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RESUMEN GENERAL

La mayoria de las plantas terrestres forman estructuras micorrizicas especializadas con
hongos simbidticos. Estos mejoran el establecimiento y desarrollo de las plantas asociadas,
mediante la modificacién del sistema radical, al facilitar una mayor captacion de agua y
nutrientes del medio, especialmente cuando existe una baja disponibilidad de los recursos.
Un factor bi6tico adicional es el uso de bacterias auxiliadoras de la micorrizacion, cuyas
propiedades benéficas incrementan los beneficios originados por las micorrizas. Por ello, se
ha estudiado su uso potencial como herramienta biotecnoldgica en aplicaciones forestales,
particularmente para futuras practicas de manejo y recuperacion de poblaciones forestales.
Pinus maximartinezii Rzed. es una especie de importancia econémica y ecoldgica, endémica
de México y catalogada en peligro de extincién, debido a su distribucion restringida y baja
densidad poblacional. Por lo tanto, se considera de gran relevancia conocer las interacciones
simbidticas, tales como, la simbiosis ectomicorrizica y los microorganismos asociados. Con
el fin de desarrollar estrategias de conservarvacién y manejo de esta especie forestal. En el
presente trabajo se determiné la abundancia y riqueza de morfotipos de hongos EcM
asociados a P. maximartinezii en una de sus areas de distribucién natural. Se realizo la
caracterizacion morfoldgica de los morfotipos HECM registrados. Adicionalmente, se evalué
el efecto de la inoculacion de cuatro fuentes de indculo ectomicorrizico (Laccaria proxima,
Helvella lacunosa, suelo nativo y suelo nativo incendiado) y la coinoculacion de la rizobacteria
Azospirillum brasilense sobre el crecimiento, contenido nutrimental y porcentaje de
micorrizacion de los arboles. En total, se registraron un total de 18 morfotipos EcM asociados
a arboles adultos de P. maximartinezii durante dos temporadas de muestreo, de los cuales
tres (MZac2, MZac5 y MZac 8) representaron aproximadamente el 90% del nimero total de

puntas de &pices ectomicorrizados. De acuerdo al conjunto de caracteristicas



morfoanatomicas distintivas, se identifico de forma confiable al morfotipo MZac5 como
Cenococcum geophilum. Este morfotipo fue el mas abundante, dado que se registré en el
42.5% del total de raices ectomicorrizadas vivas (18.3 y 24.2% para época seca y de lluvia
respectivamente). Se observé un efecto sinérgico de los hongos (L. proxima o H. lacunosa) y
la bacteria A. brasilense, en términos de biomasa, didmetro y altura; aunque en algunas de
éstas el valor fue similar o superior cuando se implementaron los HEcM sin la bacteria. Las
plantas inoculadas con H. lacunosa y H. lacunosa + A. brasilense presentaron mejor calidad,
la cual se expres6 en un mayor crecimiento que las plantas sin inocular y las inoculadas
exclusivamente con la bacteria. De la misma manera, estas plantas coinoculadas presentaron
mayores contenidos de macronutrientes y micronutrientes, aunque la mayor movilizacién
nutrimental (P, K, Fe, Na y Zn) en la parte aérea se observo en las plantas inoculadas con L.
proxima. La colonizaciébn micorrizica vari6 de 68.69 a 92.73%, registrdndose el mayor
porcentaje en plantas inoculadas con suelo nativo + A. brasilense. Se registraron un total de
ocho morfotipos EcM asociados a plantas jévenes de pino azul en las que se inocul6 suelo
nativo. Por consiguiente, se concluye que la inoculacién individual de hongos EcM y dual de
bacterias como A. brasilense pueden mejorar la calidad fisioldgica y nutrimental de plantas
de P. maximartinezii, sin embargo, el conocimiento e implementacion de los HEcM y bacterias
nativas representan un enorme potencial biotecnol6gico en la produccion de plantas de dicha
especie forestal en peligro de extincion.

Palabras clave: ectomicorrizas; especie endémica; pinos en peligro de extincion;
inoculacion.



DIVERSITY OF ECTOMYCORRHIZAL FUNGI AND ITS RELATIONSHIP WITH
RHIZOBACTERIA ON Pinus maximartinezii Rzedowski PLANT GROWTH
Alejandra Almaraz Llamas, MSc.

Colegio de Postgraduados, 2019

GENERAL ABSTRACT
Most terrestrial plants form specialized mycorrhizal structures with symbiotic fungi. These

improve the establishment and development of the associated plants, through the modification
of the root system, by facilitating greater uptake of water and nutrients from the environment,
especially when resources are scarce. An additional biotic factor is the use of mycorrhizal
helper bacteria, whose beneficial functions increase the benefits of mycorrhizae. For this
reason, its potential use as a biotechnological tool in agricultural and forestry applications has
been actively studied, particularly for future management practices and recovery of forest
populations. Pinus maximartinezii Rzed. is an endemic species of Mexico of economic and
ecological importance, considered in danger of extinction, due to its restricted distribution and
low population density. Therefore, it is considered of great importance to increase the
knowledge of important interactions such as ectomycorrhizal symbiosis and associated
microorganisms for the development of management strategies in order to conserve and
increase their population. In the present work, the abundance and richness of EcM
morphotypes associated with P. maximartinezii were determined in their natural distribution
areas. The morphological characterization of the ECM morphotypes collected was carried out.
Additionally, the effect of the inoculation of four sources of ectomycorrhizal inoculum (Laccaria
proxima, Helvella lacunosa, native soil and burned native soil) and the co-inoculation of the
rhizobacteria Azospirillum brasilense on the growth, nutritional content and percentage of

mycorrhization of the trees was evaluated. In total, 18 EcM morphotypes associated with adult



P. maximartinezii trees were recorded during two sampling seasons of which three (MZac2,
MZac5 and MZac8) represented approximately 90% of the total number of tips of
ectomycorrhizal apices. According to the set of distinctive morphoanatomical features, the
MZac5 morphotype was reliably identified as Cenococcum geophilum. This morphotype was
the most abundant, given that it was recorded in 42.5% of the total live ectomycorrhizal roots
(18.3 and 24.2% for dry and rainy seasons respectively). A synergistic effect of the fungus (L.
proxima and H. lacunosa) and the bacterium (A. brasilense) was observed in terms of
biomass, diameter and height, although in some of these the value was similar or higher when
the HEcM were implemented without the bacteria. The plants inoculated with H. lacunosa and
H. lacunosa + A. brasilense showed better physiological quality than the plants non inoculated
or those inoculated exclusively with the bacteria. In the same way, these co-inoculated plants
presented higher contents of macronutrients and micronutrients, although the greater
nutrimental mobilization to aerial part (P, K, Fe, Na and Zn) was observed in the plants
inoculated with L. proxima. The mycorrhizal colonization varied from 68.69 to 92.73%,
registering the highest percentage in plants inoculated with native soil + A. brasilense. A total
of eight EcM morphotypes associated with young blue pine plants in which native soil was
inoculated were recorded. Therefore, it is concluded that the individual inoculation of EcM and
dual fungi of bacteria such as A. brasilense can improve the physiological and nutritional
quality of plants of P. maximartinezii, since their implementation and knowledge of native
HEMCs represent an enormous biotechnological potential in the production of plants of said

forest species in danger of extinction.

Keywords: ectomycorrhizae; endemic species; endangered pines; inoculation.
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INTRODUCCION GENERAL

Los bosques de coniferas en México ocupan cerca del 16% de la superficie total del
territorio, lo que equivale aproximadamente a 34 millones de ha (Rzedowski, 2006;
SEMARNAT, 2013). El pais cuenta con cuatro de las seis familias de coniferas
reconocidas a nivel mundial (Cupressaceae, Pinaceae, Podocarpaceae Yy
Taxaceae), distribuidas en 10 de los 71 géneros, que a su vez representan 14% de
la diversidad mundial con un total de 95 especies de coniferas distribuidas dentro
del territorio mexicano (Gernandt y Pérez de la Rosa, 2014). De éstas, méas de la
mitad corresponden a la familia Pinaceae, representada en su mayoria por especies
de coniferas pertenecientes al género Pinus, lo que convierte al pais en el principal
centro de diversificacion y riqueza de pinos con aproximadamente 46 de las 113
especies reportadas en el mundo (Farjon y Styles, 1997; Gernandr y Pérez de la
Rosa, 2014; Barrera-Zubiaga et al., 2018; Romero-Sanchez et al., 2018). De manera
que el endemismo del género Pinus para México es alto, pues alberga 29 especies
Unicamente encontradas en el territorio nacional (Farjon y Filer, 2013), de los cuales
se estima 10 taxones pertenecen a la subseccion Cembroides, en donde se agrupan
los pinos pifioneros, especies caracterizadas por formar comunidades o bosques
aislados de poca extension (Barrera-Zubiaga et al., 2018), Como el conformado al
sur del estado de Zacatecas por la especie de pino pifionero Pinus maximartinezii

Rzedowski.

Pinus maximartinezii, fue descrito por primera ocasion por J. Rzedowski en 1964, al
sur del estado de Zacatecas, dentro del Cerro de Pifiones de la Sierra de Morones
colindante al municipio de Juchipila. Durante mas de cuatro décadas fue
considerado exclusivo a dicha localidad (Ledig et al., 1999). Sin embargo, en 2010
se corrobord la presencia de una segunda poblacién en el sur del estado de
Durango, cerca del poblado La Muralla, municipio de EI Mezquital,
aproximadamente a 190 km al noroeste de la localidad tipo (Gonzalez-Elizondo et
al., 2011). Actualmente, P. maximartinezii se considera como una especie con

restriccion geogréfica.



El pino azul, pifion real o maxipifion, como de manera comudn se le conoce, es una
especie endémica de México cuya relacion taxonomica con el resto de los pinos
pifioneros es incierta (Ledig et al., 2001). Se considera el mas extrafio de los 9 a 12
pifioneros que se estima existen en el pais (Gernandt y Pérez de la Rosa, 2014),
debido a que la mayoria de estos producen pequefios conos con fragiles escamas,
a diferencia del cono del maxipifion de mayor tamafo y amaderado (Ledig et al.,
1999), con una magnitud superior a los 30 cm y un peso mayor a los dos kilos
(L6pez-Mata y Galvan-Escobedo, 2011), mientras que sus semillas tienen un
tamafo superior a los 25 mm de largo y 12.8 mm de ancho, las cuales poseen
excelentes propiedades alimenticias, ya que cuentan con un contenido de 18
aminoacidos, incluyendo todos los esenciales y seis acidos grasos (84% de ellos
insaturados) (L6pez-Mata, 2001-2013), caracteristicas que han llevado a
comercializarlas en mercados locales, nacionales e internacionales. Ademas de ser
una especie adaptada a condiciones de escasa humedad, suelos someros, rocosos
y muy secos (Lépez-Mata y Galvan-Escobedo, 2011).

De acuerdo a estimaciones de Donahue y Mar-Lépez (1995), la poblaciéon de pino
azul para el sur de Zacatecas se extiende en un total de 400 ha, con una poblacion
de entre 2000-2500 arboles maduros dispersos a lo largo de suelos calcareos. No
obstante, existe discrepancia en cuanto al nimero de individuos, pues se
encuentran estimaciones de una poblacion total de 60,548 individuos maduros
distribuidos en 415 ha de una superficie total de 3,500 ha (Lara-Rodriguez, 1997),
lo que probablemente es reflejo de diferentes estrategias de muestreo. Datos mas
recientes reportan que P. maximartinezii se distribuye en una superficie disgregada
de 375 km?, con una superficie real de solo 35 km? y una poblacién probablemente
de 10,000 individuos maduros (Farjon, 2013).

Debido a su distribucion natural restringida, habitat fragmentado y una regeneracion
escasa o practicamente inexistente (producto de la cosecha de pifion para fines de
consumo y venta) (Perry, 1991). En 2010 fue reclasificado por la SEMARNAT dentro
de la NOM-059 como una especie en peligro de extincion, sujeta a proteccién
especial, misma condicion sefialada por la lista roja de especies amenazadas

(IUCN, 2018), en donde se reporta a los incendios en tiempos recientes como el
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principal factor de destruccion de parte de la poblacién (tres generaciones,

estimadas en alrededor de 150 afios).

Aunque existen registros de que P. maximartinezii ha sido utilizado en programas
de conservacién ex situ, empleada por ejemplo por parte del programa internacional
CAMCORE (Cooperativa de Recursos de Coniferas de Centroamérica y México) en
paises como Brasil, Sudéafrica y Zimbabwe (Donahue y Mar-Lopez, 1995; Romero
et al., 2001; Jiménez-Hernandez, 2015), el planteamiento de estrategias y medidas
de conservacién in situ para el establecimiento y supervivencia de esta especie
endémica es una gran problematica, puesto que principalmente se distribuye en
predios particulares y de dificil acceso. Por otra parte, ha sido una especie forestal
frecuentemente amenazada por factores de perturbacion como la sequia y el fuego,
dando como resultado una rapida reduccién de sus poblaciones que prosperan en
el area natural y en bajas tasas de supervivencia cuando es reintroducida
(CONAFOR, 2011).

Lo anterior, asociado a los programas de reforestacion que se han implementado,
en los que la recuperacion del area forestal y proteccion de las especies forestales
ha sido minima, con tasas de mortandad de 60 a 90% de plantas reintroducidas
como parte de los programas de reforestacion nacional (Goémez-Romero et al.,
2012). Este fendmeno puede ser explicado por al gran desconocimiento de la
ecologia e interaccion con el medio, tales como condiciones ambientales del sitio,
morfologia y fisiologia (Sigala-Rodriguez et al., 2015), aunado a que la regeneracién
de los recursos forestales es gradual, principalmente debido a la lenta tasa de
crecimiento de algunas especies forestales (Heredia-Acufia et al., 2018) tal es el
caso del pino azul. Asimismo, ha existido escaso esfuerzo de investigacion e interés
en el estudio de las poblaciones nativas como la de P. maximartinezii, a pesar de
su enorme relevancia en términos de conservacion de recursos genéticos forestales

y potencial aplicacion comercial, por la comestibilidad de sus semillas.

Existe, por ende, la urgente necesidad de desarrollar proyectos de investigacion
relacionados con el estado de las poblaciones de especies de pinos mexicanos en

peligro de extincion (Romero-Sanchez et al., 2018), como es el caso del pino azul.



De acuerdo a lo planteando por Lopez-Mata y Galvan-Escobedo (2011), dentro de
las principales estrategias de conservacion, se debe incluir la proteccion de arboles
juveniles y adultos longevos, asi como el cuidado del correcto establecimiento y
optimo desarrollo tanto de las plantulas como de los arboles juveniles, asegurando

con ello el aumento en la tasa de supervivencia.

Por consiguiente, es esencial proponer alternativas que contribuyan a incrementar
la supervivencia, optimo establecimiento de arboles juveniles y adultos de P.
maximartinezii bajo condiciones naturales. En este sentido, el uso de hongos EcM
representan una opcién tecnoldgica y ecoldgica sustentable para incrementar las
tasas actuales de regeneracion natural o reforestacion, debido a que estos
simbiontes fungicos cumplen un rol fundamental dentro de la mayoria de los
ecosistemas de bosque; de hecho, tal como lo describen Trocha et al. (2012), la
ausencia de hongos ectomicorrizicos ha obstaculizado el éxito de muchas especies

de coniferas transplantadas o reintroducidas.

Entre los principales mecanismos de accion cabe destacar, el incremento de la
superficie de absorcién radical, por ende, el volumen de suelo explorado que
favorece la nutricion hidrica-mineral; biodisponibilidad de nutrientes minerales y
organicos limitados como nitrogeno (N) y fésforo (P), protecciéon contra agentes
patégenos del suelo y probablemente en el aumento de tolerancia condiciones
ambientales adversas (pH extremo, temperatura, metales pesados y pesticidas)
(Smith y Read, 1997; Smith y Read, 2010). Asimismo, existe un gran potencial, en
la coinoculacién de HEcM y bacterias rizoféricas (Barragan-Soriano et al., 2017),
cuyas propiedades benéficas podrian tener un efecto en la fisiologia, nutricién y
crecimiento de las plantas forestales hospederas, resultado de dicha asociaciéon
tripartita (Frey-Klett et al., 2007). No obstante, el conocimiento de los simbiontes
mutualistas fungicos y bacterianos asociados en la regeneracion natural de diversas
especies forestales como es el caso del pino azul, es un caso incipiente, puesto que
se desconoce, tanto la composicion de la comunidad ectomicorrizica, diversidad y
dindmica ecoldgica, asi como su posible interaccion con bacterias auxiliadoras de

la micorrizacion. Con base en lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivos:



i). Determinar la abundancia, riqueza y diversidad de la comunidad de morfotipos
ectomicorrizicos en asociacion con arboles adultos de la especie P. maximartinezii
durante el periodo de sequia y lluvia, este ultimo posterior a un incendio forestal
dentro del area de distribucion del pino azul, asi como realizar la caracterizacion
morfologica de los morfotipos EcCM registrados; ii). Realizar la primera
caracterizacion morfo-anatdmica del morfotipo formado por la especie Cenococcum
geophilum en asociacion con Pinus maximartinezii; y iii). Evaluar el efecto de la
inoculacion de cuatro fuentes de inoculo ectomicorrizico y la coinoculacién con
bacterias auxiliadoras de la micorrizacion (Azospirillum brasilense), sobre el
crecimiento, contenido nutrimental y porcentaje de micorrizacién en plantas de

Pinus maximartinezii.
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CAPITULO I. ESTACIONALIDAD, DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA DE LA
COMUNIDAD ECTOMICORRIZICA ASOCIADA CON Pinus maximartinezii
Rzed.

