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INOCULACION DE PIN OS DE IMPORTANCIA FORESTAL
UTILES EN RESTAURACION DE AREAS DEGRADADAS CON
HONGOS COMESTIBLES ECTOMICORRIZICOS

Moénica Mendez Neri M.C.

Colegio de Postgraduados, 2007

Un criterio de seleccion de los hongos ectomicorrizicos (ECM) a utilizarse para inocular
plantas en invernadero es su caracter de comestibilidad humana. El presente estudio evalué el
efecto de la inoculacién con tres especies de hongos ECM (de los géneros Hebeloma, Laccaria
y Suillus) los cuales son ampliamente utilizadas como alimento y comercializadas en mercados
tradicionales mexicanos, solos o combinados, en el desarrollo de dos especies de pinos
mexicanos nativos (Pinus greggii y Pinus pseudostrobus). En condiciones de invernadero 240
dias después de la siembra se determiné el didmetro del tallo, peso seco aéreo, radical y total de
las plantas, el porcentaje de colonizacion ECM, y se efectud una caracterizacion morfologica de
los morfotipos encontrados y contenido nutrimental (N,P,K) de las plantas. Las plantas
inoculadas con hongos ECM, al final del experimento, fueron superiores a las plantas no
inoculadas, en términos de produccion de biomasa, porcentaje de colonizacién y contenido
nutrimental. Este fenomeno se observé para ambas especies de pino independientemente del
tipo de suelo y de la condicion de esterilizacion. En términos generales, los maximos valores,
tanto en altura como en peso seco total se observaron en aquellas plantas inoculadas con
Hebeloma. En el caso de Hebeloma se observaron fructificaciones después de un afio de la
inoculacion. Hasta donde conocemos, esta es la primera ocasion que se estudia el efecto de la
inoculacion con esporas ECM en P. greggii v P. pseudostrobus. Asimismo, este es uno de los
pocos registros que se conoce a nivel mundial de consumo masivo de especies del género

Hebeloma.

Palabras clave Hongos ectomicorrizicos comestibles, Inoculacion con pileos, Pinaceae,

Colonizacién micorrizica, México.
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INOCULATION OF PINES WITH FORESTAL IMPORTANCE IN
RESTAURATION OF ERODED AREAS WITH EDIBLE
ECTOMYCORRHIZAL MUSHROOMS

Monica Mendez Neri, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2007

A criterion for selection of ectomycorhizal mushrooms (ECM) used for inoculation of plants
under greenhouse conditions, is their edibility. This study assessed the effect of inoculating with
three species of edible mushrooms (of the genera Hebeloma, Laccaria and Suillus), which are
widely used as food and sold in traditional Mexican markets, alone or combined, on the
development of two native Mexican pines (Pinus greggii and Pinus pseudostrobus). In a
greenhouse 240 days after sowing, stem diameter, shoot, root and total plant dry weight,
percentage of ECM colonization, and plant nutrient (N,P,K) content were determined, and a
morphological characterization of the morphotypes found was conducted. At the end of the
experiment, the plants inoculated with ECM were superior to non-inoculated plants in terms of
biomass production, percentage of colonization and nutrient content. This phenomenon was
observed in both pine species regardless of the type of soil or sterilization condition. In general,
the highest values for both height and total dry weight were observed in those plants inoculated
with Hebeloma. In the case of Hebeloma, fructification was observed a year after inoculation.
As far as we know, this is the first study of the effect of inoculation with ECM spores on P.
greggii and P. pseudostrobus. Also, this is one of the few records worldwide that documents the

massive consumption of species of the genus Hebeloma.

Index words edible ectomycorrhizal mushrooms, inoculation with pilea, Pinaceae,

mycorrhizal colonization, Mexico.
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Capitulo 1

Introduccion general

El impacto que han tenido las actividades humanas sobre los ecosistemas forestales ha
traido como consecuencia la degradacion y pérdida de grandes areas, afectando la
estructura y funciéon de los ecosistemas lo cual, finalmente, se ve reflejado en una
progresiva disminucion de la capacidad de carga del planeta. Por tal motivo, la
restauracion de zonas degradadas debe ser considerada un componente esencial para
contrarrestar dichos impactos.

La superficie forestal estimada en México para el 2004 fue de 84 millones 379
mil hectareas. De acuerdo con datos obtenidos por el Instituto Nacional de Estadistica
Geografia e Informatica (INEGI) y la Comisién Nacional Forestal (CONAFOR) el
indice anual de deforestacion en nuestro pais resulta de 314 mil hectareas. Estos
procesos de deforestacion y la degradacion forestal son factores importantes para el
cambio climdtico global, puesto que producen emisiones netas de diéxido de carbono,
constituyendo la segunda fuente de emisiones de gases de efecto invernadero en nuestro
pais. Ademas generan grandes problemas locales y regionales, como el incremento de la
erosion y el abatimiento de los mantos acuiferos, entre otros. Es evidente que la perdida
de suelo implica la perdida de comunidades de microorganismos que participan en la
dindmica de este ecosistema. De igual manera, la pérdida de arboles en el bosque rompe
con todas estas relaciones y favorece la erosion del suelo, lo que establece una cadena
de destruccion y deterioro, que de no ser atendida a corto plazo se corre el riesgo de

favorecer los procesos de desertificacion.



En México, dicha explotacion forestal se ha caracterizado por ser una actividad
de extraccion, sin manejo alguno, en la que no solo se pierden los recursos naturales,
sino que los beneficios econdmicos no son equitativos. Paraddjicamente, las
comunidades y ejidos agrarios que actualmente son poseedores de la mayor parte de los
recursos forestales del pais, viven en condiciones de marginidad y pobreza (Merino,
1997). Aunque se han hecho inventarios sobre la delimitacion de los terrenos forestales
y su grado de perturbacion, poco se ha avanzado en el de las plantaciones exitosas. Las
zonas de restauraciéon ocupan una superficie de 30 363 797 Ha, cuyos terrenos con
aptitud forestal son dedicados a otros usos o estan en proceso de degradacidon por
incendios forestales, plagas, erosion, entre otros. Las zonas protegidas del pais ocupan
una superficie de 9 017 969 Ha y en comparacion con la superficie total del pais estas
areas naturales resultan insuficientes para la conservacion de la biodiversidad vy el
decreto por si solo en algunas areas protegidas no garantiza su control. La conservacion
de la diversidad bioldgica requiere de la instrumentacion de acciones que contemplen
las diferentes causas actuales del desarrollo y aprovechen las alternativas practicas para
el desarrollo sustentable.

Actualmente una de las estrategias que permiten la recuperacion parcial o total
de los bosques, dependiendo del nivel de degradacion que presentan, es la restauracion
ecologica. Las técnicas de restauracion ecoldgica buscan crear las condiciones
adecuadas para el establecimiento y supervivencia de especies vegetales con la
subsecuente creacion de habitat para especies animales, en este sentido, Lindig et al.
(2005) propone el uso de plantaciones como una herramienta de restauracion en zonas

con altos niveles de degradacion, considerando que su implementacion ademés de



presentar una serie de ventajas ecologicas también puede representar un beneficio
econdmico a largo plazo.

Sin embargo, los problemas a los que se enfrenta la restauracion estan
relacionados, principalmente, con la degradacion del suelo y la escasez de agua, la cual
crea un ambiente inapropiado para el establecimiento de las plantas. De acuerdo con
Cetina (2005) se ha observado que en nuestro pais la supervivencia de las plantaciones
de recuperacion va del 15 al 40% en el primer afio, llegando a ser en algunos sitios hasta
del 0%. Entre otros factores, encontramos que los resultados negativos de las
reforestaciones se deben a la produccion de plantas de baja calidad en los viveros; el
transporte de las plantas del vivero a la zona de plantacion; durante el cual existe una
gran mortandad de plantas y, por ultimo, el sistema de plantacion.

Se ha observado que los programas de reforestacion con pinos u otras confieras
han prosperado rdpidamente en las areas donde existen hongos micorrizicos. Sin
embargo, la desaparicion de la cubierta vegetal provoca la desaparicion de las
poblaciones naturales de hongos micorrizicos. Por lo cual, la reintroducciéon o
restablecimiento de los hongos ectomicorrizicos debe ser considerada al abordar la
reforestacion (Pera y Parladé, 2005), por lo que las plantas deben ser inoculadas con
los hongos simbiontes adecuados. Esta simbiosis tiene gran relevancia para que la
produccion de plantas de vivero sean capaces de sobrevivir al estrés del transplante,
especialmente en sitios con un alto grado de perturbacién (Amora-Lazcano et al., 2005).

