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RESUMEN

Los hongos ectomicorrizicos (HEM), se asocian con plantas del género Pinus con los
que establece la simbiosis ectomicorrizica en sus raices, ademas existen grupos
bacterianos especificos que interactlian con esta asociacion, potencializando diversos
beneficios como, mejoramiento del crecimiento, modificacion de variables fisiol6gicas
como; fotosintesis y clorofilas, incremento de la adquisicion de agua y nutrientes. En el
presente trabajo se estudio: i) El efecto de la coinoculacion de (HEM) Laccaria laccata
(L) con bacterias auxiliadoras de la micorrizacion Cohnella sp. (C) y dos cepas de
Azospirillum brasilense: fijadora de nitrégeno (FN) y solubilizadora de fosfato (SF), en
el crecimiento, mejoramiento fisioldgico y contenido nutrimental de Pinus montezumae
Lamb.; ii) coinoculacién con (HEM) Laccaria bicolor y una bacteria auxiliadora de la
micorrizacion (C) en Pinus greggii en la tolerancia al estrés por temperatura, a traves
del mejoramiento de variables fisiolégicas como fotosintesis y contenido de clorofilas.
Como resultado de la coinoculacién de L. laccata con la bacteria (FN) se registré un
incremento de peso seco de parte aérea de hasta 7.84 veces mas que las plantas sin
inocular, la tasa fotosintética de los tratamientos L+C y L+FN presentd incrementos de
hasta 3.83 y 6.83 veces mas respectivamente que las plantas sin inocular, el
tratamiento L+FN presentando un sinergismo en la cantidad de N presente en parte
aérea y raiz. Los resultados obtenidos para las plantas coinoculadas con L. bicolor y la
bacteria (C) bajo tres distintas temperaturas (baja, media y alta) mostraron un
incremento del peso seco, al comparar con las plantas sin inocular presentes en las
diferentes condiciones de temperatura de hasta 5.22, 5.0 y 8.84, veces mas, la tasa
fotosintética, registro incrementos en las plantas inoculadas exclusivamente con el
HEM L. bicolor y en aquellas coinoculadas con la bacteria (L+C), bajo la condicion de
temperatura alta, en comparacion con las plantas sin inocular que estuvieron bajo las
tres diferentes temperaturas, de hasta 7.75, 6.38 y 5.71 veces mas, respectivamente.
tienen la capacidad de mejorar el estado fisiolégico y nutrimental de plantas de P.
montezumae. La inoculacion con L. bicolor y coinoculado con la bacteria (C) en plantas
de P. greggii ayudan a las plantas a tolerar el estrés por temperatura, a través de la
modificacién de variables fisiol6gicas como fotosintesis y variables de crecimiento.
Cabe sefalar que esta investigacion es una de las primeras en México que demuestran
la importancia de la inoculaciéon con hongos ectomicorrizicos comestibles, los cuales
promueven la tolerancia al estrés por incrementos de temperatura, encaminado al
papel que pueden desempefiar los hongos a la tolerancia al calentamiento global.

Palabras clave: calentamiento global, cambio climatico, estrés, deforestacion,
termotolerancia.
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WITH EDIBLE ECTOMYCORRHIZAL FUNGI AND MYCORRHIZATION HELPER
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ABSTRACT

Ectomycorrhizal fungi (HEM) are associated with plants of the genus Pinus with which
they establish ectomycorrhizal symbiosis in their roots, in addition there are specific
bacterial groups that interact with this association, potentiating various benefits such as
growth improvement, modification of physiological variables such as; photosynthesis
and chlorophylls, increased acquisition of water and nutrients. In the present work, the
following was studied: i) The effect of the coinoculation of (HEM) Laccaria laccata (L)
with mycorrhization helper bacteria Cohnella sp. (C) and two strains of Azospirillum
brasilense: nitrogen fixer (FN) and phosphate solubilizer (SF), in the growth,
physiological improvement and nutritional content of Pinus montezumae Lamb.; ii)
coinoculation with (HEM) Laccaria bicolor and a mycorrhization helper bacterium (C) in
Pinus greggii in tolerance to temperature stress, through the improvement of
physiological variables such as photosynthesis and chlorophyll content. As a result of
the coinoculation of L. laccata with the bacterium (FN), an increase in the dry weight of
the aerial part of up to 7.84 times more than that of the uninoculated plants was
recorded. The photosynthetic rate of the L+C and L+FN treatments presented
increases of up to 3.83 and 6.83 times more, respectively, than the plants without
inoculation, the L+FN treatment presenting a synergism in the amount of N present in
the aerial part and root. The results obtained for the plants coinoculated with L. bicolor
and the bacterium (C) under three different temperatures (low, medium and high)
showed an increase in dry weight, when compared with the uninoculated plants present
in the different temperature conditions of up to 5.22, 5.0 and 8.84, times more, the
photosynthetic rate, recorded increases in plants inoculated exclusively with HEM L.
bicolor and in those coinoculated with the bacterium (L+C), under the high temperature
condition, compared to those uninoculated plants that were under the three different
temperatures, up to 7.75, 6.38 and 5.71 times more, respectively. they have the ability
to improve the physiological and nutritional status of P. montezumae plants. The
inoculation with L. bicolor and coinoculated with the bacterium (C) in P. greggii plants
help the plants to tolerate temperature stress, through the modification of physiological
variables such as photosynthesis, and growth variables. It should be noted that this
research is one of the first in Mexico that demonstrates the importance of inoculation
with edible ectomycorrhizal fungi, which promote tolerance to stress due to temperature
increases, aimed at the role that fungi can play in tolerance to global warming.

Keywords: global warming, climate change, stress, deforestation, thermotolerance.
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INTRODUCCION GENERAL

Las actividades humanas tienen efecto en el clima y ambiente generando la pérdida de
la biodiversidad, poniendo en peligro la vida animal y vegetal en la tierra (Cavicchioli et
al., 2019). Los eventos naturales han producido cambios climéticos durante la historia
gue han pasado de etapas glaciares hasta eventos calidos. De esta manera, el efecto
invernadero naturalmente beneficia permitiendo la vida en el planeta, pero ahora esta
siendo afectado por las actividades antrépicas (Barbosa, 2013). El efecto invernadero
es generado por un grupo minoritario de gases que forman parte de la atmosfera, estos
son los mas comunes: diéxido de carbono (CO2z), metano (CHai), 6xido de nitrdgeno
(NO2), ozono (Os) y clorofluorocarbonos (CHCIF2) y hexafluoruro de azufre (SFs), los
tres Ultimos gases son de origen industrial y los primeros tres pueden ser de origen
natural o provienen de actividades humanas, por lo que el incremento de estos gases
modifica el clima del planeta (Mendoza y Jiménez, 2017).

El calentamiento provocado por las emisiones antropogénicas desde el periodo
preindustrial durard de siglos a milenios y seguird causando nuevos cambios a largo
plazo en el sistema climatico (IPCC, 2018). Las manifestaciones en los ecosistemas
terrestres son evidentes con la anticipacion de las primaveras y el desplazamiento
hacia los polos y hacia mayores alturas del &mbito geogréafico de la flora y de la fauna;
hay migraciones de especies, lo cual esta vinculado al reciente calentamiento (Diaz,

2012).

Los regimenes de los disturbios han cambiado profundamente en muchos ecosistemas
forestales en afos recientes, siendo el clima un impulsor del cambio de perturbaciones,

consecuencia de esto se ha documentado la ocurrencia y severidad de las



perturbaciones en grandes partes del mundo, por ejemplo: incendios, brotes de
insectos, y sequias. Tales alteraciones de los regimenes de perturbaciéon tienen el
potencial de impactar fuertemente la capacidad de los bosques para proporcionar

servicios ecosistémicos a la sociedad (Seidl et al., 2017).

Los bosques sustentan una amplia gama de bienes y servicios necesarios para el
bienestar humano, como: recursos naturales (comida, agua, madera, bio-energéticos,
plantas medicinales, etc.) y purificacion del agua potable (Rodriguez et al., 2016). A
escala global, los bosques templados (BT) ocupan 1 x 107 km?, lo cual representa 25
% del area forestal mundial y 8 % de la superficie continental libre de hielo. En México,
los bosques templados constituyen 20 % de la cobertura forestal que los hace la clase
de bosques mas ampliamente distribuidos. De esta proporcion, 5% es ocupado por
bosques de encinos (BE), 14% por bosques de pino (BP) y pino-encino (BPE) y 1% por
otras coniferas. Los BPE estan caracterizados por contener una elevada riqueza de
especies debido a que son el centro de diversificacién de los géneros Pinus y Quercus
a escala mundial. Histéricamente, los BP y BE poseen una tasa de deforestacion anual
promedio mayor a 0.5% y en algunas regiones tienen mayor tasa de deforestacion y de
cambio de uso de suelo que las selvas; esto ha repercutido en la disminucién de su

extension y del nimero de especies que albergan (Galicia et al., 2008).

Los bosques de coniferas en México son de suma importancia ya que se distribuyen 49
especies del género Pinus de las 120 descritas en el mundo (Sandoval-Garcia et al.,
2020). Se estima que el valor econémico de los bosques de Pinus en México para el
afio 2016 fue de $7 266 111 524.00 y esto contribuyo al 75.1% de produccion

maderable anual (Moctezuma y Flores, 2020). La importancia de la utilizacién del



género Pinus radica en su rapidez de crecimiento, caracteristicas anatdomicas, facilidad
de maquinado, su quimica y costos de su madera (De la Paz-Pérez y Davalos-Sotelo,

2016).

Pinus montezumae presenta amplia distribucién natural en la republica mexicana y es
una especie de aprovechamiento maderable sobre todo en el Eje Neovolcéanico, se
utiliza en la construccién, para la obtencion de chapa, celulosa, papel, durmientes,
postes, muebles, duelas y resina, asi como para la reforestacion en la recuperacion de

suelos degradados (Zamora-Campos et al., 2007).

En los bosques los microorganismos del suelo son importantes reguladores de la salud
y la funcién de los ecosistemas, mejorando la productividad de las plantas movilizando
nutrientes del suelo y mediando el carbono a través de su interaccién con plantas
(afectando la aceleracion de la descomposicion de la materia organica) (Van et al.,
2020). Un gramo de suelo puede albergar miles de metros de hifas de hongos, billones
de bacterias y miles de especies de bacterias (Fernandez et al., 2021). Las raices de
las plantas albergan rigueza de comunidades de hongos y bacterias del suelo
circundante y la identificacion de estas comunidades seleccionadas por las plantas es
importante, ya que influyen en la salud de las plantas como en la promocién del

crecimiento (Marupakula et al., 2017).

La mayoria de las especies de plantas vasculares (94%) posee una relacion mutualista
entre las raices de las plantas y un hongo, esta simbiosis da forma al funcionamiento
de las comunidades vegetales y microbianas (Soudzilovskaia et al., 2015). De acuerdo

con la forma de penetracion del hongo en la raiz, por las estructuras caracteristicas



gue desarrolla y las especies de hongos y de plantas involucradas, se han agrupado en
micorriza con manto fangico y micorrizas sin manto fangico, la ectomicorriza se
caracteriza por formar esa asociacion con los principales grupos de hongos
Basidiomycetes y Ascomycetes (Camargo-Ricalde et al., 2012; Dominguez-Nufez et
al., 2019). Dentro de la raiz, el hongo ectomicorrizico se ramifica entre las células
externas formando una estructura compleja llamada red de Hartig, la cual proporciona
una gran superficie de contacto entre el hongo y el huésped, lo que permite una
trasferencia eficiente de metabolitos. En el exterior de la raiz, se desarrolla una

estructura hifal de varias capas llamado manto (Taylor y Alexander, 2005).

Los ecosistemas forestales son, estabilizados principalmente por la simbiosis
mutualista entre las raices y los principales hongos Basidiomicetes y Ascomicetes,
formando la simbiosis ectomicorrizica, que mejora la adquisicion de nutrientes, la toma
de agua y a cambio recibe productos derivados de la fotosintesis (Wagner et al., 2019).
Las asociaciones con hongos ectomicorrizicos pueden beneficiar a los arboles
mejorando el crecimiento y la supervivencia (Birch et al., 2021). En adicion, los hongos
ectomicorrizicos permiten que las plantas toleren varios factores decreméntales
ambientales tales como, sequedad, metales pesados, salinidad y altas concentraciones
de contaminacion (Cho et al., 2021). Ademas, la simbiosis ectomicorrizica tiene la
capacidad de mejorar el crecimiento y modificar la fisiologia de las plantulas, por
ejemplo, mejorando su capacidad fotosintética (Chahboub et al., 2021). Los hongos
ectomicorrizicos pueden alterar la anatomia de las hojas de sus hospedadores,
alterando el tamafo, largo y ancho, lo cual permite incrementar las capacidades

fotosintéticas de las plantas, ademas, influyen en el estado del nitrégeno de las hojas y



en las proteinas involucradas en el proceso fotosintético, generando una respuesta al

estrés generado por factores climaticos (Szuba et al., 2019).

Los hongos ectomicorrizicos, interactian con comunidades bacterianas, ellos proveen
de elementos minerales que toman directamente de los suelos circundantes y
productos fotosintéticos 0 metabolitos que se obtienen de las plantas hospedantes (Yu
et al., 2020). Existe un grupo de bacterias simbibticas denominadas bacterias
auxiliadoras de la micorrizacién (BAM), se caracterizan por interactuar especificamente
con los hongos micorrizicos, estimulando la extension del micelio, aumentando la
colonizacion y el contacto de las raices del huésped, asi como reduciendo los cambios
ambientales para lograr las condiciones 6ptimas para el crecimiento del micelio (Reis et
al., 2020, Pineda-Mendoza et al., 2019). Multiples aspectos del ambiente global
influyen en gran medida en el funcionamiento de las plantas micorrizadas y sus
asociados fungicos con posibles implicaciones en los ambientes forestales (Wang et
al., 2019). Las plantas pueden responder directamente a los cambios globales a través

de la modificacion de la fisiologia, salud y fenologia (Kivlin et al., 2013).

Esta investigacion tuvo como objetivo mejorar la calidad fisioldgica de crecimiento y
nutrimentales de plantas del género Pinus a través de la inoculacion con el hongo
ectomicorrizico Laccaria laccata y coinoculados con bacterias auxiliadoras de la
micorrizacion, en segundo plano se evalu6 el efecto de la coinoculacion con el hongo
comestible ectomicorrizico Laccaria bicolor y la bacteria auxiliadora de la micorrizacion
Cohnella sp. en Pinus greggii bajo condiciones de estrés en tres diferentes
temperaturas, (T1l=Temperatura baja (27°C); T2=Temperatura media (29°C); T3=

Temperatura alta (32°C)).



OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo General

Evaluar las caracteristicas fisioldgicas, de crecimiento y nutrimentales en plantas de
Pinus montezumae Lamb. inoculadas con el hongo ectomicorrizico Laccaria laccata o
coinoculadas con el hongo ectomicorrizico comestible y tres cepas de bacterias
auxiliadoras de la micorrizacion, asi como la tolerancia al incremento de temperatura
en Pinus greggii Engelm. ex Parl., mediante la coinoculacion con hongos comestibles
ectomicorrizicos y una bacteria auxiliadora de la micorrizacion, en tres diferentes

condiciones de temperatura.