1.1. RESUMEN

Las asociaciones mutualistas ectomicorrizicas entre diversas especies de hongos y
plantas superiores son un componente esencial de la mayoria de las comunidades
forestales. Diversas investigaciones han demostrado que factores climaticos con
una marcada estacionalidad tienden a originar un impacto sobre la presencia,
estructura y abundancia de hongos ectomicorrizicos, y no esta claro si existe un
beneficio igual en el rendimiento de las plantas tanto en condiciones de humedad
como de sequia (agente comun en entornos dominados por plantas que dependen
de forma obligada de dicha asociacién). En especies forestales endémicas de
México, los estudios sobre aspectos que efectlien una comparacion entre época de
sequia y lluvia sobre las comunidades ectomicorrizicas son escasos. El presente
trabajo reporta la influencia estacional sobre la diversidad y presencia de morfotipos
EcM asociados con la especie arbérea endémica y en peligro de extincion Pinus
maximartinezii Rzed. Se evalué la abundancia, riqueza y diversidad mediante
indices de Margalef, Shannon-Wiener y Simpson durante el periodo de sequia y
lluvia; este dltimo posterior a un incendio forestal dentro del area de distribucién
natural. Se registraron 18 morfotipos EcM en ambas temporadas de muestreo, de
los cuales 6 morfotipos (MZac2, MZac5, MZac7, MZac8, MZacl0 y MZacl14) se
encontraron en ambos periodos, mientras que algunos fueron especificos para una
sola temporada. En ambos muestreos, tres morfotipos ECM (MZac2, MZac5 y MZac
8) dominaron y representaron aproximadamente el 90% del nimero total de puntas
de apices ectomicorrizados; mientras que 14 tipos EcM contribuyeron a la restante
diversidad registrada. Cabe destacar que existe un potencial importante, en
caracterizar e identificar la diversidad de las comunidades de hongos EcM, incluso
conocer la dindmica ecoldgica de las ectomicorrizas nativas asociadas a especies
de interés forestales, debido a que estos afectan el desarrollo del hospedero y el

establecimiento de las plantas.
Palabras clave: ectomicorriza; morfotipos; diversidad; México; pino azul.
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1.2. ABSTRACT

Ectomycorrhizal mutualist associations between fungal species and higher plants
are an essential component of most forest communities. A number of studies have
shown that climatic factors with a marked seasonality tend to impact the presence,
structure and abundance of ectomycorrhizal fungi, and it is not clear if there is an
equal benefit in the performance of plants in both wet and dry conditions. Drought is
a common agent in environments dominated by plants that depend on this
association. In Mexico, studies related to comparisons between dry and rainy
seasons on ectomycorrhizal communities are scarce. The present work reports the
seasonal influence on the diversity and presence of ECM morphotypes associated
to the endemic and endangered species Pinus maximartinezii Rzed. The
abundance, richness and diversity were evaluated by using the Margalef, Shannon-
Wiener and Simpson indexes during the period of drought and rain, the latter after a
forest fire within the natural distribution area of the pine species. We recorded 18
EcM morphotypes in both sampling seasons, of which 6 morphotypes (MZac2,
MZac5, MZac7, MZac8, MZacl1l0 and MZacl14) were found in both periods, while
some were specific for a single season. In both seasons, three ECM morphotypes
(MZac2, MZac5 and MZac 8) dominated and accounted for approximately 90% of
the total number of tips of ectomycorrhizal apices; while 14 EcM types contributed
to the remaining recorded diversity. It should be noted that there is an important
potential in characterizing and identifying the diversity of EcM mushroom
communities, including the knowledge related to the ecological dynamics of native
ectomycorrhizas associated with species of forest interest, because these affect the
development of the host and the establishment of the plants.

Keywords: ectomycorrhizae; morphotypes; diversity; Mexico; blue pine.
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1.3. INTRODUCCION

La regeneracién natural es un proceso fundamental en la dindmica y mantenimiento
de la diversidad de los bosques. Este es un proceso condicionado por
caracteristicas y condiciones edaficas del medio, como la simbiosis ectomicorrizica,
asociacion mutualista que se establece entre las raices de especies forestales y el
micelio de especies fungicas. Esta relacion simbiotica representa una importante
opcién ecolégica para favorece la rehabilitacion de mdultiples comunidades
vegetales mediante una serie de ventajas que le aporta a las plantas con las que se
establece dicha asociaciéon (Smith y Read, 2008), especialmente cuando las
condiciones ambientales pueden reducir significativamente la supervivencia de las

plantulas (Reverchon et al., 2012).

Estudios previos han asumido que la diversidad local de EcM esta determinada por
una serie de implicaciones bioticas, abidticas y climaticas, tales como: contenido de
nutrientes; competencia; interaccién con otros organismos; tipo de suelo; humedad;
pH; microbioma y microfauna presente; asi como el vigor y genotipo del hospedero
(Korkama et al., 2006; Lee y Eom, 2013; Goicochea et al., 2009). Adicionalmente,
se ha considerado el efecto de las condiciones ambientales, la variabilidad
estacional a lo largo del afio, asi como factores antrépicos, como la perturbacion

ambiental causada por la actividad humana (Buee et al., 2005).

La sequia es una anomalia climatologica transitoria que suele ser un punto
referencial de multiples zonas de transicion que albergan especies dominantes de
interés ecoldgico, como las pertenecientes el género Pinus, mas especificamente,
aquellas especies denominadas como pinos pifioneros. Esta condicion se ha
acentuado en los ultimos afios como consecuencia del cambio en los patrones de
precipitacion e incremento de temperaturas extremas alrededor del mundo. Al
respecto, Campos-Aranda (2016), reporta para el afio 2011, sequias extremas en
las tres zonas geograficas de Zacatecas. Otro agente de perturbacion de mayor
impacto tanto para las especies vegetales como para los conjuntos microbianos, es
el fuego, favorecido por la sequia (Martin-Pinto et al., 2006; Cairney y Bastias, 2007)

el cual puede afectar principalmente a la biomasa fungica ectomicorrizica (Egidi et

12



al., 2016; Smith et al., 2017) y sin duda con ello, la resiliencia o regeneracion de los

ecosistemas (Glassman et al., 2015).

Estos cambios y condiciones adversas han traido consigo una influencia notable
sobre los organismos del suelo, provocado cambios en la abundancia, diversidad
fungica y por lo tanto en su conservacion. Sin embargo, la dinamica ecologica de
las comunidades de hongos formadores de ectomicorriza, asi como su diversidad,
comportamiento e implicaciones en la regeneracion natural son procesos que en
general no estan claramente elucidados (Lee y Eom, 2013; Santamaria-Pérez et al.,
2013). Principalmente existe escases de conocimiento de la influencia de los
patrones de distribucién temporal y estructural, determinados por las condiciones
climaticas y edaficas, la edad del hospedero y del bosque (Aucina et al., 2011). No
obstante, se considera que los hongos ectomicorrizicos (HEcM) contribuyen a la
reforestacion y recuperacion de los bosques. Por lo tanto, es necesario comprender
los procesos clave que permiten que los arboles y los hongos EcM superen las
condiciones adversas, resultado del constante cambio climatico (Courty et al., 2010;
Rainer et al., 2015).

Asi, en el contexto del cambio climéatico global, adquiere gran relevancia el
comprender esta dinamica ecoldgica y los factores que pueden influir y mantener la
estructura y diversidad de morfotipos ectomicorrizicos asociados a especies de
interés ecoldgico, ornamental y alimenticio, durante periodos secos y de humedad,
en particular después de un incendio forestal que agravan junto con las condiciones
de sequia la erosion del suelo. Esto es especialmente importante para comprender
aspectos de regeneracién natural y reintroduccién de especies forestales para las

gue se tenga como objetivo conservar y aumentar su poblacion.

Con base en los antecedentes sefialados, se realizd6 el presente trabajo de
investigacion el cual tuvo como objetivo general: Evaluar la abundancia, riqueza y
diversidad de la comunidad de morfotipos ectomicorrizicos en asociacién con P.
maximartinezii durante los periodos de sequia y lluvia, este ultimo posterior a un

incendio forestal dentro del area de distribucion del pino azul.
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1.4. MATERIALES Y METODOS

1.4.1. Area de estudio y recolecta de material biologico

La zona de estudio se localiz6 a 21° 20"- 21 22° latitud Ny 103° 12°-103° 15" longitud
O en el cerro de Piflones perteneciente a la Sierra de Morones, al oeste del ejido
Pueblo Viejo, colindante al municipio de Juchipila, estado de Zacatecas; con una
elevacion entre 1,650 y 2,500 m (Lopez-Mata, 2013). El muestreo de raices
perteneciente a la época de sequia se realizdé en el mes de marzo del 2017 vy el
correspondiente a la época de lluvia se llevo acabo en septiembre del mismo afio
(Figura 1). Para ambas temporadas se seleccionaron 5 arboles adultos de P.
maximartinezii con una altura de entre 8-12 m, cuyo didmetro fluctdo entre 40-50
cm a la altura del pecho (DAP). De cada arbol se obtuvieron un total de cuatro
muestras. EI método empleado fue completamente al azar, con una distancia
aproximada entre cada arbol de 30 a 50 m y a 1.5 m de distancia del tronco; las
raices se extrajeron mediante el uso de tubos de PVC a una profundidad de 20-30

cm, los cuales se conservaron hasta su andlisis en laboratorio.

)

Figura 1. Distribucion de los sitios de muestreo a) Pinus maximartinezii;
b) Estrébilo del pino azul (reportado como uno de los conos de
mayor tamafio (30 cm); c) Sitios de muestreo en Sierra
Morones cercanos a la localidad de Juchipila, con una
superficie total 1,495 m?2.
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1.4.2. Caracterizacion y analisis de la comunidad de hongos

ectomicorrizicos

Todas las raices colectadas fueron tamizadas y revisadas en laboratorio con la
ayuda de un microscopio estereoscopico marca LEICA (mismo con el que se
tomaron las fotografias). Los apices ectomicorrizicos se seleccionaron y agruparon
de acuerdo a sus caracteristicas macro-morfoldgicas, donde se consideraron los
meétodos y descripciones proporcionados por Ingleby et al. (1990); Agerer (1991);
Goodman et al. (1998); DEEMY (2018) y por busqueda en linea de la base de datos
en linea Descriptions of Ectomycorrhizaece (DDE) (Goodman et al., 2000),
actualmente remplazado por el sitio web BC Ectomycorrhiza Research Network
(BCERN, 2018). Los criterios morfoldgicos de mayor relevancia entre otros son el
tipo de ramificacion del apice radical, forma, textura, presencia de hifas emanantes
y rizomorfos. Ademas, el color de los morfotipos ectomicorrizicos se determiné
mediante las cartas de color de Munsell (Munsell Color Laboratory, New Windsor,
New York, 2000) y el sistema de color NBS/ISCC. Posteriormente se efectuaron
cortes histolégicos transversales con la finalidad de diferenciar los morfotipos
similares y observar bajo microscopio los tejidos fungicos que forman a la
ectomicorriza (manto externo, manto interno y red de hartig). A cada morfotipo se le
asigno una clave de identificacion (Morfotipo | (MI); Morfotipo Il (Mll),...etc.); una
vez diferenciados, se realizé la cuantificacién del nimero de morfotipos, por medio
de conteo manual, para finalmente fotografiarlos y colocarlos en tubos de Eppendorf

para su conservacion en refrigeracion.

1.4.3. Andlisis de diversidad

A cada morfotipo asociado a P. maximartinezii se le determind la abundancia

proporcional (nimero de individuos sobre el nUmero total de especies).

Por otra parte, para conocer la riqueza especifica, se calculé el indice de Margalef
(ecuacion 1) para el total de morfotipos ectomicorrizicos (MEcM) y para conocer la
diversidad de estos en época de seca y lluvia, también se estimaron el indice de

dominancia de Simpson y el indice de equidad de Shannon-Weaver (ecuacion 2 y
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3, respectivamente) para las épocas de seca y de lluvia. El calculo de los indices se
realizé6 mediante el software EstimateSWin (v.9.1.); para ello, se elaboré una matriz
de datos en la que se calcul6 la cantidad de morfotipos presentes para cada sitio.

A continuacion, se presentan las ecuaciones utilizadas para determinar cada indice:

1) indice de diversidad de Margalef

Donde:

S = numero de especies.

N = numero total de individuos.
In = logaritmo neperiano.

El indice de Margalef mide el niumero de especies por nimero de individuos
especificados o la cantidad de especies por area en una muestra. Este indice
supone que hay una relacion funcional entre la cantidad de especies y el nimero

total de individuos (Magurran, 1988).

2) Indice de Shannon-Wiener

S
H= - Z piln p;
i=1

Donde:
S = nimero de especies

p;= abundancia proporcional de la especie i (el numero de individuos de la especie

i dividido entre el nimero total de individuos de la muestra).
In = logaritmo neperiano

El indice de Shannon-Wiener expresa la uniformidad de los valores de importancia
a través de todas las especies de la muestra. Mide el grado promedio de
incertidumbre en predecir a que especie pertenecera un individuo escogido al azar
(Magurran, 1988; Moreno, 2001).

16



3) indice de Simpson

A= Z pi?
Donde:

p; = abundancia proporcional de la especie i (el nimero de individuos de la especie

i dividido entre el nimero total de individuos de la muestra).

El indice de dominancia de Simpson considera la probabilidad que dos individuos
de la poblacion seleccionados al azar sean de la misma especie. Indica la relacion
existente entre rigueza o numero de especies y la abundancia o numero de

individuos por especie (Moreno, 2001).
1.5. RESULTADOS Y DISCUSION

En la actualidad la dindmica ecoldgica de los hongos formadores de ectomicorriza,
asi como de su diversidad, mantenimiento e implicaciones en procesos de gran
importancia como la regeneracion natural de los ecosistemas forestales, su rol
funcional bajo condiciones climéaticas cambiantes (periodos secos y de humedad) y
agentes de perturbacion frecuentes como son los incendios forestales no han sido
totalmente comprendidos (Lee y Eom, 2013). Por lo tanto, es de esencial
importancia, conocer Yy clasificar esta gran diversidad de estructuras
ectomicorrizicas con base en sus caracteristicas morfologicas y anatémicas
(Agerer, 2001).

El conocimiento de la comunidad de morfotipos ectomicorrizicos en asociacion con
especies de interés ecoldgico, ornamental, de aprovechamiento alimenticio y sobre
todo catalogadas en estandares de peligro de extincidn, contribuye sin lugar a dudas
a la comprension de procesos de recambio de especies de hongos ectomicorrizicos
en el sistema radical del hospedero (Galindo-Flores et al., 2015) y en inferir el
posible papel ecolégico por parte de estos simbiontes EcM frente a cambios
climaticos y situaciones adversas a las que se enfrentan las especies vegetales con
las cuales establecen asociacion, condiciones desfavorables que probablemente
repercuten tanto en el establecimiento como en la supervivencia y regeneracion de

las comunidades forestales.
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1.5.1. Caracterizacién y andlisis de la comunidad de hongos

ectomicorrizicos

Se analizaron un total de 12,286 puntas de raices micorrizadas de Pinus
maximartinezii, obtenidas de un conjunto de 20 muestras de suelo y raices
recolectadas en cinco sitios (cuatro muestras por sitio) del area donde se distribuye
de forma natural P. maximartinezii. De estas puntas ectomicorrizadas 6,266 y 3,574
se clasificaron como senescentes para época seca y de lluvia respectivamente

debido a su carencia de turgencia (Figura 2).

= Sequia
Lluvia

Figura 2. Apices ectomicorrizados sensescentes encontrados en Pinus
maximartinezii en dos épocas de muestreo

En los 2,446 extremos radicales restantes, se registraron un total de 18 morfotipos
EcM (MEcM), a los cuales se les asigné una clave de identificacion [Morfotipo 1
(MZac 1), Morfotipo 2, (MZac2), y asi progresivamente hasta (MZacl18)]. En el
Cuadro 1 se observa que la mayor abundancia de &pices ectomicorrizados se
registro en la época seca (1,588) con respecto a la época de lluvia (858). Asimismo,
la mayor riqueza de morfotipos se encontré durante el periodo seco con un total de

14 morfotipos. Cabe sefialar que los morfotipos MZac2, MZac5, MZac7, MZac8,
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MZacl10 y MZacl4 estuvieron presentes en ambos periodos de muestreo y solo los
morfotipos EcCM MZacl15, MZacl6, MZacl7 y MZacl8 fueron exclusivos de la
temporada de lluvias.

Cuadro 1. Numero y abundancia de &pices EcM en asociacion con P.
maximartinezii, registrados durante dos épocas del afio. ni= nUmero de
apices ectomicorrizicos por morfotipo i; pi= abundancia proporcional de

morfotipo i (pi= ni/N) por estacion.

Epoca seca Epoca lluvia

Morfotipo : : : :

ni pi ni pi
MZacl 402 0.253 0 0
MZac2 142 0.089 152 0.177
MZac3 21 0.013 0 0
MZac4 209 0.132 0 0
MZac5 290 0.183 208 0.242
MZac6 72 0.045 0 0
MZac7 185 0.116 129 0.149
MZac8 132 0.083 115 0.134
MZac9 11 0.007 0 0
MZacl0 35 0.022 44 0.051
MZacll 33 0.021 0 0
MZacl2 14 0.009 0 0
MZacl3 17 0.011 0 0
MZacl4 25 0.016 37 0.043
MZacl5 0 0 111 0.129
MZacl6 0 0 23 0.027
MZacl7 0 0 33 0.038
MZacl8 0 0 7 0.008

Numero total de individuos (N) 1588 858
Numero total de especies (S) 14 10
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1.5.2. Caracteres macroscoépicos de morfotipos ectomicorrizicos

De los 18 morfotipos fungicos ectomicorrizcos asociados con P. maximartinezii, solo
el morfotipo MZac5 fue identificado en forma confiable como Cenococcum
geophilum, con base en sus caracteristicas morfoanatomicas distintivas semejantes
a las reportadas por distintos autores (Ingleby et al., 1990; Ponge, 1990; LoBuglio,
1999; Spatafora et al., 2012).

A continuacion, se describen las principales caracteristicas macroscépicas del resto
de morfotipos ectomicorrizicos asociados a Pinus maximartinezii en época de
sequia (22 de mayo, 2017) (Cuadro 2) y época de lluvias (22 de septiembre, 2017)

(Cuadro 3) y en ambas épocas de muestreo (Cuadro 4).

Cuadro 2. Caracteristicas macroscopicas principales de los morfotipos

ectomicorrizicos asociados a la especie forestal P. maximartinezii en

época de sequia.

Morfotipo Descripciéon macroscopica

Ramificacion dicotomica a simple; las
terminaciones no ramificadas son
rectas de color amarillo verdoso
brillante!; las puntas son cilindricas
textura de suave a granulosa y
coloracion beige palido durazno;
presencia de escasas hifas

emanantes; color del manto naranja

MZacl

profundo?.
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Cuadro 2. Continuacion...

MZac3

MZac4

MZac6

Ramificacion  dicotomica; textura
granulosa; apices de puntas un poco
mas claros (7.5YR 5/8) que el resto del
morfotipo; en las partes viejas
(oscuras) presenta micelio
extramatrical; color del manto café
fuerte (7.5YR 5/6).

Ramificacion dicotémica; textura lisa;
apices rectos; ausencia de estructuras
como micelio o rizomorfos; color del

manto café rojizo oscuro (5YR 3/2).

Ramificacion simple y dicotomica;
presencia de rizomorfos color amarillo
anaranjado fuerte!; terminaciones
rectas; presencia de  micelio
extramatrical en las partes viejas;
color del manto café oscuro (7.5YR
3/4).
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Cuadro 2. Continuacion...

