el establecimiento de la simbiosis entre hongosneicbrrizicos y los hospedantes (Probaetza
al., 2001; Kataoka y Futai, 2009). No obstante, elocomiento de las interacciones entre
bacterias benéficas y hongos ectomicorrizicos @svia incipiente. Este conocimiento podria ser
muy valioso en la blsqueda de simbiontes mas efeseque puedan permitir un mejor
desarrollo de las plantas en vivero y mayor tassugervivencia en el campo. El presente trabajo
se llevdé a cabo con el fin de seleccionar cepasbafgerias solubilizadoras de fosfatos,
productoras de auxinas y compatibles con el howrgmrécorrizicoSuillus aff. Pseudobrevipes

que no inhiban o que promuevan el crecimiento kifaivelln Vitro.

6. 4 MATERIALES Y METODOS

6.4.1. Material bacteriano

Las cepas de bacterias utilizadas en el preseiiajtr fueron obtenidas del cepario del Area de
Microbiologia del Colegio de Postgraduados y peoeh de la rizosfera de bosques naturales de
pino (Pinus hartwegiiLindl.), oyamel Abies religiosa(H.B.K) Schl.et Cham), y cedro blanco
(Cupressus lusitanicMill.) en el Cerro Tlaloc, dentro del municipio dexcoco, Estado de

México. Los sitios de donde fueron aisladas lagsele bacterias se describen en el Cuadro 6.1.
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Cuadro 6.1.Caracteristicas de los sitios donde fueron aisledasepas bacterianas

% Materia  Georeferenciacion
Cepa bacteriana Bosque Altitud (m) pH organica
CES1-A22 cedro 2958 6.1 5.5 19° 26" 56" N 98°@B" W
CES1-A24 cedro 2958 6.1 5.5 19° 26" 56" N 98°@B" W
CES1-A23 Cedro 2958 6.1 5.5
CES1-A25 cedro 2958 6.1 5.5 19° 26" 56" N 98°@B" W
CES1-A27 cedro 2958 6.1 5.5 19° 26" 56" N 98°@B" W
CES1-A28 cedro 2958 6.1 5.5 19° 26" 56" N 98°@B" W
CES2-A19 cedro 3011 6.2 4.0 19° 26" 46" N 98° 88" W
CES2-A9 cedro 3011 6.2 4.0 19° 26" 46" N 98° 38" W
CES1-F6 cedro 2958 6.1 5.5 19° 26" 56" N 98°Q1B"W
BOS1-Al11G oyamel 3489 4.9 14.6 19° 25" 36" N 88 47" W
BOS1-R1 oyamel 3489 4.9 14.6 19° 25" 36" N 28°47" W
BOS1-R2 oyamel 3489 4.9 14.6 19° 25" 36" N 28°47" W
BOS4-A2 oyamel 3480 55 7.7 19° 25" 59" N 98° 48" W
BOS4-A3 oyamel 3480 55 7.7 19° 25" 59" N 98° 48" W
BOS4-F2 oyamel 3480 5.5 7.7 19° 25 59" N 98°48" W
BOS4-F6 oyamel 3480 5.5 7.7 19° 25" 59" N 98°48" W
BOS1-F9 oyamel 3489 4.9 14.6 19° 25" 36" N 28°47" W
HePg2 Pino -—-- ——- e
PS1-F1 Pino 3910 4.5 15.9 19° 24" 24" N 98° 43'\10
PS1-F3 Pino 3910 4.5 15.9 19° 24" 24" N 98° 43’10
PS1-F4 Pino 3910 4.5 15.9 19° 24" 24" N 98° 43’10
PS2-A2 Pino 3935 4.3 14.7 19° 24° 44" N 98° 43" 2B
PS2-A4 Pino 3935 4.3 14.7 19° 24" 44" N 98° 43" @B
PS4-A14 Pino 3845 4.6 11.9 19° 25" 07" N 98° 43" &/
PS4-A17 Pino 3845 4.6 11.9 19° 25 07" N 98° 43" &/
PS5-F7 Pino 3681 5.1 8.4 19° 25 07" N 98° 44" Bp”
PS5-A21 Pino 3681 5.1 8.4 19° 25 07" N 98° 44" 82"
TrRm1 Pino - e eeee s -

85



6.4.2 Determinacion de la capacidad de solubilizdosfato inorganico

Las cepas se sembraron en cajas de petri con médieskaya e incubaron por 7 dias a @8

El medio contiene (por litro): 10 g de glucosa, 8egCa(POy),, 0.5 g de (NH), SO, 0.2 g de
NaCl, 0.1 g de MgS©7H,0, 0.2 g de KCI, 0.5 g de extracto de levadurad® § de MnSQy
0.002 g de FeQrH,O (Pikovskaya, 1948). Se evaluo si las coloniasadecepas bacterianas
presentaban una zona clara (halo) alrededor, Ibicdza que la cepa es capaz de solubilizar

fosfatos. La amplitud del halo alrededor de lasmials fue estimada en una escala de 0 a 4.