Objetivos particulares

Evaluar las variables fisioldgicas, contenido de clorofilas y carotenos en plantas de
Pinus montezumae, inoculadas o coinoculadas con el hongo comestible L. laccata y

con tres cepas de bacterias auxiliadoras de la micorrizacion.

Evaluar el potencial sinérgico en términos de crecimiento y contenido nutrimental de
plantas de P. montezumae, a través de la inoculacion o coinoculacién con un hongo

ectomicorrizico comestible y tres bacterias auxiliadoras de la micorrizacion.

Evaluar si existe termotolerancia en arboles inoculados o coinoculados con hongos

comestibles ectomicorrizicos y bacterias, crecidos en tres diferentes temperaturas.



Hipodtesis particulares

Existe incremento en términos de las variables fisiologicas, crecimiento y contenido
nutrimental en la especie de importancia forestal P. montezumae inoculada con el
hongo comestible ectomicorrizico L. laccata y tres cepas de bacterias promotoras de la

micorrizacion.

Existe un sinergismo en términos de crecimiento, variables fisiolégicas y contenido
nutrimental en plantas de Pinus montezumae coinoculadas con el hongo comestible

ectomicorrizico L. laccata y la bacteria auxiliadora de la micorrizacion Cohnella sp.

La inoculacion o coinoculacion de plantas de Pinus greggii con el hongo comestible
ectomicorrizico L. bicolor y bacterias auxiliadoras de la micorrizacion origina

termotolerancia.



CAPITULO I. EL PAPEL DE LA INOCULACION CON UN HONGO COMESTIBLE
ECTOMICORRIZICO Y BACTERIAS AUXILIADORAS DE LA MICORRIZACION EN

EL MEJORAMIENTO FISIOLOGICO DE PLANTAS DE Pinus montezumae Lamb.

1.1 RESUMEN

Las coniferas establecen simbiosis obligadas con hongos ectomicorrizicos, ademas,
existen otros grupos microbianos especializados como bacterias auxiliadoras de la
micorrizacion, que interviene en la simbiosis ectomicorrizica aportando diversos
beneficios entre la que destaca el mejoramiento de la simbiosis micorrizica a través del
incremento del micelio. México es un pais con un alto indice de endemismos del
género Pinus, y algunos se encuentran en peligro de extincion, ya que existe una alta
tasa de deforestacion en el mundo y en el pais, aunado a esto hay un bajo nimero de
supervivencia de las plantas utilizadas en la reforestacion ya que carecen de la
inoculacién con hongos ectomicorrizicos en la etapa de vivero. Ademas, son escasas
las investigaciones sobre especies de pinos mexicanos coinoculados con hogos
ectomicorrizicos comestibles y grupos bacterianos. En este trabajo se evalu6 el efecto
de la coinoculacion con un hongo comestible ectomicorrizico y cepas de bacterias
auxiliadoras de la micorrizacion y promotoras del crecimiento vegetal, en el
mejoramiento de variables fisiolégicas como, fotosintesis, clorofilas y contenido de N, P
y K en plantas de Pinus montezumae Lamb. Se inocularon plantas de P. montezumae
con el hongo comestible ectomicorrizico Laccaria laccata (Scop.) Cooke. Ademas, se
coinocul6 con la cepa de bacteria auxiliadora de la micorrizacion Cohnella sp. y dos
cepas de bacterias promotoras del crecimiento vegetal Azospirillum brasilense Terrand

Krieg et Dobereiner, una con capacidad de solubilizar nitrégeno (FN) y otra con



capacidad de solubilizar fosfato (SF). Esta investigacion se realizo en los invernaderos
del programa forestal del Colegio de Postgraduados, campus Montecillo. La
coinoculacion de hongos ectomicorrizicos incremento el peso seco hasta 7.8 veces y la
tasa fotosintética hasta 29.9 veces que, las plantas sin inocular, ademas, se registré un
sinergismo en el contenido de nitrégeno. Este trabajo demuestra la importancia de la
coinoculacion de hongos ectomicorrizicos comestibles y bacterias en el mejoramiento

de la fisiologia, de una especie de importancia forestal mexicana.

Palabras clave: bacterias clorofilas fisiologia, micorriza, simbiosis.



1.2 INTRODUCCION

Los bosques representan una fuente de alimentos, medicinas y combustibles, ademas
intervienen en la mitigacion del cambio climético, protegen los suelos, el agua y
albergan tres cuartas partes de la biodiversidad terrestre mundial (FAO, 2018).
Actualmente los bosques se ven amenazados por la intensa deforestacion, se estima
que tan solo en el afio 2013 se perdieron 2.3 millones de km? de bosques a nivel
mundial, aunado a esto la deforestacion increment6 entre el 10 y el 20% los gases de
efecto invernadero, afectando de forma negativa al planeta (Pacheco et al., 2012;

Hansen et al., 2013; Monjardin et al., 2017).

México forma parte de los diez paises megadiversos, posee una superficie arbolada de
64.8 millones de hectareas de las cuales el 52% pertenece a bosques templados
(Lépez et al., 2017). En México los pinos tienen gran importancia ecoldgica, econdmica
y social, junto con América Central se localizan alrededor de 46 especies de pinos con
diversas variedades y formas. México es un centro secundario de diversidad de Pinus
al contar con cerca de 42% de las especies y un alto porcentaje de endemismos

concentrado en las islas biogeograficas (Gonzales, 2008).

Sin embargo, la deforestacién es una problematica de gran relevancia. De 2005 al
2010 se perdieron 775 000 ha de bosques y selvas en el pais (FAO, 2010). En México
los programas de reforestacion utilizan diversas especies de Pinus; sin embargo, su
establecimiento ha fallado porque en este proceso y durante su crecimiento son
dependientes de la ectomicorriza, la cual no se incorpora tradicionalmente en la

produccion de planta en el pais (Pérez-Moreno, 2016; Valdés et al., 2010). Aunado a
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esta serie de problemas existe la baja supervivencia de plantas reforestadas, para el
caso de México se estima que existe un promedio de 37.8% de supervivencia de las
plantas reforestadas, se cree que los principales factores podrian ser la deficiente

calidad de la planta (Saenz y Lindig, 2004).

Los microorganismos del suelo juegan papeles cruciales en los ciclos de nutrientes del
bosque, realizando procesos elementales como los ciclos biogeoquimicos del carbono,
azufre y nitrégeno (Kennedy et al., 2015; Yu et al., 2020). Ademas, tiene la capacidad
de generar una respuesta reguladora a la temperatura asociada al calentamiento

global (Szuba et al., 2020).

Los hongos son uno de los grupos mas diversos de organismos en la tierra, éstos son
esenciales ya que interactian con el ambiente bidtico y abiotico, regulando los ciclos
de carbono y de nutrientes; los macro hongos son cuerpos fructiferos visibles.
Ecologicamente los macro hongos pueden ser clasificados en saprobios, parasitos y

simbiontes como especies micorrizicas (Yu et al., 2020).

Los hongos ectomicorrizicos son los simbiontes claves de numerosas plantas lefiosas
en muchos ecosistemas de todo el mundo (Smith y Read, 2008; Tedersoo, 2017). La
simbiosis ectomicorrizica es de gran importancia ecoldgica que se establece con mas
de 20 000 especies de hongos y con las raices de mas de 5 000 especies de
angiospermas y gimnospermas (Pérez-Moreno et al., 2010; Rinaldi, 2008). El beneficio
principal de la simbiosis ectomicorrizica en las plantas es proveer de nutrientes
esenciales como nitrogeno (N), fosforo (P) y la proteccion contra factores de estrés,

mientras que la planta provee al hongo de fotoasimilados como fuentes disponibles de
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carbono (C) (Smith y Read, 2008). Ademas de los hongos ectomicorrizicos y sus
beneficios en la simbiosis micorrizica, existen algunos grupos bacterianos especificos
como bacterias promotoras del crecimiento vegetal y bacterias auxiliadoras de la
micorrizacion que aportan beneficios de la asociacion ectomicorrizica y a la planta,
destacando el mejoramiento en la formacidn de la ectomicorriza y en la generacion de
fito-hormonas que estimulan el desarrollo de las plantas (Yu et al., 2020; Pohjanen et
al., 2014). Las bacterias auxiliadoras de la micorrizacion juegan un rol importante en la
micorrizacion, dado que pueden incrementar la supervivencia, la tasa de germinacion
de las esporas y estimular el crecimiento de las hifas, dado que antes de llevarse a
cabo la simbiosis mejora el reconocimiento de las sefiales de la raiz hacia el hongo

(Chu et al., 2021).

A nivel internacional uno de los criterios de seleccion de los hongos ectomicorrizicos es
su comestibilidad, lo cual los convierte en otro recurso aprovechable de los ambientes
forestales; ademas de existir un enorme potencial de inoculacibn con hongos
ectomicorrizicos comestibles y bacterias auxiliadoras de crecimiento (Sousa et al.,
2015). Por otra parte, el género Laccaria ha sido utilizado ampliamente, por ser un
hongo cosmopolita. Las especies de Laccaria forman ectomicorrizas con un amplio
rango de hospederos (Pinaceae, Pinus, Larix, Picea, Pseudotsuga, Dipterocarpaceae,
Dipterocarpus, Fagaceae, Betula, Myrtaceae, Eucalyptus, Leptospermum, Picea,
Tsuga, Abies, Fagus, Nothofagus, Quercus, Tiliaceae, Tilia, Salicaceae y Salix)

(Carrasco-Hernandez et al., 2010) (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Esporomas de Laccaria, un género de hongos comestibles
ectomicorrizicos. Tomado de: (micoex.org).

En el presente trabajo se evalué el efecto de la inoculacibn de un hongo
ectomicorrizico comestible y bacterias auxiliadoras de la micorrizacion Cohnella sp. y
Azospirillum brasilense en el mejoramiento del crecimiento, fisiologia y contenido

nutrimental de Pinus montezumae Lamb.
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1.3 MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizo en el Laboratorio de Micorrizas e invernaderos del Colegio
de Postgraduados, Campus Montecillo, estado de México. El germoplasma utilizado de
Pinus montezumae provino de la comunidad de San Rafael Ixtapaluca, municipio de
Tlalmanalco, estado de México. Las semillas fueron esterilizadas con H202 a 30 %
durante 20 minutos, posteriormente se lavaron tres veces con agua destilada estéril
previo a la siembra. Para la preparacién del in6culo, se utilizaron esporomas
provenientes de bosque de pinos del municipio de Ozumba, estado de México. El
in6culo se obtuvo a partir de pileos de Laccaria laccata (Scop.) Cooke, los cuales se
cortaron de los estipites y se deshidrataron a 35 °C en un deshidratador de frutas
Jersa®. Posteriormente, se molieron en un molino eléctrico (Thomas Scientific®, Model
4 Wiley Mill, Nueva Jersey, EUA), para obtener un tamafio de particula homogéneo se
paso a través de un tamiz de 1mm de apertura. El in6culo a si obtenido se almacenoé a

una temperatura de 5 °C.

1.3.1 Preparacion del sustrato e inoculacién

El sustrato utilizado para el experimento consisti6 en una mezcla de arena, corteza y
suelo forestal, en una proporcion 2:2:1, el cual se esteriliz6 en tres ocasiones con
vapor de agua a una presion de 1.3 kg:cm? a 125 °C durante cinco horas. Las semillas
se sembraron en tubetes de plastico negro de 125 cm?® que contenian el sustrato
descrito anteriormente. Cada planta se inoculé a una concentracién de entre 107y 108
esporas de Laccaria laccata. La concentracion de dichas esporas se evalué con un

hematocitometro, siguiendo la metodologia propuesta por (Carrasco et al., 2018). Se
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realizaron dos inoculaciones con las esporas del hongo, se pesaron 1.5 g de inoculo y
se colocaron en tubos ependorf, los cuales fueron almacenados a 5°C hasta su
utilizacion: la primera inoculacidon se efectué depositando el contenido del tubo

simultdneamente con la siembra y la segunda inoculacion se realiz6 90 dias después.

1.3.2 Cultivo de cepas bacterianas

Se uso la cepa bacteriana Cohnella sp. (C), la cual fue aislada de la raiz de P.
montezumae, obtenida del cepario del area de Microbiologia del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, y dos cepas de Azospirillum brasilense una con la
capacidad de solubilizar fosfatos (SF) y otra con la capacidad de fijar nitrogeno (FN),
ambas fueron proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia de Suelos del Centro
de Investigacion en Ciencias Microbiologicas del Instituto de Ciencias de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla. Las cepas fueron cultivadas en caldo nutritivo
Merck®, en movimiento constante a 28 °C hasta alcanzar una concentracién de 108
UFC mL? (unidades formadoras de colonias por mililitro). El cultivo bacteriano se
centrifugé a 7000 rpm y se elimind el sobrenadante, al concentrado bacteriano se le
dieron tres lavados con agua destilada estéril para eliminar los restos del medio de
cultivo y después se resuspendid en agua destilada estéril para dejarlo a la misma
concentracion de 108 UFC/mL. Se aplicaron tres mililitros de la suspensién bacteriana
a cada planta en las primeras horas del dia y no se regaron en tres dias para evitar la
pérdida de las bacterias con el riego. El experimento se mantuvo en condiciones de

invernadero durante 420 dias.
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1.3.3 Disefio experimental y variables evaluadas

Se realizé un disefid en bloques al azar con tratamientos: 1) Plantas sin inocular y
plantas inoculadas con: 2) L. laccata (L); 3) Cohnella sp.(C); 4) A. brasilense (FN); 5) A.
brasilense (SF); 6) L+C; 7) L+FN; y 8) L+SF. Cada tratamiento tuvo 21 repeticiones,
por lo que en total se tuvieron 126 unidades experimentales, cada una constituida por
una planta. Los datos de las variables evaluadas se sometieron a un analisis de
varianza y prueba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05) con el paquete
estadistico (Statistical Analysis System [SAS Institute Inc.], 2009). Los valores de
colonizacion micorrizica, expresados como porcentajes, se transformaron y se utilizo el

logaritmo natural en los andlisis de varianza.

1.3.3.1 Diametro y peso seco

Se midi6 el didmetro del tallo con un vernier digital en milimetros (mm), a los 30, 120 y
420 dias después de la siembra (dds) para esto se seleccionaron siete plantas al azar
por tratamiento. Para la evaluacién de biomasa se tomaron siete plantas al azar por
tratamiento para determinar peso seco de raiz parte aérea y total, las muestras se
deshidrataron durante tres dias a una temperatura de 70 °C hasta tener valores

constantes, se pesoé por separado la parte aérea y la parte radical en gramos (Q).

1.3.3.2 Tasa de asimilacién de CO2

La asimilacion de CO2 se evalué a 240, 300 y 360 dias después de la siembra, en tres
plantas por tratamiento, las evaluaciones fueron realizadas utilizando el analizador de
gases infrarrojo (IRGA) PP-Systems® modelo Ciras-3 y la camara de asimilacion de

gases CPY-4 en invernadero (g CO2-m2-h1).