MZacll

MZacl12

MZacl13

Ramificacion coraloide; 4pices de
puntas amarillo naranja moderado?;
presencia de cordones miceliares
(rizomorfos) café claro; cortas hifas
emanantes blanquecinas distribuidas
irregularmente por parches; color de

manto café amarillento profundo?.

Ramificacion simple a dicotomica;
superficie lisa; apices de puntas rectas
a ligeramente curveadas, claras
(amarillo anaranjado intenso?) 'y
largas; ausencia de rizomorfos y
micelio extramatrical; color de manto
rojo amarillento (5YR 4/6).

Ramificacion simple-dicotémica;
textura algodonosa y superficie
ligeramente granulosa; presencia de
micelio  extramatrical blanquecino
distribuido irregularmente por partes;
ausencia de rizomorfos; color de
manto negro (7.5YR 2/0).
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Cuadro 3.

Caracteristicas macroscOpicas principales de los morfotipos

ectomicorrizicos asociados a la especie forestal P. maximartinezii en

época de lluvia.

i

MZacl6

Ramificacion dicotomica,;
superficie lisa; puntas de &pices
rectos; presencia de cordones
miceliares blanquecinos;
presencia de cistidios tipo a;
terminaciones rectas; color de

manto naranja rojizo grisaceo?.

Ramificacion dicotémica; textura
algodonosa y superficie
granulosa; abundante micelio
extramatrical a lo largo del
morfotipo; presencia de cordones
miceliares color cafe oscuro?;
color de manto palido amarillento

a beige.

Ramificacion dicotbmica o
coraloide; terminaciones no
ramificadas tiene forma recta y
doblada; puntas cilindricas
comprimidas  naranja-amarillo,
partes distales color café;
presencia de rizomorfos; textura
lisa con hifas emanantes cortas
de color blanco concentradas en
su mayoria en las puntas de las
raices: color de manto amarillo
(10YR 8/6).
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Cuadro 3. Continuacion...

MZac18

Ramificacion simple; punta de los
apices cortos rectos con
terminaciones cilindricas de
color cafe amarillento; partes
mas viejas de color café;
superficie granulosa; presencia
de escasas hifas emanantes
concoloras; ausencia de
rizomorfos; color de manto

naranja péalido a amarillo.

Cuadro 4. Caracteristicas macroscopicas principales de los morfotipos

ectomicorrizicos asociados a la especie forestal P. maximartinezii

registrados para ambas épocas de evaluacion (seca y de lluvia).

MZac2

Ramificacion coraloide; textura
lisa; presencia de escasas hifas
emanantes concentradas en los
apices del morfotipo; gruesos
rizomorfos de color café rojizo
oscuro (5YR 3/2); color del
manto café amarillento claro
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Cuadro 4. Continuacion...

MZac5

MZac7

MZac8

Ramificacion simple a
dicotémica; terminaciones
rectas o sinuosas; superficie
brillante a granulosa; presenta
de escasas a abundantes
negras hifas gruesas; presencia
de esclerocios; color del manto

negro carbonizado.

Ramificacion monopoidal e
irregular pinnada;
terminaciones tortuosas;
superficie granulosa; escasas
hifas emanantes traslucidas; no
hay presencia de rizomorfos;
color del manto amarillo
pardusco (10YR 6/6).

Ramificacion simple y
dicotébmica; textura algodonosa
y superficie lisa cubierta de
micelio extramatrical de color
blanco relativamente
abundante; presencia de cortos
cordones miceliares oscuros
(rizomorfos); color del manto

gris rojizo grisaceo?.
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Cuadro 4. Continuacion...

Ramificacion monopodial
pinada irregular; superficie lisa;
pocas hifas emanantes vy
rizomorfos  ausentes; color
aperlado a arena del manto en
las puntas jovenes con partes

grisaceas melocoton.

Ramificacion irregular pinada o
dicotdmica; la terminacién no es
ramificada, sinuosa o recta de
color olivo moderado?®; ausencia
de hifas emanantes: presencia
de cordones miceliares de color

marron olivo medio a cafe

olivo!; superficie lisa; color de

manto arena OSscuro.

MZacl4

El presente estudio contemplé el analisis de raices ectomicorrizadas, asi como la
descripcion e identificacion de MEcM asociados a P. maximartinezii, lo anterior
respecto a lo mencionado por Anderson et al. (2007) quienes sefialaron que las
comunidades de HEcM son mejor analizadas sobre la base de su identificacion
morfolégica y contabilizacién de raices laterales cortas colonizadas por taxa
fungicos ectomicorrizicos (=raices ectomicorrizadas) que cuando se analizan en
relacion al estudio de esporomas. Ademas, en algunos estudios se ha observado
gue los hongos que no forman estructuras de fructificacion evidente, constituyen la
mayor abundancia de ectomicorrizas en el medio (Dahlberg, 2001), a diferencia de
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las especies que forman esporomas que llegan a constituir simplemente del 20 al

30% de las micorrizas.

El nimero de puntas de raices ectomicorrizadas encontradas en P. maximartinezii
fueron 2,446 y un total de 18 morfotipos caracterizados, notandose que el nimero
de morfotipos fue considerablemente menor al reportado por Lee y Eom (2013),
quienes obtuvieron un total de 251 puntas ectomicorrizadas en siete sitios de
estudio, perturbados y no perturbados e identificaron 40 MEcM, con base a sus
caracteristicas morfo-anatomicas. No obstante, se argumenta que el menor nimero
de MEcM reportados en el presente trabajo pueden ser debido a la estructura
inherente de la mayoria de las comunidades de EcM con pocas especies comunes
y un gran nimero de especies raras, lo cual puede limitar la evaluacion precisa de

la riqueza de especies (Taylor, 2002).

Se realiz6 una comparaciéon de los morfotipos con los reportados en la literatura y
se encontrdé que la forma de las puntas del morfotipo MZacl-P. se asemejan al

morfotipo Thelephora terrestris — Pinus sylvestris (Aleksandrowicz-Trzcinska, 2018),

sin embargo, difiere un tanto el color.

Figura 3. Imagen de la izquierda MZacl en P. maximartinezii, imagen de la derecha,
Thelephora terrestris - Pinus sylvestris (Aleksandrowicz-Trzcinska, 2018).

Mientras, que el MZacl4 se asemeja al morfotipo formado por Pseudotomentella
tristis en P. pinaster, reportado por Pestafia-Nieto y Santolamazza (2009). Sin
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embargo, se requiere realizar una identificacion molecular, tanto para estos

morfotipos como para el resto.

Figura 4. Imagen de la izquierda MZacl4 en P. maximartinezii, imagen de la
derecha, Pseudotomentella tristis en Pinus pinaster, reportado por

Pestafia-Nieto y Santolamazza (2009).

A diferencia de los morfotipos antes mencionados, para el resto de los tipos EcM,
no fue posible realizar su identificacion con base en sus caracteristicas
morfologicas. Es importante destacar que la descripcion e identificacion de la
comunidad de hongos ectomicorrizicos es necesaria con el fin de monitorear
cambios en las comunidades ectomicorrizales y poder relacionar dichos cambios
con practicas de manejo o estudiar y comprender los roles y cambios de las
especies de HEcM inclusive individuales que ocurren naturalmente en el entorno
forestal (Trofymow et al., 2001). Por ejemplo, es importante determinar si los
morfotipos ectomicorrizicos presentes en la época de lluvia posterior el incendio
forestal son morfoespecies pertenecientes a los ascomicota, debido a que
generalmente los miembros que conforman este grupo suelen ir en incremento
consistente en dominancia a diferencia de los basidiomicetos tras una alteracién por
fuego (Huffman y Madrich, 2018).
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1.5.3. Porcentaje de abundancia de morfotipos ectomicorrizicos
registrados en ambas épocas de muestreo

El morfotipo mas abundante fue el MZac5 con 42.5% del total de las raices EcM
vivas, siguiéndole en orden de abundancia, MZac2, MZac7, MZac8 y MZacl con
porcentajes superiores a 20% pero inferiores 27% (Figura 5). El resto de los

morfotipos tuvieron porcentajes que variaron de 0.7 a 13.2%.

MZac16 2.7% MZac17 3.8%

MZac14 5.9% MZac18 0.8%

MZac13 1.1%

MZac12 0.9%

MZac11 2.1% MZac2
26.7%
MZac10 7.3%/
MZac9 0.7% :, MZac3 1.3%

MZac8 21.7%

MZac7
26.6%

MZac6 4.5%

Figura 5. Porcentaje de abundancia total de morfotipos ectomicorrizicos asociados
a P. maximartinezii en época de sequia y lluvia.

En ambas temporadas de muestreo, tres morfotipos EcM (MZac2, MZac5 y MZac8)
dominaron y representaron aproximadamente el 90% del numero total de puntas de
raices ectomicorrizadas. Los morfotipos EcM presentes en ambas épocas de
muestreo fueron: MZac2, MZac5, MZac7, MZac8, MZac10 y Mzacl4, donde el
morfotipo mas abundante fue el MZac5 (> 40%) del total de las raices EcM vivas
(18.25 y 24.21% en época de seca y lluvia, respectivamente). Datos similares en
cuanto a abundancia relativa reportada por Outerbridge y Trofymow (2009), quienes

lo registran con el 35.88% de la abundancia relativa. Cabe sefalar, que MZac5 fue
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identificado con base en sus caracteristicas anatémicas particulares y a sus
estructuras de resistencia tipicas (esclerocios), como Cenococcum geophilum Fr.,
morfotipo ectomicorrizico reportado en asociacidbn con numerosas especies
forestales alrededor del mundo (Matsuda et al., 2017; Garay-Serrano et al., 2018;
Obase et al., 2018), entre las cuales se ubican diversas especies de pino (Garcia et
al. 2016).

Para complementar el estudio se realizaron cortes transversales de las raicillas de
pino azul colonizadas por los diferentes morfotipos (Figura 6), ejemplifica los

morfotipos mas abundantes encontrados en ambas épocas de muestreo.
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MZac8

Figura 6. Cortes histoldgicos de raices de P. maximartinezii ectomicorrizada de los
morfotipos mas abundantes en ambas temporadas de muestreo (Me =

manto externo; he = hifa extraradical; rh = red de Hartig).

1.5.4. Diversidad de morfotipos ectomicorrizicos

En el total de sitios analizados por estacion (seca o lluviosa) se obtuvo una riqueza
de 1.76 para el periodo seco y de 1.33 para el periodo de lluvia (Cuadro 5). El
analisis de diversidad estimada con el indice de Shannon-Wiener oscil6 entre 2.01
para la época de lluvia y de 2.15 para la época de seca, lo cual nos indica una
diversidad de baja a media, ligeramente mayor para esta Ultima, esto con base en
los valores de referencia (Cuadro 6). Por otra parte, los indicadores de dominancia
de Simpson se mantuvieron bajos para ambas estaciones de muestreo (0.15),
indicando que pese a la dominancia en frecuencia de un par de morfotipos (MZacl

y MZac5), no existe una dominancia absoluta.

31



Cuadro 5. Diversidad de morfotipos ectomicorrizicos registrados en asociacion con

Pinus maximartinezii.

Diversidad a
Estacion seca Estacion lluviosa
N° de morfotipos EcM 1588 858
indice de Margalef 1.76 1.33
indice de Shannon-Wiener (H") 2.15 2.01
indice de Simpson (A) 0.15 0.15

Cuadro 6. Valores de referencia para la condicion de diversidad (Margalef, 1972).

Valores de referencia del indice
de diversidad de Shannon-Wiener Condicién de la diversidad
0-1 Muy baja
1-2 Baja
2-35 Media
>35 Alta

La riqueza especifica total (valores inferiores a 2) nos indica que ambas estaciones
de muestreo son areas de baja biodiversidad, donde las condiciones del sitio (suelos
someros, rocosos Yy calcareos) probablemente influyen en la diversidad de
morfoespecies y en un nimero reducido de ejemplares, no obstante, se requiere

mas estudios que corroboren lo mencionado.

Con base en lo descrito por Margalef (1972), los resultados obtenidos en la presente
investigacion nos indican que tanto la riqueza como la diversidad de morfotipos EcM
fueron similares en ambos periodos de muestreo (Cuadro 6). El indice de Shannon-
Wiener varia normalmente de 1 a 5 e interpreta a valores inferiores a 2 como baja
biodiversidad, de 2 a 3.5 media y alta diversidad con valores superiores a 3.5. De

acuerdo con estos criterios, los resultados sugieren una diversidad media (2.15 y
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2.01) para el periodo seco y de lluvia, respectivamente; valores de diversidad
similares a los reportados por Lee y Eom (2013) quienes estudiaron la diversidad
de especies ectomicorrizicas en Pinus densiflora con un indice de Shannon de entre
2.18 y 1.78 para sitios perturbados y no perturbados por la actividad humana. Estos
mismos autores sefalan que la causa y magnitud de la perturbacion puede afectar
la biodiversidad y composicion de la comunidad de hongos EcM. Por su parte, Long
et al. (2016), al estudiar las comunidades de HEcM asociados a rodales de Pinus
tabuliformis en tres regiones de la meseta de Loess al noroeste de China, registran
un indice que varia de 2.65 a 3.31, en un area caracterizada por un clima que varia

de seco a semiseco y con una severa erosion del suelo.

Los valores de dominancia de Simpson determinados en la presente investigacion
fueron de D = 0.15, en los dos periodos de muestreo. Esto significa que los
morfotipos se encuentran igualmente representados o no existe dominancia
(Palacios et al., 2012). Al respecto, Dahlberg (2001), menciona que la dominancia
de pocas especies de HEcM en un &mbito local es un fenbmeno comun en estudios
de la comunidad EcM, es decir, que solo algunos taxones de hongos EcM
representan la mayor parte de la abundancia de las micorrizas (>50%) y se
encuentran ampliamente dispersos, mientras que la mayoria de las especies rara
vez se encuentran. Situacion similar a la comunidad de HEcM en asociacion con P.
maximartinezii pues se detectdé una riqueza de especies relativamente baja,
identificAndose 18 morfotipos ectomicorrizicos, la mayoria perteneciente a la época

de sequia, de los cuales tres resultaron mas abundantes.

Es importante mencionar que posterior al muestreo realizado durante el mes de
mayo, el area de estudio fue afectada por un incendio forestal, lo cual puede explicar
una disminucién del 30% en la frecuencia y abundancia de apices ectomicorrizados
para la temporada de lluvias, por lo que se puede inferir que el incendio tuvo un
efecto negativo sobre la biomasa flungica ectomicorrizica. Al respecto, Chai et al.
(2013) seinalaron que la riqueza de especies EcM nativas y la estructura de la
comunidad pueden verse fuertemente influenciadas por los incendios forestales,
debido a que cesa el flujo de carbohidratos a la poblaciéon nativa de HEcM. La

respuesta del ecosistema a los incendios forestales a menudo estéa vinculada a la
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magnitud del fuego, con consecuencias potencialmente importantes para la

biogeoquimica subterranea y los procesos microbianos (Huffman y madrich, 2018).

Por su parte, Dove y Hart (2017), mencionaron que el fuego probablemente erradica
especies fungicas que no soportan un calor intenso y reduce la rigueza de aquellas
especies gue tienen la capacidad de sobrevivir al fuego a través de sus estructuras
de resistencia. Estos mismos autores concluyen que si las condiciones permiten a
las comunidades recuperarse, (por ejemplo, sin un disturbio subsecuente y
condiciones de crecimiento favorables), los hongos del suelo son resilientes a
escalas de tiempo decenales, lo que contribuye a una rapida recuperacion del

ecosistema después de un incendio forestal.

A pesar de la informacion existente, al menos en este estudio no podemos asegurar
gue ocurre un cambio en la dinamica temporal de las comunidades ectomicorrizicas
en asociacién con el pino azul, pues si bien se observdé una variacion en la
abundancia de ciertos morfotipos, el factor fuego pudo alterar la presencia o riqueza
entre temporadas de muestreo. Al respecto, de acuerdo a lo reportado por los
indices de diversidad realizados por Katanic et al. (2015), quienes analizaron los
cambios estacionales entre primavera y otofio en la comunidad de HEcM asociados
a alamo blanco (Populus alba L.) sin ninguna alteracion en el ecosistema, reportan,
que la tasa de dominancia de las especies mas abundantes no difirid
significativamente, ni existio un cambio en la estructura de la comunidad EcM entre

temporadas.

Con los datos obtenidos en la presente investigacion es dificil determinar si la
diversidad y abundancia de los hongos ectomicorrizicos fue solo dependiente de la
severidad del incendio y/o por la época de muestreo, pues aunque si se detectd un
decremento en el nimero de individuos o puntas de apices ectomicorrizados, en el
muestreo correspondiente a la época de lluvia, éste pudo haber sido influenciado
también por el incendio.
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1.6. CONCLUSIONES

El presente estudio de la comunidad de hongos ectomicorrizicos, en un grupo de
arboles adultos de pino azul (Pinus maximartinezii), especie en peligro en extincion,
es el unico desarrollado en una de las areas de distribucion natural de esta especie.
El nimero de raices cortas analizadas fue de 12,286 apices, sin considerar a las
puntas no micorrizadas dentro del conteo. En total se registraron 18 morfotipos EcM
en ambas temporadas de muestro, de los cuales 6 morfotipos (MZac2, MZac5,
MZac7, MZac8, MZacl0 y MZacl4) se encontraron tanto en época seca como en
el periodo de lluvia, mientras que algunos fueron especificos para una sola
temporada. En ambos muestreos, tres morfotipos EcM (MZac2, MZac5 y MZac 8)
representaron aproximadamente el 90% del numero total de puntas de é&pices
ectomicorrizados; mientras que 14 tipos EcM (estacion seca y de lluvia)
contribuyeron al resto del porcentaje. Como se ha sefialado, es de suma importancia
conocer e identificar la comunidad de hongos EcM que se asocian a especies
forestales por su importancia ecoldgica, econdmica y social, sobre todo el conocer
la dinamica ecoldgica de ésta y su papel frente a cambios estacionales o por
factores de estrés como los incendios (factor recurrente), principalmente porque
tienen una participacion activa en el desarrollo del hospedero y el establecimiento
de las plantas. En particular para proponer estrategias de conservacion,

recuperacion y reproduccion de especies forestales y evitar con ello su extincién.
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CAPITULO II. PRIMER REGISTRO DE LA ESPECIE ECTOMICORRIZICA
Cenococcum geophilum Fr. CON Pinus maximartinezii Rzed. ARBOL NATIVO
DE MEXICO

2.1. RESUMEN

Pese a su amplia distribucién y ubicuidad en diferentes ambientes, Cenococcum
geophilum ha sido poco estudiado en México, en particular su asociacion con
especies en peligro de extincion y de distribucidn restringida, tal es el caso de Pinus
maximartinezii Rzed. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar morfologica y
anatdmicamente a Cenococcum geophilum asociado en condiciones naturales al
pino azul. Para ello se realiz6 un muestreo de raices en los cuatro puntos cardinales
de arboles adultos. Cada muestra fue extraida con un tubo de PVC (5 cm x 30 cm).
Posteriormente en laboratorio, se analizaron las raices obtenidas en época de
sequia y lluvia. C. geophilum fue caracterizado morfoanatémicamente de acuerdo a
sus rasgos distintivos. De un total de 18 morfotipos C. geophilum fue el mas
abundante, debido a que se encontré en el 42.5% del total de raices
ectomicorrizadas vivas. Es importante mencionar que no existia registro previo de
la formacion de la simbiosis Cenococcum geophilum - Pinus maximartinezii. Sin
embargo, se requiere realizar estudios de biologia molecular con el fin de identificar
los diferentes morfotipos ectomicorrizicos asociados al pino azul, asi como estudios
fisiologicos con el fin de elucidar el papel que desempefia C. geophilum en la

conservacion de esta especie en peligro de extincién y de distribucién restringida.