6.4.3 Determinacion de la capacidad de producir agdindolacético (AlA)

El andlisis cualitativo de la produccién de aciddale-3-acetico (AIA) por las cepas de bacterias
aisladas, se realiz6 siguiendo la metodologia dagwor Bricet al (1991).

Las cepas se sembraron en cajas de petri con medigar Luria-Bertani (LB) y se incubaron a
28 °C hasta que se tuvieron colonias visibles (diém™> 0.5 mm), que usualmente fue después
de 48 h; el medio contiene los siguientes nutrge(per litro): 10 g Triptona, 5 g de extracto de
levadura, 5 g NaCl, 1 g de Triptéfano y 20 g derafmespués que las bacterias formaron
colonias, las placas se cubrieron inmediatameoteuna membrana de nitrocelulosa marca
Milipore y se incubaron a 28 °C durante 48 h. Lasniranas fueron retiradas de las placas y se
pusieron en contacto directo con el reactivo dedsadki (2% de FeGI0.5 M en acido percloérico

al 35%) en una caja de petri a temperatura angidrasta que se desarrollé el color que
caracteriza a las cepas que producen auxinas @rial, 1991). Las cepas bacterianas
productoras de AIA se identificaron por la formacide un halo rojo que rodea a las colonias
bacterianas, en la membrana de nitrocelulosa. tensidad de la coloracion roja, se estimo

cualitativamente en una escala de 1 a 4.
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6.4.4 Efecto de las bacterias sobre el crecimierdel hongo ectomicorrizicon vitro

Se us6 el hongo ectomicorrizicBujllusaff. pseudobrevipgsel cual se sembrd previamente en
cajas de medio papa dextrosa agar (PDA) y se inpob@0 dias hasta que el cultivo fungico
cubri6 la mayor parte de la caja de petri. Se tomdiscos de 9 mm de diametro de las orillas de
la colonia del hongo ectomicorrizico y se coloedla disco en el centro de una caja Petri
conteniendo medio PDA a pH 6.5 (Kataaiaal, 2009). Posteriormente, se sembré en linea
recta y a una distancia de 2 cm de la colonia dejb una muestra de inoculo de cada cepa
bacteriana, que con anticipacion se cultivd emaalutritivo durante 7 dias en constante
agitacion; como testigo sin inoculacion se apliold $ina muestra de caldo nutritivo (Kataoka y
Futai, 2009). Las cajas Petri se incubaron a 28@nte 2 semanas, posteriormente se midi6 el
diametro de la colonia ectomicorrizica en los cauatintos cardinales y se obtuvo el promedio
(mm). Cada cepa bacteriana ensayada en combinemmal hongo ectomicorrizico incluyé tres
repeticiones. Los datos fueron procesados con qigta estadistico SAS (Satistical Analysis

System) para obtener los andlisis de varianzaalizae la comparacion de mediag=0.05).

6.5 RESULTADOS

6.5.1 Determinacion de la capacidad de solubilizdosfato inorganico

Se encontré que de las cepas aisladas de losdsodgwpino, oyamel y cedro blanco, 16 de ellas
tuvieron capacidad de solubilizar fosfato inorgéanigde las cuales, el mayor nUmero de cepas se
encontraron en bosque de oyamel con 6, le sigbesgjue de cedro blanco con 5 y bosque de
pino con 5 (Cuadro 6.2). Las cepas de bacterias4B€2Sy PS1-F4 tienen mayor capacidad

como solubilizadores, las cuales presentaron el tlato mas ancho que las otras cepas, que fue
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de un valor de 4 en una escala subjetiva. Miemfuaslas cepas de bacterias CES1-A24, CES1-
A25, PS5-A21, CES1-A22 y BOS1-R2, presentaron meapacidad de solubilzar fosfato, ya

que, el ancho del halo tuvo un valor de 1 en lalasgtilizada. El resto de las 16 cepas con
capacidad de solubilizar fosfatos tuvieron anchedaos de valores 2-3 en la escala (Cuadro
6.2). Estas cepas solubilizadoras de fosfatos septen el 57% del total de cepas que provienen

de los ecosistemas del Cerro Tlaloc.

