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Acacia saligna INOCULADA CON HONGOS MICORRIZICOS Y RI1ZOBIOS, COMO
CREADORA DE NICHO PARA REFORESTACION CON Pinus greggii ENGLEM.

Maryeli Aguirre Zamora, M.C. Posgrado en Edafologia

RESUMEN

Los microorganismos juegan un papel fundamental en el correcto desarrollo de las especies
vegetales y en el mejoramiento de las condiciones edaficas. En este trabajo se evaluaron los efectos
en la microbiota del suelo por la inoculacion de Laccaria laccata en Pinus greggii y el crecimiento
de P. greggii bajo el dosel de la leguminosa Acacia saligna inoculada con microorganismos
benéficos (hongos endo y ectomicorrizicos y rizobios). La inoculacion del pino con L. laccata
estimulo la poblacién de bacterias fijadoras de nitrogeno y solubilizadoras de fosfatos; ademas, se
generd mayor actividad metabdlica microbiana (AWCD), a pesar de no presentar diferencias en la
diversidad. Los grupos de microorganismos funcionales mas activos fueron los asimiladores de

aminoacidos, carbohidratos y &cidos carboxilicos y cetonicos.

Palabras clave: Relacion pino-ectomicorriza, leguminosa-rizobio, Laccaria laccata, Lactarius

indigo.



Acacia saligna INOCULATED WITH MYCORRHIZAL FUNGI AND RHIZOBIA, AS A
NICHE CREATOR FOR REFORESTATION WITH Pinus greggii ENGLEM.

Maryeli Aguirre Zamora, M. Sc. Postgraduate in Soil Science

ABSTRACT

Microorganisms play a critical role in the correct development of plant species and in the
improvement of soil conditions. In this work, the Pines-ectomycorrizhae relation was evaluated.
Benefits were observed from the inoculation of Laccaria laccata in Pinus greggii. Since
proliferation of nitrogen fixing bacteria and phosphate solubilizers. In addition, greater microbial
metabolic activity (AWCD) was generated despite not presenting differences in diversity. The
most active functional groups were the assimilators of amino acids, carbohydrates, carboxylic and

ketone acids.

Keywords: Pine-ectomicorrhizae relationship, legume-rhizobium, Laccaria laccata, Lactarius

indigo.
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INTRODUCCION GENERAL

El suelo es uno de los reservorios de la vida con mayor diversidad, donde habitan plantas, animales
y microorganismos (Orgiazzi et al. 2016). Por lo cual, es donde se lleva a cabo, de manera directa
o indirecta, la produccion de la mayoria de los alimentos que consumimos, pues tiene la capacidad
de soportar el desarrollo del sistema radical de las especies vegetales (Orgiazzi et al. 2016). En el
suelo, las plantas y los microorganismos se encuentran estrechamente relacionados, puesto que
ambos aportan sustancias nutrimentales uno al otro (Smith y Read 2008). Las relaciones benéficas
planta-microorganismo tienen mayor abundancia en la zona de influencia de la raiz, Ilamada
rizosfera (Ferrera-Cerrato et al. 2016, Ochoa-Hueso et al. 2018), ya que los exudados radicales
funcionan como atrayentes, puesto que los organismos edéaficos dependen de los aportes de los

compuestos carbonatados exudados por las raices (Bonkowski et al. 2009).

Sin embargo, en la actualidad gran parte de los suelos del planeta se encuentran degradados, en su
mayoria por causas antropicas. Lo cual genera cambios en los ecosistemas (SER 2002), pérdida
de biodiversidad (Orgiazzi et al. 2016) y aumento en las emisiones de gases de efecto invernadero
(Valiente et al. 2015). Por ello, es importante la elaboracion de estrategias eficaces para la
rehabilitacion de suelos, donde se puedan observar resultados a corto y mediano plazo. En este
sentido, es importante llevar a cabo enmiendas ecoldgicas en zonas perturbadas, evitando la
pérdida de la biodiversidad, que puede originar problemas relacionados con el desabasto
alimentario, los servicios ecosistémicos (Orgiazzi et al. 2016) y aumento del cambio climético
(Maldonado-Chavez et al. 2010). La utilizacion de plantas vivas para la rehabilitacion de suelos
es un método eficiente, donde pueden participar basicamente la mayoria de las plantas que

conocemos; desde briofitas hasta angiospermas. Sin embargo, las especies arboreas son las mas



utilizadas para la rehabilitacion de ecosistemas forestales (Cantos-Cevallos et al. 2018, Gilmour

et al. 2000, Lugo 1988).

El uso de leguminosas ha tenido buenos resultados, ya que incrementa la fijacion de nitrogeno,
por medio de su interaccidn con las bacterias simbioticas denominadas rizobios (Carrillo-Gonzalez
et al. 2017, Gage 2004, Moawad 1998); lo cual propicia un ambiente iddneo para el
enriquecimiento de otras poblaciones microbianas benéficas para las plantas (Bonkowski et al.
2009). Provocando a su vez efectos positivos en la estructura del suelo, como la formacion de
agregados (Weil y Brady 2016). Por otro lado, las especies forestales como los pinos, tienen alta
importancia en la reforestacion de los bosques, ya que en simbiosis con hongos ectomicorrizicos
dan pie al mejoramiento de las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo (Mares-
Ponce de Leon et al. 2018, Smith y Read 2008). A su vez, un ambiente adecuado para la

colonizacién de microorganismos, como bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

Ademas, los consorcios microbianos, que hacen referencia a la utilizacion de distintas especies de
microorganismos, aumentan el efecto positivo en el crecimiento de las plantas y mejoramiento de
las condiciones del suelo, comparados con aquellos estudios donde se utilizan cepas puras ya sea

bacterianas o de hongos micorrizicos arbusculares (Rasouli-Sadaghiani et al. 2018).

En general, es indispensable implementar técnicas de rehabilitacion de los suelos en México, ya
que un 45.2 % de estos se encuentra degradado (SEMARNAT 2012). Moncada-de la Fuente et al.
(2013) mencionan que las acciones de rehabilitacon de suelos acordes a la poblematica en el pais
son: la aplicacion de abonos verdes, siembra aérea, practicas mecanicas y exclusion (tierras en
descanso). No obstante, en el 2014 la superficie edafica incorporada a programas de compensacion

ambiental por cambio de uso de suelos en terrenos forestales y el programa nacional forestal



(ambos de CONAFOR) fue solo el 0.2 % de la superficie nacional degradada (SEMARNAT 2012).
Aunado a esto, la mayoria de las estrategias de rehabilitacion implemetadas en México se
encuentran enfocadas a la proteccion de la vegetacion y no en mejorar las condiciones del suelo

(Gardi et al. 2014).

Por ello, esta investigacion presenta una estrategia de rehabilitacion de suelos forestales mediante
la utilizacion de Acacia saligna y diversos microorganismos (rizobios, hongos micorrizicos
arbusculares y hongos ectomicorrizicos) como creadores de nicho para Pinus greggii, con la cual
ademas de promover el desarrollo vegetativo, se generan las condiciones idoneas para el

mejoramiento de las condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo.
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Objetivos e Hipdtesis

Objetivo general
Mejorar el crecimiento de Pinus greggii bajo el dosel de Acacia saligna mediante la inoculacion

con rizobios, hongos micorrizicos arbusculares y ectomicorrizicos.

Objetivos especificos

e Estimar el efecto de la inoculacion con el hongo ectomicorrizico Laccaria laccata en el
crecimiento de Pinus greggii, en la diversidad microbiana y en la abundancia de

rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal.

e Determinar los cambios en el crecimiento y microbioma de Pinus greggii bajo el dosel de
Acacia saligna debido a la inoculacion con rizobios, hongos micorrizicos arbusculares y

los hongos ectomicorrizicos Lactarius indigo y Laccaria laccatta.



Hipotesis general
La inoculacion con rizobios, hongos micorrizicos arbusculares y ectomicorrizicos favorece el

crecimiento de Pinus greggii bajo el dosel de Acacia saligna.
Hipotesis especificas
e El crecimiento de Pinus greggii, la diversidad microbiana y la poblacion de rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal aumentan por la inoculacion con el hongo

ectomicorrizico Laccaria laccata.

e La inoculacion con rizobios, hongos micorrizicos arbusculares y los hongos
ectomicorrizicos, Lactarius indigo y Laccaria laccatta, favorecen el crecimiento de Pinus

greggii bajo el dosel de Acacia saligna.



REVISION DE LITERATURA

El suelo y su degradacion
El suelo es un elemento fundamental para el soporte fisico y proveedor de nutrimentos para las

plantas (Andrades y Martinez 2014, Weil y Brady 2016). Este sistema es el resultado de la
interaccion que se lleva a cabo entre elementos vivos e inertes, puesto que albergan una diversidad
compleja de organismos que varian en tamafo, desde pocos micrémetros (ej. bacterias) hasta
varios centimetros (ej. lombrices); los cuales se distribuyen de distintas maneras en tiempo y
espacio, formando comunidades del suelo Gnicas en cada ecosistema. Ademas, al interactuar entre
si, brindan servicios ecosistémicos esenciales para la vida humana, desde el crecimiento de las

plantas, hasta la regulacion del clima (Orgiazzi et al. 2016).

Sin embargo, la degradacién de los suelos es un problema de importancia global, que ha ido en
aumento con el transcurso de los afios. Este problema, dificulta y en algunas ocasiones hace
imposible la utilizacidn de este recurso (Lal y Stewart 1990, Bai et al. 2008, Ferrari y Wall 2015).
Alrededor de mil millones de hectéareas de suelo se encuentran en estado de degradacion en el
mundo, donde destacan los problemas por erosién hidrica y e6lica, con el 55.7 y 27.9 %,
respectivamente; seguidas de la degradacion quimica con 15.9 % vy la fisica con 11.8 % de los

suelos afectados (Nkonya et al. 2011).

Si bien esta problematica puede generarse de manera natural, se sabe que son las actividades
humanas las que dafian en mayor medida los suelos del mundo y se deben proponer alternativas
de manejo para detener la degradacion y favorecer la rehabilitacion de los mismos (Ferrari y Wall
2015, Jadan et al. 2016). Entre los factores antrépicos que tienen mayor impacto en la degradacion

de este recurso se encuentran: las actividades mineras (Salinas y Romani 2016), la contaminacion



con hidrocarburos (Varjani 2017) y el uso de agroquimicos (Newman et al. 2016), asi como las

malas practicas agricolas (Etchevers et al. 2016).

Las zonas con suelos en estado de degradacion, de mayor a menor son: Europa 91%; Centro y
Sudamérica 77%; Asia-Pacifico 73%; Africa, Norte y Medio Este 71%; Africa Sub-Sahariana

67%, Norte de América 48% y Norte de Asia 47% (LOpez-Santos 2016) (Figura 1).
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Figura 1. Degradacion de los suelos a nivel mundial, causado por las actividades humanas (Fuente:
Leenaars et al. 2015. Tomado de Lpez-Santos 2016).

En Meéxico, los suelos se encuentran degradados en un 45.2 % considerando una superficie
nacional de 1 909 818.5 km? (SEMARNAT, 2012), de los cuales 6 % corresponde a erosion fisica,
9.5 % erosion edlica, 11.8 % erosion hidrica y 17.9 % degradacion quimica (SAGARPA, 2013),
lo que indica que el mal manejo de los suelos es una de las principales causas de su deterioro en el

pais (Figura 2).



Proceso de degradacion

Superficie Superficie
Erosion nacional (%) Degradacién nacional (%)
Hidrica 11.8 Quimica 17.9
Edlica 9.5 Fisica 6

Sin degradacion 548
aparente

Figura 1. Principales procesos de degradacion del suelo en México, 2002 (Tomado de SEMARNAT,
2012).

Sucesion y rehabilitacién ecoldgica

Los ecosistemas que conocemos, estan formados a partir de sucesiones ecoldgicas, las cuales
llevan al ambiente a un estado de equilibrio, conduciendo a los organismos a formar una
comunidad climax (Garcia y Denegri 2016), donde se encuentran una serie de organismos

adaptados al ecosistema formado a lo largo de los afos.

Connell y Slatyer (1977), mencionan que existen tres mecanismos de sucesion después de una
perturbacion: 1) la facilitacion, que se lleva a cabo mediante la colonizacion de especies pioneras
que favorecen el crecimiento de las especies tardias para despues ser eliminadas por estas ultimas
debido a la competencia; 2) la tolerancia, donde las especies pioneras no favorecen a las tardias,
pero igual que en el primer mecanismo, son eliminadas por la competencia que ejercen las especies
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tardias; 3) la inhibicion, donde las especies pioneras desfavorecen el establecimiento de las

especies tardias, las cuales sélo pueden crecer si las primeras son eliminadas.

Por otro lado, se le denomina restauracion ecologica al proceso mediante el que se realiza una
alteracion intencional del habitat con la finalidad de establecer un ecosistema natural funcional,
imitando de esta forma la diversidad, estructura, funcion y dinamica del ecosistema (SER 2002).
Sin embargo, los objetivos de las estrategias de restauracion en la mayoria de los casos no se
cumplen debido a la dificultad de regenerar las caracteristicas originales de un ecosistema. Por
ello, se recomienda emplear estrategias de rehabilitacion, puesto que estas proponen mejorar la
calidad del ambiente sin el objetivo de regresar al ecosistema natural (Barrientos y Monje-Najera
2010), lo cual es mas facil de conseguir, ya que no es necesario imitar las caracteristicas iniciales
del sistema, pero si proporcionar un nicho ecoldgico al que se adapten diversas especies (Buée et

al. 2007, Dumbrell et al. 2010).

En diversos paises existen leyes que regulan los proyectos de restauracion y rehabilitacion de los
ecosistemas; sin embargo, en México no se contaba con una politica nacional que atendiera este
problema (Ceccon y Martinez-Garza, 2016), dejando un panorama lamentable debido a que este
pais es uno de los reservorios naturales mas grandes del mundo. Lo anterior se debe a que la
mayoria de las estrategias de rehabilitacion implemetadas en México se encuentran enfocadas a la
proteccion de la vegetacion y no en mejorar las condiciones del suelo (Gardi et al. 2014), lo cual
consiste en reforestar areas perturbadas sin el seguimiento necesario para que las plantas tenga un
indice alto de supervivencia, por lo que las areas no logran consolidar un estado de rehabilitacion

(Carabias et al. 2007).
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Actualmente, el programa “Sembrando vida” tiene el objetivo recuperar la cobertura forestal de
un milloén de hectareas en el pais (Secretaria de Bienestar 2019). Después de un afio de que este
proyecto arrancara, se anuncio que se han reforestado 500,000 hectareas del pais. No obstante, se
estima que el proceso de rehabilitacion de las &reas que se encuentran dentro de este programa sea

lento, comparado con estrategias de otros paises (Altamirano 2019).

