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EFECTO DE Lupinus montanus Kunth EN EL CRECIMIENTO DE PLANTULAS DE UN
PINO NEOTROPICAL

Sonia Sierra Balbuena, M.C
Colegio de Postgraduados, 2023

RESUMEN

En los bosques, el crecimiento y superviviencia de muchas especies arbdreas depende de la
simbiosis ectomicorrizica. Asimismo, la presencia de especies fijadoras de nitrogeno como
Lupinus puede proveer de este nutriente vital para otras especies, incluidas las que establecen
simbiosis con hongos ectomicorrizicos. En el presente trabajo se evalud el efecto de Lupinus
montanus y de Laccaria laccata en el crecimiento de plantas de Pinus ayacahuite. De manera
inicial se aislaron cuatro cepas de rizobios a partir de nédulos radicales de Lupinus, las cepas se
evaluaron y se seleccion6 la que presentaba mayor nimero de nddulos y efecto en biomasa y
contenido de nitrégeno (N) en plantas de Lupinus. Las cepas se identificaron mediante biologia
molecular. Posteriormente, se establecid un experimento con cuatro tratamientos: Pinus
ayacahuite sin inocular (testigo); P. ayacahuite asociado a Lupinus montanus; P. ayacahuite
inoculado con L. laccata y sin L. montanus y P. ayacahuite inoculado con L. laccata y asociado
con L. montanus. Ademas, todas las plantas de Lupinus se inocularon con una cepa de rizobios.
Los tratamientos se establecieron en un disefio experimental completamente al azar con 10
repeticiones. Se adecuaron macetas de 5 kg que tenian en el centro un tubete de 250 ml. Las
macetas se llenaron con sustrato a base de arena de rio, corteza de pino y suelo forestal (2:2:1).
Las plantulas de pino se trasplantaron en los tubetes y se inocularon dos veces a razén de 3y 1.5
g con L. laccata, respectivamente. Posteriormente, a los 30 dias después del trasplante, en las
macetas y alrededor del tubete, se sembraron semillas de Lupinus, que una vez germinadas, se
inocularon con 2 mL de la cepa de rizobios seleccionada. Las plantas de P. ayacahuite se evaluaron
a los 300 dias despues del trasplante, en términos de biomasa, didmetro de tallo, altura, contenido
de macro y micronutrientes y colonizacion ectomicorrizica. El resultado del primer experimento
determind que la mejor cepa de rizobios fue la S1, la cual presenté mayor nodulacion y fue
identificada como Bradyrhizobium japonicum. En el segundo experimento, se encontraron
diferencias significativas en altura y diametro en los tratamientos inoculados con L. laccata y L.
laccata asociado con Lupinus montanus. Asimismo, los tratamientos con L. laccata y L. laccata
asociado con Lupinus montanus presentaron incrementos conspicuos en biomasa aérea y raiz, y en
el contenido de macro y micronutrientes, respecto a las plantas testigo. Se observé un mayor
porcentaje de colonizacién en el tratamiento de L. laccata (96.07 %) y L. laccata asociado con L.
montanus (88.5 %). Debido al efecto benéfico registrado, los microorganismos evaluados tienen
potencial biotecnoldgico en la produccion de plantas de especies forestales de relevancia
econdmica.

Palabras claves: Hongos ectomicorrizicos, Pinus ayacahuite, Bradyrhizobium japonicum,
simbiosis, Laccaria laccata.



EFFECT OF Lupinus montanus Kunth ON SEEDLING GROWTH OF A
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ABSTRACT

In forests, the growth and survival of many tree species depends on ectomycorrhizal symbiosis. In
adition, the presence of nitrogen-fixing species such as Lupinus can provide this vital nutrient for
other species, including those that establish symbiosis with ectomycorrhizal fungi. In the present
work, the effect of Lupinus montanus and Laccaria laccata on the growth of Pinus ayacahuite
plants was evaluated. Initially, four rhizobia strains were isolated from root nodules of Lupinus,
the strains were evaluated and the one with the highest number of nodules and effect on biomass
and nitrogen (N) content in Lupinus plants was selected. The strains were identified by molecular
biology. Subsequently, an experiment was established with four treatments: Pinus ayacahuite
without inoculation (control); P. ayacahuite associated with Lupinus montanus; P. ayacahuite
inoculated with L. laccata and without L. montanus and P. ayacahuite inoculated with L. laccata
and associated with L. montanus. Furthermore, all the Lupinus plants were inoculated with a
bradyrhizobia strain. The treatments were established in a completely randomized experimental
design with 10 replicates. 5 kg pots with a 250 ml tube in the center were designed. The pots were
filled with a substrate based on river sand, pine bark and forest soil (2:2:1). The pine seedlings
were transplanted into the tubes and inoculated twice at a rate of 3 and 1.5 g with L. laccata,
respectively. Subsequently, 30 days after the transplant, Lupinus seeds were sown in the pots and
around the tube, which, once germinated, were inoculated with 2 mL of the selected bradyrhizobia
strain. P. ayacahuite plants were evaluated 300 days after transplanting, in terms of biomass, stem
diameter, height, macro and micronutrient content, and ectomycorrhizal colonization. The result
of the first experiment determined that the best bradyrhizobia strain was S1, which presented the
highest nodulation and was identified as Bradyrhizobium japonicum. In the second experiment,
significant differences in height and diameter were found in the treatments inoculated with L.
laccata and L. laccata associated with Lupinus montanus. Likewise, the treatments with L. laccata
and L. laccata associated with Lupinus montanus presented conspicuous increases in aerial and
root biomass, and in the content of macro and micronutrients, with respect to the control plants. A
higher percentage of colonization was observed in the treatment of L. laccata (96.07 %) and L.
laccata associated with L. montanus (88.5 %). Due to the registered beneficial effect, the evaluated
microorganisms have biotechnological potential in the production of plants of economically
relevant forest species.