6.5.2 Determinacion de la capacidad de producir agodindolacético (AlA)

Cualitativamente se evalué la intensidad de cal@r en las colonias en una escala de 1 a 4, el
color mas intenso (valor 4 en la escala) indicaonagpacidad de producir AlA. De las 28 cepas
aisladas se encontraron solo 4 cepas con capabédabducir AlA, de las cuales, 2 cepas fueron
aisladas de bosque de cedro blanco y 2 cepas daéds pino (Cuadro 6.2). La cepa bacteriana
CES1-A22 present6 la mayor capacidad de produad®AlA con un valor de 4. Las cepas
CES1-F6 y TrRm1 presentaron produccion de AIA eralesde 3. La cepa PS5-A21 tuvo la
menor capacidad de produccion de AIA con un vaéod cen la escala. El resto de las cepas no
presentaron capacidad de producir AIA (Cuadro 6L2s 4 cepas que producen auxinas
representan el 15% del total de cepas evaluadagrquienen de los bosques de pino, oyamel y

cedro blanco del Cerro Tlaloc.

6.5.3 Efecto de las bacterias sobre el crecimiendel hongo ectomicorrizican vitro

El efecto de las 28 cepas bacterianas sBhikusaff. pseudobrevipese realizé por ensayo de
induccion de crecimiento micelial (Figura 6.1). laspas BOS4-F6, CES1-A28, PS2-A2 y PS1-
F3 presentaron efecto positivo sobre el crecimiglgiohongo ectomicorrizico, cuyo diametro

colonial fue de 30.66, 30.33, 29.33 y 28.66 mmpeesvamente. El hongo ectomicorrizico
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incremento su crecimiento colonial en 9.5, 8.32%y2.4% cuando crecio en presencia de las
cepas bacterianas BOS4-F6, CES1-A28, PS2-A2 y BSteBpectivamente. En contraste, las
cepas BOS1-F9 y HePg2 presentaron efecto negaiwe sel crecimiento del hongo
ectomicorrizico, cuyo diametro colonial fue de sBlonm, lo que representa una inhibicién del
crecimiento de 67.8%. En promedio el testigo obtumocrecimiento del diametro colonial de
28.00 mm, las mejores cepas bacterianas que eatonulel crecimiento del hongo
ectomicorrizico fueron BOS4-F6, que fueron estadistente diferentes al tratamiento testigo
(0=0.05) (Cuadro 6.2). Se encontr6 que mas del 80%asdeepas bacterianas tienen algun efecto

inhibitorio en el crecimiento dsuillusen un rango que va de 9 a 67% de inhibicion.

89



I,:

_psanl7  J BO-sa-F6

Figura 6.1. Ensayo de induccion de crecimiento colonial (niétgel de Suillus aff.
pseudobrevipepor cepas de bacterias en condicionegitro: HePg2 y PS4-Al7son cepas que
inhiben el crecimiento del hongo; Testigo es eldmectomicorrizico crecido sin la bacteria;
BOSA-F6 es una cepa que incrementa el crecimiegitbahgo ectomicorrizico.
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Cuadro 6.2. Cepas bacterianas promotoras de crecimiento vegetalixiliadoras de la
micorrizacion a niveh vitro.

Cepa bacteriana BSF P-AIA CC-HECM(mm) % CC-HCM
Testigop e e 28.00+1.82 e
CES2-A19 2 0 18.66+2.8% -33.35
PS4-A14 0 0 24.66+3.1% -11.92
PS5-F7 0 0 15.00+2.89 -46.42
BOS1-R2 1 0 21.66+3.4% -22.64
PS1-F3 0 0 28.66+2.20 +2.35
CES1-A22 1 4 18.33+1.2%° -34.53
CES1-A27 0 0 25.33+1.88 -9.53
PS5-A21 1 1 20.0045.77F -28.57
BOS4-F2 4 0 23.33+1.78 -16.67
BOS4-A2 2 0 22.66+1.7% -19.07
PS1-F1 0 0 24.33+2.6%3 -13.10
BOS1-A11G 0 0 25.33+2.9% -9.53
BOS1-F9 0 0 9.00+0.60 -67.85
HePg2 3 0 9.00+0.60 -67.85
CES1-A25 1 0 22.33+2.0% -20.25
BOS1-R1 2 0 21.66+5.2% -22.64
CES1-F6 0 3 21.66+0.89 -22.64
CES1-A23 0 0 23.00+1.8% -17.85
TrRm1 3 3 22.33+0.88 -20.25
PS4-A17 0 0 15.33+1.90 -45.25
PS2-A4 2 0 19.33+1.76° -30.96
CES1-A24 1 0 19.00+2.8% -32.14
CES2-A9 2 0 24.66+0.3% -11.92
CES1-A28 0 0 30.33+0.87 +8.32
BOS4-F6 2 0 30.66+0.33 +9.50
PS1-F4 4 0 19.33+1.2 -30.90
PS2-A2 0 0 29.33+1.45 +4.75
BOS4-A3 3 0 17.66+0.88 -36.9286

