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RESUMEN

El conocimiento de la interaccion micorrizica en las coniferas y la adecuada seleccion de
las especies de hongos pueden ser aspectos claves para lograr con éxito el establecimiento
de las especies vegetales en campo. En el presente trabajo, se evalud el efecto de la
inoculacion micelial de hongos micorrizogenos (HEM), en plantulas de Pinus hartwegii,
utilizando como sustrato suelo forestal y dispuestos en tres tratamientos: 1) Pinus hartwegii
con Suillus brevipes, 2) P. hartwegii con Inocybe splendens y 3) P. hartwegii sin inocular
(Testigo).

Durante 12 meses se tomaron mediciones bimestrales de las siguientes variables de
crecimiento en las plantulas: a) supervivencia, b) altura, c) diametro de tallo. También se
tomaron mediciones cada cuatro meses de: a) biomasa aérea y radical y b) Cociente
raiz/vastago. Respecto a la asociacion micorrizica se evalu6: a) porcentaje de colonizacion
(alos 4, 8 y 12 meses), b) biomasa micelial (a los 4 y 8 meses, a través del acido graso 18:
2m 6,9) y c) caracterizacion macro y microscépica de las ectomicorrizas obtenidas (12
meses).

En los resultados se observo que la supervivencia y el didmetro del tallo en las plantulas
inoculadas y no inoculadas no se presentaron diferencias significativas en los diferentes
tiempos de evaluacion. Las plantulas inoculadas con Inocybe splendens mostraron mayor
altura y mayor biomasa radical presentando diferencias significativas entre tratamientos.

A los ocho meses de evaluacion en las plantulas inoculadas con Inocybe splendens en
biomasa aérea, se observaron diferencias significativas entre las plantas inoculadas y no
inoculadas. En el caso de cociente raiz/vastago no se encontraron diferencias significativas
en ninguno de los tratamientos durante los diferentes tiempos de evaluacion. Al evaluar el
porcentaje de colonizacién, las plantulas inoculadas con Suillus brevipes presentaron el
valor mas alto (6.6 %) significativamente diferente con los otros tratamientos.

Para la cuantificacion de biomasa micelial a través del acido graso 18: 2w 6,9 se realizaron
varios ensayos con la técnica de acidos grasos, dos con muestras del sustrato a base de
vermiculita y turba en donde no se detectd la presencia del &cido. Se realizd un ensayo mas
con micelio de los hongos crecidos en medio liquido, pero sélo en el micelio de Suillus
brevipes, se logré cuantificar la biomasa micelial por medio de la evaluacion con dicho

acido.



Las caracterizaciones macro y microscopicas que se describieron para las micorrizas
encontradas en las raices de P. hartwegii correspondieron a las especies ectomicorizogenas
inoculadas (Suillus brevipes e Inocybe splendens), presentando algunas diferencias con
respecto las caracterizaciones reportadas en la literatura.

Se considera que el efecto de los HEM sobre el crecimiento de Pinus hartwegii, en algunas
variables fue mas evidente que en otras, sin embargo, la especie forestal utilizada requiere
de periodos mé&s largos para su evaluacion ya que presenta un lento crecimiento.
Asimismo, se recomienda hacer una serie de modificaciones en la técnica de cuantificacion
de biomasa micelial, ya que su evaluacién ayudara a entender que sucede con el hongo en
la rizésfera. La informacion que se genere permitird de forma directa relacionar este

pardmetro con las variables de crecimiento del hospedero.



ABSTRACT

Knowledge of mycorrhizal interaction in the conifers and the appropriate selection of
species of fungi can be key aspects for successful establishment of plants in the field. In
this study, we evaluated the effect of mycelial inoculation of mycorrhizal fungi (HEM), in
Pinus hartwegii, using forest soil substrate and disposed in three treatments: 1) Suillus
brevipes with Pinus hartwegii, 2) P. hartwegii with Inocybe splendens and 3) P. hartwegii

uninoculated (control).

During 12 months measurements were taken every two months of the following variables
on the plantlets growth: a) survival, b) height c) stem diameter. Also every four months
were measured: a) shoot and root biomass and b) Quotient root / shoot. With respect to the
mycorrhizal association was evaluated: a) percentage of colonization (at 4, 8 and 12
months), b) mycelial biomass (4 and 8 months, through the fatty acid 18: 2m 6.9) c)
characterization macro and microscopic the ectomycorrhizae obtained (12 months).

The results showed that the survival and stem diameter in inoculated and non-inoculated
seedlings were not significantly different in the different evaluation times. Seedlings
inoculated with Inocybe splendens showed higher and higher root biomass producing

significant differences between treatments.

In terms of biomass, at eight months of evaluation, seedlings inoculated with Inocybe
splendens, significant differences were observed between inoculated and uninoculated
plants. For quotient root / shoot no significant differences in any of the treatments at
different evaluation times. In evaluating the percentage of colonization, seedlings
inoculated with Suillus brevipes showed the highest value (6.6%) significantly different to

the other treatments.

For quantification of mycelial biomass through the fatty acid 18: 6.9 2w several trials were
conducted with the fatty acid technique, two samples of the substrate with vermiculite and
peat basis where not detected the presence of acid. Further trial was conducted with the
fungus mycelium grown in liquid medium, but only in the mycelium of Suillus brevipes, it

was possible to quantify the mycelial biomass through this acid.



The macro and microscopic characterizations described for mycorrhizal roots found in P.
hartwegii corresponded to species inoculated with Suillus brevipes and Inocybe splendens,
presenting some differences from those reported in the literature.

Is considered that the effect of HEM on growth of Pinus hartwegii in some variables is
more evident than others, however, the tree species used in this work requires longer
periods of time for evaluation because it has a slow growth. It also recommended making a
series of modifications in the technical of quantification of mycelial biomass because its
evaluation will help to understand what goes with the fungus in the rhizosphere. The
information generated will allow directly relate this parameter with the growth of the host

variables.
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1. INTRODUCCION

El término micorriza fue propuesto por Frank en 1885, literalmente significa “hongo-raiz”, para
definir asociaciones simbioticas (vivir conjuntamente dos 0 mas organismos), mutualistas, entre
raices de plantas y micelios de hongos, en las que ambos resultan beneficiados (Honrubia,
2009). Dentro de estas asociaciones se reconocen distintos tipos de micorrizas, en funcion de
las especies fungicas y vegetales que establecen la asociacion, asi como de su estrategia
nutricional, puede posibilitar una penetracion intracelular, por parte del hongo dentro de las
células corticales de la raiz del hospedero. En todos los tipos de micorrizas, se establece una
interfase de contacto intimo entre hifas y células vegetales, donde se produce el intercambio de
nutrientes de manera bidireccional (los nutrientes minerales son transportados disueltos en agua
desde el hongo a la planta, mientras ésta cede al hongo los azlcares procedentes de su actividad
fotosintética) (Honrubia et al., 2002; Barea y Honrubia, 2004; Smith y Read, 2008).

Uno de los tipos de micorriza presentes en los ecosistemas de Bosques templados es la
ectomicorriza la cual tienen una distribucién limitada por las especies vegetales con las que se
asocia. Solo entre el 3 y 5 % de los vegetales establecen este tipo de micorriza (Barea, 1991;
Honrubia et al., 1992); sin embargo, su importancia forestal es abundante, no sélo por la amplia
distribucion de las familias de plantas de uso maderable con las que forman simbiosis, sino
también por los diversos grupos fungicos que desarrollan ésta asociacion y que incluye muchas
especies comestibles (Honrubia et al., 1992; Smith y Read, 1997).

El conocimiento acerca de esta interaccion micorrizica y la adecuada seleccion de las especies
de hongos micorrizdégenos y su posterior manipulacion, tanto en laboratorio como en vivero,
pueden ser aspectos claves para lograr con éxito el establecimiento de muchas especies
vegetales en campo (Honrubia et al., 1992; Pereira et al., 2007), en donde no sélo facilitan la
revegetacion en condiciones particulares como suelos degradados, sino que también mejoran la
formacion de suelos y la repoblacion de areas forestales (Castellano, 1996) contribuyendo al
reciclaje de la materia organica, la creacion y modificacion de habitats para la fauna y, en
general, son un componente importante en el mantenimiento del equilibrio ecoldgico de los

bosques y de los ecosistemas (Zamora-Martinez, 2008).



Entre los ecosistemas ampliamente distribuidos de México estan los bosques templados, los
cuales se distribuyen en zonas de alta montafia con clima templado y frio, desde el nivel del
mar hasta las porciones mas elevadas del pais (Rzedowski, 1978). Uno de los bosques mas
representativos en estas zonas es el de Pinus hartwegii; esta especie se encuentra distribuida en
el Eje Neovolcanico Mexicano y en América Central, creciendo entre 3000 y 4000 m snm,
comunmente estid asociada a los bosques de Abies y por sus caracteristicas casi hunca se
encuentran rodales puros ya que se distribuyen en forma dispersa (Perry, 1991; Lauer, 1978).

Ademas es una conifera de gran importancia tanto ecolégica como econdmica.

Una de la areas importantes donde se encuentra dicha especie es la Cuenca del Rio Magdalena
(CRM), la cual se ubica al limite sur-occidental del Distrito Federal (Avila-Akeberg, 2002),
abarcando parte de las delegaciones politicas Magdalena Contreras, Alvaro Obregon y
Cuajimalpa. Se encuentra entre los paralelos 19° 13* 53°” y 19°18’ 12”° de latitud norte y los
meridianos 99° 14’ 50°* y 99° 20° 30°” de longitud oeste (Avila-Akerberg, 2002).

Sin embargo debido a la destruccion acelerada de los bosques de coniferas, entre ellos los de la
CRM, especies como Pinus hartwegii se han visto muy afectadas (Alvarez, 2000; Nava, 2003).
Por esta razén es necesario realizar estudios de los organismos que formen interacciones con
estos arboles, en particular de aquellos que les proporcionan beneficios. Tal es el caso de
hongos micorrizdgenos que se asocian con las raices y que favorecen la absorcion de
nutrimentos y agua (Kaul, 2002); ademas, de que brindan proteccion contra patdgenos y les
confieren capacidad de supervivencia (Honrubia et al., 1992; Nava y Hernandez, 2003), esto se

ve reflejado en un mayor crecimiento vegetal.

En estudios de micorrizas, generalmente la colonizacion micorrizica ha sido evaluada a través
de procedimientos convencionales, esta evaluacion varia desde la simple observacion de
muestras frescas de raices e identificacion de la formacion de la micorriza, hasta la
cuantificacion basada en contar las raices cortas o secundarias micorrizadas y no micorrizadas a
través del microscopio y presentar los datos con el porcentaje de estas por longitud de la raiz de
la unidad (Brundrett et al., 1996; Salmanowicz y Nylund, 1988).

No obstante, existen trabajos que evaltan el efecto de los hongos ectomicorrizogenos en el
desarrollo de la planta, lo cual se enfoca de manera mas directa a esta y al hongo se le deja de

manera aislada, es decir que s6lo se evalta el hongo a través de la micorrizacion, pero no se



sabe que sucede con él en la rizésfera (Carrera-Nieva y Lépez, 2004; Perea-Estrada et al.,
2009). Una manera de evaluar particularmente al hongo es a través de la biomasa micelial
(Klamer y Baath, 2004; Hogberg, 2006; Karlinski et al., 2007).

Recientemente, se han implementado métodos quimicos como una alternativa para cuantificar
la biomasa micelial producida en la rizosfera por el hongo micorrizogeno asociado a la planta

hospedera (Rousseau et al., 1992).

Algunos de estos métodos se basan en el uso de técnicas que cuantifican la biomasa a partir de
los acidos grasos contenidos en las paredes de las membranas celulares de los hongos, tales
como: 1) Determinacion de Ergosterol, 2) Acidos Grasos Lipidos Neutros/ Acidos Grasos
Fosfolipidicos (NLFA/PLFA) y 3) Acidos Grasos de Células Enteras (WCFA) (Bligh y Dyer
1959; White et al., 1979; Frostgérd et al., 1991).

Los resultados obtenidos con los métodos convencionales, asi como nuevas técnicas permitiran
relacionar el efecto de la planta hacia el hongo y del hongo hacia la planta de manera mas
precisa la asociacién micorrizica y con ello tener éxito en la produccién de plantas inoculadas

con fines de reforestacion.

Este trabajo pretende evaluar el efecto de la inoculacién en plantulas de Pinus hartwegii con
Suillus brevipes e Inocybe splendens tomando en cuenta variables de crecimiento de la planta,
asi como el porcentaje de colonizacion y la cuantificacion de biomasa micelial a través de

acidos grasos.



2. ANTECEDENTES

2.1 Concepto de micorriza

El término micorriza se utiliza para designar la asociacion mutualista entre algunas especies de
hongos del suelo y las raices de las plantas (Honrubia et al.1992; Lakhanpal, 2002). Esta
asociacion se presenta en la mayoria de los ecosistemas terrestres, ya que entre el 80 y/o 90 %
de las especies vegetales presentan algun tipo de esta asociacion (Sallzer y Boller, 2000; Pérez-
Moreno y Read, 2004) en donde tanto la planta y el hongo se ven favorecidos. El hongo obtiene
los carbohidratos necesarios para su desarrollo, debido a que de manera independiente el hongo
no es capaz de sintetizar y obtener de manera directa las fuentes de carbono que necesita;
convirtiéndolo en un simbionte obligado (Francis y Read, 1994) (Figura 1). Asimismo, en la
planta se ve favorecida la absorcion, principalmente de fésforo y nitrégeno aunque existe un
intercambio de elementos secundarios como potasio, calcio, azufre, zinc, cobre, entre otros
(Francis y Read, 1994; Hernandez et al., 2003) (Figura 1).

Dependiendo del grado de penetracion del hongo vy las estructuras que se forman en la raiz del
hospedero, las micorrizas se pueden dividir en tres grupos: endomicorrizas, ectendomicorrizas
y ectomicorrizas (Smith y Read, 1992). Actualmente se reconocen siete tipos de simbiosis
micorrizicas: arbuscular, ectomicorriza, ectendomicorriza, arbutoide, monotropoide, ericoide y de
orquideas (Smith y Read, 2008).

2.2 Ectomicorriza

Particularmente, la asociacion ectomicorrizica se desarrolla principalmente en climas
templados-frios, caracteristicos de bosques de coniferas y del bosque meséfilo de montafia
(Kong-Luz, 2003), asimismo se ha registrado esta asociacion en regiones tropicales (Pérez-Moreno
y Ferrera-Cerrato, 1997; Moyersoen et al., 2001). Las raices micorrizadas poseen una cubierta
compacta de micelio que rodea la raiz de las plantas llamado manto, algunas de cuyas hifas
penetran entre las células corticales o epidérmicas de la raiz, formando la Red de Hartig
(Lankhanpal, 2002; Kaul, 2002; Nava y Hernandez, 2003).

Las estructuras que se presentan en las ectomicorrizas son el manto que es la capa de hifas
extrarradicales, puede presentarse una o varias capas que cubren la superficie de la raiz,

excepto en el apice. Su funcidn es proteger a la planta contra organismos patdégenos y ademas



almacena sustancias de reserva y minerales; la Red de Hartig es el conjunto de hifas
intrarradicales que rodean las células corticales formando una especie de laberinto. Su funcion
es el intercambio de nutrimentos del hongo a su hospedero y viceversa y el micelio externo es
la masa de hifas que dan origen al cuerpo o talo del hongo (Smith y Read, 1997; Peterson y
Bonfante, 1994).