Keywords: ectomycorrhizal fungi, Pinus ayacahuite, Bradyrhizobium japonicum, symbiosis,
Laccaria laccata.
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I. INTRODUCCION

Las especies del género Lupinus son leguminosas anuales o bianuales que crecen en bosques de
coniferas, en orillas de caminos, laderas de montafias, en zonas de cultivo, en bosques degradados
y en ecosistemas naturales desde el nivel del mar y hasta 4,000 metros de altitud; se destacan por
ser resistentes a condiciones adversas como sequias, heladas, enfermedades y plagas (Ortega-
David et al., 2010; Lagunes-Espinoza et al., 2012). Conocidos por su nombre comuin como lupines,
lupinis, chochos o altramuces, algunas especies se han cultivado desde la antigliedad como
mejoradores de suelos y para alimentacion humana y animal en la region andina y en Europa
(Prusinski, 2017; Lina y Planchuelo, 2018; Mellal et al., 2019; Zamora et al., 2019).

En la Faja Volcanica Transversal Mexicana abundan diversas especies del género Lupinus, cuyas
semillas pudieran ser utilizadas como alimento para los seres humanos y animales, debido a que
presentan alto contenido de proteinas. Sin embargo, la principal limitante de Lupinus silvestre, es
su alto contenido de alcaloides quinolizidinicos que son tdxicos para la alimentacién humana. La
presencia de estos compuestos en las semillas son un mecanismo de defensa contra patdgenos y
herbivoros (Pablo-Pérez et al., 2015; Mellal et al., 2019). El género Lupinus cuenta con mas de
300 especies, la mayoria crece en América Central. En México no se cultivan especies del género
Lupinus, pero se tienen aproximadamente 110 especies nativas distribuidas en varios estados,
desde baja california hasta Chiapas, concentrados principalmente en la Sierra Madre Occidental y
Eje Neovolcanico Transversal (Pablo-Pérez et al., 2015; Zamora et al., 2019).

Algunas especies como Lupinus montanus Kunth, L. elegans Kunth y Lupinus sp. fueron utilizadas
en programas forestales del Estado de México y Michoacan para la rehabilitacion de suelos y como
abono verde (Zamora et al., 2019). Las especies del género Lupinus son valiosas, por la alta
cantidad de proteinas en sus semillas y la capacidad de obtener nitrdgeno atmosférico por medio
del proceso de fijacion bioldgica de nitrdgeno en simbiosis con bacterias conocidas como rizobios,
las cuales toman el N atmosférico y lo convierten en amonio (Zamora et al., 2019; Mellal et al.,
2019). Muy pocas especies de este género se han estudiado para conocer su potencial nutricional
y la mayoria de ellas no han sido domesticadas. Ademas, las especies crecen en condiciones poco
favorables, como en suelos &cidos y son capaces de fijar altas cantidades de nitrogeno atmosféerico
(Pablo-Pérez et al., 2015).



En la actualidad los estudios que se han realizado sobre las especies del género Lupinus se enfocan
en el mejoramiento genético, composicion quimica de plantas y semillas, aspectos agronémicos,
y nutricion humana y animal (Hern&ndez et al., 2008; Soto-Correa et al., 2012; Pablo-Pérez et al.,
2015).

Pinus ayacahuite es una especie forestal mexicana de importancia econémica y ecoldgica. Se
distribuye de Mexico hasta Centroamérica, crece entre los 2,200 y 3,000 metros de altitud,
principalmente se encuentra en lomas y cafiadas, el clima donde se desarrolla es templado célido
con temperaturas medias anuales de 13°C con precipitacion de 700 a 1,200 mm anuales (Ortiz-
Medrano et al., 2008; Lépez et al., 2018). Ademas, es la principal especie que se utiliza para la

produccidn de arboles de navidad (Arteaga-Leon et al., 2018).

En los bosques de coniferas existen asociaciones mutualistas, en especifico la relacion entre
hongos ectomicorrizicos y los arboles, mediante el cual la planta le proporciona carbohidratos y
un microhabitat para el hongo, mientras que éste le permite a la planta una mejor captacion de

agua y nutrientes (Camargo-Ricalde et al., 2012).

Las plantas gimnospermas, principalmente, se asocian con los hongos ectomicorrizicos, los cuales
les proporcionan nutrientes, protegen contra patégenos y permiten resistencia a condiciones
extremas de sequia, incluyendo tolerancia a metales pesados, salinidad y altas temperaturas
(Renteria-Chavez et al., 2017). La produccion de bioinoculantes elaborados a base de hongos
ectomicorrizicos ha cobrado gran importancia a nivel mundial por diferentes razones, una de ellas
es la busqueda de tecnologias que disminuyan el deterioro del ambiente, como el utilizar
organismos benéficos en el crecimiento vegetal y asi evitar el uso excesivo de agroquimicos
(Pérez-Moreno et al., 2010; Renteria-Chavez et al., 2017).

Existe escasa informacion sobre la importancia que tienen las poblaciones de Lupinus en
ecosistemas naturales y, en particular en los bosques de pinos, dada su capacidad de fijar nitrégeno
en simbiosis con bacterias conocidas colectivamente como rizobios. De acuerdo a esto, es
transcendental estudiar el impacto que puede tener las simbiosis Lupinus-rizobios en el
crecimiento de pinos (Pinus spp). Estos Ultimos establecen simbiosis mutualista obligada con

hongos ectomicorrizicos, los cuales les permiten obtener nutrientes y agua con mayor eficiencia.



Aun cuando se conoce poco sobre la contribucion de Lupinus en el crecimiento de los pinos en
ecosistemas naturales se asume que esta leguminosa juega un papel importante en las entradas de
nitrégeno en los bosques. Diversos estudios han encontrado que la inoculacion de plantas
forestales con hongos ectomicorrizicos presenta efectos positivos en el crecimiento, por lo que
estos hongos pueden ser empleados en programas de restauracién y conservacion de areas
naturales. Es por ello que es importante tomar acciones que incrementen los efectos en el ambito
de supervivencia de plantas y rehabilitacién de ecosistemas con reforestaciones exitosas. Con la
presente investigacion se genero informacion y se aporta conocimiento sobre como la simbiosis
Lupinus-rizobio coadyuva en el crecimiento y desarrollo de los pinos en simbiosis con hongos
ectomicorrizicos, lo que pueda generar una biotecnologia basada en hongos ectomicorrizicos y el
uso de Lupinus montanus para lograr con mayor éxito el establecimiento y supervivencia de pinos

en programas de reforestacion.