Los hongos ectomicorrizicos son un componente importante de la biodiversidad,
particularmente en ecosistemas de bosques templados y boreales (Nilsson et al., 2005).
Molina et al. (1992) reportan 148 géneros y 5400 especies descritas al rededor del

mundo los cuales incluyen un amplio grupo de ascomicetos y basidiomicetos (Newton



y Haigh, 1998). Ademas representan un recurso para el establecimiento de practicas
sustentables de manejo forestal en las zonas templadas de nuestro pais, puesto que
numerosas especies, sobretodo del grupo de los basidiomicetos, son comestibles (Pérez-
Moreno y Read, 2004).

La ectomicorriza es una simbiosis que involucra un mutualismo entre las raices
de las plantas y los hongos. Para muchas plantas y hongos la interacciéon parece ser
esencialmente obligada, los pinos, por ejemplo, no pueden crecer sin la presencia de
hongos ectomicorrizicos, y no hay evidencia de que los hongos sean capaces de vivir de
forma independiente de la planta (Bruns et al., 2002). La ectomicorriza juega un papel
significante en la obtencion y distribucion de nutrientes en los ecosistemas de bosques
templados y son el principal camino a través del cual muchas plantas obtienen
nutrientes minerales y, como tal, son criticas en el funcionamiento de los ecosistemas
terrestres (Cullings et al., 2003). En general, la infecciébn micorrizica aumenta la
obtencion de nutrientes por lo cual hay un mayor crecimiento en las plantas, de acuerdo
con Bucking et al. (2002) esta adquisicion de nutrientes se puede dar por un incremento
del area de absorcion, por la movilizacion de nutrientes disponibles en el suelo o por un
incremento en la secrecidon de compuestos “pinza” o exoenzimas. En esta simbiosis
mutualista, las plantas cambian fotosintatos, no solo por nutrientes minerales, sino
también por un incremento en la resistencia contra las enfermedades, sequia y
temperaturas extremas (Kernaghan, 2004), se ha observado que los hongos
micorrizicos son excelentes candidatos de biocontrol a través de la competencia por
espacio; gracias a la ventaja ecoldgica que representa su asociacion obligada con las

raices, y debido a que los hongos ectomicorrizicos estan recubiertos por una vaina que



les proporciona proteccion se ha demostrado que éstos son capaces de habitar en sitios
infectados por patdégenos (Wipps, 2001).

La ectomicorriza es de gran importancia para el desarrollo de las plantas en
condiciones de baja fertilidad debido a que el sistema micelial ectomicorrizico es un
importante sumidero de carbono y es la parte de la asociacion que es funcionalmente
importante en la captura de agua y nutrientes (Genney et al., 2006; Gehring y Whitham,
1994 ) ya que el micelio ECM incrementa el drea de superficie para la absorcion de
nutrientes. Ademas puede también jugar un papel directo, mediante la produccion de
exoenzimas, en los procesos de descomposicion, movilizacion y transporte de
nutrientes de sustratos complejos, los cuales son predominantemente residuos organicos
de los arboles, sus hongos simbiontes y otros componentes de la microflora del suelo
que la planta, por si misma, no seria capaz de asimilar (Tibbett y Sanders, 2002; Pérez-
Moreno y Read, 2000, 2001).

Los hongos ECM pueden incrementar la obtencion de nutrientes a través de una mejor
exploracion del suelo por las hifas comparado con las raices (Calvaruso et al., 2006
Hoffland et al., 2004,), los hongos ECM pueden tomar N y P de fuentes organicas las
cuales no estan disponibles para raices no micorrizadas (van Scholl ef al., 2006). Se ha
observado que especies de pinos que compiten en suelos pobres en nitrégeno exhiben
una gran habilidad para asimilar nitrégeno inorganico o aminodcidos en bajas
concentraciones por simbiosis ectomicorrizica (Daufresne y Hedin, 2005), més aun, se
ha demostrado que la ectomicorriza tiene la capacidad de transferir agua y nutrientes
entre arboles de la misma o diferente especie, a través de una conexion micelial (Pérez-
Moreno y Read, 2004) con lo cual se puede llegar a incrementar la supervivencia y el

crecimiento de las plantulas en campo (Newbery et al., 2000).



Diversos estudios han demostrado que la colonizacion micorrizica no influye
unicamente en la supervivencia y productividad de las plantas, sino también en otras
caracteristicas, incluyendo calidad foliar (Goverde et al.,2000), morfologia clonal
(Stretwolf-Engel et al., 1997) y salud (Xiaohong y Koide, 1994).

Ahora bien, la suceptibilad de las plantas a ser micorrizadas depende de factores
ambientales y quimicos como disponibilidad de nutrimentos, temperatura y pH, donde
la tolerancia de los hongos a estos factores puede influir en la colonizacion y
establecimiento de las micorrizas. Estas caracteristicas podrian ser utilizadas como uno
de los criterios de seleccion de hongos, para que puedan ser utiles en los programas de
reforestacion, sobre todo en lugares con condiciones adversas (Vazquez-Garcia et al.,
2002). Sin embargo, la competencia entre los hongos inoculados en invernadero y los
hongos indigenos (nativos) puede causar estrés y afectar adversamente el crecimiento
de las plantas trasplantadas a campo. Los hongos de invernadero probablemente
carecen de adaptaciones para las condiciones ambientales presentes en los sitios de
reforestacion (por ejemplo bajo pH y disponibilidad de nutrientes) y por consiguiente
son remplazados por hongos indigenos de estos suelos forestales. Tarvainen et al., 2004.
Estudios de campo han demostrado que la persistencia de la micorriza inoculada y su
efecto sobre las plantas depende de la especie de hongo inoculada, Menkis et al., 2007,
Gagné et al., 2006; Maestre et al., 2002, reportan bajas tasas de colonizacion y
persistencia en campo de especies inoculadas y una abundante presencia de hongos
ECM nativos, los cuales al tener una alta capacidad de adaptacion al sistema suelo-
planta, podrian haber colonizado las plantas introducidas, suprimiendo el beneficio

potencial de la inoculacion en vivero. Por lo cual, es de gran relevancia contar con las



técnicas de inoculacion adecuadas en los cultivos de invernadero para incrementar el
rendimiento de las plantas en campo Parladé ef al. (2004) asi como los requerimientos
de las especies de hongos empleadas para inoculacion de plantas para asegurar el éxito
del establecimiento de comunidades vegetales en la restauracion de areas degradadas.
De tal forma que la pre-seleccion de hongos ectomicorrizicos es un paso critico para el
establecimiento de programas de inoculacion en vivero. El criterio de seleccion debe
estar basado en las diferencias ecoldgicas y fisiologicas entre los diferentes hongos y
para cada cepa de hongo. Estos criterios incluyen la compatibilidad simbiotica del
hongo y el hospedero, la adaptabilidad ecologica del hongo micorrizico al sitio de
trasplante, la habilidad del hongo para competir con los hongos nativos y la facilidad
para produccion de in6culo.

Asi, la aplicacion exitosa de tratamientos micorrizicos en programas de
restauracion podria mejorar con la explotacion potencial de hongos micorrizicos
presentes en los sitios donde sera llevada a cabo la reforestacion. Después probar para
inoculacién en condiciones de invernadero la combinacion de especies de hongos-
planta hospedera mas favorable y compatible.

Aunque en los ultimos afios se ha incrementado el conocimiento sobre la funcién
de la ectomicorriza en el ecosistema, ain no se cuenta con programas nacionales para el
desarrollo biotecnologico de propagacion y aplicacion a gran escala del micelio de
hongos ECM que favorezca la supervivencia y crecimiento de un mayor numero de
plantas utilizadas para la reforestacion de areas degradadas en nuestro pais. El éxito en
los programas de inoculacion tendrd que basarse en la seleccion de hongos simbiontes

que sean efectivos y benéficos en la asociacion.



Bajo este contexto, el objetivo del presente estudio fue comparar la eficiencia
en el crecimiento de plantas de pino, bajo condiciones de invernadero, de la inoculacion
con hongos ectomicorrizicos frecuentemente consumidas y comercializadas por grupos

indigenas en la parte central de México.
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Capitulo 2

Objetivos e Hipotesis

2.1. Objetivo general

Evaluar y comparar el efecto de la inoculacion individual o combinada con 3 especies
de hongos ectomicorrizicos (ECM) comestibles en el desarrollo de plantas de pino bajo
condiciones de invernadero.

2.2. Objetivos particulares

1. Evaluar el crecimiento y contenido nutrimental de plantas de pino inoculadas o
no con hongos ECM comestibles en suelo esterilizado y no esterilizado en
condiciones de invernadero.