(

Nutrimentos (N, P, K}
para la planta

Hifas
externas

b) Hifas
externas

Manto
Células ~———o0

curticales
de la raiz

Figura 1. a) Beneficios hongo-planta y b) Estructuras de la ectomicorriza (Tomando y modificado de Pérez-
Moreno et al., 2011).

La asociacion ectomicorrizica se establece entre alrededor de 5000 especies de hongos que
fructifican por arriba del suelo (epigéas) como por debajo de éste (hipogéas) (Pera y Parlade,
2005). La mayoria pertenecen a las clases de los Basidiomycetes, algunos a la de los
Ascomycetes y pocos a la de los Zigomycetes, principalmente en regiones templadas y boreales
(Tabla 1) (Pérez-Moreno y Read, 2004). Con respecto a la planta hospedera, se conoce que

cerca de 450 especies vegetales forman esta asociacion incluidas en las familias de plantas de



enorme importancia forestal como Pinaceae, Fagaceae, Myrtaceae, Betulaceae y Salicaceae
(Hawksworth et al., 1995; Pera y Parladé, 2005).

Micobionte Fitobionte

Basidiommycotina

Alpova, Amanita, Astraeus, Boletus, Cantharellus, Abies, Alnus, Betula, Corylus, Eucalyptus, Fagus,
Cortinarius, Entoloma, Gastroboletus, Gauteria, Larix, Picea, Pinus, Populus, Pseudotsuga,
Gomphidius, Hebeloma, Hygrophorus, Quercus, Salix, Tsuga

Hymenogaster, Hysterangium, Inocybe, Lacaria,

Lactarius, Leccinum, Martellia, Paxillus, Pisolitus,

Rhizopogon, Rozites, Russula, Scleroderma,

Suillus, Tylopilus, Tricholoma, Xerocomus

Ascomycotina

Balsamia, ~ Elaphomyces, ~Genea, Geopora, apjes, Betula, Corylus, Eucalyptus, Fagus, Larix,

Helvella, Hydnotria, Sphaerosporella, Tuber, pjqys, Populus, Pseudotsuga, Quercus, Salix, Tsuga
Cenococcum

Zygomycotina
Endogone Eucalyptus, Pinus, Pseudotsuga

Tabla 1. Géneros tipicos de micobiontes y fitobiontes de zonas templadas y boreales involucradas en simbiosis
ectomicorrizicas (Pérez-Moreno y Read, 2004).

Se ha sefialado que al presentarse de manera natural la asociacion ectomicorrizdgena, los
ecosistemas mantienen su funcionalidad ecoldgica, inclusive aun después de un disturbio,
contribuyendo a la estabilidad o en su caso a su recuperacion. Por lo que desde el punto de vista
funcional y ecoldgico sera mejor una planta micorrizada a diferencia de aquella que no lo esta,

esto debido a los beneficios que presenta la asociacion (Trappe, 1977).

También existe la posibilidad de que varias especies de hongos micorrizogenos puedan
asociarse con una sola planta e interactuar entre ellos, esta forma de asociarse entre los micelios
de los hongos de varias especies con las raices de diversas plantas incrementa el area de
absorcion e intercambio de nutrimentos, lo cual le confiere ventajas adicionales. A esta
capacidad que tienen los hongos ectomicorrizogenos de formar la asociacién con una sola
especie de planta hospedera o con una amplia gama de ellas, se denomina especificidad (Marx
y Cordell et al., 1994).



De acuerdo con la gama de especies de plantas que forman micorriza con las especies fungicas
se pueden apreciar tres categorias de especificidad: 1) estrecha, en donde los hongos
ectomicorrizicos se asocian con un género de planta. Un ejemplo de ello lo constituye Alnus
rubra, el cual se asocia Unicamente con hongos fuertemente especificos como Alpova
diplophloeus (Molina, 1979; 1981), 2) intermedia, estos hongos tienen la particularidad de
establecer la asociacion con una familia de hospederos, por ejemplo, Suillus y Rhizopogon con
las Pinaceas, tales como Pseudotsuga menziesii y Pinus spp. (Molina et al., 1992a; Molina y
Trappe, 1982). De acuerdo con la clasificacion de Molina et al., 1992, las especies de Suillus
brevipes y algunas especies del género Inocybe se localizan en esta categoria y 3) amplia,
donde los hongos tienen la capacidad de formar micorrizas con un gran ndmero de diversas
plantas hospederas, tal es el caso de Cenococcum geophilum, que es quiza el hongo con la

gama mas amplia, con cerca de 150 hospederos (Molina et al., 1992a; 1992b).

Debido a los beneficios que le confiere la interaccion de los hongos ectomicorrizogenos a la
planta de interés forestal, es importante conocer aspectos sobre la inoculacion y el efecto que
tiene sobre el crecimiento del hospedero.

2.3 Estudios de inoculacion con hongos ectomicorrizégenos en México

Particularmente en nuestro pais, existen escasas investigaciones que se han dado a la tarea de
abordar la importancia de los HEM en el crecimiento de las plantas y rehabilitacion de bosques
templados perturbados, asi como las relaciones que se establecen entre éstos con otros grupos
de organismos (Estrada-Torres, 2003).

Los primeros estudios en cuanto a la induccion de la ectomicorriza, consistieron en ensayos de
inoculacién en vivero con varias especies de Pinus, tal como P. montezumae con algunas cepas
exoticas de HEM producidas vegetativamente como Pisolithus arhizus, en los cuales se
encontraron efectos positivos sobre el crecimiento de las plantas inoculadas (Cuevas-Rangel,
1979; Estrada-Torres y Valdés, 1986). No obstante, solamente se ha realizado una evaluacion

de plantas inoculadas con HEM en campo, utilizando especies exdticas (Valdés, 1986).



Recientemente, en algunos viveros se ha implementado el uso de hongos ectomicorrizdgenos
con el objetivo de incrementar la supervivencia, establecimiento y crecimiento de los arboles de
especies forestales tanto en condiciones de vivero como de campo (Carrera-Nieva y Lopez,
2004).

En este sentido Santiago-Martinez (2002), realiz6 ensayos de inoculacion esporal con dos
diferentes sustratos (suelo forestal y suelo de cerro con suelo forestal) en Pinus montezumae y
varios HEM (Amanita caesarea, Boletus edulis, Inocybe dulcamara, Inocybe griseovelata y
Suillus glandulosipes) encontrando variabilidad en cuanto a los porcentajes de micorrizacion
debido a la infectividad de los hongos vy el efecto del sustrato, ademas mencion6 que de todos
los géneros de hongos ectomicorrizogenos utilizados el de Suillus toleré6 mas el manejo de

laboratorio, recomendando su uso en plantaciones de pinos.

Por su parte Mufioz (2003), realizd un estudio de inoculacion controlada en Pinus
pseudostrobus con esporas de Laccaria bicolor y P. montezumae con esporas de cuatro
diferentes HEM (Hebeloma mesophaeum, Inocybe dulcamara, Suillus glandulosipes y Suillus
tomentosus), en donde se presentd una mayor supervivencia en las plantas micorrizadas con
respecto a las no micorrizadas, ademas de un mejor crecimiento, asimismo los efectos de las
especies fungicas fueron diferentes en cada uno de los hospederos. En el primer caso se
encontraron diferencias significativas entre las plantas inoculadas de Pinus pseudostrobus con
Laccaria bicolor con respecto a las plantas testigos y P. montezumae con las cuatro especies de
HEM, de manera general se observé que Hebeloma mesophaeum proporcioné mayor altura y
produccion de biomasa, asimismo con Suillus tomentosus se obtuvo mayor didmetro y
produccién de biomasa, mientras que Inocybe dulcamara y Suillus glandulosipes mostraron ser

las especies mas infectivas.

Hernandez (2003), realizé dos ensayos donde evaluo la efectividad e infectividad de inéculo
esporal con diferentes HEM en Pinus montezumae y Pinus pseudostrobus en diferentes
sustratos, en donde observo que los sustratos influyeron sobre el desarrollo de las plantas v el
porcentaje de micorrizacion. En el primer ensayo la altura y el diametro de las plantas de Pinus
montezumae inoculadas con Suillus grandulosipes no presentaron diferencias significativas con
las plantas testigos, asi como la micorrizacion fue muy baja; para el segundo ensayo la

inoculacion con plantas de Pinus pseudostrobus e Inocybe griseovelata y Laccaria bicolor,



presentaron mayor altura, mayor didmetro de la corona y mayor biomasa, sin embargo con
Laccaria bicolor, Suillus tomentosus y Russula olivacea los porcentajes de micorrizacion

fueron mas altos (entre 11y 12 %).

Carrera-Nieva y Lopez (2004), evaluaron la inoculacién con varios hongos ectomicorrizicos
(Laccaria laccata, Suillus pseudobrevipes, Amanita fulva, Amanita caesarea, Suillus
granulatus, Boletus clavipes y Pisolithus tinctorius) con Pinus patula y Pinus greggii, en
condiciones de invernadero tomando en cuenta variables de crecimiento como altura, didmetro
de tallo, parte aérea y radical, asi como el porcentaje de colonizacion. Los porcentajes de
colonizacion micorrizica variaron entre especies de 9 a 66 %. Las plantas inoculadas con
Laccaria laccata y Suillus pseudobrevipes presentaron un mayor porcentaje de colonizacion y
desarrollaron un micelio externo abundante. Los valores medios més altos en altura, peso seco
y diametro de tallo se observaron en plantas inoculadas con Laccaria laccata, Suillus
pseudobrevipes y Boletus clavipes en comparacién con el testigo. En el caso de A. fulva en peso
seco total se obtuvo el valor menor, mientras que A. caesarea el didmetro de tallo y el peso

seco total se obtuvieron los valores menores.

También se han realizado estudios de inoculacion en vivero de Eucalyptus urophylla y P.
greggii con esporas de Pisolithus tinctorius, encontrando que con la inoculacion esporal se
obtuvieron mayores beneficios en las dos especies de plantas hospederas (Garcia-Rodriguez et
al., 2006).

Por su parte Perea-Estrada et al. (2009), evaluaron en invernadero la influencia de dos
regimenes de humedad del sustrato [80 a 100 y 40 a 60 % de la capacidad maxima de retencién
de agua del sustrato (CMRAS)], asi como la adicién de tres dosis de Nitrogeno (N) mineral
(140, 70 y 0 Kg de N ha™) y la inoculacién con tres HEM comestibles (Hebeloma spp.,
Laccaria spp., y Clavulina aff. cinerea), en el desarrollo de dos especies de pinos (Pinus patula
Schl. et Cham y Pinus hartwegii Lindl). Al final observaron que el crecimiento para las dos
especies forestales fue afectado diferencialmente en los dos regimenes de humedad evaluadas,
en funcién de los HEM inoculados. Las plantas de P. patula inoculadas con Hebeloma spp.,
presentaron valores mas altos en peso seco total, del follaje y la raiz, asi como mayor altura y
diametro de tallo, en comparacion con las plantas inoculadas con Laccaria spp., Clavulina aff.
cinerea o sin inocular, cuando crecieron en el régimen de 80 a 100 % de la humedad edafica,



comparado con el régimen de 40 a 60 %. Las colonizaciones micorrizicas encontradas al final
del experimento fueron bajas en todos los tratamientos y no resultaron afectadas por la

fertilizacion nitrogenada.

Por otro lado, se han obtenido aislamientos de micelios de hongos ectomicorrizogenos a partir
de esporomas, los cuales se han empleado en diferentes estudios, en los que destacan la
caracterizacion microscopica de los micelios (Cruz-Ulloa, 1990 y 1991; Pérez-Moreno vy
Ferrera-Cerrato, 1991); la optimizacion del crecimiento de las colonias en diferentes medios
nutritivos, pH (Vazquez-Garcia et al., 2002 y Alvarado-Sanchez, 2008) y concentraciones de
glucosa (Aquiahuatl et al., 1998 y Alvarado-Sanchez, 2008).

Aunqgue en México se han incrementado los estudios sobre la asociacion micorrizica 'y los HEM
en los ultimos afios, se desconoce el efecto y/o beneficios que mas de una especie nativa de
estos hongos tienen sobre un mismo hospedero y de esta manera poder seleccionar el mas apto

que favorezca el crecimiento de la planta.

En este contexto, el proyecto “Manejo de Ecosistemas y Desarrollo Humano” ha tenido como
objetivo construir una red nacional de investigacion enfocada al manejo sustentable de los
ecosistemas con el fin de generar modelos de ordenamiento, conservacion, uso y restauracion
de los valores, los recursos y los servicios ambientales. Dicho proyecto se realiza en cuatro
cuencas en el pais, una de ellas es la Cuenca del Rio Magdalena ubicada en el Distrito Federal
(Fig. 6a). Como parte de este proyecto, se han considerado a los HEM como una alternativa de
uso en la restauracion de esta zona (http://campus.iztacala.unam.mx/mmrg/mega), utilizandolos
como una herramienta de inoculacion y para evaluar pardmetros de crecimiento de la actividad

funcional del hongo en su hospedero.
2.4 Estudios de hongos ectomicorrizégenos en la Cuenca del Rio Magdalena (CRM)

En la CRM ya se han realizado algunos estudios de listados con hongos ectomicorrizogenos
destacando los de mayor relevancia, como el de Delgado (2004) quien citd 41 especies de
HEM. Por otro lado, Villarruel y Cifuentes (2006) reportaron 74 especies de macromicetos de
las cuales 15 son ectomicorrizogenas, mientras que Meza (2010) registro 40 especies de HEM,

27 especies para el bosque de Pinus y 34 para el bosque de Abies.
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Por su parte, Alvarado—Sanchez (2008) aislé siete cepas de HEM de la CRM y encontr6 que
Suillus brevipes, Boletus pinophillus e Inocybe splendens presentaron los mejores crecimientos
al ser sometidas a pruebas de crecimiento en diferentes medios nutritivos, pH’s y fuente de

carbono.

Sandoval (2010), realizo la induccion de la micorriza en dos fases experimentales con plantulas
de Abies religiosa y Pinus hartwegii inoculadas con Suillus brevipes en vivero tomando
pardmetros de crecimiento como diametro a la base, altura total y altura al meristemo y
posteriormente se trasplantaron en campo (bosque) y al afio de establecimiento se reinocularon
con Suillus brevipes e Inocybe splendens, respectivamente, asimismo se evaluaron otros
pardmetros de crecimiento en la planta, como supervivencia, cociente raiz/vastago, peso seco
total, tasa relativa de crecimiento, asi como la caracterizacion de la micorriza y un analisis de
macronutrientes contenidos en el suelo. En este trabajo se concluy6 que Abies religiosa es una
especie de dificil manejo y recomienda una inoculacion mixta con HEM nativos para aumentar
su supervivencia y en el caso de Pinus hartwegii se comprobé que la inoculacion con HEM

favorece la absorcion de nutrimentos, principalmente fosforo.