16



1.3.3.3 Contenido de clorofila

El contenido de clorofila a, b, total y carotenos, se determind por el método Zhang
(1986). Se tomaron 7 plantas por tratamiento, posteriormente se pesaron 0.05 g de
aciculas por pino, se cortaron en pequefios trozos, los cuales se colocaron en un
mortero, se le agregaron 10 mL de acetona, se maceraron y se filtraron con papel filtro
Whatman numero 42. Todo el procedimiento se realizé en condiciones de muy baja
luminosidad. Finalmente, la solucidn obtenida se coloc6 en una celda de cuarzo de 3.5
mL para su andlisis en el espectrofotometro Hewlett Packard® 8453, siguiendo la
metodologia propuesta por Zhang (1986). Se realizaron lecturas de absorbancia a las
siguientes longitudes de onda: 663 nm, 647 nm y 470 nm y mediante las ecuaciones

de Lichtenthaler (1987) se obtuvieron la concentracion de clorofilas y carotenos:

Clorofila a = (12.25 x Assanm) - (2.79 X Asaznm) mg/L

Clorofila b = (21.5 x Asa7nm) - (5.1 X Assanm) mMg/L

Clorofila total = (7.15 x Aesanm) + (1.87 X Aeaznm) mg/L

Carotenos = (1000 x A47onm) - (1.82 x Clorofila a) — (85.2 x Clorofila b) mg/L

198

1.3.3.4 Anélisis nutrimental

Los andlisis de nutrimentos se realizaron en cuatro plantas de cada tratamiento; el
Nitrogeno (N) se determino por el método de semimicro-Kjeldahl (Bremner, 1965); el
fosforo total (P), segun el método de Allen et al. (1997); y el Potasio (K), mediante

extraccion con acetato de amonio por fotometria de llama.
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1.3.3.5 Porcentaje de colonizacién

Se tomaron tres plantas de cada tratamiento para la evaluacién del porcentaje de
micorrizacion. Los cepellones se extrajeron de los tubetes y la parte radical se lavo
bajo chorro de agua con baja presion y con tamices de diferente diametro de abertura
(2.19, 0.180 y 0.085 mm), para reducir la pérdida de raices cortas. La identificacién de
raices vivas micorrizadas se realiz6 con un microscopio estereoscépico (Leica®,
DM1000, EUA). Se contaron todas las raices cortas del cepellon y se efectuaron cortes
a mano para su analisis micromorfologico. Adicionalmente se realizé toma de
fotografias de las estructuras diagnosticas de la ectomicorriza: manto, red de Hartig y

micelio externo siguiendo la técnica propuesta por (Agerer 1994).

1.4 RESULTADOS Y DISCUSION

1.4.1 Crecimiento de plantas

En esta investigacion se registré incremento en el diametro del tallo de plantas de P.
montezumae coinoculadas con el hongo ectomicorrizico comestibles Laccaria laccata y
la bacteria Azospirillum brasilense (L+FN) en comparacion con las plantas sin inocular,
estos resultados fueron mas evidentes a partir de los 120 dias después de la
inoculacién bacteriana (ddib). En contraste las plantas inoculadas exclusivamente con
cualquier de las tres bacterias, C, FN y SF no presentaron diferencias significativas en
comparacién con las plantas sin inocular, en ninguno de los tres periodos donde se

realizaron las evaluaciones (Figura 1.2).
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Figura 1.2. El didmetro de plantas Pinus montezumae Lamb. inoculadas con un hongo
comestible ectomicorrizico Laccaria laccata y bacterias auxiliadoras de la micorrizacion.
Psi= Plantas sin inocular; L=Laccaria laccata;, C=Cohnella sp.; FN=Azospirillum
brasilense fijadora de nitrogeno, SF= Azospirillum brasilense solubilizadora de fosfato.
Medias con la misma letra para cada etapa de tiempo no son significativamente
diferentes.

Las plantas establecen interacciones simbidticas con microrganismos que mejoran el
crecimiento y condicion vital, se benefician de la interaccibn con hongos y otros
microrganismos. Previamente se ha documentado el papel de la coinoculacion con
hongos ectomicorrizicos y diversos grupos bacterianos que tienen la capacidad de
potencializar los beneficios de la simbiosis ectomicorrizica, principalmente en el
crecimiento de las plantas inoculadas (Obase, 2019). En esta investigacion registramos
incrementos en el diametro del tallo de plantas de P. montezumae coinoculado con el

hongo comestible ectomicorrizico L. laccata y la bacteria A. brasilense (FN).
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Previamente, Barragan-Soriano et al. (2018) demostraron al coinocular el hongo
comestible ectomicorrizico Hebeloma mesophaeum con la bacteria Cohnella sp., se
incremento el diametro en plantas de Pinus montezumae Lamb en comparacion con
plantas sin inocular. en tres diferentes periodos de evaluacion 30, 120 y 420 dias
después de coinocular las bacterias. Asi mismo, Xiao-Qin et al. (2012) documentaron
el efecto de la coinoculacion de Boletus edulis y dos cepas de bacterias auxiliadoras de
la micorrizacion Bacillus cereus HB12 y HB59 en plantas de Pinus thunbergii,
mostraron un incremento en el diametro de las plantas de 1.48 veces mas que las

plantas sin inocular.

1.4.2 Peso seco de plantas inoculadas o no

Se registré un incremento significativo (Tukey p< 0.05) del peso seco de raiz en plantas
inoculadas con el hongo ectomicorrizico L. laccata y en plantas coinoculadas con
cualquiera de las tres bacterias, L+C, L+FN y L+SF en comparacion con las plantas sin
inocular, los mayores incrementos en la parte radical se presentaron en las plantas
coinoculadas con L+FN con un incremento significativo de 7.68 veces mas que las
plantas sin inocular. Las plantas, inoculadas exclusivamente con las bacterias, no
presentaron diferencias significativas en la parte radical (Tukey p< 0.05) al compararlas
con las plantas sin inocular. La parte aérea registrO un sinergismo en las plantas
coinoculadas con L+FN con biomasa de 7.8 veces mas que las plantas sin inocular;
por otro lado, las plantas inoculadas con el hongo ectomicorrizico L. laccata
presentaron incrementos al igual que las plantas coinoculadas con L+C y L+FN en
comparacién con las plantas sin inocular y las plantas inoculadas con las bacterias en

la parte aérea.
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Los resultados obtenidos para el peso seco total fueron en las plantas coinoculadas
con L+FN con valores de hasta 7.7 veces mas alto que las plantas sin inocular, las
plantas inoculadas con el hongo ectomicorrizico presentaron incrementos significativos
de peso seco en comparacion con las plantas sin inocular, para el caso de las plantas
inoculadas exclusivamente con cualquiera de las bacterias no presentaron incrementos
significativos al comparar con las plantas sin inocular (Cuadro 1.1).

En el presente estudio se mostré que la coinoculacion con hongos comestibles
ectomicorrizicos y bacterias promotoras del crecimiento vegetal, potencializé el
aumento en biomasa tanto en parte aérea como de raiz de plantas del género Pinus,
estos resultados mostraron similitud con investigaciones realizadas previamente por
Araujo et al. (2018) quienes coinocularon Pinus pinea L. con la bacteria Bacillus subtilis
y el hongo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius observando un incremento favorable en
biomasa seca tanto de tallo y de raiz de hasta 1.4 y 1.6, respectivamente, en
comparacioén con plantulas inoculadas exclusivamente con el hongo ectomicorrizico.
Adicionalmente, Horimai et al. (2020) observaron que al inocular Pinus densiflora con el
hongo Tricholoma matsutake, incrementé la biomasa seca en parte area como en raiz
al compararlo con plantas sin inocular. Cabe sefalar que en la actualidad existe una
tendencia hacia la inoculacion con hongos comestibles ectomicorrizicos como el antes
mencionado debido que algunas especies de hongos ectomicorrizicos presentan alto
valor econémico y comestible, como producto forestal no maderable (Vaario et al.,

2017).

21



Cuadro 1.1. Materia seca de plantas Pinus montezume con distintos tratamientos de
inoculacion con un hongo comestible ectomicorrizico, una bacteria auxiliadora de la
micorrizacion y dos bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Peso (g)

Tratamientos Raiz Parte aérea total
Plantas sin inocular 0.22+0.02b 0.26+0.02c 0.48+0.04c
Plantas inoculadas

L. laccata (L) 1.51+0.09a 1.6+£0.04b 3.11+0.09b
Cohnella sp. (C) 0.38+0.05b 0.34+0.02c 0.72+0.07c
A. brasilense (FN) 0.50+0.06b 0.42+0.04c 0.92+0.10c
A. brasilense (SF) 0.44+0.06b 0.38+0.02c 0.81+0.07c
L+C 1.53+0.12a 1.62+0.01b 3.15+0.12b
L+FN 1.69+0.20a 2.04+0.11a 3.73+£0.14a
L+SF 1.48+0.12a 1.71+£0.02b 3.19+0.13b

Los datos son medias + error estandar de la media n=7. Los valores en la misma columna con la misma
letra no son diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (p< 0.05).

1.4.3 Tasa fotosintética

A partir de 180 ddib se registraron diferencias significativas (Tukey p< 0.05) en la tasa
fotosintética en los tratamientos L+C y L+FN de 3.83 y 6.83 veces mas,
respectivamente, que las plantas sin inocular. Las plantas inoculadas exclusivamente
con el tratamiento (L) y coinoculadas con cualquiera de las tres bacterias, L+C, L+FN y
L+SF registraron diferencias significativas a los 240 dias (Tukey p< 0.05) con valores
de hasta 10.4, 8.1, 10.8 y 8.15 veces mas altos, respectivamente que las plantas sin

inocular, cabe sefalar que a los 360 ddib se registr6 un incremento en el tratamiento
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L+FN de hasta 29.93 veces mayor que las plantas sin inocular (Cuadro 1.2); por otro
lado, los tratamientos de plantas inoculadas exclusivamente con cualquiera de las
bacterias no presentaron diferencias estadisticas (Tukey p< 0.05) en comparacion con

las plantas sin inocular.

Cuadro 1.2. Tasa fotosintética de plantas de Pinus montezumae inoculados con un
hongo ectomicorrizico comestible, una bacteria auxiliadora de la micorrizacion y dos
bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

Tasa fotosintética (g CO2-m=2-h?)

180 ddib 240 ddib 300 ddib 360 ddib
Plantas sin inocular 0.24+0.13b 0.20+0.03b 0.17+0.06c 0.16+0.06¢c
Laccaria laccata (L) 0.57+0.19b 2.09+0.38a 2.28+0.18ba 2.07+0.08b
Cohnella sp. (C) 0.32£0.10b  0.39%£0.05b 0.28+£0.06c 0.33%0.06¢C
Azospirillum brasilense (FN) 0.24+0.06b 0.43+£0.05b 0.21+0.02c 0.40+0.06c
Azospirillum brasilense (SF) 0.35+0.04b  0.49+0.15b 0.29+0.07c 0.39+0.09c
L+C 0.92+0.18ba 1.63+0.08a 2.13+0.19ba 2.06%0.12b
L+FN 1.64+0.38a 2.16+0.16a 3.66+1.0la 3.83+0.36a
L+SF 0.54+0.18b 1.63#0.10a 1.52+0.17bc 2.32+0.07b

ddib: dias después de la inoculacién bacteriana. Valores con la misma letra en la misma columna son
iguales segun la prueba de Tukey (p < 0.05). Error estandar de la media (n=3).

Son escasas las investigaciones sobre el papel que desempefa la coinoculacion de
hongos ectomicorrizicos y bacterias enfocadas en el mejoramiento de variables
fisiologicas de como es la tasa fotosintética. Actualmente no existe informacion
completa acerca del papel que desempefa la inoculacion con hongos ectomicorrizicos;

por ejemplo Xiao-Qin et al. (2012) reportaron que al coinocular plantas de Pinus
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thunbergii con el hongo ectomicorrizico Boletus edulis y la bacteria Bacillus cereus
HB12 o HB59 incrementa la actividad fotosintética cuando se inocula solo el hongo o
con la bacteria; aunado a esto Shi et al. (2017) reportaron que al coinocular tres
hongos ectomicorrizicos, Cenococcum geophilum, Laccaria amethystea y Pisolithus sp.
en Pinus thunbergii se incrementd hasta 3.8, 2.5, y 1.7 la tasa fotosintética que en
aquellas plantas que no fueron inoculadas. Wang et al. (2021) demostraron que la
inoculaciébn con hongos ectomicorrizicos incrementa la tolerancia al estrés por
desecacion critica y estimula la fotosintesis incrementando la produccion de azucares
no estructurales (los cuales funcionan como buffer en la tolerancia a la desecacién), el
hongo ectomicorrizico inoculado fue Suillus variegatus en Pinus tabulaeformis en dos
condiciones de desecacion (40 y 20 % de humedad), el hongo incrementd la tasa
fotosintética 133 y 100% respectivamente, al compararse con aquellos tratamientos sin
inocular. Aunado a esto existe un tiempo en el que se comenzd a observar un
incremento en la tasa fotosintética, autores como Zhang et al. (2019) observaron que
existe un tiempo para que se presenten diferencias en la tasa fotosintética y este lo
registraron a partir de los 62 dias al inocular Pinus densiflora con los hongos
ectomicorrizicos Laccaria japonica, Cenococcum geophilum, Pisolithus sp. y Suillus

luteus.

1.4.4 Contenido de clorofilas y carotenos

El presente trabajo presentd un incremento significativo (Tukey p< 0.05) en el
contenido de clorofila a, en las plantas inoculadas con Laccaria laccata y en las
coinoculadas con L+FN, con incrementos de 1.47 y 1.62 veces mas, respectivamente,

que las plantas sin inocular; las plantas inoculadas exclusivamente con cualquiera de
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las tres bacterias (C, FN y SF), no presentaron diferencias significativas al ser
comparadas con las plantas sin inocular. Para el caso de la clorofila b, las plantas que
presentaron diferencias significativas (Tukey p< 0.05) fueron aquellas plantas bajo los
tratamientos, L, L+C y L+FN, presentaron incrementos de 1.36, 1.34 y 1.60 veces mas
respectivamente en comparacion con las plantas sin inocular. Las clorofilas totales
presentaron diferencias significativas (Tukey p< 0.05) en las plantas coinoculadas con
el hogo ectomicorrizico L. Laccata y la bacteria A. brasilense FN con incrementos de
1.61 veces mas que las plantas sin inocular, las plantas inoculadas exclusivamente con
cualquiera de las tres bacterias C, FN y SF, no presentaron diferencias al comparar

con las plantas sin inocular (Cuadro 1.3).

El contenido de carotenos presentd diferencias significativas (Tukey p< 0.05) en las
plantas con el tratamiento L+FN con diferencias de 1.42 veces mas que las plantas sin
inocular. Cuando se inocularon las plantas exclusivamente con cualquiera de las tres

bacterias C, FN y SF, no existieron diferencias significativas (Cuadro 3.3).

La coinoculacion del hongo ectomicorrizico y las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal, incrementaron el contenido de pigmentos fotosintéticos como: clorofila a, b,
clorofilas totales y carotenos en aciculas de P. montezumae. Son escasas las
investigaciones realizadas sobre el papel de la coinoculacion con hongos
ectomicorrizicos y bacterias en el incremento del contenido de clorofilas y carotenos.
Szuba et al. (2019) inocularon plantas de Populus canescens con el hongo
ectomicorrizico Paxillus involutus, y registraron incrementos de clorofila a y un

incremento significativo de clorofila b de 1.67 veces mas que las plantas sin inocular.
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Cuadro 1.3. Contenido de clorofila a, b, total y carotenos en plantulas de Pinus
montezumae inoculadas con un hongo ectomicorrizico comestible, una cepa de
bacteria auxiliadora de la micorrizacién y dos cepas de bacterias promotoras del

crecimiento vegetal.

Tratamientos

Clorofila(mg-g™?)