BSF: cepas solubilizacion de fosfato; P-AlA: procido de acido indolacético; C-HECM: crecimiento
radial del hongo ectomicorrizico (diametro colohidblC-HECM: induccion (+) o inhibicion (-) del
crecimiento del hongo ectomicorrizico en porcentaja respecto al testigo. Para BSF y P-AIA: O:
negativo; 1-4: positivo. Para el crecimiento dedalonias ectomicorrizicas: medias con la misrra feo
son significativamente diferentes, TukeyQ.05).

91



6.6 DISCUSION

En el presente estudio, encontramos cepas de iaacten caracteristicas de promover el
crecimiento vegetal y que posiblemente auxilianmlaorrizacion de plantas forestales, ya que
presentan capacidad de solubilizar fosfato inomgani producir auxinas y promover el
crecimiento colonial de hongos ectomicorriziégosvitro (Cuadro 6.2). Esto se ha demostrado
previamente en diversos estudios, donde se ha tadormquePseudomonas fluorescerasslada
de la micorrizosfera de plantas 8seudotsuga menzie®n simbiosis corLaccaria bicolor
presenta capacidad de solubilizar fosfato inorgagiproducir auxinas (Frey-Kleét al, 2005).
Ademaés, se han aislado cepas bacterianas de larizistera dd?inus sylvestriy Suillus luteus
pertenecientes a los grupos Bigcillus spp, Burkholderias pp.,Serratiss pp. AndPseudomonas
spp., de las cuales, los génerosSeeratiasp. yPseudomonasp. promueven el crecimiento de
raices y tejido foliar d®inus sylvestrigBendinget al, 2002). En nuestro estudio, se encontrd
que el 57% de las cepas tienen capacidad de spaubibsfato, Io que posiblemente sea un

indicativo que en los bosques del Cerro Tlaloc geipo microbiano es muy comdn.

Los trabajos realizados respecto al crecimientongelio por influencia de bacterias, han sido
positivos y negativos, ya que en la naturalezansaentran bacterias que inducen y otras inhiben
el crecimiento de los hongos ectomicorrizicos. Byor nimero de bacterias que promueven el
crecimiento del hongo ectomicorrizico podrian et@yee en la micorrizésfera de plantas
forestales (Frey-Kletet al, 2005). En nuestro caso, las cepas bacteriamasnfaisladas de la
rizosfera y se encontré que el 80% tiene alguntefhibitorio en el crecimiento micelial del
hongo ectomicorrizicaSuillus Aff. Pseudobrevipescon casos extremos de hasta 67% de

inhibicion con las cepas BOS1-F9 y HePg2. Estoesagjue para poder aprovechar la capacidad
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de las bacterias rizosféricas de promover crecimigegetal de especies arbdreas en viveros
forestales, estas tienen que pasar por un pro@swvaiuacion de compatibilidad con los hongos
ectomicorrizicos, al menos a nivel de induccionadetimiento del micelio.

En otros estudios, se ha demostrado Baeillus subtilisy Ralstonia basilensisislados de la
micorrizésfera dePinus thunbergii en simbiosis conSuillus granulatusincrementan el
crecimiento del micelio ddRhizopogonsp., Pisolithus tinctorius y S. granulatus in vitro
(Kataokaet al, 2009). También, se han aislado cepas bacteriamauelo micorrizosferico de
Pinus thunbergii donde se encontré quiRalstonia sp. y Mycobacteriumsp. inducen el
crecimiento de las hifas @&uillus granulatus nivelin vitro (Kataoka y Futai, 2009). Incluso, en
ensayos de induccion de crecimiento se observd®’geedomonas fluorescens, Burkholdesfig,
Paenibacillus sp., estimularon la extension del micelio y madifon las caracteristicas

morfolégicas miceliales deaccaria bicoloren condicione vitro (Deveatet al, 2007).