Respecto a la evaluacién de variables ecofisioldgicas, Flores (2010) determiné el efecto de los
hongos ectomicorrizdgenos (Suillus brevipes e Inocybe splendens) en plantulas de Pinus
hartwegii y Abies religiosa. Dicha autora encontré que Pinus hartwegii presentd un mayor
potencial osmoético (-1.68 Mpa), una resistencia estomatica (1.52 s cm™), la capacidad
fotosintética (mayor absorcién de CO,, 4.45 ppm cm™), el crecimiento y la supervivencia en
campo, concluyendo que la ectomicorriza tiene un efecto positivo, particularmente en P.
hartwegii ya que presentd una supervivencia muy alta (80 %) ademas de gran altura, por lo que
recomendd la inoculacién de P. hartwegii con fines de restauracion de la Cuenca del Rio
Magdalena. En cambio, para A. religiosa no es necesaria la inoculacion previa debido al alto
potencial de indculo presente en el campo.

Generalmente en estudios realizados con HEM, la forma de evaluar el efecto de la asociacion
micorrizica y del hongo sobre su hospedero se realiza a través de la medicién de variables de
crecimiento en la planta. No obstante, es importante considerar métodos para evaluar de
manera directa el efecto que se presenta en el hongo, una vez que se ha llevado a cabo la
asociacion. Un ejemplo de ello es la produccién de biomasa micelial desarrollada en la
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rizosfera de planta inoculada ya que se ha evaluado el efecto del hongo de forma indirecta en el
hospedero a través de su crecimiento, pero se tiene poca informacion acerca de la produccién
del micelio del hongo en el suelo en donde interactian ambos simbiontes, de esta manera se
puede relacionar este parametro con las variables de crecimiento, asi como la capacidad de

colonizacion.

2.5 Estudios realizados para cuantificacion de biomasa micelial a través de la técnica de
acidos grasos

En este contexto, Olsson (1999) sefial6 que los hongos micorrizégenos forman extenso micelio
en el suelo y que juegan un papel significativo en la mayoria de los ecosistemas, por lo que la
valoracion de la biomasa fangica utilizando la técnica de NLFA/PLFA (Acidos Grasos Lipidos
Neutros y Acidos Grasos Fosfolipidicos) es de gran relevancia, puesto que contribuye al
conocimiento de las estrategias de desarrollo del micelio de ciertas comunidades de hongos
micorrizdgenos, asi como los procesos que se dan en el suelo, tal como la traslocacion de
nutrientes y la composicién de microorganismos presentes en el suelo (Baath, 2003). Para la
micorriza arbuscular (MA) y la ectomicorriza (EM), la cuantificacion de los &cidos grasos
proporciona una nueva y prometedora herramienta para la valoracion de biomasa fangica en el
suelo y en las raices. Para el caso de los hongos ectomicorrizogenos Olsson (1999) y Baath
(2003) encontraron que los acidos grasos fosfolipidicos (PLFAs), especificamente el 18:2m 6, 9
(9,12 acido octadecadienoico, metil éster) que domina entre todos, se puede utilizar como buen
biomarcador para la cuantificacion de biomasa micelial en sistemas experimentales, ya que se
encuentra de manera natural en la pared de la membrana celular de los hongos
ectomicorrizogenos. Ademas, con el uso de PLFAs especificos es posible estudiar interacciones
entre el micelio micorrizico y bacterias en el suelo, micelio de hongos micorrizogenos y el

micelio de hongos saprofiticos y hongos parasitos en suelo y de raices en condiciones naturales.

Olsson (1999), menciond que los métodos de estimacion para determinar la composicion de
acidos grasos pueden ser utilizados en estudios de interacciones en condiciones in vitro ya que
se obtienen factores de conversién confiables, es decir, la cantidad de &cidos grasos es un buen
indicador de la cantidad de biomasa que se presenta en una muestra. Un ejemplo de ello lo
constituye el trabajo realizado por Zeppa et al. (2000), quienes hicieron un analisis del
contenido de ergosterol a lo largo del desarrollo de la ectomicorriza entre Tilia platyphyllos y

Tuber borchii en condiciones in vitro. Sus resultados revelaron un cambio en la biomasa
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fangica durante las diferentes fases de desarrollo de la ectomicorriza. No obstante, sefialan que
en muestras ambientales 0 experimentos en campo, la cuantificacion de la biomasa flngica a
través de ergosterol puede variar ya que también cuantificaria la biomasa de otros
microorganismos de la rizésfera como las bacterias. Por su parte, Mille-Lindblom et al. (2004),
cuantificaron la biomasa fangica en muestras ambientales mediante el ergosterol, encontrando
que este &cido graso es fotosensible a la luz solar por lo que sugieren que el uso del ergosterol
como biomarcador de los hongos vivos debe ser usado con cautela, evitando que las muestras
sean expuestas a diversos grados de intensidad luminosa puesto que la exposicion puede alterar

las cantidades de dicho acido graso drasticamente.

Este mismo hecho fue encontrado por Klamer y Baath (2004), al analizar el contenido de
acidos grasos como el ergosterol y el fosfolipido 18:2m 6, 9 en 11 especies de hongos saprobios
crecidos in vitro en medios nutritivos. Dichos autores encontraron que tanto en el ergosterol
como en el fosfolipido 18:2w6,9 (PLFA) las estimaciones de la biomasa fingica fueron
similares, esto debido a que ambos marcadores cuantifican &cidos grasos que son componentes
de la pared de la membrana celular fungica. Klamer y Béath (2004) y Hogberg (2006), sefialan
que aunque ambos marcadores son adecuados, el 18:2w 6, 9 es mejor, ya que es mas especifico
para los hongos ectomicorrizdégenos, ademas considera que es un buen indicador de biomasa
fangica en zonas perturbadas y el ergosterol es un buen biomarcador pero en zonas menos

perturbadas.

Finalmente, Karlinski et al. (2007) analizaron la composicion de WCFA (Acidos Grasos de
Células Enteras) de tres diferentes estructuras ectomicorrizicas: esporomas, micelio en cultivo
in vitro y raices micorrizadas para evaluar el uso potencial de é&cidos grasos como
biomarcadores en los HEM y las bacterias asociadas con las ectomicorrizas en plantulas de
Picea noruega. Dichos autores compararon los métodos para la identificacion de los acidos
encontrando una mayor cantidad de 18:2w 6, 9, 18:109 y 16:0 para los esporomas fingicos y
para los cultivos puros de micelio, mientras que en las raices micorrizadas se encontraron
acidos grasos que también se localizan en las bacterias como el ergosterol. Dichos autores
concluyeron que los métodos basados en la cuantificacion de 4&cidos grasos en
microorganismos, pueden ser Utiles en los estudios de asociacion ectomicorrizogena y pueden
ayudar a diferenciar biomasa flngica de otros microorganismos asociados a las raices de la

planta hospedera en el campo.
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Como se puede observar, en afos recientes ya se han realizado numerosos estudios en donde
utilizan a los &cidos grasos como un biomarcador que permite la cuantificacion de biomasa
micelial, utilizandose algunos més generales como el ergosterol u otros mas especificos como
el 18:2w6,9 y 18:1m9. Sin embargo, en nuestro pais atin no existen trabajos que incluyan estos
biomarcadores, por lo que el uso de estas técnicas como alternativa para llevar a cabo la
cuantificacion micelial de hongos micorrizogenos ayudaria a evaluar la cantidad de biomasa
micelial producida por el HEM y su relacion con la capacidad de formar la asociacion
ectomicorrizica y el efecto en el hospedero en condiciones de laboratorio, invernadero o

campo.
2.6 Descripcion de los sistemas bioldgicos de estudio
2.6.1 Especie vegetal

Pinus hartwegii

Clasificacion Taxondmica

Reino: Plantae

Phylum: Coniferophyta

Clase: Pinopsida

Orden: Pinales

Familia: Pinaceae

Género: Pinus

Nombre Cientifico: Pinus hartwegii Lindl.
Autor del nombre: Karl Theodor Hartweg Lindl.

(http://unibio.unam.mx/collections/specimens/urn/IBUNAM:MEXU)

La especie P. hartwegii Lindl., es conocida con diferentes nombres: pino hartweg, ocote, pino
de las alturas (Musalem y Solis, 2000), o pino escobetdn, pino negro, pino de montafia
mexicano (Farjon et al., 1997). Es un arbol que se desarrolla a una altitud entre 2700 a 4000
msnm, llega a medir de 5 a 25 o en ocasiones de 30 m de altura; tronco con un diametro hasta
de 75 cm, corteza gruesa y aspera, de color café oscuro tornandose grisacea, dividida en placas

irregulares o cuadrangulares, ramas extendidas con hojas de 4 ¢ 5 en cada fasciculo, a veces 3 6
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6, rigidas, de 6 a 18 cm de largo, de color verde claro, casi glaucas, vaina persistente; amentos
masculinos de 1 a 2.5 cm de largo, de color amarillento o violaceo, torndndose a café; conillos
femeninos oblongos, de color azul-violaceo y dispuestos en grupos de 2 a 4, a veces 6,
cortamente pedunculados; conos ovoideo-oblongos, levemente encorvados, de 7 a 14 cm de
largo, por 5 a 8 cm de didmetro, casi sésiles, de color café oscuro o casi negro, a veces con tinte
rojizo, persistentes, dispuestos por pares o en grupos de 3 ¢ 4; semillas de 5 a 8 mm de largo,
de color café, con el ala de 12 a 20 mm de largo por 5 a 12 mm de ancho, de color café con
lineas oscuras. En el Valle de México se encuentra entre 2600 y 4200 m de altitud, con
frecuencia integrando los bosques que forman el ultimo nivel arbéreo de la vegetacion
(Rzedowski y Rzedowski, 2001).

2.6.2 Especies de hongos ectomicorrizgenos

1) Suillus brevipes

Clasificacion taxondémica

Reino: Fungi

Division: Basidiomycota

Clase: Holobasiomycete

Orden: Boletales

Familia: Suillaceae

Género: Suillus

Especie: Suillus brevipes (Peck) Kuntze

Las especies de este género se asocian solo con coniferas en las primeras etapas de vida
(Singer, 1986; Molina et al., 1992a, 1992b) en especial con los géneros de Pinus, Larix y
Pseudotsuga (Dahlberg y Finlay, 1999). Forma esporomas epigeos con himendforos tubulares
(Bowen, 1994; Santiago-Martinez, 1992 y 2002). Generalmente es de facil aislamiento y
manipulacion, por lo que ha sido utilizado en estudios in vitro (Alvarado Séanchez, 2008;
Santiago-Martinez 2002). El pileo es plano convexo de 68 mm de didmetro, viscoso, liso de
color cafe muy palido (10YR7/3), con mancha de color café obscuro (10YR4/3). Contexto

carnoso higrofano por debajo de la cuticula, de 13 mm de ancho de color amarillo (2.5Y8/8),

aroma muy ligero. Poros circulares de 1-2 por mm, de tamafio mediano, de color amarillo
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(2.5Y7/8) y tubos amarillos (2.5Y7/6), de 9 mm de ancho y un cm de profundidad, adnados al

estipite.

Estipite carnoso, higréfano, concéloro al contexto de su interior, salvo la base que es café
amarillento obscuro (10YR5/4). Al exterior es de color café amarillento obscuro (10YR3/4)
salvo en el apice que es amarillo (2.5Y8/8) y pruinoso, con las pruinas de color café obscuro
rojizo (5YR3/3) de 10 mm de diametro, 50 mm de largo, cilindrico pero atenuado en la base.
Esporas lisas de 7.16-8.61 x 2.05-3.44p (Fig. 6¢) (www.indexfungorum.org/names/names.asp).

I1) Inocybe splendens

Clasificacion taxonomica

Reino: Fungi

Division: Basidiomycota

Clase: Holobasiomycete

Orden: Cortinariales

Familia: Cortinariaceae

Género: Inocybe

Especie: Inocybe splendens R. Heim

Es un género que se asocia en los primeros afios de los arboles de coniferas y bosques de
encino (Mason et al., 1990). Se asocia a las primeras etapas de vida de las plantulas (Bowen,
1994). Presenta laminas adheridas al estipite; en los esporomas maduros el velo interno se
transforma en una cortina, los cuales se observan como fibrillas en el borde del pileo (Herrera 'y
Ulloa, 1990). El pileo entre 20-50 mm, conico al principio, mas adelante umbonado convexo,
eventualmente plano-convexo, a menudo en forma de un escudo obtuso, superficie radialmente
fibrilosa, viscoso cuando es humedo, gris-marron y margen agudo. La carne es blanca, olor
levemente espermatico. Laminillas gris palido cuando son jévenes, aceituna-marrén palido
cuando son viejas. Estipite entre 20-50 x 5-6 mm, cilindrico, con el bulbo precipitado,
superficie blanquecina al principio y marron amarillento. Esporas 11-12 x 5-6 p,
amigdaliforme, lisas, de color marron amarillento y de pared gruesa (Fig. 6d)

(www.indexfungorum.org/names/names.asp).
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3. JUSTIFICACION

Debido a la importancia que tienen las especies forestales, entre ellas Pinus hartwegii y
especies ectomicorrizogenas como Suillus brevipes e Inocybe splendens, se han intensificado
los trabajos sobre la seleccion de cepas de HEM e inoculacion, determinando la efectividad e
infectividad a través de la evaluacion de variables de crecimiento en la planta.

No obstante, es necesario también estudiar la relacion que existe en la produccién de biomasa
micelial que produce el hongo en la rizésfera durante el proceso de formacién de la asociacion
con el hospedero, y con ello poder determinar si la cantidad de micelio producida por el hongo

esta relacionada con su capacidad de colonizacion y con el crecimiento de la planta.

El conjunto de la evaluacion de las variables tanto de la planta como del hongo permitira
obtener datos méas precisos acerca del efecto en el crecimiento y supervivencia de las plantulas

de P. hartwegii.

4. PROBLEMA

1. Se desconoce el efecto que tienen Suillus brevipes e Inocybe splendens sobre el
crecimiento de Pinus hartwegii.

2. Se ha considerado el porcentaje de colonizacion como una variable de respuesta a la
inoculacion con cepas de HEM, sin embargo se desconoce si la biomasa micelial se

puede relacionar con las demas variables de crecimiento del hospedero.
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5. PREGUNTAS

1.

2.

¢La inoculacion con los HEM Suillus brevipes e Inocybe splendens tendra un efecto

diferente sobre la supervivencia y el crecimiento en plantulas de Pinus hartwegii?

¢Existiran diferencias en la capacidad de colonizacion y la cantidad de biomasa micelial

producida por Suillus brevipes e Inocybe splendens sobre Pinus hartwegii?

6. OBJETIVOS

6.1 Generales

Evaluar el efecto de Suillus brevipes e Inocybe splendens provenientes de la Cuenca del
Rio Magdalena sobre el crecimiento y supervivencia en plantulas de Pinus hartwegii en

condiciones de invernadero.

Evaluar la cantidad de biomasa micelial producida por Suillus brevipes e Inocybe

splendens producida en la rizosfera de las plantulas inoculadas.

6.2 Especificos

1. Determinar el efecto el indculo de dos cepas de HEM (Suillus brevipes e Inocybe

splendens) sobre la supervivencia y el crecimiento en plantulas de Pinus hartwegii en
condiciones de invernadero.

Determinar la infectividad de las dos cepas evaluadas mediante el porcentaje de
colonizacion en plantulas de P. hartwegii.