Carotenos
a b Total (Hg-g™h)
Plantas sin inocular 30.23+1.60c 31.9+1.03c 62.1+2.63c 11.4+0.08c
Laccaria laccata (L) 44.6+1.32ba 43.7+0.20ba 88.3+x1.55b 14.3+0.30b
Cohnella sp. (C) 36.6x1.66bc 34.9+0.94c 71.7£2.60c 11.3+0.57c
Azospirillum brasilense (FN) 36.6+2.25bc 38.5+2.41bc 75.1+4.66c 11.8+0.48c
Azospirillum brasilense (SF) 36.2+0.76bc 37.3+0.79bc 73.5+1.55c 11.3+0.42c
L+C 38.5+2.28bc 43.0+0.61ba 81.6+2.89bc 14.1+0.10b
L+FN 49.0+2.48a 51.1+2.63a 100.1+5.10a 16.23+0.45a
L+SF 39.6+1.48b 42.7+0.42b 82.3+2.26bc 13.0+0.39bc

Valores con la misma letra en la misma columna son iguales, segun la prueba de Tukey (p <0.05). + el

error estandar de la media (n=7).

Yin et al. (2020) mencionan que cuando se coinocula Pinus sylvestris var. mongolica

con el hongo ectomicorrizico Suillus luteus en condiciones de estrés por salinidad,

disminuye la concentracion de estos pigmentos fotosintéticos en plantas micorrizadas

comparado con las plantas sin inocular. Actualmente se tiene conocimiento que los

hongos ectomicorrizicos confieren tolerancia al estrés por salinidad y estos a su vez

incrementan la concentracion de clorofilas; Bay et al. (2021) inocularon plantas de

Quercus mongolica con dos especies de hongos ectomicorrizicos, Gomphidius viscidus

y Suillus luteus bajo condiciones de estrés por NaCl, las plantas incrementaron la
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concentracion de clorofilas de 1.29 y 1.09 veces mas que las plantas sin inocular,

principalmente en plantas inoculadas con G. viscidus.

1.4.5 Contenido de macronutrientes

Se registré un incremento en la cantidad de N presente en P. montezumae coinoculado
con A. brasilense (FN), tanto en parte aérea, raiz y total con resultados de 6.26, 9.24 y
7.73 veces mas que las plantas sin inocular (Tukey p< 0.05). Los tratamientos de L,
L+C y L+FN presentaron incrementos superiores que las plantas sin inocular (Cuadro
3.4). Se presentd un incremento de P en los tratamientos de L, L+C, L+SF y L+FN
siendo este ultimo el que presenté un incremento superior en parte aérea, radical y
total de 6.54, 7.18 y 6.82 respectivamente, mas que las plantas sin inocular. El
contenido de K estuvo presente en los tratamientos L, L+C, L+SF y principalmente en
L+FN presentando un incremento en parte aérea, raiz y total de 18.78, 11.0 y 15.8
veces respectivamente mas que las planta sin inocular. Para el contenido de Ca las
plantas que se encontraban inoculadas con los tratamientos L, L+C, L+SF y L+FN solo
o0 coinoculado con cualquiera de las bacterias L+C, L+SF y L+FN mostraron altos
contenidos, en comparacion con las plantas sin inocular (Tukey p< 0.05) (cuadro 1.4).
Las plantas inoculadas exclusivamente con alguna de las tres bacterias no presentaron
diferencias significativas en el incremento de nutrientes N, P y K, al compararlas con
las plantas sin inocular. Cabe resaltar que el tratamiento L+ FN presentd un sinergismo
en la cantidad de N en parte aérea y raiz, cuyo valor fue de 6.2 y 9.2 veces mayor que
las plantas sin inocular respectivamente (Cuadro 1.4).

En el caso de Ca se registr6 un sinergismo en el tratamiento L+FN en parte aérea,

radical y total de 6.83, 6.58 y 6.64 veces respectivamente mas que las plantas sin
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inocular, para el caso de Mg los tratamientos que se encontraban inoculados
exclusivamente con el hongo comestible L. laccata (L) y aquellos coinoculados con el
hongo y la bacteria, L+C, L+FN y L+SF mostraron las mejores diferencias significativas
(Tukey p< 0.05) (Cuadro 3.4). La mayoria de los nutrientes estan disponibles sélo
después de la descomposicion de la materia organica, ya que se encuentran unidos a
formas organicas. Este proceso involucra la participacion de los hongos
ectomicorrizicos y bacterias (Haas et al., 2018). Previamente se ha investigado y
demostrado la importancia de la adquisicion de N, P y K en plantas ectomicorrizadas
(Smith y Read, 2008). En esta investigacion se obtuvo incremento de nitrégeno y
fésforo en plantas de P. montezumae que se inocularon con el hongo Laccaria laccata
o coinoculado con la cepa bacteriana FN. La inoculacion con hongos ectomicorrizicos y
bacterias incrementa la absorcion de nutrientes principalmente de nitrogeno y fésforo
en diversas especies de plantas, esto también fue demostrado por Araujo et al. (2018)
ya que coinocularon Quercus suber L. con dos tipos de bioinoculates, compuestos por
hongos ectomicorrizicos y bacterias promotoras del crecimiento vegetal. ElI primero
estaba constituido por dos hongos ectomicorrizicos, P. tinctorius y Scleroderma sp.
junto con, cepas de Bacillus y Streptomyces; el segundo inoculante contenia el hongo
ectomicorrizico Suillus granulatus y la bacteria Mesorhizobium sp, como resultado
obtuvieron un incremento en la eficiencia del N de hasta 2.4 veces mayor que el
registrado en las plantas control, para el caso del fosforo (P), el tratamiento de Suillus
granulatus y la bacteria Mesorhizobium sp. incremento en la eficiencia del fosforo hasta

2.5 veces mas que las plantas control.
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Cuadro 1.4. Contenido total de macronutrientes en raiz parte aérea y raiz, N, P, K, Ca
y Mg de plantas de Pinus montezumae inoculadas o no con un hongo ectomicorrizico
comestible, una cepa de bacteria auxiliadora de la micorrizacion y dos cepas de

bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

N P K Ca Mg
mg
Plantas sin
inocular 1.96+0.29¢  0.48+0.07c 0.37+0.05¢c 0.75#0.11c 0.86+0.13b
Aérea 1.4+0.20c  0.37+0.05b 0.23+0.03d 1.16+0.17c 0.97+0.14c
Raiz 3.36+0.48d 0.85+012c 0.6%+0.09d 1.92+0.28¢c 1.83%0.26b
total

L. laccata (L)

Aérea 9.59+0.05b  2.28+0.11ba 5.17+0.024b 3.73+0.17ba 4.77+0.22a
Raiz 9.43+0.40b  2.53t+0.11a 1.88+0.08b 6.26+0.26ba 5.72+0.24ba
total 19.01+0.39b 4.82+0.17ba 7.05+0.27b 9.99+0.35b 10.49+0.37a
Cohnella sp. (C)

Aérea 1.82+0.08c  0.35+0.02¢c 0.67+0.03c 1.39+0.06¢c 1.72+0.08b
Raiz 2.65+0.29c  0.53#0.06b 0.82+0.09c 1.68+0.19c 1.62+0.18c
total 4.48+0.32d  0.88+0.06c 1.49+0.10dc 3.07+0.21c 3.34+0.21b
A. brasilense (FN)

Aérea 2.08+0.29c  0.56+0.08c 1.48+0.21c 1.47+0.20c 1.89+0.26b
Raiz 2.45+0.29c  0.88+0.10b 0.9+0.11c  2.52+0.30c 2.17%0.26¢C
total 4.53+0.57d 1.44+0.18c 2.38+0.31c 3.99+0.49c 4.06+0.51b
A. brasilense (SF)

Aérea 2.14+0.19c  0.57£0.05c 0.90+0.08c 1.26+0.11c 1.54+0.14b
Raiz 2.03+0.37c  0.81+0.15b 0.65+0.12dc 2.16+0.39c 1.87+0.34c
total 4.17+0.56d 1.38+0.20c 1.55+0.20dc 3.42+0.51c 3.41+0.48b
L+C

Aérea 7.16+0.99b  2.361+0.32ba 4.73+0.25b 4.21+0.58ba 5.66+0.78a
Raiz 2.02+0.14b  2.46+0.17a 1.99+0.15ba 5.35+0.37b 5.26+0.36b
total 9.18+1.11c  4.82+0.48ba 6.72+0.34b 9.56+0.92b 10.92+1.11a
L+FN

Aérea 12.28+0.92a 3.14+0.29a 6.95+0.65a 5.13+0.48a 5.38+0.50a
Raiz 12.94+0.96a 2.66+0.20a 2.53+0.19a 7.64+0.57a 7.06+0.53a
total 25.2240.30a 5.8+0.21a  9.48+0.53a 12.76+0.41a 12.44+0.39a
L+SF

Aérea 8.57+0.50b  2.14+0.13b 3.80+0.22b 3.43+0.20b 4.38+0.26a
Raiz 8.95+0.88b  2.07+0.20a 1.99+0.20ba 5.48+0.57ba 5.69+0.56ba
total 17.52+1.17b 4.2+0.28b  5.79+0.34b 9.27+0.68b 10.08+0.70a

Valores con la misma letra en la misma columna son iguales, segun la prueba de Tukey (p < 0.05). £
error estandar de la media (n=4).
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Resultados similares se obtuvieron en esta investigacion, en la que se registro
incrementos de nitrégeno en plantas inoculadas con el hongo comestible L. laccata y la
bacteria A. bresilense (FN). Pohjanen et al. (2014), observaron que al inocular plantas
de Pinus sylvestris L. con dos hongos ectomicorrizicos Pisolithus tinctorius (Pt), Suillus
variegatus y la bacteria Methylobacterium extorquens DSM13060 (MB) incremento la
concentracion de P, cuando se inocula exclusivamente (Pt) o cuando se coinoculd
Pt+MB, tanto en parte area como en raiz, en comparacion con el control. Ademas,
Rodriguez-Gutiérrez et al. (2019) demostraron que al inocular Laccaria bicolor y la
bacteria Pseudomonas fluorescens en P. montezumae se incrementa la concentracion
de K total, con resultados de 51.4 mg en comparacion de las plantas no inoculadas que
presentaron un total inferior de 32.1 mg. De igual manera en investigaciones previas
como las realizadas por Dominguez-Nufiez et al. (2015) observaron que al inocular
hongos ectomicorrizicos comestibles como las Trufas negras Tuber melanosporum Vitt.
co-inoculada con Pseudomonas fluorescens CECT 844 en Pinus nigra, potencializa la
concentracion de fésforo en plantas coinoculadas con el hongo y la bacteria en
comparacién con aquellas que no se inocularon; resultados similares se obtuvieron

para K.

En esta investigacién se reporta la transferencia e incremento de Mg y Ca tanto en
parte aérea, radical y total, al coinocular L. laccata con la bacteria promotora de la
micorrizacion A. brasilense. Ahonen et al. (2003), mencionan que al inocular los
hongos ectomicorrizicos de Laccaria bicolor y Hebeloma cf. longicaudum (Pers.: Fr.) en
Pinus sylvestris se incrementa la presencia de Mg sélo en plantas inoculadas con

Laccaria bicolor. Aunado a esto Arteaga-Leon et al. (2018), mencionan que al inocular
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Helvella cf. lacunosa y Hebeloma mesophaeum en Pinus ayacahuite se incrementa el
contenido de Ca en la parte aérea, esta fue de 3.30, 2.64 y 2.37 veces en plantas
inoculadas con H. lacunosa, pero no existieron diferencias en comparacion con

aquellas plantas sin inocular.

1.4.6 Porcentaje de raices micorrizadas

Al inocular el hongo ectomicorrizico o coinoculado con cualquiera de las tres bacterias
C, FN y SF en P. montezumae se registr6 un mayor porcentaje de raices finas vivas
micorrizadas, principalmente en los tratamientos L+C, L+FN y L+SF en comparacién
con las plantas sin inocular, con porcentajes de 54 %, 60 %, 59 % y 53 %
respectivamente, que en aquellas plantas que se inocularon exclusivamente con
cualquiera de las tres bacterias y las plantas sin inocular (Cuadro 1.5). Las plantas
inoculadas con cualquiera de las tres bacterias C, FN, SF y plantas sin inocular
presentaron los mayores porcentajes de las raices cortas no micorrizadas vivas y
muertas. Cabe sefalar que las plantas vivas micorrizadas presentaron morfotipos
caracteristicos de Laccaria laccata y estructuras diagndsticas, como red de Hartig,

manto y micelio externo (Cuadro 1.5) (Figura 1.3 B, C, Dy E).

La presencia de colonizacibn ectomicorrizica en las raices de las plantas a
consecuencia de la interaccibn con hongos ectomicorrizicos y bacterias es un
componente clave de los efectos benéficos sobre el desarrollo de las plantas (Noirot-
Gros et al.,, 2018). El porcentaje de micorrizacion fue alto cuando se inoculé con L.
laccata y también cuando se coinoculd6 con el hongo ectomicorrizico y las tres

bacterias.
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Cuadro 1.5. Porcentaje de raices cortas micorrizadas, no micorrizadas, muertas y
vivas de plantas de Pinus montezumae y un hongo ectomicorrizico comestible, una
cepa de bacteria auxiliadora de la micorrizacion y dos cepas de bacterias promotoras
del crecimiento vegetal.

Raices vivas (%) Raices muertas (%)

No

Tratamientos

Micorrizadas

No micorrizadas

Micorrizadas micorrizadas

Plantas sin inocular  2.75+0.25b 84.60+0.77a 1.88+0.27b 10.74+0.96ba
L. laccata 54.54+2.49a 12.08+2.59¢c 24.33+3.57a 7.52+2.41ba
Cohnella sp. (C) 12.89+£7.85b 66.8+6.27ba 1.82+0.59b 18.35+8.79ba
A. brasilense (FN) 12.95+5.37b 71.2+5.95ba 4.57+0.98b 11.27+1.77ba
A. brasilense (SF) 5.27+1.29b 58.58+4.31b 5.19+1.37b 27.4715.19a
L+C 60.79+0.48a 5.87+0.88c 26.51+1.96a 5.94+1.11ba
L+FN 59.1+3.23a 12.4+21.89c 20.5+4.34a 8.06%1.72b

L+SF 53.38+7.30a 11.68+2.87c 23.66+2.72a 11.12+1.94ba

Valores con la misma letra en la misma columna son iguales, segun la prueba de Tukey (p < 0.05). * el
error estandar de la media (n=3).