2. Comparar la eficiencia, en el crecimiento de plantas de pino y contenido
nutrimental de la inoculaciéon combinada ECM comestibles con tres especies de

hongos bajo condiciones de invernadero.

3. Evaluar en dos suelos con diferentes condiciones de fertilidad la eficiencia de la
inoculacién con hongos ECM comestibles.
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2.3. Hipotesis

1.

Los hongos ECM inoculados en plantas que se han desarrollado en suelos
esterilizados presentan un efecto positivo en comparacion con aquellos crecidos
en suelo no esterilizado.

Existe un efecto sinérgico positivo en el crecimiento y contenido nutrimental de
las plantas de pino como resultado de la inoculacién simultanea con hongos
ECM comestibles, comparado con aquellas plantas que fueron inoculadas solo
con una especie.

La simbiosis ECM es mas eficiente en el desarrollo de las plantas de pino que

crecen en suelos fértiles comparadas con aquellas que se desarrollan en suelos de
baja fertilidad.
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Capitulo 3

Efecto de la inoculacion con hongos comestibles ECM en el crecimiento y
contenido nutrimental de dos pinos mexicanos subtropicales en
invernadero

3.1 Resumen

La inoculacion de arboles de importancia forestal con hongos micorrizicos representa una
importante herramienta en la produccion de plantas en invernadero. Un criterio de seleccion
que ha cobrado importancia a ultimas fechas de los hongos ectomicorrizicos (ECM) a
utilizarse es su caracter de comestibilidad humana. El presente estudio evalu6 el efecto de
la inoculacion con tres especies de hongos ECM (de los géneros Hebeloma, Laccaria y
Suillus) los cuales son ampliamente utilizadas como alimento y comercializadas en
mercados tradicionales mexicanos, solos o combinados, en el desarrollo de dos especies de
pinos mexicanos nativos (Pinus greggii y Pinus pseudostrobus). En condiciones de
invernadero 240 dias después de la siembra se determino el diametro del tallo, peso seco
aéreo, radical y total de las plantas, el porcentaje de colonizacion ECM, y se efectu6é una
caracterizacion morfologica de los morfotipos encontrados y contenido nutrimental
(N,P,K) de las plantas. Las plantas inoculadas con hongos ECM, al final del experimento,
fueron superiores a las plantas no inoculadas, en términos de produccion de biomasa,

porcentaje de colonizacion y contenido nutrimental. Este fendmeno se observd para ambas
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especies de pino independientemente del tipo de suelo y de la condicion de esterilizacion.
En términos generales, los méximos valores, tanto en altura como en peso seco total se
observaron en aquellas plantas inoculadas con Hebeloma. Los porcentajes de colonizacioén
por morfotipo de especie inoculada alcanzaron valores de hasta 78.9%. En el caso de
Hebeloma se observaron fructificaciones después de un afio de la inoculacion. Hasta donde
conocemos, esta es la primera ocasion que se estudia el efecto de la inoculacidon con esporas
ECM en P. greggii y P. pseudostrobus. Asimismo, este es uno de los pocos registros que se

conoce a nivel mundial de consumo masivo de especies del género Hebeloma.

Palabras clave Hongos ectomicorrizicos comestibles, Inoculacion con pileos, Pinaceae,

Colonizacion micorrizica, México.
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3.2 Abstract

Inoculating important forest trees with mycorhizal mushrooms can be an important tool in
greenhouse plant production. A criterion for selection of ectomycorhizal mushrooms
(ECM) that has recently gained importance is their edibility. This study assessed the effect
of inoculating with three species of edible mushrooms (of the genera Hebeloma, Laccaria
and Suillus), which are widely used as food and sold in traditional Mexican markets, alone
or combined, on the development of two native Mexican pines (Pinus greggii and Pinus
pseudostrobus). In a greenhouse 240 days after sowing, stem diameter, shoot, root and total
plant dry weight, percentage of ECM colonization, and plant nutrient (N,P,K) content were
determined, and a morphological characterization of the morphotypes found was
conducted. At the end of the experiment, the plants inoculated with ECM were superior to
non-inoculated plants in terms of biomass production, percentage of colonization and
nutrient content. This phenomenon was observed in both pine species regardless of the type
of soil or sterilization condition. In general, the highest values for both height and total dry
weight were observed in those plants inoculated with Hebeloma. Colonization percentages
by morphtype of inoculated species were up to 78.9%. In the case of Hebeloma,
fructification was observed a year after inoculation. As far as we know, this is the first
study of the effect of inoculation with ECM spores on P. greggii and P. pseudostrobus.
Also, this is one of the few records worldwide that documents the massive consumption of
species of the genus Hebeloma.
Index words edible ectomycorrhizal mushrooms, inoculation with pilea, Pinaceae,

mycorrhizal colonization, Mexico.
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3.3 Introduccion

La ectomicorriza es una simbiosis que se establece entre alrededor de 2000 especies de
plantas y 5000 especies de hongos. Dicha simbiosis resulta fundamental en la estructura y
funcionamiento de ecosistemas boreales, templados y algunos tropicales (Pérez-Moreno
and Read 2004; Smith and Read 1997). Los hongos ectomicorrizicos (ECM), debido en
parte a las conspicuas redes miceliales que establecen, incrementan la adquisicion de agua y
nutrientes de las plantas con las que se asocian y pueden llegar a constituir también un
importante factor de control de patogenos vegetales. Debido a esto, la inoculacion con
hongos ECM constituye una importante herramienta en la propagacion masiva de plantas,
dado que con frecuencia la ECM es obligada para los arboles con los que se asocia (Bruns
et al. 2002; Castellano and Molina 1989). Debido a i) la compatibilidad simbiotica de
hongos y plantas, i1) la adaptabilidad ecoldgica de los simbiontes fungicos en diferentes
sustratos y su habilidad para competir con hongos nativos, iii) los efectos benéficos
diferenciales en las plantas hospederas y iv) la facilidad de produccién de inoculo, es
importante la seleccion de los simbiontes fingicos apropiados en programas de inoculacién
con hongos ECM en vivero (Parladé et al. 2004; Rincon et al. 2001). Adicionalmente, un
criterio que ha cobrado importancia ultimas fechas en la seleccion de hongos ECM a ser
utilizados para inocular plantas es su comestibilidad. A nivel mundial, se han registrado
mas de 200 especies de hongos ECM comestibles con importancia econdmica. Algunos de
ellos tienen un amplio mercado internacional cotizado en billones de ddlares anualmente
tales como trufas, matsutake, porcini, cantarelos y hongo Cesar (Wang and Hall 2004).
Adicionalmente, existen centenares de especies que son consumidas localmente en

diferentes paises. Por ejemplo, en México se conocen mas de 200 hongos silvestres
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comestibles los cuales han sido consumidos por siglos (Villareal y Pérez-Moreno 1989) y
actualmente son comercializados por diversos grupos étnicos en mercados locales en
centenares de toneladas anualmente. El uso de productos forestales no maderables, ha
recibido recientemente atencidon como un factor de enorme importancia para la
conservacion forestal, por su importancia socioecondémica. Por ejemplo en México mas de
50% de las especies comestibles conocidas son ECM y podrian potencialmente utilizarse en
la inoculacidn de plantas. Desafortunadamente, los estudios relacionados con la inoculacién
de muchas de las especies comestibles ECM y su eficiencia en el crecimiento vegetal son
incipientes. En el presente trabajo se estudid el efecto de la inoculacion individual o
combinada con pileos molidos de 3 especies de hongos comestibles ECM ampliamente
consumidas en México, y por lo tanto cuya produccion de inoculo resulta relativamente
sencilla, sobre plantas de Pinus greggii y Pinus pseudostrobus en sustratos con

caracteristicas fisicas y quimicas distintas, esterilizados o no.

3.4 Materiales y Métodos

3.4.1. Material biolégico y preparacion de inéculo

La semillas utilizadas de P. greggii y P. pseudostrobus proceden de areas de su
distribucidon natural en el estado de México. Previo a su siembra, las semillas fueron
esterilizadas con H,O, 30% por 20 minutos y lavadas con agua destilada estéril. Para
seleccionar las especies de los hongos ECM comestibles a utilizarse, se efectuaron estudios
preliminares en el Parque Nacional Izta-Popo, Zoquiapan ubicado en el centro de México.
Se evaluaron las especies comercializadas en mercados locales con mayor potencial de

produccion de inoculo ECM. Como consecuencia, se seleccionaron tres especies
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pertenecientes a los géneros: Hebeloma, Laccaria y Suillus (principalmente H.
mesophaeum, L. bicolor y S. pseudobrevipes). Los hongos utilizados fueron adquiridos en
mercados locales (Fig. 3.1 a-b). En el caso de Laccaria y Hebeloma se utilizaron
exclusivamente los pileos (Fig. 3.1 ¢), y en el caso de Suillus los himenios. Estas
estructuras fueron deshidratadas a 36 °C como maximo, para mantener viabilidad de
propagulos, molidas y pasadas a través de un tamiz de Imm para homogeneizacion de

tamano de particula. El in6culo asi obtenido fue almacenado a 5 °C hasta su utilizacion.

