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CRECIMIENTO Y CONTENIDO DE NUTRIMENTOS DE Pinus pringlei Shaw
INOCULADO CON HONGOS ECTOMICORRIZICOS Y SUPERVIVENCIA EN
CAMPO
Araceli Lopez Gutiérrez, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2017

RESUMEN

Todas las pinaceas requieren de manera obligada para sobrevivir en condiciones de campo de la
simbiosis ectomicorrizica. Sin embargo, tradicionalmente no ha sido considerada en la produccion
de plantas forestales en areas Neotropicales. La hipotesis planteada es de si existe un incremento
en la calidad de planta y en la supervivencia en campo de P. pringlei inoculado con hongos
ectomicorrizicos. El experimento se llevé a cabo en Texcoco, México, en dos sitios: 1) invernadero
del Colegio de Postgraduados y ii) en campo, en un terreno en la comunidad de San Pablo Ixayoc.
Se inocularon plantas de P. pringlei con los hongos ectomicorrizicos Hebeloma alpinum, Laccaria
trichodermophora 'y Thelephora terrestris. Se evalu6 el efecto de dicha inoculacion en el
crecimiento y trasferencia nutrimental vegetal. Se efectud una caracterizacion morfologica y
molecular de las raices ectomicorrizadas y una evaluacion de su supervivencia en campo, y se
compararon con plantas no inoculadas. Se observé que los tres hongos ectomicorrizicos inoculados
originaron incrementos en términos de crecimiento y contenido nutrimental en P. pringlei. Se
registrd6 una movilizacion nutrimental significativa principalmente de K, Fe y Zn. La
caracterizacion morfo-anatomica y molecular demostr6 la presencia de H. alpinum, L.
trichodermophora 'y T. terrestris en las raices ectomicorrizadas. Las plantas inoculadas
principalmente con H. alpinum y T. terrestris presentaron mayor supervivencia en condiciones de
campo. Se reporta por primera ocasion el efecto benéfico de los hongos ectomicorrizicos en el
crecimiento, movilizacion nutrimental, principalmente de K, Fe y Zn; e incremento en las tasas de
supervivencia en campo en P. pringlei, una especie nativa de México.

Palabras clave: Simbiosis ectomicorrizica, reforestacion, Potasio, Hierro, Cinc.



NUTRIENT GROWTH AND CONTENT OF Pinus pringlei Shaw
INOCULATED WITH ECTOMYCORRHYTIC FUNGI AND FIELD
SURVIVAL
Araceli Lopez Gutiérrez, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2017

ABSTRACT

All of the Pinaceae require the ectomycorrhizal symbiosis to survive under field conditions.
However, their use traditionally has not been considered in the production of forest plants in
Neotropical areas. The hypotheses raised in this study was that there is an increase in plant quality
and survival in the field of P. pringlei inoculated with ectomycorrhizal fungi. The experiment was
carried out in Texcoco, Mexico, in two sites: 1) greenhouse of the Colegio de Postgraduados; and
i1) in the field, in the communities of San Pablo Ixayoc. P. pringlei plants were inoculated with the
ectomycorrhizal fungi: Hebeloma alpinum; Laccaria trichodermophora; and Thelephora
terrestris. The effect of this inoculation on plant nutrient growth and transference was evaluated.
A morphological and molecular characterization of ectomycorrhizal roots and an evaluation of
their field survival were carried out, and compared with non-inoculated plants. The three inoculated
ectomycorrhizal fungi originated increases in terms of growth and nutrient content in P. pringlei
plants. A significant nutritional mobilization mainly of K, Fe and Zn was registered. The morpho-
anatomical and molecular characterization demostrated the presence of Ha, Lt and Tt in
ectomycorrhizal roots. Two-year old plants inoculated mainly with H. alpinum and T. terrestris
showed higher survival in the field compared to non-inoculated plants. The beneficial effect of
ectomycorrhizal fungi on growth, nutritional mobilization, mainly on K, Fe and Zn; and increases
in field survival rates in P. pringlei, a species native to Mexico, is reported for the first time.

Key words: Symbiosis ectomycorrhiza, reforestation, Potassium, Iron, Zinc.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION GENERAL

En México, los pinos tienen un alto valor ecoldgico por los servicios ambientales que ofrecen
como la captura de carbono, proveen oxigeno, retienen agua y humedad, sirven como habitat y
alimento para la fauna silvestre (Sdnchez-Gonzalez, 2008). Ademas, son un recurso forestal con
alto valor econémico, por ser fuente principalmente de madera para aserrio, lefia, resinas y de
semillas comestibles. La pérdida de los bosques de pino y en general de la superficie arborea, es
ocasionada por la tala excesiva sin ningtn tipo de planeacion, plagas, incendios forestales, cambio
de uso de suelo y aumento de las areas urbanas. Por lo tanto, existe la necesidad de restituir la
cobertura vegetal a través de los programas de reforestacion, especialmente con especies nativas o
adecuadas a cada sitio de trasplante y de esta forma contribuir con la conservacion de la
biodiversidad (Benitez et al., 2002). La reforestacion es una actividad que requiere contar con
plantas de buena calidad, asegurar su traslado adecuado de las plantas a la zona de trasplante y
técnicas adecuadas para el trasplante (PRONARE, 2014). El manejo de las plantas en vivero es una
fase importante (Grossnickle, 2012) que involucra la recoleccion de semilla, siembra y
mantenimiento de las plantas (Benitez et al., 2002). Sin embargo, actualmente los viveros se
enfrentan a problemas técnicos, econdmicos y de organizacion, lo que genera deficiencia en la
calidad de las plantas y que consecuentemente las hace susceptibles a factores como la sequia,
causa principal de muerte. A nivel nacional s6lo un 40 % de las areas reforestadas cuentan con un
nivel aceptable de supervivencia (Wightman y Cruz, 2003). Desde el siglo XX, investigadores
forestales han examinado criticamente las caracteristicas que confieren a la planta mayor
supervivencia, tales como: altura, diametro del tallo, masa de raiz y la nutricion de las plantas; asi

como el rendimiento, tolerancia al frio o sequia y crecimiento después del trasplante. Los niveles



optimos de estos atributos pueden aumentar la velocidad con la que la planta de semillero supera
el estrés del trasplante, de esta manera se asegura el éxito del establecimiento de las plantas
(Grossnickle, 2012).

La simbiosis ectomicorrizica es uno de los principales componentes de los bosques templados
(Pérez-Moreno y Ferrera-Cerrato, 1997); y se define como la asociacion mutualista que se establece
entre hongos de suelo y las raices principalmente de los pinos (Tedersoo et al., 2010; Brundrett,
2009; Smith y Read, 2008) que confiere a la planta beneficios nutrimentales, mejor captacion de
agua, hormonas, proteccion contra patogenos (Nagy y Fossdal, 2013), tolerancia a salinidad, bajas
temperaturas (Taylor y Alexander, 2005; Smith y Read, 2008) y sequia (Lehto y Zwiazek, 2011).
Es por tales beneficios que actualmente en diversos paises se ha implementado la inoculacion con
hongos ectomicorrizicos en la produccién de planta con fines de reforestacion (Pérez-Moreno,
2010). La inoculacion con hongos ectomicorrizicos (HECM) puede ser una préctica de vivero para
conseguir la calidad de las plantas, Sin embargo, dado el poco conocimiento acerca de la
compatibilidad entre especies hongo-planta y su adaptibilidad a las condiciones ambientales y

edaficas de los sitios del trasplante.



CAPITULO 11

OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. Objetivo General

Incrementar el conocimiento del uso de hongos ectomicorrizicos como inoculantes para

la produccion de planta forestal con fines de recuperacion de areas degradadas o del

establecimiento de plantaciones forestales.

2.2 Objetivos particulares

Evaluar el efecto de la inoculacion con hongos ectomicorrizicos en el desarrollo de P.

pringlei en términos de altura y didmetro del tallo, biomasa del vastago y de la raiz, contenido

nutrimental de la planta y colonizacién micorrizica.

Evaluar el efecto de la inoculacidon con hongos ectomicorrizicos en el desarrollo de Pinus

pringlei en términos de supervivencia y la persistencia de hongos ectomicorrizicos después

de un afio del trasplante a campo.



2.3 Hipotesis

Existe un incremento en la biomasa del vastago y la raiz, la altura del vastago y didmetro
del tallo y contenido nutrimental en plantas de Pinus pringlei inoculadas con hongos

ectomicorrizicos, en comparacion con plantas no inoculadas.

Existe un mayor porcentaje de supervivencia en las plantas de Pinus pringlei inoculadas
con hongos ectomicorrizicos en comparacion con plantas no inoculadas. Asimismo, dichos

hongos ectomicorrizicos persistiran a través del tiempo.



CAPITULO 111

REVISION DE LITERATURA

3.1 DISTRIBUCION DEL GENERO Pinus EN MEXICO

De las seis familias de coniferas del mundo, cuatro estan en México; la familia Pinaceae es una
de ellas. Dicha familia es la de mayor diversidad, con cuatro géneros, 61 especies, 74 taxa y 30
especies endémicas (Gernandt y Pérez-de la Rosa, 2014).

El género Pinus contiene 120 especies en el mundo y se encuentra distribuida en las regiones
articas de Norteamérica y Eurasia, y las zonas tropicales y subtropicales de Centroamérica (Farjon
and Styles, 1997; Price et al., 1998). México es el segundo centro de diversificacion del género
Pinus con aproximadamente 49 especies, de las cuales alrededor del 50% son endémicas (Sdnchez-
Gonzialez, 2008; Gernandt y Pérez-de la Rosa, 2014). Se encuentran distribuidas en la mayor parte
del territorio nacional, excepto en los estados de Tabasco, Campeche y Yucatan, en altitudes que
van desde cerca de la costa hasta los limites arboreos de los volcanes mas altos del Eje
Neovolcéanico Transversal del sur-centro del pais, es decir varia entre los 1 500 a los 3 000 m, pero
pueden alcanzar hasta los 4 000 m (Gernandt y Pérez-de la Rosa, 2014). Los estados con mayor

diversidad son Coahuila con 28, Nuevo Ledn con 24, Hidalgo con 24 y Oaxaca con 23 especies.

3.2 ESTADO ACTUAL DE LOS BOSQUES EN MEXICO

Un tercio de la superficie terrestre esta cubierta por bosques (3 999 millones de ha). Sin
embargo, debido al crecimiento poblacional y cambio de uso de suelo, a la fecha los bosques han
disminuido en mas de un 50 %, particularmente en los tropicos de América y Africa (FAO, 2016).

En México tan solo del 2005 al 2010 se devastaron 755 mil ha de bosques y selvas (FRA, 2010) a



causa del cambio de uso de suelo, extraccion excesiva de madera, incendios, plagas y enfermedades
las cuales han afectado seriamente la calidad y supeficie de los bosques y selvas. A pesar de que
México es el segundo centro de diversificacion de Pinus, son 20 las especies enlistadas en alguna
categoria de riesgo en la Nom-059-Semarnat-2010 (Gernandt y Pérez-de la Rosa, 2014) y 42
especies en la lista roja de especies amenazadas de la IUCN y de las cuales 17 son endémicas
(IUCN, 2014). En México en el afio 2014 se reforestaron 18 172 ha y se plantaron 6 662 296 arboles
(PRONARE, 2014) producidos en 341 viveros forestales, en donde se producen 30 especies de
coniferas, principalmente del género Pinus, tales como P. pseudostrobus, P. montezumae, P.
devoniana, P. greggii, P. douglasiana, P. ayacahuite, P. oaxacana, P. oocarpa, P. patula, P.
cembroides, 72 especies de latifoliadas como Quercus rugosa y Q. microphylla, entre otras
(CONAFOR, 2016).

Las actividades de reforestacion es importante en los ecosistemas forestales, debido a que
contribuyen a restaurar hébitats deteriorados. La cobertura vegetal brinda proteccion al suelo,
favorece la intercepcion de la lluvia y evita la erosion por escurrimientos superficiales. Ademas las
plantas capturan CO2 y producen oxigeno, y en muchos casos se pueden aprovechar con fines
comerciales debido a la materia prima que producen. Aunque actualmente se implementan
programas de reforestacion, su éxito se ha obstaculizado por la baja supervivencia de las plantas
después del trasplante a campo del 0 al 20 %. Un grave problema que se presenta en los viveros
mexicanos consiste en que, generalmente, las plantas producidas son de muy baja calidad (Mufioz
et al.,2015). Una de las causas es debido a que no se incorporan a los hongos ectomicorrizicos, los
cudles establecen una relacion simbidtica obligada con las raices de los pinos desde etapas muy

tempranas en condiciones naturales.



En los programas de reforestacion, es necesario utilizar especies que estén adaptadas a las
condiciones climaticas y edaficas del sitio, una previa preparacion del suelo a donde se pretenden

plantar, cuidado después del trasplante y sobre todo la calidad de planta (Muioz et al., 2015).

3.2.1 Calidad de planta

La calidad de planta influye en la supervivencia y su establecimiento de las plantas después del
trasplante (Saenz et al., 2014). La calidad de planta se define como la capacidad que tienen los
individuos para adaptarse y desarrollarse en las condiciones climaticas y edaficas del sitio donde
se establecen (Rodriguez, 2008), por ejemplo:

1) Calidad genética del germoplasma, que hace referencia al origen de la semilla u otros

materiales de reproduccion.

i1) La calidad morfolégica y fisioldgica de la planta depende de sus caracteristicas genéticas.

iii)La calidad sanitaria se refiere a las técnicas utilizadas en invernadero al momento de

propagarlas evitando la contaminacion con agentes patogenos (Prieto ef al., 2009).

Para determinar la calidad de la planta se realiza en base a variables morfologicas y fisiologicas;
entre las primeras se incluyen:

1) La altura de la planta, influye en la competencia de la planta con la vegetacion herbacea y

arbustiva que la rodea. Se recomienda una altura entre 15 y 20 cm.