La presencia de raices micorrizadas es indicio de la presencia de la simbiosis
micorrizica. Shinde et al. (2019) registraron que la coinoculacion con la bacteria
Pseudomonas fluorescens y Laccaria bicolor en Populus tremuloides incremento la
cantidad de raices finas micorrizadas hasta 1.7 veces mas que las plantas sin inocular.
Araujo et al. (2018), observaron incrementos en el porcentaje de micorrizacion en
Pinus pinea L. en los tratamientos inoculados con Pisolithus tinctorius y cuando se
encontraban coinoculados P. tinctorius con Bacillus subtilis existieron diferencias
significativas de hasta 145 y 1.37 mayores que las plantas sin inocular

respectivamente.
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A Plantas inoculadas con
AR TN

Plantas sin Azospirillum Laccaria
inocular brasilense (FN) laccata (L)

Figura 1.3. Imagenes generales del experimento. A) Efecto de la coinoculacion de
Pinus montezumae con el hongo comestible ectomicorrizico Laccaria laccata (L) y la
bacteria A. brasilense (FN) después de un afo. Plantas sin inocular y coinoculacién
con L+FN; B) Raices micorrizadas de P. montezumae con L. laccata; C) Morfotipo
caracteristico de L. laccata, raices diferenciadas por el hongo ectomicorrizico; D) Corte
transversal de raiz secundaria micorrizada; E) Estructuras diagndsticas de una raiz
ectomicorrizada: rh) Red de Hartig, m) manto y me) micelio externo.
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1.5 CONCLUSIONES
El presente trabajo demostr6 que la coinoculaciéon con el hongo ectomicorrizico
comestible L. laccata con dos bacterias promotoras del crecimiento vegetal A.
brasilense solubilizadora de nitrégeno (FN), A. brasilense solubilizadora de fosfato (SF)
y la bacteria auxiliadora de la micorrizacion Cohnella sp. en Pinus montezumae
mejoraron el crecimiento y estado fisiolégico como, tasa fotosintética, clorofila a, b y
carotenos e incremento del contenido de N, P y K. El tratamiento L+FN presentd un
sinergismo en el contenido de N, tanto en parte area, raiz y total; igual en las variables
fisiologicas como tasa fotosintética donde mostro resultados de hasta 29.93 superiores
a las plantas sin inocular. El efecto se atribuye al porcentaje de micorrizacién que va
del 53 al 60 % y a la coinoculacién con la bacteria A. brasilense (FN), por lo que
proponemos que la coinoculacion con hongos comestibles ectomicorrizicos y bacterias
auxiliadoras de la micorrizacion A. brasilense (FN), como una alternativa viable en la
produccion de plantas de vivero y mejoramiento fisioldégico de P. montezumae, el cual

es una de las especies mas utilizadas para la reforestaciéon en México.
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CAPITULO Il. EFECTO DE LA INOCULACION CON UN HONGO COMESTIBLE
ECTOMICORRIZICO Y UNA BACTERIA AUXILIADORA DE LA MICORRIZACION EN
LA TOLERANCIA AL ESTRES POR AUMENTO DE TEMPERATURA
2.1 RESUMEN
Los hongos ectomicorrizicos establecen interacciones simbioticas con las raices de los
pinos y grupos de bacterias especificos. Estos microrganismos tienen la capacidad
incrementar la adquisicion de nutrientes y de modificar la fisiologia de las plantas a
través del incrementd de la fotosintesis, clorofilas. Ademas, ayudan a las plantas a
tolerar diversos tipos de estrés. Actualmente el calentamiento global esta propiciando
la pérdida de la biodiversidad, en el planeta y principalmente los bosques de Pinus de
México y del mundo, debido al posible incrementé de temperatura en el planeta de
hasta 2 °C segun lo predicho por diversos modelos, por lo que al coinocular un hongo
ectomicorrizico comestible Laccaria bicolor y una bacteria auxiliadora de la
micorrizacion Cohenlla sp., se incrementd la tolerancia al estrés por calor. Los
resultados obtenidos para las plantas inoculadas y coinoculadas con HEM L. bicolor y
la bacteria auxiliadora de la micorrizacion (C) bajo tres distintas temperaturas
(T1=Temperatura baja (27°C); T2=Temperatura media (29°C); T3= Temperatura alta
(32°C)). mostraron un incremento de la materia seca al coinocular el HEM comestible
L. bicolor y la bacteria (L+C) al comparar con las plantas sin inocular de hasta 5.2, 5.0
y 8.8, veces mas respectivamente para cada una de las tres condiciones de
temperatura; para el caso de la tasa fotosintética, se registraron incrementos en las
plantas inoculadas exclusivamente con el HEM L. bicolor y en aquellas coinoculadas

con la bacteria (C), registramos un incremento en plantas coinoculadas con L+C que
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estuvieron bajo la condicién de temperatura alta en comparacion con las plantas sin
inocular que estuvieron bajo las tres diferentes temperaturas, de hasta 7.7, 6.3 y 5.7
veces mas respectivamente. Con esta investigacion demostramos la importancia de la
inoculacién con hongos ectomicorrizicos en el mejoramiento de las caracteristicas
fisioldgicas de crecimiento y nutrimentales de plantas de Pinus greggii bajo estrés por

aumento de temperatura.

2.2 INTRODUCCION

Los microorganismos de la rizosfera pueden ser benéficos, nocivos o neutros para el
crecimiento y salud de las plantas (Garcia-Lemos et al., 2019). Solo un gramo de suelo
puede albergar cientos de metros de micelio de hongos, billones de bacterias y miles
de especies, ademas existe un conocimiento de las acerca de los microorganismos del

suelo y su funcionamiento en los ecosistemas (Fernandez et al., 2021).

Las funciones de los ecosistemas boscosos estan determinadas por, la
descomposicion de la materia organica, la adquisicion de nutrientes y la protecciéon
contra las enfermedades de las plantas, las cuales estan determinadas por

microrganismos del suelo, principalmente los hongos del suelo, (Likulanga et al., 2021).

El 90% las especies de plantas superiores establecen una simbiosis denominada
micorriza (Gorka et al., 2019; Read et al., 2000). La ectomicorriza es una simbiosis que
se establece entre las raices de las plantas y hongos especificos del suelo, las plantas
hospederas proporcionan carbono a los socios fungicos a través de fotoasimilados
(exudados radicales). A cambio, reciben una variedad de servicios como: mejoramiento

de la absorcién de agua y nutrientes, proteccién contra patégenos del suelo y metales
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pesados (Pickles et al., 2012). Existe un gran numero de bacterias que interactian con
los hongos ectomicorrizicos, estas son denominadas bacterias auxiliadoras de la
micorrizacion. Algunas han sido aisladas dentro del manto de diversos hongos
ectomicorrizicos (Poole et al., 2001) y se caracterizan por presentar diversos beneficios
para la simbiosis ectomicorriza-planta como son: produccién de hormonas, vitaminas,

acidos organicos y ademas propician el desarrollo del micelio (Krupa y Kozdroj, 2007).

Ademéas de los microrganismos existen otros factores externos que afectan el
desarrollo de las plantas, el clima influencia, el crecimiento de las especies, siendo un
factor determinante, en la distribucion y la funcién de los ecosistemas, por lo que es
probable que en el futuro los cambios del clima generen la perdida de la biodiversidad,
provocando cambios en la distribucién del habitat, propiciando un mayor riesgo en la

extincion de plantas en peligro (Guo et al., 2017).

El clima del planeta tierra es determinado por complejas interacciones entre el sol, el
océano, la atmosfera, la criésfera, la superficie de la tierra y la bidsfera, siendo el sol la
principal fuerza impulsora del tiempo y el clima, la energia del sol se distribuye desigual
en la superficie de la tierra debido a la inclinacion del eje de rotacion de la tierra (Ebi et

al., 2003; Querejeta et al., 2021).

El cambio climético esta ejerciendo presion en, plantas y animales debido a un posible
incremento en la temperatura global (0.2 °C) y en la concentracion de CO2, lo que
generara cambios en la atmosfera y regimenes de precipitacion, lo que generara
efectos en la estructura y funcion de los arboles del planeta (Pandey, 2021; Querejeta

et al., 2021). La Convencion Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico

37



(CMNUCC), en su articulo uno, define el cambio climatico como “cambio de clima
atribuido directa o indirectamente a la actividad humana que altera la composicion de
la atmosfera global y que se suma a la variabilidad natural del clima observada durante

periodos de tiempo comparables” (IPCC, 2013).

Desde la revolucién industrial, las emisiones de gases de efecto invernadero han
aumentado significativamente debido las actividades humanas como produccion de
energia, manufacturacién industrial y a las emisiones de gases por el uso de vehiculos
(Wang y Gu, 2021). Esto esta generando profundos efectos en los procesos ecolégicos
y de biodiversidad, por lo tanto, en el funcionamiento de los ecosistemas y el bienestar

humano (Zellweger et al., 2020).

El calentamiento del clima impacta la productividad y funcion de los ecosistemas
boscosos del mundo con temperatura limitada, mientras esto ha causado una
mortalidad generalizada, relacionada con la sequia en la mayoria de los biomas. La
sequia estda generando una importante inestabilidad temporal sobre los bosques
durante las ultimas décadas (Camarero et al., 2021). Aunado a esto las constantes
altas temperaturas pueden causar cambios morfoanatémicos en las plantas, afectando
su desarrollo y crecimiento. Los efectos negativos del estrés por aumento de
temperatura promueven la desnaturalizacion de las proteinas, incrementando los
fluidos de la membrana lipidica lo que ocasiona la pérdida de la integridad de la

membrana (Nogales et al., 2020).

La mortalidad de los arboles del bosque esta relacionada con el calentamiento global

del clima, esto ocurre ampliamente, afectando los procesos involucrados en la
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produccion de semillas de los arboles directa e indirectamente por perturbaciones
ambientales, incluyendo cambios en la temperatura (Moler et al., 2021). Se espera que
los climas extremos (sequias, olas de calor y tormentas de lluvia) se vuelvan mas
comunes en el futuro, aunque la alta productividad y biodiversidad primaria de los
bosques puede ayudar a mitigar el cambio del clima y los climas extremos (Zhou et al.,

2021).

México es el segundo centro de diversificacion del género Pinus con 49 especies de
las 120 registradas a nivel mundial entre las cuales el 55 % son endémicas.
Actualmente las especies nativas de Pinus han ganado mucho interés y gradualmente
se han incorporado a los programas de reforestacion, por estar mejor adaptadas a las
condiciones nativas y muchas de ellas estan en peligro de extincion (Lopez-Gutiérrez

et al., (2018).

Pinus greggii es una especie endémica de México y es uno de los arboles de mayor
valor econémico para las poblaciones humanas que habitan en zonas aledafas. Se
aprovecha para la obtencién de madera para la industria del aserrio y localmente para
la obtencion de postes para cercas, lefia y combustible (Figura 2.1) (Ramirez-Herrera

et al., 2005).
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Figura 2.1. Estructuras caracteristicas de Pinus greggii como conos y aciculas.
Tomado de (Arboleslacalma).

El calentamiento global puede alterar las comunidades y estructuras de varios
organismos, estos pueden dar lugar a efectos de retroalimentacion positivos o
negativos sobre el crecimiento de las plantas (Kitagami y Matzuda, 2020). El trabajo
tuvo como objetivo principal evaluar el efecto de la inoculacion con un hongo
comestible ectomicorrizico Laccaria bicolor y una bacteria auxiliadora Cohnella sp. en

plantas de Pinus greggii Englem. bajo condiciones de estrés por temperatura.
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2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Disefio de moédulos de temperatura

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Micorrizas e invernaderos del Colegio
de Postgraduados, Campus Montecillo, Estado de México. Se elaboraron tres
diferentes modulos con la finalidad de alcanzar diferentes temperaturas: temperatura
ambiente, temperatura media y temperatura alta. El Modulo de temperatura ambiente,
se fabricd sobre una cama forestal, en cada extremo se colocaron postes de madera
delgada, con una altura de un metro cada uno, se cubrieron de madera a madera con
hule trasparente con la finalidad de generar tres paredes externas y un techado, este
modulo se mantuvo a la intemperie, permitiendo que estuvieran solo en contacto de la
temperatura ambiente (Figura 2.2, a)). EI Modulo de temperatura media so6lo consto de
una cama forestal, la cual estaba dentro de un invernadero con cubierta de hule
(Figura 2.2, b)). EI médulo de temperatura alta se instald en el interior de un
invernadero cubierto por hule, se realizé sobre una cama forestal, se le colocaron en
cada extremo de la cama forestal unos postes, con la finalidad de crear un modulo
cubierto en su totalidad de hule con paso de aire, el cual incremento la temperatura

(Figura 2.2 ¢)).

Para evaluar la temperatura generada en cada modulo se colocaron dataloggers marca
Watch Dog® con sensor de temperatura, durante 365 dias, con evaluaciones cada dos

horas. La temperatura presentada es el promedio diario de los 365 dias.
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Figura 2.2. Modulos de las diferentes temperaturas. a) Modulo de
temperatura ambiente; b) Modulo temperatura media; ¢) Modulo temperatura
alta; d) Dataloggers utilizado en los médulos.

2.3.2 Material vegetal e in6culo

Las semillas de Pinus greggii Englem provenian de la zona limitrofe el estado de
Morelos y el estado de México. Las semillas se esterilizaron con peréxido de hidrégeno
(H202) a 30 % durante 20 minutos, posteriormente se enjuagé tres veces con agua
destilada estéril previo a la siembra. Para la preparacion del inéculo, se utilizaron

esporomas del hongo comestible ectomicorrizico Laccaria bicolor colectados en
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bosque de Pino-Encino del municipio de Ozumba Estado de México de la siguiente
manera: se cortaron los estipites, se deshidrataron a 35 ‘C durante 48 horas en un
deshidratador de frutas Jersa®. Posteriormente, se molieron en un molino eléctrico y
para obtener un tamafo de particula homogéneo se paso a través de un tamiz de 1mm

de apertura. El in6culo asi obtenido se almaceno a una temperatura de 5 °C.

2.3.3 Establecimiento del experimento

La siembra del material vegetativo se efectué de forma directa y se realiz6 a una
profundidad de dos centimetros para Pinus greggii. Se utilizaron contenedores
forestales tipo tubete de plastico negro de 13.0 cm3. El sustrato utilizado fue una
mezcla de arena de rio, corteza de pino y suelo forestal en una proporcién de 2:2:1;
este se esterilizd con vapor de agua a una presion de 1.3 kg:cm? y una temperatura de
125 °C durante 5 horas, esto se realiz6 en dos ocasiones. La inoculacion se realizo con
el inoculo fungico deshidratado, con 1.5 g por planta; la inoculacion se realizé en dos
ocasiones, la primera 15 dias antes de la siembra y la segunda 90 dias después de la
primera inoculacién. Cada planta se inoculé con una concentraciéon de 107 y 108

esporas de Laccaria bicolor.

2.3.4 Cultivo bacteriano

La cepa bacteriana Cohnella sp. (C) fue obtenida del cepario del area de Microbiologia
del Colegio Postgraduados, Campus Montecillo La cepa fue cultivada en caldo nutritivo
Merck®, en movimiento constante a 28 °C hasta alcanzar una concentracién de 108
UFC mL. El cultivo bacteriano se centrifugé a 7000 rpm y se eliminé el sobrenadante,

al concentrado bacteriano se le dieron tres lavados con agua destilada estéril para
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eliminar los restos del medio de cultivo y después se resuspendié en agua destilada
estéril para dejarlo a la misma concentracion de 108 UFC/mL. Se aplicaron tres
mililitros de la suspension bacteriana a cada planta en las primeras horas del dia y no

se regaron en tres dias para evitar la pérdida de las bacterias con el riego.

2.3.5 Disefio experimental y variables evaluadas

Se utilizé un disefio de bloques al azar que consta de cuatro tratamientos: i) plantas sin
inocular (PSI) y plantas inoculadas con; ii) Laccaria bicolor (L); iii) Cohnella sp. (C); iv)
coinoculacion (L+C). Cada tratamiento constdé de 24 réplicas, por lo que en total se
tuvieron 96 unidades experimentales, cada una constituida por una planta. Los datos
de las variables evaluadas se sometieron a un andlisis de varianza y prueba de
comparaciéon de medias (Tukey p< 0.05), con base en un modelo factorial 3x4 Tukey

con el paquete estadistico Statistical Analysis System [SAS Institute Inc.], 2009.