Determinar si hay una relacion entre la cantidad de biomasa micelial rizosférica y la
capacidad de colonizacion a lo largo de la asociacion ectomicorrizica formada entre S.
brevipes e I. splendens con P. hartwegii.

Caracterizar la morfologia macro y microscépica de la ectomicorriza formada por cada

una de las cepas con la planta hospedera.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Seleccién de cepas

Las dos cepas de HEM utilizadas fueron Suillus brepives e Inocybe splendens, las cuales se
seleccionaron de acuerdo con los resultados obtenidos por Alvarado-Sanchez (2008), al realizar
pruebas de crecimiento, en las que considerd cuatro concentraciones de glucosa (10, 20, 30 y
40 g/L); tres pH's (3, 5y 7) en tres medios: Biotina Aneurina Acido Folico (BAF), Agar
Extracto de Malta (EMA) y Agar Dextrosa Papa (PDA). Dicha autora encontré que la cepa de
Suillus brevipes crecié mejor en concentraciones intermedias de glucosa, medios enriquecidos
y pH é&cidos, y para la cepa de Inocybe splendens, el crecimiento micelial se vio favorecido en
medios enriquecidos, pH neutros y fue indiferente a la concentracion de la glucosa. Las cepas
se encuentran depositadas en el cepario de HEM del Laboratorio de Micorrizas de la

Universidad Autdbnoma de Tlaxcala.

7.2 Produccién de inéculo

El crecimiento de las cepas de Suillus brevipes e Inocybe splendens consistio en cuatro fases: a)
crecimiento activo en medio Biotina Aneurina Acido Fdlico (BAF) solido, b) crecimiento
masivo en medio BAF liquido, ¢) produccion de indculo en medio BAF liquido mezclado con
turba/ vermiculita (proporcion 1:2) y d) extraccion del micelio y lavado del inéculo. Con este
procedimiento se obtuvo un in6culo puro, el cual se adiciono a los tratamientos con plantulas

de Pinus hartwegii.

a) Crecimiento activo de las cepas: para la produccion del in6culo micelial, se prepararon

cajas Petri adicionadas con el medio de cultivo BAF solido para ambas cepas, a las cuales
se agregaron tres fragmentos pequefios de aproximadamente 5x5 mm distribuidas de forma
homogénea sobre el medio, esto bajo condiciones de asepsia. Una vez realizada esta fase se
mantuvieron en incubacion a 25°C, durante un periodo de tres semanas (Marx y Bryan,
1975; Miller y Allen, 1992; Santiago-Martinez y Estrada-Torres, 1999) (Figuras 6e y 6f).
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b) Crecimiento masivo: se prepararon matraces Erlenmeyer de 250 ml con 150 ml de medio

BAF liquido, a los que se les agreg6 10 fragmentos de 5x5 mm de micelio crecido en medio
solido, y se mantuvieron en una incubadora de agitacion a 150 rpm a una temperatura de 25°C,
durante un periodo de cuatro semanas aproximadamente (Marx y Bryan, 1975; Miller y Allen,
1992; Santiago-Martinez y Estrada-Torres, 1999).

c) Produccién de Inéculo: para la preparacion del in6culo micelial se utilizaron frascos de

vidrio con capacidad de un litro, a los cuales se les agregé 600 ml de vermiculita, 60 ml de
turba como sustrato y con 300 ml de medio de cultivo liquido BAF, y se esterilizaron durante
15 minutos a 120 libras de presion. Bajo condiciones asépticas se virtio el micelio que crecio en
los matraces Erlenmeyer. Posteriormente, los frascos se incubaron a 25°C en condiciones de
oscuridad hasta que el micelio cubrié por completo el sustrato (Marx y Bryan, 1975; Miller y
Allen, 1992; Santiago-Martinez y Estrada-Torres, 1999).

d) Obtencidn del indculo: cuando el micelio cubri6 el sustrato contenido en las botellas, este

fue sacado con cuidado y se colocd en un pedazo de manta de cielo, la cual se expuso al chorro
de agua durante 3 min con la finalidad de eliminar residuos del medio de cultivo.
Posteriormente se colocd sobre papel de estraza para que se secara a temperatura ambiente
durante un dia. Una vez que el micelio estaba seco, se guardd en bolsas de plastico y se

refriger6 a 4°C, hasta que se utilizé (Santiago-Martinez y Estrada-Torres, 1999).

7.3 Obtencion de plantulas de P. hartwegii

7.3.1 Desinfeccion y escarificacion de semillas de P. hartwegii

Las semillas fueron donadas por el vivero de San Luis Tlaxialmanalco, D.F. y provienen de San
Luis Quipil, Ajusco, D.F. las cuales fueron colectadas en el 2009. La desinfeccion y
escarificacion de éstas se realizé con Perdxido de Hidrégeno al 30% durante una hora en
agitacion, con la finalidad de eliminar residuos como la resina y ablandar la testa, al término del
tiempo se lavaron tres veces con agua destilada. Posteriormente se aplicé un fungicida (Captan
1g/L o Benomil 0.5 g/L) y se mantuvieron en refrigeracion a 4°C durante 24 horas, pasado este
tiempo se lavaron nuevamente con agua destilada y se aplicé un bactericida (Cloranfenicol 33
mg/L) durante una hora en agitacion. Con este proceso de desinfeccion se eliminan agentes
patdgenos como el hongo que causa enfermedades como el caso de damping-off (Galindo
Flores et al., 2004).
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Para la germinacion de las semillas, se utilizaron charolas de aluminio de 46 x 36 cm que
contenian como sustrato una mezcla de turba/vermiculita en una proporcion 1:2. En ellas se
sembraron las semillas y se realizaron riegos continuos con agua destilada para mantener la

humedad (Pefiuelas y Ocafia, 1984).

7.4 Sustrato

El sustrato que se utilizd para trasplantar las plantulas consistio de una mezcla de turba
(T)/vermiculita (V) y suelo forestal (SF) en una proporcion 1:2:1. Este Gltimo se colecto en la
zona de pino de la Cuenca del Rio Magdalena. EIl suelo se esterilizé por una hora con vapor y
se dejo enfriar y airear temperatura ambiente durante 24 h. Esto se realizd tres veces (en tres

dias) a presion en la autoclave.

Por otra parte la turba y la vermiculita se esterilizaron por 20 minutos a presion en la autoclave.

Una vez que los sustratos estaban estériles se realizo la mezcla (T:V:SF).

7.5 Confrontacion planta-hongo

7.5.1 Inoculacion

Cuando las plantulas tuvieron de 45-60 dias o las primeras raices secundarias, se procedio a la
inoculacion con los HEM, para lo cual las plantas fueron trasplantadas a contenedores
cilindricos con capacidad de 250 ml, a los que se les adiciond el sustrato en tres partes: 1) en la
parte inferior del contenedor se coloco el sustrato (turba/vermiculita y suelo forestal estéril), 2)
en la parte media 25 ml del in6culo producido en los frascos de vidrio o hasta donde tuvieran
contacto las raices y 3) en la parte superior para llenarlo nuevamente con la mezcla de los tres

sustratos. Las plantulas fueron inoculadas con el in6culo micelial en invernadero.

Las plantas se distribuyeron en el invernadero de acuerdo al disefio experimental en bloques al
azar que se menciona a continuacion y se regaron peridédicamente a capacidad de campo
(Figura 2).
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7.6 Disefio experimental

Se realiz6 un disefio en bloques al azar con un factor.

Factor. Cepas de hongos: Inocybe splendens, Suillus brevipes y Testigo.

Se contemplaron dos tratamientos y un grupo control (en total tres tratamientos) los cuales se

describen a continuacion y se observan en la Figura 2:

*SH: Sin Hongo

CEPAS

SUSTRATO

Suillus brevipes (Sb)

Inocybe splendens (Is)
Testigo (SH)

SH*+ SF

Suelo Forestal (SF)

Los colores que se muestran en la tabla son los que se asignaron en las etiquetas de los tratamientos en el
invernadero.

Los tratamientos se distribuyeron en tres bloques al azar en el invernadero.

a)

3

[]
W]

b)

L BF + Suilkes
brevipes

SF + Imocybs SH + SF
splendens (Testign)

Figura 2. Esquema del disefio experimental en invernadero: a) Distribucion de los tratamientos en los bloques y
b) Tratamientos de inoculacién.

Se contemplaron 30 plantulas por tratamiento para cada bloque, en total 90 plantulas por

tratamiento. De las cuales 20 plantulas por bloque se asignaron para evaluar supervivencia,

altura y diametro de tallo y las 10 restantes se asignaron para evaluar porcentaje de

micorrizacion, biomasa aerea, biomasa radical y biomasa micelial.
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7.7 Cuantificacion de biomasa micelial

A los cuatro y ocho meses de desarrollo se tomaron dos plantas al azar por tratamiento y de
cada bloque (seis en total), de las cuales se obtuvieron cuatro gramos del sustrato para realizar
la cuantificacion de biomasa micelial formada por cada una de las cepas. La biomasa micelial
fue evaluada, a través de la técnica de acidos grasos siguiendo el protocolo de WCFA (Whole
Cell Fatty Acid) tomando como referencia el 18:2w6, 9 (Bligh & Dyer 1959; White et al.,
1979; Frostgard et al., 1991). El protocolo consistid en cinco pasos, que se describen en el
anexo 1. Los resultados desglosados se presentan de forma grafica en un cromatograma, y a los

valores obtenidos bajo la curva se aplicé la siguiente formula:

Biomasa micelial = (% de area del pico del acido graso/ % éarea del pico del estandar) x

cantidad de estandar afiadido/ 312 g mol/ gramos de la muestra original.
Donde:

e 312 g mol es una constante

e El estandar afiadido son 25 microgramos
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7.8 Evaluacién de variables

Para conocer el efecto de Suillus brevipes e Inocybe splendens en el crecimiento de las

plantulas de Pinus hartwegii se analizaron las siguientes variables:

a)

b)

d)

Supervivencia, se evalud bimestralmente en cada uno de los tratamientos a los 2, 4, 6, 8,
10 y 12 meses, lo cual consistio en contar a las plantulas vivas de todos los tratamientos
en cada uno de los tiempos correspondientes, tomando como criterio aquellas que estaban
turgentes y verdes, ya que si se observaba que la plantula estaba completamente seca y sin

crecimiento esta se consideraba como muerta.

Altura, se midi6 a los 2, 4, 6, 8, 10 y 12 meses, con la ayuda de una regla métrica y

consistio en medir a las plantulas desde la base del tallo hasta el dpice de las mismas.

Diametro del tallo se midi6 a los 2, 4, 6, 8, 10 y 12 meses, con un vernier se midio el
ancho que presentaba el tallo en la base de la parte aérea en los diferentes tiempos de

evaluacion.

Biomasa vegetal de la parte aérea y radical (se lavaron las raices, para eliminar las
particulas adheridas del sustrato) expresada en peso seco a los 4, 8 y 12 meses, se
separaron ambas partes aérea y radical de las plantulas en bolsas de papel de estraza las
cuales se secaron en una estufa a 60 °C durante un dia, pasado este tiempo se sacaron de la

estufa y se pesaron en una balanza analitica.

Cociente raiz/vastago, se obtuvo a partir de los datos de peso seco de la parte aérea y la

parte radical a los 4, 8 y 12 meses de acuerdo a Hunt (1982):

Cociente raiz/vastago (R/V): R/V=PSr/PSv
Donde: PSr es el peso seco de la raiz

PSv es el peso seco del vastago
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En los diferentes tiempos de evaluacién se contemplaron todas las plantulas, s6lo para biomasa
aerea y radical, asi como para el cociente raiz/véstago se utilizaron 6 (dos por cada bloque, por

cada tratamiento).

Para el caso del micobionte se realizaron mediciones a los 4, 8 y 12 meses, considerando 6

plantulas al azar por cada variable para evaluar:

a) Porcentaje de colonizacion micorrizica, se retird la parte radical de las plantulas lavandolas
con agua para retirar restos de sustrato adherido a las mismas, posteriormente se colocaron
en charolas de plastico para ser observadas en el estereoscopio y con la ayuda de un
contador manual, se contaron las raices micorrizadas y las no micorrizadas, obteniendo asi el
porcentaje (Brundett et al., 1996). Al final se compar6 con la escala utilizada por el USDA
Forest Service de Georgia (Figura 3), con diferentes grados de micorrizacion que va de: nula
cuando no se obtienen raices micorrizadas, pobre cuando se obtiene de 1 a 24%, moderada
de 24 a 29%, buena de 50 a 74% y excelente de 75 a 100% (Marx et al., 1991; Ferrera-
Cerrato et al., 1993).

0% 1-25% 26 - 50 % 51-75% 76 - 100 %
NULA POBRE MODERADA BUENA EXCELENTE

Figura 3. Evaluacion de la colonizacion ectomicorrizica en raices de pinaceas, mediante el establecimiento
subjetivo de una escala (0-100 %) que representa la presencia, en porcentaje, de las diferentes estructuras
ectomicorrizicas en el sistema radical de las plantas hospederas (Tomado y modificado de Marx et al.,
1991; Ferrera-Cerrato et al., 1993).

b) Cuantificacion de biomasa micelial en el sustrato (&cido graso, 18:2w6, 9) a los 4 y 8 meses
(Bligh y Dyer 1959; White et al. 1979; Frostgard et al. 1991) (Anexo 1).
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c) Caracterizacion macro y microscopica de la ectomicorriza, se separd la parte radical de las
plantulas lavandolas con agua para retirar restos de sustrato adherido a las mismas, al
terminar lo anterior se observaron al microscopio estereoscopico y Optico para describir las
caracteristicas mas comunes como el color, tipos de ramificacion (dimension, formas),
superficie del manto, presencia de rizomorfos y cordones miceliares, tipo de manto etc.,
toméandose fotografias de cada tipo de micorriza formada por ambos simbiontes, asimismo
se utilizaron tablas de colores (Munsell, 1975) y guias para determinar la caracterizacion
(Agerer,1986,1987-1993;

http://www.pfc.cfs.nrcan.gc.ca/biodiversity/bcern/manual/ecto morph anat e.html).

7.9 Andlisis estadisticos

Para determinar si hubo diferencias estadisticas en cuanto a la altura, biomasa aérea y del
sistema radical, asi como el cociente raiz/vastago entre tratamientos, se realiz6 un analisis de

varianza de una via.

Para comparar las medias estadisticamente significativas se aplicd la prueba de intervalos
multiples de Tukey (p<0.05) (Zar, 1984).

La supervivencia se analizd mediante la prueba no paramétrica “logrank” de Peto y Peto (Pyke

y Thompson, 1986) con un anélisis de X? para comparar entre especies y entre tratamientos.