I1.OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de Lupinus montanus inoculado con Bradyrhizobium japonicum y Laccaria

laccata en el crecimiento de plantas de Pinus ayacahuite.
2.1.1 Objetivos especificos

e Aislar e identificar mediante biologia molecular bacterias fijadoras de nitrégeno a partir de
nodulos radicales de plantas de Lupinus montanus colectadas en el Monte Tlaloc.

e Evaluar la colonizacién ectomicorrizica, contenido nutrimental, crecimiento y peso seco
de Pinus ayacahuite inoculado con Laccaria laccata con y sin asociacion de Lupinus
montanus inoculado con bacterias fijadoras de nitrégeno.

e Realizar una caracterizacion morfoldgica de las micorrizas presentes en el sistema radical
de plantas de Pinus ayacahuite inoculadas con el hongo ectomicorrizico comestible

Laccaria laccata.

2.2 Hipotesis

Las plantas de Pinus ayacahuite inoculadas con Laccaria laccata con y sin asociacion de Lupinus
montanus presentan un mayor crecimiento y contenido nutrimental en comparacion con las plantas

sin inocular.



I1l.  REVISION DE LITERATURA
3.1 Género Lupinus

El género Lupinus comprende mas de 200 especies (Vazquez et al., 2019; Zamora et al., 2019),
conocidos con los nombres de lupinos, chochos o altramuces. Se cultivan desde la antigiiedad
(Seisdedos y Planchuelo, 2018), presentan altas cantidades de proteinas en semillas y pueden
usarse para regenerar el suelo (Lagunes et al., 2012).

De acuerdo a Kurlovich et al. (2002), el género Lupinus se ubica en la siguiente categoria

sistematica:

e Division: Magnoliophyta (Angiospermae)
e Subclase: Magnoliatae (Dicotyledonea)
e Orden: Fabales

e Familia: Fabaceae

e Tribu: Genisteae

e Género: Lupinus

Las especies de Lupinus varian de anual a perenne, con distintos habitos de crecimiento desde
acaulescentes o pequefios postrados hasta arbustos y arboles, que llegan a medir entre 4.5a 8 m de
altura con troncos lefiosos de 30 cm de didmetro como Lupinus jaimehintoniana B.L Turner
presente en México. Las principales caracteristicas que distinguen al género Lupinus son flores
grandes en racimos terminales; flores con céliz profundamente hendido, pétalo estandar erecto;
alas connadas en el &pice; quilla curvada, picuda y encerrada dentro de las alas; con 10 estambres,
alternativamente largos y basifijos, cortos y versatiles; ovario sésil; estilo curvado, glabro; estigma
terminal; vaina oblonga, mas o menos comprimida, septada entre las semillas, valvas gruesas y
coriaceas, dehiscentes; cotiledones gruesos y carnosos (Wolko et al., 2011). Se distribuyen en el
Norte y Sur de América (Ainouche et al., 2004; Zamora et al., 2019). Desde el afio 2,000 A.C.
algunas especies fueron domesticadas para consumo humano y como forraje para los animales de
forma independiente. En Sudamérica, la especie Lupinus mutabilis, conocido comdnmente como

choco, tarwi o tarhui, fue utilizada como uno de los ingredientes para las dietas de los incas y otras



civilizaciones de las altiplanicies andinas de Per0, Bolivia y Ecuador (Seisdedos y Planchuelo,
2018).

La mayoria de especies domesticadas y econdmicamente aprovechadas en Europa son utilizadas
como fuente de proteina y aceite. En el mundo se han identificado cuatro especies que son
cultivadas (Lupinus angustifolius, L. albus, L. luteus y L. mutabilis), las cuales han sido
modificadas en sus caracteristicas morfoldgicas de vaina y semilla, resistencia a condiciones de
estres por sequias y patdgenos (Vazquez et al., 2019). Se encuentran en paises como: Venezuela,
Colombia, Ecuador, Perd, Bolivia, Chile y Argentina (Jacobsen y Mujica, 2006; Luna et al., 2019).
Asimismo, se ha cultivado en rotaciones con cereales durante al menos 200 afios y se distribuye

ampliamente en el viejo y nuevo mundo (Wolko et al., 2011).

En México las poblaciones de Lupinus crecen en caminos, laderas de cerros, en bosques
degradados y en ecosistemas naturales a altitudes hasta los 4,000 m. Se reportan 111 especies, de
las cuales 60 son endémicas, se distribuyen desde Baja California hasta Tamaulipas y al sur hasta
Chiapas. La mayor concentracion de especies se encuentra en la Sierra Madre Occidental y la Faja
Volcénica Transversal. Entre las especies més abundantes se encuentra Lupinus elegans, L.
campestris, L. montanus, L. stipulatus, L. splendes, L. hartwegii y L. polyllus (Bermudez et al.,
2000; Lagunes et al., 2012). En zonas de alta montafia, L. montanus es una de las especies

dominantes del estrato herbaceo (Figura 1).

Especies como L. leptopphyllus y L. campestris son consideradas como malezas en diferentes
estados como la Ciudad de México, Hidalgo, Jalisco, Puebla, Tlaxcala y Veracruz (Luna et al.,
2019).

Figura 1. Distribucion del género Lupinus en Mexico (Bermddez Torres et al., 2000).



Las especies del género Lupinus presentan potencial en la nutricion humana, al contener acidos
grasos, minerales, carbohidratos, fibra cruda y aceite comestible (Pablo-Pérez et al., 2015).
Ademas, varias especies de Lupinus son usadas en la medicina tradicional para tratar infecciones
de la piel y vias urinarias; extractos de la planta tienen actividad anticancerigena, antidiabéticos,
antihipertensivo y antimicrobiano, entre otras (Ishag et al., 2022). También las flores por ser
coloridas incentivan a su comercializacion para adorno (Dunn, 2005). En el ambito agronémico
Lupinus es utilizado como abono verde favoreciendo a la fertilizacion y optimizacion de la
estructura del suelo, principalmente para aéreas de baja productividad agricola (Zapata, 2015). El
género Lupinus desempefia un papel activo en el ciclo del N, debido a que fija el N atmosférico y
lo transforma en forma asimilable (nitratos) (Whitford, 2002). Se estima que puede fijar hasta el

95 % del N que requiere de la atmosfera (Barrientos et al., 2001).