Sin embargo, se ha determinado que no todas lagriaactiene capacidad de inducir el
crecimiento del micelio ectomicorrizico, ya questan bacterias conm@ollimonas fungivoranyg
Paenibacillussp. que inhiben el crecimiento micelial ldeccaria bicolor in vitro(Deveauet al,
2007). AdemasBurkholderiasp. y Serratiasp. inhiben la formacion ectomicorrizica de 97 a
41% respectivamente en plantulas Rlaus sylvestrisy Suillus luteusen condicionesn vitro
(Bendinget al, 2002). En el presente estudio solo un nimero madycido de cepas estimuld el
crecimiento del hongo, que represento el 14% dal tte cepas evaluadas. Estas cepas fueron
aisladas de la rizosfera, lo que posiblemente adjue hay pocas cepas que estimulan el
crecimiento de los hongos micorrizicos en esta ztenk raiz en comparacion a lo que podria
encontrarse en la micésfera como lo sugiere FreytKkt al (2005), ademas se encontré que las

mejores cepas solo incrementaron el crecimientelrmlen 9%.
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En la seleccion de microorganismos benéficos, éali@és encontrar cepas que tengan multiples
caracteristicas que permitan promover el crecimiel@ las plantas, pero pocas veces puede
lograrse. En nuestro caso, la cepa BOS4-F6 piestod caracteristicas benéficas: estimula
crecimiento del micelio del hongo ectomicorrizico 8%, y tiene moderada capacidad de
solubilizar fosfato; también se encontraron trggaseque solubilizan fosfatos y producen auxinas
(CES1-A22, PS5-A21 y TrRm1l), pero tienen un efeotobitorio de ligero a moderado en el
crecimiento del micelio del hongo ectomicorrizi€uédro 6.2). Es muy probable que al menos
una de estas cepas podria promover el crecimiesgetal y aumentar la micorrizacién en
condiciones de plantulas forestales a nivel viveesto ya se ha demostrado d&@seudomonas
fluorescensaisladas de basidiomas d8uillus grevilleiy Laccaria laccata (Gamaleroet al,
2003). Las mejores cepas que en el presente trabageleccionaron deben evaluarse a nivel de
planta con el fin de seleccionar la mas sobredaliqune estimule el crecimiento y promueva la
micorrizacion. También es necesario identificariasiivel de especie a través de técnicas
moleculares. Este es un trabajo pionero en Méxiaajue no hay estudios para aprovechar el
efecto combinado de hongos ectomicorrizicos y bast@romotoras del crecimiento en plantas
forestales. Para lo cual es esencial buscar copimd entre cepas microbianas a través de

ensayos de induccion de crecimiento micielial.
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6.7 CONCLUSIONES

En los bosques hay comunidades de bacterias quaemypeomover crecimiento vegetal a traves
de diferentes vias; en nuestro estudio se encque&l 57% de las cepas presentan capacidad de
solubilizar fosfato y 14% tienen capacidad de poodauxinas. Mas del 80% de las cepas
evaluadas inhibieron el crecimiento micelial deh@o ectomicorrizicoSuillus (9 a 67% de
inhibicion). La cepa BOS4-F6 estimulé el crecimgwtel micelio del hongo en 9% vy tuvo
moderada capacidad de solubilizar fosfato; Se éntque tres cepas que solubilizaron fosfatos
también tenian capacidad de producir auxinas (CE&1-PS5-A21 y TrRml), pero estas
presentaron un efecto inhibitorio de ligero a maderen el crecimiento del micelio &aillus

Las cepas bacterias que presentaron caracteripticis/as respecto a las variables evaluadas
son candidatas que pueden estudiarse en ensayuscdi&cion con hongos ectomicorrizicos en

plantas forestales a nivel de invernadero.
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ANEXO 1

COINOCULACION ECTOMICORRIZICA CON  LaccariaproximaY UNA BACTERIA

SOLUBILIZADORA DE FOSFATO EN Pinus pseudostrobus

Preparacion del inoculante bacteriano

Se evaluaron 29 cepas de bacterias solubilizadierdssforo (BSF) de la coleccion del Area de
Microbiologia de Suelos del COLPOS. Las cepas baots se sembraron en cajas Petri con
agar nutritivo y se incubaron a 28 °C durante 3,dp@ara recuperar su actividad y evaluar su
crecimiento. Una vez reactivadas las bacteriassessbraron en cajas Petri con medio de
Pikosvkaya a 28 °C durante 7 dias. Mediante largh@cion de formacion de halo que indica
solubilizacién de fosfato fue seccionada la cedanil, por su mayor crecimiento en el medio
Pikosvkaya. Una vez seleccionada la bacteria dadabora de fosfato, se incub6 en caldo
nutritivo a 30 °C durante siete dias en constagita@on para un rapido crecimiento, alcanzando
107 UFC mL™. Posteriormente, 2 mL de esta suspension fuerbicedps a plantas deinus

pseudostrobuscon el medio donde crecieron las bacterias.