Palabras clave: Micorriza; Pinus; especies nativas; regiones semiaridas
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2.2. ABSTRACT

Despite its wide distribution and ubiquity in different environments, Cenococcum
geophilum has been little studied in Mexico, particularly its association with
endangered species and those with restricted distribution, such as Pinus
maximartinezii Rzed. The objective of the present work was to characterize
morphologically and anatomically Cenococcum geophilum associated in natural
conditions with blue pine. Roots were sampled at the four cardinal points of adult
trees. Each sample was extracted with a PVC tube (5 cm x 30 cm). Later in the
laboratory, the roots obtained during the dry season and rain were analyzed. C.
geophilum was characterized morphoanatomically according to its distinctive
features. Among a total of 18 morphotypes C. geophilum was the most abundant,
because it was found in 42.5% of the total living ectomycorrhizal roots. It is important
to mention that there has not been previous record of the formation of the symbiosis
Cenococcum geophilum - Pinus maximartinezii. However, physiological studies are
required in order to elucidate the role played by C. geophilum in the conservation of

this endangered tree species with a very restricted distribution.

Keywords: Micorrhiza; Pinus; native species; semi-arid regions.
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2.3. INTRODUCCION

Las asociaciones micorrizicas son abundantes en el reino vegetal (Smith y Read,
2008; van der Heijden et al., 2015). Se estima que solo un nimero reducido de
plantas vasculares (2 %) forman ectomicorrizas (Dickie et al., 2013), con entre 20 a
25 mil especies de hongos de diversos clados fungicos (Comandini et al., 2012; van
der Heijden et al., 2015). La simbiosis ectomicorrizica, es un componente esencial
en la mayoria de las comunidades vegetales que conforman los bosques templados,
boreales, tropicales y subtropicales, ya que juegan un importante papel en el
crecimiento y supervivencia de sus plantas hospederas, a través de una mayor
absorcién de nutrimentos y agua (Smith y Read, 2008). En intercambio, el hongo
ectomicorrizico (EcM) recibe carbono fotosintéticamente fijado por la planta
hospedera (Treseder y Lennon, 2015; van der Heijden et al., 2017). Mucha de la
sucesion vegetal forestal, establecimiento y rehabilitacion de ecosistemas
forestales, han sido ligados a la disponibilidad de esporas y esclerocios producidos
por una amplia gama de hongos EcM (Garibay-Orijel et al., 2013). Las especies
fungicas responden al estrés ambiental producto de periodos secos y temperaturas
extremas, a través de la formacibn de masas compactas esféricas de micelio
endurecido con la apariencia de estructuras en reposo, que se conocen como
esclerocios, los cuales contienen sustancias de reserva y agua (Amasya et al., 2015;
Matsuda et al., 2015).

Una de las especies ectomicorrizicas mas representativas en la produccion de estas
estructuras de resistencia es Cenococcum geophilum Fr., o lo que se considera
podria ser un complejo de especies cripticas, es decir, un conjunto de especies
estrechamente relacionadas con una variacion genética significativa, inclusive
dentro de comunidades forestales analogas (Jany et al., 2002; Chen et al., 2007;
Douhan et al., 2007). Es el unico hongo EcM dentro de la clase Dothideomycetes,
cuyo genoma fungico se considera el de mayor tamafo (178 Mb), resultado de su
alto contenido en secuencias repetidas (81%) compuestas principalmente de
elementos transponible; secuencias de ADN que podrian explicar el éxito de C.

geohilum para colonizar un amplio rango de hospederos y habitats, debido a que
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estos elementos contribuyen a la plasticidad y adaptacion de los hongos a su
entorno (Peter et al., 2016); de tal forma que este simbionte fungico se ha reportado
como abundante bajo condiciones de estrés hidrico y suelos erosionados (Chen et
al., 2007; Herzog et al., 2012; Obase et al., 2016; Peter et al., 2016). Por lo que, se
ha sugerido que genera resiliencia en mas de 200 especies vegetales con las que
se asocia (40 géneros entre angiospermas y gimnospermas), las cuales se
desarrollan bajo condiciones restrictivas de agua (LoBuglio, 1999; Douhan et al.,
2007; Tedersoo et al., 2010), tal es el caso de especies el género Pinus (Jany et al.
2002; Matsuda et al. 2009).

Se ha mencionado, que la produccion de melanina, pigmento que le da el color
negro a C. geophilum, es un importante rasgo funcional que contribuye a la
tolerancia al estrés hidrico de este hongo, e inclusive se ha aludido que la melanina
puede ser utilizada por otros micobiontes y otros hongos asociados a las raices para
tolerar tanto el estrés osmotico como la desecacion (Fernandez y Koide, 2013). Sin
embargo, los rasgos fisiologicos especificos responsables del éxito frente al estrés
hidrico y su biologia en general son poco conocidos (Spatafora et al., 2012;
Fernandez y Koide, 2013; Peter et al., 2016).

Debido a su morfologia distintiva, C. geophilum es una de las pocas especies de
hongos ectomicorrizicos que se pueden identificar de manera confiable con base en
las caracteristicas morfolégicas de las raices colonizadas (Obase et al., 2017). C.
geophilum ha sido poco estudiado en México, en particular su asociacién con
especies de zonas semiaridas, tal es el caso de Pinus maximartinezii Rzed, especie
endémica y de distribucion restringida, puesto que solo se ha reportado para el sur
de Durango (Gonzélez-Elizondo et al., 2011) y sur de Zacatecas (Sierra de Morones,
Juchipila), México (Rzedowski, 1964). Donde ocupa una superficie total de 376 km2,
no obstante, se estima se distribuye en una superficie real de 35 km2 (Farjon, 2013).
De acuerdo a la Lista Roja de especies amenazadas de la [IUCN, 2018 y a la NOM-
059-SEMARNAT-2010, esta especie se encuentra en peligro de extincion, debido a
la recolecta no controlada de semilla, que afecta la regeneracién natural de la

especie, ganado itinerante dentro del area de distribucion e incendios inducidos,
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gue han destruido gran parte de la poblacion localizada en el sur de Zacatecas
(L6pez-Mata et al., 2013). Esta especie forestal, se desarrolla en suelos muy
delgados y pedregosos que en ocasiones presentan afloramiento de la roca madre
y ademas es frecuentemente colonizador de lugares que han sido afectados por
incendios forestales. Adicionalmente es abundante en laderas, llegando a formar
pequefios rodales fragmentados de una hectarea y raramente rodales mas grandes
(L6pez-Mata y Galvan-Escobedo, 2011). P. maximartinezii, conocido como pino
azul, piidn azul o pifidn real, es considerado una especie de interés ornamental,
caracterizada por el gran tamafio de sus semillas (Rzedowski, 1964), comestibles y
de alto valor nutritivo (Lépez-Mata, 2013). Lépez-Mata y Galvan-Escobedo (2011),
reportaron la venta de semilla, en el mercado nacional (Pueblo Viejo y Juchipila,
Zacatecas) e internacional (Nuevo México, Estados Unidos y Japdn), para el afio
2005 cotizada en USD$ 21.60 el kg. Con base en lo anterior, la descripcion e
identificacion de especies ectomicorrizicas que proporcionen nutrimentos y agua,
que aminoren los efectos negativos de la sequia y de altas temperaturas son de
gran relevancia, para el disefio de estrategias de conservacion del pino azul. Por lo
tanto, el objetivo del presente trabajo fue realizar la primera caracterizacion morfo-
anatomica del morfotipo formado por Cenococcum geophilum en asociacién con

Pinus maximartinezii creciendo en su area de distribuciéon natural.

2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Localizacion del area de estudio

La poblacion de P. maximartinezii que se estudio se ubica en el Cerro de Pifiones,
el cual forma parte de la Sierra de Morones, perteneciente a la Sierra Madre
Occidental, a una altitud de entre 1,650-2,500 msnm. Esta poblacion se localiza al
sur de Zacatecas, oeste de la comunidad Pueblo Viejo, perteneciente al municipio
de Juchipila (21° 20 a 21° 22" N y 103° 12’ a 103° 15 O). La precipitacion y
temperatura maxima anual es de 691 mm y 21.7 °C, respectivamente (Campos-
Aranda, 2016). La época seca comprende los meses de enero a mayo, mientras

gue la mayor precipitacion se presenta durante los meses de junio a septiembre
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(Medina et al., 2016; Medina et al., 2017). El clima del area de estudio se clasifica

como semicalido, semiarido a templado (Ruiz-Gardufio et al., 2011).

El pino azul crece sobre una superficie fragmentada, escasamente en terrenos
planos y de manera mas densa sobre pendientes empinadas (70.02%—-142.81%)
siendo areas de dificil acceso; el tipo de suelo es calcareo, rocoso y muy seco
(L6pez-Mata y Galvan-Escobedo, 2011; Lopez-Mata, 2013). Dentro del ecosistema
natural del pino azul, es posible encontrar especies, tales como Quercus macrophilla
Nee, Quercus eduardii Trel., Quercus resinosa Liebm., Prosopis laevigata (Humb.
& Bonpl. ex Willd) M. C. Johnst., Pinus lumholtzii Robins & Ferns y algunas especies
arbustivas o semiarbustivas como Arctostaphylos pungens, Arbutus sp., Dodonea
vizcosa y Jatropha dioica Sessé (Rzedowski, 1964; Barrera-Zubiaga et al., 2018); la
vegetacion dominante es matorral subtropical (Acacia sp., Acacia farnesiana, acasia
gregii, etc).

2.4.2. Recolecta del material biolégico

Se establecieron un total de cinco sitios de muestreo y con el fin de descartar la
presencia de otros hospederos ectomicorrizicos pertenecientes a las especies
forestales circundantes, se seleccionaron rodales puros de arboles adultos de P.
maximartinezii, (N= 8/1000 m?). El método de recolecta fue completamente al azar
y se escogieron 5 arboles al azar a una distancia de cada arbol de entre 30 a 50 m.
Se tomaron cuatro muestras de suelo por arbol a una distancia aproximada de 1.5
m del tronco del arbol (area de goteo) y en cada uno de los puntos cardinales. Para
esto se removio la hojarasca hasta dejar el suelo al descubierto y se tomaron las
muestras con tubos de policloruro de vinilo (PVC) de 5X30 cm para la extraccién de
las muestras. Cada una fue etiquetada y mantenida en los tubos de PVC para su
transporte, conservandose a 4°C hasta su procesamiento de acuerdo a la
metodologia propuesta por Arglelles et al. (2016), modificada para las condiciones
de bosque de P. maximartinezii. Se llevaron a cabo dos muestreos, el primero se
realiz6 en época seca (mayo del 2017) y el segundo en la época de lluvia

(septiembre del mismo afo), El nUmero total de muestras fue n= 40.
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2.4.3. Caracterizacion morfoldégica de C. geophilum

En el laboratorio de Micorrizas del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
se efectuo la extraccion de raices, para lo cual se realizo el siguiente procedimiento:
cada muestra fue colocada en recipientes con agua destilada durante un periodo de
24 horas, con la finalidad de eliminar las particulas de suelo adherido a las raices.
Posteriormente, se realiz6 un tamizado (de malla 16, abertura 1.18 mm) y con la
ayuda de pinzas de diseccion se recolectaron las raices las cuales fueron
conservadas en alcohol 70%). Enseguida, con la ayuda de un microscopio
estereoscopico marca LEICA (mismo con el que se tomaron las fotografias) se
realiz6 la descripcién macroscopica y microscopica, para la que se efectuaron cortes
histoldgicos transversales del morfotipo C. geophilum. Realizado lo anterior, se
observé bajo microscopio los tejidos: manto fungico, manto interno y red de Hartig,
realizdndose la caracterizacion e identificacion de acuerdo a las caracteristicas

distintivas propuestas para esta especie (Trappe, 1964; LoBuglio, 1999).

2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Se identific6 a C. geophilum asociado con raices de arboles adultos de P.
maximartinezii, especie endémica y en peligro de extincién localizada al sur del
estado de Zacatecas (Sierra Morones, cerca del municipio de Juchipila). De un total
de 18 morfotipos, C. geophilum fue el mas abundante, dado que se encontré en el
42.5% del total de raices ectomicorrizadas vivas analizadas (18.3 y 24.2 % para
época seca y de lluvia, respectivamente). Es importante sefialar que en el area de
estudio la precipitacion promedio que se ha reportado es de 691 mm (Campos-
Aranda, 2016) y durante el afilo que se realizaron los muestreos fue de 390 mm
(Medina et al., 2017), por lo cual se considera que el pino azul estuvo sometido a
condiciones de estrés hidrico y altas temperaturas (35.8°C promedio anual); aunado
a esto y posterior al muestreo correspondiente al mes de mayo, se tuvo una
perturbacion por incendio forestal, que afecto gran parte de la poblaciéon natural de

pino azul. No obstante, estas condiciones C. geophilum fue el morfotipo mas
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abundante, de manera que se infiere la importancia que juega este simbionte en la
conservacion del pino azul, el cual se desarrolla bajo condiciones de estrés hidrico,
altas temperaturas y suelos erosionados.

Se ha demostrado que a pesar de la exploracion a corta distancia por parte de este
simbionte fingico, puede proporcionar ventajas al sistema radical de su hospedero
en absorcion de nutrimentos y agua (Jany et al., 2002), contribuyendo en la
conservacion y supervivencia de multiples especies forestales (Mohatt et al., 2008;
Nedelin, 2014). Previamente, C. geophilum se ha reportado asociado a arboles
adultos de Pinus sylvestris en Francia (Ponge et al., 1990); en Pinus thunbergii,
Korea (Obase et al., 2010); Pinus densiflora en China (Ma et al., 2012), asimismo,
para la sierra de México (Sierra de Chichinauhtzin) asociado a Pinus montezumae
(Reverchon et al., 2010); considerandose, por lo tanto un simbionte dominante en
bosques de pinos, tanto en arboles maduros como en plantulas que se regeneran
naturalmente (Obase et al., 2010; Peter et al. 2016; Garay-Serrano et al. 2018). Al
respecto, se ha reportado a C. geophilum como el hongo EcM mas frecuente (64%)
y abundante (51%) en plantulas de Pinus albicaulis, debajo del area de goteo de
arboles adultos y menos abundante en plantulas mas alejadas de los arboles
(Mohatt et al., 2008), asi como en plantulas y juveniles Abies lasiocarpa (Hook.)
Nutt. y Picea engelmannii Parry (Hasselquist et al., 2005). Mientras que, en Pinus
mugo subsp. Turra y Pinus densiflora Sieb. et Zucc., C. geophilum se registré en
una abundancia relativa dos veces mayor en plantulas que en arboles adultos en la
region costera de Lituania y al este de China (Aucina et al., 2011; Ma et al., 2012),
lo que se puede atribuir al papel vital que desempefia C. geophilum en la

regeneracion de los rodales (Ma et al., 2012).

Es importante sefialar que existe otros mecanismos diferentes a los aportados por
la simbiosis EcM que contribuyen en la supervivencia de las plantulas, tales como
tolerancia al sombreo, resistencia a patdgenos, herbivoros y predadores de semillas
(Mc Guire, 2007). Al mismo tiempo, las consecuencias ecoldgicas de simbiontes
generalistas, tales como C. geophilum versus simbiontes mas especificos

(Rhizopogon y Suillus spp.) en el establecimiento de plantulas son poco conocidos
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(Mohatt et al.,, 2008). No obstante, se argumenta el importante papel de C.
geophilum al incrementar la tolerancia a la sequia, de tal manera que dicha
asociacion podria beneficiar a especies forestales que habiten bajo condiciones de
estrés hidrico, suelos erosionado y en la supervivencia de multiples especies de
coniferas (Mohatt et al., 2008; Nedelin, 2014).