De acuerdo con Rodas et al. (2001) la asociacion Lupinus- maiz tiene un impacto positivo en las
plantas, ya que estas crecen vigorosas, alcanzan tallas comerciales y mejoran significativamente
la productividad. Asimismo, es aprovechado para el establecimiento de sistemas forestales con

especies de coniferas (Gomez-Romero et al., 2013).

Lupinus desempefia una funcién ecologica ya que es pionera en la recuperacion de suelos
erosionados y en la regeneracion de zonas destruidas por actividades antropogénicas. Las raices
tienen la capacidad de ser fitorremediadoras, ya que pueden absorber metales pesados (Pb, Hg, Zn,
Cr, Cd) (De la Cruz-Landero et al., 2010). Su raiz es pivotante, profunda y ramificada, lo cual
permite aprovechar los nutrientes en forma mas eficiente. Estas especies de Lupinus son conocidas
como indicadoras de disturbio al establecerse en lugares perturbados por incendios, tala, pastoreo

de ganado y campos cultivados (Kaye y Kuykendall, 2001; Lopez-Bellido y Fuentes, 1986).
3.1.1 Lupinus montanus Kunth

Lupinus montanus es una especie mexicana con alto contenido proteico y tiene una importante
funcidn ecoldgica. Las mayores poblaciones naturales de esta especie se localizan en el Cinturdn
Volcanico Transmexicano, en altitudes de 2,500 a 4,100 m, asociadas a bosques de pino (Pinus
hartwegii Lindl.), encino (Quercus spp) y oyamel (Abies religiosa Kunt Schldl & Cham.)
(Dunn,2001).



3.2 Importancia de la simbiosis rizobio-leguminosa

En la década de los 80, las bacterias fijadoras de nitrégeno simbidticas con leguminosas se
clasificaron como pertenecientes al género Rhizobium con seis especies nombradas: R.
leguminosarum, R. meliloti, R. trifolii, R. phaseoli, R. lupini y R. japonicum (Shamseldin et al.,
2016). Posteriormente, los rizobios fueron reclasificados en dos grupos: el grupo productor de
acido de crecimiento rapido (las cepas de Rhizobium) y un grupo productor alcalino de lento
crecimiento (Bradyrhizobium), de acuerdo con su tiempo de regeneracion y reaccién de pH en el
medio de manitol de extracto de levadura, con azul de bromofenol. Ademas, una de las
caracteristicas principales para diferenciar las especies de Rhizobium, es la nodulacion que realizan
con sus plantas hospederas especificas (Shamseldin et al., 2016). En los ultimos 40 afios la
taxonomia de rizobios ha cambiado substancialmente, de tal forma que actualmente el grupo esta

compuesto por 12 géneros y un total de 81 especies (Rivas et al., 2009).

En especifico, Lupinus montanus establece simbiosis con bacterias del género Bradyrhizobium,
bacteria de lento crecimiento (De Felipe et al., 2006). EIl proceso de fijacion de nitrogeno
atmosférico se lleva a cabo dentro del nédulo radical, las bacterias (bacteroides) reducen el
nitrbgeno a amonio, que se secreta a la planta a cambio de una fuente de carbono y energia

(Herridge y Doyle, 1988). La ecuacion global de la fijacién bioldgica de nitrgeno es la siguiente.
N,+8H" +8.+16Mg-ATP—2NH;+H,+16Mg-ADP+16P;

La fijacion de nitrégeno de la simbiosis rizobio-leguminosa presenta alta relevancia en los
ecosistemas naturales y agricolas y depende mucho de la adecuada relacién de los socios
simbi6ticos (Peix et al., 2015). Los nddulos son estructuras radicales que proporcionan un
ambiente adecuado con baja tensién de oxigeno y alto acceso a fuentes de carbono y energia de
origen vegetal que son indispensables para la fijacion de nitrégeno y que es llevado a cabo por la
enzima nitrogenasa bacteriana. Dentro de los nddulos las bacterias (bacteroides) reducen el
nitrégeno a amonio, que liberan hacia las células de la planta a cambio de una fuente de carbono

y energia (Peix et al., 2015).

La mayoria de las bacterias que establecen simbiosis con lupinos se han clasificado dentro del
género Bradyrhizobium, con excepcion de Microvirga lupini, la cual se encontrd que nodulaba a

Lupinus texensis. Las especies del género Bradyrhizobium se asocian cominmente con



leguminosas tropicales y subtropicales. En el caso de Lupinus montanus es la Gnica leguminosa de

zonas climaticas de tipo mediterraneo y templado (Revee et al., 2013).

Se han descrito dos tipos de nddulos (determinados e indeterminados) en leguminosas segun la
presencia o no de un meristemo apical. Los nddulos determinados son de forma esférica, mientras
tanto los indeterminados tienen forma cilindrica y a menudo con ramificaciones. La estructura y
funcion del nddulo estan disefiadas para proporcionar un ambiente microaerdbico para la bacteria
(Mylona et al., 1995). La corteza externa del nddulo es aerdbica, pero hacia dentro de la estructura
nodular hay baja concentracion de oxigeno (Oz), lo cual es esencial porque la enzima nitrogenasa
es labil al Oz. Sin embargo, el microsimbionte necesita O para generar ATP (Mylona et al., 1995).
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
un citocromo oxidasa terminal especializado que le permite respirar bajo condiciones minimas de
O2 (Mylona et al. 1995).

Los rizobios son bacterias que viven libres en el suelo y el area rizosférica, sin embargo, una vez
que estan en los nédulos radicales, cambian de formas pleomdrficas y son llamados bacteroides.
Asimismo, su metabolismo se modifica para proveer energia para la fijacion bioldgica de nitrogeno
(FBN). EI malato y/o el succinato son las fuentes de C transportadas al bacteroide y utilizadas en
la produccion de energia y como esqueletos de C para los procesos biosintéticos del bacteroide
(Napoles-Garcia et al., 2016). El aprovechamiento de la fijacién de nitrogeno por leguminosas
reduce parcialmente el uso de abonos o fertilizantes nitrogenados para las plantas que establecen
esta simbiosis, disminuyendo algunos problemas de contaminacién ambiental e inversion

econdmica (Quinto y Céardenas, 2007).