11) Diametro del tallo, esta variable define la robustez del tallo y se asocia con el vigor y

supervivencia de las plantas. Plantas con didmetro mayor a 5 mm son mas resistenctes al
doblamiento y toleran mejor dafos por plagas y fauna nociva; aunque esto varia con la

especie.



1ii)Volumen del sistema radical, La raiz principal debe ser recta, con raices secundarias fibrosas
y abundantes puntos de crecimiento, las cuales son de color blanco lechosos. La raiz es el
medio a través del cual la planta absorbe agua y nutrimentos.

iv)Peso seco del vastago y raiz, refleja el desarrollo que logrd la planta en vivero. La biomasa
tiene correlacion con la supervivencia y el crecimiento de las plantas en campo. La biomasa
de la parte aérea es un indicador de la superficie fotosintética y del area de traspiracion,
ademas representa su capacidad para almacenar carbohidratos.

v) Presencia de yema terminal, la formacion de la yema apical ocurre cuando la planta
disminuye su metabolismo, debido a reduccion del agua suministrada, incremento de la dosis
de potasio y exposicion de la planta a condiciones ambienales naturales. Si la planta continta
en un ambiente favorable de humedad y condiciones de invernadero, su crecimiento no
disminuira, lo que afectard su establecimiento en campo, ya que sera muy alta y corre el
riesgo de ser trozada por el viento.

vi)Color del follaje, dependera de la especie, pero muchas veces el color nos indica el estado
nutricional de la planta, lo cual es de importancia para determinar si una planta esta saludable
o presenta alguna deficiencia que pueda repercutir en su supervivencia en campo.

vii) La sanidad, las plantas deben estar libres de heridas, plagas, enfermedades, follaje seco,
dafios fisicos por viento, pisoteo, etc. Una planta sana puede desarrollarse en campo sin
alteraciones morfo-fisioldgicas (Prieto et al., 2009).

viil) En el caso de los pinos la presencia de las ectomicorrizas es crucial para su desarrollo,
nutricién y absorcion de agua, que podria hacer la diferencia entre su adaptacion en campo
después del trasplante.

Si bien, es importante que exista un equilibrio entre la altura y didmetro de la parte aérea, asi como

la proporcion de masa de la parte aérea y la radical, Sin embargo, las caracteristicas pueden variar



dependiendo de la especie. En los atributos fisiologicos se consideran: resistencia al frio, potencial
hidrico, contenido nutricional y de carbohidratos, tolerancia a sequia, fotosintesis y micorrizacion
(Prieto et al., 2009).

La exigencia de la calidad de las plantas se incrementa cuando hay limitantes en el medio donde
se pretende realizar la repoblacion o reforestacion. Por tal motivo, es necesario desarrollar técnicas
culturales desde el vivero, el tipo de sustrato, tipo de contenedor, la calidad de las semillas,
fertilizacion, condiciones climaticas del vivero, riego, asi como el trasporte y plantacion de las
plantas en campo (Villar et al., 2000). Al utilizar plantas de calidad en las reforestaciones, se
incrementa la posibilidad de éxito. Por lo tanto conocer que factores influyen en el buen desarrollo

de la planta, es crucial.

3.2.2 Indice de Calidad de Dickson

Este indice agrupa variables relacionadas con la calidad de la planta. A mayor valor del indice,
mejor calidad de la planta. El indice de Calidad de Dickson (ICD) se calcula con la formula

siguiente:

Peso seco total (g)

Indice de Calidad de Dickson (ICD)= -
Altura (cm) + Peso seco parte aérea (g)

Diametro (mm) Peso seco raiz (g)

Desafortunadamente para las especies del género Pinus de México, alin no se han definido los

indices de calidad por especie (Prieto et al., 2009).



3.3 DESCRIPCION DE Pinus pringlei

3.3.1 Taxonomia

Pinus pringlei es una especie endémica de México, comunmente conocido como Ocote
Escobeton, cedron, Pino pifia negra, Pino rojo, pino de Guerrero (Farjon, 2013; CONAFOR, 2017,
Villasefior et al., 2013). El epiteto especifico pringlei rinde homenaje a Ciro Guernsey Pringle
(1838-1911), un botanico americano, explorador y el obtentor vegetal. Fue descrita por primera

vez por George Russell Shaw en 1905, en la obra “Trees and Shrubs”.

3.3.2 Descripcion morfolégica

Los arboles de esta especie presentan alturas entre los 20 y 25 m, con més de 90 cm de didmetro
a la altura del pecho. Su copa es de forma asimétrica y ovoide, de color verde brillante. Sus aciculas
son perennifolias de (15)18-25(30) cm de largo, gruesas, aserradas, rectas y rigidas, con conductos
resinosos internos, con tres aciculas por fasciculo. El fasciculo es persistente (Shaw, 1909). Posee
conos finos, individuales o en pares, asimétricos, ligeros de 5-8 (12) cm de largo, con pedinculo
corto, grueso y persistentes. Escamas rectas y pequefias, apofisis maso menos plana, el umbo es
dorsal, plano y deprimido (Mirov, 1967; Del Castillo et al., 2004) (Figura 1-2). Estrébilo amarillo
o marrén leonado. Tiene una apariencia parecida a P. oocarpa, pero se distingue por su cono mas
eliptico, semiserotino (fruto tardio). Corteza joven escamosa y de color rojo. Florece en noviembre

o principios de diciembre (Shaw, 1909).
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PUBL. ARN. ARB. 1. PLATE XVIII.

PINUS PRINGLEI SHAW.

Figura 1. Detalle de conos, escamas, aciculas y semillas de Pinus pringlei Shaw (Tomado
de Shaw, 1909).
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Figura 2. Fotografias de las estructuras de Pinus pringlei. a) escamas; b) disposicion de los
conos; ¢) aciculas; d) semillas; e) corteza y f) fasciculo de Pinus pringlei Shaw (Tomado The
Gymnosperm Database, 2017).
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3.3.3 Distribucion y ecologia

Pinus pringlei es una especie nativa de México que prospera en la Sierra Madre del Sur y
regiones adyacentes del Eje Neovolcanico, en zonas subtropicales y templadas. Se distribuye
limitadamente en los estados de Michoacan, Guerrero, Estado de México, Morelos y Oaxaca
(Figura 3). Habita en bosques de pino, pino-encino y pastizales, se asocia con numerosas especies
de pinos (P. lawsonii, P. devoniana, P. oocarpa, P. douglasiana, P. maximinoi, P. pseudostrobus
y P. patula). Se desarrolla en altitudes que van de los 1500 a 2800 m. Se desarrolla en suelos de
tipo Andosol, desde poco profundos en lomerios y hasta 1.5 m en los valles, con pH neutro o
ligeramente acido. El intervalo de temperaturas en las que se desarrollan es de -4 a 40 °C, siendo
la media de 16.7 °C. La precipitacion requerida va de los 1000 a 2000 mm (Del Castillo et al.,
2004; Farjon, 2013). Esta especie es tolerante a condiciones de sequia, sin embargo pasa lo
contrario con las heladas (Dvorak, 2000).

Es una especie resistente a la enfermedad de chancro resinoso ocasionada por el hongo
Fusarium circinatum que suele atacar a las plantas en etapas tempranas, en condiciones de
invernadero (Hodge y Dvorak, 2000) y a la enfermedad Diplodia pinea o muerte regresiva

ocasionada por el hongo Sphaeropsis sapinea (Dvorak, 2000).

En la lista roja de la IUCN-2015-4, dicha especie se encuentra clasificada en la categoria de

preocupacion menor. Aunque el descenso de sus comunidades va en aumento cada afio.
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Figura 3. Distribucion natural de Pinus pringlei en México. Modificado de USGS (2016).

3.3.4 Importancia

Los arboles de P. pringlei tienen potencial para jardines y parques, son fuente de madera para
aserrio, resina, triplay, pulpa para papel, construccion de muebles caseros e industriales, casas,
tarimas, plataformas, pisos, palos de escoba, lomos de cerillos, cajas de empaque y artesanias
(CONAFOR, 2017).

P. pringlei cuenta con una madera y resina de excelente calidad (Lockhart, 1990; Dvorak ef al.,
1997; Lopez et al., 2001; Sotomayor-Castellanos y Ramirez-Pérez, 2014). Produce una madera
atractiva de un color uniformemente marrén palido debido a sus anillos de crecimiento
relativamente poco visibles, su textura es fina y con buena densidad (Malan, 1994), tiene alta
densidad de madera (en el niicleo en promedio tiene 604 kg/m? y en la madera exterior en promedio
731 kg/m?) (Dungey et al., 2003). La incidencia de los nudos parecen ser similares a la encontrada

en P. patula, la cual es una especie ampliamente utilizada para obtencién de madera en muchos
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paises del mundo, sin embargo, la madera resultante de P. pringlei tiende a deformarse menos

(Malan, 1994). La madera de P. pringlei tiende a contener mayor cantidad de resina que P. patula.

3.4 IMPORTANCIA DE LOS HONGOS

3.4.1 Ecologia

Los hongos tienen una distribucion cosmopolita, aunque hay especies de areas restringidas. Se
encuentran en todo el globo terrestre y viven en sitios que presentan materia organica, agua y una
temperatura apropiada comprendida entre 4 y 60 °C. Pueden vivir en climas ecuatoriales, tropicales,
subtropicales, templados y frios, desde el nivel del mar hasta altitudes de 4 000 m, asi mismo se
desarrollan desde los lugares mas himedos hasta los sitios semidesérticos y atin desérticos en las
épocas en que puede haber una ligera humedad en el suelo (Herrera y Ulloa, 2013).

Debido a que los hongos carecen de clorofila, su nutriciéon es por absorcion y dependiendo de
las sustancias orgdnicas que aprovechen, pueden ser saprobios, pardsitos o simbiontes. Los
saprofitos utilizan sustancias organicas, descomponen la celulosa, pectina y lignina provenientes
de los residuos vegetales (Alexander, 1997). Las enzimas que descomponen la lignina también
contribuyen a la descomposicion de xenobidticos como plaguicidas, fertilizantes quimicos e
hidrocarburos que se encuentran contaminando el suelo (Wainwright, 1992). Los hongos parésitos
se desarrollan en otros organismos y se nutren de las sustancias que hay en sus células vivas o de
las que tienen en sus liquidos orgénicos vitales como la linfa, la hemolinfa y la sangre de los
animales, o la savia de los vegetales (Herrera y Ulloa, 2013). Los hongos simbidticos o formadores

de micorriza, pueden aumentar la disponibilidad de nutrimentos minerales necesarios para el
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desarrollo de la planta, a cambio el hongo recibe carbohidratos y otras sustancias organicas
resultantes de la fotosintesis (Smith y Read, 2008).

Los hongos son de gran importancia ya que participan en las cadenas troficas. El carbono y los
nutrimentos acumulados en la biomasa fingica son importantes en la dieta de un gran nimero de
vertebrados e invertebrados (Maser ef al., 1978). Ademas, forman parte de un patrimonio cultural,
ya que son utilizados como un recurso alimenticio, industrial, ornamental, medicinal y también
fueron utilizados con fines magicos, terapéuticos y en rituales sagrados/religiosos por los Olmecas,

Zapotecas, Mayas y Aztecas (Carod-Artal, 2015).

3.4.2 Diversidad de hongos en México

Se estima que a nivel mundial existen 1.5 millones de especies de hongos (Hawksworth, 2001)
de las cudles se conocen solo el 5 %. En el caso de los macromicetos se han registrado 21 679
especies y se estima que existen alrededor de 56 679 especies (Mueller ef al., 2007).

En México se estima que hay hasta 200 000 especies de hongos (Guzman, 1998), de las cuales
se han descrito 6 000 especies, siendo 4 000 macromicetos incluyendo basidiomicetes y

ascomicetes; y 2 000 micromicetos (Mueller et al., 2007).

3.4.3 Hongos Silvestres Comestibles

Los hongos silvestres han sido recolectados y consumidos por la gente durante miles de afios
(Boa, 2005). La tradicion de consumo en Latinoamérica se restringe casi exclusivamente a México
(Villarreal y Pérez-Moreno, 1989), a la zona sur de Guatemala y en menor proporcion en Honduras
y algunas poblaciones del amazonas (Boa, 2005).

México ocupa el segundo lugar mundial con mayor diversidad de hongos y tradicion respecto a

la utilizacion, después de China (Moreno-Fuentes et al., 2001), debido a que cuenta con un gran
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acervo cultural con alrededor de 60 grupos étnicos con un amplio conocimiento tradicional sobre
su entorno (Zamora y Torres, 2002; Navarrete, 2008). Representan un producto forestal no
maderable, que se extrae como parte de la estrategia de subsistencia de las comunidades locales
(Montoya et al., 2014). Son valorados por sus caracteristicas fisicas, ecologicas y su gran valor
cultural (Pérez-Moreno et al., 2010) y proporcionan un complemento sustancial en la dieta de las
personas (Boa, 2005; Pérez-Moreno et al., 2008; Garibay-Orijel et al., 2009). Se han descrito de
204 a 371 especies de hongos silvestres comestibles en México (Villarreal y Pérez-Moreno, 1989;
Garibay-Orijel y Ruan-Soto, 2014), alrededor de 48 % de las especies crecen en bosques de
coniferas, 27 % en bosques de Quercus, 11 % en bosque mesofilo de montafia, 7 % en los bosques
tropicales y 5 % en zonas agricolas y urbanas (Villarreal y Pérez-Moreno, 1989), siendo la parte
central del pais la mejor estudiada.

La recolecta y venta de hongos es una actividad que representa una alternativa como fuente de
ingresos para varias comunidades aledafias a los bosques, sobre todo aquellas muy marginadas
(Zamora y Torres, 2002; Boa, 2005; Montoya et al., 2008) y ademds la comercializacion en los
mercados locales contribuye al mantenimiento del conocimiento ancestral (Pérez-Moreno et al.,
2008). Diversos estudios han registrado el numero y las especies que se comercializan en los

mercados locales de diferentes regiones de México. Por ejemplo:
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Autores comljls"gizclii‘;:l das Sitios de comercializacion
Mariaca et al., 2001 34 Valle de Toluca
Montoya et al., 2001 52 Tlaxcala
Pérez-Moreno ef al., 2008 92 ZOn"}ftz_lggé’jr;;ﬁgglaleS
Estrada et al., 2009 65 Sierra Nevada
Burrola-Aguilar et al., 2012 38 Amanalco, Estado de México
Jiménez-Ruiz et al., 2013 20 Valles Centrales, de Oaxaca

Sin embargo, el numero de especies de hongos silvestres consumidos en cada region es ain

mayor sin embargo, no se comercializan por la escasa disponibilidad de esporomas.