3.4.2. Caracteristicas fisicas y quimicas de los sustratos

Se recolectaron dos suelos con caracteristicas fisicas y quimicas distintas: 1) un suelo
actualmente degradado donde existido bosque procedente de la localidad de San Sebastian,
Texcoco y ii) un suelo forestal del Parque Nacional Zoquiapan. Dichos suelos fueron
utilizados como sustratos en el experimento en invernadero. Las caracteristicas fisicas y

quimicas de los sustratos se muestran en el Cuadro 3.1.

3.4.3. Montaje del experimento

Los sustratos utilizados fueron esterilizados con vapor durante 4 hrs. La siembra se efectud
en tubetes de plastico negro de 140 cm® que contenian una mezcla de aserrin-arena-suelo en
proporcion 2:2:1. Cada planta fue inoculada con al menos 107 a 10® esporas. Se efectuaron
dos inoculaciones, con la finalidad de incrementar la probabilidad de colonizacion de las
plantas. Una porcion del inoculo ECM a utilizarse fue colocada en una cavidad que se hizo
en la superficie de los sustratos contenidos en los tubetes, 30 dias antes de la siembra. La

otra porcidn del inoculo se incorpord 90 dias después de la siembra. Para reducir las
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Hebeloma
| 3

Figura 3.1. Especies de hongos ECM utilizadas en el experimento y respuesta en plantas
inoculadas. a Comercializacion de hongos silvestres comestibles en mercados mexicanos.
b Venta de Hebeloma mesophaeum, especie considerada generalmente no comestible a
nivel mundial. ¢ Deshidratacion de pileos de Laccaria bicolor. d Respuesta en crecimiento
de Pinus greggii como efecto de la inoculacion con Hebeloma mesophaeum. e morfotipo
tuberculado observado en las raices de plantas inoculadas con Suillus pseudobrevipes.

19



Cuadro 3.1. Caracteristicas fisicas y quimicas de los sustratos usados en el experimento.

Caracteristica Unidad Sustrato usado en invernadero
Mezcla mas suelo  Mezcla mas suelo
de Zoquiapan* de San Sebastian*
Textura Arena-francosa Arena-francosa
Arena % 83 85
Limo % 8 8
Arcilla % 9 7
pH 5.9 7.8
Materia orgénica % 2.9 2.2
Conductividad Electrica 1:5 H,O dSm 0.06 0.14
Capacidad de Intercambio meq/100g 9.1 6.2
Cationico
Nitrogeno total % 0.10 0.03
P Olsen ppm 2 19
K intercambiable Cmoll Kg 0.1 1.3
Fe ppm 19 10
Cu ppm 0.4 0.7
Zn ppm 1.2 2.2
Mn ppm 35 13

probabilidades de contaminacion se coloco tezontle estéril en la superficie de los tubetes.

Las plantas fueron regadas con agua destilada durante 240 dias. Al inicio del riego, se

aplico captan en dilucion 2gl de agua destilada.

3.4.4. Disefio experimental y analisis estadistico

Para cada especie de pino evaluada: P. greggii y P. pseudostrobus se utilizO una

distribucién completamente al azar y un disefio factorial 5 x 2 x 2. Se indculo con los

siguientes hongos: 1) Hebeloma spp. (principalmente H. mesophaeum); i) Laccaria spp.

(principalmente L. bicolor); ii1) Suillus pseudobrevipes, y iv) la combinacion de los tres

hongos. Adicionalmente se mantuvieron testigos sin inocular. Se utilizaron suelos
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procedentes de dos localidades (San Sebastian y Zoquiapan) y cada uno de los dos tipos de
suelo fue esterilizado o no de acuerdo a los tratamientos. Este disefio entonces tuvo 20
tratamientos para cada especie de pino y cada tratamiento tuvo 5 replicas. A los datos que
se obtuvieron en las diferentes variables evaluadas se le realizaron analisis de varianza y
pruebas de comparacion de medias de Tukey ( o = 0.05) (SAS Institute 1999). En el caso
de los valores de colonizacién micorrizica que se expresan como porcentajes, los datos se

transformaron y se utilizaron sus arcosenos en los andlisis de varianza.

3.4.5. Variables evaluadas

Se efectuaron mediciones periddicas de la altura y didmetro del tallo de cada planta a los
90, 180 y 240 dias después de la siembra. 240 dias después de siembra se evalué el peso
seco de la parte aérea y el radical. Las plantas fueron previamente secadas a 80 °C. Se
evalud el N total, P Olsen y K de la parte aérea y radical de cada planta, segun Bremner
(1965) y Olsen et al. (1954) respectivamente. Se evaluo el nimero de raices cortas totales y
el porcentaje de colonizacion ECM a todas las plantas. Se efectué una caracterizacion
morfologica de los morfotipos encontrados (Agerer 1991) para evaluar la presencia de los

hongos inoculados. Se tomaron microfotografias de cada morfotipo observado.

3.5. Resultados
3.5.1. Altura y diametro de las plantas

En el caso de P. greggii, noventa dias después de la siembra no existio efecto de la
inoculacion, en términos de la altura de las plantas (Fig. 3.2.) y didmetro del tallo,

independientemente del tipo de suelo y condicion de esterilizacion. 180 dias después de la
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Fig. 3.2
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la siembra se observaron diferencias en el didmetro del tallo y en la altura de plantas
principalmente aquellas inoculadas con Hebeloma y con la mezcla HLS en relacion a las
plantas no inoculadas.

Al final del experimento, se observaron diferencias en la altura de las plantas como
consecuencia de la inoculacion y la condicion de esterilizacion. Los efectos mas evidentes
fueron observados en el suelo de Zoquiapan sin esterilizar y en el suelo de San Sebastian
estéril. En estos dos casos la inoculacion con cualquiera de los hongos evaluados produjo
mayores alturas de planta en comparacion con la altura de plantas no inoculadas. Una
tendencia similar se observd para el diametro del tallo en donde los efectos mas evidentes

se presentaron en el suelo de Zoquiapan sin esterilizar (Cuadro 3.2.).

En el caso P. pseudostrobus (Fig. 3.3.) se observaron alturas similares a las
inoculadas con Hebeloma. A diferencia de P. greggii, en P. pseudostrobus, al final del
experimento, solo existieron diferencias en la altura de plantas inoculadas con Hebeloma en
relacion a las plantas testigo. En el caso de P. pseudostrobus no se observaron diferencias

en los diametros del tallo como efecto de la inoculacién (Cuadro 3.3.).

3.5.2. Peso seco de la parte aérea y radical

La respuesta como resultado de la inoculacion dependio del tipo de planta y de hongo ECM
inoculado. En el caso de P. greggii, cuando se indculo con Hebeloma se observd un mayor
peso seco total (p = 0.05) independientemente del tipo de suelo y de condicion o no de
esterilidad. El mayor incremento en peso seco total se observd en el caso de suelo de

Zoquiapan sin esterilizar. En este caso, las plantas de P. greggii inoculadas con Hebeloma

23



Cuadro 3.2. Peso seco, diametro del tallo y altura de plantas de Pinus greggii inoculadas o
no con hongos ectomicorrizicos 240 dias después de la siembra.