En el caso de las leguminosas de clima templado suelen desarrollar nédulos indeterminados de
forma cilindrica, que estan unidos a la corteza radical interna y mantienen un meristemo apical
persistente del que se originan todos los tejidos del nddulo. En estos nddulos se pueden observar
zonas de desarrollo consecutivas en el tejido central infectado, que corresponde a un gradiente de
diferenciacion simbidtica desde el meristemo apical hasta los tejidos basales adheridos a la raiz.
Los nodulos determinados son caracteristicos de las leguminosas (sub) tropicales, estos se originan
a partir de la division celular en la corteza externa (hipodermis) de la raiz y no tienen un meristemo

persistente. La actividad meristematica cesa en una etapa temprana de desarrollo y el crecimiento



subsiguiente es causado por la expansion celular, lo que resulta en nédulos de forma esférica
(Quinto y Cardenas, 2007).

El inicio de la nodulacién en las leguminosas se diferencia de muchas otras simbiosis en donde las
celulas bacterianas ingresan a la raiz del huésped a través de los espacios intercelulares en la raiz
y entran en las células de la corteza sin evidencia de un hilo de infeccion. En leguminosas los
mecanismos de infeccion involucran rutas intracelulares como intercelulares. El proceso de
infeccion mas comun es a traves de los pelos radicales, en los cuales se forma una estructura de
tubo intercelular delimitada por una membrana vegetal, el hilo de infeccion. En los hilos de
infeccion entran las bacterias y proliferan incrustadas en una matriz de infeccion que crece hacia
adentro hasta alcanzar el primordio nodular donde se liberan las bacterias. Este proceso celular es
una endocitosis que conduce a la liberacion de las bacterias en las células del primordio nodular.
Dentro de estas células del huésped, las bacterias estan encerradas por una membrana originada
por la planta llamada membrana del peribacteroide (Napoles-Garcia et al., 2016).

Los rizobios también pueden invadir la corteza de la raiz a través de una ruta intercelular mediante
heridas naturales causadas por la division de la epidermis y la aparicion de raices laterales jévenes
(Harridge et al., 1998). La infeccién es conocida como entrada a través de grietas, se ha descrito
en leguminosas (sub) tropicales, como Arachis hypogaea, Stylosanthes y Aeschynomene, donde
no se observan hilos de infeccion y los rizobios invaden las células corticales a través de paredes
celulares estructuralmente alteradas. En el tercer mecanismo, los rizobios penetran directamente
entre las células epidérmicas no dafiadas mediante la disolucion de la laminilla media de las
paredes celulares e invaden las células huésped a traves de estructuras similares a hilos de infeccion
(Bianco, 2020).

Gonzales-Sama et al. (2004) caracterizaron a detalle el proceso de infeccion de las raices de
Lupinus albus y las primeras etapas de organogénesis del ndédulo lupinoide. A través de dos cepas
de Bradyrhizobium, monitorearon el proceso de infeccion y morfogénesis. Los rizobios penetraron
la raiz intercelularmente en la union entre la base del pelo radical y una célula epidérmica
adyacente. Las bacterias entraron en la célula cortical epidérmica inmediatamente debajo del pelo
de la raiz a través de regiones de la pared celular estructuralmente alterada. La célula recién
infectada se dividid repetidamente para formar la zona central infectada del nédulo joven. Las

bacterias estaban distribuidas por igual entre las células.
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3.3 Importancia de Lupinus en ecosistemas y agroecosistemas

El lupino o altramuz, es una de las leguminosas con mayor interés ecoldgico y agronémico, por
ser fijadora de N, resultando benéfico para la agricultura y el ambiente. La capacidad de Lupinus
por adaptarse a suelos contaminados con metales pesados permite considerarla como planta
potencialmente fitorremediadora (De Felipe et al., 2006). Generalmente estas especies prefieren
habitats abiertos y bien iluminados, suelos bien drenados, con pH &cido o neutro con una
distribucion limitada en el rango alcalino, las especies de semillas rugosas muestran cierta

tolerancia a un pH por encima del neutro (Wolko et al., 2011).

Las leguminosas son fuentes importantes de aceite vegetal, proteinas y minerales renovables para
la produccién de bioenergia. Los lupinos son leguminosas de gran relevancia agronémica y
ecologica, dada la capacidad de fijar N atmosférico, repercutiendo positivamente sobre la
agricultura y el medio ambiente, constituyendo un elemento de la agricultura sustentable (De
Felipe et al., 2006).

Lagunes et al. (2012) caracterizaron la diversidad morfoldgica y determinaron la concentracion de
proteina en semillas del Lupinus, en ecosistemas agricolas y forestales de la region centro oriental
del estado Puebla. Encontraron que las poblaciones tienen variabilidad morfoldgica, resultado de
la diversidad. Cuatro especies fueron identificadas con base a las caracteristicas morfolégicas e
intervalo altitudinal: L. campestris (2,600 y 3,052 m de altitud) en bordes de cultivo de maiz y
haba o en areas con bosque de Juniperus deppeana, Pinus sp. y Abies religiosa; L. exaltatus (2,778
y 2,865 msnm) en bosques de P. montezumae; L. hintonii (3,080 msnm), en bosques de P.
hartwegii, P. montezumae, P. rudis y A. religiosa. Estos autores encontraron que las
concentraciones de proteina de semilla en L. campestris varié de 328 a 387 g kg™* de materia seca.

En L. exaltatus fue de 317 g kg y en L. campestris fue de 481g kg™ MS.

Bianco et al. (2018) realizaron una revision donde describieron sobre la situacion actual de las
areas degradadas y las principales alternativas de uso de las leguminosas nativas para restauracion
en zonas aridas y semiaridas, ademas, analizaron la diversidad de microorganismos que nodulan
las leguminosas y su importancia en la fijacion de nitrégeno. Estos investigadores citan que las
leguminosas nativas y sus simbiontes representan un germoplasma Gnico que puede adaptarse para

la restauracion de ecosistemas degradados, para mantener la biodiversidad y mitigar los efectos
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del cambio climéatico. Ademas, mencionaron que diversas leguminosas muestran tolerancia a
distintos factores de estrés, salinidad, suelos con pH alcalino y suelo con baja fertilidad, entre las

maés conocidas se encuentran Lupinus albus, L. consentinii y L. luteus.