3.5 HONGOS ECTOMICORRIZICOS

La colonizacion de la tierra por las eucariotas probablemente fue facilitado por una asociacion
simbiotica entre un organismo fotosintético y un hongo (Heckman et al., 2001).

El término micorriza fue descrito por primera vez por Anton B. Frank en 1885 para describir la
simbiosis mutualista que se establece entre las raices de aproximadamente 95 % de las plantas
terrestres y 20 000 especies de hongos del suelo (Comandini et al., 2012; Rinaldi ef al., 2008). Los
hongos micorrizicos son la principal via a través de la cual la mayoria de las plantas obtienen

nutrientes minerales, resistencia a las enfermedades, sequia y las temperaturas extremas.
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De acuerdo a como el hongo ECM interactia con la raiz y a la familia a la que pertenece la
planta, las micorrizas se clasifican en siete grupos: micorriza arbuscular, micorriza ericoide,
arbutoide, monotropoide, orquideoide, ectendomicorriza y ectomicorriza (Smith y Read, 2008).
Las dos mas importantes desde el punto de vista agrondmico y forestal son: la micorriza arbuscular
y la ectomicorriza respectivamente (Alarcon, 2007). El origen de la simbiosis ectomicorrizica aun
se especula, sin embargo se cree que aparecieron por primera vez en el Cretacico hace 130 millones
de afos en plantas de la familia Pinaceae, que hoy en dia son casi exclusivamente ectomicorrizicos.
Las evidencias contundentes se tienen de raices de Pinus sp. fosilizadas de aproximadamente 50
millones de afios del periodo Eoceno (Smith y Read, 2008). La simbiosis ectomicorrizica es una
de las asociaciones mas destacadas y ecoldgicamente cruciales en los habitats terrestres. Implica
varios miles de especies de hongos agrupados dentro de los filos Basidiomycota, Ascomycota,
Zygomycota (Rinaldi et al., 2008) y aproximadamente 3 % de las plantas vasculares (Smith y Read,
2008). Esta asociacion sostiene el crecimiento de los bosques en las zonas boscosas templadas,
tropicales y subtropicales (Boa, 2005).

La diferenciacién ectomicorrizica implica cambios drasticos en la morfologia, anatomia y
fisiologia de la raiz, dando lugar a estructuras simbidticas altamente integradas. La formacion de
estas estructuras se basa en procesos ontogénicos estrictamente regulados que implican la
sefializacion entre ambos simbiontes. La formacion de las ectomicorrizas ha sido ampliamente
estudiada a niveles citologicos y bioquimicos, pero los mecanismos por los que el hongo y la planta
se comunican durante la formacion y los mecanismos moleculares implicados en la diferenciacion

de la estructura simbiotica sigue siendo en gran parte desconocido (Marmeisse et al., 2004).

Las ectomicorrizas se caracterizan por formar tres estructuras:
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1) Manto: es una agregacion de hifas que se encuentran envolviendo el exterior de la raiz,
actlla como una barrera fisica para evitar la pérdida de agua y la desecacion de la raiz
(Rincon et al., 2007, Smith y Read, 2008).

1) Red de Hartig: es una estructura funcional y estructural entre el hongo y las células de la
raiz (Diez, 2005), son hifas que rodean, sin penetrar las células corticales, es el lugar del
intercambio bidireccional de nutrientes.

1i1) Micelio externo: son hifas que emanan y exploran el suelo (Marmeisse ef al., 2004), son
responsables de la movilizacion de los nutrientes del suelo y agua (Diez, 2005).

La mayoria de los hongos ectomicorrizicos tienen un amplio rango de plantas hospederas
(Molina et al., 1992), desarrollan poca o ninguna especificidad como Amanita muscaria,
Cenococcum geophilum, Hebeloma crustuliniforme, Paxillus involutus, Laccaria laccata,
Pisolithus tinctorius y Thelephora terrestris, las cuales tienen la capacidad de formar asociaciones
micorrizicas con gran variedad de plantas de diferentes géneros y familias (Cairney y Chambers,
1999). Por lo contrario, el género Suillus se asocia sélo con la familia Pinaceae y el género
Rhizopogon solo forma asociaciones con especies del género Pinus y un caso mas extremos como
Suillus plorans que solo se ha encontrado asociado con Pinus cembra (Estrada-Torres, 2007).

La colonizacion se puede llevar a cabo a través de las esporas que viajan con el viento teniendo
la posibilidad de establecerse en cualquier raiz o de micelio ya establecido en el suelo que colonizan
las nuevas raices de las plantas (Estrada-Torres, 2007). Las esporas de ciertos hongos pueden
colonizar raices de plantas en etapas muy tempranas de desarrollo, como especies del género
Laccaria, Hebeloma, Thelephora'y Tomentella que se asocian exclusivamente con plantas lefiosas
pioneras y en estadios tempranos (Obase et al., 2009), algunos otros se establecen con plantas

adultas como los géneros Ramaria, Lactarius, Cantharellus, Boletus, por mencionar algunos. Por
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lo tanto, en las poblaciones de hongos ectomicorrizicos existen estrategias de colonizacion
secuencial y reemplazo de especies.

En los ecosistemas forestales naturales, el sistema radical de una planta se asocia
frecuentemente con muchas especies de hongos ectomicorrizicos, la diversidad de estas
comunidades fungicas cambia durante el curso del envejecimiento del bosque (Smith ez al., 2002),
como en respuesta a diversas alteraciones del ecosistema y la deposicion de nitrogeno (Avis et al.,
2003).

En el mundo se conocen mas de 550 especies de hongos potencialmente ectomicorrizégenas
(Estrada-Torres, 2007; Cunningham et al., 2011). De las especies de hongos silvestres comestibles
en México, alrededor del 50% tienen un valor agregado pues son ectomicorrizicos (Villarreal y
Pérez-Moreno, 1989).

Muchas de las especies ectomicorrizicas no pueden ser cultivadas, a excepcion de las trufas
(Tuber spp.), por lo tanto, una alternativa para evitar la pérdida de diversidad de especies fungicas
es mediante practicas biotecnoldgicas como la inoculacion de especies forestales, que al mismo

tiempo nos proporcionen una alternativa para el aprovechamiento maderable.

3.5.1 Los hongos ectomicorrizicos en la nutricion de especies forestales

A través de la estructura especializada e integrada que se desarrolla en la raiz a partir de la
simbiosis ectomicorrizica con las raices de las plantas, se originan diversos efectos benéficos para
la planta asociada, como la habilidad de absorber y trasportar nutrimentos organicos e inorganicos
principalmente nitrégeno, fosforo, potasio y calcio que la planta no puede adquirir directamente
del suelo (Pérez-Moreno y Read, 2004; Smith y Read, 2008), especialmente en suelos en donde los
nutrimentos estan presentes en pequenas cantidades. Por otra parte como retribucion el hongo

recibe compuestos de carbono (Read y Pérez-Moreno, 2003; Marmeisse ef al., 2004; Smith y Read,
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2008). Los hongos ectomicorrizicos juegan un papel clave en la salud y vigor de los arboles sobre
todo en ambientes estresantes (Steinfeld ez al., 2003; Marmeisse et al., 2004).

Los huéspedes de los hongos ectomicorrizicos son principalmente especies arboreas en las
familias Pinaceae, Cupressaceae, Fagaceae, Betulaceae y Salicaceae (Malloch et al., 1980),
distribuidos en bosques tropicales, templados y boreales (Smith y Read, 2008). Sin embargo, se
necesita mas informacion sobre los hongos micorrizicos nativos que podrian utilizarse para
inocular plantas en vivero y de esta manera mejorar la supervivencia de los arboles y el rendimiento
en campo después del trasplante (Steinfeld ez al., 2003).

En suelos contaminados con metales pesados se pensaria que la micorrizacion seria una
desventaja. Sin embargo, se ha estudiado que los hongos tienen un efecto positivo, debido a que el
manto que cubre a las raices modera la absorcion de los metales pesados (Biicking y Heyser, 1994;
Turnau et al., 2001; Luo ef al., 2014). La mejora de la tolerancia esta ligada a la concentracion del
tejido o vastago, junto con un aumento de la acumulacion del metal en el sistema radical, sin
embargo, este efecto no puede ser generalizado para todas las asociaciones estomicorrizicas.
Ciertas especies de hongos ectomicorrizicos reducen directamente la toxicidad del metal a través
de funciones como la compartimentacion, la quelacion y los mecanismos de complejacion
intracelular y extracelular (Bellion et al., 2007). El micelio extramatrical es el mejor componente
funcional ya que el micelio muerto podria ser utilizado como sustrato por otros organismos
(Hogberg y Hogberg, 2002), lo que contribuye a la biodiversidad de microorganismos en la
rizosfera que ponen a disposicion los macro y micronutrimentos para las plantas (Marschner,
1986),

La eficacia de la absorcion de metales pesados, transporte y distribucion en las plantas a menudo
aumenta por las ectomicorrizas, lo que resulta en un mejor estado fisioldgico y crecimiento (Luo

et al., 2014). Por ejemplo, se ha demostrado que en altas concentraciones de Zn, el hongo Suillus
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bovinus confiere mayor tolerancia a P. sylvestris (Biicking y Heyser, 1994). Sin embargo, es

necesario estudiar este proceso con diferentes especies de plantas y hongos.

3.5.2 Aplicaciones biotecnoldgicas de los hongos ectomicorrizicos en especies forestales

La deforestacion es un factor causante del cambio climético global (Pérez-Moreno, 2012). Sin
embargo, la reforestacion tiene diversas limitaciones, como una baja supervivencia de las plantas
en campo debido a la falta de simbiontes ectomicorrizicos que se encuentran de forma natural en
las raices de la mayoria de las especies forestales que se producen en vivero, cuya presencia es
obligada (Pérez-Moreno y Martinez-Reyes, 2014). Por lo tanto la inoculacién con hongos
ectomicorrizicos es una alternativa precisa que debe ser aplicada a la brevedad.

En México, la utilizacion de hongos micorrizicos ha tenido poco impulso debido a que no se
tienen estandarizadas las técnicas de inoculacion que sean eficientes en la produccion masiva de
plantas forestales. Hay muchos viveros que atin desconocen esta técnica biotecnoldgica a pesar de
su enorme potencial (Martinez-Reyes et al., 2012). Por lo tanto, los programas de reforestacion en
México informan que s6lo el 10% de los arboles sobreviven después del trasplante (Orozco et al.,
2010). El desarrollo de técnicas para el desarrollo y aprovechamiento forestal, ademas de contribuir
con la conservacion de la diversidad de los hongos y especies de pinos, contribuye de manera
eficiente a incrementar la produccion y productividad forestal. Ante tal panorama, es necesario
generar estas técnicas biotecnoldgicas que nos ayuden a tal objetivo, sobre todo con las especies
de arboles que tienen potencial maderable como los pinos. Un criterio para la seleccion de hongos
ectomicorrizicos que ha tenido trascendencia recientemente es su comestibilidad debido a su
enorme importancia social, econémica y ambiental (Pérez-Moreno y Martinez-Reyes, 2014). La

inoculacion con hongos ectomicorrizicos seleccionados a menudo han sido identificados como una
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practica cultural prometedora en vivero para mejorar la calidad de las plantas y su rendimiento

después del trasplante (Rincon et al., 2007).

Se ha documentado que la inoculacion con ciertos hongos ectomicorrizicos mejora

significativamente el crecimiento, producciéon de biomasa y nutricion con algunos de los

nutrimentos en diferentes especies de pinos:

Autor Especie forestal

Hongos ectomicorrizicos
inoculados

i i Pinus banksi
Browning y Whitney, 1991 1nus banksiana

Laccaria bicolor, Laccaria
proxima o Hebeloma
cylindrosporum

Bending y Read, 1995 ) )
Pinus sylvestris

Calvaruso et al., 2011

Suillus bovinus o
Thelephora terrestris

Laccaria bicolor

Perladé et al., 2004

Nuifiez et al., 2004 Pinus halapensis

Rincon et al., 2007

Rhizopogon luteolus o R.
roseolus

Tuber melanosporum

Amanita ovoide, R.
roseolus o Suillus collinitus

Sudhakara-Reddy y Natarajan,
1997

Perea-Estrada et al., 2009 Pinus patula

Carrasco-Hernandez et al.,
2011

L. laccata o T. terrestis

Hebeloma spp. Laccaria
spp. Clavulina aff. cinerea

Especies de hongos de los
géneros Laccaria y Hebeloma

Rincon et al., 2001
Pinus pinea

Parladé et al., 2004

Especies de los géneros
Hebeloma, Pisolithus,
Laccaria, Melanogaster,
Rhizopogon y Scleroderma

Rhizopogon luteolus o R.
roseolus

Perea-Estrada ef al., 2009 Pinus hartwegii

Hebeloma spp. Laccaria
spp. Clavulina aff. cinerea

Chavez et al., 2009 . .
Pinus radiata

Chavez et al., 2014

Rhizopogon luteolus,
Suillus bellinii y S. luteus

S. luteus o R. luteolus
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Carrasco-Hernandez et al., Pinus Especies de hongos de los
2011 pseudostrobus géneros Laccaria y Hebeloma

R. roseolus, S. luteus,
Barroetavefia et al., 2012 Pinus ponderosa Hebeloma mesophaeum o
Tricholoma muricatum

Martinez-Reyes et al., 2012 H. mesophaeum

H. mesophaeum, L.

Méndez-Neri et al., 2011 . . laccata o Suillus aff.