Variables Especies de hongos
Testigo Hebeloma  Laccaria Suillus HLS
Peso seco de parte aérea mg
Zoquiapan
- esterilizacion 173.4d 787.0 a 609.0 a 396.2 ¢ 567.0 bc
+ esterilizacion 2104 d 817.4 a 4490 a 4956 bc  704.4 ab
San Sebastian
- esterilizacion 4422 b 896.4 a 657.0 ab 680.8ab  786.4 ab
+ esterilizacion 4338Db 582.6b 655.2 ab 878.6 a 883.6 a
Peso seco radical
Zoquiapan
- esterilizacion 81.4d 225.0 be 228.0Db 134.0 cd 380.6 a
+ esterilizacion 155.0a 198.2 a 160.8 a 208.2 a 2144 a
San Sebastian
- esterilizacion 2684 a 3274 a 330.2 a 3414 a 286.0a
+ esterilizacion 2572 a 3544 a 320.2 a 3104 a 3054 a
Peso seco total
Zoquiapan
- esterilizacion 2548 ¢ 1012.0 a 837.0a 532.2b 947.6 a
+ esterilizacion 3654d 1015.6 a 609.8 cd 703.8bc  918.8 ab
San Sebastian
- esterilizacion 710.6 b 1243.8 a 987.2 ab 1022.2 ab 1052 ab
+ esterilizacion 691.0b 937.0 ab 975.4 ab 1189.0a 1189.0a
Diametro del tallo mm
Zoquiapan
- esterilizacion 1.3b 1.7a 1.6a 1.3b 1.6a
+ esterilizacion l14a 1.6a 1.5a 1.5a 1.6a
San Sebastian
- esterilizacion 13a 1.7a 13a 1.5a 1.5a
+ esterilizacion 1.5b 1.6 ab 1.6 ab 1.8a 1.7 ab
Altura cm
Zoquiapan
- esterilizacion 6.3d 124 a 9.4 bc 7.4 cd 9.7b
+ esterilizacion 6.8c¢c 12.1a 8.5bc 9.0 bc 10.8 ab
San Sebastian
- esterilizacion 96a 13.1a 96a 109 a 11.7a
+ esterilizacion 93b 129 a 12.8 a 150a 139a

- esterilizacion = Suelo sin esterilizar; + esterilizacion = Suelo esterilizado. Valores en la
misma linea con la misma letra son iguales segiin Tukey (p = 0.05). n= 5.
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Fig. 3.3
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Cuadro 3.3. Peso seco, diametro del tallo y altura de plantas de Pinus pseudostrobus
inoculadas o no con hongos ectomicorrizicos 240 dias después de la siembra.

Variables Especies de hongos
Testigo Hebeloma  Laccaria Suillus HLS
Peso seco de parte aérea mg
Zoquiapan
- esterilizacion 2482 b 430.4 ab 362.2 ab 249.0 ab 522.0 a
+ esterilizacion 1684 b 643.0a 1942 b 320.6 b 284.0b
San Sebastian
- esterilizacion 3842 a 581.6 a 669.2 a 492.6 a 551.8 a
+ esterilizacion 3652 a 507.2 a 4294 a 496.0 a 604.6 a
Peso seco radical
Zoquiapan
- esterilizacion 90.2 a 121.0 a 101.2 a 200.6 a 199.6 a
+ esterilizacion 72.6b 232.8a 68.0b 138.0b 97.2b
San Sebastian
- esterilizacion 195.6 a 212.0a 2852 a 2244 a 319.8a
+ esterilizacion 190.8 a 308.2 a 189.4 a 2514 a 319.6 a
Peso seco total
Zoquiapan
- esterilizacion 338.4b 551.4 ab 463.4 ab 549.6 ab 721.6 a
+ esterilizacion 241.0b 8758 a 262.2Db 458.6 b 381.2Db
San Sebastian
- esterilizacion 579.8 a 793.6 a 954.4 a 717.0 a 871.6 a
+ esterilizacion 556.0 a 8154 a 618.8a 747.4 a 924.2 a
Diametro del tallo mm
Zoquiapan
- esterilizacion 1.6a 1.8a 1.8a 1.7a 19a
+ esterilizacion 1.5a 2.1a 1.5a 1.7a 14a
San Sebastian
- esterilizacion 1.5a 1.8a 1.8a 1.7a 19a
+ esterilizacion 19a 1.7a 1.5a 1.6a 1.7a
Altura cm
Zoquiapan
- esterilizacion 57a 7.1a 70a 65a 74 a
+ esterilizacion 45b 94a 54b 6.5 ab 46D
San Sebastian
- esterilizacion 7.1a 11.0a 99a 76a 75a
+ esterilizacion 75a 96a 6.7a 104 a 8.5a

- esterilizacion = Suelo sin esterilizar; + esterilizacion = Suelo esterilizado. Valores en la
misma linea con la misma letra son iguales segiin Tukey (p = 0.05). n= 5.
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produjeron 3.9 mas peso seco total comparadas con las plantas no inoculadas (Fig. 3.1. d).
En el caso de P. pseudostrobus solo se observaron diferencias en suelo de Zoquiapan que
habia sido esterilizado. Cuando P. greggii se inoculd con Suillus, en términos generales, se
observo también un mayor peso seco total en comparacion con las plantas no inoculadas.
La inoculacion con Laccaria en P. greggii solamente produjo mayor peso seco total en el
suelo de Zoquiapan sin esterilizar. En el caso de P. pseudostrobus independientemente de
la procedencia del suelo y la condicion de esterilidad, la inoculacién con Laccaria o Suillus
no produjo efecto positivo, en términos de peso seco total, en relaciéon a plantas no
inoculadas.

La inoculacion simultdnea de Hebeloma, Laccaria y Suillus, en plantas de P.
greggii, no origind un efecto sinérgico. Tampoco se observo un efecto de competencia
entre las especies inoculadas. El peso seco total de P. greggii inoculada simultaneamente
con Hebeloma, Laccaria y Suillus fue similar al de plantas inoculadas solo con Hebeloma,
y siempre superior al de las
plantas sin inoculacién. En el caso de P. pseudostrobus la inoculacion simultdnea con
Hebeloma, Laccaria y Suillus solamente produjo mayor biomasa en el suelo de Zoquiapan

sin esterilizar.

3.5.3. Contenido nutrimental

El contenido total de N, P y K vari6 de 1.50 a 16.7, 0.12 a 1.58 y de 0.60 a 13.18 mg por
planta, respectivamente de acuerdo a los hongos inoculados y los tipos de suelo. De manera
similar que para el peso seco total y la altura, el contenido total de los tres nutrimentos

fueron siempre superiores en la parte aérea y total de las plantas de P. greggii inoculadas
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con hongos ECM que en las no inoculadas. Este fendmeno se observé independientemente
de la especie de hongo inoculada y del tipo de suelo empleado (Cuadro 3.4.). En términos
generales los mayores contrastes se observaron para los tres elementos entre las plantas
inoculadas con Hebeloma y aquellas no inoculadas. En el caso de P. pseudostrobus solo se
observaron diferencias entre el contenido total de N, P y K principalmente entre las plantas
inoculadas simultdneamente con los tres hongos ECM, o con Laccaria, y las plantas no

inoculadas (Cuadro 3.5.).

3.5.4. Colonizacion ectomicorrizica

Al final del experimento, en términos generales, la colonizacion micorrizica fue superior en
las plantas inoculadas con hongos ectomicorrizicos comestibles comparados con plantas no
inoculadas, tanto en P. greggii como en P. pseudostrobus (Cuadro 3.6.)
independientemente del tipo de suelo y de la condicion de esterilizacion. Los méximos
porcentajes de colonizacion, 100%, se observaron en P. pseudostrobus inoculados con
Hebeloma o Suillus. En el suelo de San Sebastian se observaron, en términos generales,
mayor cantidad de raices cortas totales comparadas con el suelo de Zoquiapan (11,372 vs
8,345) y (9,868 vs 3,793) n=50 para P. greggii y P. pseudostrobus, respectivamente (datos
no mostrados). Los menores valores de raices cortas totales fueron observados en el suelo
de Zoquiapan. Los porcentajes de colonizacion por morfotipo de especie inoculada
alcanzaron hasta 78% (Cuadro 3.6.), lo cual es un indicador de que las especies inoculadas
se establecieron extensivamente en las raices de los pinos evaluados (Fig. 3.1.e). En
términos generales, la colonizacion ectomicorrizica por morfotipo de especie inoculada fue

menor en P. pseudostrobus comparada con P. greggii (Cuadro3.6.).
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Cuadro 3.4. Contenido de nitrégeno, fosforo y potasio de parte aérea, radical y total de
plantas de Pinus greggii inoculadas o no con hongos ectomicorrizicos 240 dias después de

la siembra.
Variables Especies de hongos
Testigo Hebeloma  Laccaria Suillus HLS
Zoquiapan N
Parte aérea 1.75 ¢ 12.83 a 13.46 a 6.41b 12.0a
Parte radical 0.70 ¢ 2.59b 3.16b 1.44 ¢ 468 a
Total 245¢ 1541 a 16.62 a 7.85b 16.7 a
San Sebastian
Parte aérea 3.05b 6.27 a 545a 517 a 5.66 a
Parte radical 276 a 281a 244 a 252a 2.11a
Total 5.81b 9.08 a 7.89 a 7.70 a 7.78 a
P
Zoquiapan
Parte aérea 0.086d 0.62 a 0.48Db 0.24 ¢ 0.34 ¢
Parte radical 0.07c 0.22b 0.22b 0.12 ¢ 0.30a
Total 0.15d 0.85a 0.71 ab 0.36 ¢ 0.64b
San Sebastian
Parte aérea 053¢ 1.25a 092b 1.02 ab 1.10 ab
Parte radical 048D 0.73 a 0.59 ab 0.27 ¢ 0.48Db
Total 1.01 ¢ 198 a 1.51b 1.29 be 1.58b
K
Zoquiapan
Parte aérea 093¢ 8.02a 7.79 a 333b 7.50 a
Parte radical 0.39¢ 2.11 ab 1.71 b 0.70 ¢ 2.59a
Total 1.33 ¢ 10.14 a 9.50a 4.03b 10.12 a
San Sebastian
Parte aérea 322¢ 798 a 7.55 ab 5.85b 6.99 ab
Parte radical 217D 521a 2.60b 2.56Db 2.11Db
Total 540 ¢ 13.18 a 10.16 b 8.41b 9.11b

Valores en la misma linea con la misma letra son iguales segun Tukey (p = 0.05). n= 5.
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Cuadro 3.5. Contenido de nitrégeno, fosforo y potasio de parte aérea, radical y total de
plantas de Pinus pseudostrobus inoculadas o no con hongos ectomicorrizicos 240 dias

después de la siembra.