Establecimiento del experimento

La preparacion del inoculante ectomicorrizco, lsirtfeccion de semillas y tubetes se realizo de
la misma manera que se sefiala en el capituitd Sustrato utilizado para la germinacion de las
semillas dePinus pseudostrobusie tezontle (5 mm). Previo a su utilizacion, didkaontle se
deposito en costales de manta para su esterilizatiG@utoclave con vapor de agua durante 2 h
en dos ocasiones. Las semillas desinfectadas ssitlepn en una charola con el tezontle estéril

y se cubrieron con papel manila para impedir laaglat dela luz solar y acelerar su germinacion.
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Los riegos para la germinacion se efectuaron cesla dias con agua destilada-esterilizada
aplicando Captan 2g "L para evitar enfermedades por hongos patdgenos. plasulas
germinaron 10 dias después de la siembra y peoeaoe 10 dias después de la germinacion
cubiertas con el papel manila, dichas plantas ptakan sintomas de etiolacion. El trasplante se
realizé 10 dias después de la germinacion en sipetiamente desinfectados con capacidad de
140 mL, estos fueron llenados con el sustrato hd@% del total del volumen. El sustrato
utilizado para el crecimiento de las plantas fuenarcorteza:suelo en proporcion 2:2:1, el cual
también fue esterilizado a 18 |b en autoclave @povde agua durante 2 h en dos ocasiones. Se
aplicé 1.5 g del in6culo ectomicorrizico dispersd @n de profundidad, mientras que del inoculo
bacteriano se aplicaron 2 mL por plantula tres diespués del trasplante. Las bases con los
tubetes conteniendo las plantulas del experimeremh colocadas sobre charolas de 45 com

un orificio conectado con una manguera para drehagua hacia contenedores de 2 L de
almacenamiento. Posteriormente dichas unidadesimgeales fueron cubiertas con cubos de
polietiieno de 60x60 cm, dejando descubierto um ldel cubo para los riegos. La charola que
tenia de base y de almacenamiento de agua, teniarifico conectado con una manguera hacia
un recipiente donde se almacenaba el agua del.riegte procedimiento se realizd con la
finalidad de evitar la contaminacion bacteriana cgomicorrizica entre tratamientos y del

ambiente del invernadero.

Disefio experimental
El disefio experimental utilizado fue completameaitazar con 30 repeticiones por tratamiento,

estableciendo cuatro tratamientos en condicionésveéenadero (Cuadro 1).
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Tratamientos establecidos en el bioensayo.

Tratamiento Descripcion

Testigo Plantas sin aplicacién de microorganismos

Medio Liquido (ML) Plantas Unicamente con caldo nutritivo estéril

Ectomicorriza (ECM) Plantas inoculadas cdaraccaria proxima

Bacteria (BSF) Plantas inoculadas con una bacteria solubilizaderéosfato (TrRm1)
contenida en caldo nutritivo

ECM+ML Planta inoculada conLaccaria proxima y con la bacteria
solubilizadora de fosfato

ECM+BSF Planta inoculada con el hongo ectomicorrizico y HBacteria

solubilizadora de fosfato

Evaluacién del experimento

En el presente trabajo Unicamente se evaluod el mideeplantas vivas en un periodo de 90 dias
con el sistema establecido (charolas de plantuiagextas con cubos de polietileno conectados).
Durante un periodo de 60 dias se realizaron tesplantes, porque la mortalidad de plantulas
fue alta. Posteriormente, se sembraron semillafognubetes para recuperar los ejemplares
muertos, sin embargo las plantulas de las semifasminadas continuaron muriendo

paulatinamente. Después de 90 dias, la mortalidgadasl plantulas continuaba siendo alta,

entonces se tomo la decision de retirar los cubgsotietileno utilizado en el sistema.

Una vez retirados los cubos de polietileno la nliddd de plantulas disminuyd, pero

practicamente el experimento no era factible par@valuacion, el nimero de plantulas vivas por

tratamiento fue bajo, como se muestra en el sitpiigmdro.
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Supervivencia de plantas evaluadas de un totaDdégBicas por tratamiento.

Tratamientos Plantas vivas
Testigo 16
Medio Liquido (ML) 13
Ectomicorriza (ECM) 6
Bacteria (BSF)

ECM+ML 13
ECM+BSF 6

Conclusiones y recomendaciones

El objetivo establecido en el presente trabajo pestop, no se cumplid, porque diversos factores
no permitieron la supervivencia de las plantulas.d8termindé que cuatro factores principales
afectaron el desarrollo de las plantas Rlaus pseudostrobud) plantas con problemas de
etiolacion a la hora del trasplante; ii) utilizatide sistema semi-cerrado como protector de la
contaminacién entre tratamientos (cubos de pdaiat), este sistema aumentd la humedad
relativa y la temperatura del sistema; iii) candiel altas de fuente de carbono mediante la
aplicacion de los inoculantes fungico y bacterigm@&sencia delamping-off(provocados por
diversos hongos patdogenos com@otrytis Pythium Rhizoctonia solani Sclerotium
Thielaviopsis Macrophomina phaseglique provoca la pudricion del cuello de la raiz y
proliferacién de la mosquita negra conocida comsquito de hongo (Sciaridae); iv) el aumento

de la humedad relativa y la temperatura por caadasicubos de polietileno y el alto contenido
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de carbono de los in6culos, ayudan la proliferadi@ damping-offy la mosquita negra,

permitiendo alta mortalidad de plantulas en eksist establecido.