Pinus greggii .
pseudobrevipes

L. laccata, L. bicolor o H.

leucosarx

Renteria-Chavez et al., 2017

Especies de los géneros
Parladé et al., 1996 Melanogaster, Rhizopogon,
Tuber y Scleroderma

T. terrestris, R. vulgaris,
P. tinctorius, S. citrinum, S.
Sousa et al., 2012 i
bovinus, L. laccata y L.

deterrimus

Pi nast
IS prmaster Especies del los géneros
. Thelephora, Rhizopogon,
Ol tal., 2012

fvetra et dt., Pisolithus, Scleroderma,

Suillus y Laccaria

Lactarius deliciosus, L.
Sanchez-Zabala et al., 2013 quieticolor, Pisolithus arhizus

o Suillus luteus

Estos resultados enfatizan la importancia de seleccionar especies de hongos compatibles con las
especies arboreas de interés, asi como el tipo de indculo adaptado a las condiciones ambientales
del trasplante. La adecuada seleccion pueden ser una importante ventaja inicial para el
establecimiento exitoso de las plantulas fuera del vivero (Rincén ef al., 2007). Actualmente se han
desarrollado medios sintéticos donde se cultivan algunos hongos ectomicorrizicos, lo que ha
facilitado su manipulacion (Pérez-Moreno ef al., 2002). Uno de los retos actuales es revisar la
biologia basica de los hongos ectomicorrizicos, asi como la dinamica de sus poblaciones en

ecosistemas forestales naturales y determinar su potencial biotecnoldgico.

25



3.6 ASPECTOS TAXONOMICOS Y ECOFISIOLOGICOS DE TRES HONGOS
ECTOMICORRIZICOS

3.6.1 Hebeloma alpinum (J. Favre) Bruchet, Bull. Mens. Soc. linn. Lyon 39 (Suppl.):68 (1970)

Macromorfologia: Basidioma: Pileo convexo de color marrdn oscuro con un diametro de 1.2-5.2

cm. Estipite cilindrico, color crema, 1.2-5.7 cm de largo y 0.4-1.8 cm de ancho. Laminas son libres

de color marrén oscuro. Basidiosporas con forma eliptica con ornamentacion lacunosa. Al igual

que H. leucosarx y H. mesophaeum, las esporas son marrones con una longitud promedio de 8.8

um y 4.7 um respectivamente (Figura 4) (Carrasco-Hernandez et al., 2015).

.'b
)

#

Figura 4. Hebeloma alpinum. a) Fotografia de esporas tomadas en un microscopio

electronico de barrido y b) esporomas en fresco. Tomado de Carrasco-Hernandez et al.
(2015).

Ecofisiologia. Hebeloma es un género de hongo ectomicorrizico que se distribuye en diferentes
habitats en el hemisferio norte y en todo el mundo (Marmeisse et al., 1999), se ha estimado que

son alrededor de 250 a 600 especies del género (Cairney y Chambers, 1999).
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En estudios previos se ha obtenido que el indculo basado en los esporomas secos de H. alpinum
han tenido éxito en la formacién de ectomicorrizas con Pinus patula 'y P. pseudostrobus (Carrasco-
Hernandez et al., 2015), por lo tanto se considera que tiene un enorme potencial para inocular
arboles de importancia forestal en invernadero, debido a que es una especie pionera, es decir se
asocia con plantas en estadios primarios (Obase et al., 2009), también tiene la capacidad de
desarrollarse en sitios pobres nutrimentalmente (Trocha et al., 2007). En todo el mundo el género
Hebeloma se ha considerado como venenoso o toxico (Bonet et al., 2004), sin embargo, en el centro
de México hay un complejo de especies de Hebeloma que se utilizan como alimento en grandes
cantidades y tiene una gran importancia econdmica, social y cultural (Pérez-Moreno et al., 2010).
Carrasco-Hernandez et al. (2015) identificaron tres especies comestibles y ampliamente

comercializadas en el pais: H. alpinum, H. mesophaeum y H. leucosarx.

3.6.2 Laccaria trichodermophora G.M. Muell., Mycotaxon 20(1): 112 (1984)

Macromorfologia: Basidioma: Pileo de 2-6.6 cm de ancho, convexo a plano, de vez en cuando
levantado, a menudo deprimido, no estriado, finamente fibriloso, llegando a ser fibriloso-escamoso
a escamoso, naranja pardusco, ocasionalmente rojizo marrén, mas oscuro en el centro; margen
incurvado o decurvado, volviéndose a menudo plano a veces enrollado; contexto de 1-2 mm de
grosor, estrechandose en el margen, color de piel, rosdceo. Ldminas moderadamente anchas o
amplias, relativamente delgadas a gruesas, sinuado a adnado, color carne, rosa vinaceo, color
salmoén palido, con la edad se convierte en vinaceo. Estipite de 2.2-12.5 x 0.2-1.1 cm, cilindrico a
subclavado, ocasionalmente o ligeramente bulboso, fibriloso, incospicuo a moderadamente
longitudinalmente estriada, naranja parduzca a marrén rojizo; contexto relleno, haciéndose hueco,
similar al color del contexto de pileo. Micelio basal generalmente blanco, ocasionalmente violeta

(Figura 5).
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Ecofisiologia: Es una especie que se encuentra con mucha frecuencia en los bosques aledaios al
centro de México. Tiene un valor agregado ya que ademds de ser un hongo ectomicorrizico, es
comestible (Montoya ef al., 2014) y por lo tanto representa una fuente de obtencioén de ingresos
cuando se comercializan en los mercados locales. El género Laccaria posee especies que establecen

una simbiosis con plantas en estadios ontogénicos (Estrada-Torres, 2007).

‘Michael Kuo

Figura 5. Ejemplar de Laccaria trichodermophora, fotografia: Michael Kuo.

3.6.3 Thelephora terrestris Ehrh., PI. Crypt. Linn. Exsicc.: no. 178 (1787)

Macromorfologia: Crecimiento cespitoso, suave, de color marrén oscuro y después negro; Pileo
en forma aplanada, fibroso-estrigoso de 2-5 cm de lado. El estipite se proyecta de forma lateral,
extendidos. Margen similar al pileo. Himenio inferior radiado-fungoso, escamoso, los estipites
confluyen en el centro; esporas (10) 6-7 um (Saccardo, 1888). La forma de crecimiento es solitario
y en algunas ocasiones gregario (Figura 6).

Ecofisiologia: 7. terrestris es un simbionte muy comun que se asocia con diversas especies de

angiospermas y gimnospermas, principalmente coniferas. Es un colonizador que se asocia con las
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plantas en los primeros estadios ontogénicos, y prolifera en los viveros, ya que es una especie muy
bien adaptada a las condiciones de altos niveles de nutrientes y humedad. En México atin no hay
reportes ain de su comestibilidad, aunque el género parece contener al menos tres especies
comestibles, 7. vialis, T. aurantiotincta y T. gambajun con gran importancia para generar
medicamentos, alimento y subsistencia econémica. 7. terrestris es la méas conocida entre los
investigadores de micorrizas, ya que es muy comun en viveros de arboles en muchas partes del

mundo (Cairney y Chambers, 2013).

6.
Ejemplar

= n v )
CuSeri o huro:

Thelephora terrestris. Fotografia: Eduardo Duro.
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CAPITULO IV
CRECIMIENTO, CONTENIDO Y TRANSFERENCIA DE NUTRIMENTOS EN Pinus
pringlei Shaw INOCULADO CON HONGOS ECTOMICORRIZICOS EN

INVERNADERO

4.1 RESUMEN

Los hongos ectomicorrizicos (HECM) viven en simbiosis obligada con las pinéceas, pero su
empleo no es considerado en los programas de reforestacion. La hip6tesis planteada es que existe
un incremento en la calidad de planta y el porcentaje de supervivencia de P. pringlei inoculados
con HECM. El experimento se llevo a cabo en Texcoco, México, en el invernadero del Colegio de
Postgraduados. En plantas de P. pringlei se aplicaron cuatro tratamientos de inoculacion: i)
Hebeloma alpinum (Ha), ii) Laccaria trichodermophora (Lt), iii) Thelephora terrestris (Tt), y iv)
plantas sin inocular. Se evalud la produccion de biomasa seca del vastago y raiz, altura y diametro
del tallo, contenido de macronutrimentos y micronutrimentos; y colonizacion ectomicorrizica, asi
como la caracterizacion morfoldgica y la identificacion molecular de los HECM. Los tres HECM
inoculados propiciaron mayor crecimiento, contenido de nutrimentos, movilizacion significativa
de K, Fe y Zn. Las secuencias de ADN de las ECM tuvieron una afinidad filogenética de 99 % con
las descritas en GenBank para Ha, Lt y Tt. Las tres especies de HECM incrementaron el
crecimiento de P. pringlei, favorecieron la movilizacion de nutrimentos especialmente K, Fe 'y Zn.

Palabras clave: Hongos ectomicorrizicos, reforestacion, Hierro, Cinc, Manganeso.
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4.2 INTRODUCCION

La simbiosis ECM es la mas importante desde el punto de vista aplicado en los sistemas
forestales (Siddiqui y Kataoka, 2011), ya que se establecen entre 3 % de las plantas vasculares que
se encuentran dominando los bosques templados y boreales del planeta (Smith y Read, 2008;
Brundrett, 2009, Tedersoo et al., 2010; van der Heijden et al., 2015) y méas de 20 000 especies de
hongos principalmente Basidiomicetes y Ascomicetes (Comandini et al., 2012; Rinaldi et al.,
2008), los cuales tienen un valor agregado como un producto forestal no maderable debido a que
algunas especies son comestibles (Yun y Hall, 2004). El principal beneficio de la simbiosis ECM
es el intercambio nutrimental donde los hongos reciben de la planta hospedera de 20 a 25 % de la
produccién total de fotosintatos (Hobbie et al., 2006) a cambio de nutrientes principalmente fosforo
y nitrégeno, asi mismo. México es el segundo centro de diversificacion del género Pinus con 49
especies de las 120 del mundo, de las cuales 55 % son endémicas (Sanchez-Gonzalez, 2008;
Garibay-Orijel et al., 2013; Gernandt y Pérez-de la Rosa, 2014). Actualmente, las especies nativas
ha cobrado gran interés y paulatinamente se han ido incorporado en los programas de reforestacion,
debido a que estan mejor adaptadas a las condiciones del sitio y muchas de ellas se encuentran en
peligro de extincién (Farjon, 2013). Pinus pringlei es una especie amenazada debido a su reducida
y fragmentada distribucién en los estados de Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Puebla, Estado de
México y Tlaxcala. Tradicionalmente se conoce como cedron, ocote, pino rojo y escobetdn (Farjon,
2013; Villaserior et al., 2013). Cabe mencionar que P. pringlei no tiene un aprovechamiento
forestal maderable en curso, sin embargo, tiene alto potencial debido a la alta calidad de su madera
y resina (Lockhart, 1990; Lopez et al., 2001; Sotomayor-Castellanos y Ramirez-Pérez, 2014),

demas de las propiedades curativas para aliviar asma, pulmonia y tos.
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Por tal motivo, se desarrollé el presente estudio con el objetivo de evaluar el efecto en el
crecimiento, contenido y movilizacion de nutrimentos y micorrizacion de Pinus pringlei, al ser
inoculado con tres HECM: Hebeloma alpinum (J. Favre) Bruchet, Laccaria trichodermophora G.

M. Muell y Thelephora terrestris Ehrh.

4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Material biologico y montaje del experimento

Se utilizaron semillas de P. pringlei procedentes de la comunidad de Santa Catarina Estetla,
Municipio de Santa Maria Pefioles, estado de Oaxaca (Figura 7), las cuales se estilizaron con H>O>
a 30 % previo a su siembra. Esporomas de hongos silvestres comestibles de Ha y Lt se adquirieron
en el mercado de Ozumba, Estado de México, el cual es un punto importante de comercializacion
de hongos silvestres comestibles desde €épocas prehispanicas (Pérez-Moreno ef al. 2010), donde se
recolectan en bosques de pino circundantes a la comunidad. El inoculo de Ha y Lt se prepard a
partir de los pileos deshidratados a 35 °C durante 48 h, los cudles se molieron y almacenaron a 5
°C hasta su uso (Figura 8). Para 7t se utilizé sustrato infectado previamente con este hongo. El
sustrato utilizado consistid en una mezcla de arena, corteza de pino y suelo forestal, en una
proporcidn 2:2:1, se esterilizé con vapor de agua durante 5 h previo a su utilizacion. Para la siembra
se emplearon tubetes de 130 cm? desinfectados con alcohol. Se colocaron de dos a tres semillas
por tubete a una profundidad aproximada de 0.5 cm. Simultaneo a la siembra, el sustrato se inoculod
con las especies fungicas consideradas para cada tratamiento. Cada planta fue inoculada al

momento de la siembra con una concentracion de 10%a 10® esporas en el caso de Ha y Lt, en caso
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de Tt se utilizo 5 g de sustrato infectado (Figura 9). Las plantas inoculadas o no inoculadas se

mantuvieron en condiciones de invernadero durante 390 dias.

;» . s . L g .
Figura 7. Arbol de Pinus pringlei de Santa Catarina Estetla, Oaxaca de donde se obtuvieron
las semillas.
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Figura 8. Preparacion del indculo. a) fase de separacion de pileos y estipites; b) secado del
material fingico; c) molido de pileos deshidratados; d) Inoculo; e) almacenamiento del
inéculo en viales.
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Figura 9. Siembra e inoculacion de Pinus pringlei. a) Tubetes con sustrato y b) inoculacion
al momento de la siembra.