Variables Especies de hongos
Testigo Hebeloma  Laccaria Suillus HLS
Zoquiapan N
Parte aérea 337D 391b 6.59 a 642 a 7.62 a
Parte radical 0.63Db 1.65 ab 1.44 ab 2.06ab 2.55a
Total 40c 5.57 be 8.04 ab 8.48 ab 10.17 a
San Sebastian
Parte aérea 265D 5.35ab 6.22a 3.54 ab 4.08 ab
Parte radical 121 a 1.90 a 273 a 1.52a 243 a
Total 3.86b 7.26 ab 8.96 a 5.07 ab 6.51 ab
P
Zoquiapan
Parte aérea 0.12b 0.34a 0.21 ab 0.21 ab 031a
Parte radical 0.05b 0.12 ab 0.10 ab 0.14 ab 0.20a
Total 0.18b 0.46 a 0.32 ab 0.35 ab 0.51a
San Sebastian
Parte aérea 0.38Db 0.93 ab 1.07 a 0.69 ab 0.88 ab
Parte radical 02l a 0.49 a 0.51a 033 a 0.57 a
Total 0.59b 1.42 ab 1.58 a 1.02 ab 1.46 ab
K
Zoquiapan
Parte aérea 2.03¢c 3.39 bc 3.87 ab 3.14 bc 522 a
Parte radical 0.68a 1.06 a 0.60 a 0.96 a 1.11a
Total 2.72b 4.46 ab 4.48 ab 4.10b 6.33 a
San Sebastian
Parte aérea 211D 5.11 ab 6.15a 5.76 ab 8.16 a
Parte radical 1.66 a 1.99 a 225a 141 a 227a
Total 3.77b 7.11 ab 8.41 ab 7.17 ab 1043 a

Valores en la misma linea con la misma letra son iguales segun Tukey (p = 0.05). n=15.
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Cuadro 3.6. Porcentajes de colonizacion ectomicorrizica total y por morfotipo de especies
inoculadas en raices de plantas de Pinus greggii y Pinus pseudostrobus 240 dias después

de la siembra.

Variables Especies de hongos
Testigo Hebeloma  Laccaria  Suillus HLS
Pinus greggii
Porcentaje total de colonizacion
ectomicorrizica
Zoquiapan
- esterilizacion 16.8b 70.9 a 55.8a 71.1a 87.5a
+ esterilizacion 239a 69a 21.2a 57.9a 292 a
San Sebastian
- esterilizacion 11.2b 77.0ab 65.0a 88.9a 56.5ab
+ esterilizacion 25.7Db 76.5a 85.0a 86.7a 63.0a
Porcentaje de colonizacion por
morfotipo de especie inoculada
Zoquiapan
- esterilizacion sei 474 a 446 a 63.4a 66.4 a
+ esterilizacion sei 4.6 a 152 a 394 a 17.8 a
San Sebastian
- esterilizacion sei 63.2a 59.8a 643 a 50.6 a
+ esterilizacion sei 68.7 a 772 a 57.5a 524 a
Pinus pseudostrobus
Porcentaje total de colonizacion
ectomicorrizica
Zoquiapan
- esterilizacion 11.8a 70.9a 71.3a 80.0a 61.8a
+ esterilizacion 163 a 82.1a 56.4a 80.9a 412 a
San Sebastian
- esterilizacion 39.6b 82.1a 94.6ab 94.5a 81.2ab
+ esterilizacion 19.7b 100 a 84.1a 100a 68.1a
Porcentaje de colonizacion por
morfotipo de especie inoculada
Zoquiapan
- esterilizacion sei 548 a 67.7a 713a 415a
+ esterilizacion sei 75.5a 45.1a 552a 23.1a
San Sebastian
- esterilizacion sei 45.1a 72.1a 56.6a 483a
+ esterilizacion sei 70.5a 78.9 a 734a 472a

- esterilizacion = Suelo sin esterilizar; + esterilizacion = Suelo esterilizado; sei = si especie
inoculada; * cuando se indculo con tres especies se muestran solo los datos del morfotipo
de la especie dominante. Valores en la misma linea con la misma letra son iguales segin

Tukey (p =0.05).n=5.
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3.5.6. Fructificaciones de Hebeloma en tubetes

Para una de las especies inoculadas, Hebeloma  mesophaeum  se observaron
fructificaciones en tubetes después de la inoculacion con pileos molidos. Los primordios de
dicha especie aparecieron 12 meses después de la inoculacion. En las fructificaciones en
tubetes se han observado las estructuras distintivas del género Hebeloma: cuerpos
fructiferos agaricoides, laminas y esporada café claro, y presencia de un velo interno que
inicialmente cubrian las laminas. Adicionalmente, la caracterizacion micromorfoldgica de
esporas y basidios ha confirmado la identificacion de la especie. El peso seco de las

fructificaciones fue de alrededor del 2% del peso seco de las plantas asociadas.

3.6 Discusion

Previamente, se han documentado incrementos en la biomasa vegetal como resultado de la
inoculacion con algunos de los géneros de hongos ECM estudiados en el presente trabajo.
Por ejemplo, Sudhakara-Reddy and Natarajan (1997) reportaron incrementos de 218% y
182% en el peso seco de la parte aérea y radical, respectivamente como resultado de la
inoculacion con Laccaria laccata en relacidon a plantas no inoculadas de Pinus patula, doce
meses después de la inoculacion en suelo esterilizado. Diversas investigaciones han
reportado que la inoculacidon simultdnea de distintos de hongos ECM puede producir mayor
incremento en biomasa en las plantas inoculadas que la inoculacién individual (Parladé and
Alvarez 1993; Sudhakara-Reddy and Natarajan 1997). Sudhakara-Reddy and Natarajan
(1997) inocularon simultaneamente Laccaria laccata y Telephora terrestris en Pinus

patula. Dichos autores encontraron un efecto sinérgico en el peso seco de la parte area
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como resultado de la inoculacion simultdnea con dichas especies. Sin embargo, en nuestro
caso la inoculacion simultdnea con las tres especies ECM estudiadas no produjo un efecto
sinérgico, a pesar de que se mantuvo, en términos generales un efecto benéfico. Un
fenomeno similar ha sido encontrado por otros autores como Chu-Chou and Grace (1985).
Estos autores inocularon Laccaria laccata, Rhizopogon luteolus y R. rubescens
individualmente o de manera combinada en Pinus radiata. A pesar de que existio un efecto
en crecimiento en las plantas inoculadas con cualquiera de las especies ECM cuando fueron
aplicadas de manera individual en relacion a las plantas no inoculadas, no existio un efecto
sinérgico al efectuar una inoculacion con las tres especies ECM simultineamente. La
inoculacion con cualquiera de los hongos ECM estudiados produjo una mayor biomasa
total de las plantas de pino. Estos incrementos en crecimiento variaron de 109% a 397%
dependiendo de las especies vegetales y fungicas involucradas.