Vazquez et al. (2019) evaluaron las diferencias entre tres especies (Lupinus montanus Kunth, L.
campestris Schltdl & Cham y L. exaltatus Zucc), ademas, sus poblaciones, considerando las
variables de supervivencia y caracteristicas agrondmicas tales como altura de la planta,
inflorescencias, vainas, semillas y rendimiento de la biomasa. Sus resultados mostraron una
supervivencia de 29, 54 y 61 % para Lupinus montanus, Lupinus campestris y Lupinus exaltus,
respectivamente. En cuanto a biomasa fue de 2.12 t ha®, 2.08 t hal y 2.05 t ha'l, para cada una de
esas especies. Las especies con mejor comportamiento en caracteristicas agrondmicas (tamafio de
vaina, peso de semillas, numero de inflorescencias, altura de planta) fueron L. exaltatus y L.

campestris, haciéndolas promisorias para su aprovechamiento.

Zamora et al. (2019) cuantificaron la acumulacién de biomasa y nitrogeno en tres especies
silvestres de lupinos del Estado de Jalisco, México (Lupinus exaltatus, L. rotundiflorus y L.
mexicanus), ademas, evaluaron la fijacion bioldgica de nitrégeno en términos de cantidad de N
fijado (kg ha*) y proporcion de N derivado de la atmésfera (% Ndda). Los resultados mostraron
que L. exaltatus fijo 187 kg ha* a los 122 dias después de la siembra, lo cual equivale a 83.8 % de
Ndda. Las especies de L. rotundiflorus y L. mexicanus mostraron valores significativos mas bajos
de N fijado a los 122 Dds (dias después de la siembra). Los autores concluyen que Lupinus
exaltatus fue la especie mas eficiente en la fijacion de nitrogeno atmosférico, debido a la asociacion

simbidtica entre la raiz y los rizobios nativos del suelo.

Luna et al. (2019) realizaron un estudio en el cual establecieron un cultivo de lupino (Lupinus
angustifolius) para determinar la composicién quimica y el costo de la semilla. El rendimiento del
cultivo fue de 1,080 kg ha. El contenido de proteina cruda fue 27 % y 38 %. En cuanto al costo
de produccion por kilogramo de semilla fue de $11.66 pesos que contrasto a lo anteriormente
reportado y que fue de $ 6.00 pesos. Entonces sus resultados sugieren que es factible cultivar
lupino y con base a su contenido de proteina cruda, puede ser una estrategia en la alimentacion

animal o humana en México.
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3.4 Ciclo del Nitrogeno (N)

El ciclo del N es dindmico y complejo, es conjunto de procesos naturales mediante el cual el
nitrégeno se transforma en distintos estados de oxidacion y reduccion: N2, NH4*, N-organico, NOg,
NOs" (Elizondo, 2006). El ciclo del nitrogeno tiene cinco etapas, de las cuales sélo la asimilacion
no es realizada por bacterias.

3.4.1 Fijacion de nitrégeno

La fijacion bioldgica del nitrégeno consiste en la incorporacion del nitrégeno atmosférico, a las
plantas, este proceso se lleva a cabo principalmente por bacterias y cianobacterias presentes en el

suelo y ambientes acuéticos (Delgadillo et al., 2005).

La fijacion es la conversidn del nitrégeno atmosférico en amoniaco (fijacion biologica) o en éxidos
de nitrogeno (fijacion abiotica). La fijacion bioldgica de nitrogeno es llevada a cabo por
microorganismos, y solo aquellos que poseen la enzima nitrogenasa son capaces de realizar el
proceso. Sin embargo, la nitrogenasa Unicamente funciona en ausencia de oxigeno, las bacterias
deben aislar la enzima de su contacto. Algunas estrategias utilizadas por las bacterias son: vivir
debajo de las capas que cubren a las raices de ciertas plantas o vivir dentro de engrosamientos
especiales de las raices, Ilamados nddulos, en leguminosas como por ejemplo frijol, chicharo y
mezquite. La relacién entre Rhizobium y sus plantas huéspedes es una simbiosis mutualista. La
cantidad de nitrégeno fijado por las bacterias es de 200 millones de toneladas anuales (Delgadillo
et al., 2005).

3.4.2 Nitrificacién

Las formas de nitrégeno que las plantas pueden asimilar son dos: el nitrato (NO3") y el amonio
(NH4"). El amonio es convertido a nitrato por los microorganismos a través de la nitrificacion. El
cambio de NH4"a NOs™ depende de la temperatura del suelo. La conversion se da mas rapido en
temperaturas arriba de 10°C y pH de 5.5 a 6.5. Esta etapa es realizada en dos pasos por diferentes
bacterias: primeramente, las bacterias del suelo Nitrosomonas y Nitrosococcus convierten el
amonio en nitrito (NO2) y posteriormente actia Nitrobacter que oxida el nitrito a nitrato. La

nitrificacion les entrega energia a las bacterias (Hernan-Celaya et al., 2011).
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3.4.3 Asimilacién

Este proceso ocurre cuando las plantas absorben a través de sus raices, nitrato (NO3") 0 amoniaco
(NH3), elementos formados por la fijacion de nitrogeno o por la nitrificacion. Luego estas
moléculas son incorporadas tanto a las proteinas, como los &cidos nucleicos de las plantas. Cuando
los animales consumen los tejidos de las plantas, también asimilan nitrégeno y lo convierten en

compuestos (Strock, 2008).
3.4.4 Amonifiacion o mineralizacion

Los compuestos proteicos y otros similares constituyen en mayor medida de la materia nitrogenada
apostada al suelo, son de poco valor para las plantas cuando se afiaden de manera directa. Es asi
como los organismos producen desechos que contienen nitrégeno como la orina (urea), los
desechos de aves (&cido Urico), y organismos muertos, son degradados por microorganismos
presentes en el suelo y agua, liberando el nitrégeno en forma de amonio (NH4"). En este proceso,
los microorganismos llevan a cabo la descomposicidn de los residuos organicos. La amonifiacién
de los compuestos proteosas, peptonas y aminoacidos se produce bioguimicamente por medio de

procesos de desaminacion y descarboxilacion y conduce a la formacién de amonio (Strock, 2008).
3.4.5 Inmovilizacion