2.3.5.1 Variables diamétricas

Se midio el diametro del tallo con un vernier digital a los 180 y 360 dias después de la
siembra (dds), para ello se seleccionaron 20 plantas al azar por tratamiento. En el caso
de la altura se midi6 en tres periodos 60, 180 y 360 dias (dds) y se tomaron 20 plantas
al azar por tratamiento. Para la evaluacion de biomasa se tomaron ocho plantas al azar
por tratamiento para determinar peso seco de raiz, parte aérea y total; las muestras se
deshidrataron durante tres dias a una temperatura de 70 °C hasta tener valores

constantes, se peso por separado la parte aéreay la parte radical.
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2.3.5.2 Tasa fotosintética

La asimilacion de CO: se evalué en siete plantas al azar por tratamiento, las
evaluaciones fueron realizadas utilizando el analizador de CO:2 y temperatura

(TELAIRE TEL-7001) en invernadero.

2.3.5.3 Contenido de clorofila

El contenido de clorofila a, b, total y carotenos, se determind por el método de Zhang
(1986). Se tomaron 7 plantas por tratamiento, posteriormente se pesaron 0.05 g de
aciculas por pino, se cortaron en pequefios trozos, los cuales se colocaron en un
mortero, se le agregaron 10 mL de acetona, se maceraron y se filtraron con papel filtro
Whatman ndmero 42. Todo el procedimiento se realiz6 en condiciones de muy baja
luminosidad. Finalmente, la solucidn obtenida se coloc6 en una celda de cuarzo de 3.5
mL para su andlisis en el espectrofotbmetro Hewlett Packard® 8453, siguiendo la
metodologia propuesta por Zhang (1986). Se realizaron lecturas de absorbancia a las
siguientes longitudes de onda: 663 nm, 647 nm y 470 nm y mediante las ecuaciones

de Lichtenthaler (1987) se obtuvieron la concentracion de clorofilas y carotenos:

Clorofila a = (12.25 x Assanm) - (2.79 X Asaznm) mg/L

Clorofila b = (21.5 x Asa7nm) - (5.1 X Assanm) Mg/L

Clorofila total = (7.15 X Aesanm) + (1.87 X Asaznm) mg/L

Carotenos = (1000 x As7onm) - (1.82 x Clorofila a) — (85.2 x Clorofila b) mg/L

198
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2.3.5.4 Colonizacién ectomicorrizica

Para evaluar la colonizacion ectomicorrizica, se tomaron al azar tres plantas inoculadas
con Laccaria laccata y tres plantas sin inocular. Posteriormente, se separ0 la parte
aérea de los cepellones con la parte radical. El cepellon se lavé para obtener la raiz. El
conteo de raices cortas micorrizadas, no micorrizadas muertas se realizé con la ayuda
de un estereoscopio Leica EZ4. El porcentaje de micorrizacion se obtuvo calculando la
proporcion de raices cortas micorrizadas, con relacién al numero total de raices cortas
de cada planta. Los valores de colonizacion micorrizica, expresados como porcentajes,

se transformaron y se utilizé el logaritmo natural en los andlisis de varianza.

2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

Se registraron variaciones en la temperatura dentro de cada uno de los médulos que
varian segun el mes en el que se evaluaron, de acuerdo con la estacionalidad anual.
En el médulo de alta temperatura se registré una temperatura promedio anual de 32°C
(T3), en el médulo de temperatura media se registré una temperatura promedio anual
de 29°C (T2) y en el modulo de temperatura ambiente, se registré un promedio anual

de 27°C (T1) (Figura 2.1).

Los organismos en la naturaleza estdn sujetos a estrés por calor debido a las
fluctuaciones de temperaturas diarias y estacionales, la temperatura afecta el
crecimiento, la reproduccién y la distribucion de los organismos (Ferreira et al., 2005).
Los modelos del cambio climatico predicen grandes aumentos de la temperatura y

déficit de presion de vapor atmosférico, como consecuencia del calentamiento global
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antropogénico que ird acompafnado de reducciones en la cantidad y frecuencia de las

precipitaciones (Querejeta et al., 2021).

En el caso de la temperatura registrada se presentaron diferentes temperaturas que
van desde los 27°C a los de 32°C dependiendo del médulo, simulando los modelos de
temperatura que marcan aumentos en la temperatura del planeta, estos aumentos son
mencionados por el Panel Intergubernamental para el Cambio Climético, por sus siglas
en inglés (IPCC) menciona, que el calentamiento global antropdégeno estimado
aumenta actualmente a 0.2 °C (rango probable entre 0.1 °C y 03 °C) por decenio como
consecuencia de las emisiones anteriores y actuales; con un nivel de confianza alto,

estos incrementos se simularon en esta investigacion en un lapso de 365 dias.
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Figura 2.3. Temperaturas registradas en un periodo de 365 dias, son el promedio
anual de temperaturas, dentro de cada uno de los médulos; T1, 27°C; T2, 29°C y T3,
32°C. Las letras representan cada mes del afio; e=enero; f=febrero; m=marzo; a=abril;
m=mayo; j=junio; j=julio; a=agosto; s=septiembre; o=octubre; n=noviembre;
d=diciembre.

2.4.1. Peso seco de plantas de P. greggii

Se registré un incremento significativo del peso seco de parte aérea de plantas de P.
greggii coinoculadas con la bacteria Cohnella sp. y el hongo ectomicorrizico comestible
L. bicolor bajo tres diferentes de temperaturas, con valores de hasta 5.22, 5.0 y 8.84,
veces mas respectivamente que las plantas sin inocular. Las plantas inoculadas
exclusivamente con la bacteria no presentaron diferencias significativas (Tukey p<

0.05) entre las diferentes temperaturas. Con respecto al peso seco de la parte radical
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se registro un incremento en las plantas coinoculadas con L+C en las condiciones de
temperatura T1 y T3 al ser comparado con las plantas sin inocular. Las plantas
inoculadas exclusivamente con la bacteria que estuvieron bajo las tres condiciones de
temperatura no presentaron diferencias significativas (Tukey p< 0.05) al ser
comparadas con las plantas sin inocular. Se presentdé un aumento significativo de la
materia seca total en las plantas coinoculadas con el hongo ectomicorrizico L. bicolor y
la bacteria Cohnella sp. en las tres diferentes temperaturas T1, T2 y T3 con valores de
5.48, 3.64 y 5.97 veces mas respectivamente que las plantas sin inocular, para las
plantas que se encontraban inoculadas exclusivamente con la bacteria Cohnella sp. no
presentaron diferencias significativas (Tukey p< 0.05) entre las diferentes condiciones

de temperatura ni al comparar con las plantas sin inocular de T1, T2 y T3 (Cuadro 2.1).
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Cuadro 2.1. Materia seca de plantas de Pinus greggii con distintos tratamientos de
inoculacion con un hongo comestible ectomicorrizico, una cepa de bacteria auxiliadora
de la micorrizacion y dos bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

Peso (9)
Tratamientos Parte aérea Raiz Total
Plantas sin inocular
T1 0.22+0.02ef 0.32+0.03d 0.54+0.04f
T2 0.23+0.01ef 0.27+0.02d 0.50+0.02f
T3 0.13+0.01f 0.32+0.02d 0.44+0.03f
Pi con Cohnella (C)
T1 0.23+0.01ef 0.28+0.01dc ~ 0.5+0.01f
T2 0.17+0.02ef 0.32+0.02d 0.5%0.03f
T3 0.15+0.01ef 0.29+0.03d 0.43+0.03f
Pi con L. bicolor (L)
T1 0.57+0.03ed 0.72+0.06dc 1.28+0.09de
T2 0.66+0.09ef 0.66+0.03dc ~ 1.32+0.10bc
T3 1.02+0.10bac = 1.06+0.01bc  2.08%0.20bc
Pi con L+C
T1 1.44+0.20a 1.50+0.18a 2.96+0.36a
T2 0.78+0.06bdc  1.04+0.16bc  1.82+0.21ba
T3 1.15+0.18ba 1.48+0.18ba  2.63+0.29ba

La inoculacién bacteriana se realiz6 90 dias después de la siembra de P. greggii, las plantas estuvieron
bajo tres diferentes condiciones de temperatura T1, 27 °C, T2, 29°C y T3, 32°C. Valores con la misma
letra en la misma columna son iguales segun la prueba de Tukey (0.05). + Error estandar de la media
(n=8).

Esta investigacion es una de las primeras en México en evaluar el efecto de la
inoculacién de plantas de Pinus con un hongo ectomicorrizico y una bacteria
auxiliadora de la micorrizacién bajo tres diferentes temperaturas, en este trabajo las
plantas estuvieron expuestas bajo un periodo de tiempo a temperaturas de 32 °C.
Atribuimos incremento de biomasa en las plantas de Pinus greggii al efecto de la
inoculacion con el hongo ectomicorrizico L. bicolor y la bacteria auxiliadora de la
micorrizacion Cohnella sp. El calentamiento global es un factor que impacta

significativamente las especies residentes de los bosques lo que estad generando la
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perdida y desplazamiento de las especies debido al incremento de las temperaturas
(Castario et al., 2017). En investigaciones previas se ha demostrado que la inoculacion
con un hongo ectomicorrizico y una bacteria incrementan la biomasa seca en especies
del género Pinus, bajo condiciones de temperatura ambiente. Autores como, Koele et
al. (2009) demostraron que la coinoculacion de Pinus sylvestris con el hongo
ectomicorriizico L. bicolor y dos bacterias Burkholderia glathei y Collimonas sp.
incrementd la biomasa seca en parte radical, comparado con plantas sin inocular.
Mucha et al. (2018), registraron que al incrementar la temperatura de 1.7 a 3.4 °C
afecto la composicidn de las especies de hongos ectomicorrizicos que interactian con
plantas de Picea glauca, Pinus banksiana, Abies balsamifera, Betula papyrifera
y Populus tremuloides, Acer sacharum, A. rubrum, P. strobus, Quercus macrocarpa, y
Q. rubra, asi mismo observaron que estos incrementos de temperatura también
propiciaron la presencia de hongos ectomicorrizicos como, Wilcoxina sp. y Laccaria
sp., por lo que la presencia de los hongos ectomicorrizicos resulta crucial para la
supervivencia de las plantas. Franco et al. (2014) reportaron que la supervivencia de
plantas depende de la presencia de los hongos ectomicorrizicos. Castafio et al., (2017)
mencionan que los hongos ectomicorrizicos Lactarius del grupo deliciosus vy
principalmente Lactarius vinosus Bataille incrementan su biomasa a altas temperaturas
y bajo alta humedad. Rainer et al. (2015) observaron que al inocular Pinus cembra con
los hongos ectomicorrizicos Suillus placidus, S. plorans y S. sibircus en un suelo con
temperatura alta, las plantas inoculadas, incrementan la biomasa seca en parte radical
en comparacién con plantas sin inocular, lo que concuerda con los resultados

obtenidos en esta investigacion. Los hongos ectomicorrizicos tiene la capacidad de
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ayudar a las plantas a tolerar diferentes tipos de estrés al como el generado por el
aumento de temperatura. Yin et al. (2021) inocularon plantas de Pinus sylvestris var.
mongolica con el hongo ectomicorrizico Suillus luteus bajo condiciones de estrés por
salinidad y estas incrementaron su biomasa hasta 18%, 13% y 7% mas que las plantas
sin inocular. Existen otros tipos de interacciones micorrizicas que tienen la capacidad
de incrementar la biomasa de sus hospedantes en condiciones de estrés por altas
temperaturas, por ejemplo, Cabral et al. (2016) registraron que al inocular plantas de
Triticum aestivum L. con hongos micorrizicos arbusculares como, Rhizophagus
irregularis, Funneliformis mosseae, F. geosporum, Claroideoglomus claroideum, en
condiciones de temperatura de 35°C generd un incremento de la biomasa en las

plantas inoculadas en comparacion de las plantas sin inocular.

2.4.2 Altura de plantas de P. greggii

Se observd un incremento significativo en la altura en aquellas plantas que estaban
coinoculadas con el hongo ectomicorrizico y la bacteria auxiliadora de la micorrizacion,
en las plantas que se encontraban bajo la condicibn de temperatura de T3, en
comparacién con cualquiera de las plantas sin inocular que se encontraban bajo las
otras condiciones de temperatura y las plantas inoculadas exclusivamente con la
bacteria. Las plantas inoculadas con el hongo ectomicorrizico L. bicolor presentaron un
incremento de la altura en aquellas plantas que se encontraban bajo las temperaturas
T2 y T3. Por otro lado, las plantas que se encontraban sin inocular y en aquellas que
estaban inoculadas exclusivamente con la bacteria no presentaron diferencias
significativas (Tukey p< 0.05) en ninguna de las tres diferentes temperaturas (Figura

2.2).

52



20

18 _ L] T1227°C 20 T21229°C D T3+32°C a
16
b b
147 - 7
C
= 12 - eelly
5 1
z 10 e ||M
= fe
‘{ 8 g :r_g
99
=
- 1 g
4 - 0 ¢
27 ]
%
0 e /lj e ;
C L+C

Plantas inoculadas
Figura 2.4. Altura de plantas de Pinus greggii inoculadas con el hongo comestible
ectomicorrizico Laccaria bicolor y una bacteria auxiliadora de la micorrizacion. Psi=

Plantas sin inocular; L=Laccaria bicolor; C=Cohnella sp., barras con la misma letra son
iguales segun la prueba de Tukey (0.05). + Error estdndar de la media.

El estimulo en el crecimiento de plantas es atribuible a la inoculacion con hongos
comestibles ectomicorrizicos, esto ha sido reportado previamente para el género Pinus.
Casique et al, (2019) demostraron que las plantas de Pinus greggii incrementan la
altura cuando se encuentran inoculadas con Lactarius Delicious, Russula xerampelina
y Suillus caerulescens, estas diferencias estadisticas se observaron al comparar con
las plantas control. Previamente se ha registrado el papel que desempefa la
inoculacién con hongos ectomicorrizicos en plantas de Pinus y como influye en su
desarrollo; Lopez-Gutiérrez et al, (2018) inocularon plantas con Pinus pringlei una

especie nativa de México con los hongos ectomicorrizicos Hebeloma alpinum, Laccaria
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trichodermophora, Thelephora terrestris, y registraron incrementos en la altura de hasta
dos veces mas que las plantas no inoculadas. Wang et al. (2021) registraron un
incremento en la altura al inocular plantas de Pinus tabulaeformis con el hongo
ectomicorrizico Suillus variegatus bajo estrés hidrico. Estas diferencias se notaron en
comparaciéon con aquellas plantas bajo un estrés hidrico severo, aunado a esto la
coinoculaciéon con hongos ectomicorrizicos y bacterias incrementa también la altura en
plantas. Esto también lo demuestra Heredia-Acufia et al. (2019) quienes coinocularon
Pinus pseudostrobus Lindl. con el hongo ectomicorrizico Suillus sp. y las bacterias
Rhodococcus qingshengii, R. erythropolis, Pseudomonas spp., P. gessardii,
Stenotrophomonas rhizophila y Cohnella sp. y se registré un incremento en la altura,
principalmente al coinocular con la bacteria Cupriavidus basilensis hasta 68.9%, mas

gue las plantas sin inocular.