4.3.2 Variables evaluadas

4.3.2.1 Crecimiento vegetal

En todas las plantas se efectuaron mediciones de la altura desde la base del tallo hasta el apice del
mismo y del didmetro en la base del tallo, 390 dias después de la siembra. Al mismo tiempo, se
determind el peso seco de la parte aérea y de la raiz en cinco plantas elegidas al azar, por cada

tratamiento, por lo cual las muestras se deshidrataron a 70 °C por 48 h (Figura 10).
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Figura 10. Evaluacion de crecimiento. a) altura del tallo; b) diametro del tallo; c)separacion
de vastago y raiz; y d) peso seco de vastago.
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4.3.2.2 Andlisis de nutrimentos en tejido vegetal

El analisis de nutrimentos se realizd en tres plantas, previamente utilizadas en la evaluacion del
peso seco. EI N se determind por digestion himeda (Bremner, 1965); el P total, segun el método
de Allen et al. (1997); el K, mediante extraccion con acetato de amonio por fotometria de llama; y
el Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn y B mediante extraccion con acetato de amonio por fotocolorimetria
con azometina.

4.3.2.3 Relaciones nutrimentales parte aérea:raiz

Se calculd la relacion entre el contenido nutrimental de la parte aérea y de la raiz de las plantas
inoculadas. Posteriormente, se estimo la relacion entre estos resultados y la relacion parte aérea:raiz
de las plantas no inoculadas. La relacion asi obtenida es un indicador de la eficiencia de la
movilizacion de cada nutrimento por parte del hongo ectomicorrizico, no solo al sistema radical

sino hacia la parte aérea de la planta.

4.3.2.4 Colonizacién micorrizica

En cinco plantas seleccionadas aleatoriamente se separd el vastago de la raiz, la cual se remojo
durante 24 h, después se lavaron con agua a presion, empleando tres tamices de diferente didmetro
de abertura (1.19, 0.180 y 0.085 mm) para colectar la mayor cantidad de raices. A continuacion se
cuantificd el numero total de raices micorrizadas, no micorrizadas y muertas, para estimar el
porcentaje de colonizacion ectomicorrizica siguiendo las técnicas propuestas por Marx et al. (1994)

(Figura 11).
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4.3.2.5 Calidad de planta

Se evalud en tres plantas elegidas al azar, ya que implicaba sacrificarlas. El indice de Calidad de
Dickson (ICD) retne varios atributos morfologicos en un solo valor y se usa como indice de

calidad: a mayor valor del indice, resultara una mejor calidad de planta. Se estim6 con la férmula:

Peso seco total (g)

Indice de Calidad de Dickson (ICD)= :
Altura (cm) + Peso seco parte aérea (g)

Diametro (mm) Peso seco raiz (g)

Figura 11. Observacion de raices micorrizadas. a) corte del cepellon en dos partes iguales;
b) lavado de raices en tamices, c¢) conteo de raices en el microscopio y d) raices micorrizadas.
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4.3.2.6 Andlisis molecular

Para comprobar que efectivamente los HECM inoculados al inicio de la siembra fueran los que
establecieron la simbiosis ectomicorrizica con las raices de P. pringlei, se efectud la identificacion
molecular de los morfotipos. E1 ADN se aislo de puntas de raices ectomicorrizadas, utilizando 200
mg molidos en nitrogeno liquido. Se utilizo el Kit Power Soil DNA Isolation kit marca Mo Bio
con numero de catdlogo 12888-50, se extrajo el ADN total y se almaceno a -20 °C. La region de
los interespaciadores ribosomales (ITS) se amplific6 mediante PCR, usando la combinacién de
iniciadores ITS4 e ITSS. El programa empleado para la amplificaciéon por PCR fue: cinco minutos
de desnaturalizacion inicial a 94 °C, seguido de 30 ciclos (30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 55
°C y 45 segundos a 72 °C), con una extension final de 72 °C por cinco minutos. Procesamiento de
producto de PCR, secuencia con quimica BigDye V3.1 y lectura de secuencia por electroforesis
en secuenciador automatico de 16 capilares 3130x1 Genetic Analyzer. La identidad taxonémica de
los morfotipos de micorriza se determinaron por la afinidad filogenética de sus secuencias consenso

al compararlas contra las bases de datos del GenBank mediante el programa BLAST.

4.3.2.7 Caracterizacion morfo-anatomica de las ectomicorrizas

Se analizaron las caracteristicas de las raices micorrizadas, tales como: longitud, didmetro,
color, tipo de ramificacion, presencia de rizomorfos y el tipo de exploracion del micelio externo
siguiendo los criterios establecidos en Deemy (2017). Para el andlisis anatomico se realizaron
cortes transversales de las raices, para observar las estructuras diagndsticas de las ectomicorrizas
como el manto, red de Hartig y micelio externo (Agerer y Rambold 2014). Se tomaron fotografias

en un estereoscopio Olympus BX51 de las raices cortas micorrizadas (Figura 12).

39



Figura 12. Observacion de las ectomicorrizas para su descripcion morfoanatomica.

4.3.3 Disefio experimental y andlisis estadistico

En el bioensayo en invernadero se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar, con
15 repeticiones por tratamiento. Se tuvieron cuatro tratamientos, tres de los cuales consistieron en
plantas inoculadas con Ha, Lt y Tt y un tratamiento consistié en plantas sin inocular. En total el
experimento en invernadero tuvo 60 unidades experimentales. A las variables evaluadas se les
realiz6 un analisis de varianza y posteriormente una prueba de comparacién de medias de Tukey

(P<0.05) con el paquete estadistico SAS® (2009).
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4.4 RESULTADOS

4.4.1 Altura, diametro del tallo y peso seco

Independientemente del HECM inoculado, exitié mayor altura, didmetro del tallo, peso seco
de la parte aérea, de la raiz y total en las plantas inoculadas con respecto a las plantas no inoculadas
(Figura 13). El peso seco de la parte aérea fue 8.6, 8.8 y 9.6 veces mayor en plantas inoculadas con
Ha, Lty Tt, respectivamente en comparacion con plantas no inoculadas. En contraste, la diferencia
del peso seco de la raiz entre plantas inoculadas y no inoculadas fue menor que en la parte aérea,
siendo 3.6, 4.1 y 4.4 veces mayor en plantas inoculadas con Ha, Lt y Tt, respectivamente, en

relacién a plantas no inoculadas (Cuadro 1).

Plantas
Inoculadas con H.
alpinum

Plantas no
inoculadas

Figura 13. Pinus pringlei a 390 dias después de la siembra. Plantas no inoculadas y plantas
inoculadas con Hebeloma alpinum.
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Cuadro 1. Peso seco, altura y diametro de tallo en plantas de Pinus pringlei, 390 dias después

de la siembra, inoculadas o no, con tres hongos ectomicorrizicos.

Peso seco (mg)

) Diametro

Tratamientos Parte aérea Raiz Total Altura (cm) del tallo
(mm)

Plantas inoculadas con

Hebeloma alpinum ~ 4032.00+110.02a  2904.00+203.63a  6936.00+247.07a  13.93x0.6la  6.15+0.35a

Laccaria 4150.00+384.55a 3346.00£128.71a  7496.00+412.88a  14.95+0.65a  6.85+0.32a

trichodermophora I e I I e

Ie'}féiﬁ’ngra 4492.00#509.15a  3630.004283.07a  8122.004682.86a  15.44+0.70a  6.63+0.42a

Plantas no

e 470.00+ 43.24b  818.00+ 87.26b  1288.00+118.76b  9.67+0.31b  3.36+0.15b

Los valores son promedio + error estandar de la media, n=5 para peso seco y n=15 para altura y

didmetro del tallo. Valores con la misma letra en la misma columna son iguales segun Tukey

(p<0.05).

4.4.2 Contenido de nutrientes

4.4.2.1 Macronutrientes

El contenido de macronutrientes fue mayor en las plantas inoculadas con cualquiera de los tres

HECM, tanto en la parte aérea, raiz y total, con respecto a las plantas no inoculadas (Cuadro 2).

Los nutrimentos que se encontraron en proporciones mayores en plantas inoculadas respecto a

plantas no inoculadas en la parte aérea fueron K, Ny P.

De manera similar en el caso de la raiz, los nutrimentos en mayores proporciones fueron Ca, P

y N. Dentro de los tres HECM inoculados, el que originé mayores incrementos en contenido total
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en relacion a plantas no inoculadas fue 7%, en contenido de K, N, P y Ca, en proporciones 7.8, 6.4,
6.0 y 5.3 veces mayor, respecto a plantas no inoculadas y Lt en contenido de Mg en proporcion 4.8

veces mayor, respecto a plantas no inoculadas.

4.4.2.2 Micronutrientes

Las plantas inoculadas con cualquiera de los tres HECM mostraron mayor contenido de
micronutrientes, tanto en la parte aérea, la raiz y total, con respecto a las plantas no inoculadas
(Cuadro 3). Los nutrimentos que se encontraron en mayores proporciones en plantas inoculadas
respecto a plantas no inoculadas en la parte aérea fueron Fe, Cu y Zn; en el caso de la raiz, los
nutrimentos en mayores proporciones fueron Cu, Mn y B. Las plantas inoculadas con Ha
presentaron mayor contenido de Cu y Zn en la raiz y total, en comparaciéon con las plantas
inoculadas con 7t Lt y plantas no inoculadas. Las plantas inoculadas con L¢ mostraron mayor
contenido de Fe en la parte aérea y Mn en la raiz en comparacion con las plantas inoculadas con
Ha, Tty plantas no inoculadas. Las plantas inoculadas con 7t presentaron mayor contenido de Mn
en la parte aérea y total, Fe y B en la raiz y total, en comparacion con las plantas inoculadas con

Lt, Ha y plantas no inoculadas. (Cuadro 3).
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Cuadro 2. Contenido de macronutrientes en Pinus pringlei, inoculadas o no, con tres hongos
ectomicorrizicos, 390 dias después de la siembra.

Plantas inoculadas con

Macronutrimento / Plantas sin

Parte de la planta inocular Hebeloma Laccaria Thelephora
alpinum trichodermophora terrestris

N mg por planta

Parte aérea 1.63+0.09 b 11.46+0.52 a 12.37£1.73 a 15.82+3.06 a

Raiz 4.38+0.66 b 18.61£1.89 a 16.55+0.76 a 22.47+3.00 a

Total 6.01+£0.71b 30.07£1.97 a 28.91£1.70 a 38.29+5.51 a
P

Parte aérea 0.41+£0.02 b 2.73+0.12 a 2.80+0.39 a 3.35+0.65 a

Raiz 0.64+0.10 b 2.60+0.26 a 2.87+0.13 a 3.01+0.40 a

Total 1.05+£0.11b 5.33£0.29 a 5.67+£0.38 a 6.36+0.96 a
K

Parte acrea 0.95+0.05 b 8.17£0.37 a 7.81£1.09 a 8.57£1.66 a

Raiz 0.36+0.05 b 1.11+£0.11 a 1.27+0.06 a 1.52+0.20 a

Total 1.31+£0.09 b 9.28+0.39 a 9.08+1.08 a 10.10+£1.80 a
Ca

Parte aérea 1.69+£0.09 b 8.62+0.39 a 9.42+1.32 a 9.54+1.84 a

Raiz 7.25+£1.09 b 27.37+2.77 a 36.14£1.66 a 38.70£5.17 a

Total 8.94+1.14 b 35.99+2.81 a 45.55+1.83 a 48.24+6.53 a
Mg

Parte aérea 1.65+£0.09 b 9.35+0.42 a 9.58+1.34 a 10.93+2.11 a

Raiz 4.92+0.74 b 15.74+1.59 a 22.04£1.01 a 20.27+2.71 a

Total 6.57+£0.79 b 25.09+£1.66 a 31.62+1.45a 31.21+4.39 a

Los valores son promedios * error estandar de la media, n=3. Valores con la misma letra en la

misma fila son iguales segun Tukey (P<0.05).
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Cuadro 3. Contenido de micronutrientes en Pinus pringlei, inoculadas o no, con tres hongos
ectomicorrizicos, 390 dias después de la siembra.

Plantas inoculadas con

Macronutrimento / Plantas sin X
Parte de la planta inocular Heb_eloma i Laccaria Thelephqra
alpinum trichodermophora terrestris
Fe mg por planta
Parte aérea 0.047£0.003 b 0.32+0.01 a 0.36+0.05 a 0.33+0.06 a
Raiz 3.304+0.497 b 11.21+1.14 a 10.79+£0.50 a 11.46x1.53 a
Total 3.351+0.500 b 11.53+1.14a 11.15+0.48 a 11.80£1.57 a
Cu
Parte aérea 0.001+0.001 a 0.01+0.01 a 0.01+0.01 a 0.01+0.01 a
Raiz 0.009+0.002 ¢ 0.09+0.01 a 0.07+0.01 ab 0.05+0.01 b
Total 0.010+£0.003 ¢ 0.10+0.01 a 0.08+0.01 ab 0.06+£0.01 b
Zn
Parte aérea 0.021+0.001 b 0.17+0.01 a 0.16+0.02 a 0.17+0.03 a
Raiz 0.076+£0.012 b 0.34+0.03 a 0.33+0.02 a 0.31+0.04 a
Total 0.097+£0.013 b 0.51+0.04 a 0.49+0.02 a 0.48+0.07 a
Mn
Parte aérea 0.697£0.038 b 1.63+0.07 b 1.64+0.23 b 5.25+1.01a
Raiz 0.173+£0.026 ¢ 0.59+0.06 b 2.30+0.11a 0.61+0.08 b
Total 0.870+0.064 c 2.22+0.10 b 3.95+0.23 ab 5.86+1.07 a
B
Parte aérea 0.027+0.002 b 0.13+0.01a 0.12+0.02 a 0.13+0.02 a
Raiz 0.020+0.003 b 0.07£0.01 a 0.09+0.01 a 0.10+0.01 a
Total 0.047+0.005 b 0.20+0.01 a 0.21+0.02 a 0.22+0.03 a

Los valores son promedios + error estindar de la media, n=3. Valores con la misma letra en la

misma fila son iguales segiin Tukey (P<0.05).
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4.4.3 Relaciones de nutrientes parte aérea:raiz

En las plantas inoculadas, se observé una movilizacion de los macronutrientes de la raiz hacia
la parte aérea de la planta, por parte de los tres HECM. Sin embargo, la mayor trasferencia se
registro en el caso de: 1) K en plantas inoculadas con los tres HECM vy ii) Mg en las plantas
inoculadas Ha (Cuadro 4). El mismo efecto se observo con los micronutrientes Fe y Zn por parte
de los tres hongos evaluados. Pero el Fe, fue movilizado mayormente por Lz. En cuanto a 7t efectu6
una movilizaciéon de todos los micronutrimentos, sin embargo, en cuanto al Cu y Mn ninguno de

los otros dos hongos fueron capaces de efectuar dicho proceso (Cuadro 4).