Debe considerarse que antes de implementar una estrategia de rehabilitacion se debe determinar
el tipo de degradacion que se presenta, por lo cual Fabelo (2017) desarroll6 una metodologia

dirigida a la toma de decisiones a realizar ante la necesidad de rehabilitacion de suelos (Figura 3).
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Figura 2. Esquema de la metodologia que puede implementarse para la toma de decisiones al
rehabilitar suelos (Adaptado de Fabelo, 2017).

Meétodos de rehabilitacién de suelos
Considerando que la problematica de la degradacion de los suelos tiene gran impacto en la

sociedad, es importante fomentar su buen manejo, lo que implica promover estrategias que

beneficien tanto a los productores como al ambiente. Las buenas estrategias de manejo del suelo
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(como la planificacién para el uso y control apropiado de este) aumentan su capacidad

regenerativa, mejorando asi la vitalidad y la capacidad de rehabilitacion parcial o total del mismo.

Dentro de estas estrategias, se encuentran las practicas agricolas enfocadas en la conservacion y
rehabilitacion de los suelos, como la rotacién de cultivos (Bruns et al. 2018), incorporacion de
abonos verdes (Castro et al. 2017), las practicas de cero labranza (Posada-Ochoa et al. 2013), entre
otras. Asi como la construccion de terrazas, con la finalidad de retencion del suelo, evitando su

deslave y erosion por el impacto del suelo y agua (Ferro-Vézquez et al. 2014).

Aunado a esto, se conocen métodos que se implementan para rehabilitar suelos en estados de
degradacion altos. Estos son clasificados como fisicos, quimicos (Nkonya et al. 2011) y bioldgicos
(Ceccon y Martinez-Garza 2016). Dentro de los fisicos se encuentran la vitrificacion (Flores et al.
2009), encapsulacion, lavado vy la electroquimica (Gonzélez-Chéavez y Carrillo-Gonzélez 2017);
en las alternativas quimicas estan la neutralizacion (Combatt-Caballero et al. 2017), solidificacion
y estabilizacion (Garcia-Mufioz y Vargas-Galvis 2017). Mientras que las estrategias bioldgicas
son realizadas mediante la adicion de biosolidos (De Quadros de et al. 2016), biofertilizantes
(Perea-Vélez et al. 2017), compostas (Galdames et al. 2017), asi como aquellas donde intervienen
las plantas como mejoradoras de las condiciones del suelo. Por medio de las cuales se mejoran las
condiciones edéficas (fisicas quimicas y bioldgicas) de zonas que sufrieron algun disturbio, para
que dichos suelos sean utilizados nuevamente en diversas actividades, como la agricultura,

produccidn forestal, etc.; pero no forzosamente el uso que se le daba antes del disturbio.

Todas estas practicas pueden ser mejoradas por medio de la inoculacion de microorganismos que

permiten el intercambio de nutrientes entre el suelo, el agua, la atmoésfera y las plantas, y a su vez,
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mejoran la productividad de los cultivos y la adaptacion de las plantas en los ecosistemas naturales

(Navaez et al. 2017).

Actualmente se conocen diversas estrategias para mejorar las condiciones edaficas por medio de
la utilizacion de plantas vivas; no obstante, es un tema complejo de abordar debido a que existen
vacios en el conocimiento de estas. Este vacio comienza con el mal uso de los conceptos que se
emplean, o bien la confusion que representa utilizar cada una de las técnicas. Dentro de los

conceptos mas comunes se encuentran los siguientes:

Ecologia de la restauracién (Bradshaw 1993 y Cairns 1993): Rama de la ecologia que estudia las

areas disturbadas en el proceso de restablecimiento de manera natural o asistida.

Restauracidn ecoldgica (SER 2004): Proceso de asistir el recubrimiento de un ecosistema que ha

sido degradado, dafiado o destruido con la finalidad de restablecer la funcion y la estructura de las

areas que fueron afectadas utilizando como referencia los ecosistemas antes del disturbio.

Fitorremediacién (Salt et al. 1998): Uso de plantas vivas para disminuir o eliminar los

contaminantes del entorno o para reducir su peligrosidad. En la actualidad se conocen varias
aplicaciones de esta técnica, tales como la fitoextraccion, fitoestabilizacion, fitoinmovilizacién,
fitovolatilizacidn, fitodegradacion y la rizofiltracién (Carpena y Bernal, 2007). Pueden estar
acomparfiadas de organismos microscopicos que incrementan los beneficios de dichas técnicas. En
términos generales, a esto se le conoce como fitorremediacion asistida por microorganismos

(Noguez-Inesta et al., 2017).

Reforestacion (Fournier 1989): Actividad encargada de repoblar areas que anteriormente

estuvieron cubiertas por bosque, los cuales fueron eliminados por diversos motivos.
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Islas de fertilidad (Bashan et al. 2015): Implementacion de leguminosas arbdreas como plantas

nodriza en zonas aridas, (con posibilidad de ser inoculados con microorganismos), para aumentar
las concentraciones de nutrientes que pueden ser aprovechados por las plantas; lo cual, con el paso
del tiempo permite que las particulas de suelo se establezcan bajo el dosel y aumente la
disponibilidad de materia orgénica para futuras generaciones de plantas. A partir de estas islas, la

vegetacion se puede ir expandiendo a lo largo del terreno.

A pesar de que los conceptos anteriores tienen un significado especifico, puede haber confusion
entre ellos, puesto que en todos se encuentra involucrado el uso de plantas para mejorar las
caracteristicas de los suelos. La diferencia consiste en el objetivo concreto de la técnica, asi como
las condiciones en las que estas son aplicadas. En este estudio se llegd a la conclusion de que
ninguno de los conceptos antes mencionados cumple por completo con los objetivos buscados, por
lo tanto, decidimos que a lo largo del trabajo usaremos el término “fitorrehabilitacion”, que
consiste en el uso de plantas que pueden estar inoculadas 0 no con microorganismos, con la
finalidad de mejorar las condiciones edéaficas (fisicas quimicas y bioldgicas) de zonas que sufrieron
algin disturbio, mas no se encuentran contaminadas; para que dichos suelos sean utilizados
nuevamente en diversas actividades, como la agricultura, produccion forestal, etc.; pero no

forzosamente el uso que se le daba antes del disturbio.

Relacion planta-microorganismo

El suelo es considerado uno de los habitats microbianos con mayor diversidad y abundancia, un
gramo de suelo puede contener entre 10° microorganismos y 10* especies diferentes (Foster 1988,
Gonzalez y Fuentes 2017). Donde destacan aquellos microorganismos que se relacionan con la
rizosfera de las plantas (Mares-Ponce de Ledn et al. 2018), sitio en el que los exudados radicales,

gue son ricos en compuestos organicos, aportan a los microorganismos nutrientes que son
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utilizados para llevar a cabo sus actividades metabdlicas (Phillips et al. 1991, Gonzéles-Diaz y

Cabrera-La Rosa 2017).

Las interacciones bioticas entre plantas y microorganismos pueden ser mutualistas, antagonistas o
neutras (Bronstein 1994, Bonkowski et al. 2009, Alvarez et al. 2018, Ruiz-Cisneros et al. 2018).
Un cambio en dichas interacciones, a consecuencia de la degradacion del suelo, provocada por
diversos factores como la deforestacion, ocasiona la pérdida de especies importantes, debido a la
falta de fuentes de carbono que utilizan para llevar a cabo sus procesos fisioldgicos, que a largo
plazo originan un ambiente no funcional, por lo que resulta importante entender las respuestas de
los suelos ante los disturbios ocasionados (Ochoa-Hueso 2017). Valiente et al. (2015) mencionan
gue ante los cambios mundiales (como el calentamiento global y la degradacion de los habitats) se
pierde primeramente la diversidad de interacciones (ya sea planta-microorganismo o
microorganimo-microorganismo) fundamentales en el suelo, antes de que se puedan detectar
cambios en la biodiversidad; lo que afecta la funcionalidad de las especies y los servicios

ecosistémicos a un ritmo més acelerado que la propia extincion de especies.

Dentro de las interacciones mutualistas destacan la relacion leguminosas-rizobios (Provorov 1998,
Rodriguez-Echeverria et al. 2012, Pérez-Fernandez et al. 2015) la de pinos-hongos
ectomicorrizicos (Zhang et al. 2018a), asi como la interaccién plantas vasculares-hongos
micorrizicos arbusculares (Keymer y Gutjahr 2018). En todos los casos, tanto el macro como el
microsimbionte, obtienen beneficios, tales como, la facilitacion de absorcion de nutrientes y el
aumento en la resiliencia (Ferrera-Cerrato et al. 2016). Esta Ultima se evalua por medio de la
capacidad de rehabilitacion después de una perturbacion y las propiedades que sirven como
indicadores de los mecanismos que utilizan para rehabilitarse (Seybold et al. 1999). Ademas de

las interacciones directas antes mencionadas, se encuentran las relaciones que llevan a cabo de
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forma indirecta con los microorganismos del suelo, como las bacterias de vida libre, que también
son conocidas como bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV), que tienen la capacidad
de brindarles nutrientes (principalmente NPK), mientras que ellas utilizan como fuente de carbono
los exudados radicales (Terrestre et al. 2017). Entre ellas sobresalen los generos Azospirillum y
Azotobacter por su capacidad de fijacion de nitrogeno (Zhang et al. 2018b, Rodriguez et al. 2018),
las solubilizadoras de fosfato donde destacan los géneros Bacillus y Pseudomonas (Restrepo-
Franco et al. 2015, Garcia et al. 2015) y las productoras de sideréforos, tales como los géneros
Bacillus, Pseudomonas y Kocuria (Herrera et al. 2018, Mathurot et al. 2009, Yu et al. 2011)

(Figura 4).
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Figura 3. Principales grupos microbianos que influyen en la nutricion de las plantas. 1. Fijadores de
nitrégeno atmosférico (N.) de vida libre (FNVL) en la rizésfera de gramineas y otras angiospermas.
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2. Hongos micorrizicos arbusculares (HMA) que colonizan el tejido cortical de mas del 80 % de las
plantas terrestres y favorecer el flujo de nutrimentos hacia estas a cambio de compuestos derivados
de la fotosintesis. 3. Microorganismos solubilizadores de fosfato capaces de transformar el fosfato
insoluble en formas aprovechables por las plantas. 4. Fijadores de N, atmosférico simbidticos (FNS)
con capacidad de formar nddulos en raices de leguminosas. 5. Microorganismos productores de
sideroforos, compuestos generalmente peptidicos con alta afinidad por hierro férrico (Fe*) y que
facilitan la absorcion de este metal por las plantas reduciendo el Fe disponible para otros organismos,
incluyendo fitopatdgenos. 6. Hongos ectomicorrizicos (HE) simbidticos a plantas de interés forestal,
gue modifican la anatomia micro y macroscopica de las raices de la planta que colonizan favoreciendo
la absorcion nutrimental. 7. Hongos saprobios que descomponen la necromasa y propician que los
nutrimentos presentes en ella retornen al suelo en formas potencialmente aprovechables (Tomado de
Ferrera-Cerrato et al. 2016).

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal y controladoras de enfermedades

En términos generales, las bacterias promotoras del crecimiento vegetal son aquellas que por
diversos mecanismos tienen la capacidad de proveer a las plantas de nutrientes que no se
encuentran disponibles de forma natural (Bach et al. 2016, Souza et al. 2015). Lo que da como
resultado un mayor crecimiento de las plantas cuyas raices estan en contacto con dichas bacterias,
en comparacion de las que no presentan la relacion (Majeed et al. 2015). Ademas, algunas de estas
cepas tienen la facultad de controlar enfermedades en algunas plantas, funcionando como control
bioldgico, por medio de diversos mecanismos, como la comunicacién célula-célula en bacterias
basada en el mecanismo de quorum sensing, que producen moléculas que inhiben la sefializacion
entre bacterias patégenas, como la acilhomoserin lactonas (AHLS), puede interrumpir el proceso
de sefalizacion bacteria-bacteria, disminuyendo de esta forma la infeccién de las plantas (Rojas-

Badia 2011).

Algunos de los mecanismos que ejercen las bacterias en la zona de influencia de la raiz, asi como

las especies mas sobresalientes, se indican en el Cuadro 1.
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Microorganismos simbioticos fijadores de nitrégeno atmosférico (rizobios)
Se les denomina rizobios a un grupo de bacterias que tienen la capacidad de fijar el nitrégeno

atmosférico al suelo a traves de una simbiosis mutualista que llevan a cabo con la mayoria de las

leguminosas (Provorov 1998, Sosa et al. 2004). Esta relacién es muy especifica, por lo que los

géneros bacterianos tienden a colonizar solamente algunas leguminosas con las que tienen afinidad

(Calvo 2011).

Cuadro 1. Mecanismos de las bacterias benéficas que proporcionan nutrientes a las plantas o el suelo
y/o promueven el crecimiento vegetal (Adaptado de Molina-Romero et al. 2015).

Mecanismo Bacterias Modo de accion Fuente
Fijacion Allorhizobium sp., Actividad Fernandez-Aunién
bioldgica de Azhorhizobium sp., nitrogenasa et al. 2010
nitrégeno Bradyrhizobium sp.,
(Simbiosis) Mesorhizobium sp.
Rhizobium sp.
Frankia sp.
Fijacion Herbaspirillum spp. Actividad Suman et al. 2008
bioldgica de Azospirillum amazonense nitrogenasa
nitrégeno Burkholderia tropica
(Vida libre)
Acinetobacter sp. Fosfatasas no Lugtenberg
Azospirillum sp. especificas y Kamilova 2009,
Solubilizacion Burkholderia sp. Fitasas fosfonatasas Rodriguez et al.
de fosfatos Flavobacterium sp. C-P liasas 2006
Microccocus sp.
Microbacterium sp.
Beijerinckia sp.
Controladores Achromobacter sp. 1- Onofre-Lemus

de estrés

Alcaligenes sp.
Azospirillum sp.
Bacillus sp.
Burkholderia sp.
Pseudomonas sp.
Sinorhizobium sp.

aminociclopropano-
1-carboxilato (ACC)
desaminasa

et al. 20009,
Jorquera et al. 2012

Rhizobium sp.
Degradacion de Bacillus sp. Produccion de AiiA Dong et al.
sefiales de 2001, Rojas-Badia
Quorum 2011
sensing
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Produccion de Azospirillum sp. Secrecion de acidos  Carcafio-Montiel et

sideroforos Klebsiella sp. organicos al. 2006, Dehner et
Pseudomonas mendocina Actividad al. 2010
ferroreductasa
Produccion de Azospirillum sp. Produccion de Carcafo-Montiel et
reguladores del Klebsiella sp. auxinas (AlA) al. 2006, Greenhut
crecimiento Enterobacter soli LF7 Produccion de acido- et al. 2018, Shahzad
Bacillus amyloliquefaciens indol-acético etal. 2016
Produccion de
giberilinas

La fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN), permite que estas crezcan en suelos con déficit de dicho
nutriente (Barnet et al. 1985, Bueno-Lépez y Camargo-Garcia 2015); ya que gracias a este proceso,
la planta utiliza el amonio sintetizado por los rizobios y asi se provee de las fuentes de nitrogeno
que requiere y los rizobios, a su vez, reciben esqueletos de carbono de la planta para sus funciones

vitales (Alexander 1984, Calvo 2011).