Aunado al estrés por temperatura al que fueron sometidas las plantas de esta
investigacion, existe el estrés generado por la sequia. Ambos tipos de estrés estan
relacionados con el calentamiento global. Li et al. (2021) observaron que al inocular
Pinus massoniana Lamb. con el hongo ectomicorrizico Suillus placidus bajo
condiciones de sequia, (70%-80% de humedad bajo capacidad de campo, 60%—-70%
de la capacidad de campo y 50%-60% de la capacidad de campo) observaron un
incremento en la altura de las plantas en todos los tratamientos de sequia al comparar
con las plantas sin inocular. Actualmente existe poco conocimiento de la inoculacion
con hongos ectomicorrizicos y bacterias en el crecimiento de plantas de Pinus.

Barragan-Soriano et al. (2018), inocularon plantas de Pinus montezumae con el hongo
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ectomicorrizico Hebeloma mesophaeum y la bacteria Azospirillum brasilense vy

registraron incrementos en la altura en comparacion con las plantas sin inocular.

2.4.3 Diametro de plantas de P. greggii

Los datos del diametro del tallo se muestran en la Figura 2.3, el mayor incremento en
el didmetro del tallo se presentd en las plantas coinoculadas con el hongo
ectomicorrizico y la bacteria (L+C) que estuvieron bajo la temperatura T3 (32 °C) en
comparaciéon con las plantas sin inocular (Psi) que estuvieron bajo las tres diferentes
temperaturas, las plantas que se encontraban inoculadas exclusivamente con la
bacteria auxiliadora de la micorrizacion no presentaron incrementos significativos en
comparacién con las plantas sin inocular, las plantas inoculadas exclusivamente con el
hongo comestible ectomicorriizico (L) presentaron un incremento solo en las plantas
gue se encontraban bajo la temperatura T2 y T3. Las plantas inoculadas
exclusivamente con la bacteria Cohnella sp. en cualquiera de las tres temperaturas, no
presentaron diferencias significativas (Tukey p< 0.05) en comparacién con las plantas

sin inocular (Figura 4.3).
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Figura 2.5. Didmetro de plantas de Pinus greggii inoculadas con un hongo comestible
ectomicorrizico Laccaria bicolor y una bacteria auxiliadora de la micorrizacion. Psi=
Plantas sin inocular; L=Laccaria bicolor; C=Cohnella sp. Barras con la misma letra son
iguales segun la prueba de Tukey (0.05). + Error estandar de la media.

Los hongos ectomicorrizicos son considerados necesarios para sustentar la vida de los
bosques (Walker et al., 2013). La inoculacion con el hongo ectomicorrizico tuvo efectos
en el crecimiento del diametro de plantas de Pinus greggii, bajo tres diferentes
temperaturas, (T1, 27 °C; T2, 29°C y T3, 32°C); en algunas investigaciones se ha
estudiado el papel que desempefia la inoculacion con hongos ectomicorrizicos en
Pinus para tolerar diversos tipos de estrés, Yin et al. (2018) observaron que al inocular
Pinus sylvestris var. mongdlica bajo condiciones de estrés hidrico, bien regado 75-
80%, y estrés de 35-40% de riego, registraron incrementos en el didmetro de las

plantas, bajo la condicién de bien regado y estrés bajo de riego, mas que aquellas
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plantas sin inocular en ambas condiciones de riego. En investigaciones recientes sobre
la inoculacion del género Pinus inoculado con hongos ectomicorrizicos y bacterias se
ha registrado que estos ayudan a incrementar el crecimiento de plantas. Barragan-
Soriano et al. (2018) registraron incremento del diametro en plantas de Pinus
montezumae con el hongo ectomicorrizico Hebeloma mesophaeum y la

bacteria Azospirillum brasilense en comparacion con las plantas sin inocular.

2.4.4 Tasa fotosintética

Se registraron diferencias significativas en la tasa fotosintética de plantas de P. greggii
inoculadas con el hongo comestible ectomicorrizico L. bicolor y en aquellas
coinoculadas con la bacteria Cohnella sp. que estuvieron bajo las tres diferentes
temperaturas, las principales diferencias se presentaron en aquellas plantas
coinoculadas L+C que estuvieron bajo la condicion de temperatura T3, (32°C) en
comparacién con las plantas sin inocular que estuvieron bajo las tres diferentes
temperaturas, de hasta 7.7, 6.3 y 5.7 veces mas respectivamente; cabe sefalar que las
plantas inoculadas con el hongo L. bicolor también presentaron diferencias
significativas en comparacién con las plantas sin inocular, pero no presentaron
diferencias entre las diferentes temperaturas al igual que las plantas coinoculadas L+C.
Las plantas inoculadas exclusivamente con la bacteria en cualquiera de las tres
condiciones de temperatura no presentaron diferencias entre las diferentes

temperaturas ni al comparar con las plantas sin inocular (Cuadro 2.2)
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Cuadro 2.2. Tasa fotosintética en plantas de Pinus greggii bajo distintos tratamientos
de inoculacibn con un hongo ectomicorrizico y una bacteria auxiliadora de la
micorrizacion.

Tasa fotosintética

umol/m?/seg
Tratamientos
Plantas sin inocular
T1 0.56+0.07c
T2 0.68+0.10c
T3 0.76+0.08c
Pi con Cohnella sp. (C)
T1 0.63+0.07c
T2 0.75+0.03c
T3 1.23+0.16¢c
Pi con L. bicolor (L)
T1 3.33+0.28ba
T2 2.44+0.20b
T3 2.62+0.18b
Picon L+C
T1 3.35+0.26ba
T2 3.21+0.42ba
T3 4.34+0.18a

La inoculacién bacteriana se realiz6 90 dias después de la siembra de P. greggii, las plantas estuvieron
bajo tres diferentes condiciones de temperatura T1, 27 °C; T2, 29°C y T3, 32°C. Pi=Plantas inoculadas.
Valores con la misma letra en la misma columna son iguales segun la prueba de Tukey (0.05). * Error
estandar de la media (n=7).

La tasa fotosintética se incrementdé en aquellas plantas inoculadas con el hongo
comestible ectomicorrizico L. bicolor y en aquellas coinoculadas con el hongo y la
bacteria auxiliadora de la micorrizacion en las tres condiciones de temperatura T1, T2 'y
T3; en investigaciones previas se han registrado incrementos en la fotosintesis a
temperatura ambiente al inocular hongos ectomicorrizicos en plantas de Pinus. Esto
fue registrado el Wang et al., (2021), quienes inocularon Suillus variegatus en plantas
de Pinus tabulaeformis bajo condiciones de estrés por sequia (T1 sin sequia: 80% de la

capacidad de campo, T2 sequia moderada: 40% de la capacidad de campo, y T3
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sequia severa: 20% de la capacidad de campo), ellos registraron un incremento de
hasta 133 y 100% de la tasa fotosintética para los tratamientos T2 y T3
respectivamente en comparacion con las plantas sin inocular. Como se sabe, las altas
temperaturas generadas por el calentamiento global estan causando estrés, el cual
esta influenciando cambios en las caracteristicas fisiologicas y quimicas en las plantas
(Reva et al., 2021). Previamente se han registrado cambios en la tasa fotosintética bajo
diversas condiciones de temperaturas, al inocular microorganismos diferentes a los
hongos ectomicorrizicos como las micorrizas arbusculares en especies diferentes de a
los Pinus. Yan et al. (2021), registraron un incremento en la tasa fotosintética en
plantas inoculadas con el hongo micorrizico arbuscular Funneliformis mosseae en
Lactuca sativa L. cv. Shuangzi (Lechuga) observaron que, al producir lechugas bajo
una temperatura de 35 °C, se presentd un incremento de la tasa fotosintética de 7%
mas que las plantas sin inocular, generalmente ellos mencionan que las lechugas
crecen a temperatura ambiente. Existen investigaciones sobre el papel que
desempefian diferentes tipos de micorrizas como las endomicorrizas inoculadas con
especies diferentes a los pinos y el papel que desempafa esta simbiosis en la
tolerancia al estrés por calor. Zhu et al. (2011) inocularon plantas de Zea mays con
Glomus etunicatum bajo tres diferentes temperaturas 25, 35 y 40°C, observando un
incremento de 24.68% — 50.48% veces mas que las plantas sin inocular. Estos
resultados son similares a los obtenidos en esta investigacion, que sugiere que los
microorganismos como hongos ectomicorrizicos son fundamentales para tolerar los
cambios en el clima ocasionados por el calentamiento global, los resultados que

obtuvieron los diferentes investigadores son similares a los que obtuvimos al someter
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plantas inoculadas con el hongo ectomicorrizico L. bicolor y la bacteria auxiliadora de la

micorrizacion Cohnella sp. bajo estrés por diferentes temperaturas.

2.4.5 Contenido de clorofilas a, b, totales y carotenos

Existieron diferencias significativas de clorofila a en las plantas inoculadas
exclusivamente con el hongo ectomicorrizico L. bicolor que estuvieron bajo la
temperatura T3, al comparar con las plantas sin inocular que se encontraban bajo las
tres diferentes temperaturas. Las plantas coinoculadas con el hongo y la bacteria
presentaron incrementos significativos bajo las condiciones de temperatura T2 y T3 al
comparar con las plantas sin inocular. Las plantas inoculadas exclusivamente con la
bacteria no presentaron diferencias significativas en ninguna de las tres condiciones al
comparar con plantas sin inocular. En cuanto a la Clorofila b, las plantas inoculadas
con el hongo comestible ectomicorrizico L. bicolor que estuvieron bajo la condicion de
temperatura T3 presentaron un incremento significativo de 2.1, 1.8 y 1.8 veces mas
respectivamente, que las plantas sin inocular de las tres diferentes temperaturas T1,
T2 y T3. Las plantas coinoculadas L+C, que estuvieron bajo la temperatura T3
presentaron un incremento de clorofila b, al compararse con las plantas sin inocular y
las plantas inoculadas exclusivamente con la bacteria bajo las tres diferentes
temperaturas. Por otro lado, las plantas inoculadas con las bacterias que estuvieron
bajo las tres diferentes temperaturas no presentaron diferencias significativas al
comparar con las plantas sin inocular. Las clorofilas totales presentaron un incremento
en las plantas inoculadas con el hongo ectomicorrizico L. bicolor, que se encontraban a
una temperatura de T3, 32 °C, en comparaciéon con las plantas sin inocular. Los

resultados del contenido de carotenoides, presentaron diferencias significativas con las
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plantas inoculadas con el hongo ectomicorrizico L. bicolor que estaban bajo la
temperatura T3 en comparacion con las plantas sin inocular que estaban bajo las tres
temperaturas. Aunado a esto las plantas coinoculadas de las temperaturas T2 y T3
también presentaron incrementos en la cantidad de carotenos al compararlas con las
plantas sin inocular; por otro, lado las plantas inoculadas exclusivamente con las
bacterias no presentaron diferencias significativas al compararlas con las plantas sin

inocular de las tres diferentes temperaturas (Cuadro 2.3)

El incremento de clorofilas se presenté en aquellas plantas que estuvieron inoculadas
exclusivamente con el hongo ectomicorrizico o coinoculado con la bacteria Cohnella
sp., en plantas que estuvieron bajo las condiciones de temperatura T2 y T3, lo que
sugiere que el hongo ectomicorrizico tiene efecto positivo sobre la concentracion de
clorofilas. Previamente, el efecto de la inoculacion ha sido reportado por autores como
Wang et al. (2021) quienes registraron un incremento en la concentracion de clorofilas
al inocular Suillus variegatus en Pinus tabuliformis en comparacién con plantas sin
inocular, esto lo registraron en tres diferentes temporadas del afio: primavera verano y
otofio, principalmente. Este incremento de la concentracion de clorofila se observé mas
en verano en comparacion con plantas sin inocular, también la inoculacién con el
hongo ectomicorrizico incrementé la concentracion de clorofila a esto ha sido
demostrado por Szuba et al. (2019) quienes al inocular Populus canescens con el
hongo Paxillus involutus registraron un incremento de clorofila a y clorofila b de 1.26
veces mas que las plantas sin inocular; de igual forma registraron incrementos en la

clorofila b de hasta 1.67 veces mas que las plantas sin inocular, este efecto es
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adjudicado al efecto de la inoculacion de un hongo ectomicorrizico, el cual modifica la

fisiologia de las hojas de plantas inoculadas.

Cuadro 2.3. Contenido de clorofilas y carotenos en plantas de Pinus greggii bajo
distintos tratamientos de inoculacion con un hongo ectomicorrizico comestible y una
bacteria auxiliadora de la micorrizacidén bajo tres condiciones de temperatura

Clorofilas mg/L

a b Total Carotenos
Tratamientos
Plantas sin inocular
T1 3.69+0.15d  1.53+0.03d 5.48+0.12d 1.59+0.08d
T2 4.25+0.25dc  1.82+0.09dc  6.64+0.29dc  1.90%0.09dc
T3 4.39+0.31dc  1.81+0.09dc  6.22+0.42dc  1.84+0.08dc
Pi con Cohnella (C)
T1 3.54+0.33d  1.52+0.05d 5.08+0.37d 1.52+0.09d
T2 3.79+0.19d  1.59+0.03d 5.38+0.21d 1.54+0.05d
T3 4.62+0.30dc  2.21+0.13bdc 6.62+0.38dc ~ 1.85%0.07dc
Pi con L. bicolor (L)
T1 5.54+0.81bdc 2.44+0.20bdac 8.10+1.00bdac 2.09+0.23bdac
T2 5.51+0.73bdc 2.06+0.07bdc 7.57+0.81dc  2.01+0.13bdc
T3 8.25+0.84a  3.30%+0.29a 11.47+1.24a 2.72+0.21a
Picon L+C
T1 5.36+0.54bdc 2.06+0.11bdc 7.42+0.66dc  1.99+0.16bdc
T2 6.54+0.28bac 2.70+0.09bac 9.31+0.40bac 2.29+0.04bac
T3 8.07+1.03ba 3.00+0.31ba 11.06+1.42ba 2.57+0.25ba

La inoculacién bacteriana se realiz6 90 dias después de la siembra de P. greggii, las plantas estuvieron
bajo tres diferentes condiciones de temperatura T1, 27 °C; T2 29°C y T3, 32°C. Pi=plantas inoculadas.
Valores con la misma letra en la misma columna son iguales segun la prueba de Tukey (0.05). * Error
estandar de la media (n=6).

La inoculacion con hongos ectmicorrizicos incrementa la concentracion de clorofilas
aun cuando las plantas se encuentran bajo estrés, lo que sugiere que la ectomicorriza
confiere resistencia a algunos tipos de estrés a través del incremento de clorofilas. Yin

et al. (2020) demostraron que la inoculacion de Pinus sylvestris var. mongolica con el
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hongo ectomicorrizico Suillus luteus incrementé la concentracion de clorofilas en
comparaciéon con plantas sin inocular bajo condiciones de estrés por salinidad. Se sabe
gue los hongos ectomicorrizicos confieren resistencia al estrés, en esta investigacion
se sometieron plantas de Pinus greggii inoculadas con el hongo ectomicorrizico L.
bicolor bajo diversas temperaturas, lo cual presentd incrementos en la concentracion
de clorofilas; actualmente es poca la informacion que existe sobre el incremento de
clorofilas en plantas inoculadas con hongos ectomicorrizicos bajo estrés de
temperatura. Existe conocimiento acerca de la capacidad de hongos ectomicorrizicos
para modificar la anatomia de las hojas de sus hospedantes, alterando el tamafio,
largo y ancho, lo cual permite incrementar las capacidades fotosintéticas de las
plantas. Existe evidencia de que la micorriza y la simbiosis con otros microorganismos
confiere tolerancia al aumento de temperatura, incrementando la concentracion de
clorofilas. Esto fue demostrado por Yan et al. (2021) que inocularon el hongo
micorricico arbuscular Funneliformis mosseae en Lactuca sativa L. cv. Shuangzi bajo
temperaturas de 35°C y registraron un incremento de 5.3% en clorofilas y de 4.3% en
carotenos, lo que demuestra que los hongos ectomicorrizicos estimulan la generacion
de clorofilas y carotenos en la planta, estos resultados concuerdan con los obtenidos
en esta investigacion, lo que nos sugiere que la inoculacion de las micorrizas tiene la

capacidad de incrementar las clorofilas ain bajo estrés de temperatura.