El porcentaje de micorrizacién se analizé con la prueba estadistica de X? mediante tablas de
contingencia 3x2 (p<0.05) (Zar, 1984).
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8. DIAGRAMA DE FLUJO DEL METODO

Seleccion de cepas de HEM

Suillus brevipes

Inocybe splendes

Produccion de in6culo

- . Obtenci6n de plantulas de Pinus hartwegii
1) Crecimiento activo de las cepas

Escarificacion y Germinacion de la semilla

2) Crecimiento masivo de las cepas

3) Produccion de indculo final

4) Extraccion de micelio (indculo)

Disefio experimental

Inoculacién 2 cepas HEM + control

Bloques al azar con un factor

Confrontacion planta- hongo

Evaluacioén de Variables:
Planta:

Supervivencia
Altura
Diametro del tallo
Biomasa aérea y radical
Cociente raiz/vastago

» Asociacion micorrizica:
Porcentaje de colonizacion

Biomasa micelial (18:2w 6, 9) en
el sustrato

Caracterizacién morfolégica
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9. RESULTADOS
9.1 Produccién de inéculo

9.1.1 Crecimiento activo de las cepas

Se realizaron resiembras de Suillus brevipes e Inocybe splendens para obtener el crecimiento
activo, en cajas Petri en medio BAF solido, las cuales se lograron propagar las cepas cada dos

meses, 10 cajas de cada una.
9.1.2 Crecimiento masivo de las cepas

Se realizo el cultivo de las cepas en medio liquido BAF para obtener el crecimiento masivo en
matraces Enlermeyer obteniendo 15 matraces por cada cepa.

9.1.3 Preparacion del indculo micelial
Se prepararon 20 frascos por cada cepa de los cuales se obtuvieron 12 frascos de inoculo de

Inocybe splendens, mientras que para Suillus brevipes se obtuvieron 16 frascos.

9.2 Crecimiento en invernadero

A partir del trasplante en los contenedores cilindricos se realizaron mediciones a las plantulas al
mes de establecimiento, a los dos, cuatro, seis, ocho, 10 y 12 meses en invernadero de las

variables de crecimiento sefialados en la metodologia.
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A continuacion se muestran los resultados obtenidos para cada una de las variables:

9.2.1 Supervivencia

El porcentaje de supervivencia al tiempo inicial de establecimiento de las plantulas de Pinus
hartwegii fue del 100% en todos los tratamientos. A los dos meses los valores de supervivencia
en los tratamientos fueron de 88.33% a 95 % (X?=0.6372, P=0.7272). A los cuatro meses de
80% a 91.66% (X?=1.4587, P=0.4822). A los seis, ocho, 10 y 12 meses los valores se
mantuvieron constantes, de 76.66% a 90% para cada tiempo de evaluacion y para los tres
tratamientos. Cabe mencionar que al realizar el analisis estadistico de X2, no hubo diferencias
significativas entre tratamientos para cada uno de los tiempos de evaluacién (X? =1.9145,
P=0.3839) (Gréfica 1).
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100 {ary
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Supervivencia (%)

20 -

TI 2 4 6 8 10 12
Meses

Gréfica 1. Supervivencia de plantulas de Pinus hartwegii en invernadero durante 12 meses. Letras  iguales no
hay diferencias estadisticamente significativas en cada tiempo de evaluacién. P< 0.05 (n=20)
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9.2.2 Porcentaje de colonizacion

En la gréfica 2 se muestran los resultados en la colonizacion micorrizica, las plantulas
inoculadas con Inocybe splendens presentaron el valor més alto de micorrizacion a los cuatro
meses (2.4%), siguiéndole Suillus brevipes con el valor mas bajo (0.1%), mientras el
tratamiento Testigo con un valor de 0 %, siendo el tratamiento de inoculacién con Inocybe
splendens estadisticamente diferente a los dos tratamientos restantes (X°=6.80, P=0.0334). A
los ocho meses las plantulas inoculadas con Suillus brevipes presentaron el valor mas alto
significativamente (6.6%), mientras que en Inocybe splendens el valor fue de 1.6% Yy en el
tratamiento Testigo se obtuvo un valor de 0% (X?=7.4621, P=0.0240) (Gréfica 2). Finalmente,
a los 12 meses el porcentaje de micorrizacion en Suillus brevipes fue de 0.5%, en Inocybe
splendens el valor fue de 0.4% y para el Testigo fue de 0%. Estadisticamente no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos a este tiempo (X?=5.6440, P=0.0595) (Gréafica
2).
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Gréfica 2. Porcentaje de colonizacion micorrizica obtenida a los cuatro, ocho y 12 meses en plantulas Pinus
hartwegii. Letras iguales no hay diferencias estadisticamente significativas en cada tiempo de evaluacion.
P<0.05 (n=6)
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9.2.3 Altura

En cuanto a la altura de las plantulas de Pinus hartwegii, los valores obtenidos para los tres
tratamientos en el tiempo inicial fluctuaron entre los 5.91 a 5.94 cm., no habiendo diferencias
significativas (F2105=1.044, P=0.356). A los dos meses de evaluacion las plantulas inoculadas
con Inocybe splendens presentaron el valor mayor (8.08 cm), siguiéndole los tratamientos
Testigo con 7.57 c¢cm y Suillus brevipes con 7.42 cm. Al realizar el andlisis estadistico
presentaron diferencias entre Inocybe splendens y Suillus brevipes (F;10s=3.791, P=0.026). A
los cuatro meses en el tratamiento de inoculacion con Inocybe splendens se presentd el valor
mas alto con 8.38 cm, en el Testigo fue de 7.87 cm y en Suillus brevipes de 7.76 cm. A este
tiempo hubo diferencias significativas entre los tratamientos de Inocybe splendens y Suillus
brevipes (F210s=3.417, P=0.036). El tratamiento de Inocybe splendens a los seis meses presentd
un valor de 8.75 cm, siendo estadisticamente diferente a los otros tratamientos, en Suillus
brevipes el valor fue de 8.13 cm y el Testigo fue de 8.09 cm (F,10s=4.120, P=0.019). A los
ocho meses en Inocybe splendens se present6 un valor mayor con 8.99 ¢cm, para el tratamiento
con Suillus brevipes fue de 8.40 cm, mientras que el tratamiento Testigo present6 un valor de
8.23 cm. El analisis estadistico mostro diferencias significativas de Inocybe splendens respecto
al tratamiento Testigo (F2,105=4.726, P=0.011). No obstante, a los 10 meses el tratamiento de
Inocybe splendens present6 un valor de 9 cm, seguido por el tratamiento Testigo con 8.50 cm y
para Suillus brevipes fue de 8.30 cm, presentando diferencias significativas entre Inocybe
splendens y Suillus brevipes (F210s=3.137, P=0.048). En el altimo tiempo de evaluacion el
valor obtenido con el tratamiento de Inocybe splendens fue de 8.79 cm, para el Testigo el valor
fue de 8.47 cm y finalmente Suillus brevipes con 8.21 cm, al realizar el anélisis estadistico no
se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos a este tiempo
(F287=1.044, P=0.356) (Gréfica 3).
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Gréfica 3. Altura de plantulas de Pinus hartwegii en invernadero durante 12 meses. Letras iguales no hay
diferencias estadisticamente significativas en cada tiempo de evaluacion. P< 0.05 (n=20)
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9.2.4 Didmetro del tallo

Con respecto al diametro del tallo, los valores entre los tratamientos al tiempo inicial
(F2,105=1.885, P=0.157) y a los dos meses (F,10s=0.684, P=0.507) del experimento, fluctuaron
entre 1.1 mm en el caso de Inocybe splendens y el Testigo, para Suillus brevipes fue de 1.2 mm.
A los cuatro meses el tratamiento con Suillus brevipes presenté un valor de 1.3 mm, seguidos
por los tratamientos con Inocybe splendens y el Testigo los cuales presentaron valores similares
de 1.2 mm (F;,10s=1.291, P=0.279). Para los seis meses en el tratamiento de Suillus brevipes se
presentd un valor de 1.5 mm, mientras que los tratamientos con Inocybe splendens y el Testigo
fueron de 1.4 mm (F,105=1.388, P=0.254). A los ocho (F;105=1.781, P=0.173) y 10 meses
(F210s=1.137, P=0.324) los valores para Inocybe splendens y Suillus brevipes fueron de 1.5 mm
en los dos tiempos de evaluacion y en el Testigo fue de 1.4 mm. Los valores obtenidos a los 12
meses, tanto en el tratamiento con Suillus brevipes e Inocybe splendens fueron de 1.7 mm,
mientras que para el Testigo el valor fue de 1.6 mm (F,g;=1.313, P=0.274). Sin embargo el
ANOVA no mostré diferencias significativas entre tratamientos para cada uno de los tiempos

de evaluacion (Gréfica 4).
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Grafica 4. Diametro de tallo de plantulas de Pinus hartwegii en invernadero durante 12 meses. Letras iguales no
hay diferencias estadisticamente diferentes en cada tiempo de evaluacion. P< 0.05 (n=20)
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9.2.5 Biomasa aérea y radical

En cuanto a la biomasa aérea, los valores obtenidos para Suillus brevipes y el tratamiento
Testigo fueron de 84.98 y 83.98 mg respectivamente, mientras que el tratamiento con Inocybe
splendens el valor fue de 76.95 mg, no habiendo diferencias significativas para este tiempo de
evaluacion (F,15=0.397, P=0.679). A los ocho meses, el valor mas alto lo presentaron las
plantulas inoculadas con Inocybe splendens (124.78 mg) siendo estadisticamente diferente de
los tratamientos Testigo (104.95) y Suillus brevipes (103.11 mg) (F215=1.949, P=0.185). A los
12 meses de evaluacion el valor més alto se presento en el tratamiento Testigo (145.08 mg)
seguido de los otros tratamientos, Inocybe splendens y Suillus brevipes con 116.45y 114.05 mg
respectivamente, con el ANOVA se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre

el Testigo respecto a los dos tratamientos de inoculacion (F 215=0.734, P=0.496) (Gréfica 5).

Con respecto a la biomasa radical, a los cuatro meses, los valores promedio para los
tratamientos Testigo e Inocybe splendens fueron de 29.30 mg y 29.02 mg respectivamente,
mientras que el tratamiento con Suillus brevipes el valor obtenido fue de 27.73 mg, al realizar
el analisis estadistico no hubo diferencias significativas entre tratamientos (F215=0.514,
P=0.608). A los ocho meses el valor mas alto estadisticamente significativo lo presentaron las
plantulas inoculadas con Inocybe splendens (83.75 mg) con respecto a los tratamientos de
Suillus brevipes (52.85 mg) y el Testigo (51.88 mg) (F215=5.553, P=0.020). A los 12 meses el
valor méas alto se registr6 nuevamente con Inocybe splendens (82.15 mg) siendo
estadisticamente diferente con respecto a los valores obtenidos para Suillus brevipes y el
Testigo (69.92 y 69.53 mg respectivamente) (F,,15=0.557, P=0.584) (Gréfica 6).
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Gréfica 5. Biomasa aérea de plantulas de Pinus hartwegii en invernadero a los cuatro, ocho y 12 meses. Letras
iguales no hay diferencias estadisticamente diferentes en cada tiempo de evaluacién. P< 0.05 (n=6)

180 -
160 -
140 -
a120 .

Pesoseco(m
o
o

80 -
60 -
40 -
20

HINO
| SUI

L Testigo

Gréfica 6. Biomasa radical de plantulas de Pinus hartwegii en invernadero a los cuatro, ocho y 12 meses. Letras
iguales no hay diferencias estadisticamente diferentes en cada tiempo de evaluacion. P< 0.05 (n=6)
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9.2.6 Cociente raiz/vastago

Para obtener la relacion cociente raiz/vastago los valores obtenidos entre tratamientos son

similares en cada uno de los tiempos de evaluacion, aunque a los cuatro meses (F,15=.479,

P=.628) la tendencia de asignacién es menor, ya que para los ocho (F;,15=1.022, P=.384) y 12

meses de evaluacion (F;15=1.690, P=.218) en comparacion con la primera evaluacion los

valores fueron mayores. Con el ANOVA no se presentaron diferencias significativas entre los

tratamientos (Grafica 7).
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Gréfica 7. Cociente raiz/vastago de plantulas de Pinus hartwegii en invernadero a los cuatro, ocho y 12 meses.
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Letras iguales no hay diferencias estadisticamente diferentes en cada tiempo de evaluacion. P< 0.05

(n=6)
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9.2.7 Cuantificacién micelial a través del acido graso 18: 2m 6,9

Se realizaron tres pruebas para cuantificar biomasa micelial a través del acido graso 18: 2w 6,9.

En la primera prueba se utilizaron tres muestras de micelio crecido en una mezcla de turba y
vermiculita y suelo forestal inoculado al primer mes de establecimiento (tiempo inicial) con
Suillus brevipes y tres muestras de Inocybe splendens. Una vez hecha la extraccion de los
acidos grasos en las muestras e inyectar la muestra en el cromatografo de gases para la
deteccion del &cido graso de interés (18: 2w 6,9), no se detectd dicho acido en ninguna de las

muestras de los dos tratamientos de inoculacion (Figuras 4 y 5).

Al no poderse cuantificar los acidos grasos en el sustrato, se realiz6 una segunda prueba, pero
contemplando micelio crecido en medio liquido (BAF). El objetivo fue detectar la presencia del
acido graso en cultivo in vitro que contenia Unicamente micelio. Se utilizaron seis muestras
(tres con Suillus brevipes y tres con Inocybe splendens) y aplicando el mismo procedimiento
que en la primera prueba, se observaron picos detectables en las tres muestras correspondientes
a Suillus brevipes, es decir, se detectd el acido graso (18: 2m 6,9). Cada uno de estos picos se
reportaron las areas bajo la curva en el cromatograma, a las que se les aplico la formula
sefialada en la metodologia para determinar la biomasa micelial (Tabla 2). En el caso del
micelio de Inocybe splendens, no se detectaron picos del acido graso (18: 2® 6,9) en ninguna

de las tres muestras estudiadas.

MUESTRAS Porcentaje (%0) de Porcentaje (%) de area Resultados
Suillus brevipes area del estandar del acido 18:2® 6,9 obtenidos

1 63.79 3.13 0.001965 mg

2 745 2.98 0.001602 mg

3 69.4 2.40 0.001385 mg

Tabla 2. Porcentaje y peso (mg) del acido 18:2w 6,9 en micelio de S. brevipes crecido in vitro.
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Finalmente, en la tercera prueba se utilizaron muestras del sustrato obtenido de los tratamientos
de inoculacion con Suillus brevipes y con Inocybe splendens que se encontraban en el

invernadero a los cuatro y ocho meses.

Se procesaron dos muestras provenientes del sustrato de los cuatro meses, una de S. brevipes y
una de I. splendens. Al realizar la cuantificacion no se pudo identificar el &cido graso de interés
en ninguna de las dos muestras. Posteriormente se realizaron dos extracciones mas con las
muestras de cuatro meses, pero ahora con algunas modificaciones al procedimiento de la
técnica y al equipo, una vez realizadas estas modificaciones se procesaron las muestras, en

donde tampoco se logro determinar el acido de interés.

Cabe mencionar que en las dos muestras correspondientes a los ocho meses (una con S.

brevipes y otra con I. splendens) tampoco se detecto el acido graso de interés.