Durante la simbiosis, las bacterias inducen la formacién de un nuevo érgano en la raiz, llamado
nodulo, en el cual se alojan y llevan a cabo el proceso de fijacion de nitrégeno. La organogénesis
del nodulo es un proceso de infeccion que se induce por el intercambio de sefiales entre ambos
organismos, el macrosimbionte (la planta) y el microsimbionte (la bacteria) (Alexander 1984,
Quinto y Cardenas 2007), donde es fundamental la unién del microorganismo a los pelos radicales
de la raiz de la planta. Sustancias con efecto mitégeno (factores de nodulacion) son sintetizadas
por los genes de nodulacion del microsimbionte (genes nod), en respuesta a la excrecion de

sustancias de tipo flavonoide por la planta (Soto et al. 2000) (Figura 5).
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Figura 4. Dinamica de formacion de un nédulo. 1) Rizobios libres en el suelo; 2) Rizobios atraidos
por los pelos radicales; 3y 4) Inicio de la infeccion de los pelos radicales mediante la formacion de la
forma conocida como “Cayado del pastor”; 5y 6) Hilo de infeccion que invade las células corticales;
7) Reproduccion de rizobios en células haploides; 8) hipertrofia radical y aparicion del nédulo; 9)
Rizobio sin pared celular (bacteroide) en las célular corticales fijando nitrdgeno; 10) Nédulo con
leghemoglobina (Tomado de Alexander 1980).

Se han definido dos tipos de nédulos en leguminosas: los nédulos determinados e indeterminados
(Gualtieri y Bisseling 2000). Los primeros son de forma esférica, mientras que los segundos tienen
forma cilindrica y a menudo con ramificaciones. La estructura y funcion del nédulo estan
disefiadas para proporcionar un ambiente microaerobico para la bacteria (Mylona et al. 1995). La
corteza externa del nodulo es aerdbica, pero dentro de este hay poco Oz, lo que es esencial porque
la enzima nitrogenasa es labil al O2. Sin embargo, el simbionte rizobiano necesita O2 para generar
ATP (Mylona et al. 1995, Calvo 2011). Las células corticales infectadas de la planta producen una
proteina portadora de O llamada leghemoglobina, que facilita la transferencia de O al bacteroide.
A su vez, el bacteroide produce una citocromo oxidasa terminal especializado que le permite

respirar bajo condiciones minimas de O> (Mylona et al. 1995).
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A medida que los rizobios se transforman de bacterias libres a bacteroides, su metabolismo se
modifica para proporcionar energia para la FBN. El malato y/o el succinato son las fuentes de C
transportadas al bacteroide y usadas en la produccion de energia y como esqueletos de C para los

procesos biosintéticos del bacteroide (Napoles-Garcia et al. 2016).

Este proceso que ocurre en el suelo hace parcialmente prescindible el uso de abonos o fertilizantes
nitrogenados para las plantas que establecen esta simbiosis, disminuyendo algunos problemas de
contaminacion ambiental e inversion econdémica (Quinto y Cardenas 2007). De esta forma, es

posible utilizar esta relacion planta-microorganismo en suelos que requieran de rehabilitacion.

Fijadoras de N2 atmosférico de vida libre

Como su nombre lo indica, este tipo de bacterias tiene la capacidad de fijar nitrégeno y transferirilo
al suelo sin necesidad de establecer una relacion simbidtica con las plantas (Hernandez et al. 2003).
Este proceso tiene ventajas y desventajas. Por un lado, al prescindir de un hospedero obligatorio
dichas bacterias pueden ejercer sus mecanismos de FBN en mayor cantidad de ambientes, donde
se pueden encontrar diversas plantas, ya gque no necesitan ningun grupo especifico para
desarrollarse (Sanchez-Lopez et al. 2019, Steenhoudt y Vanderleyden 2000). Por otro lado,
Ferrera-Cerrato et al. (2016), mencionan que estas bacterias tienen menor capacidad de fijacion de
N2 comparado con los rizobios, debido a que no se encuentran dentro de una estructura que les
brinde proteccion ante el ataque y competencia que ejercen otros organismos, lo cual resulta

energéticamente caro.

Dentro de este grupo bacteriano, los generos méas conocidos son Azospirillum y Azotobacter.
Ambas bacterias crecen en la rizosfera de las plantas, puesto que utilizan los azlcares y otros
exudados como fuente de energia. A cambio, como se mencion0 anteriormente, proveen de
nitrogeno aprovechable a las plantas (Smercina et al. 2019).
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El proceso por el cual llevan a cabo esto se puede resumir de la siguiente manera: las células
bacterianas son atraidas a la rizésfera de las raices de las plantas por medio de los azUcares, por lo
tanto, estas se adhieren a los pelos radicales a través de un sistema de anclaje mediado por
polisacaridos (Smercina et al. 2019). La expresion de los genes estructurales de fijacion de
nitrégeno (nif) puede variar segln los organismos, en el caso de Azospirillum, dichos genes se
encuentran inactivos cuando se encuentran cantidades excesivas de nitrégeno, en otros casos, este
gen también puede ser inactivado por la alta tension del O> en el ambiente (Steenhoudt y
Vanderleyden 2000). Por lo tanto, solamente bajo condiciones adecuadas, es decir, con bajas
cantidades de nitrdgeno y O, las bacterias comienzan el proceso de FBN (Sanchez-Lo6pez et al.

2019).

Bacterias solubilizadoras de fosfatos
Después del nitrogeno, el fésforo (P) es el nutriente més limitante en la nutricion de las plantas,

puesto que interviene en distintos procesos bioquimicos y fisioldgicos de las plantas (Andrés et al.
2019); por ejemplo, en la fotosintesis, componente estructural de las membranas celulares y en
liberacion de energia por la produccion de adenosin trifosfato (ATP) (Gurdeep et al. 2015). Sin
embargo, a pesar de que este nutriente puede ser encontrado en altas cantidades, su disponibilidad
es limitada; ya que, solo es aprovechado en forma de ortofosfatos (HPO4% y H2PO4") (Satyaprakash
et al. 2017). Por lo tanto, la intervencion de bacterias que tienen la capacidad de solubilizar el P
del suelo es de gran importancia en el proceso de desarrollo de las plantas (Sanclemente et al.

2017) que son utilizadas con fines de rehabilitacion.

Las bacterias solubilizadoras de fosfatos, como la mayoria de las bacterias benéficas del suelo,
presentan mayor abundancia en la rizésfera, puesto que utilizan los exudados radicales como

fuente de energia para llevar a cabo sus procesos metabdlicos (Liu et al. 2015). A su vez, ellas
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proporcionan P disponible a las plantas por medio de la secrecion de acidos orgénicos y protones,
sintesis de fosfatasas y quelacion, también mediante la acidificacion del medio (Ferrera-Cerrato et

al. 2016).

Algunas de las cepas bacterianas solubilizadoras de P mas representativas pertenecen a los géneros
Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Flavobacterium, Enterobacter, Pantoea, y Rahnella
(Satyaprakash et al. 2017, Bakhshandeh et al. 2017, Rodriguez et al. 2006, Charana-Walpola y
Yoon 2013). Aunado a la solubilizacion de P, algunas de estas cepas tienen la capacidad de fijar
nitrégeno y producir sustancias promotoras del crecimiento vegetal, debido a que poseen los genes

que permiten realizar dichas funciones (Kudoyarova et al. 2017, Chauhan et al. 2017).

Hongos micorrizicos

La micorriza hace referencia a la simbiosis que se establece entre un hongo con las raices de las
plantas (Smith and Read 2008, Alarcon y Ferrera-Cerrato 1999). Durante dicha simbiosis, el hongo
proporciona a la planta nutrientes minerales y agua a través de sus hifas, que funcionan como una
extension de la raiz; a cambio, el hongo recibe vitaminas y carbohidratos que no pueden sintetizar

por si mismos (Smith and Read 2008, Mujica-Pérez y Molina-Delgado 2017).

Se conocen dos tipos de micorrizas segun su interaccion con las plantas, la ectomicorriza y la
endomicorriza (Smith and Read 2008, Fernandez 2008). La primera se refiere a una interaccion
entre hongos con plantas principalmente forestales, su nombre hace referencia a la forma en que
las hifas del hongo se relacionan con las células corticales de la planta; es decir, no las penetran,
mas bien forman una estructura conocida como Red de Hartig a través de los espacios intersticiales
(Smith and Read 2008, Galindo-Flores et al. 2015). El segundo grupo (la endomicorriza), se
caracteriza por penetrar las células de las raices, por lo tanto, su red miceliar es interna, sin que
forme manto por encima de la raiz, por lo que no se ven grandes cambios morfologicos en ellas
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(Smith and Read 2008, Alarcon y Ferrera-Cerrato 1999). Dentro de las endomicorrizas se
encuentran cinco subgrupos, los cuales son: monotropoide, ericoide, arbutroide, orquideoide y
arbuscular (Durén et al. 2007, Ferndndez 2008, Godoy et al. 1994). Algunos de ellos se relacionan
con grupos especificos de plantas, mientras que otros pueden colonizar gran nimero de especies.
Por ejemplo, la micorriza arbuscular puede infectar las raices de aproximadamente el 80% de las
plantas vasculares que conocemos, en practicamente todos los ecosistemas del planeta (Rodriguez

2005).

Hongos micorrizicos arbusculares

La simbiosis micorrizica arbuscular es una relacién que se establece entre algunos hongos
microscopicos (Harrison 1997, Camarena-Gutiérrez 2012) y casi el 80% de las plantas alrededor
el mundo (Santander et al. 2017). Estos hongos son biotrofos obligados, es decir, necesitan
forzosamente una planta hospedera para culminar su ciclo de vida (Keymer y Gutjahr 2018). Esta
interaccion se lleva a cabo en la rizosfera (Pérez-de Luque et al. 2017). Su comienzo consiste en
que hongos micorrizicos arbusculares (HMA) colonizan las raices de las plantas, por medio de
hifas o esporas que son su estructura de reproduccion (Barrera 2009). Una vez que penetran la raiz,
presentan crecimiento intra e intercelular en el cortex, donde forman estructuras funcionales como

los arbdsculos y, en algunas ocasiones, vesiculas y esporas (Koide 2017).

Las hifas de los HMA se divididen dicotdmicamente formando arbusculos, los cuales son
invaginados por la membrana plasmatica de las células corticales, donde se realiza el intercambio
de nutrientes entre la planta y el hongo (Alarcon y Ferrera-Cerrato 1999). Estas estructuras
generalmente presentan cortos periodos de vida (Bravo et al. 2017). Mientras que las vesiculas

tienen la funcion de almacenar los nutrientes que el hongo puede utilizar posteriormente, cuando
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las condiciones del medio no sean las adecuadas para su desarrollo y se encuentran en el punto

terminal de la hifas (Xie et al. 2018) (Figura 6).

Estos hongos han sido ampliamente estudiados debido su amplia distribucion y al efecto positivo
que representa la simbiosis que realiza con las plantas, ya que su principal funcion de es la
translocacion de los nutrientes del suelo a éstas. Ademas, las hifas de estos hongos sirven como
una ampliacion del espacio exploratorio de las raices, puesto que pueden alcanzar distancias mas
grandes, y como resultado son capaces de obtener mayores cantidades de nutrientes que son
traslocados a las plantas (Bravo et al. 2017). Por lo anterior, los HMA son considerados
microorganismos promotores del crecimiento vegetal y estabilizadores de la fertilidad de los
suelos, controladores de fitopatdgenos y precursores de la formacién y estabilizacion del suelo

(Priyadharsini y Muthukumar 2016, Campuzano et al. 2017).
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Figura 5. Caracteristicas de la micorriza arbuscular. 1) Esporas. 2) Hifas. 3) Interaccion planta-
hongo. 4) Arbusculos. 5) Vesiculas. Formacion de la micorriza arbuscular (Tomado de Redes
microbianas 2014).

Hongos ectomicorrizicos

Se le denomina ectomicorriza a la relacion simbi6tica establecida entre aproximadamente 10% de
las plantas del mundo (en su mayoria de uso forestal) y hongos ectomicorrizicos. Dicha interaccién
se lleva a cabo en la raiz de las plantas y comienza cuando una espora o un fragmento del micelio
micorrizico tiene contacto con la raiz, donde comienza un proceso de infeccion (Smith and Read
2008, Renteria-Chavez et al. 2017). La caracteristica principal de esta simbiosis es la modificacion

de la raiz, ya que generalmente se eliminan los pelos absorbentes, se ramifican y se engrosan
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(Valdés-Ramirez et al. 2010). La raiz queda cubierta por un red de hifas llamada manto, a partir
de este, algunas ramificaciones se extienden a las primeras capas celulares de la corteza radical,
ocupando solamente los espacios intersticiales, sin penetrar las células, a esto se le conoce como

“Red de Hartig” (Smith and Read 2008, Carrera-Nieva y Lopez-Rios 2004).

Muchos de los hongos ectomicorrizicos tienen alta importancia econdmica puesto gque son
comestibles. La mayoria crecen de manera silvestre en los bosques, ellos representan un recurso
no-maderable de importancia para los habitantes de las zonas aledafias. En México, generalmente
pertenecientes a grupos indigenas, que los colectan y son una fuente de ingresos alterna para las
familias (Carrasco-Hernandez et al. 2010, Zamora-Morales et al. 2018). En otros paises, como en
China, algunas especies de hongos silvestres ectomicorrizicos ya estan siendo cultivados de forma

masiva (Zhang 2014, Sénchez y Sanchez 2019).