Cuadro 4. Relaciones parte aérea: raiz de macro y micronutrimentos de plantas de Pinus
pringlei, 390 dias después de la siembra, inoculadas o no con tres hongos ectomicorrizicos.

Peso
Tratamiento seco N P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn B
(9)
Plantas inoculadas con:
H. alpinum 14 06 10 74 03 06 002 01 05 28 19
L. trichodermophora 1.2 07 01 61 03 04 003 01 05 07 13
T. terrestris 1.2 0.7 11 56 02 05 002 02 05 86 1.3

Plantas no inoculadas (PNI) 05 04 06 26 02 03 001 01 02 40 13

Relacion plantas inoculadas:

PNI
H. alpinum: PNI 28 15 17 28 15 20 20 10 25 07 14
L. trichodermophora: PNI 24 18 17 23 15 13 30 10 25 01 10
T. terrestris: PNI 24 18 18 21 10 17 20 20 25 21 10
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4.4.4 Colonizacion micorrizica

El porcentaje de micorrizacion fue mayor independientemente del hongo ECM inoculado, con

valores de 96 %, 97 % y 97 % en plantas inoculadas con Ha, Lt y Tt respectivamente, en

comparacion con las plantas no inoculadas. Independientemente del micobionte se registrd6 mayor

numero de raices micorrizadas y totales en plantas inoculadas en relacion a plantas no inoculadas.

Plantas inoculadas con 7% registraron un mayor nimero de raices micorrizadas y totales en

comparacion con plantas inoculadas con Ha (Cuadro 5).

Cuadro 5. Numero de raices cortas micorrizadas, no micorrizadas y muertas de Pinus

pringlei, 390 dias después de la siembra, inoculadas o no con tres hongos ectomicorrizicos.

Numero de raices

Tratamientos Micorrizadas No micorrizadas Muertas Total
Plantas inoculadas con
H. alpinum 5612.20+ 412.22b 107.20+ 20.60b 139.60+ 61.72b 5859.00+361.61b
L. trichodermophora  7436.40+1012.55ab 86.00+ 15.81b 156.00+ 63.20b  7678.40+946.08ab
T. terrestris 9483.00+ 548.86a 99.60+ 4.89b 167.40+ 52.39b 9750.00+573.04a
Plantas no inoculadas 50.00+ 3.97c 1618.20+249.38a  1769.40+306.40a 3437.60+294.44c

Los valores son promedio + error estdndar de la media, n=5. Dentro de la misma columna, valores

con la misma letra son iguales de acuerdo a la prueba de Tukey (p<0.05).
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4.4.5 Calidad de planta

De acuerdo al ICD se encontrd que las plantas inoculadas con cualquiera de los tres HECM,
tuvieron mejor calidad de planta, en comparacion con las plantas no inoculadas. Sin embargo, los

valores mas altos fueron para 7t con dos plantas con un ICD de 3, el valor mas alto (Cuadro 6).

Cuadro 6. Indice de Calidad de Dickson aplicado a tres plantas de Pinus pringlei por cada
tratamiento, 390 dias después de la siembra.

Tratamiento Rep.  Altura  Didmetro - Peso se’co (&) ICD  Clasificacion
(cm) (mm) Aéreo Raiz Total
Plantas inoculadas con
1 18 6.1 3.9 3.4 7.3 2 M
Hebeloma alpinum 2 12.5 7.8 4.0 24 6.4 2 M
3 13.3 9.5 4.5 3.1 7.5 3 A
' 1 20.1 8.2 5.4 3.5 8.9 2 M
Laccaria 2 125 82 46 31 76 3 A
trichodermophora
3 16.3 6.5 33 3.5 6.8 2 M
1 16 6.7 2.9 2.7 5.6 2 M
Thelephora terrestris 2 15.5 8.2 5.8 3.6 9.4 3 A
3 19.1 9.6 4.9 4.4 9.2 3 A
Plantas no inoculadas : 107 21 0.6 1.2 L7 0 b
2 9.7 2.4 0.6 0.7 1.3 0 B
3 10.8 2.5 0.5 0.8 1.3 0 B

Rep.: repeticiones por tratamiento, A: calidad alta, M: calidad media y B: calidad baja.
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4.4.6 Analisis molecular

La identidad taxonomica de los simbiontes presentes en las plantas ectomicorrizadas tuvieron

una afinidad filogenética de 99 %, 99 % y 98 % comparadas con secuencias existentes en la base

de datos GenBank para Ha, Lt y Tt (Cuadro 7).

Cuadro 7. Identificacion de los morfotipos de ectomicorrizas en plantas de Pinus pringlei,

por su afinidad filogenética en GenBank.

GenBank 1 Organismo e %Id Coincidencias en NCBI GenBank 2
0 99 Hebeloma alpinum KT071013.1
KY628057  Hebeloma alpinum
0 99 Hebeloma alpinum KTO071016.1
: 0 99 Laccaria trichodermophora KT875034.1
KY628059 L‘fclf":;“ i
lrichoaermophora 0 99 Laccaria trichodermophora KT875033.1
0 99 Thelephora terrestris HM189965.1
0 99 Thelephora terrestris HM189958.1
KY628058  Thelephora terrestris
0 99 Thelephora terrestris KP814379.1
0 99 Thelephora terrestris GQ267490.1

GenBank 1: nimero de accesion en GenBank de las secuencias del presente trabajo, e: probabilidad

de error en la identificacion, % Id: porcentaje de similitud entre las secuencias; GenBank 2: nimero

de acceso en GenBank de las secuencias mas similares a las muestras del presente trabajo.
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4.4.7 Caracterizacién morfo-anatémica de las ectomicorrizas:

4.4.7.1 Hebeloma alpinum

El sistema de ramificacion de las ectomicorrizas fue de tipo ausente o dicotdmica, cilindricas de 1
a 5 mm de longitud y 0.2 mm de didmetro. Las puntas no ramificadas fueron rectas con extremos
cilindricos o estrechos, en sus etapas juveniles presentaron una superficie de color marrén o blanco,
con la base mas oscura y la punta blanquecina; en su etapa madura se observaron ectomicorrizas
de color café oscuro. El manto present6 buena visibilidad, la textura de la superficie fue suave y
color plateado, densamente algodonosa. Present6 hifas emanantes abundantes de color blanco a
crema o blanquecino, no presentaron arreglo de distribucion dado que se observaron cubriendo
toda la raiz micorrizada. El tipo de exploracion fue de distancia corta de acuerdo a Agerer (2001).
No existid presencia de rizomorfos y esclerocios. La anatomia externa e interna del manto fue
plectenquimatosa, el arreglo de las hifas no present6 un patrén, con forma simple y de superficie
lisa. Las hifas emanantes fueron ligeramente onduladas, simples, sin constriccion en el septo; los
septos estuvieron dispuestos a distancias considerables. Las células corticales en el corte
transversal fueron cilindricas. La red de Hartig se extendio en las dos o tres filas de células

epidérmicas, sin llegar a la endodermis (Figura 14 a-d).

4.4.7.2 Laccaria trichodermophora

El sistema de ramificacion de las ectomicorrizas fue ausente o dicotdmica, con forma cilindrica de
0.9 a 5 mm de longitud y de 0.5 mm de didmetro. Las puntas no ramificadas fueron sinuosas con
extremos distales cilindricos, en etapas juveniles de color café y las puntas café claro, en etapa
madura se tornaron color café oscuro o marron. EI manto presentd buena visibilidad, con ausencia
de transparencia; la textura de la superficie fue lisa a ligeramente algodonosa. Present6 hifas

emanantes escasas con tipo exploracion de contacto segun las descripciones de Agerer (2001). No
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existid presencia de rizomorfos ni esclerocios. La anatomia externa e interna del manto fue
plectenquimatosa, el arreglo de las hifas no present6 un patron; la superficie de las células fue lisa.
Las hifas emanantes fueron tortuosas con una envoltura gelatinosa, con forma simple y de
superficie lisa. Las c€lulas corticales en el corte transversal fueron elipticas, ovaladas o cilindricas.
La red de Hartig se extendio en una o dos filas de las células epidérmicas, sin llegar a la endodermis

(Figuras 14eyfy15ayb).

4.4.7.3 Thelephora terrestris

El sistema de ramificacion de las ectomicorrizas fue de tipo ausente o dicotdmico, cilindricas y con
terminacion inflada de 0.5 a 6 mm de largo y de 0.2 a I mm de didmetro. Las puntas no ramificadas
fueron sinuosas con extremos inflados. En etapas juveniles se observo una superficie de color
marron, amarillo, gris o blanco con la punta blanquecina; mientras que en etapa madura la
micorriza presentd un color café o café oscuro. El manto present6 buena visibilidad, con ausencia
de transparencia, la textura de la superficie fue suave y algodonosa de color marrén brillante. Se
observaron hifas emanantes en abundancia de color marrdén brillante en etapas jovenes de
desarrollo, sin arreglo de distribucion y el tipo de exploracion fue de distancia media segiin Agerer
(2001). Se observaron rizomorfos cilindricos o redondeados con margenes pilosos de color marron,
amarillo o blanquecino y presencia de fibulas. La anatomia externa e interna del manto fue
plectenquimatoso, el arreglo de las hifas no presentd un patron, con forma simple y de superficie
lisa. Las hifas emanantes fueron ligeramente onduladas, con forma simple y presencia de fibulas.
El corte trasversal de la raiz micorrizada, las células corticales fueron cilindrica. La red de Hartig

se extendid en tres filas de las células epidérmicas, sin llegar a la endodermis (Figura 15 c-f).
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Figura 14. Ectomicorrizas de Pinus pringlei con Hebeloma alpinum (Ha) y Laccaria
trichodermophora (Lt). a) y b) raices ectomicorrizas con Ha mostrando abundante micelio
externo y primer plano; c) seccion transversal de la ectomicorriza de Ha mostrando manto
(m), red de Hartig (Hn) y micelio externo (em); d) manto plectenquimatoso de Ha. €) y f)
raices micorrizas simples y dicotomicas de Lt y primer plano. Barras = 500 um en a) yb); 50
umenc)yd); ]l mmene)yf).
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Figura 15. Ectomicorrizas de Pinus pringlei con Laccaria trichodermophora (Lt) y
Thelephora terrestris (Tt). A) seccion transversal de la ectomicorragia de Lt que muestra el
manto (m), red de Hartig (Hn) y micelio externo (em); B) manto plectenquimatoso de L¢; C)
y d) raices micorrizicas de 7¢, mostrando rizomorfos (flecha) y primer plano; E) seccion
transversal de la ectomicorragia de 7¢ mostrando m, Hn y em; Y f) 7t manto
plectenquimatoso. Barras = 50 ym en a), b) y €), 10 pm en £ (10 um); 1 mm en c) y d).

53



4.5 DISCUSION

Hasta donde conocemos, esta es la primera ocasion en la que se evaluo el efecto de la
inoculacion de hongos ECM en el crecimiento, contenido y trasferencia de nutrientes en Pinus
pringlei. Las tres especies de hongos inoculados son pioneras (Obase et al., 2009) y tienen una
amplia variedad de hospederos (Estrada-Torres, 2007; Cairney y Chambers, 2013) y formaron
ectomicorrizas con dicho fitobionte. Se ha demostrado que la seleccion de los micobiontes
apropiados para cada especie forestal es fundamental para su adaptacion en campo (Aggangan et
al., 2013). Los tres hongos inoculados demostraron un efecto benéfico en términos de crecimiento
en comparacion con las plantas no inoculadas. Previamente, hay estudios que han reportado efectos
benéficos al inocular pindceas con especies pertenecientes a los géneros de Hebeloma, Laccaria 'y
Thelephora. Por ejemplo Picea sitchensis inoculado con 7t (Thomas et al., 1982) o con Laccaria
laccata (Thomas y Jackson, 1983); Pinus banksiana y Picea mariana inoculados con L. bicolor,
L. proxima, H. cylindrosporum y Tt (Browning y Whitney, 1991); Pinus sylvestris inoculado con
Tt (Bending y Read, 1995); Pinus patula inoculado con L. laccata y Tt (Sudhakara-Reddy y
Natarajan, 1997); Pinus pinea inoculado con H. crustiliniforme y L. laccata (Rincon et al., 2001);
Pinus contorta var. latifolia inoculado con Tt (Karst et al., 2009); Pinus patula y P. hartwegii
inoculados con Hebeloma 'y Laccaria (Perea-Estrada et al., 2009); Pinus pseudostrobus y P. patula
inoculados con Ha, H. mesophaeum, H. leucosarx, L. laccata, L. bicolor y L. proxima (Carrasco-
Herndndez et al., 2011); Pinus ponderosa inoculada con H. mesophaeum (Barroetaveia et al.,
2012); Pinus greggii inoculado con H. mesophaeum (Martinez-Reyes et al., 2012) y L. laccata
(Méndez-Neri et al., 2011), inoculado con L. laccata, L. bicolor y H. leucosarx (Renteria-Chavez

etal., 2017).
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La importancia de los HECM en la asimilacion de nutrimentos del suelo ha sido previamente
documentada (Smith y Read, 2008; Quoreshi y Khasa, 2008; Siddiqui y Kataoka, 2001; Garcia et
al.,2016). En diversos estudios previos con otras especies de pinos se ha demostrado el incremento
de algunos macronutrimentos y micronutrimentos como consecuencia de la inoculacion con
HECM (Carrasco-Hernandez et al., 2011; Martinez-Reyes et al., 2012; Méndez-Neri et al., 2011,
Sousa et al., 2012; Garcia et al., 2014; Zong et al., 2015; Renteria-Chavez et al., 2017). De manera
similar, en el presente trabajo se registr6 un mayor contenido de macronutrimentos y
micronutrimentos en plantas de P. pringlei inoculadas en comparacion con plantas no inoculadas
con cualquiera de los tres micobiontes evaluados. Sin embargo, Ha increment6 principalmente el
contenido de Cu 'y Zn, Lt el de Mg y Tt el de todos los macronutrimentos principalmente K y el de
los micronutrimentos Fe y Mn.