2.5.1. Descripcion del morfotipo Cenococcum geophilum Fr. con P.
maximartinezii

Caracteristicas morfoanatdémicas

La ramificacion del morfotipo C. geophilum asociado con P. maximartinezii, fue
dicotomica o simple (Figura 7a), cuya longitud varia de entre 4 a 5 mm, lo cual
coincide con lo observado en Pinus sylvestris y Pinus montezumae (Ponge, 1990;
Garay-Serrano, et al., 2018), asi como en Picea sitchensis (Ingleby et al., 1990) en
los cuales la ramificacion fue simple y dicotdbmica; mientras que en especies como
Pinus resinosa y Pinus densiflora solo forman ramificacién simple (LoBuglio, 1999;
Ma et al., 2010). El morfotipo presenta un color negro carbonizado y una superficie
brillante (Trappe, 1964; Ponge, 1990; LoBuglio, 1999; Spatafora et al., 2012); desde
la superficie del manto de aspecto granuloso se desarrollan abundantes hifas
gruesas de color café oscuro a negras (Figura 7a), no ramificadas, frecuentemente
curvas y con presencia de septos a distancia irregular; esta red de filamentos de
exploracion corta conforma un micelio extraradical bien desarrollado y concentrado
principalmente en el &pice de los morfotipos evaluados. La disposicion y
organizaciéon del manto es plectenquimatoso, con hifas dispuestas radialmente
(Figura 7d), y un patrén tipo estrella corresponde al tipo G, es decir, con hifas
distribuidas de forma compacta y sin espacio entre ellas (Agerer y Rambold, 2004-
2018). Se ha reportado un espesor del manto externo para Pinus resinosa entre 20-
30 pum (LoBuglio, 1999) y de 10 a 25 um de espesor para Piceas sitchensis (Ingleby
et al., 1990). Respecto a la red de Hartig, interface entre la planta hospedera y su
micosimbionte, solo ocupo de una a dos capas de células corticales cercanas a la

epidermis (Figura 7e), lo cual coincide con lo reportado para Pinus ayacahuite
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(Arteaga-Leodn, 2014); y no se registraron estructuras como rizomorfos o cistidios.
Asi mismo, los esclerocios presentaron una consistencia dura, color negro, y en su
mayoria forma esférica con cuantiosas hifas emanantes; datos similares han sido
descritos en la literatura (Amasya et al., 2015), estas estructuras se encontraron en
abundancia pero no se detectaron en asociacion directa o cercanos a los morfotipos
de C. geophilum, dato contrastante con lo reportado por Trappe (1969), quién
menciona que los esclerocios son abundantes en la micorrizosfera de C. geophilum
y su planta hospedera. El didmetro estimado oscilo entre 0.04 a 4 mm en P.
maximartinezii, mientras que Arteaga-Ledn (2014), reporté un diametro para estas
estructuras en Pinus ayacahuite de 0.5 a 1.5 mm, mayores diametros de 0.4-2.6

mm y 0.8-4.4 mm fueron reportados por Amasya et al. (2015).
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Figura 7. Ectomicorriza de Cenococcum geophilum con Pinus maximartinezii. a)
Morfotipo ectomicorrizico dicotdbmico (4X); b) Morfotipo ectomicorrizico
simple (2.1X); c) Corte transversal: manto (m) y red de Hartig (rH) (40X);
d) Manto plectenquimatoso melanizado t tipo G; e) esclerocio
caracteristico de C. geophilum (4.5X); f) Manto plectenquimatoso (mp)

con hifa emanante (he) (40X) (Barra = 0.5mm)).
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2.6. CONCLUSIONES

De un total de 18 morfotipos, C. geophilum fue el mas abundante, dado que se
registré en 42.5% del total de raices ectomicorrizadas vivas analizadas (18.3 y
24.2% para época seca y de lluvia, respectivamente). Es importante enfatizar que
no existia registro previo de la formacion de la simbiosis Cenococcum geophilum -
Pinus maximartinezii. Las caracteristicas morfoanatomicas del morfotipo formado
por C. geophilum y P. maximartinezii creciendo en su area de distribucion natural,
son similares a las descritas por diversos autores para otras especies forestales. Es
importante identificar molecularmente y realizar trabajos de fisiologia que nos
permitan elucidar el papel que juega este simbionte y los otros morfotipos
ectomicorrizicos en la conservacion de esta especie forestal en peligro de extincion,
la cual se desarrolla bajo condiciones de estrés hidrico, altas temperaturas y suelos

erosionados.
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CAPITULO lll. EFECTOS DE LA COINOCULACION DE HONGOS
ECTOMICORRIZICOS Y LA BACTERIA Azospirillum brasillense SOBRE EL
CRECIMIENTO Y NUTRICION DE Pinus maximartinezii Rzed.

3.1. RESUMEN

Los hongos ectomicorrizicos participan en el desarrollo de las plantas a través de
una absorcion mas eficiente de nutrientes y agua, que incrementan su productividad
y tolerancia a condiciones de estrés. Dentro de esta asociacién las bacterias
constituyen un tercer componente el cual desempefia también un papel crucial
dentro de los ecosistemas forestales. El objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto de cuatro fuentes de inOculo ectomicorrizico y la bacteria Azospirillum
brasilense sobre el crecimiento, contenidos de elementos primarios (N, P, K) y
secundarios (Fe, Na, Zn), porcentaje de colonizacién ectomicorrizica y absorcion de
nutrientes. Se observo un efecto sinérgico cuando se coinocul6 (Laccaria proxima
o Helvella lacunosa) con A. brasilense, lo cual se expres6 en un mayor crecimiento
de las plantas. Las plantas inoculadas con L. proxima + A. brasilense o H. lacunosa
+ A. brasilense presentaron mejor calidad fisiol6gica que las plantas inoculadas
exclusivamente con la bacteria, asi como las plantas testigo. Una tendencia similar
se observo en los contenidos de macronutrientes y micronutrientes. La mayor
movilizacion nutrimental a la parte aérea (P, K, Fe, Na y Zn) se observé en las
plantas inoculadas con L. proxima. La colonizacion micorrizica varié entre 68.69 a
92.73%, registrandose el mayor porcentaje en plantas inoculadas con suelo nativo
+ A. brasilense. Asimismo, se registraron un total de ocho morfotipos EcM asociados
a plantas jovenes de pino azul en las que se inoculo suelo nativo. Se concluye que
la inoculacion individual de hongos EcM o dual (hongo-bacteria) representa un
potencial biotecnolégico para la produccion de plantas de calidad con mayor
probabilidad de supervivencia bajo condiciones climaticas y edaficas adversas, lo
cual podria garantizar el éxito en programas de reforestacion de dicha especie
forestal en peligro de extincion.

Palabras clave: simbiosis ectomicorrizica; biotecnologia forestal; reforestacion;
rizobacteria, inoculacion.
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3.2. ABSTRACT

Ectomycorrhizal fungi actively participate in the development of plants through the
efficient absorption of nutrients and water which increase their productivity and
tolerance to stress conditions. In this association, bacteria constitute a third
component which also plays a crucial role within forest ecosystems. The objective
of this study was to evaluate the effect of four sources of ectomycorrhizal inoculum
and the bacterium Azospirillum brasilense (Ab) on growth, macronutrient contents
(N, P, K) and micronutrients (Fe, Na, Zn), percentage of ectomycorrhizal colonization
and nutrient absorption. A synergistic effect of the fungus (L. proxima and H.
lacunosa) and the bacterium A. brasilense on biomass, diameter and height was
observed. However, in some variables equal or higher values were recorded when
the HEcM were inoculated without the bacteria. The plants inoculated with H.
lacunosa and H. lacunosa + A. brasilense showed higher physiological quality than
the plants without inoculation or those inoculated exclusively with the bacteria. A
similar trend was observed in the contents of macronutrients and micronutrients. The
highest nutrimental mobilization to the shoots (P, K, Fe, Na and Zn) was observed
in the plants inoculated with L. proxima. The mycorrhizal colonization varied from
68.69 to 92.73%, with the highest percentage registered in plants inoculated with
native soil + A. brasilense. Likewise, a total of eight ECM morphotypes associated
with young blue pine plants in which native soil was inoculated were recorded.
Therefore, it is concluded that the individual inoculation of EcM fungi and dual
bacteria such as A. brasilense improve the physiological and nutritional quality of
plants of P. maximartinezii, since their implementation and knowledge of native
HECM represent an enormous biotechnological potential in the production of plants

of this forest species in danger of extinction.

Keywords: ectomycorrhizal simbiosis; forest biotechnology; reforestation;
rhizobacteria; inoculation.
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3.3. INTRODUCCION

El papel que desempefia las asociaciones de hongos ectomicorrizicos (EcM) en la
nutricion de arboles forestales actualmente es reconocido como crucial para la salud
de los ecosistemas boreales, templados, subtropicales y algunos tropicales (Pérez-
Moreno y Read, 2004; Smith y Read, 2008; Valdes et al., 2018), asi como ser una
relacion fundamental al atenuar factores de estrés e incrementar el crecimiento y

rendimiento de las plantas (Franco et al., 2014).

La simbiosis EcM tiene efectos positivos en la planta hospedera, principalmente bajo
condiciones ambientales desfavorables (Cairney, 2012; Gémez-Romero et al.,
2015), mismas condiciones que han influido de manera notable en la perdida de
bosques alrededor del mundo (FAO, 2010). Dentro de los beneficios que aporta la
interaccidon entre el micelio de cientos de diferentes especies de hongos EcM y
billones de raicillas de plantas colonizadas (Martin et al.,, 2016), se destaca el
incremento de la superficie de exploracion de suelo, mas all4 del que la planta pueda
explorar por si sola, facilitando el acceso a nutrientes minerales como nitrégeno,
fésforo y aumentando la captacion de agua (Read y Pérez-Moreno, 2004; Courty et
al., 2006). Ademas, constituye un importante factor de proteccién contra potenciales
patégenos de la raiz, resistencia contra enfermedades, condiciones adversas; por
ejemplo, resistencia contra enfermedades, condiciones adversas (pH extremo,
temperatura, metales pesados y pesticidas) y en la formacion y mantenimiento de
la estructura del suelo (Smith y Read, 2008); beneficios reflejados en una mayor
supervivencia y crecimiento vegetal. En intercambio, la planta hospedera
proporciona carbohidratos fotosintéticos y otros exudados de la raiz a los
micobiontes asociados (Sousa et al., 2010). Asi que el papel de los hongos EcM se
engloba en incrementar el crecimiento y desarrollo del hospedero y en mitigar
condiciones de estrés (L6pez-Gutiérrez et al., 2018); lo que sin duda hace de su
implementacion como herramienta biotecnoldgica una alternativa para las multiples
actividades que derivan en una silvicultura sustentable y con ello, en el

mantenimiento y aumento de las areas boscosas.

Los incendios forestales a menudo tienen un impacto en las propiedades fisicas y
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guimicas del suelo (Sousa et al., 2010), en la disponibilidad de agua y
probablemente tengan un efecto en la composicion y ensamblaje de las
comunidades de hongos EcM, asi como en su papel ecologico (Cairney y Bastias,
2007; Sousa et al., 2011; Egidi et al., 2016). Por otro lado, se considera que estos
organismos fungicos EcM juegan un rol clave en el complejo proceso de resiliencia
de los ecosistemas forestales posterior a la presencia de tal agente de perturbacion
(Vasquez-Gassibe et al.,, 2016; Dove y Stephen, 2017). Bajo este escenario, la
introduccion de plantas inoculadas con HEcM seleccionados puede resultar
beneficioso, sobre todo en la implementaciéon de aquellos simbiontes fungico
adaptados al fuego (Franco et al., 2014; Glassman et al., 2015); sin embargo, estos
beneficios pueden variar de acuerdo con las condiciones ambientales y las especies
involucradas en la simbiosis mutualista (Barroetavefia et al., 2012).

Lo anterior, debido a que esta simbiosis mutualista puede ser mejorada por la
asociacion de bacterias rizosféricas (Cumming et al., 2015; Santos et al., 2018),
dado que ayudan al establecimiento y estimulacion de la micorriza, a su morfologia,
y expresion fungica de sus asociados fungicos (Deveau et al. 2007; Kataoka y Futai,
2009; Hrynkiewicz et al., 2010), ademas, de favorece la morfologia y fisiologia de
las plantulas (Dominguez-Nufiez et al., 2015). Por lo que se han catalogado como
bacterias auxiliadoras de la micorrizacion (BAM) o MHB (mycorrhizal helper

bacteria) por sus siglas en inglés (Garbaye, 1994).

Diversas investigaciones han demostrado los beneficios de la coinoculacion de
hongos EcM y bacterias rizosféricas (Sousa et al., 2015; Barragan-Soriano et al.,
2017), pues se infiere podrian contribuir a una serie de condiciones beneficas como:
el mejoramiento metabdlico, en cuanto a la adquisicién de nutrientes, principalmente
nitrégeno y fosforo (Frey-Klett et al., 2007); la estimulacion del crecimiento de la
raiz; en la modificacion de las comunidades microbianas de la rizésfera (Hrynkiewicz
et al.,, 2010) e influir en aspectos estructurales y funcionales de los hongos
ectomicorrizicos asociados, mejorando con ello a la vez, el rendimiento del arbol y
la resistencia a condiciones de estrés ambiental (Cumming et al., 2015). Incusive

los beneficios de la coinoculacién pueden ser ventajosos, cuando las condiciones
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ambientales son desfavorables para los hongos EcM (Sousa et al., 2015).
Adicionalmente a los beneficios ecoldgicos, existen ventajas econdémicas al reducir
el tiempo de estancia en vivero de plantas inoculadas previo a su transferencia a

plantaciones forestales.

Pese a que esta simbiosis de arboles y plantas, se ha utilizado en programas de
reforestacion a gran escala (Karkouri et al., 2005), la implementacion y el efecto en
la fisiologia, nutricion y crecimiento de las plantas forestales como resultado de esta
asociacion tripartita, es aun informacion incipiente, por lo que mas estudios son
vitales para dilucidar el comportamiento sinérgico en diferentes escenarios. Por
consiguiente, la presente investigacion tuvo como objetivo: Evaluar el efecto de la
inoculacién de cuatro fuentes de inoculo ectomicorrizico y la coinoculaciéon con
bacterias auxiliadoras de la micorrizacion (Azospirillum brasilense), sobre el
crecimiento y contenido nutrimental de Pinus maximartinezii. Adicionalmente se
realiz6 la caracterizacion de los morfotipos ectomicorrizicos y se evalio el

porcentaje de micorrizacion.

3.4. MATERIALES Y METODOS
3.4.1. Material vegetal

El germoplasma utilizado para establecer el experimento en invernadero fue
adquirido mediante CONAFOR y colectado dentro del predio natural Pino Azul (Area
Natural Protegida) localizado al sur de Zacatecas, México (Figura 8 a, b). El
experimento se establecié durante el periodo de junio 2017 a agosto 2018 con un

total de 416 dias hasta su evaluacioén (Figura 8 c, d, e, f).

Previo a la siembra, las semillas de P. maximartinezii se colocarén dentro de un
contenedor con agua estéril durante 24 horas, cambiando el agua en un lapso de
ocho horas para permitir el flujo de oxigeno hacia estas. Lo anterior con la finalidad
de eliminar aquellas que flotaran sobre la superficie del agua. Posteriormente, las
semillas restantes sumergidas y sin alguna rotura aparente sobre la testa fueron

esterilizadas mediante inmersién en perdxido de hidrogeno (H20:2) al 30% durante
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20 minutos en agitacion y enjuagadas enseguida con suficiente agua destilada
estéril (Martinez-Reyes et al., 2012; Ledn-Arteaga, 2014) para eliminar el exceso de
desinfectante. Las semillas con pequefias aberturas solo fueron esterilizadas
superficialmente con Captan® M-50 en una proporcién de 2 g.L™* durante una hora

después de las 24 h de inmersion.

3.4.2. Material biolégico

Se utilizaron esporomas procedentes del mercado local de Ozumba, Estado de
México de las especies Laccaria proxima (Boud.) Pat. y Helvella lacunosa Afzel.
para el experimento biotecnoldgico. Asi como suelo nativo (Sn), tercera fuente de
inoculo, proveniente de la rizosfera de pino azul y recolectado en época seca, mismo
que se implement6é como cuarta fuente de inoculo, pero posterior al incendio forestal

y en época de lluvia.

La preparacion del in6culo en fresco de L. proxima y H. lacunosa, consistio en
separar los pileos de los estipes y moler nicamente los pileos en una licuadora con
agua en proporciones 1:1. El suelo nativo se extrajo de puntos al azar en los que
dominaban éarboles juveniles de la especie P. maximartinezii cercar del area de
goteo de los mismos y a una profundidad de entre 25 a 30 cm. Para lo anterior, en
campo se utilizaron palas y costales; este fue tamizado para la homogenizacién de
particulas y almacenado a 5°C hasta su utilizacién. Mismo procedimiento fue

realizado para obtener el suelo nativo incendiado que fue utilizado como inoculo.

3.4.3. Cepas bacterianas

Se utilizaron dos cepas bacterianas promotoras del crecimiento vegetal de
Azospirillum brasilense (1. Mayormente solubilizadora de fosféro 2. Auxinas)
aisladas a partir de plantas de maiz, proporcionadas por el Laboratorio de
Microbiologia de Suelos del Centro de Investigacion en Ciencias Microbiolégicas del
Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

Ambas cepas fueron mezcladas y se inocularon 5 mL de la suspension bacteriana
y a una concentracion de 10° ufc mL? (unidades formadoras de colonias por

mililitros) aplicado con la ayuda de una micropipeta en cada una de las plantas. Con
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la finalidad de potenciar el efecto sinérgico de estas cepas bacterianas se realizo

una reinoculacion 90 dias después de la primera.

3.4.4. Diseio experimental

La siembra se efectlo en contenedores de plastico negro de 125 cm? a una
profundidad de 2 cm. Anterior a su llenado los contenedores fueron desinfectados
por inmersién en cloro al 20% y alcohol a 96%; en la parte inferior de cada tubete
se coloco algododn estéril, con la finalidad de retener en mayor medida el sustrato
de crecimiento (Zufiga-Cruz, 2018), el cual consistié en una mezcla compuesta de
arena de rio, corteza de pino y suelo forestal en una proporcion 2:2:1
respectivamente (sustrato Colpos). Previo a su uso el sustrato se esteriliz6 en
autoclave con vapor de agua a 125 °C durante un periodo de tres horas, dejandolo
reposar por 48 h para después realizar una segunda esterilizaciéon durante dos

horas.

La inoculacion de los hongos ectomicorrizicos a P. maximartinezii correspondié a
108 a 108 esporas por planta, concentracion determinada con un hematocitémetro.
El suelo nativo inoculado consistio en 10 g de suelo por contenedor, inoculado a 2
cm de profundidad de la parte superior del tubete. Se realizaron dos inoculaciones
por separado; la primera se efectio simultaneamente a la siembra (Laccaria
proxima y suelo nativo) y la segunda 103 dias después (Helvella lacunosa y suelo
nativo incendiado). Las bacterias se inocularon seis meses después de establecer
el experimento y se realiz6 una re-inoculacion dos meses después. Adicionalmente

se mantuvieron pinos sin inocular que correspondieron a los testigos.

En total se establecieron 10 tratamientos (Cuadro 7). Cada tratamiento consto de
12 repeticiones, por lo que en total se obtuvieron 120 unidades experimentales,

cada una constituida por una planta.
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Cuadro 7. Tratamientos establecidos con plantas de P. maximartinezii.

Tratamientos In6culos Clave de
referencia
1 Testigo (sin inocular) pT
2 Azospirillum brasilense Ab
3 Laccaria proxima Lp
4 Laccaria proxima + Ab Lp+Ab
5 Suelo nativo Sn
6 Suelo nativo + Ab Sn+Ab
7 Helvella lacunosa HI
8 Helvella lacunosa + Ab HI+Ab
9 Suelo nativo incendiado Sni
10 Suelo nativo incendiado + Ab Sni+Ab

Con el fin de prevenir problemas de “damping-off’ en las plantas, se aplicd en el
riego el fungicida Captan® M-50 (N-triclorometiltio-4-ciclohexeno-1,2-
dicarboximida), en solucién de 2.5 g L* cada tercer dia hasta la lignificacion de los
tallos (Carrasco-Hernandez et al., 2010; Arteaga-Leodn, 2014). Asi mismo, con el
objetivo de controlar el esparcimiento de esporas entre los diferentes tratamientos,
se disefiaron modulos en los cuales los contenedores fueron colocados en
bandejas, acondicionandoles en la parte superior una estructura plastica (Figura 8f)
con el propésito de controlar la contaminacion cruzada entre tratamientos

(Carrasco- Hernandez et al., 2011).