Los beneficios de la relacion pino-hongo ectomicorrizico constan del intercambio de nutrientes de
un organismo a otro. Por su parte, el hongo mediante su red de micelio proporciona nutrientes a la
planta que no se encuentran al alcance de las raices, tales como fésforo y potasio (Oros-Ortega et
al. 2017). Por otro lado, la planta ademas de servir como hospedero para la reproduccion del hongo,
le brinda a este fotosintatos, azcares y aminoacidos para su supervivencia (Zamora-Morales et al.
2018). Se presume que el éxito en el crecimiento de los pinos se encuentra estrictamente
relacionado con la interaccion que llevan a cabo con el hongo ectomicorrizico (Martinez-Nevarez
et al. 2016), sobre todo cuando dichos pinos son utilizados en la reforestacién de zonas que
presentan pérdida de suelo. El porcentaje de supervivencia después del trasplante de invernadero
a campo es mayor si las plantas se encuentran inoculadas con dichos hongos (Oros-Ortega et al.

2017).
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Interaccion hongos micorrizicos-rizobacterias

Se menciona que la productividad de las plantas depende de las interacciones que sus raices llevan
a cabo con los microorganismos del suelo (Kuppardt et al. 2018). Ya que estas tienen alto impacto
en la removilizacion de nutrientes esenciales para la absorcion de la planta, la arquitectura de raiz
y la estructura del suelo (Saleem et al. 2018). Los nutrientes del suelo fungen como facilitadores
o0 inhibidores de las interacciones microbianas, ya que la presencia de estos compuestos puede
generar que ciertos microorganismos alcancen mayor abundancia que otros (Sarabia et al. 2017).
Se sabe que existe una serie de interacciones microbianas en el suelo, que pueden resultar benéficas
o perjudiciales en las caracteristicas fisicas y quimicas de este; sin embargo, se han realizado
grandes esfuerzos en conocer aquellas interacciones que proporcionan beneficios respecto a la
estructura del suelo y la productividad del mismo. Una de estas interacciones es la que se lleva a
cabo entre las rizobacterias y los hongos micorrizicos arbusculares, donde ambos microorganismos
pueden realizar actividades que aumentan la proliferacion y actividad del otro (Viollet et al. 2017,

Frey-Klett et al. 2007).

La simbiosis micorrizica afecta a las comunidades microbianas y las funciones que estas llevan a
cabo en larizosfera, por lo cual, se ha acufiado el término “micorrizosfera”; que se define como la
zona del suelo que se encuentra influenciada por el conjunto de raices colonizadas por los hongos
(Strzelczyk y Pokojska-Burdziej 1984, Priyadharsini y Muthukumar 2016). Y la “hifosfera”
considerada como la parte del suelo influenciada por las hifas de los hongos (Bednatova et al.
1979, Carredn-Abud et al. 2016). Dentro de esta zona existe un microbioma distinto al de la
rizosfera, que es seleccionado a través de los exudados fungicos (Viollet et al. 2017). De manera

general, la accion conjunta de estos microorganismos mejora las condiciones fisicas y quimicas
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del suelo; y a su vez, estimulan el crecimiento de las plantas y disminuyen las afectaciones por

patogenos (Priyadharsini y Muthukumar 2016) (Figura 7).

2 | bl | Ees

Hifa Extra

Beneficios R““‘T’
Fisiologicos de
Ia Inversion *e
Simbiética R,
Mucilago
kS
S
/- ‘.. Aumento de la
.. captacion de
*  Metal/Nutriente

Costo del
Desarrollo
Simbiotico f o
i Rizosfe
----- o |-
.."
) —e
F oA -- .. a ‘ - Suelo
X .8 Micro/Macroagregacion
- Hifosfera . ap"de particulas

Figura 6. Influencia de la simbiosis micorrizica arbuscular en las plantas. a) Rizosfera, hifosfera y
micorrizosfera en el suelo. b) Aumento de la absorcidon de nutrientes. ¢) Formacion de agregados en
el suelo (Modificado de Audet 2012).

Los mecanismos que intervienen en la relacion entre estos microorganismos son complejos, debido
a que intervienen los exudados de distintos compuestos carbonatados provenientes de las hifas de
los hongos, ya que estos reciben aproximadamente el 30% de los carbohidratos de las plantas y
que son transformados en un disacarido llamado trehalosa, el cual puede ser responsable de la
seleccién de comunidades bacterianas especificas en micorrizésfera. Esto sucede tanto en campo

como invernadero, facilitando la formacion de biopeliculas bacterianas sobre las hifas micorrizicas
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(Zhang et al. 2018b), las cuales general diversos beneficios para las plantas, como la proteccion

ante patogenos y la aceleracion del crecimiento vegetal (Haggag y Timmusk 2008).

Por otro lado, también se pueden encontrar bacterias que promueven la micorrizacion (BPM), las
cuales se encuentran adheridas a las hifas de estos hongos y en la zona de la micorrizosfera y juega
un papel de gran importancia en la interaccion micorrizica desde los aspectos evolutivo, funcional
y ecoldgico (Frey-Klett et al. 2007). Por ejemplo, la endobacteria Candidatus sp., mejora el
crecimiento presimbiodtico de Glomeribacter gigasporarum, aumentando la elongacion y

ramificacion de las hifas germinales (Lumini et al. 2007).

Actualmente se conocen distintos géneros bacterianos con capacidad de promover la
micorrizacion, asi el porcentaje de aumento de la colonizacion micorrizica que estas promueven,

las cuales se mencionan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Interaccion entre bacterias promotoras de la micorrizacion (BPM) y hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), y su beneficio en la colonizacion.

HMA BPM Planta Efecto Referencia
huésped
-Diversispora Bacillus Lavandula ACM Armada et al.
aunantia — thuringiensis dentata 2015
Archaespora trappei

-Glomus versiforme
-Paraglomus ocultum

-Glomus intraradices -Pseudomonas Elaeis ACM  Sundram et al.
-Glomus clarum aeruginosa guineensis 2011
-Burkholderia
cepacia

-Rhizophagus Pseudomonas Solanum ACM Lojan et al.

irregularis MUCL plecoglossicida tuberosum 2016
41833

-Glomus mosseae Brevibacillus sp. Trifolium ACM Vivas et al.
pratense 2003,

-Rhizophagus Pseudomonas Medicago APA Viollet et al.
intraradices fluorescens C7R12 truncatula 2017
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-Diversispora Bacillus Zea mays ACM Armada et al.
aunantia, - thuringiensis 2015
Archaespora trappei,
-Glomus versiforme
-Paraglomus ocultum,

ACM: aumento de la colonizaciéon micorrizica
APA: aumento de la produccion de arbisculos

Las bacterias promotoras de la micorrizacion (BPM) estimulan el crecimiento del micelio,
aumentando de esta forma el contacto del hongo con las plantas y por ende la colonizacién
micorrizica es mayor; ademas reducen el impacto de las condiciones ambientales adversas que
afectan el micelio, esto puede llevarse a cabo por medio de la produccion de factores de
crecimiento, la desintoxicacion de sustancias antagonistas y la inhibicién de competidores

microbianos (Frey-Klett et al. 2007) (Figura 8).

[
“u
-
.
.

Figura 7. Papel de las bacterias promotoras de la micorizaciéon. 1) La bacteria mejora la
conductividad del suelo al hongo. 2) La bacteria mejora la receptividad de la raiz al hongo. 3) La
bacteria interactta con el reconocimiento planta-hongo y el establecimiento de la simbiosis. 4) La
bacteria promueve la germinacion de propagulos fungicos, la supervivencia y el crecimiento del
micelio. 5) El hongo selecciona poblaciones bacterianas en la rizosfera. 6) El suelo apoya el
crecimiento de hongos presimbidticos. 7) El suelo determina la receptividad de la raiz al hongo. 8)
Las raices seleccionan poblaciones bacterianas en la rizosfera (Modificado de Frey-Klett et al. 2007).
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Por lo anterior, el estudio y la utilizacién de consorcios microbianos es una estrategia que brinda
la posibilidad de mayores beneficios en la rehabilitacion de suelos y el correcto funcionamiento
de los ecosistemas edéaficos, puesto que al interaccionar entre si, los microorganismos logran
aumentar la disponibilidad de los nutrientes del suelo, lo que tiene como resultado plantas con

mejor desarrollo y suelos mas estables (Ojeda-Quintana et al. 2016).
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CAPITULO I. Pinus greggii INOCULADO CON Laccaria laccata: DIVERSIDAD DE LAS
COMUNIDADES MICROBIANAS Y RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL
CRECIMIENTO VEGETAL EN LA RIZOSFERA

1.1.RESUMEN

La simbiosis pino-hongo ectomicorrizico es de gran importancia ecoldgica debido a la interaccién
microbiana establecida en la micorrizosfera y a las condiciones edéaficas favorables creadas por el
metabolismo fangico y la descomposicion micobiana de la materia organica. El objetivo de este
trabajo fue estimar el efecto de la colonizacion del hongo ectomicorrizico Laccaria laccata sobre
el crecimiento de Pinus greggii, asi como la diversidad y abundancia de microorganismos en la
rizosfera, en condiciones de invernadero. Se observé que un afio después de la siembra y 6 meses
después de la inoculacion, L. laccata mejord el crecimiento de P. greggii; ademas, aumento la
actividad metabdlica microbiana (AWCD), aunque no se presentaron diferencias en el indice de
diversidad metabdlica respecto al testigo. A su vez, se encontré mayor abundancia de bacterias
solubilizadoras de fosfatos y fijadoras de nitrégeno atmosférico en la rizosfera de las plantas
inoculadas. Lo cual sugiere que estos organismos se ven favorecidos en las condiciones que

propicia la micorrizdsfera de Pinus greggii y L. laccatta.

Palabras clave: Bacterias fijadoras de nitrogeno, Bacterias solubilizadoras de fosfatos, Biolog ™
EcoPlates.
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1.2.ABSTRACT
The pine-ectomicorrhiza symbiosis is of great ecological importance due to the microbial

interaction established in the mycorrhizosphere and the favorable edaphic conditions created by
the decomposition of organic matter. In this study the microbial and mesofauna communities were
evaluated in Pinus greggii rootballs inoculated with the Laccaria laccata ectomycorrhizal fungus
and not inoculated (control), under greenhouse conditions. It was observed that one year after
planting and 6 months of inoculation, L. laccata positively influenced the growth of P. greggii; In
addition, the microbial metabolic activity (AWCD) increased, but there were no differences in the
index of metabolic diversity with respect to the control. In turn, a greater abundance of phosphate
solubilizing bacteria, nitrogen fixers were found in the rhizosphere of inoculated plants. This

suggests that inoculation of the pines with L. laccatta stimulates this kind of organisms.

Keywords: Nitrogen fixative bacteria, Phosphate solubilizing bacteria, Biolog ™ EcoPlates.
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1.3. INTRODUCCION
El suelo es un sistema complejo donde habitan diferentes comunidades de microorganismos,

formando nichos ecoldgicos que son fundamentales para el correcto funcionamiento de los
ecosistemas. Las especies forestales como los pinos, tienen alta importancia en la reforestacion de
los bosques, ya que en simbiosis con hongos ectomicorrizicos dan pie al mejoramiento de las
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo (Mares-Ponce de Leon et al. 2018). A su
vez, crean un ambiente idoneo para la colonizacion de microorganismos, como bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, solubilizadoras de fosfatos, promotoras del crecimiento
vegetal, entre otras (Orgiazzi et al. 2016); que forman interacciones con los hongos

ectomicorrizicos que en conjunto potencian el crecimiento de las plantas.

En este sentido, la inoculacién de pinos con hongos ectomicorrizicos ha sido muy estudiada
(Rasouli-Sadaghiani et al. 2018) y también, se ha determinado que el microbioma rizosferico es
crucial para el crecimiento del pino (Friesen et al. 2011). Pero poco se conoce de la capacidad que
tiene la inoculacién del pino con hongos ectomicorrizicos en el desarrollo de la microbiota del

suelo, ya sea como patdgenos (Gonthier et al. 2019) o en el sentido benéfico.

Ademas, el estudio de los microorganismos edaficos que proporcionan beneficios al suelo, se han
evaluado desde la perspectiva de las relaciones uno a uno, es decir, planta-microorganismo. No
obstante, las nuevas investigaciones tienen como objetivo conocer las relaciones que llevan a cabo

diversos microorganismos, que en conjunto conforman consorcios.
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1.4. MATERIALES Y METODOS

El germoplasma de P. greggii utilizado se colectd en la zona de Izta Popo, Puebla, México. Las
semillas se esterilizaron con H>O> al 30 % durante 20 min y se sembraron en tubetes de plastico
negro de 125 cm? previamente desinfectados con alcohol al 70 %. El in6culo consistié de esporas
de Laccaria laccata provenientes de un bosque de pinos en el Municipio de Ozumba, Estado de
México. Se separaron los estipites de los pileos, estos ultimos se deshidrataron a 35 ° C en un
horno (Jersa ® deshidratador de tipo bandeja, México). Posteriormente, se molieron en un molino
eléctrico (Thomas Scientific ®, Modelo 4 Wiley Mill, EE.UU.) y paso través de un tamiz de
abertura de 1 mm para obtener un tamafo de particula homogéneo. El in6culo se almacen6 a5 °C
durante 2 d. El experimento se establecio en condiciones de invernadero en las instalaciones del
Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en Carretera México — Texcoco km 36.5,

en el Municipio de Texcoco, Estado de México.

1.4.1. Preparacion del sustrato e inoculacién

El sustrato consistio en una mezcla de arena, corteza y suelo forestal en una proporcion 2: 2: 1, se
esterilizo tres veces con vapor a una presion de 1.3 kg cm™ a 125 ° C durante 5 h en una olla de
presion doméstica con capacidad de 200 kg. Las semillas se sembraron en tubos de plastico negro
de 125 cm® que contienen el sustrato descrito. La investigacion se realiz6 con un disefio
experimental completamente al azar, compuesto por dos tratamientos: Pinus greggii inoculado con
Laccaria laccata y testigo. Ambos con diez repeticiones. A las plantas del tratamiento inoculado
se les adiciono una concentracion aproximada de 107 a 108 esporas de L. laccata, determinada con
un hematocitometro (Marca Marienfeld), evaluada con ayuda de un microscopio éptico a un

aumento de 20 X. Se hicieron dos inoculaciones: la primera simultdneamente con la siembra y la
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segunda 60 dias después. Las plantas fueron regadas diariamente con agua destilada estéril durante

seis meses (Figura 1.1).