Este proceso es contrario al de mineralizacion, a través del cual las formas inorganicas (NHs* y

NOz") son convertidas a nitrogeno organico no asimilable (Araujo y Toth, 2006).
3.4.6 Desnitrificacion

La reduccidn de nitratos (NO3") a nitrégeno (N.), se le conoce como desnitrificacion, este proceso
se realiza por bacterias desnitrificantes que revierten la accién de las fijadoras de nitrogeno,
regresando el nitroégeno a la atmosfera en forma gaseosa. En este proceso hay pérdida de nitrégeno

para el ecosistema; ocurre donde existe un exceso de humedad (Ferraris et al., 2008).
3.5 Nitrégeno en el suelo

La dinamica de los ecosistemas terrestres esta limitada a la disponibilidad de nutrientes. Estudiar
el nitrégeno es indispensable porque es uno de los elementos méas importantes para la vida en

nuestro planeta despues del agua (Lehninger, 1978). Es esencial en el crecimiento de las plantas,
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ademas, es el elemento constituyente mas abundante de varios compuestos principales que
intervienen en el funcionamiento de multiples organismos (Binkley y Hart, 1989; Troncoso et al.,
2013), ejemplo de ello son las proteinas de las plantas, clorofila, aminoacidos y acidos nucleicos
(Baca et al., 2000; Valles et al., 2003; Santi et al., 2013). El nitrégeno en forma natural, es uno de
los elementos mas extensamente distribuidos en la naturaleza, el mayor reservorio se encuentra en
la atmosfera en forma de gas (N2), con una abundancia del 78 % el cual es la fuente primaria
principal de entrada para los ecosistemas. Sin embargo, metabdlicamente no esta disponible para
su asimilacién por las plantas debido a que la molécula de nitrégeno atmosférico presenta un triple
enlace lo que la hace estable e inerte (Baca et al., 2000; Valles et al., 2003; Mays, 2004; Fernandez
et al., 2006). Asi que el nitrégeno juega un papel importante en la fertilizacion, composicion y

diversidad de especies vegetales (Chapin et al., 2002).

Este elemento es limitado en el suelo, sin embargo, es indispensable para el desarrollo de las
plantas, animales y microorganismos. Las plantas fijan el N en sus estructuras, a través de la
asimilacion. Asimismo, una vez que las hojas o raices se mueren también reincorporan el N al

suelo, a otros microorganismos y plantas (Celaya-Michel y Castellanos-Villegas, 2011).

El N en el suelo se encuentra en forma orgéanica (90 %) y con poca presencia en forma inorganica
(10 %). En forma organica se encuentra como aminas, azUcares, purinas y proteinas; en forma
inorganica se encuentra como NH4"y NOs (Binkley & Vitousek, 1989). En los ecosistemas el N
solo se puede utilizar combinado, esto quiere decir en la formacion de iones de N con otros

elementos (NOs"y NH4") y macromoléculas pequefias organicas de bajo peso molecular.

El NOs™ es el que mas utilizan las plantas debido a que tienen mayor accesibilidad. Sin embargo,
depende de la especie y los factores ambientales como pH, temperatura y concentraciéon de N en
el suelo (Unkovich et al., 1997). EI amonio (NH4") es absorbido en condiciones especificas casi
siempre anaerobias, asi como en etapa temprana de crecimiento, al avanzar el crecimiento de la
planta la absorcion de NOs  aumenta (Perdomo & Barbazan, 1994), asi es que el NHs*, NO3™ y

compuestos organicos son una limitante para los procesos bioldgicos del suelo (Barajas, 2008).

El N entra en el suelo a través de la mineralizacion de la materia organica o la fijacién del N

atmosférico (Fernandez et al., 2006). La mineralizacién es la transformacién de nutrientes
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organicos por microorganismos del suelo a formas asimilables para las plantas (Binkley y Hart,
1989).

La mineralizacion bruta es el recambio total del N liberado por la materia organica y la
mineralizacion neta es la que resulta de la eliminacion del N de la inmovilizacion microbiana con
respecto a la mineralizacion bruta. La tasa de mineralizacién depende de los siguientes factores:
temperatura, humedad, pH, aireacion, tipo de N organico, propiedades fisicas y quimicas del suelo,
también de la presencia de otros nutrientes e incluso de las practicas de manejo (Binkley y
Vitousek, 1989).

El N que contienen los compuestos orgéanicos de organismos muertos (plantas, animales, hongos
y bacterias), esta disponible en un periodo a largo plazo. La descomposicion de esta materia afecta
las propiedades del suelo, aumentado la agregacion y estabilidad de los agregados. Ademas,
incrementa la capacidad de intercambio cationico y aporta nutrientes como el N durante el proceso
de descomposicion (Guerrero-Ortiz et al., 2012). La transformacion de materia organica es
regulada por la actividad microbiana en el suelo, entre otros (Binkley y Hart, 1989). Los
microorganismos del suelo descomponen la materia organica mas recalcitrante y son indicadores
de cuantificacion de la dinamica de N al controlar la disponibilidad y la pérdida de los ecosistemas
(Atlas y Bartha, 2002).

Las tasas de descomposicion y liberacion de nutrientes también estan determinadas por el
contenido de nutrientes que contienen los residuos organicos, las especies que distinguen el
ecosistema y las condiciones fisicas y quimicas del suelo (Swift et al., 1979). Los residuos de
leguminosas se degradan mas rapido por la alta calidad de materia organica (Guerrero-Ortiz, et al.,
2012). Dentro de la mineralizacion primero se forma el amoniaco (NH3). El cual puede adquirir
un hidrégeno y formar amonio (NH4"), es fijado por las arcillas del suelo o por materia organica,
volatizado como amoniaco (Philippot & Germon, 2005).