Para el establecimiento de tipos de ensayos dandeilizan bacterias y esporomas de hongos
ectomicorrizicos, se recomienda lo siguiente: ilizaciéon de plantulas sanas germinadas en
sustratos (peat moss) donde retenga la humedadamniecpara la germinacion, si las charolas de
germinacion se cubren para evitar la entrada dg hcelerar la germinacion, la cubierta se debe
retirar para evitar la etiolacion de las plantg910 establecer sistemas cerrados de polietilgao,
gue aumenta la proliferacién de plagas y enfermesjad) el inoculd fungico se debe aplicar
cuando las plantas presenten lignificacion en lid {80 dias aproximadamente después de la
germinacion), mientras que el inoculé bacterian@vior a su aplicacion, es necesario
centrifugarlo a 5000 rpm durante 15 minutos papase elPellet (concentrado de bacterias) del
medio de cultivo, y asi eliminar la fuente de cadyoel Pellet debe ser suspendido en agua
destilada-estéril, usando el mismo volumen que adwiastuvo en cultivo; iv) de preferencia

cubrir con papel manila la superficie del tubeteavitar la contaminacion entre tratamientos.
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ANEXO 2

SUPERVIVENCIA DE Pinus pseudostrobus INOCULADO CON SEIS ESPECIES DE

HONGOS ECTOMICORRIZICOS EN CONDICIONES DE CAMPO

Establecimiento de la plantacion

El 28 de agosto de 2010 se llevaron a campo plaad® tratamientos d@nus pseudostrobus
inoculadas con tres especies de hongos ectomicosipor separado y combinados, las plantas
de Pinus pseudostrobugenian 2.5 afios de edad. Los tratamientos teniarépficas
pertenecientes a los génerbaccaria sp. y Hebelomasp. con un total de 70 unidades
experimentales, las cuales fueron distribuidas ldogues al azar, como se muestra en el
siguiente cuadro.

Combinaciones de las especies de hongos ectorzicoginoculadas eRinus pseudostrobus.

NUmero de Especie ectomicorrizica Clave de referencia
tratamiento

1 Testigo (sin hongo) T

2 Laccaria laccata LI

3 Laccaria bicolor Lb

4 Laccaria proxima Lp

5 Hebeloma mesophaeum Hm

6 Hebeloma alpinum Ha

7 Hebeloma leucosarx HI

8 LI+Lb+Lp 3L

9 Hm+Ha+HI 3H

10 LI+Lb+Lp+ HMm+Ha+HI 3L+3H

LI+Lb+Lp: combinacion de tres especiesldgcaria Hm+Ha+HI: combinacion de tres especies
de Hebeloma LI+Lb+Lp+ Hm+Ha+HI: combinacién simultanea dedrespecies deaccariay
tres especies déebeloma
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La parcela permanente en la que se estableci@atdagion fue de 50x45x40 m. Dentro de la
parcela seleccionada se trazaron lineas de disibiben tres bolillos con una distancia de 3 m
entre cada unidad experimental. Para la siembrRimes pseudostrobuson sus respectivos
tratamientos se cavaron cajetes de 20x20 cm, & su&aido de la cepa se separ6 de acuerdo
con el perfil, en la parte organica y la parteer@h Las unidades experimentales se plantaron en
los cajetes y se agregd primero la capa minerabstepormente la parte organica, con la
finalidad de no alterar el perfil del suelo. Lasdades experimentales fueron etiquetadas y se
colocaron estacas de madera, los tratamientos uredbstribuidos como se observa en la

siguiente figura.