3.4.5. Variables evaluadas

3.4.5.1. Crecimiento vegetal de P. maximartinezii

La altura del vastago de la planta y diametro del tallo de 12 plantas por tratamiento
se midieron durante ocho meses con espacio de dos, mediante una regla y vernier
digital (Truper CALDI-6MP, México). El primer experimento (Testigo, L. proxima y
suelo nativo) se evaluo a los 156, 217, 276, 337 y 398 dias y para el segundo

experimento (Testigo, H. lacunosa y suelo nativo incendiado) el diametro y altura se
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evaluaron a los 112, 171, 232, 293 y 302 dias; cada dos meses del sexto mes de
haberse establecido el primer experimento (Testigo, L. proxima y suelo nativo) y
desde el cuarto mes de establecido para el segundo experimento. La medicion de
la altura se realizd desde el cuello de la raiz hasta la yema apical de la planta,
utilizando una regla graduada (mm). Para la evaluacion de biomasa (peso seco de
la raiz y parte aérea) se cosecharon 7 plantas en forma aleatoria por cada
tratamiento; para ello, la parte aérea de la planta, asi como el total de la raiz fueron
colocadas en bolsas de papel y deshidratadas a 70 °C durante 72 h hasta lograr

peso constante para después ser pesadas en una balanza analitica.

3.4.5.2. Andlisis nutrimental

Los analisis nutrimentales de los macro y micronutrientes se realizaron a partir de
las plantas utilizadas para la evaluacion del peso seco. El analisis de los elementos
minerales se llevo a cabo en el Laboratorio de Nutricion Vegetal del programa de
Edafologia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Estado de
México. En total de analizaron 6 nutrientes tanto para la parte aérea como de raiz
(N, P, K, Na, Fe y Zn). El contenido de N se determiné mediante digestién diacida y
por arrastre de vapor (Bremner, 1965); el P por fotocolorimetria por reduccién con
molibdato-vanadato (Harris y Warren, 1962); y el contenido de K por
espectofotometria de flama (Alcantar y Sandoval, 1999). El analisis de los
micronutrientes (Fe, Zn y Na) se realizé por la extraccion de amonio por

fotocolorimetria con azometina.

3.4.5.3. Porcentaje de micorrizacion

Se tomaron 3 plantas al azar de cada tratamiento para determinar el porcentaje de
micorrizacion; para esto, el sistema radical se extraje de los cepellones de los
tubetes, y fue colocado en remojo en un periodo aproximado de 24 h. Procediendo
a retirar la parte aérea del pino, enjugando enseguida cuidadosamente la parte
radical sobre tamices de diferentes diametros de abertura (1.19, 0.180, 0.085 mm)
bajo un chorro de agua con baja presion para evitar la pérdida de raices cortas. Una
vez retirado el sustrato en total, las raices fueron divididas en tres segmentos (parte

superior, media e inferior del cepell6n) y colocadas en viales con agua destilada
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para su observacion, evaluacion y cuantificacion del numero total de raices cortas
vivas micorrizadas (RCVM), raices cortas vivas no micorrizadas (RCVNM), raices
cortas muertas micorrizadas (RCMM) y raices muertas no micorrizadas (RMNM),
mediante el uso de un microscopio estereoscopico (LeicaEZ4). EIl porcentaje de

colonizacion ectomicorrizica se obtuvo mediante la siguiente ecuacion:

raices cortas micorrizadas

%CEM = 100

ES
(raices cortas micorrizadas + raices cortas vivas no micorrizadas)

3.4.6. Caracterizacibn macromorfolégica de las ectomicorrizas en
asociacion con P. maximartinezii

Una vez realizado el conteo de raices, se efectuaron cortes transversales con la
ayuda de navajas marca Gillette y tomas de microfotografias (camara digital Leica
DFC290) para la confirmacion de las raices micorrizadas y el analisis
micromorfolégico de las estructuras diagndsticas de la ectomicorriza: manto, red de
Hartig y micelio externo. Comprobando la asociacién, mediante un microscopio
optico (Leica®, MD1000, EUA) y estereoscopio (Leica® EZ4) en donde se tomo a
consideracion caracteristicas como i. tipo de ramificacion, ii. forma de las puntas, iii.
textura del manto, iv. color del &pice y v. anatomia externa del manto para
diferenciar los morfotipos ectomicorrizicos, todo lo anterior basado en el sistema de
informacion para caracterizacion de las ectomicorrizas (Agerer y Rambold, 2014-
2018). El color de los morfotipos ectomicorrizicos se determiné con las cartas de
color de Munsell (Munsell Color Laboratory, New Windsor, New York, 2000)
(Ramirez-Razo, 2018).
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Figura 8. Aspectos generales del bioensayo. a) predio Pino azul (Area Natural Protegida);

b) semillas y estrébilo de P. maximartinezii; ¢) inoculacion liquida del hongo L.
proxima; d) inoculacién del hongo H. lacunosa; e) inoculacién de suelo nativo

incendiado; f) modulos y tratamientos.
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3.4.7. Anédlisis estadistico

La comparacion de los tratamientos se efectu6 mediante un analisis de varianza de
una via o de un disefio experimental completamente aleatorio y prueba de
comparacion Tukey (p < 0.05) para comparaciones multiples en caso de haber
detectado diferencias significativas entre tratamientos. EI nUmero de repeticiones
varid para algunas variables de respuestas, y en funcion de esto, es decir, del
namero de observaciones total, se determind la prueba de hipétesis mas adecuada
para corroborar los supuestos relativos a los residuales: normalidad, homogeneidad
de varianzas e independencia. Si por lo menos, el supuesto de normalidad no se
cumplia, la herramienta utilizada se basé en métodos no paramétricos, en particular,
en la prueba de hipotesis de Kruskal-Wallis técnica analoga al del analisis de
varianza y pruebas de comparaciones multiples (sélo en algunos casos se utilizaron
estos métodos). El andlisis estadistico se implement6 en el paquete estadistico R
(R Core Team, 2018).

3.5. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente investigacion es la primera que evalla el efecto de la coinoculacion de
hongos ectomicorrizicos (EcM) y bacterias sobre el crecimiento y fisiologia de Pinus

maximartinezii.
3.5.1. Variables evaluadas en crecimiento vegetal

En general las variables del crecimiento (peso seco, diametro del tallo y altura del
vastago) medidas fueron mayores en plantas de Pinus maximartinezii inoculadas
con las cuatro distintas fuentes de in6culo ectomicorrizico, asi como en plantas
coinoculadas (HEcM+Ab) en comparacién con las plantas testigo (pT y Ab). Sin
embargo, en algunas variables se observaron diferencias estadisticas significativas

(P = 0.05) entre tratamientos.

Con respecto al peso seco, se encontrd diferencias estadisticas significativas en el

peso seco de la parte aérea de plantas inoculadas con Laccaria proxima (Lp) con
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respecto al resto de los tratamientos (Cuadro 8.) Aun cuando se obtuvo un 25% en
el incremento del peso seco de plantas inoculadas con Helvella lacunosa + A.
brasilense (HI+Ab) con respecto a las plantas no inoculadas, no existio disimilitud
estadistica. Para esta variable se observo un efecto sinérgico, producto de la
coinoculacion HEcM+Ab (Cuadro 8). Tendencia opuesta en el peso seco de la parte
radical, pues en los diferentes tratamientos evaluados a excepcion de las plantas
inoculadas con A. brasilense existio diferencia significativa con relacion a las plantas

testigo.

El mayor didmetro del tallo, se obtuvo en el tratamiento HI+Ab (4.40 mm) el cual fue
estadisticamente significativo (P < 0.05) al de las plantas testigo (3.39 mm), pero
igual al obtenido en el resto de los tratamientos. Mientras que para la variable altura
se observaron diferencias estadisticas entre las plantas testigos (pT y Ab) con
respecto al resto de los tratamientos. Donde plantas inoculadas con L. proxima
presentaron la mayor altura (17.52 cm) seguidas de Sn+Ab (16.30 cm),
registrandose la menor altura en las plantas testigo (12.55 cm). Misma tendencia se
presento en las tres variables en las que se esperaba que la coinoculacion
(HEcM+Ab) provocara sinergismo sobre dichas variables en las plantas de pino

azul.
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Cuadro 8. Peso seco de la parte aérea y radical, diametro del tallo y altura de
plantas de Pinus maximartinezii Rzed. 398 dias después de la
inoculacién con cuatro distintas fuentes de indculo ectomicorrizico y

rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Azospirrilum
brasilense).
Tratamiento Peso seco (g) Diametro Altura
Parte aérea Parte radical (mm) (cm)

Plantas testigo (pT) 1.84+0.095 a 0.69+0.042 a 3.9+0.088 a 12.55+0.30 a
Azospirillum brasilense (Ab) 2.19+0.077 ab 1.0+0.06 ab 4.04+0.05 ab 13.6+0.16 ab
Laccaria proxima (Lp) 2.83+0.096 c 0.87+0.06 ¢ 4.16+0.07 ab 17.52+0.317 ¢
Lp + Ab 2.24+0.048 ab 1.08+0.210 ¢ 4.04+0.04 ab 16.30£0.41 c
Suelo nativo (Sn) 1.92+0.20 ab 0.77+0.068 ¢ 4.24+0.13 ab 15.88+0.33 ¢
Sn+ Ab 2.18+0.081 ab 0.66+0.060 ¢ 4.20+0.11 ab 16.56x0.35 ¢
Helvella lacunosa (HI) 1.98+0.130 ab 1.08+0.131 ¢ 4.23+0.11 ab 16.03+0.51 ¢
HI + Ab 2.30+0.16 abc 0.97+0.088 ¢ 4.40+0.11b 15.32+0.42 ¢
Suelo nativo incendiado (Sni) 2.1240.150 ab 0.71+0.073 bc 4.06+0.92 ab 15+0.45 bc
Sni + Ab 1.80+0.71 ab 0.71+0.06 bc 4.03+0.10 ab 15+0.37 bc

* Valores con la misma letra en la misma columna son iguales segun la prueba de Tukey (P < 0.05) + Error
estandar de la media n=7 para peso seco y n=12 para la altura y diametro del tallo.

En el presente trabajo se observé que las plantas inoculadas con L. proxima (Lp),
respecto al resto de los tratamientos, fue estadisticamente significativa (P < 0.05),
al menos en dos variables; principalmente en comparacién con las plantas testigo
(pT y Ab); siendo inclusive mayor que los tratamientos en los que se realizé una
coinoculacion (Lp+Ab, Sn+Ab y Sni+Ab), como se observa para la altura y el peso
seco de la parte aérea. Tendencia similar reporto Zufiiga-Cruz (2018) para la parte
aérea de Pinus cembroides Zucc. inoculado con L. proxima con respecto a las
plantas sin inocular. Condicion similar reporto Ramirez-Razo (2018) para plantas de
Abies religiosa, para las tres variables evaluadas en las que se registrO un mayor
peso seco aéreo Yy radical, asi como un mayor diametro de tallo y altura en plantas
inoculadas con L. proxima, en relacion con las plantas testigo e inoculadas con suelo
nativo; esta Ultima situacion analoga a lo registrado para el pino azul (Pinus

maximartinezii) y los tratamientos en los que se implementd suelo del area de
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distribucion natural (Sn), en lo que respecta a las plantas inoculadas y coinoculadas
con esta fuente de inoculo ectomicorrizico, solo se observé un incremento

considerable en la variable altura.

Cabe mencionar que plantas inoculadas con la bacteria A. brasilense solo se reflejé
en ligeros incrementos en las variables estudiadas con respecto a las plantas testigo
(pT). No obstante, en el estudio el efecto de Azospirillum brasilense sobre el
crecimiento de plantulas de P. maximartinezii fue solo significativo para el diametro

del vastago, cuando A. brasilese fue coinoculada con el hongo Helvella lacunosa.

Azospirillum es actualmente una de las rizobacterias ampliamente estudiadas y
empleadas comercialmente, estudios previos destacan su capacidad de fijacion de
nitrégeno, asi como la promocién del crecimiento de las plantas a través de la
sintesis de fitohormonas, mas recientemente se ha demostrado que los beneficios
se extienden a su capacidad de algunas cepas de Azospirillum para proteger las
plantas del estrés abidtico, desencadenando algunas formas de defensa. Los
mecanismos de las rizobacterias para hacer frente a diversos factores beneficos
varia con las especies de plantas, cultivares, cepas y especies de bacterias (Fukami
et al., 2018). Ademas, hay que tomar en cuenta que las cepas inoculadas de
Azospirillum brasilense proceden de plantas de maiz (Paredes-Cardona et al.,
1988), lo cual puede explicar en parte la respuesta hacia las plantas de pino y para
tener una mejor respuesta benéfica en procesos de inoculacién mixta (bacteria-
hongo), se sugiere aislar, seleccionar, caracterizar e identificar las cepas acordes a

las especies vegetales.

Las ligeras o ausentes diferencias estadisticas morfométricas (P < 0.05) entre
tratamiento y en comparacion al testigo se adjudica a que en esta fase de
invernadero las plantas estuvieron provistas de condiciones como humedad,
temperatura, luminosidad y los elementos minerales provenientes de cada sustrato,
por lo que los beneficios de la micorrizacion podrian no ser tan notorios o no
manifestarse (Barroetavefia et al., 2012). Inclusive los valores similares en variables
como la altura o el diametro en comparacion a las plantas testigo (pT, Ab) podrian

atribuirse al gasto energético mayor en mantener la simbiosis (Smith y Read, 2008)
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0 quizas a factores como el tipo de sustrato, los niveles de nutrientes presentes en
este o el tamafio de los contenedores que juegan negativamente en el estimulo del
crecimiento (Rincon et al., 2001). Por lo que, los beneficios de la inoculacion
micorrizica y la mejora del vigor de la planta huésped a menudo se refleja o se

observa cuando el suministro de nutrientes es limitado (Smith y Read, 1997).

3.5.2. Contenido nutrimental

Macronutrientes en plantas de Pinus maximartinezii

Para el contenido de macronutrientes (N, P, K) en la parte aérea (Cuadro 9) se
puede observar que solo extistié diferencia estadistica significativa (P < 0.05) en el
tratamiento inoculado con Laccaria proxima (Lp) con respecto a las plantas testigo.
En relacion al N foliar el tratamiento con Helvella lacunosa (HI) fue estadisticamente
diferente con respecto a los demas tratamientos. Plantas inoculadas con Hl y Lp
presentaron un incremento en el contenido de nitrégeno (N) foliar del 81.80 y
70.59%, respectivamente con respecto a las plantas testigo (pT). Mientras que, el
contenido de nitrogeno en la parte radical, no se encontrd diferencia estadistica
significativa (P < 0.05) (Cuadro 9). Sin embargo, en plantas coinoculadas con
Sni+Ab se observé un incremento del 157.97% del contenido de N radical con
respecto a las plantas testigo (pT), seguido de los tratamientos HI+Ab con 74.87%
y Lp+Ab con 73.39%.

Con respecto al contenido de P en la parte aérea y radical de las plantas de Pinus
maximartinezii, se registrarén diferencia significativa cuando se inoculo (HI) y
Helvella lacunosa + A. brasilense (HI + Ab) con respecto a los demdas tratamientos.
Donde HI+Ab; HI y Lp produjeron un incremento del 54.58%, 53.71% y 42.79%, en
relacion al contenido de P foliar en las plantas testigo. Mientras que, en parte radical,
se registro diferencia significativa en plantas inoculadas con HI y HI+Ab que
incremento el contenido de P radical un 176.92% y 117.30%, respectivamente con

respecto a las pT.

De igual manera, el contenido de K, en plantas inoculadas con Ab; Lp; Lp+Ab y

HI+Ab incrementaron significativamente el contenido de potasio (K) foliar en relacion
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al de las plantas no inoculadas. Dichos tratamientos incrementaron el contenido de
K foliar en un 34.67%, 49.48%, 39.95% y 38.77%, respectivamente. Misma
tendencia presentaron los tratamientos Lp; Lp+Ab y HI+Ab en el contendio de K
radical (Cuadro 9), en donde los ultimos dos tratamientos presentaron el mayor
contenido de potasio radical (3.09 y 3.06 mg* planta, respectivamente) con respecto

a las plantas testigo (1.32 mg™ planta).

Al analizar el efecto de la inoculacién y coinoculacion en los contenidos de
macronutrientes, podemos sefalar que la inoculacion de L. proxima en P.
maximartinezii tuvo un efecto positivo sobre la absorciéon de NPK debido a que el
contenido foliar fue mayor al registrado en las plantas testigo. Mientras que la

coinoculacion HECM + bacteria favorecio la absorcion de fésforo y potasio.
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Cuadro 9. Contenido de macronutrientes de la parte aérea y raiz en plantas de P.
maximartinezii Rzed. inoculadas con Laccaria proxima, Helvella
lacunosa, suelo nativo, suelo nativo posterior a un incendio y Azospirillum
brasilense.