Después de probar con varias modificaciones tanto en la técnica como en el equipo no se logré

detectar el acido graso para ninguno de los tiempos de evaluacion.
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Figura 5. Lectura de una muestra procesada para Inocybe splendens (cromatograma): a) Abundancia de los &cidos
grasos presentes en la muestra (picogramos), b) Tiempo de retencién de los picos, ¢) Picos (indicadores
de &cidos grasos) y d) Datos desglosados s6lo de los picos de interés (tiempo en el que aparecen, area
bajo la curva, porcentaje de area etc).
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9.2.8 Caracterizacion macro y microscopica de las ectomicorrizas

9.2.8.1 Suillus brevipes con Pinus hartwegii

La ectomicorriza formada por S. brevipes con P. hartwegii en etapas jovenes son simples (sin
ramificaciones) de color café rojizo (5YR 4/4) con una longitud de 0.8 mm y dicotémicas de
color rojo (10R 4/5) con terminaciones ligeramente torcidas y puntas color blanco (10YR 8/1)
en etapas maduras de desarrollo con una longitud de 1.8 mm, con didmetros en promedio de 0.1
mm en etapas jovenes a 0.3 mm en etapas maduras (Fig. 6g). Presentdé un manto
Plectenquimatoso de tipo F (hifas con parches de células redondeadas situadas en el manto)
segun la clasificacion de Agerer (Agerer, 1991) de 24.75um de didmetro en promedio, con
presencia de hifas emanantes, laxo, sin rizomorfos. La ectomicorriza desarrollé una red de
hartig con penetracion de una y dos capas de células corticales. Las células corticales
presentaron formas irregulares (poliédricas) con coloraciones entre anaranjadas y café oscuro

con varios puntos dentro de las mismas debido a la produccion de taninos (Fig. 6i).

9.2.8.2 Inocybe splendens con Pinus hartwegii

La ectomicorriza formada por 1. splendens con P. hartwegii en etapas jovenes son simples (sin
ramificaciones) de color café rojizo oscuro (2.5YR 3/4) con una longitud de 0.9 mm y
dicotdmicas de color rojo oscuro (10R 3/4) con terminaciones ligeramente torcidas con puntas
color blanco (2.5Y 7/2) en etapas maduras de desarrollo con una longitud de 2.0 mm con
didmetros en promedio de 0.1 mm en etapas jovenes a 0.3 mm en etapas maduras (Fig. 6h).
Presentd un manto Plectenquimatoso de tipo F (hifas con parches de células redondeadas
situadas en el manto) segun la clasificacion de Agerer (Agerer, 1991) de 15.87um de diametro
en promedio, con presencia de hifas emanantes, laxo, sin presencia de rizomorfos. La
ectomicorriza desarrollo una red de hartig con penetracion de una y dos capas de células
corticales. Las células corticales presentaron formas irregulares (poliédricas) con coloraciones

entre anaranjadas y café claro (Fig. 6j).
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Figura 6. a) Cuenca del Rio Magdalena D.F., b) Plantula de Pinus hartwegii, ¢) Esporoma de Suillus brevipes, d)
Esporoma de Inocybe splendens, e) Crecimiento activo de la cepa de Suillus brevipes, f) Crecimiento
activo de la cepa de Inocybe splendens, g) Raiz micorrizada de Pinus hartwegii con Suillus brevipes (2.6
x 10X), h) Raiz micorrizada de Pinus hartwegii con Inocybe splendens (2.6 x 10X), i) Corte transversal
de la ectomicorriza de Pinus hartwegii con Suillus brevipes (40X) y j) Corte transversal de la
ectomicorriza de Pinus hartwegii con Inocybe splendens (40X).

CC: Células corticales, RH: Red de Hartig, M: Manto
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10. DISCUSION

10.1 Supervivencia

En la evaluacion de la supervivencia de las plantulas de Pinus hartwegii no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos de inoculacion con los HEM vy las plantas no
inoculadas, detectdndose que a partir de los cuatro meses de evaluacion en todos los
tratamientos se mantuvieron los valores entre 85 y 90%. Los porcentajes de supervivencia
obtenidos en este trabajo son mas altos al comparalos con el estudio realizado por Mufioz
(2003) quien obtuvo valores de supervivencia en plantulas de Pinus montezumae inoculadas
con esporas de Suillus glandulosipes de 67.9%, S. tomentosus de 65.3% e Inocybe dulcamara
de 63.1%. Cabe mencionar que para ambos trabajos no se encontraron diferencias significativas
entre las plantas inoculadas y no inoculadas. Asimismo, el presente trabajo coincide con otros
estudios, en donde no se presentaron diferencias significativas en la supervivencia entre
plantulas no inoculadas de Pinus hartwegii y las inoculadas con Suillus brevipes e Inocybe
splendens en condiciones de campo las cuales presentaron valores promedio de supervivencia
de 80% (Sandoval, 2010 y Flores, 2010), dichas autoras recomendaron la inoculacion con
ambas especies fungicas en Pinus hartwegii ya que observaron que esta conifera es de facil
manejo. En la mayoria de los estudios se considera evaluar la supervivencia como efecto de la
inoculacion, sin embargo adn cuando se consideren condiciones de crecimiento similares al
sitio donde se extrajo la semilla de las plantulas, en algunas especies forestales no es suficiente
evaluar el efecto de la asociacidn con solo esta variable ya que por si sola no mostraria el efecto
de la inoculacion. Debido a lo anterior es necesario considerar otras variables de crecimiento
para evidenciar los beneficios tales como altura, biomasa aérea y radical, didmetro de tallo y

colonizacién que los HEM le brindan a las plantas (Rodriguez, 2006 y Garcia et al., 2007).
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10.2 Porcentaje de colonizacién

Al evaluar los porcentajes de micorrizacion encontramos que a los ocho meses de evaluacion
las plantulas inoculadas con Suillus brevipes presentaron valores més altos (6.6%) con respecto
a las inoculadas con Inocybe splendens y con las plantas Testigo. En el Gltimo tiempo de
evaluacion en todos los tratamientos no hubo diferencias estadisticas significativas. En trabajos
como el de Mufioz (2003) realizado en condiciones de vivero se encontraron porcentajes altos
de micorrizacion en Pinus montezumae inoculados con esporas de Suillus glandulosipes
(71.7%), con Suillus tomentosus (63.4%), y con Inocybe dulcamara (72.2%). Estos valores son
altos al compararlos con los encontrados en el presente trabajo. Otros trabajos como el de
Hernandez (2003) encontrd porcentajes de colonizacion similares a nuestro trabajo en Pinus
pseudostrobus inoculados con Suillus pseudobrevipes (9.75%) o Inocybe dulcamara (7.02%)
en un ensayo probando sustratos ricos en materia organica como composta de champifion y

aserrin.

En campo, Sandoval (2010) inoculé plantulas de Pinus hartwegii con Suillus brevipes e
Inocybe splendens, dicha autora encontrd que a los cinco meses de evaluacion el porcentaje de
colonizacion con S. brevipes fue de 14 % y de 9% para I. splendens. Asimismo, Flores (2010)
quien continud el estudio, encontré que a los 12 meses el mayor porcentaje de colonizacion se
obtuvo en el tratamiento de plantulas asociadas con Suillus brevipes con un 80 %, mientras que

para las plantulas con 1. splendens se obtuvo un porcentaje de 70%.

Es muy importante que en trabajos de inoculacion se tomen en cuenta las dosis de in6culo
propuestas por diferentes autores, éstas van desde los ml, litros, hasta kg (dependiendo del tipo
de inbéculo) ya que permitirdn establecer la efectividad del hongo y su capacidad de
colonizacién en condiciones de vivero o invernadero (Marx et al., 1991). En el presente trabajo
se utilizo la dosis de in6culo micelial recomendada por la literatura que sefialan intervalos entre
25 y 30 ml de in6culo. Existen otros estudios que dependiendo de las especies de HEM
utilizadas y de la produccion del micelio por parte de las mismas, las cantidades pueden ser
mas bajas (entre 5y 7 ml) o mas altas (Marx et al., 1982; Tommerup et al., 1987). Para este
trabajo la produccién de micelio por los HEM tal vez no fue suficiente, aunado a que la escasa

cantidad de micelio pudo perderse al momento de ser lavado.

44



Asimismo, es importante tomar en cuenta el tiempo de almacenamiento del indculo antes de ser
aplicado a los tratamientos, ya que de éste depende la capacidad de colonizacion del hongo y en
el desarrollo del hospedero (Torre-Martinez, 1992). En este contexto existen otros métodos que
mantienen la viabilidad del in6culo aun después de ser almacenado, Kuek et al. (1992) utilizo
un método con el cual atrapd el micelio en capsulas de hidrogel para inocular 80000 plantulas
en condiciones de vivero, de las cuales resultaron estar micorrizadas al 100%. Otros estudios
realizados por Mauperin et al. (1987) y Kuek (1994), observaron que el micelio de especies
como Hebeloma westraliensis, Laccaria laccata y Hebeloma crustiliniforme al ser atrapados en
capsulas de hidrogel y almacenado en frio, mantuvieron su viabilidad inicial después de cinco
meses (90%). Sin embargo el utilizar este método presenta el inconveniente por su alto costo.

Para el caso particular de nuestro trabajo dicho indculo se mantuvo almacenado en
refrigeracion por tres meses, posiblemente esto pudo influir en una pobre micorrizacion (6.6%)
(Marx et al., 1991; Ferrera-Cerrato et al., 1993).

No obstante, aunque la micorrizacion en nuestro estudio fue pobre, la inoculacion con |I.
splendens le confirié beneficios a las plantulas, los cuales se expresaron en la altura y biomasa
radical, caso contrario sucedio con la inoculacion de S. brevipes la cual se vio reflejada en
mayor efecto de colonizacion, pero menor en crecimiento. Por lo tanto, no se alcanz6 a
observar la relacion de que a mayor colonizacion se obtenga un mayor crecimiento o viceversa.
Mas bien, la capacidad de colonizacion, asi como el efecto que producen los hongos sobre las
plantas inoculadas, varia dependiendo de las caracteristicas fisioldgicas intrinsecas de cada
especie para poder desarrollar la micorriza, aun cuando se trata de diferentes especies de un
mismo género fungico asi como en los hospederos (Marx, 1981; Le Tacon y Bouchard, 1986;
Malajczuk et al., 1990).

Existe otra razén en la que se ha visto que el efecto de la simbiosis hongo-planta durante la fase
de vivero/invernadero y después del trasplante a campo puede ser muy diferente, es decir que
los hongos que no estimulan el crecimiento de la planta en vivero/invernadero pueden
obtenerse los mejores resultados en campo (Stenstrom y Unestam, 1985), aunque muchas veces

sucede lo contrario.
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10.3 Variables de crecimiento en las plantulas de Pinus hartwegii

10.3.1 Altura

En cuanto a la altura de la plantula, se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos a partir de los dos y hasta los 10 meses de evaluacion siendo las plantulas
inoculadas con el tratamiento de Inocybe splendens, las que presentaron los valores mayores,
mientras que a los 12 meses no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos.
Lo anterior pudo haber influido con la disponibilidad de nutrimentos para el desarrollo de las
plantulas, lo cual se vio reflejado con el poco crecimiento de las mismas y al utilizar como
sustrato suelo forestal donde se desarrolla P. hartwegii, asimismo esto pudo estar relacionado

con la poca colonizacion debido a las cantidades de nutrimentos minerales.

De acuerdo a los resultados obtenidos, existen reportes que por un lado explican que los hongos
al encontrarse asociados con sus hospederos ayudan de tal forma que ponen a su disposicion
moléculas organicas mas simples que son absorbidas a través de las raices, como aminoacidos,
vitaminas, antibiéticos, fitohormonas y contribuyen a su nutricion mineral por los procesos de
mineralizacion y solubilizacion, de ciertos elementos que se requieren para su crecimiento
(Bazin et al., 1990; Frioni, 1990), ya que estos nutrientes son degradados a través del
metabolismo fangico pero no pueden ser absorbidos directamente por la planta (Morcillo y
Sanchez, 2000).

Por otro lado autores como Nambiar y Sands (1993), mencionan que al no encontrarse el
nitrégeno (N) de manera asimilable puede ser una razén, por la cual las plantas tienden a crecer
lentamente, asimismo, cuando los pinos tienen muy poco fdsforo (P) disponible y cuando hay
exceso de potasio (K), las plantas tienden a disminuir su crecimiento (Brown, 1999; Baird y
Alexander, 1963). Existe un andlisis de suelo de diferentes comunidades vegetales (abies, pino
y encino) de la CRM, realizado por Delgadillo (2011) el cual sefiala que el suelo en donde se
desarrolla la vegetacion de pino, los minerales mas importantes como el N presenta valores
entre 0.30 y 0.37% (entre 5.2 y 9.0 Mg ha™) superiores a los registrados para otros bosques
templados en México y el P se encontrd en pequefias cantidades (4 ppm), por otro lado el C
total se encontro entre 7.60 y 7.95% dentro de los valores minimos e intermedios (entre 90.19 y

138.79 Mg ha) y para el caso del K no se obtuvieron datos, aunado a esto, el INEGI (2003) e
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INEGI (2006) clasifico a los suelos de la parte alta de la CRM, zona en donde se desarrolla la
comunidad vegetal de pino, cdmo muy ligeros, con textura de migajon arenoso, drenaje rapido,
principalmente &cidos (de 6.0 a 6.5) (Alvarez, 2000) y considerado dentro de los mas ricos en
materia organica. Con los datos reportados por Delgadillo (2011) se compararon con la Norma
Oficial Mexicana (NOM-021-SEMARNAT-2000) para determinar las categorias en las que se
encuentra el suelo de pino de la CRM y observamos que el N y el C se encontraron dentro de
los porcentajes medios, pH moderadamente acido, y al ser rico en materia organica se considera

dentro de la clase muy alta.

Algunos estudios con inoculacion esporal en diferentes pinos se encontraron diferencias
dependiendo de la especie de planta con la que se trabajo, ya que las plantas inoculadas y no
inoculadas en condiciones de vivero e invernadero, sus valores fueron desde 5.9 hasta 23.67 cm
de altura con hongos de los géneros de Suillus e Inocybe (Santiago-Martinez, 2002; Mufioz,
2003; Hernandez, 2003). Asimismo, Chavez, et al. (2009), realizé la inoculacion en vivero de
Pinus radiata pero con diferentes tipos de indculos utilizando especies como Suillus bellinii,
Suillus luteus y Rhizopogon luteolus donde obtuvieron un efecto positivo en altura de las
plantas inoculadas, obteniendo diferencias significativas al compararlas con el tratamiento
control. Dichos autores concluyeron que el efecto del tipo de indculo sobre la planta
micorrizada varia segun la especie fungica estudiada y asimismo recomiendan la inoculacion

micelial de acuerdo a los resultados encontrados.

Trabajos en condiciones de campo como el de Sandoval (2010), quién observé la misma
respuesta que en nuestro estudio: las plantulas de P. hartwegii inoculadas con Inocybe
splendens presentaron mayor altura con respecto a los otros tratamientos, debido a que este
hongo pudo facilitarle el aporte de nutrimentos hacia la planta, asi como mayor elongacion
celular, finalmente concluy6 que la especie forestal, es de lento crecimiento y se requiere
realizar un monitoreo de su crecimiento y supervivencia a largo plazo, para determinar las

diferencias significativas entre los tratamientos de inoculacion.

Este mismo hecho lo observo Parladé (1999) al evaluar el crecimiento de uno a dos afos
después de su trasplante a campo con diferentes especies de coniferas de los géneros Pinus (P.
halepensis, P. pinaster y P. pinea) asi como Pseudotsuga menziesii, concluyendo que es

insuficiente el tiempo de evaluacion para establecer conclusiones. Estos ultimos dos autores

a7



proponen dar seguimiento del crecimiento y supervivencia de las plantas inoculadas, respecto a

las no inoculadas, por lo menos durante cinco afos.