Figura 1.1. Preparacién del sustrato e inoculacién de P. greggii. a) Mezcla del sustrato; b)
Esterilizacion del sustrato; c) Inoculacién de las plantas.

1.4.2. Indice de diversidad y perfil metabélico de comunidades microbianas

Los perfiles metabolicos de las comunidades microbianas cultivables de ambos tratamientos
(testigo e inoculado con L. laccata), se determinaron con las microplacas Biolog ™ EcoPlates
(BIOLOG Inc., Hayward, CA). Definiendo como perfil metabdlico a la identidad y abundancia de
los sustratos que las comunidades microbianas fueron capaces de metabolizar, medida ya sea
cualitativamente (presencia / ausencia) o cuantitativa (abundancia). Cada placa de 96 pocillos se
compone de tres repeticiones, cada una comprende 31 Unicas fuentes de carbono y un blanco de

agua destilada estéril.

Las fuentes de carbono estdn conformadas por 9 acidos carboxilicos y cetonicos (&cido D-
galactonico y-lactona, &cido D-galacturonico, acido 2-hidroxi benzoico, acido 4-hidroxi benzoico,
acido y-hidroxi butirico, &cido D-glucosaminico, acido Itaconico, acido a-ketobutirico, &cido D-
“malico), 2 aminas/amidas (fenil etil amina y putrescina), 6 aminoacidos (L-arginina, L-
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asparagina, L-fenilalanina, L-serina, L-treonina, &cido glicil-L-glutamico), 10 carbohidratos (B-
metil-D-glucosida, D-xylosa, i-eritritol, D-manitol, N-acetil-D-alucosamina, D-celobiosa, a-D-
lactosa, metil éster acido piruvico, glucosa-1-fosfato, D,L-a-glicerol fosfato) y 4 polimeros
(glucdgeno, Tween 40, Tween 80, a-ciclodextrina), contenidas en los pozos, los cuales también
contienen cloruro de trifenil-tetrazolio, que es un indicador redox utilizado cominmente como
indicador de la respiracion celular. En esta determinacion se asume que la reduccion del tetrazolio
(desarrollo de color violeta) en las placas, esta relacionado con el nimero de células viables en la
fase de crecimiento exponencial. Al utilizar la fuente de carbono del pozo, los microorganismos

reducen el tetrazolio, debido a la respiracion celular, y modifican el color del sustrato.

Se utilizé el método de diluciones decimales, procedimiento adaptado de Garland y Mills (1991),
que consiste en pesar 10 g de sustrato seco y adicionarlo a una botella con 90 mL de agua destilada
estéril, dicha solucion se agité en una incubadora orbital modelo MAXQ 4000, a 28 °C y 80 rpm,
durante 30 min, después se realizaron diluciones seriadas y se utilizé la dilucion 1073, En cada uno
de los pocillos se colocd una alicuota de 150 pL, mientras que en los pocillos numerados como
Al, A5 y A9 Unicamente se agregaron 150 pL de agua destilada como control. Las placas se
incubaron a 28 °C y la absorbancia fue leida a 590 nm, usando un lector de microplacas (BioTek
Synergy 2). Las mediciones se realizaron a las 48 h de la incubacién. El desarrollo del color del
pocillo se registr6 como la densidad 6ptica (DO), se corrigio sustrayendo el valor obtenido del
pocillo de blanco (inoculado con agua esterilizada) y luego normalizada por la suma de color de

toda la placa (Figura 1.2).

La actividad metabolica microbiana en cada microplaca se expresé como promedio de desarrollo

de color (AWCD, por sus siglas en inglés) que se determind con la siguiente ecuacion:
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AWCD =X0Di/31

Donde OD i es el valor de densidad dptica de cada pocillo.

Se evaluo el indice de diversidad metabdlica, con la ecuacion de Shannon Weaver (H"), como

aparece a continuacion:

*= ¥ pi (In Pi)

Donde pi es la relacion entre la actividad de cada sustrato (ODi) y la suma de las actividades en
todos los substratos (XODi) (Magurran 1988, Garland y Mills 1991, Tam et al. 2001, Mufiiz et al.

2014).

Figura 1.2. Indice de diversidad y perfil metabélico de comunidades microbianas. a) Pesado de la
muestra de sustrato; b) Elaboracion de la solucion madre; ¢) Diluciones seriadas; d) Viraje de color
en las placas Biolog ™ EcoPlates.

52



1.4.3. Abundancia de bacterias fijadoras de nitrogeno y solubilizadoras de fosfatos

Se pesaron 10 g de sustrato seco y se adicionaron a una botella con 90 mL de agua destilada estéril,
dicha solucion se agitd en una incubadora orbital modelo MAXQ 4000, a 28 °C y 80 rpm, durante

30 min. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas de 10t a 10,

Para el conteo de bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico (BFN) se utilizaron las diluciones
103, 10*y 10, mientras que para las solubilizadoras de fosfatos (BSF) se usaron las diluciones
102,10y 10™*. En ambos casos se tomaron 100 pL de cada dilucion y se sembraron en placas de
Petri con un total de cinco repeticiones por dilucién. Los medios de cultivo utilizados fueron fuente
combinada de carbono (Rennie 1981) y Pikovskaya (Nopparat et al. 2009), para fijadoras de
nitrogeno y solubilizadoras de fosfatos, respectivamente. Se incubaron por 3 d en el caso del medio

de cultivo de fuente combinada de carbono y 10 d para Pikovskaya.

Se eligi6 la dilucion que presentd mayor cantidad de colonias aisladas, a la cual se le realizo el
conteo de colonias. Para ambos casos se selecciono la dilucion 10, En medio de cultivo de fuente
combinada de carbono se contaron las colonias totales, mientras que en para las BSF se tomaron
en cuenta aquellas que presentaron un halo de solubilizacién, ya que es una caracteristica
representativa de las cepas que pertenecen a este grupo (Figura 1.3). Finalmente, se determinaron

las unidades formadoras de colonias por g de suelo (UFC g1), con la siguiente formula:

UFC_C*D*PH
N PS

Donde:
C= Media del niumero de colonias

D= Factor de dilucién
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PH= Peso hiimedo

PS= Peso seco

g =3

'y

s e e
i

Figura 1. 3. Conteo de bacterias fijadoras de nitrogeno y solubilizadoras de fosfatos. a) Pesado de la
muestra de sustrato; b) Elaboracion de la solucién madre; c) Diluciones decimales seriadas; d)
Medios de cultivo utilizados: fuente combinada de carbono y Pikovskaya; f) Bacterias fijadoras de
nitrégeno; g) Bacterias solubilizadoras de fosfatos con halo de solubilizacion.
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1.5. RESULTADOS Y DISCUSION

1.5.1. Crecimiento de P. greggii inoculado con L. laccata
El andalisis estadistico indico diferencias significativas (Tukey p < 0.05) en la altura y peso seco de

las plantas. En el caso de la altura, los tratamientos testigo e inoculado con L. laccata presentaron
medias de 3.7+ 0.11 y 5.4+ 0.16 cm, respectivamente. Mientras que en el peso seco se presentaron
valores de 0.19£0.01 g para el testigo y 0.37+0.03 g para el inoculado con L. laccata, como se

muestra en la Figura 1.4.

Un fendmeno similar en la altura de P. greggii fue observado por Renteria-Chavez et al. (2017) y
Carrera-Nieva y Loépez-Rios (2004), usando la misma técnica (in6culo a partir de esporomas
deshidratados) y carga microbiana en la inoculacion (concentracion de 107 a 108 esporas por g de
in6culo) donde, después de 12 y 24 meses de la inoculacion hubo diferencias estadisticas entre el
tratamiento L. laccata y el testigo, en un sustrato con las mismas proporciones usadas en este
trabajo. Lo cual indica que la influencia de la inoculacién sobre el crecimiento de las plantas es
constante en diversos estudios. En otras investigaciones el peso seco también aumenta cuando P.
greggii es ectomicorrizado por L. laccata, fendmeno que se puede observar a partir de un afio de

la inoculacion (Carrera-Nieva y Lopez-Rios 2004, Méndez-Neri et al. 2011).
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Figura 1.4. Influencia de lainoculacién de L. laccata sobre la alturay el peso seco de P. greggii (Tukey
p <0.05) n=6.

1.5.2. Indice de diversidad y actividad metabélica de las comunidades microbianas

La diversidad metabdlica microbiana, evaluada con el indice de Shannon-Weaver (H”) a las 48 h
de incubacion, no mostré diferencias significativas (Tukey p < 0.05) entre tratamientos: 2.97+0.27
en el inoculado con L. laccata y 2.87+0.49 en el testigo (Figura 1.5a). Sin embargo, la inoculacion
con L. laccata afectd claramente la actividad metabdlica microbiana (AWCD). En general, la
AWCD fue mayor en el tratamiento inoculado, con una lectura de una media de 0.3+0.07
comparada con una media de 0.22+0.09 en el testigo, ambas observadas a 590 nm (Figura 1.5b).
Esto indica que, a pesar de que la diversidad de microorganismos en ambos tratamientos es similar,
los microorganismos son mas activos en el sustrato de los pinos inoculados. Dicha actividad
microbiana elevada aumenta el crecimiento y desarrollo de P. greggii, dando como resultado
plantas con mayor capacidad de adaptacion al ambiente (Rodriguez-Gutiérrez et al. 2019).
Barragan-Soriano et al (2017) observaron que la especie forestal Pinus montezumae, al encontrarse

en contacto con bacterias promotoras del crecimiento vegetal, aumenté el crecimiento y peso seco
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de las plantas, resultados similares a los presentados en la Figura 1.4 de esta investigacion.
Ademas, la ectomicorriza, entre sus multiples funciones, ayuda a la formacion y descomposicion
de materia organica que puede ser aprovechada por los microorganismos rizosféricos (Brundrett
2009). Esto confirma que la MO en el suelo y/o sustrato, podria mejorar el acceso a nutrientes y
energia para la proliferacion de biomasa microbiana, lo que condujo a que los microorganismos

degradaran con mayor facilidad las fuentes de carbono (Garcia et al. 2018, Wang et al. 2019).
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Figura 1. 5. Diversidad (H") y actividad metabdlica microbiana (AWCD) del sustrato de P. greggii
inoculado con L. laccata y no inoculado. Letras diferentes representan diferencia estadisticamente
significativa (Tukey, o= 0.05) n= 6.

Se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, para la mayoria de
los grupos funcionales, a excepcion de los polimeros. Para ambos tratamientos, las fuentes de
carbono mas utilizadas fueron las que se encuentran dentro del grupo funcional de los aminoacidos,
seguidas de los carbohidratos, &cidos carboxilicos y cetdnicos; mientras que las menos usadas en
ambos casos, fueron los polimeros y las amidas y aminas (Figura 1.6). Tian et al. (2016) mencionan
que los microorganismos con la capacidad de utilizar aminoécidos como fuente de C, inducen

cambios en la actividad peptidasa del suelo, lo que acelera la descomposicién de las proteinas de
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la MO, agilizando la rotacién de N orgénico. Efecto que se puede observar tanto en el crecimiento

como en la produccidn de biomasa seca de este experimento.

Ademas, varios estudios han demostrado que los hongos ectomicorrizicos (HE) aumentan la
formacion de agregados del suelo, a través de exudados fungicos y la hidrofobicidad del micelio
(Zheng et al. 2014). Esta capacidad se encuentra relacionada con la atraccion de microorganismos
al micelio extraradical (Viollet et al. 2017, Zheng et al. 2014). Wang et al. (2019), observaron que
la actividad metabdlica microbiana de los acidos carboxilicos, carbohidratos y amoniacidos es mas
elevada en los suelos que tienen mayor cantidad de agregados. Lo anterior sugiere que los HE no
aportan dichos beneficios edaficos de manera aislada, sino en conjunto con el microbioma que se

forma a partir de su inoculacion.

En resumen, tanto la diversidad como la actividad metabolica microbiana son indicadoras de la
calidad del suelo (Wang et al. 2019). Por medio de esta informacion se pueden plantear estrategias
de rehabilitacion mediante incorporacion de plantas vivas inoculadas con microorganismos
adaptables al ambiente y; a su vez, realizar monitoreos de seguimiento para evaluar la efectividad
de la intervencion (Garcia et al. 2018, Ge et al. 2018). Aunado a lo anterior, en el suelo, al tener
una comunidad compleja, la funcion de los microorganismos tiene alta relevancia en el ecosistema,

por lo que la composicion taxondmica queda en segundo plano (Ruiz et al. 2019).
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Figura 1.6. Actividad metabdlica microbiana expresada en el uso de fuentes de carbono
correspondientes a cinco grupos funcionales (ANOVA). Letras diferentes representan diferencia
estadisticamente significativa (Tukey, o= 0.05) n= 6.

1.5.3. Poblacién de bacterias fijadoras de nitrégeno y solubilizadoras de fosfatos

Dentro de los microorganismos que habitaban en ambos tratamientos, los que presentan mayor
importancia por su funcidn, son las bacterias fijadoras de nitrégeno (BFN) y las solubilizadoras de
fosfatos (BSF), por lo que se realizé el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) para
ambas. A pesar de que dichas bacterias no fueron inoculadas directamente, se infiere que se
encontraban en los esporomas de los HE al momento de su inoculacién, puesto que no se realiza
un proceso de desinfeccion a los cuerpos fructiferos, ya que esto impediria el desarrollo de
ectomicorriza en las plantas. Los resultados sefialaron diferencia significativa entre tratamientos,

donde los pinos inoculados con L. laccata tuvieron mayor abundancia de BFN y BSF (Figura 1.7).
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Kuppardt et al. (2018) mencionan que las raices de las plantas seleccionan comunidades fungicas
y bacterianas que tienen efectos sobre su desarrollo y productividad. Ademas, las raices
ectomicorrizadas influyen sobre la seleccién y abundancia de estas bacterias, debido a que el
micelio recibe altas cantidades de carbohidratos provenientes de la fotosintesis que realizan las
plantas, lo cual genera una gran area de superficie para la colonizacién bacteriana (Marupakula et

al. 2017).