EL K" es uno de los macronutrimentos mas importantes para las plantas y puede constituir
hasta 10 % de la biomasa seca (Garcia y Zimmermann, 2014). Se ha demostrado que tan pronto se
agotan las reservas de potasio en la semilla, las plantas mueren (Barker y Pilbeam, 2015). El
mantenimiento de una concentracion elevada de K™ en las células vegetales es vital para diversos
procesos fisiologicos de la planta (Adams y Shin, 2014) tales como la turgencia de las células, en
el crecimiento, osmorrregulacion, regulacion estomdtica (Fournier ef al., 2005, Arquero et al.,
2006; Martineau et al., 2017), promocion del crecimiento de las raices laterales (Armengaud et al.,
2004), es activador de diversas enzimas relacionadas con la sintesis de proteinas y almidon y
participa en el metabolismo respiratorio y fotosintético (Marschner, 2010). Jentschke et al., (2001)
demostraron que en Picea abies de 5 a 6 % de la captacion total de K fue mediante el micelio de
Paxillus involutus. Garcia et al., (2014) demostraron en P. pinaster que la simbiosis ECM con H.
cylindosporum mejoro notablemente la adquisicion de K* en condiciones de baja disponibilidad de

dicho elemento. Otros estudios han demostrado que los rizomorfos de Rhizopogon (Wallander y
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Pallon, 2005) y Suillus granulatus (Wallander ef al., 2003) son acumuladores de K, por lo tanto
contribuyen a su transporte a la raiz. Se han identificado genes que codifican a transportadores de
este elemento en las hifas de los HECM H. cylindrosporum y Laccaria bicolor (Trk, Ktr, HKT
Corratgé et al., 2007; Corratgé-Faillie et al., 2010).

En términos generales, existen pocos estudios que demuestren la translocacion de
micronutrimentos por parte de las ECM. En este estudio se comprobo la eficiencia de los tres
HECM empleados en la trasferencia de Fe y Zn en plantas de P. pringlei inoculadas con cualquiera
de los tres HECM utilizados, de la raiz a la parte aérea de la planta. El Fe** es uno de los elementos
mas limitantes en la naturaleza, sin embargo es esencial para el crecimiento celular (Cowley, 2007).
En plantas estd involucrado en la sintesis de clorofila y es necesario para la conversion de NOs y
N> atmosférico en formas que pueden ser utilizadas por las plantas. Interviene en el trasporte de
electrones tanto en la fotosintesis y la respiracion. Este elemento no se removiliza de las hojas
maduras hacia las jovenes dentro de la planta, por lo que cuando hay deficiencia las hojas jovenes
presentan clorolisis intervenal (MacAdam, 2009). Existen pocos estudios que demuestren la
movilizacion de Fe por parte de los HECM en gimnospermas. Leyval y Reid (1991) demostraron
que en condiciones de deficiencia de Fe en el suelo, Pisolithus tinctorius en asociacion con Pinus
elliottii mejora la absorcion de hierro en comparacion con plantas no micorrizadas. Sin embargo,
en condiciones suficientes de Fe existe una menor absorcion de este elemento por parte de las raices
micorrizadas. Kottke et al., (1998) en tres rodales de Picea abies demostraron que Xerocomus
badius tiene potencial para almacenar Fe y Zn en comparacion con otras especies de ECM
encontradas. Rineau et al., (2008) estudiaron puntas de ECM de Lactarius subdulcis y Xerocomus
sp. muestreadas en ecosistemas forestales naturales y demostraron que L. subdulcis presentd mayor
eficacia para producir 100 veces mayor cantidad de oxalatos y entonces tuvo mayor capacidad de

acceder al hierro en comparacion con Xerocomus sp. Se ha encontrado que para movilizar el Fe?*
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los hongos ECM producen moléculas de bajo peso molecular que actian como quelantes,
denominados sideréforos. Por ejemplo el micelio externo de H. crustiliniforme produce sideréforos
pertenecientes al grupo de las ferricrocinas (Van Hees ef al., 2006; Rineau ef al., 2008).

El Zn** es un componente esencial catalitico y estructural de muchas enzimas, en particular las
que participan en la producciéon de ARN a partir de ADN (transcripcion). Una deficiencia de Zn
interfiere en el alargamiento del tallo de las dicotiledoneas (MacAdam, 2009) y un acceso
descontrolado ocasiona que las proteinas y enzimas sean disfuncionales (Leonhardt et al., 2014).
El efecto de la inoculacion ectomicorrizica sobre la absorcion y distribucion del Zn depende de la
especie fungica y la concentracion externa de Zn. Por ejemplo, Biicking et al., (1994) demostraron
que Suillus bovinus en condiciones de baja concentracion externa de Zn, condujo a una mayor
absorcion de este nutrimento en la raiz y en el tallo y en condiciones de alta concentracion externa
de Zn, S. bovinus fue capéaz de reducir la traslocacion Zn hacia el tallo de P. sylvestris. Asi mismo,
Zong et al., (2015) demostraron que la inoculacién separada con Pisolithus sp., Cenococcum
geophilum y L. laccata con Pinus densiflora inhibieron la acumulacion de Zn en los brotes, en
condiciones externas altas de Zn. Los HECM implementan mecanismos para proteger a los arboles
forestales que crecen en condiciones elevados de Zn, 1) la compartimentacion (Turnau ef al., 2001),
i1) la complejacion intracelular y extracelular y iii) la quelacion (Bellion ef al., 2007; Leonhardt et
al., 2014). Por ejemplo H. crustiliniforme en asociacion con Picea abies secuestra el Zn en las
paredes celulares de las hifas del manto y de la red de Hartig y almacena Zn en el citoplasma y
vacuolas del tejido fungico (Frey et al., 2000). En Russula atropurpurea existen péptidos ciclicos
que quelatan al Zn, principalmente metalotioneinas ricas en cisteina (Leonhardt et al., 2014),
transportadores de Zn (RaCDF1 y RaCDF2, Sacky et al., 2016) y dos péptidos secuestradores de
Zn en los esporocarpos (RaZBP1 y RAZBP2, Leonhardt et al., 2014). Adicionalmente se han

encontrado transportadores de Zn en el micelio externo de H. cylindrosporum (HcZnT1, Bolchi et
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al.,2011) y T. melanosporum (TmelZrtl y TmelZrc1, Bolchi et al., 2011) y en el micelio externo
y esporocarpos de H. meshophaeum (HmMT]1, Sacky et al., 2014).

Los porcentajes de colonizacidon encontrados en el presente trabajo fueron altos y van del 96
al 98 %. Porcentajes similares han sido repostados previamente, por ejemplo: Thomas et al., (1982)
reportan porcentajes de 76 a 100 % en P. sitchensis inoculadas con 7t o L. laccata; Rincon et al.,
(2001) de 80 a 90% en P. pinea con H. crustiliniforme; Jonsson et al., (2001) 95 a 99% en P.
sylvestris con H. crustiliniforme,; Karst et al., (2009) de 85 % en P. contorta var. latifolia con Tt;
Zong et al., (2015) de 90 % en P. densiflora con L. laccata. Otros autores han reportado
colonizaciones menores a las observadas en este estudio, por ejemplo: Hilszczanska et al., (2008)
de 55 % en P. sylvestris con Tt; Rincon et al., (2001) de 11 a 40% en P. pinea con L. laccata;
Carrasco-Hernandez et al., (2011) de 23 % en P. patula y para P. pseudostrobus de 72 % con Ha,
Barroetavefia ef al., (2012) de 11 % en P. ponderosa con H. mesophaeum; Sousa et al., (2012) de
50 % en P. pinaster con Tt; Renteria-Chavez et al., (2017) de 30 % en P. greggii inoculado con L.
bicolor, L. laccata y H. leucosarx.

La altura y didmetro de la planta es un buen indicador de sus dimensiones futuras en campo,
aunque no lo es para la supervivencia. Se considera un indicador insuficiente, y es conveniente
relacionarlo con otros criterios para que refleje su utilidad real. Una altura suficiente permite a la
planta competir adecuadamente con la vegetacion del sitio de trasplante, sin embargo dependera
de las condiciones del sitio. Las plantas con didmetro mayor a 5 mm, son mas resistentes al
doblamiento y toleran mejor los dafios de plantas y fauna nociva, pero esto varia de acuerdo a la
especie (Mexal y Landis, 1990). Sin embargo, es necesario incorporar informacion fisiologica de
la planta para completar el analisis de la calidad de planta producida en vivero.

La diferenciacion de las ECM implica cambios drésticos en la morfologia, anatomia y fisiologia

de la raiz, dando lugar a estructuras altamente integradas (Marmeisse et al., 2004) como el manto,
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micelio externo y la red de Hartig, estructuras diagndsticas de la simbiosis ectomicorrizica. La
descripcion morfo-anatomica de las ectomicorrizas ha recibido poca atencidon, ademas de que las
raices micorrizadas de una especie de hongo puede mostrar diferencias morfolédgicas en funcion de
la planta hospedera. Esta herramienta taxonomica nos puede proporcionar informacion util en
relacion con la biomasa de las raices, la longitud de la raiz o el volumen del suelo. La diferenciacion
de las raices micorrizadas nos permite conocer importantes caracteristicas predictivas y relevantes
para la clasificacion ecologica de los HECM (Agerer, 2006). Las técnicas moleculares son una
herramienta complementaria que ha proporcionado nuevas formas de estudiar la interaccion de las
comunidades de HECM entre si y con su entorno. Este método permite identificar genotipos
individuales de hongos de una manera confiable y rdpida (Horton y Bruns, 2001). Hasta el
momento no existe una descripcion morfologica de las ectomicorrizas de Ha, Lt y Tt en simbiosis
con P. pringlei. Sin embargo, se han realizado de Ha con Pinus patula y Pinus pseudostrobus
(Carrasco-Hernandez et al., 2015) y Tt con Eucalyptus globulus (Ingleby y Mason, 1996). Las
descripciones anteriormente realizadas para Ha presentaron ligeras diferencias en el tamafio de las
raices ectomicorrizadas en comparacion con las caracterizadas para P. pringlei.

Finalmente las especies de HECM utilizadas en este estudio, demuestran un alto potencial
como inoculantes para la obtencion de plantas de buena calidad de P. pringlei, 1a cual es una especie
forestal con un alto potencial para ser aprovechada industrialmente por las propiedades fisicas y
mecanicas de su madera (Sotomayor-Castellanos y Ramirez-Pérez, 2014) y por la alta produccion
y calidad de su resina (Lopez et al., 2001).

H. alpinum y L. trichodermophora constituyen un recurso forestal no maderable con gran
importancia cultural, social y econdmica en el Centro de México, ya que son aprovechados como
alimento (Pérez-Moreno et al., 2010; Montoya et al., 2014, Carrasco-Hernandez et al., 2015). En

el caso de Thelephora, dentro del género se encuentra Thelephora gambajun, especie con alto valor
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alimentario, economico y ecoldgico en China que cuenta con propiedades antioxidantes y
medicinales y alto contenido de aminofenol que se utiliza en la produccion de parecetamol (Yang
et al., 2004; Mortimer et al., 2012; Xu et al., 2016). En una provincia de China en el 2002 T.
gambajum tuvo producciones de hasta de 10 mil toneladas (He et al., 2011) con precios de 120-
200 dolares (Mortimer et al., 2012).

4.6 CONCLUSIONES

Se documenta por primera ocasion, la inoculacion con Hebeloma alpinum, Laccaria
trichodermophora y Thelephora terrestris con Pinus pringlei. Se realiza la identificacion
molecular y caracterizacién morfoanatomica de las ectomicorrizas establecidas en las raices de
Pinus pringlei tras la inoculacion con dichas especies fungicas. Las plantas inoculadas presentaron
incrementos significativos en altura y diametro del tallo, produccion de biomasa seca de raiz y
vastago, asi como contenido de macro y micronutrimentos, respecto a las plantas no inoculadas.

Las tres especies demostraron eficacia en la movilizacion de K, Fe y Zn de la raiz a la parte aérea
via ectomicorriza. Por lo tanto debido a los alto porcentajes de colonizacién y la calidad de planta
registrada, se considera que las tres especies de hongos ectomicorrizicos tienen potencial para su

uso como fuente de in6culo en los programas de produccion de planta de Pinus pringlei en México.
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CAPITULO V
SUPERVIVENCIA EN CAMPO DE Pinus pringlei Y PERSISTENCIA DE LAS

ECTOMICORRIZAS

5.1 RESUMEN

Debido al proceso acelerado de la perdida de cobertura vegetal en los bosques mexicanos, es
necesario implementar programas de reforestacion que den resultados positivos y que contribuyan
con el objetivo de repoblar las zonas afectadas, ya que actualmente las tazas de mortalidad son altas
después del trasplante. Actualmente, el uso de hongos y pinos nativos ha sido menos explorado.
Por tal motivo se plantea el presente trabajo en campo, donde se evalu6 la efectividad de la
inoculacion con tres HECM (H. alpinum, L. trichodermophora y T. terrestris) en la supervivencia
de plantas de P. pringlei. De igual manera se evalud la persistencia de las ECM inoculadas al afo
del trasplante. La plantacion se llevo a cabo en un terreno ubicado en San Pablo Ixayoc, Texcoco,
Estado de México. Se observo que las plantas inoculadas tuvieron mayor tasa de supervivencia,
por lo tanto se demuestra que los HECM son indispensables para mitigar el estrés después del
trasplante y es preciso incorporarlos en los programas de manejo forestal para garantizar el éxito
de la reforestacion y conservacion de los bosques nativos, asi como promover la introduccion de
especies fungicas de importancia econdmica, social y cultural. Ademads, se observd que las tres

especies persistieron después de un afio del trasplante.