Macronutrientes (mg™ planta)

Tratamiento

N P K
Parte aérea
Plantas testigo (pT) 14.18+0.73 a 2.29+0.12 a 12.69+0.66 a
Azospirillum brasilense (Ab) 16.09+0.57 ab 2.64+0.092 ab 17.09+0.60 b
Laccaria proxima (Lp) 25.78+0.87 ¢ 3.27+0.11 b 18.97+0.64 b
Lp + Ab 15.69+0.34 ab 3.00+0.064 ab 17.76+£0.38 b

Suelo nativo (Sn)
Sn + Ab
Helvella lacunosa (HI)
HI + Ab
Suelo nativo incendiado (Sni)
Sni + Ab
Parte radical
Plantas testigo (pT)
Azospirillum brasilense (Ab)
Laccaria proxima (Lp)
Lp + Ab
Suelo nativo (Sn)
Sn + Ab
Helvella lacunosa (HI)
HI + Ab
Suelo nativo incendiado (Sni)

Sni + Ab

13.43+1.40 ab
13.79+0.50 ab
24.19+1.59 c
15.29+1.04 ab
17.12+1.21 ab
14.47+1.26 ab

4.06+0.19 a
4.42+0.27 a
6.74+0.61 a
7.04+£1.62 ab
4.92+0.62 ab
4.07+0.40 ab
6.41+086 ab
7.10+0.64 ab
4.19+0.45 ab
10.23+0.83 b

2.56+0.266 ab
2.82+0.102 ab
3.52+0.232 b
3.54+0.24 b
2.52+0.18 ab
2.47+0.22 ab

0.52+0.024 a
0.98+0.06 ab
0.80+0.07 ab
1.039+0.24 ab
0.76+0.096 ab
0.73+0.07 ab
1.44+0.19 bc
1.13+0.10 bc
0.78+0.082 ab
0.70+0.057 ab

14.03+1.46 ab
14.10+0.51 ab
16.09+1.06 ab
17.61+1.20 b
12.49+0.88 ab
14.55+1.27 ab

1.32+0.062 a
2.68+0.16 ab
2.30+0.21 abc
3.09+0.71b
2.03+£0.255 ab
1.98+0.20 ab
2.99+0.40 b
3.06+0.28 b
2.00+£0.213 ab

1.92+0.16 ab

* Los valores representan promedios * Error estandar de la media (n=7). Valores con la misma letra en la misma
columna son iguales segun la prueba de Tukey (P < 0.05).
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Micronutrientes en plantas de Pinus maximartinezii

En cuanto al contenido de micronutrientes (Fe, Na y Zn) al menos para la parte
aérea, existio una diferencia estadistica significativa (P < 0.05) entre la mayoria de
las plantas inoculadas y coinoculadas en relacion con las plantas testigo (pT)
registrandose dicha diferencia mas que evidente en el contenido de Zn (parte

aérea).

Pues bien, entre las cuatro fuentes de inoculo, incluyendo a las plantas coinoculadas
(HEcM+Ab) el mayor contenido de Fe en parte aérea se confiere al tratamiento con
Suelo nativo + Azospirillum brasillense (Sn+Ab), con un incremento del 244% sobre
las plantas testigo (pT), seguido del tratamiento con Suelo nativo incendiado (Sni)
(205.82%) y Suelo nativo incendiado + A. brasilense (Sni+Ab) (137.7%).
Contrariamente al contenido de Fe en la parte radical, donde el tratamieto HI y
Sn+Ab presentaron el mayor contenido de hierro, los cuales fueron
estadisticamente diferentes (P < 0.05) con el de las plantas testigo (Cuadro 10). Sin
embargo, solo se detectaron ligeros incrementos del 37% y 37.97%, en relacién con

las plantas testigo (pT).

El elemento Na resultd considerablemente mayor en plantas inoculadas con
Helvella lacunosa + Azospirillum brasilense (HI+Ab) con incrementos del 80.99%,
seguido de las plantas inoculadas con L. proxima y la bacteria A. brasilense con un
mismo incremento de 50.22% y del tratamiento Lp+Ab (47.46%). Cabe destacar,
gue en la parte radical el Na presento el mayor contenido en plantas que fueron
inoculadas con el hongo Helvella lacunosa con un incremento 115.18% respecto al
testigo (pT), seguido del tratamiento Lp+Ab (90.51%); misma tendencia respecto al
Zny Fe en el tratamiento HI, puesto que se encuentra dentro de los tres tratamientos

con mayor contenido de micronutrientes.

A su vez, el tratamiento Lp junto con el tratamiento Sn+Ab encabezan el valor mayor
en contenido de Zn en parte aérea con un incremento superior al 100% (107.14%),
seguido de las plantas inoculadas con HI+Ab (75%), siendo este Gltimo junto con

las plantas inoculadas con el hongo H. lacunosa las que muestran un mayor
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contenido de Zn para la parte radical con un incremento del 106.25% y 93.75%
respectivamente, aunque para este caso, las diferencias estadisticas significativas

son menores en relacién a las plantas testigo.

Al igual que el Cuadro 9 es posible observar un efecto sinérgico en el contenido de
micronutrientes en los tratamientos en los que se utilizé a la rizobacteria A.
brasilense, particularmente en plantas coinculadas para este caso con suelo nativo
+ A. brasilense (Sn+Ab) y las coinoculadas con la bacteria + el hongo EcM H.
lacunosa (HI+AD).
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Cuadro 10. Contenido de macronutrientes de la parte aérea y raiz de plantas de P.

maximartinezii

Rzed.

inoculados con Laccaria proxima, Helvella

lacunosa, suelo nativo, suelo nativo posterior a un incendio y Azospirillum

brasilense.

Tratamiento

Micronutrientes (ug™ planta)

Fe Na Zn
Parte aérea
Plantas testigo (pT) 0.204£0.011 a 2.21+0.11 a 0.028+0.001 a
Azospirillum brasilense (Ab) 0.54+0.019 b 3.32+0.12 b 0.051+0.001 b
Laccaria proxima (Lp) 0.46+0.016 b 3.32+0.11 b 0.058+0.001 b
Lp + Ab 0.29+0.006 a 3.27£0.07 b 0.030+0.000 a
Suelo nativo (Sn) 0.39+0.040 ab 2.70+0.28 ab 0.048+0.004 b
Sn + Ab 0.71+0.026 ¢ 3.11+0.112 b 0.058+0.002 b
Helvella lacunosa (HI) 0.21+0.013 a 2.81+0.18 ab 0.039+0.002 ab
HI + Ab 0.29+0.020 a 4.00£0.28 bc 0.049+0.003 b
Suelo nativo incendiado (Sni) 0.63+0.044 bc 2.51+0.18 ab 0.041+0.003 b

Sni + Ab

Parte radical
Plantas testigo (pT)
Azospirillum brasilense (Ab)
Laccaria proxima (Lp)
Lp + Ab
Suelo nativo (Snh)

Sn + Ab
Helvella lacunosa (HI)
HI + Ab

Suelo nativo incendiado (Sni)

Sni + Ab

0.48+0.043 b

2.37+0.11a
1.69:0.100 ab
1.26+0.11 ab
1.1240.26 a
1.91%0.24 ab

3.21+0.318 b
3.27+0.43 b
2.61+0.239 ab

2.97+0.32 ab
2.64+0.213 ab

2.37+0.206 ab

1.58+0.074 a
2.65+0.16 ab
1.86+0.17 ab
3.01+0.70 b
1.69+0.21 ab

1.81+0.18 ab
3.40+0.45b
2.93+0.27 ab

1.94+0.207 ab
1.86+0.150 ab

0.035+0.003 ab

0.016+0.0007 a
0.021+0.000 ab
0.019+0.002 ab
0.022+0.005 ab
0.019+0.002 ab

0.019+0.002 ab
0.033+0.004 bc
0.031+0.002 bc

0.018+0.002 ab
0.018+0.001 ab

* Los valores representan promedios * Error estandar de la media (n=7). Valores con la misma letra en la misma

columna son iguales segun la prueba de Tukey (P < 0.05).
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Ademas de favorecer la absorcion de nutrientes minerales del suelo, los hongos
micorrizicos juegan un rol de suma importancia en la biodisponibilidad de nutrientes
esenciales con poca movilidad como P, Fe y Zn de fuentes como particulas
minerales del suelo, sustratos organicos inaccesibles y superficies de rocas (Smith
y Read, 2008); para ello, los hongos micorrizicos adoptan métodos como: i). mayor
superfie de absorcion hacia el suelo adyacente al sistema radical (Marupakula et
al., 2016); ii). en la liberacién de compuestos bioquimicos vy iii). en la formacion de
consorcios con diferentes microorganismos (Teotia et al., 2017); estos ultimos
denominados como bacterias auxiliares de la micorrizacion (micorriza helper
bacteria (MHB)) (Garbaye, 1994; Frey-Klett et al., 2007), que influyen tanto en las
plantas como en los hongos micorrizicos asociados a través de mecanismos que
involucran la produccion de factores de crecimiento, que pueden estimular la
germinacion de esporas y propagulos fungicos, en el crecimiento del micelio o
incremento de la ramificacién de la raiz y en aumentar una mayor colonizacion de
las raices en el suelo, asi como reducir el impacto de las condiciones ambientales
adversas para el micelio de los HEcM (Frey-Klett et al., 2007; Aspray et al., 2013;
Cumming et al., 2015). Sin dejar de mencionar su efecto en la germinacién de

semilla y regeneracion de raices (Heinonsalo et al., 2004).

La importancia de la inoculacion ectomicorrizica en términos de crecimiento y
contenido nutrimental ha sido ampliamente documentado, sobre todo en especies
de géneros como Laccaria (Heinonsalo et al., 2004; Carrasco-Hernandez et al.,
2010; Renteria-Chavez et al., 2017; Lopez-Gutiérrez et al., 2018), sin embargo, de
forma no tan especifica el efecto benéfico de especies ectomicorrizicas como
Helvella lacunosa (Arteaga-Leon et al., 2018), o la implementacion de suelo nativo

y suelo nativo posterior a un incendio forestal.

Previamente distintos autores han documentado la influencia de la coinoculacion de
hongos ectomicorrizicos y bacterias auxiliares de la micorrizacion (BAM) en
contenidos de macro y micronutrientes sobre distintos hospederos. Tal es el caso
del trabajo desarrollado por Barragan-Soriano et al. (2018), en plantas de Pinus

montezumae Lamb. inoculadas con el hongo EcM Hebeloma mesophaeum (Hm) y
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coinoculadas con las bacterias (Cohnella sp. (C) o Azospirillum brasilense (Ab)). En
dicho estudio se obtuvieron incrementos considerables en cuanto al contenido de N
en plantas coinoculadas con el hongo H. mesophaeum mas la bacteria A.
brasilense, misma tendencia para el caso de P y K; observando un efecto sinérgico
mayor sobre las plantas que constituian el tratamiento Hm+Ab. En el trabajo de
Dominguez-Nufiez et al. 2015, registraron un aumento significativo en las
concentraciones y el contenido total de P y un aumento significativo en el contenido
de K en parte aérea cuando se coinoculo la rizobacteria Pseudomonas fluorescens
CECT 844 y el hongo Tuber melanosporum. En la presente investigacion se registré
el efecto sinérgico en relacion al contenido de N, P y K en la totalidad de los
tratamientos, registrandose incrementos del 103.93 y 81% en el contenido total del
Py Zn respectivamente al coinocular plantas de P. maximartinezii con el hongo EcM
Helvella lacunosa y la bacteria Azospirillum brasilense (HI+Ab) con respecto a las
plantas testigo. Lo anterior, pordria tener importantes implicaciones en la produccion
de plantas de P. maximartinezii eficientes en la absorciéon de nutrimentos poco
moviles en el suelo y esenciales en la nutricion de las plantas, lo cual puede

asegurar su supervivencia en su entorno natural.

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) establecen relaciones
benéficas con las plantas y evitan la competencia con la microbiota presente en el
suelo y estan directamente involucradas en la promocién del crecimiento de las
plantas, via produccion y secrecion de varios reguladores quimicos como las
auxinas las cuales son de caracter organico y activan varias respuestas en la célula
vegetal a nivel bioquimico, fisioldgico y morfolégico. Los compuestos liberados por
las bacterias de la rizosfera afectan principalmente al sistema radical, con incidencia
en la proliferacion celular y elongacion radical y, por ende, en el aumento de su
tamafo y peso, ramificacion y area superficial en contacto con el suelo. lo que
repercute en la parte aérea de la planta y facilitan de modo directo el crecimiento de
las plantas al aportar nitrégeno, fosforo y microelementos (LOpez-Reyes et al.,
2018).
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Otros estudios han argumentado de forma mas especifica que las interacciones
entre bacterias y micorrizas desempefian un papel significativo en la fijacion de
nitrogeno (Pérez-Moreno y Read, 2000; Paul et al., 2007). Tendencia observada en
este estudio; en tres de los cuatro tratamientos evaluados, donde se obtuvieron
incrementos similares en el contenido de nitrégeno en la parte radical, al coinocular
HEcM+Ab (74.13% en promedio), pero superior en suelo nativo incendiado + A.

brasilense (Sni+Ab) (151.97%) con respecto al testigo (pT).

Las investigaciones desarrolladas sobre especies forestales e interacciones
benéficas de microorganismos se han centrado principalmente en el uso de las
micorrizas, mientras que las rizobacterias, PGPR (Plant growth promoting
rhizobacteria) o bacterias auxiliares de la micorrizacion (MHB) se han estudiado en
menor cantidad en el area de la silvicultura (Karli€i¢ et al., 2016). Por lo que, la falta
de estudios similares con la inoculacion de plantas con la bacteria Azospirillum

brasilense limita las comparaciones directas con el presente estudio.

3.5.3. Absorcién nutrimental parte aérea: raiz (pa: pr)

En las plantas testigo la relacién pa: pr fue de 2.2; mientras que en las plantas
inoculadas con EcM o la bacteria ocilé entre 1.8 a 3.3 y en plantas donde se realiz6
la coinoculacién fue de 2.1 a 2.5 (Figura 9). Al respecto, Thompson (1985), citado
por Grossnickle y South (2017) menciona que una buena relacién parte aérea: parte
radical debe fluctuar entre 1.0 a 2.5. Relaciones mayores a 3 indican un
desequilibrio entre parte aérea/raiz, traduciendoce en un sistema radical insuficiente
para proveer de energia a la parte aérea de la planta. Sin embargo, esta relacion
cambia con la asociacion micorrizica. Read y Smith (2008) sefalan la relacion parte
aérealraices puede aumentar debido a que las plantas micorrizadas tienen una
mayor capacidad para absorber nutrientes en comparacion con las plantas no

micorrizadas.
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Figura 9. Relacion parte aérea: raiz en los tratamientos evaluados. Plantas testigo
(pT); A. brasilense (Ab); L. proxima (Lp); L. proxima + A. brasilense (Lp+Ab);
Suelo nativo (Sn); Suelo nativo + A. brasilense (Sn+Ab); H. lacunosa (Hl); H.
lacunosa + A. brasilense (HI+Ab); Suelo nativo incendiado (Sin) y Suelo
nativo incendiado + A. brasilense.

En cuanto a la absorcion nutrimental, son muy pocos los estudios que demuestran
la translocacion de macro y micronutientes por parte de los hongos ectomicorrizicos
desde el sustrato a las raices de las plantas y posteriormente a la parte aérea de la

planta.

Aunque se observaron distintas respuestas, en general, no se observo una
movilizacion considerable de nutrientes. Lo anterior podria adjudicarse a que las
resevas de los cotiledones de especies del género Pinus son grandes y
probablemente en el tiempo que las plantas se mantuvieron en invernadero, no
dependian de sus asociaciones ectomicorrizicas para el crecimiento (Rincon et al.,
2001).
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3.5.4. Porcentaje de micorrizacion

Respecto a las raices cortas vivas micorrizadas (RCVM), existieron diferencias

estadisticas significativas (P < 0.05) entre el testigo y los tratamientos inoculados,

notandose la mayor diferencia para esta variable para el tratamiento (Sn+Ab) y

suelo nativo (Sn) (Cuadro 11), con porcentajes de colonizacién del 92.73% y 80.03%

respectivamente. En general, la diferencia en porcentaje entre los tratamientos

inoculados (HEcM) y en los que se implemento la coinoculacion (HEcM+ADb) fue

minima.

Cuadro 11. Colonizacion ectomicorrizica de las raices cortas en plantas de P.

maximartinezii inoculadas y coinoculadas.

Tratamiento

Raices vivas

Raices muertas

RCVM RCVNM RCMM RCMNM

Plantas testigo (pT) 4.7+0.67 a 361+40.52 a 3+1.53a 143+24.17 a
Azospirillum brasilense (Ab) 42+17.90 ab 164.7£48.11 b 32+14.19 ab 107.33t£15 ab
Laccaria proxima (Lp) 435+27.15¢ 144+31.6 b 183.3+31.3 ¢ 98+31.4 ab

Lp + Ab 406.7+105.18 ¢ 142+36.9b 157.3+42.5¢c 73+23.06 ab
Suelo nativo (Sn) 646.7+25.15 cd 161.3+50.6 b 143.3+£26.91 bc 116+10.15 ab
Sn + Ab 799.3£100.19d 62.7£11.9b 156.316.84 ¢ 70.33+3.0 ab
Helvella lacunosa (HI) 366.3+68.31 c 167+£19.20 b 100.33+18.22 abc 116+23.11 ab
HI + Ab 549.7+46.93 c 176+46.03 b 147.3£19.3 ¢ 100+30.9 ab

Suelo nativo incendiado (Sni)

Sni + Ab

413.7+54.5c

294+25.0cb

122.7+23.24 b

127.3+¥13.6 b

154.7+28.17 ¢

118.7+11.7 bc

76.7£18.44 ab

65+9.01 ab

%Colonizacion

1.28

20.32

75.13

74.12

80.03

92.73

68.69

75.75

77.13

69.78

* Los valores representan promedios * Error estandar de la media (n=7). Valores con la misma letra en la misma

columna son iguales segun la prueba de Tukey (P < 0.05).
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Los porcentajes de colonizacion en el presente estudio fueron relativamente altos,
considerando que el porcentaje mayor fue 92.73% en plantas inoculadas con suelo

nativo + A. brasilense (Sn+Ab).

Si bien, la colonizacion determina la calidad de las plantas ectomicorrizadas, pues
se asume que plantas con altos porcentajes de colonizacién micorrizica tienen una
mayor posibilidad de establecimiento y supervivencia en campo, posterior al
transplante (lwanski y Rudawska, 2006). En la presente investigacion se observo
que el mayor porcentaje con 92.73% del tratamiento (Sn+Ab) y en plantas
inoculadas de manera individual con suelo nativo (Sn) 80.03%. No obstante, para
las variables evaluadas estos tratamientos en pocos casos presentarén diferencias
estadisticas significativas, por lo que sugerimos que el nivel de colonizacién podria
no estar relacionado directamente con el efecto del conjunto de especies
micorrizicas en el desarrollo de la planta o bien, nos enfrentamos a un proceso de
antagonismo mediante la competicidon por nutrientes entre especies de hongos

micorrizicos o entre estos y A. brasilense.

La coinoculacién de hongos EcM y PGPR, puede aumentar la colonizacion fungica
0 observar efectos sinérgicos en el crecimiento de las plantas, aunque los estudios
en los que se evallen estos en plantas coinoculadas con EcM y Azospirrilum son
escasos (Dominguez-Nufiez et al., 2015).
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3.6. Caracterizacion de los morfotipos ectomicorrizicos

En el siguiente apartado se realiza la caracterizacion morfo-anatdbmica de los
morfotipos que se presentaron en asociacion con las plantas de Pinus

maximartinezii en condiciones de invernadero.