Tomando en cuenta que el N y el P son los nutrientes que ocasionan mayores limitaciones en el
crecimiento de las plantas (Celaya-Michel y Castellanos-Villegas 2011, Mordn 1994), parece
predecible que los HE atraigan bacterias con la capacidad de sintetizar dichos nutrientes.
Marupakula et al. (2017) mencionan que al estudiar los microbiomas bacterianos asociados a las
raices P. sylvestris colonizadas por diversos HE, algunos de los géneros representativos
encontrados fueron Burkholderia, y Bradyrhizobium, los cuales tienen la capacidad de fijacion de
nitrégeno y/o solubilizacion de fosfatos (Bolivar-Anillo et al. 2016, Napoles et al. 2018). Esto
puede indicar que, en términos generales, los HE atraen especies bacterianas con la facultad de

promocién del crecimiento vegetal.
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Figura 1. 7. Abundancia de bacterias a) fijadoras de nitrégeno y b) solubilizadoras de fosfatos en P.
greggii inoculado con L. laccata y no inoculado (Tukey p < 0.05) n=6.
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1.6. CONCLUSIONES
El hongo ectomicorrizico Laccaria laccata tiene efectos positivos sobre el desarrollo de Pinus

greggii (altura y peso seco). Ademas, esta simbiosis aumenta la actividad metabdlica microbiana
(AWCD) de la rizésfera pero no influye en la diversidad metabolica de la misma. Las fuentes de
carbono més utilizadas por los microorganismos rizosféricos de P. greggii, sin importar la
inoculacién, fueron las pertenecientes a los grupos funcionales aminoacidos, carbohidratos, y
acidos carboxilicos y cetonicos; mientras que las menos utilizadas fueron los polimeros y las
aminas y amidas. La ectomicorriza también promueve la colonizacién de bacterias fijadoras de
nitrégeno y solubilizadoras de fosfatos; es decir, proporciona el ambiente adecuado para la

proliferacion de microorganismos que promueven el crecimiento vegetal.
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CAPITULO II. CRECIMIENTO DE Pinus greggii BAJO EL DOSEL DE Acacia saligna
CON LA INOCULACION DE RIZOBIOS, HONGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES Y ECTOMICORRIZICOS

2.1 RESUMEN

Algunas especies de plantas, a pesar de diferir por sus caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas,
se pueden encontrar compartiendo el mismo espacio y formando nichos que favorecen el
crecimiento de estas. En un rodal del Municipio de Texcoco, Estado de México, dominado por P.
greggii, la presencia de la leguminosa arborea Acacia saligna coincide con la proliferacion de
hongos azules (Lactarius indigo) durante la temporada de lluvias. Derivado de esta observacion,
en este trabajo se evaluo la interaccidn de Pinus greggii bajo el dosel de Acacia saligna; y el efecto
de la inoculacion de microorganismos benéficos: rizobios nativos, hongos micorrizicos
arbusculares y dos hongos ectomicorrizicos (Laccaria laccata y Lactarius indigo). A pesar de que
los resultados no fueron favorables debido a las condiciones climéticas experimentales, se logrd
observar que los pinos inoculados con L. laccata tuvieron porcentajes de colonizacién elevados
(valores de hasta 91.27 %). Ademas, aumento la colonizacién micorrizica arbuscular en A. saligna
y la abundancia de las bacterias solubilizadoras de fosfatos en el tratamiento sin inoculacion
ectomicorrizica. Lo que indica que la funcion que realizan los hongos ectomicorrizicos puede ser
sustituida por la funcidén que realizan los hongos micorrizicos arbusculares y las bacterias

solubilizadoras de fosfatos.

Palabras clave: Laccaria laccata, Lactarius indigo, micorriza arbuscular, colonizacion

micorrizica, bacterias solubilizadoras de fosfatos.
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2.2 ABSTRACT
Some species of plants, despite differing greatly from each other, according to their morphological

and physiological characteristics, can be found by sharing the same space and forming niches that
favor the growth of both. In a stand of the Municipality of Texcoco, State of Mexico, dominated
by Pinus greggii, there is the presence of the tree legume Acacia saligna; which coincides with
the proliferation of blue fungi (Lactarius indigo) only in that area, during the rainy season. Because
of this, in this work the interaction of P. greggii was evaluated under the canopy of A. saligna; and
the effect of the inoculation of beneficial microorganisms: native rhizobia, arbuscular mycorrhizal
fungi and two ectomycorrhizal fungi (Laccaria laccata and Lactarius indigo). Although the results
were not favorable due to the adverse climatic conditions, it was observed that the pines inoculated
with L. laccata had high colonization rates values of up to 91.27%. In addition, arbuscular
mycorrhizal colonization increased in A. saligna and the abundance of phosphate solubilizing
bacteria in the treatment without ectomycorrhiza inoculation. This indicate that the role of
ectomycorrhizal fungi can be taken by phosphate solubilizing rhizobacteria and/or arbuscular

mycorrhizal fungi.

Keywords: Laccaria laccata, Lactarius indigo, arbuscular mycorrhiza, mycorrhizal colonization,

phosphate solubilizing bacteria.
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2.3 INTRODUCCION

La fitorrehabilitacion asistida hace referencia a la rehabilitacion de suelos por medio de plantas
vivas en conjunto con diversos microorganismos benéficos (Perea-Vélez et al. 2017). Los
principales beneficios obtenidos por medio de esta técnica son el aumento en las concentraciones
de nutrientes como fdsforo, nitrégeno, potasio, entre otros (da Silva-Fonseca et al. 2018, Tamagno
et al. 2018, Giles et al. 2018); asi como el mejoramiento de las condiciones fisicas del suelo

(estructura, textura, porosidad, etc.) (Saad et al. 2018).

La fitorrehabilitacion no es llevada a cabo exclusivamente por las plantas, sino en conjunto con
los organismos que habitan, principalmente en la zona de la raiz, llamada riz6sfera (Mares-Ponce
de Leon et al. 2018); donde efectlan diferentes mecanismos, tales como la fijacion bioldgica de

nitrégeno y la solubilizacion de fosfatos (Carrillo-Gonzélez et al. 2017), entre otros.

Segun Néavaez et al. (2017), la biomasa microbiana se encuentra relacionada directamente con el
alto de los arboles y la altura de su copa, esta relacion puede ser positiva o negativa, dependiendo

los microorganismos con los que interactle la flora.

Por lo anterior, el estudio y la utilizacién de consorcios microbianos es una estrategia que brinda
mayores beneficios en la rehabilitacion de suelos y el correcto funcionamiento de los ecosistemas
edaficos, puesto que al interaccionar entre si, los microorganismos logran aumentar la
disponibilidad de los nutrientes del suelo, lo que tiene como resultado plantas con mejor desarrollo

y suelos mas estables (Ojeda-Quintana et al. 2016).
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2.4 MATERIALES Y METODOS

2.4.1 Establecimiento de Acacia saligna

El material bioldgico de Acacia saligna (suelo, semillas y plantas) se colect6 en Cuautla, Morelos,
México; en las siguientes coordenadas: 18° 44" 57.1"" N, 98° 54°07.5"W. Se sembraron en
charolas de germinacion con suelo de la zona de colecta, esterilizado con Basamid (Bazamet al
98%, marca CERTIS) previo a la inoculacion, colocando 50 g del producto en polvo de forma
homogénea sobre el sustrato, se humedecio y se tapd con plastico, evitando fugas. Se dejo reposar

durante 24 h y durante 10 dias se destapd, 4 h diarias, para permitir la eliminacién de gases toxicos.

Una vez germinadas, las plantas de 30 dias de edad, se trasplantaron a bolsas de plastico con 3 kg
con el mismo suelo y se inocularon con rizobios provenientes de nddulos aislados de Acacia
saligna a una concentracion de 108 UFC, hongos micorrizicos arbusculares (10 esporas por gramo
de suelo) y esporas del hongo ectomicorrizico Lactarius indigo a una concentracion de 107 a
108 determinada con un hematocitometro (Marca Marienfeld), evaluada con ayuda de un
microscopio éptico a un aumento de 20 X. Se regaron diariamente con agua corriente durante el

periodo Noviembre 2016-Enero 2019.

2.4.2 Preparacion de los inéculos

Los rizobios fueron aislados tomando nddulos activos (con coloracion rosacea) de las raices de las
leguminosas colectadas en Cuautla, Morelos, se lavaron con agua corriente y se colocaron en una
gasa para ser desinfestados. En condiciones asépticas, en una campana de flujo laminar, se
sumergieron en alcohol al 95 % durante 20 segundos y se hicieron tres enjuagues con agua
destilada estéril. Posteriormente, se sumergieron en cloro al 10 % (hipoclorito de sodio al 0.3 %)

por 2 minutos y se llevaron a cabo 5 enjuagues con agua destilada estéril. Después, se colocaron
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en una micropalaca con 1 mL de agua destilada estéril y se maceraron con una varilla de vidrio.
Se tomd una muestra con un asa bacteriol6gica de cada suspension y se sembraron en cajas de
Petri con medio de cultivo Extracto de Levadura Manitol Agar Rojo Congo (ELMARC) (Ferrera
et al. 1993), elaborado con insumos del laboratorio de microbiologia. Se dejaron incubar por 48 h
a 28 °C hasta obtener colonias aisladas. A dichas colonias se les realizaron las siguientes pruebas
bioguimicas: crecimiento en Glucosa Peptona Agar y prueba de &cido alcali (Ferrera et al. 1993).
Finalmente, las cepas fueron agrupadas de acuerdo a las siguientes caracteristicas morfolégicas:
tamario, superficie, coloracion, tipo borde, forma, elevacion, textura y velocidad de crecimiento.
De acuerdo a la morfologia colonial y los resultados de las pruebas bioquimicas se seleccionaron

las cepas que presentan afinidad al grupo de las rizobios.

Dichas cepas se sembraron en tubos de centrifuga de plastico (Falcon de 50 mL, marca Sarstedt)
con Caldo Nutritivo (Merck) (Ferrera et al. 1993), tomando una muestra con el asa. Se colocaron
en un incubadora orbital modelo MAXQ 4000, a 28 °C y 80 rpm, durante 4 d, hasta obtener una
concentracion de 108 UFC mL™. Las muestras se centrifugaron a 7000 rpm durante 5 min. Se
desechd el sobrenadante y se sustituyé por agua destilada estéril. Finalmente se mezcl6 con ayuda
de un vortex (MS1 Minishaker IKA). Se hicieron dos inoculaciones con 10 mL, la primera al

momento del trasplante y la segunda 6 meses después (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Elaboracién de indculo de rizobios nativos de A. saligna. a) separacion de raices del suelo;
b) corte de los nédulos; ¢) proceso de desinfeccion de nddulos; d) siembra de las muestras en Caldo
Nutritivo; e) centrifugacion de la muestra para la formacién del pellet.

El in6culo de hongos micorrizicos arbusculares fue proporcionado por el laboratorio de
Microbiologia del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo. Se agregaron 10 g de indculo

por planta, con aproximadamente 10 esporas por g de indculo al momento del trasplante.

En un rodal dominado por Pinus greggii, con la presencia de la leguminosa arbdrea Acacia saligna,
ubicado en el Municipio de Texcoco, entre las coordenadas 19° 27° 20°° N, 98° 46’ 51> W y 19°
27 56> N, 98°47° 11>> W, se colectaron hongos azules (Lactarius indigo) durante la temporada
de lluvias. Mientras que el in6culo de Laccaria laccata provino de un bosque de pinos en el
Municipio de Ozumba, Estado de México (Figura 2.2). En ambos casos, se separaron los estipites
de los pileos, estos ultimos se deshidrataron a 35 ° C en un horno deshidratador de tipo bandeja

(Jersa ®, México). Posteriormente, se molieron en un molino eléctrico de martillo (Thomas
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Scientific ®, Modelo 4 Wiley Mill, EE.UU.) y paso través de un tamiz de abertura de 1 mm para

obtener un tamafio de particula homogéneo.

Figura 2. 2. Rodal de Accacia saligna en un bosque de Pinus greggii.

2.4.3 Preparacion del sustrato e inoculacion para el establecimiento preliminar de P.
greggii

El sustrato consistio en una mezcla de arena, corteza y suelo forestal en una proporcion 2: 2: 1, se

esterilizo tres veces con vapor a una presion de 1.3 kg- cm?a 125 ° C durante 5 h. Las semillas

de P. greggii provenientes de la zona de Izta Popo, Puebla, México, se esterilizaron con 30 %

H>0, durante 20 min.

Se sembraron en tubos de plastico negro de 125 cm? que contienen el sustrato descrito. Las plantas

se inocularon con L. laccata a una concentracion de 107 a 108 esporas determinada con un
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hematocitdmetro. Se hicieron dos inoculaciones: la primera simultdneamente con la siembra y la
segunda 60 dias después. Las plantas fueron regadas diariamente con agua destilada estéril, durante

Seis meses.

El experimento se establecid bajo condiciones de invernadero en las instalaciones del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo, ubicado en Carretera México — Texcoco km 36.5, en el

Municipio de Texcoco, Estado de México.

2.4.4 Establecimiento del experimento

Se trasplantaron las leguminosas y los pinos en bolsas de 30 kg de sustrato compuesto por suelo y
tezontle a una relacion 3:7 previamente esterilizado con Basamid y se regaron diariamente con
agua corriente. Se formaron los siguientes tratamientos (en funcién de la inoculacion de hongos

ectomicorrizicos) en un disefio factorial 2x2, con siete repeticiones cada uno:

a) Acacia inoculada con Lactarius-Pino inoculado con Laccaria
b) Acacia sin inocular-Pino inoculado con Laccaria
¢) Acacia inoculada con Lactarius-Pino sin inocular

d) Acacia sin inocular-Pino sin inocular

Nota: En todos los tratamientos las acacias se inocularon con rizobios nativos y hongos

micorrizicos arbusculares.

2.45 Elaboracion del sustrato

Se utilizé suelo de una zona de tepetate del municipio de San Miguel Tlaixpan, Estado de México,

a 20 cm de profundidad, bajo las siguientes coordenadas: 19° 30 13.3°” N 98° 47° 30.0” W. Se
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mezclo6 con tezontle en una relacién 3:7 (30 % suelo-70 % tezontle). Posteriormente se fumigoé con
Basamid, colocando 50 g del producto en polvo de forma homogénea sobre el sustrato, se
humedecio y se tapo evitando fugas. Se dejé reposar durante 24 h y durante 10 dias se destap6 4

horas diarias para su aireacion.

2.4.6  Analisis quimico de los suelos: San Miguel Tlaixpan, Estado de México y Cuautla,
Morelos

La muestra de suelo se dividié en dos partes, ambas fueron maceradas con ayuda de un mortero y

se tamizaron para obtener muestras homogéneas. La primera con un tamiz de malla 30 para las

pruebas de nitrogeno total, nitratos y amonio; y la segunda con un tamiz malla 10 para pH,

conductividad eléctrica (CE), potasio, fosforo y materia organica (MO).