En nuestro caso se observé que, en términos generales, en los primeros dos meses la
inoculacion con los hongos ECM redujo el crecimiento de las plantas inoculadas en
comparacion a las plantas no inoculadas (datos no mostrados) y posteriormente se
observaron paulatinamente los efectos benéficos reportados al final del experimento, los
cuales fueron mas evidentes a partir del sexto mes. Previamente, Sudhakara-Reddy and
Natarajan (1997) al inocular Pinus patula con Laccaria laccata encontraron que los efectos
benéficos, en términos de peso seco de parte aérea y radical, solo fueron evidentes a partir
del octavo mes después de la inoculacién. Este fendmeno probablemente puede ser
explicado en términos del alto costo inicial que requiere el establecimiento de la simbiosis
ECM para la planta, en términos del C fijado. Se ha reportado que el costo de la simbiosis

ECM puede constituir de 7 a 30% del C fijado por las plantas (Finlay and Soderstrom 1992;
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Ek 1997; Bidartondo et al. 2001). En un inicio este puede ser considerado un alto costo para
las plantas, sin embargo, debido a que una vez establecidas las redes miceliales existe la
posibilidad de traslocacion substancial de N y P (Pérez-Moreno and Read 2000, 2001 a y
b), la simbiosis ECM en términos generales es considerada mutualista (Read and Pérez-
Moreno, 2003).

Al momento de la cosecha, no existieron conspicuas diferencias entre las plantas
crecidas en el sustrato esterilizado comparadas con aquellas crecidas en sustrato sin
esterilizar. Sin embargo, diez meses después de la inoculacion (datos no mostrados) un
juego de plantas paralelas dejadas en invernadero mostraron diferencias entre ambos tipos
de sustratos, observandose un mayor crecimiento en las plantas crecidas en sustrato
esterilizado. Sudhakara-Reddy and Natarajan (1997) comparando resultados de suelo
esterilizado y no esterilizado, encontraron que el nimero total de ectomicorrizas y peso de
las plantas de Pinus patula inoculadas con Laccaria laccata y Thelephora terrestris fue
superior en suelo esterilizado que en suelo no esterilizado, lo cual puede ser explicado por
la falta de competencia con microorganismos nativos del suelo. Guerin-Laguette et al.
(2003) reportaron que la altura y peso seco de Pinus sylvestris inoculadas con el hongo
ECM L. deliciosus, produjeron mayor peso seco y altura cuando crecieron en sustrato
esterilizado comparadas con aquellas plantas crecidas en sustrato no estéril.

Diversos autores han reportado que la inoculacion con hongos ECM origina
incremento en la concentracion o contenido total de nutrimentos de arboles y arbustos
templados y tropicales, principalmente N y P (Turjaman et al. 2006; Nara 2005; Tibbett and
Sanders 2002; Baxter and Dighton 2001). Ba et al. (1999) y Diédhiou et al. (2005)

reportaron que la inoculacion de plantas de Afzelia africana, Anthonotha macrophylla,
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Paramacrolobium coeruleum y Uapaca somon con Scleroderma, Pisolithus y un
aislamiento “thelephoroid” produjo incrementos en la concentraciéon foliar de K en relacion
a plantas no inoculadas. De manera similar, Bandou et al. (2006) encontraron
concentraciones de K mas elevadas en plantas de Coccoloba uvifera L. inoculadas con
Scleroderma bermudense en comparacion con las plantas testigo. En nuestro caso, se
observo que los altos niveles de colonizacion ECM de las especies inoculadas estuvieron
relacionadas, en términos generales, con incrementos en las concentraciones de N, P y K en
P. greggii pero no en P. pseudostrobus. Ba et al. (1999) encontraron que los altos niveles
de colonizaciéon ECM no estan correlacionados positivamente con un incremente en las
concentraciones de N, P y K en plantas de Afzelia africana.

Debido a nuestro método de preparacion de inoculante ECM, existe la posibilidad
de que las respuestas diferenciales que observamos en el desarrollo de las plantas
inoculadas de P. greggii y P. pseudostrobus podrian estar originadas no exclusivamente
como respuesta a la inoculacion con hongos ECM sino también como consecuencia a las
asociaciones que las especies fungicas pudieran establecer con otros microorganismos
como, por ejemplo, bacterias fijadoras de nitrégeno. Se han reportado bacterias fijadoras de
N asociadas con las ECM tuberculadas de Rhizopogon vinicolor y Suillus tomentosus (Li et
al. 1992; Paul et al. 2007). Adicionalmente, Paul et al. (2007) encontraron que las ECM
tuberculadas de Suillus tomentosus en las raices de Pinus contorta son un importante sitio
de actividad de la nitrogenasa y que dicha actividad esta afectada por la época y la edad del
rodal. El estudio de las interacciones entre hongos ECM y bacterias fijadoras de N y su

influencia en el crecimiento vegetal seria a futuro una interesante area de estudio.
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En nuestro caso, utilizamos especies que pertenecen a estadios iniciales tempranos:
Laccaria, Hebeloma y Suillus (Mason et al. 1983). Usually early or intermediate stage
ECM species (as opposed to late-stage species) require only small amounts of carbon from
their hosts and low concentrations of nitrogen and phosphorous (Gibson and Deacon 1990;
Bergemann and Miller 2002). Estas especies usualmente producen incrementos en biomasa
vegetal en invernadero o vivero probablemente por su preferencia de utilizacion de fuentes
minerales de N y P (Jonson et al. 2001; Rincon et al. 2001; Sudhakara-Reddy and
Natarajan 1997; Chu-Chou and Grace 1985).

Hebeloma mesophaeum es capaz de colonizar plantas de abedul creciendo sobre
paredes de ladrillos (Trocha et al. 2007). En general, H. mesophaeum ha sido considerada
como una especie ECM asociada con estadios tempranos de vegetacion. Debido a la alta
tolerancia a condiciones extremas, como esta, dicha especie podria ser ampliamente
utilizada para la inoculacion de plantas en vivero. En general, las especies del genero
Hebeloma son clasificadas como especies pioneras, con baja especificidad con planta
hospedera, corta fase vegetativa y altas tasas de dispersion, presentes en plantaciones
forestales jovenes con bajo contenido de humus y hébitats degradados (Iwanski et al. 2006).

En términos generales la inoculacion con los hongos ECM estudiados origind
colonizaciones relativamente altas en las especies de pino evaluadas. Por ejemplo,
Hebeloma colonizo, dependiendo del tipo de suelo, hasta 68 % y 75% de las raices cortas
de P. greggii y P. pseudostrobus, respectivamente. Las colonizaciones por Laccaria bicolor
fueron ligeramente superiores ya que dicha especie colonizo, en nuestro caso, hasta 77% y
78% de las raices cortas de P. greggii y P. pseudostrobus. Colonizaciones mas altas han

sido reportadas por otros autores, por ejemplo, Jonson et al. (2001) registraron
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colonizaciones de 55 a 78% y de 95 a 99% en Pinus sylvestris inoculados con Hebeloma
crustiliniforme y Laccaria bicolor, respectivamente. Rincén et al. (2001) reportaron
colonizaciones superiores a 80% al inocular plantas de Pinus pinea con H. crustiliniforme.
Otros autores han reportado colonizaciones menores a las observadas en nuestro caso, por
ejemplo, Sudhakara- Reddy and Natarajan (1997) encontraron colonizaciones de alrededor
de 60% al inocular Pinus patula con Laccaria lacata y Rincén et al. (2001) observaron
colonizaciones de 11 al 40% al inocular Pinus pinea con Laccaria lacata. Trocha et al.
(2007) reportan que H. mesophaeum coloniza del 18 al 22% de las raices de Betula pendula
creciendo en paredes de ladrillo.

La fructificacion de los hongos ECM en condiciones “in vitro” o de vivero es un
fenomeno que se ha observado so6lo para algunas especies fungicas. En lo que respecta a la
fructificacion del género Hebeloma, Debaud and Gay (1987) reportaron la fructificacion de
Hebeloma cylindrosporum en asociacion con plantas jovenes de Pinus pinaster en
condiciones “in vitro” y Ohta (1998) y Kanaeko and Sagara (2004)  reportaron la
produccion de fructificaciones de H. radicosum y Hebeloma sp. en cultivo puro. También
se han observado fructificaciones en condiciones “in vitro” o en invernadero de otros
hongos ECM: Laccaria bicolor (Godbout and Fortin 1992); Lyophyllum shimeji (Ohta
1994); Tuber melanosporum (Hall et al. 2003); Cantharellus cibarius (Danell 1999);
Rhizopogon rubescens, Tricholoma flavovirens, Lactarius akahatsu (Yamada et al. 2001) y
Boletus sp. (Ohta and Fujiwara 2003). Sudhakara-Reddy and Natarajan (1997) reportaron
la aparicion de cuerpos fructiferos de Thelephora terrrestris y Laccaria laccata 7'y 10
meses después de la inoculacion de plantas de Pinus patula crecidas en vivero en suelos

esterilizados o no. Guerin-Laguette et al. (2003) obtuvieron primordios de Lactarius
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deliciosus un ano después de la inoculacion de plantas de Pinus sylvestris crecidas en

bolsas y trasplantadas a contenedores.