Laccaria proxima se presentd en la mayoria de los cepellones analizados en un
periodo o estadio que se describe como micorrizas jovenes-inmaduras (presencia
de pocos pelos absorbentes) (Jiménez-Ruiz, 2011) y con un tipo de ramificacion en
su mayoria dicotémica, con una longitud 1 a 3 mm; presenta una coloracién rojo
amarillenta (5YR 5/6) a un color mas oscuro (5YR 4/4) diferenciandose la base en
coloracion del resto del morfotipo en etapa adulta. La presencia de micelio externo
o hifas emanantes fue de escaso a nulo. Se observé que la Red de Hartig de L.
proxima en asociacion con P. maximartinezii penetrd de la tercera hasta la quinta
capa de células corticales. En promedio de ambos tratamientos con L. proxima (Lp

y Lp+ADb) se registré en un 74. 63% de colonizacion ectomicorrizica (Figura 10).
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Figura 10. Ectomicorriza de P. maximartinezii inoculada con L. proxima. a)
morfotipo EcM de L. proxima en estadio joven-inmaduro, visto a
2.0X; b) 2.0X c¢) 2.0X; d) corte transversal de la ectomicorriza
mostrando red de hartig (rH) manto (m) y restos de p pelos radicales

(pr) vista en 40X (Barra= 1 mm).

Helvella lacunosa present6 una disposicion de simple a dicotomica, con una longitud
de entre 1 a 3 mm; morfotipos color café rojizo oscuro (5YR 3/3) en la base y de
color café amarillento (10YR 5/6) en el resto del morfotipo. Apices en su mayoria
con una coloracién café muy palida (10YR 8/4); superficie granulosa y presencia de
hifas externas escasas o nulas. No hubo presencia de estructuras como rizomorfos
o esclerocios. La red de Hartig se encuentra entre los espacios intersticiales de las
tres primeras células corticales. A diferencia de las plantas inoculadas con H.
lacunosa a las plantas tratadas con H. lacunosa + A. brailense se pudo observar un
evidente sinergismo, al menos en el numero de raices cortas vivas micorrizadas y
en un aumento como en el contenido de macronutrientes, p. €j. Nitrégeno y potasio,

asi como en peso seco y diametro (Figura 11).
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Figura 11. Ectomicorriza de H. lacunosa en P. maximartinezii. Morfotipos a)
1.0X; b) 1.6X; c¢) 0.63X; d) corte transversal: red de Hartig (rH),

manto (m). (Barra= 1 mm).

Para el caso de las plantas inoculadas con suelo nativo (Sn) y suelo nativo
incendiado (Sni), se registraron 8 morfotipos EcM, los cuales se describen a

continuacion.

El morfotipo (M1_Sn) presenta una ramificacion dicotdbmica, puntas de éapices rectos
con terminaciones cilindricas; superficie lisa y color del morfotipo naranja palido?; la
longitud oscila entre 2 a 4 mm. Escasas 0 ausentes hifas emanantes, no hay
presencia de rizomorfos o estructuras como esclerocios. En cuanto al corte
transversal podemos observar la penetracion de la red de Hartig entre los espacios
intersticiales de la tercera y cuarta célula cortical; un manto grueso y ligeramente

algodonoso (Figura 12).
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Figura 12. Morfotipo EcM (M1_Sn) en suelo nativo asociado a P.
maximartinezii, a) 0.8X; b) 1.0X; c) 0.63X; d) corte transversal:

manto (m), red de Hartig (rH). (Barra= 1 mm).

El morfotipo (M2_Sn) presenta ramificacion de simple a coraloide, superficie
algodonosa y una longitud de 2 a 3 mm; apices de puntas cilindricas. Presenta un
color entre rosa amarillento morado! y un color rojo palido (10R 6/2). Existe
abundante micelio externo y formacion abundante de extensos y gruesos cordones
miceliares (rizomorfos). La red de Hartig penetra entre los espacios intercelulares
de la tercera y cuarta célula cortical. EI manto es considerablemente grueso (Figura
13).

Figura 13. Morfotipo EcM (M2_Sn) en suelo nativo (SN) asociado a P.
maximartinezii, a) 1.6X; b) 1.8X; c) 2.0X; d) corte transversal: manto

(m), red de Hartig (rH). (Barra= 1 mm).
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El morfotipo (M3_Sn) presentd una ramificacion simple a dicotomica y una longitud
de 2 a5 mm, presenta una superficie lisa y coloracion del morfotipo amarillo naranja
moderado! en la parte superior del morfotipo y naranja rojizo profundo®. Hay
ausencia de hifas emanantes y estructuras como los rizomorfos y esclerocios. En el
corte transversal se observa la diferenciacion entre un manto externo casi
transparente y un manto medio con coloraciones rojizas. Se observo que la Red de
Hartig del morfotipo (M3_Sn) en asociacién con las raices de P. maximartinezii
penetro bien diferenciado de la primer a la segunda capa de células corticales
(Figura 14).

Figura 14. Morfotipo ectomicorrizico (M3_Sn) en el tratamiento de suelo nativo
(Sn) asociado a P. maximartinezii; a) 0.8X; b) 0.8X; c) 0.8X; d) corte

transversal: manto (m), red de Hartig (rH). (Barra= 1 mm).

El morfotipo (M4_Sn) presenta una ramificacién dicotémica y coraloide, un color
amarillo (10YR 7/8, 10YR 7/6) y un color café amarillento (10YR 5/8) en la base de
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la ectomicorriza. Su longitud oscila de 1 a 3 mm; presenta apices de puntas
completamente rectos y cilindricos, escasas hifas blanquecinas emanantes y
cordones miceliares (rizomorfos) en abundancia. No existe presencia de estructuras
de resistencia como los esclerocios. La red de Hartig infecta hasta los espacios

intersticiales de la tercera capa de células corticales de forma definida (Figura 15).

Figura 15. Morfotipo ectomicorrizico (M4_Sn) asociado a plantas jovenes (14

meses) de la especie de pino P. maximartinezii, a) 0.8X; b) 1.6x;
) 2.0X; d) corte transversal: red de Hartig (rH), manto (m). (Barra=

1 mm).

El morfotipo (M5_Sn) presenta una ramificacion dicotomica coraloide y un color de
la ectomicorriza blanquecina (5Y 8/1) con una longitud de 1-2.5 mm. Presenta una
superficie brillante y algodonosa, apices rectos e hinchados; abundante micelio
blanquecino extramatrical y presencia de largos y delgados cordones miceliares
(rizomorfos). En el respectivo corte transversal se puede observar que la red de
Hartig penetra entre los espacios intercelulares de la tercera a la cuarta capa de

células corticales (Figura 16).
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Figura 16. Morfotipo EcM (M5_Sn) asociado a plantas jovenes de la especie P.
maximartinezii, a) 1.0X; b) 2.5X; c) 3.2X; d) corte transversal: manto
(m), red de Hartig (rH). (Barra= 1 mm).

El morfotipo (M6_Sn) presenta una ramificacion dicotémica a coraloide en su
mayoria con una longitud de 1 a 2 mm; una coloracion roja brillante (10R 4/6) a
excepcion de las puntas de los apices, las cuales tienen una coloracion amarilla
rojiza (7.5YR 7/8). Hay presencia de micelio extramatrical y ausencia de hifas
emanantes, rizomorfos, cistidios y esclerocios. En el caso del corte transversal del
morfotipo (M6_Sn) la red de Hartig penetra de la segunda a la tercera capa de
células. Este morfotipo es similar a los morfotipos descritos para los géneros

Rhizopogon o Suillus, con abundantes rizomorfos (Figura 17).
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Figura 17. Morfotipo EcM (M6_Sn) en el tratamiento suelo nativo en plantas
de P. maximartinezii, a) 0.63X; b) 2.0X; c) 2.5X; d) corte

transversal: manto (m), red de Hartig (rH). (Barra= 1 mm).

El morfotipo ectomicorrizico (M7_Sn) presenta una ramificacién dicotomica y una
coloracion entre café grisacea (10YR 5/2) principalmente hacia la base del morfotipo
y una coloracion amarilla rojiza (7.5YR 7/8) hacia las puntas de los apices. Presenta
una longitud de 0.5 a 3 mm. Para este caso en particular la micorrizacion esta en
proceso, punto por el cual podemos observar aun parte de los morfotipos EcCM con
pelos absorbentes. Hay ausencia de hifas, rizomorfos y esclerocios. En lo que
corresponde a la red de Hartig, esta llega a cubrir los espacios intersticiales hasta
la tercera capa de células corticales (Figura 18).
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Figura 18. Morfotipo EcM (M7_Sn) en el tratamiento suelo nativo, suelo nativo
incendiado y suelo nativo incendiado + A. brasilense en plantas de
P. maximartinezii, a) 2.5X; b) 1.25X; c) 1.25X; d) corte transversal:

manto (m), red de Hartig (rH). (Barra= 1 mm).

El morfotipo ectomicorrizico (M8_Sni) presenta una ramificacién simple, coraloide y
en su mayoria dicotomica, una superficie lisa, brillante, con presencia de setas
algodonosa blanquecina y un color del morfotipo amarilla rojiza (7.5YR 7/8). La
longitud oscila entre 1.5 a 3 mm. Presenta abundante micelio extramatrical y
extensos y largos cordondes miceliares (rizomorfos) con una coloracion café clara
(7.5YR 6/4). En el corte transversal podemos observar que la red de Hartig penetra
de la segunda a la tercera capa de células corticales. Esta morfologia es similar a

los morfotipos formados por Lactarius o Russula (Figura 19).
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Figura 19. Morfotipo EcM (M8_Sni) en el tratamiento suelo nativo incendiado

y suelo nativo incendiado + A. brasilense en plantas de P.
maximartinezii, a) 2.5X; b) 2.5X; c) 1.6X; d) corte transversal: red

de Hartig (rH), manto (m), hifas emanantes (hf). (Barra= 1 mm).

Las descripciones de las caracteristicas morfo-anatémicas de las ectomicorrizas
nativas asociadas a diversas especies forestales y su respectiva identificacion
molecular han recibido escasa atencién (Aguilar-Aguilar et al., 2011; Garibay-Orijel
et al., 2013; Oros-Ortega et al., 2016; Baeza-Guzman et al., 2017; Arguelles-Moayo
et al.,, 2018), asi como el efecto de los HEcM nativos y su papel crucial en
condiciones de vivero y campo (Flores-Renteria et al., 2018), pues a menudo los
trabajos experimentales suelen desarrollarse con especies no nativas de hongos
EcM, o incluso con cepas de hongos comerciales, que en su mayoria son
generalistas y colonizadores agresivos con posibles efectos negativos (p. ej. el
desplazamiento) en la composicion de las comunidades locales de hongos EcM
(Dunk et al., 2012; Hart et al., 2017).
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La importancia de los hongos EcM nativos radica en que probablemente le brinden
un beneficio mayor y estén adaptadas mejor a las condiciones ambientales del sitio
o0 &rea natural para el trasplante final (Menkis et al., 2007). Ademas, el llevar a cabo
un proceso de seleccion, es de vital importancia sobre todo basados en las
caracteristicas de las especies fungicas y en su habilidad para colonizar y
extenderse en la rizosfera de la planta hospedante, cubriendo los requerimientos de
la especie forestal asociada.
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3.7. CONCLUSIONES

Las distintas fuentes de inoculo ectomicorrizico individual o coinoculados con la
bacteria A. brasilense, indujeron distintas respuestas en biomasa, diametro, altura
y porcentaje de colonizacién. Se presento un efecto sinérgico del hongo (L. proxima
y H. lacunosa) y la bacteria (A. brasilense) en biomasa, diametro y altura, aunque
en algunas de estas el valor fue similar o superior cuando se implementaron los
HECM sin la bacteria. Las plantas inoculadas con H. lacunosa y H. lacunosa + A.
brasilense (HI+Ab), presentaron mejor calidad fisiolégica y morfolégica que las
plantas sin inocular y de aquellas inoculadas exclusivamente con la bacteria, asi
como el resto de las plantas; las plantas de estos tratamientos presentaron mayores
contenidos de macronutrientes y micronutrientes, aunque la mayor movilizacion
nutrimental a parte aérea (P, K, Fe, Na y Zn) se observé en las plantas inoculadas
con L. proxima. La inoculacion de L. proxima y H. lacunosa favorecieron la absorcion
de N P K mientras que la coinoculacion A. brasilense en plantas inoculadas con H.
lacunosa, L. proxima, HEcM nativos de suelo natural y suelo incendiado tuvieron un
efecto positivo sobre la absorcion de Zn y Fe. Lo cual nos indica que los HEcM
tienen capacidad diferencial en la absorcion de nutrientes del suelo. Sin embargo,
la coinoculacion tuvo un menor efecto sobre la absorcién de P y K que cuando solo
fueron inoculadas con L. proxima o H. lacunosa no asi cuando fueron coinoculadas
con suelo natural, donde se obtuvo un mayor contenido de K, Zn y Fe, mientras que
en suelo nativo incendiado (Sni) favorecio la absorcion de N y K. La colonizacién
micorrizica vario de 68.69 a 92.73%, registrandose el mayor porcentaje en plantas
inoculadas con suelo nativo + A. brasilense (Sn+Ab). Asimismo, se registraron un
total de ocho morfotipos EcM asociados a plantas jévenes de pino azul en las que
se inoculé suelo nativo y suelo nativo incendiado; registrandose cuatro de estos en
los cepellones de las plantas inoculadas con suelo nativo incendiado; no obstante,
se desconoce la identidad de estos. Se concluye que la inoculacion individual de los
hongos EcM L. proxima y H. lacunosa, asi como la coinoculacion con la bacteria A.
brasilense pueden mejorar la calidad morfologica, fisiologica y nutrimental de
plantas de P. maximartinezii, bajo condiciones de invernadero, pues su

implementacion incrementa su posible sobrevivencia en campo. Sin embargo, es
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recomendable conocer e identificar los hongos ectomicorrizicos y bacterias
asociadas de forma natural al pino azul, pues estos podrian potenciar la respuesta
y tolerancia de las plantas transportadas a campo, sobre todo bajo las condiciones
restrictivas en las que se desarrolla dicha especie en peligro de extincién, y con ello,
aumentar el éxito de futuros programas de reforestacion, ademas de representar
una alternativa a fertilizantes convencionales y contribuir a la conservacion de la

biodiversidad del suelo.
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CONCLUSIONES GENERALES

Pinus maximartinezii Rzed. es una especie endémica que forma parte de uno de los
ecosistemas mas productivos en las zonas aridas, ademas, es una especie de pino
pifionero con notoria adaptabilidad a suelos erosionados, poco profundos y pobres,
que brinda multiples servicios ambientales y podria contribuir fundamentalmente en
la economia local. No obstante, actualmente es catalogada tanto a nivel nacional
como internacional en peligro de extincién, debido a su distribucién restringida y
baja densidad poblacional. Asimismo, el planteamiento de estrategias y medidas de
conservacion para el establecimiento y recuperacion del area forestal natural ha
sido una gran problemética, principalmente por factores de perturbacioén y por el
escaso esfuerzo de investigacién sobre su ecologia e interaccién con el medio. Por
consiguiente, es necesario el generar informacién, con la finalidad de proponer
alternativas biotecnologias que contribuyan a los procesos o estrategias de
conservacion, recuperacion y reproduccion de especies forestales de interés
ecolégico, econémico y social, para las que se tenga como objetivo aumentar su

poblacién y evitar con ello su extincion, tal como la simbiosis ectomicorrizica.

En el presente estudio, se caracterizé la diversidad y abundancia de la comunidad
de hongos EcM asociados a arboles adultos de la especie de pino pifionero P.
maximartinezii, durante dos épocas de muestreo: temporada de sequiay lluvia, esta
Gltima posterior a un incendio forestal. Registrando un total de 18 morfotipos EcM,
producto de ambos muestreos, de los cuales tres morfotipos (MZac2, MZac5 y
MZac8) representaron aproximadamente el 90% del niumero total de puntas de
apices ectomicorrizados y seis se presentaron para ambas temporadas de
muestreo; con base a las caracteristicas morfoanatomicas reportadas en la
literatura, se considera que el morfotipo MZacl y MZac14, podria tratarse de la
especie Thelephora terrestris y Pseudotomentella tristis, respectivamente. Sin
embargo, se requiere realizar una identificacion molecular. Ademas, de acuerdo al
conjunto de caracteristicas morfoanatomicas distintivas se identific6 de forma
confiable al morfotipo MZac5 como Cenococcum geophilum, complejo de especies

mas abundante, dado que se registr0 en el 42.5% del total de raices
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ectomicorrizadas vivas analizadas (18.3 y 24.2% para época seca y de lluvia

respectivamente).

Se observo un efecto sinérgico por la coinoculacion con los hongos L. proximay H.
lacunosa con A. brasilense en variables como: biomasa, diametro y altura, aunque
en algunos valores fueron similares o superiores cuando se inocularon los hongos
sin la bacteria. Las plantas inoculadas con H. lacunosa (HI) y H. lacunosa + A.
brasilense (HI+Ab) presentaron la mejor calidad fisiolégica, asimismo los mayores
contenidos de macronutrientes y micronutrientes, aunque la mayor movilizacion
nutrimental a parte aérea (P, K, Fe, Na y Zn) se observé en las plantas inoculadas
con L. proxima. La colonizacién micorrizica vario de 68.69 a 92.73%, registrandose
el mayor porcentaje en plantas inoculadas con suelo nativo + A. brasilense.
Finalmente, se registraron ocho morfotipos EcM asociados a plantas jévenes de
pino azul en las que se implementé como inoculo, suelo nativo. Concluyendo que la
inoculacion individual de hongos EcM H. lacunosa, L. proxima y dual de A.
brasilense mejorar la calidad fisiolégica y nutrimental de plantas de P.
maximartinezii, por lo que su implementacion resulta una alternativa para aumentar
la supervivencia de esta especie. No obstante, el conocimiento, identificacion y
manejo de los HEcCM vy rizobacterias nativas representan una alternativa
biotecnolégica mayor en la produccién de plantas de dicha especie forestal, pues
estos podrian potenciar la respuesta y tolerancia de las plantas transportadas a
campo, sobre todo bajo las condiciones restrictivas en las que se desarrolla dicha

especie en peligro de extincion.

Por lo tanto, se requieren estudios mas detallados sobre la composicion e
identificacion de la comunidad de hongos EcM vy las bacterias asociadas, asi como
su dindmica ecoldgica al conocer los beneficios sobre el desarrollo y establecimiento
del hospedero en campo, con la finalidad de proponer estrategias de recuperacion
y conservacién proactiva del habitat de P. maximartinezii, sobre todo frente a
cambios climéaticos y futuros escenarios adversos productos del calentamiento

global.
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