El anélisis de nitrdgeno total se elaboré con la técnica de macro-Kjeldahl (Kjeldahl, 1883), donde
se utilizaron 2 repeticiones de 10 g de la muestra de suelo, asi como de un suelo patron. Para las
pruebas de nitratos y amonio se uso el procedimiento micro-Kjeldahl (Semarnat, 2002). Para
determinar pH y CE se pesaron 10 g de suelo y se diluyeron en 20 mL de agua, formando una
relacion (1:2). La determinacion de potasio intercambiable fue bajo el método de extraccion con
acetato de amonio 1N (Semarnat, 2002), fésforo por medio de la metodologia de Olsen (Olsen y
Watanabe, 1970) y materia organica (MO) mediante la técnica de Walkley y Black (1934) (Cuadro

2.1).
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Cuadro 2.1. Caracteristicas quimicas de los suelos.

Suelo
San Miguel Tlaixpan, Estado de Cuautla, Morelos
México

pH (1:2) 8.15 5.87
CE (dS m?) 0.09 0.02
M.O (%) 0.06 25.8
Nt (%) 0.04 0.65

P (ppm) 4 8

K (cmoles+Kg™) 0.8 0.3
N-NO3 (ppm) 11 28
N-NH4 (ppm) 11 18

2.4.7 Abundancia de bacterias fijadoras de nitrégeno y solubilizadoras de fosfatos

Se pesaron 10 g de suelo seco y se adicionaron a una botella con 90 mL de agua destilada estéril.
Dicha solucion se agit6 en una incubadora orbital modelo MAXQ 4000, a 28 °C y 80 rpm, durante

30 min, posteriormente se realizaron diluciones seriadas de 10" a 10°.

Para el conteo de bacterias fijadoras de nitrégeno se sembraron las diluciones 103, 10“y 107,
mientras que para las solubilizadoras de fosfatos se sembraron las diluciones 1072, 10y 10™. En
ambos casos se tomaron 100 pL de cada dilucion y se sembraron en placas de Petri con medio de
cultivo, con un total de cinco repeticiones por dilucion. Los medios de cultivo utilizados fueron
Fuente combinada de carbono (Rennie, 1981) y Pikovskaya (Nopparat et al., 2009), para fijadoras
de nitrogeno y solubilizadoras de fosfatos, respectivamente. Se incubaron por 3 dias en el caso de

Fuente combinada de carbono y por 10 dias para Pikovskaya.

Se eligid la dilucidn que presento una cantidad de colonias aisladas entre 30 y 300, para realizar el
conteo. Para ambos casos se selecciond la dilucion 10, En medio Fuente combinada de carbono

se contaron las colonias totales, mientras que en para las BSF se tomaron en cuenta aquellas que
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presentaron un halo de solubilizacion, ya que es una caracteristica representativa de las cepas que

pertenecen a este grupo (Figura 4.2).

2.4.8 Conteo de nédulos

Se corto el tallo de las leguminosas a un centimetro de la raiz, posteriormente las raices fueron
separadas del suelo de manera cuidadosa y se lavaron con agua corriente. Después, se colocaron
individualmente en una hoja de papel, donde se extendieron y se contaron los nédulos totales

(Figura 2.3).

Figura 2.3. Conteo de nodulos. a) Raices de A. saligna; b) Observacion de Nodulos; ¢) Conteo de los
nodulos.

2.49 Determinacion de la colonizacidon micorrizica

Para esta determinacidn las raices fueron tefiidas siguiendo el método de Phillips y Hayman (1970),
modificado por Sieverding (1983). El cual consiste en clareo, blanqueo, acidificacién, tincion y
decoloracion. Se separaron las raices del tallo y se elimin el exceso de suelo y posteriormente se

lavaron con agua corriente. Se cortaron las raices mas finas en fragmentos de aproximadamente 1
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cm de largo y se colocaron en un frasco de vidrio, al que se adicion6 una solucién de hidroxido de
potasio (KOH) al 10 %. Las muestras permanecieron en dicha solucion durante un dia para después
ser cambiada por una nueva, dejando reposar las raices por un dia mas. Esto con la finalidad de
eliminar la epidermis de las raices y facilitar su observacién al microscopio. Una vez transcurrido
el tiempo de clareo, se elimind el KOH y se lavaron las raices con abundante agua. Posteriormente,
se colocaron en H202 por 10 min, se lavaron nuevamente con agua corriente y se sumergieron en
HCI por 5 min. Después, fueron tefiidas con el colorante azul de tripano durante 10 min.

Finalmente, las raices se decoloraron con lactoglicerol al 50 % durante 10 min.

Se seleccionaron 80 fragmentos de cada planta que se encontraran bien tefiidos y fueron colocados
de forma paralela en grupos de 20 fragmentos por portaobtejos. Obteniendo un total de 4 muestras
por planta. Las cuales se observaron en el microscopio éptico dividiendo cada muestra en tres
secciones (alta, media y baja). Se observaron las 20 raices de cada muestra en los tres puntos
mencionados anteriormente, realizando en total 60 observaciones por muestra. Se tomaron en
cuenta aquellas observaciones en las que se encontraron estructuras pertenecientes a la

colonizacién micorrizica arbuscular (hifas, vesiculas y arbusculos) y fueron contadas (Figura 2.4).

La evaluacion de la colonizacién micorrizica arbuscular se llevé a cabo mediante la siguiente

formula:

no.de segmentos colonizados
100

*
no.total de segmentos observados
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Figura 2.4. Laminillas de raices para la determinacion de colonizacién micorrizica arbuscular.

2.4.10 Extraccion de esporas por el método de tamizado y decantado en himedo

Se pesaron 20 g de suelo rizosférico, se colocaron en un frasco de vidrio de 1 L y se agreg6 agua
corriente. Se mezclé de forma homogeénea y se dejo reposar durante 5 min para que las particulas
de suelo se sedimentaran. Posteriormente el sobrenadante se vaci6 sobre dos tamices de 2 y 0.043
mm, respectivamente. Este procedimiento se repitid 5 veces hasta obtener una pequefia suspension

de suelo en el tamiz més pequefio.

La suspension que se formd en el tamiz de 0.043 mm se coloc6 en un tubo de 50 mL con un
gradiente de sacarosa entre 20 y 60% (5 mL de 20 % y 4 ml de 60 %). Posteriormente se centrifugo
a 6000 rpm durante 5 minutos. Se formo un sobrenadante que se colocd nuevamente en el tamiz
de 0.043 mm y se enjuago para eliminar los residuos de la sacarosa. Finalmente, se colocé la

muestra en una caja de Petri de cristal con aproximadamente 100 mL de agua.

La muestra se observé al estereoscopio, se separaron las particulas de suelo y se colectaron las
esporas con una micropipeta. Estas fueron colocadas en un portaobjetos, separandolas en dos

muestras. A una se le agreg6 reactivo de MELZER vy a la otra alcohol polivinilico—glicerol
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(PVLG), de acuerdo al método de Schenck y Pérez (1990). Con la finalidad de que unas esporas
se tifieran mientras que las otras se fijaran con su coloracion normal. Finalmente, las esporas se

contaron. Se determiné el niUmero de esporas que se encontraban en 10 g de suelo seco.

2.4.11 Determinacion de colonizacion ectomicorrizica

Se tomaron tres plantas inoculadas con L. laccata y una sin inocular, para la evaluacion del
porcentaje de micorrizacion. Posteriormente, se extrajeron de las bolsas de plastico. La parte
radical se lavd con agua corriente sobre tres tamices de diferente didmetro de apertura (1.19, 0.180
y 0.085 mm), con la finalidad de reducir la pérdida de raices cortas. La identificacion de raices
vivas micorrizadas se realizd con un microscopio estereoscopico. Se contaron todas las raices
cortas del total de la masa radical y se efectuaron cortes con un bisturi para su analisis
micromorfoldgico (Martinez—Reyes et al., 2012). Se analizaron las estructuras diagnosticas de la

ectomicorriza: manto, red de Hartig y micelio externo.

2.4.12 Anélisis de resultados

En todos los casos realizaron analisis de varianza con el paquete SAS version 9.0 para Windows
(SAS Institutelnc, Cary, NC, USA).
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1 Supervivencia de Pinus greggii bajo el dosel de Acacia saligna y la inoculacion de

microorganismos benéficos (rizobios, HMA y HE).

Debido a las temperaturas altas presentadas en los meses de marzo y abril 2019 (Temperaturas
méaximas entre 40 y 45 °C), so6lo sobrevivieron 4 pinos de los 28 trasplantados (14.28% de
supervivencia; Cuadro 5.2). Por lo anterior, no fue posible obtener resultados adecuados ni realizar
un analisis estadistico, en referencia a los efectos de los tratamientos en el crecimiento y desarrollo
de los pinos. Tampoco fue posible el estudio completo de la interaccion entre los HE y los pinos.
Las leguminosas se adaptaron mejor a estas temperaturas elevadas. Por lo anterior, la
supervivencia total al final del experimento fue de 42.57 % (Cuadro 5.2). Tres de los tratamientos
tuvieron 57.14 % (4 plantas sobrevivientes de 7 iniciales) y un tratamiento 0 % de supervivencia.
Al respecto, la leguminosa Acacia saligha es considerada una planta invasora de ecosistemas
naturales, por su gran capacidad de adaptacion a ambientes extremos; especialmente, temperaturas
altas (Nsikani et al. 2019). Por lo contrario, los pinos de México se desarrollan en tres sistemas:
s6lo pinos, pino-encino y encino-pino; en todos los casos, temperaturas maximas por debajo de los

32°C (Challenger 1998).

El tratamiento que presentd mayor supervivencia de pinos fue Acacia sin inocular - Pino inoculado
con Laccaria, con 3 pinos sobrevivientes. Un pino del testigo; es decir, Acacia sin inocular y pinos

sin inocular, fue el otro sobreviviente.
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Cuadro 2.2. Supervivencia de P. greggii bajo el dosel de A. saligna.

% %
Supervivencia Supervivencia

Tratamiento de pinos de Acacias
Acacia sin inocular - Pino sin inocular (testigo) 14.28 o7.14
Acacia sin inocular - Pino inoculado con Laccaria 42.85 57.14
Acacia inoculada con Lactarius - Pino sin inocular 0 0
Acacia inoculada con Lactarius - Pino inoculado con
Laccaria 0 57.14

2.5.2 Alturay peso seco de la parte aérea de los pinos

Los pinos del tratamiento Acacia sin inocular - Pino inoculado con Laccaria presentaron un
promedio de altura de 7.16 cm; mientras que la altura del pino sobreviviente del testigo fue de 6.1
cm. Ademas, el peso seco de la parte aérea y la raiz fue de 0.40 g y 0.52 g, en promedio para los
pinos del tratamiento Acacia sin inocular - Pino inoculado con Laccaria; en el testigo se presentd

un peso de 0.13 g de la parte aérea 'y 0.28 g en la raiz.

2.5.3 Colonizacion ectomicorrizica de Laccaria laccata en Pinus greggii

La colonizacion de L. laccata en las raices de los pinos del tratamiento Acacia sin inocular - Pino
inoculado con Laccaria presentd morfotipos monopodiales y dicotdmicos segun su ramificacion,
con una longitud de 2 a 3.5 mm. EI orden del sistema de ramificacion fue de 0-2; es decir, de una
o dos ramificaciones a cada lado. Se determin6 que la abundancia de micorrizas en la raiz fue
abundante o densa y la forma de la terminacion de la raiz ectomicorrizada fue directa o recta. Se
encontraron hifas emanando de algunos de los morfotipos observados. Ademas, las terminaciones
de los morfotipos fueron color marrén. Mientras que la red de Hartig penetrd 2-3 capas de células
corticales (Figura 2.5). Estas caracteristicas coinciden con la descripcién de dicho hongo
ectomicorrizico en diversos estudios (Renteria-Chavez et al. 2017, Carrera-Nieva y Lopez-Rios

2004).
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A seis meses del trasplante de los pinos bajo el dosel de A. saligna, los porcentajes de colonizacion
ectomicorrizica por planta alcanzaron valores de hasta 91.27 %. De acuerdo con Méndez-Neri et
al. (2011), una colonizacion mayor al 70 % es un indicador de que la especie de hongo inoculada
se establecio extensivamente en las raices de los pinos. Un estudio realizado por Renteria-Chévez
et al. (2017) registré porcentajes de colonizacion de L. laccata en P. greggii de alrededor de 28 a
32 % alos 12 y 24 meses del trasplante. Datos considerablemente menores a los resultados de este
estudio, tomando en cuenta que se presentaron condiciones de cultivo muy similares en ambos

trabajos.
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Figura 2.5. Aspectos generales de las raices de Pinus greggii micorrizadas por Laccaria laccata,
comparadas con las raices no micorrizadas. a) Raiz colonizada con un morfotipo monopodial (M)
donde se presentan hifas emanentes (he); b) Raiz colonizada con morfotipos monopodiales (M) y
dicotomicos (D); c) y d) Raices no colonizadas con presencia de pelos radicales (PR); €) Manto (m) y

red de Hartig (rH) en una raiz colonizada; f) Corte transversal de una raiz no colonizada con pelos
radicales (PR).
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2.5.4 Alturay peso seco de Acacia saligna
No existieron diferencias en la altura de las plantas al realizar la comparacién de las medias entre

tratamientos (Figuras 2.6 y 2.7). Acacia inoculada con Lactarius - Pino inoculado con Laccaria
tuvo 166.38 cm, Acacia sin inocular - Pino sin inocular (testigo) tuvo 161.5 cm y Acacia sin
inocular - Pino inoculado con Laccaria tuvo 143.13 cm. Lo anterior indica que, debido a las
condiciones ambientales adversas y/o a los microorganismos inoculados; no se observé un

aumento en la altura de las leguminosas con respecto a las del testigo.
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Figura 2.6. Altura de Acacia saligna cultivada junto a Pinus greggii bajo la influencia de diferentes
microorganismos. A= Acacia inoculada con Lactarius - Pino inoculado con Laccaria; B= Acacia sin
inocular - Pino inoculado con Laccaria; C= Acacia sin inocular - Pino sin inocular (testigo).
Promedios con letras iguales no son significativamente diferentes (Tukey, a=0.05) n=4.
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Acacia sin inocular - Pino Acacia sin inocular - Pino Lactarius - Pino inoculado
inoculado con Laccaria sin inocular (testigo) con Laccaria

Figura 2.7. Crecimiento de Acacia saligna junto con Pinus greggii en distintos tratamientos.