Las especies del género Hebeloma son consideradas usualmente toxicas o no
comestibles a nivel mundial (Lincoff 1984). Tradicionalmente se ha considerado que
originan sintomas gastrointestinales tales como natseas y vomito, por ejemplo, H.
crustuliniforme es conocida como “Poison pie”. Se han aislado incluso las micotoxinas de
diversas especies del género como Hebeloma vinosophyllum y H. spoliatum (Fujimoto et
al. 1986; 1992). Sin embargo, en este estudio se utiliz6 una especie ECM, H. mesopheum
que es ampliamente utilizada como alimento humano en la parte central de México. Hasta
donde conocemos, este es uno de los pocos registros que se tienen de consumo masivo de
especies del género Hebeloma a nivel mundial. Adicionalmente es importante recalcar que
la mejor respuesta de crecimiento en las dos especies de pinos estudiados fue observada con
la inoculacién con esta especie, por lo que H. mesopheum podria tener un gran potencial de
aplicacion practica en vivero en México por su eficiencia para incrementar crecimiento
vegetal, cardcter de comestibilidad y facilidad de producir inéculo al poder ser adquirida
en grandes cantidades en mercados locales. En nuestro experimento se obtuvieron también
respuestas de crecimiento, principalmente en P. greggii como consecuencia de la
inoculacion con Laccaria bicolor y Suillus pseudobrevipes. Estas dos especies,
principalmente Laccaria bicolor son comercializadas en grandes cantidades en mercados
locales mexicanos y podria tener, como Hebeloma, un gran potencial para inocular pinos
mexicanos. En caso de utilizarse grandes cantidades de hongos comestibles en la

produccion de inéculos ECM en México, se originaria un ingreso econdomico adicional para
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los recolectores pertenecientes a grupos étnicos nativos, los cuales usualmente tienen muy
escasos ingresos econdmicos. A pesar de que la respuesta de crecimiento vegetal a la
inoculacion con hongos ECM es de cierta importancia debido a que se pueden reducir
costos de produccion de planta al disminuir los tiempos de estancia en vivero, seria también
altamente deseable evaluar la supervivencia de las plantas inoculadas asi como la
permanencia en campo de los hongos ECM evaluados. México constituye un centro de
diversidad de especies de arboles ECM, por ejemplo el pais posee el mayor nimero de
especies y endemismo de Pinus y Quercus en el mundo, con 72 y 161 taxa y especies
respectivamente (Perry 1991; Valencia 2004). Sin embargo, una gran cantidad de estos taxa
no han sido estudiados desde el punto de vista de sus asociaciones simbioticas ECM. En el
presente estudio se observd que la respuesta vegetal varié dependiendo de la especie de
pino evaluada, por lo que debido a la gran diversidad de pinos existentes en México, seria
también altamente deseable el desarrollo estudios con otras de pinos mexicanos de
importancia forestal. Hasta donde conocemos, ésta es la primera ocasion en la que se evalua
el efecto de la inoculacion de hongos ECM en las dos especies de pinos estudiadas P.

greggii y P. pseudostrobus.

3.7. Conclusiones

Las plantas de pino inoculadas con cualquiera de las tres especies de hongos ECM
evaluadas, solas o en combinacion, tuvieron mayor biomasa comparadas con plantas no
inoculadas. El contenido de N, P y K total fue siempre superior en las plantas inoculadas
con hongos ECM que en las no inoculadas. Los altos porcentajes de colonizacion por

morfotipo de especie de hongo inoculado obtenidos son un indicador de que las especies
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inoculadas se establecieron extensivamente en las raices de los pinos evaluados. La
utilizacion de pileos molidos de los hongos ECM estudiados constituye una fuente de
in6culo eficiente para incrementar el crecimiento de pinos. Dado que las 3 especies de
hongos estudiados son objeto de comercializacion masiva en mercados mexicanos
constituyen una importante fuente potencial de indculo ECM para ser utilizado en viveros

mexicanos.
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Capitulo 4

Conclusiones generales y consideraciones finales

Un importante criterio de seleccion considerado en este estudio, para la
produccion de inoculantes a partir de especies ECM fue la capacidad de las
especies fungicas para adaptarse y sobrevivir a las condiciones ambientales
adversas presentes en areas degradas, y que adicionalmente posean el caracter de
comestibilidad. Para lo cual es necesario conocer la diversidad de hongos, asi
como las especies asociadas a las raices de los pinos, que prosperan en las areas
donde sera llevada a cabo la reforestacion. De esta forma se tendra un mayor
¢éxito en el establecimiento y sobrevivencia de las plantaciones de recuperacion.
El reestablecimiento de las comunidades fungicas puede tener también un
impacto positivo en la economia local, puesto que la venta de hongos, representa
un importante ingreso para muchas de las familias que viven en el area de
influencia de los bosques.

En cuanto a las especies evaluadas bajo condiciones de invernadero, en este
estudio, seria altamente deseable realizar estudios que prueben su efectividad y

respuesta en campo.
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Anexo 1. Descripcion de los tratamientos del experimento de invernadero reportado en el
capitulo 3.

Tratamiento Especie forestal Suelo Hongo ectomicorrizico

1 P. greggii Z E(+) Laccaria

2 P. greggii Z E(+) Hebeloma

3 P. greggii ZE()  Suillus

4 P. greggii Z E(+)  Laccaria,Hebeloma, Suillus
5 P. greggii Z E(+) Ninguno

6 P. greggii Z E(-)  Laccaria

7 P. greggii Z E(-)  Hebeloma

8 P. greggii Z E(-)  Suillus

9 P. greggii Z E(-)  Laccaria,Hebeloma, Suillus
10 P. greggii Z E(-)  Ninguno

11 P. greggii SS E(+) Laccaria

12 P. greggii SS E(+) Hebeloma

13 P. greggii SS E(+) Suillus

14 P. greggii SS E(+) Laccaria,Hebeloma, Suillus
15 P. greggii SS E(+) Ninguno

16 P. greggii SSE(-) Laccaria

17 P. greggii SS E(-) Hebeloma

18 P. greggii SSE(-) Suillus

19 P. greggii SS E(-) Laccaria,Hebeloma, Suillus
20 P. greggii SS E(-) Ninguno

21 P.pseudostrobus Z E(+)  Laccaria

22 P.pseudostrobus 7 E(+)  Hebeloma

23 P.pseudostrobus 7 E(+)  Suillus

24 P.pseudostrobus 7 E(+)  Laccaria,Hebeloma, Suillus
25 P.pseudostrobus 7 E(+)  Ninguno

26 P.pseudostrobus Z E(-)  Laccaria

27 P.pseudostrobus Z E(-)  Hebeloma

28 P.pseudostrobus Z E(-)  Suillus

29 P.pseudostrobus Z E(-)  Laccaria,Hebeloma, Suillus
30 P.pseudostrobus Z E(-)  Ninguno

31 P.pseudostrobus SS E(+) Laccaria

32 P.pseudostrobus SS E(+) Hebeloma

33 P.pseudostrobus SS E(+) Suillus

34 P.pseudostrobus SS E(+) Laccaria,Hebeloma, Suillus
35 P.pseudostrobus SS E(+) Ninguno

36 P.pseudostrobus SS E(-) Laccaria

37 P.pseudostrobus SS E(-) Hebeloma

38 P.pseudostrobus SS E(-)  Suillus

39 P.pseudostrobus SS E(-) Laccaria,Hebeloma, Suillus
40 P.pseudostrobus SS E(-) Ninguno

Procedencia de los suelos: Z= Zoquiapan SS= San Sebastian; E(+)= esterilizado E(-)=no esterilizado
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Anexo 2. Cambios secuenciales en el didmetro de los tallos de Pinus greggii inoculadas o no con hongos ectomicorrizicos, en el
periodo de 90, 180 y 240 dias después de la siembra crecidas en diferentes suelos. T: testigo, H: Hebeloma spp., L: Laccaria spp., S:
Suillus pseudobrevipes, a: suelo San Sebastian sin esterilizar, b: suelo Zoquiapan sin esterilizar, ¢: suelo San Sebastian estéril, d: suelo
Zoquiapan estéril
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Anexo 3 . Cambios secuenciales en el diametro de los tallos de Pinus pseudostrobus inoculadas o no con hongos ectomicorrizicos, en
el periodo de 90, 180 y 240 dias después de la siembra crecidas en diferentes suelos. T: testigo, H: Hebeloma spp., L: Laccaria spp., S:
Suillus pseudobrevipes, a: suelo San Sebastian sin esterilizar, b: suelo Zoquiapan sin esterilizar, c: suelo
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