2.4.6 Porcentaje de raices micorrizadas

Los valores altos en el porcentaje de raices vivas micorrizadas se presentaron en
aquellas plantas que estaban inoculadas exclusivamente con el hongo ectomicorrizico,

con 93.95% en aquellas plantas que estuvieron bajo la condicién de temperatura T2.
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Estos resultados fueron similares en los tratamientos de las plantas inoculadas con el
hongo ectomicorrizico, en aquellas coinoculadas con el hongo L. bicolor y la bacteria
en las tres diferentes temperaturas T1, T2 y T3 presentando resultados superiores de
hasta 90.15% en comparacion con las plantas sin inocular las cuales presentaron
valores de, 6.01, 3.17 y 5.83 % de raices micorrizadas vivas, en las tres diferentes

temperaturas T1, T2 y T3 respectivamente.

Cuadro 2.4. Colonizacion micorrizica de plantas de Pinus greggii bajo distintos
tratamientos de inoculacion con un hongo ectomicorrizico comestible y una cepa de
bacteria auxiliadora de la micorrizacion, bajo tres condiciones diferentes de
temperatura.

vivas (%) muertas (%)

Tratamientos micorrizadas no micorrizadas no microrrizadas

Plantas sin inocular

T1 6.01+1.65c 76.5+2.65a 17.16+1.34ba

T2 3.17+0.53c 80.17+1.71a 16.09+1.70bc

T3 5.83+1.43c 19.69+1.53a 19.69+1.53a
Plantas inoculadas con;

Cohnella sp. (C)

T1 3.78+0.74c 70.86+0.32a 19.6+0.74a

T2 5.20+0.64c 70.03+7.78a 25+6.53a

T3 7.74+1.45c 76.4+1.50a 19.08+1.05a

L.bicolor (L)

T1 86.10+0.95b 4.45+0.72b 4.54+1.16d

T2 93.95+2.68a 3.08+1.44b 2.63+0.95d

T3 90.40+1.81ba 5.54+0.93b 7.08+0.48bdc

Pi con L+C

T1 87.17+0.93ba 5.1+1.32b 5.28+1.33dc

T2 91.76+1.01ba 3.94+0.53b 3.71+0.73d

T3 87.82+2.93ba 5.46+0.43b 6.02+0.60dc

La inoculacion bacteriana se realizé 90 dias después de la siembra de P. greggii. Valores con la misma
letra en la misma columna son iguales segun la prueba de Tukey (0.05). + Error estandar de la media
(n=3).
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Las plantas inoculadas exclusivamente con la bacteria no mostraron diferencias
significativas en el porcentaje de raices vivas micorrizadas en ninguna de las tres
diferentes condiciones de temperatura en las que se desarrollaron en comparacion con
las plantas sin inocular. Las plantas que presentaron los valores mas altos y diferencias
significativas en el porcentaje de raices vivas no micorrizadas, fueron las plantas sin
inocular en comparacion con las inoculadas con el hongo ectomicorrizico y aquellas
coinoculadas con el hongo y la bacteria (L+C), en las tres diferentes condiciones de
temperatura. Aunado a esto las plantas inoculadas exclusivamente con la bacteria
Cohnella sp. presentaron altos porcentajes de raices vivas no micorrizadas en las tres
diferentes condiciones de temperatura (Cuadro 2.4). Se realizaron cortes transversales
de raices micorrizadas, donde observamos las estructuras diagnosticas de la
micorrizacion, red de Hartig, micelio externo y manto fungico (Figura 2.4, Cy E).

Este estudio es uno de los primeros en evaluar el desarrollo de plantas de Pinus
greggii inoculadas y coinoculadas con un hongo ectomicorrizico y una bacteria
auxiliadora de la micorrizacidbn bajo tres diferentes temperaturas, los resultados
registraron un incremento en el porcentaje de raices vivas micorrizadas, al igual que las
raices muertas micorrizadas, en las tres diferentes temperaturas en comparacion con
aquellas plantas sin inocular; en trabajos previos se ha registrado el efecto de la
temperatura sobre el porcentaje de colonizacién y cédmo la temperatura influye en el
desarrollo de las plantas. Leonardi et al. (2017) inocularon Quercus robur con cepas
del hongo ectomicorrizico Tuber borchii thioredoxin y observaron que la temperatura
tiene efecto sobre el porcentaje de micorrizacion donde el grado de colonizacién

aumentdé de un 8 a 9% en los primeros dos meses a una temperatura de 22°C y
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cuando se incremento la temperatura a 34 °C, disminuyo de 8 a 10% la micorrizacion;
por otra parte Li et al. (2015) mencionan que el calentamiento global no induce efectos
significativos en la colonizacion ectomicorrizica, pero en algunos casos puede causar

disminucion de 16.1% vy 70.2%.

2.4.7 Contenido de Nitrogeno

Se registré un incremento significativo de nitrégeno presente en la parte aérea, en
aqguellas plantas inoculadas con HEM y coinoculadas con la bacteria (C) que estuvieron
bajo la condicion de temperatura T3, 32°C de hasta 13.62, 9.08 y 9.08 mas que las
plantas sin inocular que estuvieron bajo las tres diferentes temperaturas. El nitrégeno
en la raiz presenté incrementos significativos en aquellas plantas coinoculadas con la
bacteria (C) y el hongo L. bicolor en las tres diferentes temperaturas, con diferencias
de hasta 7.4, 5.7 y 5.4 veces mas que las plantas sin inocular respectivamente. Las
plantas inoculadas exclusivamente con las bacterias que estuvieron en cualquiera de
las tres condiciones de temperatura no presentaron diferencias significativas al
comparar con las plantas sin inocular. En cuanto al contenido de nitrégeno en toda la
planta (parte aérea y raiz), se registraron diferencias significativas en aquellas plantas
coinoculadas con el hongo L. bicolor y la bacteria Cohnella sp. principalmente en las
gue estuvieron bajo la condicion de temperatura T3, 32°C registrandose diferencias
significativas de 9.6, 7.1 y 6.8 veces mas respectivamente, que las plantas sin inocular

gue estuvieron presentes bajo las tres diferentes temperaturas (Cuadro 2.5).
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Cuadro 2.5. Contenido total de N en raiz parte aérea y raiz de plantas de L. bicolor
inoculadas o no con un hongo ectomicorrizico comestible y una bacteria auxiliadora de

la micorrizacion.

Nutriente N (g)

Tratamientos Parte aérea Raiz Total
Plantas sin inocular

T1 0.08+0.01b 0.14+0.02c 0.22+0.03d
T2 0.12+0.01b 0.18+0.01c 0.30+0.02d
T3 0.12+0.02b 0.19+0.04c 0.31+0.06dc
Pi con Cohnella (C)

T1 0.15+0.02b 0.11+0.02c 0.26+0.04d
T2 0.12+0.01b 0.16+0.02c 0.28+0.01dc
T3 0.15+0.01b 0.13+0.01c 0.29+0.01dc
Pi con L. bicolor (L)

T1 0.46+0.07b 0.56+0.07bac  1.02+0.06dc
T2 0.36+0.03b 0.40+0.07bc 0.76+0.07dc
T3 0.32+0.03b 0.49+0.08bac 0.81+0.11bc
Pi con L+C

T1 1.01+0.19a 0.98+0.18a 1.99+0.26ba
T2 0.43+0.08b 0.75+0.22ba 1.18+0.29bc
T3 1.09+0.24a 1.04+0.24a 2.13+0.47a

Valores con la misma letra en la misma columna son iguales segun la prueba de Tukey (p < 0.05). £ error
estandar de la media (n=4). Pi= plantas inoculadas.

Previamente ha sido documentado el papel de la inoculacion con hongos
ectomicorrizicos los cuales producen efectos positivos en el crecimiento y estado
nutrimental, la importancia de la adquisicién de N en las plantas micorrizicas ha sido
demostrada y estudiada por Smith y Read (2008). En investigaciones previas se ha
registrado el efecto de la inoculacién de hongos ectomicorrizicos y bacterias en el
contenido de nitrdgeno en condiciones de temperatura ambiente, esto fue registrado
por Barragan-Soriano et al. (2018) quienes encontraron incrementos en el contenido de

nitrégeno en parte aérea y radical, en plantas de Pinus montezumae inoculadas con el

hongo ectomicorrizico comestible Hebeloma mesophaeum vy la bacteria Azospirillum
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brasilense con incrementos de 5.36 y 4.3 respectivamente mas que las plantas sin
inocular. El papel de los hongos ectomicorrizicos es fundamental para el desarrollo de
las plantas, Arteaga-Ledn et al. (2018) inocularon plantas de Pinus ayacahuite con los
hongos ectomicorrizicos Helvella cf. lacunosa y Hebeloma mesophaeum, registrando
incrementos de nitrégeno en la parte aérea en todos los grupos de inoculacién con
respecto al control. En esta investigacion se sometieron plantas inoculadas con un
hongo ectomicorrizico y una bacteria bajo estrés de temperatura y se registraron
incrementos en el contenido de nitrégeno. Existen distintos tipos de micorrizas como
las micorrizas arbusculares las cuales tiene la capacidad de tolerar el estrés por calor,
autores como Cabral et al. (2016) inocularon plantas de Triticum aestivum L con los
hongos micorrizicos Rhizophagus irregularis, R. irregularis, Funneliformis mosseae y F.
geosporum y Claroideoglomus claroideum bajo estrés por temperatura a 35 °C
registrando un incremento en la cantidad de nitrégeno en las plantas, en comparaciéon

con las plantas control.
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Figura 2.6. Imagenes generales del experimento. A) Efecto de la coinoculacion de P.
greggii con el hongo comestible ectomicorrizico L. bicolor (L) y la bacteria Cohnella sp.
(C) después de un afio. Plantas sin inocular y coinoculacion L+C; B) Raices
micorrizadas de P. greggii con L. bicolor; C) Morfotipo caracteristico de L. bicolor,
raices diferenciadas por el hongo ectomicorrizico; D) Corte transversal de raiz
secundaria micorrizada; E; Estructuras diagnosticas de una raiz ectomicorrizada: rh)
red de Hartig, m) manto, me) micelio externo.
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2.5 CONCLUSIONES

Los hongos ectomicorrizicos, tienen la capacidad de incrementar la tolerancia a
diversos tipos de estrés a través de la modificacion de la fisiologia de los arboles
asociados en el bosque ademas incrementa la toma de agua y nutrientes, en este
capitulo demostramos que la inoculacion con hongos ectomicorrizicos como Laccaria
bicolor solo o coinoculado con la bacteria Cohnella sp auxiliadora de la micorrizacion,
en plantas de Pinus greggii incremento variables fisiolégicas como, tasa fotosintética,
contenido de clorofilas, ademas, propio a generar un sinergismo en el contenido de

nitrégeno tanto en raiz como en parte aérea.

Actualmente el planeta esta siendo sometido bajo diversos factores, uno de los mas
importantes es el calentamiento global que esta ejerciendo cambios sobre la fisiologia
de las especies vegetales o acelerando su perdida. Esta es una de las primeras
investigaciones en México que demuestran la importancia de la inoculaciéon con hongos
ectomicorrizicos y bacterias auxiliadoras de la micorrizacibn y su papel que
desempefian en la tolerancia al calentamiento global. Los hongos ectomicorrizicos
modificaron la fisiologia de las plantas como tasa fotosintética y Clorofila a, b y
Carotenos. Ademas, incrementaron la adquisicion de agua y nutrientes, por lo que la
utilizacién de hongos ectomicorrizicos y bacterias en la produccién de plantas en vivero
con fines de reforestacion es una alternativa para aportar beneficios a las plantas para

resistir los efectos del calentamiento global en las plantas.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se demostré que la inoculacion con el hongo comestible ectomicorrizico Laccaria
laccata con la bacteria Azospirillum brasilense (FN) o coinoculado con cualquiera de
dos bacterias mejor6 el crecimiento y calidad fisiolégica de plantas de Pinus
montezumae Lamb., dado que incrementa la biomasa, fotosintesis, concentracion de
clorofilas, carotenos y contenido de N, P, K Ca y Mg; en contraste la inoculacion de
plantas exclusivamente con las bacterias C, SF y FN, no originé incrementos en
ninguna de las variables evaluadas en comparacion con plantas no inoculadas. Se
registré un sinergismo en términos de materia seca, tasa fotosintética, concentracion
de clorofilas y nitrdgeno en parte aérea y raiz en plantas coinoculadas con L. laccata y
Azospirillum brasilense. En los tratamientos donde se inéculo el hongo comestible
ectomicorrizico, presentaron valores significativos en las variables de crecimiento y
estos los atribuimos a la presencia del hongo, el cual se vio reflejado en el alto
porcentaje de raices vivas micorrizadas, que fueron de 50 a 60%. La presente
investigacion es una de las primeras en demostrar que la inoculacion con el hongo
comestible ectomicorrizico Laccaria laccata, con las bacterias auxiliadoras de la
micorrizacion, posee potencial para la produccion de plantas en invernadero, ya que
Pinus montezumae es una de las especies utilizadas en la restauracion de zonas

deforestadas y de suelos degradados.

Se demuestra el papel que desemperfian los hongos comestibles ectomicorrizicos en la
tolerancia al estrés por temperatura, registrdndose incrementos en términos de materia
seca, crecimiento y variables fisioldgicas, asi como contenido de clorofilas y contenido

de nitrdgeno en plantas inoculadas con el hongo comestible ectomicorrizico solo o
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coinoculado con la bacteria, bajo temperaturas de 32°C, las plantas inoculadas
exclusivamente con la bacteria no presentaron incrementos en ninguna de las variables
evaluadas ni en ninguna de las temperaturas. Estos resultados son atribuibles al
porcentaje de raices micorrizadas de 86 al 91% en plantas inoculadas con el hongo
ectomicorrizico comestible. Se registré un sinergismo en las plantas coinoculadas L+C
en el contenido de nitrégeno tanto en parte aérea radical y total en los tratamientos que
estuvieron bajo la temperatura de 32°C. Finalmente, se documenta por primera
ocasion en Meéxico, la importancia del papel de la inoculacion con hongos
ectomicorrizicos en la tolerancia al estrés por temperatura, el cual puede ser generado
por el calentamiento global. Asi se demuestra que los hongos ectomicorrizicos tienen
el potencial para incrementar la calidad de plantas de Pinus greggii, aun estando bajo
altas temperaturas. Pinus greggii es una especie endémica de México que es utilizada
para fines maderables y de restauracion, por lo que es de gran importancia y puede

verse amenazada su existencia debido al calentamiento global.
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