Distribucion de los tratamientos donde se llevobacka plantacion de los 10 tratamientos de
Pinus pseudostrobudl: Laccaria laccata Lb: Laccaria bicolor Lp: Laccaria proxima Hm:
Hebeloma mesophaeyunHa: Hebeloma alpinum HI: Hebeloma leucosarx Ll+Lb+Lp:
combinacién de tres especies Haccarian Hm+Ha+HI|: combinacion de tres especies de
Hebeloma LI+Lb+Lp+ Hm+Ha+HI: combinacion simultanea degrespecies deaccariay tres
especies delebeloma
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Evaluacién de supervivencia

Se realizaron evaluaciones de supervivenci®ides pseudostrobusoculada con los hongos
esctomicorrizicos durante los dos primeros mesesd@8septiembre y 28 de octubre,
posteriormente a los cuatro meses en el 5 de diceesnpor ultimo a los seis meses en el 28 de
febrero de 2011. Adicionalmente, se tomaron datos po con la precision suficiente, ya que no
se establecio un patron para la toma de datoscasiames el tallo quedaba muy profundo y en
otros casos quedaba por arriba del nivel del cajgbe lo tanto, no se realizaron analisis
estadisticos. Durante los cuatro primeros mesesvdkiacion la mayoria de los tratamientos
alcanzaron 100% de supervivencia, excepto las gdamoculadas cor. proximay H.
mesophaeuroon 85.7% ambos tratamientos. En la dltima evafuacgalizada durante el sexto
mes se encontré queaccaria bicolor Hebeloma mesophaeuriiebeloma leucosary la
combinacién simultanea de las tres especiesl@lzelomasmas las tres especies Haccaria
fueron los tratamientos que presentaron mayor ptagede supervivencia con 42.8%, como se
muestra en el siguiente cuadro. Mientras, que @lomporcentaje de supervivencia se presento

en la combinacion de las tres especiekateariacon 0%.
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Supervivencia d€inus pseudostrobusoculadas con seis especies de hongos ectomicogiz
separados y combinados.

Tratamiento Supervivencia después de la si@i¥o)
1 mes 2 meses 4 meses 6 meses

Testigo (sin hongo) 100 100 100 28.5
Laccaria laccata 100 100 100 42.8
Laccaria bicolor 100 100 100 28.5
Laccaria proxima 100 100 85.7 14.2
Hebeloma mesophaeum 100 100 85.7 42.8
Hebeloma alpinum 100 100 100 28.5
Hebeloma leucosarx 100 100 100 42.8
LI+Lb+Lp 100 100 100 0
Hm+Ha+HI 100 100 100 28.5
LI+Lb+Lp+ Hm+Ha+HI 100 100 100 42.85

LI+Lb+Lp: combinacion de tres especies Haccarian Hm+Ha+HI: combinacion de tres
especies dédebeloma LI+Lb+Lp+ Hm+Ha+HI: combinacion simultanea de drespecies de
Laccariay tres especies déebeloma

Al finalizar la sexta evaluacion solo quedaron Bhfas vivas de un total de 70. Los tratamientos
gque permitieron mayor porcentaje de superviveneidad plantas fueron las inoculadas con las
especies délebelomasya que en los tratamientos donde estaba presastespecies de este

género se encontraron plantas vivas, mientras @ teatamiento donde se combinaron las tres

especies deaccariatodas las plantas murieron, como se muestra egugeste figura.
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Testigo
Ha
Laccaria laccata

Laccaria bicolor
Laccaria proxima
Hebeloma alpinum
Hebeloma leucosarx
Hebeloma mesophaeum

3 Hebeloma

3 Hebeloma sp. + 3 Laccaria sp.

Figura 2.2. Distribucion de la supervivenciasRieus pseudostrobusoculadas con especies de
hongos ectomicorrizicos al finalizar la evaluacibas puntos grandes y coloreados son plantas
vivas y los puntos pequefos y negros son plantastasu

Conclusién y recomendacion

La supervivencia de plantas Benus pseudostrobusn campo no fue exitosa como se esperaba,
ya que el 31% del total de las plantas fueron lesspbrevivieron. La alta mortalidad de plantas
se debe posiblemente a diversos factores coma:fécha de siembra un poco tardio, ya que el
estudio se realiz6 a mediados de la temporadhidad; ii) una prolongada sequia por falta de
lluvias de octubre a febrero y aumento de la teatpea; de acuerdo con los pobladores de la
localidad, existieron mas de 90 dias sin ningumédl lo cual es una condicion muy inusual en

el area de estudio ii) plantas con tiempo proloongaw vivero (plantas con 2.5 afios de edad),
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posiblemente efecto de domesticacion. En las [@agte sobrevivieron en el periodo de seis
meses no mostraron efecto en el crecimiento.

Para este tipo de trabajos recomienda sembratdatap cuando inicia el periodo de lluvias, de
esta manera se prolonga el periodo de la humedagsldl® para su crecimiento, desarrollo y
adaptabilidad. Aunque el hongo ectomicorrizicogieapacidad de incrementar la supervivencia
en lugares con poca humedad, es necesario congedipqs de hongos son los mas resistentes a

las sequias, a la competencia entre otros hongbesirés por cambios de temperatura.
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