61



5.2 INTRODUCCION

Los bosques proveen servicios ambientales como la retencion de agua, aire limpio, conservacion
de la biodiversidad y la mitigacion de los efectos del cambio climatico. Ademads, contribuyen al
bienestar humano como un medio de subsistencia, primordialmente en las zonas rurales del mundo.
Un tercio de la superficie terrestre esta cubierta por bosques (3 999 millones de ha). Sin embargo,
debido al crecimiento poblacional y cambio de uso de suelo, a la fecha los bosques han disminuido
en mas de un 50 %, particularmente en los tropicos de América y Africa (FAO 2016). En México
tan solo del 2005 al 2010 se devastaron 755 mil ha de bosques y selvas (FRA 2010), por tal motivo,
una de las estrategias implementadas para la restauracion de los bosques mexicanos son los
programas de reforestacion, principalmente con algunas especies de pinos. No obstante, su €xito
se ha obstaculizado por la baja supervivencia de las plantas después del trasplante a campo, una de
las razones es debido a que en la produccion de planta en vivero no se incorporan a los HECM, los
cuales establecen una relacion simbiotica obligada con las raices de los pinos cuando crecen en
condiciones naturales (Pérez-Moreno y Martinez-Reyes, 2014).

México es el segundo centro de diversificacion del género Pinus con mas de 49 especies de las
aproximadamente 120 en el mundo (Sanchez-Gonzalez, 2008; Garibay-Orijel et al., 2013;
Gernandt y Pérez-de la Rosa, 2014). Los beneficios que reciben las plantas al establecer una
simbiosis con los hongos ectomicorrizicos en campo, son: proteccion contra patdgenos, tolerancia
a factores ambientales extremos, como sequia, salinidad y altas temperaturas (Smith y Read, 2008;
Kernaghan, 2005; Taylor y Alexander, 2005; Pérez-Moreno y Read, 2004). El objetivo del presente
estudio fue evaluar la supervivencia y la persistencia de los hongos ectomicorrizicos inoculados a

Pinus pringlei en campo, después de un afio del trasplante.
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5.3 MATERIALES Y METODOS

5.3.1 Area de estudio

El terreno se encuentra ubicado en la comunidad de San Pablo Ixayoc, Municipio de Texcoco,
Estado de México; en las faldas del Monte Tlaloc, a una altitud de 2, 980 m, en las coordenadas
19°26° 49.07> Ny 98°46’° 11.49” O (Fig. 16). El terreno es triangular con 40 m de cada lado sin
elevaciones. Durante los ultimos 40 afios habia tenido uso agricola. La vegetacion aledana al

terreno es de pino-encino.

Figura 16. Localizacion de San Pablo Ixayoc y el terreno utilizado para realizar la plantacion
de P. pringlei. Fotografias tomadas de Google Earth 2016.
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5.3.2 Establecimiento del experimento

El 28 de septiembre de 2015 a un afio después de la siembra, 10 plantas de cada uno de los
cuatro tratamiento fueron trasplantadas aleatoriamente y fueron distribuidas, en un arreglo

tresbolillo a una distancia de 4 m entre cada unidad experimental (Figura 17).
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Figura 17. Mapa de distribucion de las plantas de los cuatro tratamientos en el terreno.

Para la siembra se cavaron cajetes de 40x40 cm por lado y una profundidad de 25 cm. Cada

dos meses, durante nueve meses se realizaron evaluaciones de la supervivencia en cada uno de los
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tratamientos. La edad total de las plantas al final de esta evaluacion en campo entonces fue de dos

afios, la cual fue la duracidn total del experimento (Figura 18).

Figura 18. Trasplante de P. pringlei en campo. a) cajetes; b) planta micorrizada; c) siembra
realizada por una persona de la comunidad y c) planta establecida en campo.
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5.3.3 Disefio experimental y variables evaluadas

Para el trasplante a campo se seleccionaron 10 plantas de cada tratamiento con colonizaciones
superiores a 95 % de cada hongo ectomicorrizico para ser trasplantadas. En total se sembraron 40

plantas de forma aleatoria.

5.3.3.1 Supervivencia de plantas y persistencia de las ectomicorrizas

Se realizaron visitas bimestrales al terreno para evaluar la supervivencia de las plantas, durante
un afo. No se les realiz6 ningln tipo de riego, ni fertilizacion después del trasplante.

Para evaluar la persistencia de los HECM en las raices, al afio después del trasplante se
realizaron dos perforaciones con ayuda de tubos de PVC con diametro de 5 cm, en cada costado de
las plantas vivas (Figura 19). Después la tierra contenida en los tubos se extrajo y se colocd en
tamices de diferente didmetro de abertura (1.19, 0.180 y 0.085 mm) para colectar la mayor parte
de raices cortas. Posteriormente se analizaron las raices recuperadas en un microscopio

estereoscopio para corroborar la colonizacion ectomicorrizica.

: ¥ g L A # P i 2 S s f¢
Figura 19. Evaluacion de persistencia de las ectomicorrizas. a) proceso de extraccion de las
raices con tubos de PVC y b) tubos conteniendo una porcion de tierra con raices para su

posterior analisis.
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5.4 RESULTADOS

5.4.1 Supervivencia

Se observd que independientemente del tratamiento la supervivencia se redujo conforme
transcurrid el tiempo. Existié una diferencia dramatica entre plantas inoculadas y no inoculadas
nueve meses después del trasplante. Existio una diferencia dramatica entre plantas inoculadas y no
inoculadas a partir de los 10 meses después del trasplante (Figura 20). Mientras que en el caso de
las plantas no inoculadas todas murieron, en plantas inoculadas existid0 una variacion de
supervivencia de 30 a 50 % dependiendo del micobionte inoculado. Plantas inoculadas con Ha y
Tt presentaron 50 % de supervivencia, mientras que las plantas inoculadas con Lt presentaron solo
30 % de supervivencia (Cuadro 8). Al afio del trasplante se observo que las raices atin permanecian

micorrizadas con los hongos inicialmente inoculados.

Cuadro 8. Supervivencia de plantas de Pinus pringlei, durante un afio después del trasplante

a campo.
Supervivencia (%)
Tratamientos 2 4 6 8 10 12
Meses después del trasplante
Plantas sin inocular 80 50 50 50 0 0

Plantas inoculadas con

H. alpinum 90 80 80 80 50 50
L. trichodermophora 90 70 70 70 30 30
T. terrestris 100 80 80 80 50 50
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Figura 20. Plantas de Pinus pringlei después de un afo del trasplante a campo. a) plantas no
inoculadas, b) planta inoculada con Laccaria trichodermophora, c) planta inoculada con
Thelephora terrestris y d) planta inoculada con Hebeloma alpinum.
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5.4.2 Persistencia de la ectomicorriza

Al afio del trasplante de las plantas a campo, se observd que las raices alin permanecian
micorrizadas. Sin embargo, habia raices micorrizadas con Cenococcum aff. geophilum y dos

especie no identificada (Figura 21).

Figura 21. Ectomicorrizas halladas en el muestreo en campo de las raices de Pinus pringlei.
ay b) Cenococcum aff. geophilum y c 'y d) especies no identificadas.
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5.5 DISCUSION

En el presente trabajo la inoculacion con HECM fue crucial en la supervivencia de las plantas
de P. pringlei trasplantadas a campo. Por lo que se demuestra que la supervivencia de las plantas
depende fuertemente de los HECM, atin en sitios altamente perturbados (Sanchez-Zabala et al.,
2013; Simard et al., 2012). Por lo tanto, la inoculacion ectomicorrizica en la produccion de planta
en viveros es un punto clave para la reforestacion o plantaciones exitosas. Estudios previos han
demostrado que los HECM incrementan la supervivencia en pinos: Pinus ponderosa presentd 41 a
93 9% de supervivencia al ser inoculado con Rhizopogon rubescens (Steinfeld et al., 2003); Pinus
halepensis inoculado con Rhizopogon roseolus y Suillus collinitus, tuvo un porcentaje de
supervivencia de 16 a 77 % (Rincon et al., 2007); P. densiflora inoculado con Pisolithus sp., C.
geophilum y L. laccata después de 6 meses del trasplante tuvieron 50 % de supervivencia en
contraste con 6 % de las plantas no inoculadas (Zong et al., 2015).

En términos generales la evaluacion de la supervivencia en campo en pinos Neotropicales
inoculados con especies nativas ha recibido escasa atencion a pesar de su importancia, ya que se
han utilizado generalmente micobiontes exoticos o inoculantes comerciales. Entre los micobiontes
nativos inoculados en el presente trabajo existieron diferencias con respecto a la supervivencia de
las plantas de P. pringlei en campo, las plantas inoculadas con Tt y Ha tuvieron mayor
supervivencia que las plantas inoculadas con Lt. Debido a que las especies Tt y Ha produjeron
abundante micelio externo y Tt adicionalmente presentd abundantes rizomorfos. EI manto fangico
actla como una barrera fisica que evita la pérdida de agua y desecacion de las raices (Smith y Read,
2008), explora el suelo en grandes volumenes para acceder al agua y nutrimentos (Pérez-Moreno
y Read, 2004), ademas establece lazos vivientes entre arboles de la misma o de diferente especie,

para la transferencia de compuestos (Simard et al., 2012). Asi mismo, los rizomorfos son cordones
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hifales que actdan como extensiones funcionales del sistema radical (Pérez-Moreno y Read, 2004),
los cuales juegan un papel crucial en el almacenamiento y transporte de agua a la planta hospedera
a grandes distancias. Cairney (2005) y Brownlee et al. (1983) sefialaron que, el grupo de hifas que
forman los rizomorfos puede perder sus paredes transversales y asi formar grandes vasos que
movilizan importantes cantidades significativas de agua y nutrimentos. Las plantas inoculadas con
hongos que forman rizomorfos como Tt, son mas tolerantes a la sequia (Parladé et al., 1996,
Duddridge et al., 1980). La liberacion lenta de agua del manto y rizomorfos a la planta en
condiciones de sequia podrian amortiguar el estrés hidrico (Steinfeld et al., 2003) y contribuir
entonces sustancialmente a la supervivencia de los arboles en campo (Lehto y Zwiazek, 2011).

La sucesion ecoldgica es un proceso que implica colonizacion secuencial y reemplazo de
especies. En los HECM se puede observar una series de cambios en la composicion de especies a
lo largo de los procesos de colonizacion de las raices (Estrada-Torres, 2007).

Los morfotipos que se encontraron en las raices al afio del trasplante correspondian a los hongos
ECM inoculados inicialmente y posiblemente dos morfotipos méas (Cenococcum aff. geophilum y
otra no identificada). Lo que podria indicar que indica que i) al afio del trasplante se esta iniciando
la sucesion de especies, ya que poco a poco los HECM inoculados en invernadero estan siendo
desplazados por los hongos nativos. Sin embargo, es necesario establecer un método de muestreo
de raices mas eficiente para poder dar explicaciones del proceso de sucecion, si se esta efectuando

este fendbmeno y en que porcentaje se encuentra establecido en la planta.
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5.6 CONCLUSIONES

En el presente trabajo se documenta por primera ocasion que existe un efecto positivo de
Hebeloma alpinum, Laccaria trichodermophora y Thelephora terrestris en la supervivencia en
campo de Pinus pringlei y su persistencia en las raices del mismo un afio después del trasplante.
Este estudio nos proporciona una herramienta biotecnologica eficiente aplicable con los tres hongos
ectomicorrizicos y Pinus pringlei que haria mas eficiente los programas de produccion de planta
forestal de Pinus pringlei y de reforestacion. En México no existen estudios con Pinus pringlei
debido a que es una especie que no se aprovecha industrialmente, sin embargo, tiene alto potencial
por las caracteristicas que presenta su madera, por lo tanto representa una alternativa para
aprovechamiento forestal.

Se demuestra que las especies fungicas inoculadas permanecen hasta un afio con la planta
hospedera, por lo tanto durante su proceso de adaptacion de Pinus pringlei, sigue estando en

simbiosis.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES GENERALES

El presente trabajo documenta la importancia ecologica y biotecnoldgica de los recursos
forestales maderables y no maderables. Se documenta por primera vez la inoculacion de Hebeloma
alpinum, Laccaria trichodermophora y Thelephora terrestris con Pinus pringlei, donde se
demostrdé que estos tres hongos beneficiaron en mayor crecimiento, produccion de biomasa y
contenido de macronutrimentos y micronutrimentos. A nivel mundial hay pocos trabajos que
demuestran la removilizacién de micronutrimentos a la parte aérea via ectomicorriza. En este
trabajo por primera ocasion se estudio el efecto benéfico en Pinus pringlei en la removilizacion de

K, Fe y Zn parte de los tres hongos ectomicorrizicos.

Asi mismo por primera ocasion, se caracterizan las ectomicorrizas formadas de Hebeloma
alpinum, Laccaria trichodermophora y Thelephora terrestris con Pinus pringlei, asi como la
identificacion molecular de dichas ectomicorrizas formadas.

Este es uno de los pocos trabajos en donde se evalua el efecto de las ectomicorrizas en la
supervivencia de plantas de Pinus pringlei en campo. Por lo que se demuestra que los hongos
ectomicorrizicos empleados no solo mejoran la calidad de Pinus pringlei en invernadero, si no
también favorecen su supervivencia y establecimiento en campo. Por lo tanto, puede considerarse
una practica biotecnoldgica 1til para la produccion masiva de Pinus pringlei, una especies con alto
potencial para aprovechamiento maderable, y de esta manera incorporarlo en los programas de
reforestacion o plantaciones forestales. Hebeloma alpinum y Laccaria trichodermophora son dos
especies de hongos silvestres ectomicorrizicos que representan una importante fuente de
alimentacion y un fuerte potencial como inoculates; por lo cual es fundamental conservar este
recurso forestal no maderable e incorporarlos en los programas de reforestacion y de esta manera

contribuir a su conservacion.
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