Sin embargo, en el peso seco de las plantas, de la parte aérea se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos Acacia inoculada con Lactarius - Pino
inoculado con Laccaria y Acacia sin inocular - Pino inoculado con Laccaria con 61.09 y 87.92 g,
mientras que el tratamiento Acacia sin inocular - Pino sin inocular (testigo) con 67.96 g, no
presentd diferencias con ninguno de los anteriores (Figura 2.8a). Ademas, en el peso seco de la
raiz (Figura 2.9), el tratamiento Acacia sin inocular - Pino inoculado con Laccaria fue

estadisticamente diferente de Acacia inoculada con Lactarius - Pino inoculado con Laccaria y
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Acacia sin inocular - Pino sin inocular (testigo), con 16.3, 10.16 y 10.08 g, respectivamente (Figura
2.8b). Esto indica que a pesar de no haber un efecto sobre la altura de las plantas, estas tuvieron
mayor biomasa tanto radical como en la parte aérea al encontrarse compartiendo espacio con los
pinos inoculados con L. laccata. Algunos estudios mencionan que los hongos ectomicorrizicos
tienen efectos positivos en el desarrollo de leguminosas (Cope et al. 2019); por ejemplo Acacia
spirorbis (Houles et al. 2018). Sin embargo, en este trabajo no se observé colonizacion de HE en
las raices de A. saligna, a pesar de que el tratamiento inoculado con L. laccata destaca en el peso

seco de laraiz y parte aérea. Por lo tanto, se sugieren investigaciones futuras sobre este fenémeno.
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Figura 2.8. Peso seco de Acacia saligna cultivada junto a Pinus greggii bajo la influencia de diferentes
microorganismos. a) Parte aérea; b) Raiz. A= Acacia inoculada con Lactarius - Pino inoculado con
Laccaria; B= Acacia sin inocular - Pino inoculado con Laccaria; C= Acacia sin inocular - Pino sin
inocular (testigo). Promedios con letras iguales no son significativamente diferentes (Tukey, a= 0.05)
n=4.
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Figura 2.9. Raices de Acacia saligna pertenecientes a tres tratamientos.

2.5.5 Nodulacién de Acacia saligna
En la nodulacion de las leguminosas, se presentd diferencia estadisticamente significativa entre

los tratamientos Acacia inoculada con Lactarius - Pino inoculado con Laccaria y Acacia sin
inocular - Pino inoculado con Laccaria, con promedios de 153 y 577.2 nddulos planta*; mientras
que el tratamiento Acacia sin inocular - Pino sin inocular (testigo) tuvo 366.5 nédulos y no mostro
diferencias con los dos anteriores (Figura 2.10). Quintino et al. (2017) precisan que la nodulacion

de las leguminosas estéa relacionada con la colonizacion micorrizica arbuscular.
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Figura 2.10. Nodulacion de Acacia saligna cultivada junto a Pinus greggii bajo la influencia de
diferentes microorganismos. A= Acacia inoculada con Lactarius - Pino inoculado con Laccaria; B=
Acacia sin inocular - Pino inoculado con Laccaria; C= Acacia sin inocular - Pino sin inocular (testigo).
Promedios con letras iguales no son significativamente diferentes (Tukey, o= 0.05) n=4.

2.5.6 BFN Yy BSF en Acacia saligna
Las abundancias de UFC de bacterias fijadoras de nitrogeno (BFN) no mostraron diferencias

estadisticamente significativas entre tratamientos (Figura 2.11a), mientras que la abundancia de
UFC de las bacterias solubilizadoras de fosfatos presentaron mayor abundancia en el tratamiento
testigo, Acacia sin inocular - Pino sin inocular (Figura 2.11b). Lo anterior indica que la adquisicion
de P puede estar cargada hacia la solubilizacion de fosfatos en los casos que no hay inoculacién

de hongos ectomicorrizicos.
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Figura 2.11. Tamafio de la poblacion de a) bacterias fijadoras de nitrégeno y b) bacterias
solubilizadoras de fosfatos, en la rizdsfera de Acacia saligna cultivada junto a Pinus greggii bajo la
influencia de diferentes microorganismos. A= Acacia inoculada con Lactarius - Pino inoculado con
Laccaria; B= Acacia sin inocular - Pino inoculado con Laccaria; C= Acacia sin inocular - Pino sin
inocular (testigo). Promedios con letras iguales no son significativamente diferentes (Tukey, a= 0.05).

2.5.7 Colonizacion micorrizica arbuscular y nimero de esporas

La Figura 2.12 muestra la colonizacién por HMA. Los tres tratamientos exhibieron raices
colonizadas por dichos hongos. El porcentaje de colonizacion fue estadisticamente mayor en el
Acacia sin inocular - Pino sin inocular (testigo), con 72.87 %. Los tratamientos Acacia inoculada
con Lactarius - Pino inoculado con Laccaria y Acacia sin inocular - Pino inoculado con Laccaria
tuvieron 46.5 y 34.52 %, respectivamente. Aunado a esto, se encontraron 10 + 1.22 ¢, 168.25 +
8.47 b y 238.5 + 16.74 a esporas para los tratamientos Acacia inoculada con Lactarius - Pino
inoculado con Laccaria, Acacia sin inocular - Pino inoculado con Laccaria y Acacia sin inocular
- Pino sin inocular (testigo), respectivamente (figura 2.13). Lo anterior indica que, del mismo modo
de lo ocurrido con las bacterias solubilizadoras de fosfatos, la adquisicion de P puede estar
mayoritariamente encargada a la simbiosis micorrizica arbuscular en los casos que no hay
inoculacion de hongos ectomicorrizicos. Viollet et al. (2017) y Frey-Klett et al. (2007) mencionan
que en la interaccion entre las rizobacterias y los hongos micorrizicos arbusculares, ambos

microorganismos realizan actividades que aumentan la proliferacion y actividad del otro;
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fendmeno que se observa en el presente trabajo. Ademas, se conoce que la micorrizésfera formada
a partir de la micorriza arbuscular, tiende a ser habitat idéneo de bacterias solubilizadoras de
fosfatos (Mahanta et al. 2018, Nepomuceno et al. 2019, Dar et al. 2018) y otras bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, como las fijadoras de nitrogeno (Liang et al. 2016). De manera
general, la accion conjunta de estos microorganismos mejora las condiciones fisicas y quimicas
del suelo; y a su vez, estimulan el crecimiento de las plantas y disminuyen las afectaciones por

patogenos (Priyadharsini y Muthukumar 2016).
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Figura 2.12. Colonizacién micorrizica arbuscular en las raices de Acacia saligna cultivada junto a
Pinus greggii bajo la influencia de diferentes microorganismos. A= Acacia inoculada con Lactarius -
Pino inoculado con Laccaria; B= Acacia sin inocular - Pino inoculado con Laccaria; C= Acacia sin
inocular - Pino sin inocular (testigo). Promedios con letras iguales no son significativamente
diferentes (Tukey, a= 0.05).

90



Figura 2.13. Colonizacion micorrizica arbuscular en las raices de Acacia saligna. a y b) Tratamiento
Acacia inoculada con Lactarius-Pino inoculado con Laccaria, donde observan arbusculos (Ar) y
Vesiculas (Vs); ¢ y d) Tratamiento Acacia sin inocular-Pino inoculadocon Laccaria, donde se
observan hifas (H); e y f) Tratamiento Acacia sin inocular-Pino sin inocular (Testigo), con presencia
de hifas (H).
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2.6 CONCLUSIONES
El hongo ectomicorrizico Laccaria laccata tiene la capacidad de colonizar de forma rapida y

abundante las raices de Pinus greggii. Los microorganismos rizosféricos no ejercen un efecto sobre
la altura de Acacia saligna, pero si en la biomasa seca (parte aérea y raices). La nodulacion de A.
saligna puede estar relacionada con la colonizacion micorrizica arbuscular y la abundancia de
bacterias solubilizadoras de fosfatos. Se sugiere la elaboracion de més estudios sobre la interaccion
de los microorganismos rizosféricos en conjunto con especies vegetales distintas, como el caso de

P. greggii y A. saligna.
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CONCLUSIONES GENERALES

e EI hongo ectomicorrizico Laccaria laccata inoculado en Pinus greggii mejoro las
condiciones edéaficas que permitieron el aumento de bacterias fijadoras de nitrdgeno y
solubilizadoras de fosfatos; ademas, esta interaccion tuvo efectos positivos sobre la
actividad metabdlica microbiana, con respecto al testigo. Lo anterior, beneficio el

crecimiento de P. greggii.

e No se observaron efectos en la interaccion de Acacia saligna y Pinus greggii, bajo la
influencia de los hongos ectomicorrizicos (Laccaria laccata y Lactarius indigo). No
obstante, se encontraron beneficios por la inoculaciébn con hongos micorrizicos

arbusculares y aumento en la comunidad de bacterias solubilizadoras de fosfatos.
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ANEXOS

a. Medios de cultivo y soluciones

Extracto de Levadura Manitol Agar Rojo Congo (ELMARC) (Ferrera 1993)

Reactivo Cantidad
K2HPO4 1g
MgSO4 *7H20 0.2¢
NaCl 0.18¢g
Manitol 99
Extracto de levadura 15¢g
Rojo Congo 1:400 10 mL
Agar 16 ¢
Agua destilada 1L

Ajustar pH a 6.5

Caldo Extracto de Levadura Manitol (CELM) (Ferrera 1993)

Reactivo Cantidad
K2HPO4 19
MgSQO4 *7H20 029
NaCl 0.18¢g
Manitol 99
Extracto de levadura 159
Agua destilada 1L

Ajustar pH a 6.5
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Glucosa Peptona Agar (Ferrera 1993)

Reactivo Cantidad
Glucosa 109
Peptona 59
Parpura de bromocresol 0.1% 10 mL
Agar 16 g ADECUADO
Agua destilada 1000 mL

Ajustar pH a 7

Agar nutritivo

Reactivo Cantidad
Agar nutritivo 159
Agua destilada 1L

Ajustar pH a 6.5

KOH (10 %)

Reactivo Cantidad
KOH 114.9 g
Agua corriente 1L
MELZER
Reactivo Porcentaje
Yoduro de potasio 3.75 %
Yodo 1.25%
Agua 25%
Hidrato de coral 25 %

alcohol polivinilico—glicerol (PVLG)
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Reactivo
Acido lactico
Glicerol
Alcohol polivinilico (PVA)
Agua destilada

Cantidad
100 mL
10 mL
16.6 ¢
100 mL

99



	PORTADA

	HOJA DE FIRMAS

	RESUMEN
	ABSTRACT
	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	CONTENIDO
	LISTA DE CUADROS
	LISTA DE FIGURAS
	INTRODUCCIÓN GENERAL
	Literatura citada
	Objetivos e Hipótesis
	Objetivo general
	Objetivos específicos

	Hipótesis general
	Hipótesis específicas


	REVISIÓN DE LITERATURA
	El suelo y su degradación
	Sucesión y rehabilitación ecológica
	Métodos de rehabilitación de suelos
	Relación planta-microorganismo
	Bacterias promotoras del crecimiento vegetal y controladoras de enfermedades
	Microorganismos simbióticos fijadores de nitrógeno atmosférico (rizobios)
	Fijadoras de N2 atmosférico de vida libre
	Bacterias solubilizadoras de fosfatos
	Hongos micorrízicos
	Hongos micorrízicos arbusculares
	Hongos ectomicorrízicos


	Interacción hongos micorrízicos-rizobacterias
	LITERATURA CITADA

	CAPÍTULO I. Pinus greggii INOCULADO CON Laccaria laccata: DIVERSIDAD DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS Y RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL EN LA RIZOSFERA
	1.1. RESUMEN
	1.2. ABSTRACT
	1.3.  INTRODUCCIÓN
	1.4.  MATERIALES Y MÉTODOS
	1.4.1.  Preparación del sustrato e inoculación
	1.4.2.  Índice de diversidad y perfil metabólico de comunidades microbianas
	1.4.3.  Abundancia de bacterias fijadoras de nitrógeno y solubilizadoras de fosfatos

	1.5.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	1.5.1.  Crecimiento de P. greggii inoculado con L. laccata
	1.5.2.  Índice de diversidad y actividad metabólica de las comunidades microbianas
	1.5.3.  Población de bacterias fijadoras de nitrógeno y solubilizadoras de fosfatos

	1.6.  CONCLUSIONES
	1.7.  LITERATURA CITADA

	CAPÍTULO II. CRECIMIENTO DE Pinus greggii BAJO EL DOSEL DE Acacia saligna CON LA INOCULACIÓN DE RIZOBIOS, HONGOS MICORRÍZICOS ARBUSCULARES Y ECTOMICORRÍZICOS
	2.1 RESUMEN
	2.2 ABSTRACT
	2.3  INTRODUCCIÓN
	2.4  MATERIALES Y MÉTODOS
	2.4.1  Establecimiento de Acacia saligna
	2.4.2  Preparación de los inóculos
	2.4.3  Preparación del sustrato e inoculación para el establecimiento preliminar de P. greggii
	2.4.4  Establecimiento del experimento
	2.4.5  Elaboración del sustrato
	2.4.6  Análisis químico de los suelos: San Miguel Tlaixpan, Estado de México y Cuautla, Morelos
	2.4.7  Abundancia de bacterias fijadoras de nitrógeno y solubilizadoras de fosfatos
	2.4.8  Conteo de nódulos
	2.4.9  Determinación de la colonización micorrízica
	2.4.10  Extracción de esporas por el método de tamizado y decantado en húmedo
	2.4.11  Determinación de colonización ectomicorrízica
	2.4.12  Análisis de resultados

	2.5  RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	2.5.1  Supervivencia de Pinus greggii bajo el dosel de Acacia saligna y la inoculación de microorganismos benéficos (rizobios, HMA y HE).
	2.5.2  Altura y peso seco de la parte aérea de los pinos
	2.5.3  Colonización ectomicorrízica de Laccaria laccata en Pinus greggii
	2.5.4  Altura y peso seco de Acacia saligna
	2.5.5  Nodulación de Acacia saligna
	2.5.6  BFN y BSF en Acacia saligna
	2.5.7  Colonización micorrízica arbuscular y número de esporas

	2.6  CONCLUSIONES
	2.7  LITERATURA CITADA

	CONCLUSIONES GENERALES