Asimismo, en este contexto existen especies forestales que por su biologia o por presentar un
rapido crecimiento llegan a desarrollar mayor cantidad de raices cuando se encuentran en
condiciones de invernadero o vivero, sin embargo, los contenedores deben cumplir con
requerimientos especiales, como es el caso del disefio con la finalidad de evitar un crecimiento
radical en espiral (Landis, 1990), debido a esto, existen investigaciones donde consideran que si
el sistema radical de las plantulas se ha generado con rapidez, asi como la disponibilidad del
espacio es limitado, estas deben ser trasplantadas al sitio donde se pretenda reforestar (Landis,
1990; Ritchie, 1984), para continuar con su desarrollo. Sin embargo, en especies forestales
como la que se utilizo en el presente trabajo bajo condiciones de invernadero, al ser una especie
de lento crecimiento el desarrollo radical fue menor. Aungue se ha recomendado que plantulas
de especies forestales no pueden permanecer por un periodo mayor de dos afios bajo

condiciones de invernadero.

Para el caso de P. hartwegii al ser de lento crecimiento se recomienda su evaluacion a largo
plazo, es decir, que las plantulas de esta especie tendrian que llevarse a campo y monitorear su
crecimiento al menos cinco afios debido a su desarrollo, tal como lo proponen Parladé, (1999);
Espinosa, (2005) y Sandoval (2010).

10.3.2 Diametro del tallo

Para este trabajo los valores obtenidos del diametro del tallo, no presentaron diferencias
estadisticas entre tratamientos durante todo el ensayo. A diferencia de nuestros resultados
existen trabajos realizados en vivero como el de Santiago-Martinez (2002) en donde observaron
que la inoculacion de las plantulas de Pinus montezumae con Suillus grandulosipes obtuvieron
los valores mayores de diametro con respecto a los otros tratamientos de inoculacion (Inocybe
dulcamara, I. griseovelata y plantas Testigo). Asimismo, Mufioz (2003) utilizé plantulas de
Pinus montezumae inoculadas con varias especies de HEM reportando los valores mayores en
plantulas inoculadas con Suillus tomentosus respecto al Testigo y con S. grandulosipes. Por su
parte Carrera-Nieva y Lopez (2004) al evaluar el efecto de varios hongos ectomicorrizégenos

sobre Pinus patula y Pinus greggii, en condiciones de invernadero encontraron que las
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plantulas inoculadas con Boletus clavipes, Suillus pseudobrevipes y Pisolitus tinctorius
presentaron mayores valores del didmetro de tallo respecto a las plantas Testigo, con ello

concluyeron que el efecto sobre la planta micorrizada varia segun la especie fungica estudiada.

En dichos trabajos de inoculacion con diferentes hongos ectomicorrizogenos se pudo
evidenciar el efecto positivo que estos hongos proporcionaron a las plantulas con respecto al
didmetro del tallo. En nuestro trabajo no se evidencio dicho efecto, esto se puede atribuir a las
particularidades de la biologia y fisiologia de Pinus hartwegii, especie que se ha reportado

como de lento crecimiento entre las plantas del género Pinus (Espinosa, 2005).

Caso similar al de nuestro trabajo lo reportaron Sandoval (2010) y Flores (2010), al evaluar el
diametro en plantulas de Pinus hartwegii inoculadas con Suillus brevipes y con Inocybe
splendens, donde no se presentaron diferencias significativas entre sus tratamientos a los
diferentes tiempos de evaluacion. Parladé (1999), menciono que las especies forestales al ser de
lento crecimiento necesitan continuar con su evaluacion en un plazo mayor, lo cual permitira
determinar si pudieran existir diferencias entre los tratamientos de inoculacion. En nuestro caso
podriamos atribuir esto a la especie forestal utilizada, por su lento crecimiento no permito
observar dicho efecto y se necesita mayor tiempo para seguir evaluando a especies como P.
hartwegii.

10.3.3 Biomasa aérea y radical

Las plantulas inoculadas con Inocybe splendens a los ocho meses de evaluacion fueron las que
presentaron valores mas altos en biomasa aérea con respecto a los otros tratamientos de
inoculacién, mientras que a los 12 meses el valor mas alto se registr6 en el tratamiento Testigo.
Los resultados nos indicaron que Inocybe splendens fue la especie méas efectiva, ya que al
conjuntarse las variables de crecimiento como altura y biomasa radical se observé el efecto de
la inoculacion.

En diversos trabajos se han documentado resultados diferentes con la inoculacion respecto a la
biomasa aérea y radical. Por ejemplo, Mufioz (2003) quien en condiciones de vivero realizé la
inoculacion en plantas de Pinus montezumae con Hebeloma mesophaeum y Suillus tomentosus
reportd valores de biomasa total de 3.64 y 3.59 mg respectivamente, siendo mas altos con
respecto a los tratamientos de inoculacion con Inocybe dulcamara, Suillus grandulosipes y

Testigo. Mientras que en nuestro trabajo, la inoculacion con el tratamiento de I. splendens
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presentd los valores mas altos en biomasa radical a los ocho y 12 meses (83.75 y 82.15 mg

respectivamente).

Carrera Nieva y Lopez (2004) al evaluar en condiciones de invernadero la inoculacion con
varios HEM en plantas de Pinus patula y P. greggii, no encontraron diferencias estadisticas en
biomasa aerea entre los tratamientos de inoculacion y el tratamiento Testigo. No obstante, en el
caso de biomasa radical, en la inoculacion con Laccaria laccata se obtuvo mayor peso respecto
a las plantas no inoculadas.

A diferencia de lo reportado por estos autores, en el presente trabajo, tanto en la evaluacién de
la biomasa aérea y de la biomasa radical se presentaron diferencias significativas en algunos
tiempos de evaluacién. Cabe mencionar gque en las plantulas con el tratamiento de 1. splendens
se presentdé mayor produccion de biomasa radical con respecto al tratamiento con S. brevipes y
el tratamiento Testigo. Por lo tanto, podemos decir que los efectos conferidos por los hongos,
son diferentes en funcion de las especies forestales utilizadas asi como las distintas especies
fangicas ectomicorrizégenas involucradas, misma conclusion a la que llegaron Carrera Nieva y
Lopez (2004).

Por su parte, Perea-Estrada, et al. (2009), evaluaron la influencia de humedad en invernadero
con tres HEM comestibles (Hebeloma spp., Laccaria spp., y Clavulina aff. cinerea), en el
desarrollo de dos especies de pinos (Pinus patula y P. hartwegii). Cabe mencionar que al final
del ensayo observaron que el crecimiento para las dos especies forestales fue afectado
diferencialmente en los dos regimenes de humedad evaluadas, en funcién de los HEM
inoculados y particularmente en P. hartwegii. Dichos autores encontraron que no se
presentaron diferencias estadisticas para biomasa aérea y radical. No obstante, en nuestro
estudio la inoculacion con Inocybe splendens en plantulas de P. hartwegii si presentaron
diferencias estadisticas significativas en biomasa radical con respecto a los otros tratamientos

de inoculacioén.

Sandoval (2010) al realizar una evaluacion de la inoculacion con la misma especie de planta y
de hongos ectomicorrizdégenos que se consideraron en el presente trabajo, pero en condiciones
de campo, no encontro diferencias en los tratamientos de inoculacion, aunque si hubo una
tendencia a asignar mayor biomasa en las plantas inoculadas con S. brevipes por lo que sugiere

que esta especie de hongo puede ser la mas efectiva para dicho pino. Ademas de que la
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combinacion de géneros Pinus-Suillus ha sido utilizada como una estrategia para la
reforestacion en sitios contaminados (Adriaesens et al., 2006). Por su parte Flores (2010), quien
continio monitoreando el estudio anterior durante un afio, tampoco encontré diferencias

estadisticas en la biomasa con los diferentes tratamientos de inoculacién con los HEM.

Recientemente en el estudio realizado por Méndez et al. (2011), en donde evaluaron el efecto
de la inoculacion en condiciones de invernadero con tres especies de HEM (Hebeloma
mesophaeum, Laccaria laccata y Suillus aff. pseudobrevipes) solos y combinados en el
desarrollo de Pinus greggi, reportaron los valores mayores en biomasa aérea y radical a partir
del sexto mes en los tratamientos de inoculacion combinados respecto a las plantas inoculadas
con los hongos individualmente y las plantas sin inocular. Dichos autores atribuyen esto ultimo
al alto costo inicial que necesita el establecimiento de la simbiosis hongo-planta respecto al
carbén (C) fijado. Asimismo, mencionaron que la respuesta de crecimiento vegetal dependio
del tipo de HEM inoculado. Misma tendencia de incremento de biomasa aérea y radical se
presentd en nuestro trabajo, en donde el efecto se pudo evidenciar a partir de los ocho meses de

la evaluacion con los diferentes tratamientos de inoculacion.

Con los resultados obtenidos en los diversos trabajos mencionados anteriormente se puede
observar que el efecto que tienen la inoculacién sobre la biomasa varia en funcion de la especie
de la planta hospedera y de la especie de hongo ectomicorrizogeno. Aunado a esto, las plantas
inoculadas tienden a tener mayor biomasa que las no inoculadas y desde el punto de vista
ecoldgico se dice que una planta con mayor proporcion de biomasa en raiz tendria un
crecimiento mas lento, sin embargo, esto le confiere otras ventajas como por ejemplo una
mayor superficie de absorcion (Villar et al., 2004). Esta tendencia fue encontrada en nuestro
trabajo puesto que se encontrdé una mayor biomasa radical con el tratamiento de inoculacién
con Inocybe splendens. No obstante, en otros estudios de inoculacion (Santiago-Martinez,
2002; Hernandez, 2003; Mufioz, 2003; Carrera Nieva y LOpez, 2004; Chavez et al., 2009;
Sandoval, 2010; Flores, 2010; Méndez et al., 2011; Galindo-Flores (en preparacion), se
presentan diferentes tendencias, ya sea mayor biomasa aérea 0 mayor biomasa radical o total
por lo que este método sigue representando una alternativa eficiente para producir planta de
buena calidad.
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10.3.4 Cociente raiz/vastago

Al determinar el cociente raiz/vastago de las plantulas de P. hartwegii, no mostraron
diferencias significativas entre tratamientos, valores menores a uno (intervalos entre 0.40-0.70).
Si bien este pardmetro se ha utilizado para entender el desarrollo de la planta, asi como el
crecimiento por cualquiera de los dos (raiz o vastago), muchas veces el valor de esta relacion se
ve influenciado por los factores ambientales (Mitchell, 1970).

En estudios en donde evaltan la inoculacion, dentro de todas las variables no se contempla a
ésta como una méas y sélo existen pocos trabajos en donde ya la han evaluado. Tal es el trabajo
de Reyes (2011) quien evalué la inoculacion con dos especies forestales (P. montezumae y P.
greggii) y con diferentes HEM (Boletus edulis, Laccaria laccata y Hebeloma mesophaeum) en
condiciones de invernadero, obteniendo valores menores a los de este estudio, intervalos entre
0.23-0.52 para ambas especies. Otros trabajos como el de Sandoval (2010) y Flores (2010)
quienes utilizaron la misma especie forestal al del presente estudio, inoculandola en
condiciones de campo. Dichas autoras tampoco encontraron diferencias significativas, sin
embargo, hubo una tendencia a mayor biomasa radical en el tratamiento de inoculacion con
Inocybe splendens.

Dalmasso et al. (1994), mencionaron que esta relacion raiz/vastago sirve para observar el
crecimiento de las plantas, pero puede ser alin mas Util para evaluar el establecimiento de las
plantulas cuando son trasplantadas en campo, caso contrario a nuestro estudio el cual se llevé a
cabo en condiciones de invernadero y al no encontrarse diferencias significativas entre los
tratamientos podemos decir que esta variable puede utilizarse pero da mejor informacion

cuando se realizan evaluaciones de las plantulas en campo.
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10.3.5 Cuantificacion de biomasa micelial a través del acido graso 18: 2m 6,9

Con respecto a la produccion de biomasa micelial con los hongos Suillus brevipes e Inocybe
splendens en el sustrato (turba y vermiculita y suelo forestal inoculado) donde se desarrollaron
la plantulas, no se logro detectar el acido graso de interés (18: 2w 6,9), posiblemente porque
dicho sustrato pudo intervenir en los resultados. No obstante, en los tiempos de retencién bajo
la curva (cromatograma) para ambos hongos, se observo la presencia de otro acido el cual
podria ser el 18:109. Este mismo acido ha sido utilizado por Frostegard et al. (1993) como un
biomarcador mas de los hongos ectomicorrizdogenos, por lo que el acido 18:1w9 podria ser otra

alternativa para la cuantificacion de biomasa micelial en los hongos utilizados en este trabajo.

Cuando se realizo la técnica con micelio puro in vitro, s6lo con Suillus brevipes se pudo
cuantificar el &cido de interés (18: 2w 6,9). Mismo resultado fue encontrado por Karlinski et al.
(2007), dichos autores aplicaron la misma técnica con micelio en cultivo puro de Suillus
grevillei, Suillus luteus y Suillus bovinus, encontrando valores entre 4.46 y 6.80 g/mol del &cido
18:2w 6,9, para nuestro trabajo se reportaron valores entre 2.40 y 3.13 g/mol con Suillus

brevipes.

Para el caso de Inocybe splendens no se pudo cuantificar el acido graso (18: 2w 6,9) ni en
micelio puro in vitro y tampoco en el sustrato. De acuerdo con los resultados inferimos que esto
pudo deberse a diversos factores: 1) el tipo de sustrato utilizado para el crecimiento del inéculo
interfiere en la cuantificacion del acido, 2) la cantidad del acido graso producido por este, es
muy bajo, por lo que no es detectado mediante esta técnica, o dicha cantidad pudiera estarse
perdiendo durante el proceso de extraccion y 3) El hongo no produce este acido. Ademas, aun
no existen reportes en donde consideren al género o a las especies de Inocybe para comprobar
si produce este u otros &cidos grasos. Debido a lo anterior es necesario continuar con este tipo
de trabajos, realizando modificaciones a la técnica o a las condiciones con las que se trabaja en
el equipo (temperatura, flujo de helio, etc.) o probar otros &cidos grasos presentes en los hongos

ectomicorrizogenos, como el que se menciond en los parrafos anteriores.
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10.3.6 Caracterizacion macro y microscopica de las ectomicorrizas

Para identificar las micorrizas de Pinus hartwegii con Suillus brevipes y con Inocybe splendens
se revisd el sistema radical haciendo las descripciones correspondientes las cuales se
compararon con las hechas por Agerer (1991), Sandoval (2010) y Flores (2010), asi como
criterios de clasificacion y algunas caracteristicas de los morfotipos reportadas en la pagina de
internet (http://www.deemy.de). Al comparar la estructura de Pinus hartwegii -Suillus brevipes
y con Inocybe splendens con la reportada por otros autores con diferentes especies de Pinus y
diferentes especies de hongos pudimos observar que el tipo de ramificacion con Suillus
brevipes se presento de simple a torcida y ligeramente dicotomicas, de color café rojizo, manto
plectenquimatoso, red de Hartig con penetracion de 1 a 2 capas de células corticales, con poca
variacion en cuanto la estructura y color reportada por otros autores (Tabla 3), lo cual inferimos
que la formacion de la ectomicorriza pudo estar en la primera etapa de desarrollo lo cual podria
confundirse con ciertas caracteristicas a simple vista. Caso similar sucedid para Inocybe
splendens respecto a otras micorrizas reportadas por diferentes autores (Tabla 4), en donde se
reportan variaciones de la estructura y coloracion. En este estudio el tipo de ramificacion fue de
simple a dicotomica, de color café rojizo a rojo oscuro con algunas tonalidades naranjas, el
manto fue plectenquimatoso y una red de Hartig con penetracion de una a dos capas de células

corticales.

Cabe mencionar que algunas de estas caracteristicas como el ancho del manto y el largo del eje

principal de la micorriza entre otras, varian debido al grado de desarrollo de la ectomicorriza.
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Caracteristicas Xicohténcatl et al. (1997

Suillus pseudobrevipes Suillus glandulosipes con

Xicohténcatl et al. (1998
Suillus tomentosus con P.

Santiago Martinez (2002
Suillus glandulosipes con  Suillu tomentosus con

con P. montezumae P. montezumae cembroides P. cembroides P. montezumae
Tipo de Simple, dicotdmica a Simple, dicotémica a Simple, dicotémica a Simple, dicotdmica a Simple, dicotémica a
ramificacion coralioide coralioide coralioide coraloide coraloide
Terminaciones de Rectas y redondeadas Rectas y redondeadas Torcidas a tortuosas o Rectas a torcidas Rectas y redondeadas
las puntas redondeadas
Color Naranja oscuro a café Naranja café y café oscuro Naranja café y café oscuro Café oscuro Naranja café a café
grisaceo 0SCuro
Textura del manto Algodonosa densa Algodonosa densa Algodonosa densa Algodonosa laxa Algodonosa
Abundantes Abundantes Abundantes Abundantes Presentes
Plectenquimatoso *ND Plectenquimatoso Plectenquimatoso No diferenciado
manto
31.2 ym *ND 122.5 pm 125.4 pm 55 um
Red de Hartig con 2 2 203 2 2
celulas corticales
Largo del eje 1.4 mm 1.9 mm 2.0 mm 3.7mm 1.0 mm
principal de la
micorriza
Didmetro del eje 1.1 mm 1.0 mm 0.7 mm 0.9 mm 0.5 mm
principal de la
micorriza
Largo de los ejes 0.3 mm 0.7 mm 0.4 mm 1.1 mm 0.9 mm
secundarios de la
micorriza
Didmetro de los ejes 0.4 mm *ND 0.4 mm 0.7 mm 0.3 mm

secundarios de la
micorriza

Tabla 3. Caracteristicas de las micorrizas reportadas en Deemy y otros trabajos comparados con en el presente estudio para especies del género Suillus.

*ND: No disponible
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Caracteristicas Hernandez (2003) Deemy (2009) Sandoval (2010)" Flores (2010)"

Inocybe dulcamara con Inocybe griseovelata Inocybe terrigena con Inocybe splendens  Inocybe splendens con
P. pseudostrobus con P. pseudostrobus Pinus con P. hartwegii P. hartwegii
Tipo de ramificacion Dicotémica a coraloide ~ Dicotémica a coraloide  Dicotémica a coraloide Dicotomica Simple a dicotémica
Terminaciones de las No ramificadas No ramificadas *ND *ND Torcidas a tortuosas
puntas
Color Amarillo grisaceo Café amarillento Amarillo o naranja Café a amarillo Café naranja a café
rojizo
Textura del manto *ND *ND Ligeramente a Ligeramente Ligeramente fibrosas
densamente algodonosa algodonosa
Rizomorfos Pocos Pocos Ausentes Ausentes Ausentes
Anatomia del manto *ND *ND Plectenquimatoso Plectenquimatoso Plectenquimatoso
Ancho del manto *ND *ND *ND *ND 15.87 um
Red de Hartig con 2
células corticales
Largo del eje 1.9 mm 4.2 mm 5mm 4 mm 4 mm
principal de la
micorriza
Diametro del eje
principal de la 1.7 mm 6.2 mm 0.5 mm 0.5 mm 0.28 mm
micorriza
Largo de los ejes *ND *ND
secundarios de la 0.6 mm 0.6 mm 2.07 mm
micorriza
Diametro de los ejes *ND *ND
secundarios de la 0.3 mm 0.3 mm 0.49 mm

micorriza

Tabla 4. Caracteristicas de las micorrizas reportadas en Deemy y otros trabajos comparados con en el presente trabajo para especies del género Inocybe.
*ND: no disponible

+ Estudio en condiciones de campo
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Continuacion......

Caracteristicas

Tipo de ramificacion

Terminaciones de las
puntas
Color

Textura del manto

Rizomorfos
Anatomia del manto
Ancho del manto

Red de Hartig con células
corticales
Largo del eje principal de
la micorriza

Diametro del eje principal

de la micorriza

Largo de los ejes
secundarios de la
micorriza
Diametro de los ejes
secundarios de la
micorriza

Deemy (2009

Suillus bovinus con Pinus

Coraloide

*ND

Ocre, café amarillento o

amarillento
*ND

Presentes
Plectenquimatoso
*ND
*ND

15 mm

*ND

*ND

*ND

Suillus collinitus con

Pinus

Dicotomica o coraloide

*ND

Café oscuro a café rojizo

Ligeramente lanudo

Presentes
Plectenquimatoso
*ND
*ND
5mm

*ND

*ND

*ND

Sandoval (2010)"
Suillus brevipes con P.

hartwegii
Dicotomica

*ND
Café a amarillo
Ligeramente
algodonosa
Ausentes

Plectenquimatoso
*ND

*ND
4 mm

0.5 mm

*ND

*ND

Flores (2010)"
Suillus brevipes

con P. hartwegii
Dicotomica, irregular pinada a
coraloide
Torcidas a tortuosas
Café amarillento a café oscuro
Liso con poco brillo
Ausentes

Plectenquimatoso
24.75 pm

2
11.15mm

1.24 mm

5.4 mm

1.08 mm

Tabla 4. Caracteristicas de las micorrizas reportadas en Deemy y otros trabajos comparados con en el presente trabajo para especies del género Inocybe.

*ND: no disponible

+ Estudio en condiciones de campo
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Considerando las variables de supervivencia y crecimiento como el porcentaje de colonizacion,
altura, didmetro del tallo, biomasa aérea y radical, al igual que otros autores (Santiago-
Martinez, 2002; Hernandez, 2003; Mufoz, 2003; Carrera Nieva y Lépez, 2004; Chavez et al.,
2009; Méndez et al., 2011), los resultados obtenidos confirman que la respuesta a la
inoculacion micelial tiende a ser diferente segin las especies hospederas y las especies de

hongos que estén involucradas en la asociacion.

Autores como Dahlberg y Finlay (1999) recomiendan el género de Suillus para realizar
inoculaciones debido a que la mayoria de las especies se asocian a bosques jovenes e incluso
algunas especies tienen potencial como biorremediadores al degradar compuestos toxicos o
metales pesados (Adriasens et al., 2006). En cuanto a Inocybe splendens, y en general de las
especies de Inocybe, se tiene poco conocimiento de éstas como formadoras de micorrizas, no
obstante, se ha reportado como un hongo pionero que se encuentra en los primeros afios de
edad de un bosque (Last et al., 1992) por lo que también representa una buena alternativa como

inoculante de plantas destinadas a la reforestacion.

Con este estudio al considerar una amplia gama de variables de crecimiento de las plantas nos
permitid ver en algunas de ellas el efecto positivo con estos hongos sobre la planta hospedera,
aungue se deben considerar aspectos bioldgicos y fisiologicos de las especies forestales a
estudiar, ya que en nuestro caso el crecimiento lento de la misma no permitié observar en su
totalidad su desarrollo. Por lo que algunas de éstas como altura, biomasa aérea y radical y el
porcentaje de micorrizacion permitieron evidenciar el efecto del hongo, pero si hablamos de
caracteristicas especificas del hospedero como el lento crecimiento que llegan a presentar,
existen variables que no se podrian considerar por esta razén, algunas de ellas son: el diametro
de tallo, longitud de aciculas y cobertura foliar, estas Gltimas ain cuando no se consideraron en
el presente trabajo existen reportes en donde si se toman en cuenta para evaluar a las plantulas.
Asimismo, observamos que independientemente en donde se realicen los experimentos, los
métodos de inoculacion empleados, las especies forestales y fungicas involucradas, una planta

micorrizada tendra mejores ventajas que una no micorrizada.
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11. CONCLUSIONES

La supervivencia de las plantulas en todos los tratamientos fue similar a partir de los dos y
hasta los 12 meses.

El porcentaje de micorrizacion con Suillus brevipes e Inocybe splendens resulto ser pobre.

Variables de crecimiento como altura, biomasa aérea y radical permitieron evidenciar de una

forma mas clara el efecto positivo de la inoculacién con HEM en plantulas de Pinus hartwegii.

Con el tratamiento de inoculacion con Inocybe splendens se observd mayor altura y biomasa

radical en las plantas de P. harwegii.

Al evaluar el diametro de tallo no se encontraron diferencias con las dos especies

ectomicorrizogenas debido al tipo de crecimiento de la planta hospedera.

Se logro la cuantificacién de biomasa micelial a través del &cido graso 18:2 6,9 tinicamente en

micelio puro de Suillus brevipes.

En el hongo de Inocybe splendens no se logré cuantificar la biomasa micelial a traves del acido

graso 18:2m 6,9 ni en micelio puro ni en el sustrato.

Al realizar la caracterizacion de las micorrizas encontradas al final del estudio, comprobamos
diferencias en el tipo de ramificacion con ambas especies inoculadas, pero semejanzas con las

otras caracteristicas citadas en la literatura.
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12. PERSPECTIVAS

Llevar a cabo la inoculacion de Pinus hartwegii con esporas de Suillus brevipes e
Inocybe splendens para observar si se obtienen los mismos resultados que con

inoculacién micelial.

Utilizar otros sustratos alternos para la produccion de indculo y otros sustratos en donde
se inocule a las plantas para observar si no interfieren en la cuantificacion de acidos

grasos.

Cuantificar la biomasa micelial de los HEM mediante el uso de otros acidos grasos tal

como 18.10,9

Cuantificar la biomasa micelial en las raices del hospedero inoculado, para comparar las
variaciones que pudieran existir respecto al micelio puro y el micelio desarrollado en el

sustrato.

Probar otras especies de hongos para comprobar si producen el acido graso 18.2m 6,9 u

otro que sea caracteristico de los hongos ectomicorrizogenos.
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14. ANEXOS

Anexo 1. Cuantificacién de biomasa micelial

Técnica de Acidos grasos (Bligh & Dyer 1959; White et al., 1979; Frostgard et al., 1991)

a)

b)

d)

f)

Saponificacion: La primera parte en donde una base metanodlica fuerte combinada con
calor provocan una lisis celular. Los &cidos grasos son lipidos celulares y son

convertidos por las sales de sodio.

Se pesaron 0.5 grs. de la muestra en un tubo de ensaye y se le agreg6 1.0 +/- 0.1 ml del
reactivo nimero uno el cual constd6 de NaOH, Metanol y H,O esterilizada todo lo
anterior se sometié a agitacion en un vortex en un tiempo de exposicion de 5-10

segundos.

Pasado el tiempo de agitacion, los tubos con la muestra fueron llevados a un bafio maria
el cual se calentd previamente a 96 +/- 2 °C, y una vez que se tenia esta temperatura se
dejaron durante 5 minutos para posteriormente pasar a un recipiente con hielo para
mantener el agua fria; al final se repitio la agitacion. (Todo lo anterior se realizé con la
finalidad de provocar una ruptura celular en donde se localizan los &cidos grasos por

medio de un choque térmico).

Metilacion: El segundo paso de la técnica es la metilacion, la cual convierte a los &cidos
grasos (como sales de sodio) y el compuesto metil-ester incrementa la volatilizacién de

los acidos grasos para el analisis de cromatografia de gases.

Después de ser sometidas las muestras a la saponificacién, a los tubos se les adiciond
2.0 +/- 0.1 ml del reactivo numero dos el cual consté de HCL y Metanol nuevamente los
tubos fueron sometidos a agitacion en el vortex con un tiempo de exposiciéon de 5 a 10

segundos. Posteriormente se sometieron al choque térmico y por Gltimo en agitacion.

Extraccion: En el tercer paso los acidos grasos metil-ester son separados, la fase
sobrenadante de la fase organica, donde la primera fase fue transferida utilizando una

pipeta Pasteur a un tubo nuevo con el procedimiento de extraccion liquida.
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g) A los tubos se les adiciond 1.25 +/- 0.1 ml del reactivo namero tres el cual consto de

h)

)

K)

Hexano y Metil-ter butil éter y 100 pl de la solucion estandar 19:0 fueron agitados
manualmente durante 10 min., se removid la fase superior del solvente a un nuevo tubo

y se centrifug6 durante de 3 minutos a 2000 rpm.

El lavado: En este paso, la parte visible de la solucion fue adicionada en un tubo para
preparar la muestra de acidos grasos y los reactivos residuales del extracto orgénico.
Los reactivos residuales pueden dafar el sistema de cromatografia, resultando una

pérdida del acido hidroxi-metil ester.

Se adiciond 3.0 +/- 0.1 ml del reactivo nimero cuatro el cual constd6 de NaOH y H,0
esterilizada fueron agitados manualmente durante 5 minutos y posteriormente agitados

en el vortex durante 3 minutos a 2000 rpm.

Transferencia del extracto de la muestra: En este paso, la fase superior del solvente fue
removida y puesta en un vial para la cromatografia de gases. La interfase esté entre las
dos capas que a veces son dificiles de observar, utilizando una perilla manual con una

pipeta Pasteur y se transfirio con cuidando de no extraer la fase acuosa (baja).

Se prosiguio a remover la fase organica (superior) de estos y se transfirio a un vial

limpio para la evaporacion bajo nitroégeno.

Posteriormente a la evaporacion de las muestras, estuvieron listas para someterse a la

Cromatografia de gases.
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Anexo 2. Andlisis de suelo (Delgadillo, 2011)*

No. ldentificacion PH  M.O.(%) N* P CIC N-NH, N-NO; C  Densidad

Lab. muestra 1:2H,0 Walkley- (%) Olsen meq/100g KCI2N %  aparente
Black ppm ppm gmce
1726-1 Abies 4.9 35.5 1.04 10 42.3 40 207 18.06  0.69
1726-2 Abies 4.9 37.7 0.95 9 53.6 41 348 17.80  0.69
1726-3 Abies 4.9 37.7 0.79 8 43.1 36 233 1793  0.69
1726-4 Abies 4.9 35.5 0.86 8 40.3 42 320 1856  0.71
1726-5 Abies 4.9 35.5 0.85 9 37.8 47 358 1828 0.71
1727-1 Pino 5.2 10.6 0.37 4 25.8 30 144 781 0.96
1727-2 Pino 5.1 115 0.30 4 27.0 23 114 7.95 0.96
1727-3 Pino 5.1 12.3 0.36 4 25.6 20 107 7.60 0.96
1727-4 Pino 5.2 12.7 0.33 4 27.8 25 104 7.76 0.96
1727-5 Pino 5.1 121 0.30 4 26.4 26 103 7.93 0.96

*Datos no publicados
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