La amonificacion se lleva a cabo por microorganismos heterétrofos (Philippot & Germon, 2005).
El NHs™ puede ser fijado por la materia organica, por arcillas o asimilado por las plantas y
microorganismos. A través de la volatilizacion se puede volver NHz, ademas, puede perder atomos
de hidrégeno por la nitrificacion de bacterias autdtrofas, ser oxidado a nitrito (NO2) vy

posteriormente a NOgz, 0 bien puede ser lixiviado a los mantos acuiferos (Barajas, 2008). EI NOs
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se puede desnitrificar al oxidarse a NOs o regresar a la atmosfera como N elemental (N2) (Binkley
& Vitousek, 1989).

El N es uno de los elementos méas dinamicos en el suelo y se puede perder de manera acelerada
por lixiviacion, nitrificacion, desnitrificacion, volatilizacién de NH4" o erosion del suelo (Philippot
& Germon, 2005). Sin embargo, se puede mantener un equilibrio si hay una relacion C/N estrecha
a 10:1 (Fernandez et al., 2006).

3.6 Pinus ayacahuite Ehren

Arbol de 35 a40 m de altura y tronco de 2 m de diametro, con copa conica y crecimiento moderado,
vive alrededor de 100 afios. Se caracteriza por sus escamas delgadas, fragiles, largas y angostas,
gradualmente atenuadas hacia la base y por el ala de sus semillas larga y estrecha (CONAFOR,
2001).

Se distribuye desde Guatemala, Honduras y El Salvador hasta la region central de México. Crece
en suelos profundos y bien drenados. Se desarrolla entre los 2,200 y 3,000 metros de altitud,
principalmente se encuentra en lomas y cafiadas; el clima donde se desarrolla es templado célido
con temperaturas medias anuales de 13°C con precipitacion de 700 a 1,200 mm anuales (Ortiz-
Medrano et al., 2008; Lo6pez et al., 2018). Es la principal especie empleada para la produccién de
arboles de navidad (Arteaga-Leon et al., 2018).

Esta especie tiene importancia ecoldgica y econémica, se utiliza en plantaciones comerciales y
para reforestaciones en zonas urbanas y suburbanas en la construccién; dado a la buena calidad en
la madera y la resistencia a plagas y enfermedades. Tiene amplia demanda y mayor precio que las
otras especies de pino. Algunos subproductos generados con esta especie son: pasta para papel y
como madera aserrada, en elaboracion de lapices, muebles y marcos para ventanas y puertas, Util
en la artesania, triplay. Su resina es otro subproducto empleado para la elaboracion de diversos
productos. Por su belleza escénica se recomienda en parques Yy jardines deportivos (CONAFOR,
2001).

3.7 Micorrizas
Son asociaciones entre hongos micobiontes y las raices de plantas conocidas como fitobiontes

(Camargo-Ricalde et al., 2012). Trappe (1994) menciona a las micorrizas en términos funcionales
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y estructurales, como “Organos de absorcion dobles que se forman cuando los hongos simbiontes
viven dentro de los 6rganos de absorcion sanos (raices, rizomas) de las plantas terrestres, acuaticas
o epifitas” (Camargo-Ricalde et al., 2012). Las micorrizas son fundamentales para la supervivencia
de las plantas (Moreno et al., 2010). Las especies resultan mutuamente beneficiadas esto indica
una asociacion mutualista, la planta le proporciona al hongo carbohidratos y un microhabitat para
completar su ciclo de vida, mientras que el hongo permite a la planta una mejor captacion de agua
y nutrimentos minerales con baja disponibilidad en el suelo (Moreno et al., 2010; Camargo-
Ricalde et al., 2012).

Esta asociacion se presenta en el 90% de las plantas terrestres, se ubica en todos los ecosistemas
del planeta y por lo tanto en diferentes gradientes altitudinales. Es importante destacar que existen
hongos que pueden encontrarse en diferentes tipos de suelo y climas, esto indica que estan
adaptados a diversos hébitats, no obstante, los factores fisicos y quimicos del suelo pueden
restringir su distribucion (Read, 1991).

3.7.1 Tipos de micorriza

Smith y Read. (1997), mencionan que existen siete diferentes tipos de micorriza, considerando sus
caracteristicas estructurales grupo taxonémico del hongo o la planta involucrada y las alteraciones

morfoldgicas que experimentan las partes en el desarrollo de la nueva estructura:

a) Ectendomicorrizas: Son consideradas de gran importancia porque representan el segundo tipo
de micorrizas méas abundantes, micorrizan a pinos y algunas hojosas. La caracteristica que la hace
diferente de la ectomicorriza, es que carece de gruesas y abundantes hifas, a menudo presentan
mantos coloridos. En el corte transversal de las raices cortas, el hongo puede verse en el interior
de las células corticales, presentado la red de Hartig entre estas (Kumar et al., 2015); los efectos
de los hongos que establecen este tipo de micorrizacion en el crecimiento y desarrollo de plantas
en vivero, han sido benéficos (Landis et al., 1989; Andrade-Torres, 2010; Roth-Bejerano, 2014).

b) Micorrizas arbusculares: Generalmente penetran por completo a células radicales de sus
hospedantes, sin presencia de manto fungico (Pérez-Moreno y Read, 2004). Smith y Read (1997)
define que la simbiosis es indispensable en el desarrollo de los hongos formadores de micorrizas
arbusculares que dependen totalmente de la planta fotosintética. Este tipo de micorrizas son

completamente diferentes a las ectomicorrizas, no modifican las estructuras, ni la morfologia
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radical, los componentes del hongo son invisibles a simple vista. Para verificar las estructuras, asi
como el grado de colonizacidn, las raices deben ser tefiidas y observadas bajo el microscopio.
Ademas, presentan vesiculas en forma de baldn, de ahi su nombre, estas estdn compuestas por
lipidos que, sirven como érganos almacenadores de energia, asi como estructuras reproductivas.
Los arbusculos son estructuras finamente ramificadas, intracelulares de vida corta, que sirven para
el intercambio de nutrientes entre el hongo y el hospedante. El abundante micelio se ramifica a

través de la corteza de la raiz, esta se extiende hasta el suelo.

c) Micorriza orquideoide: Se describié hace mas de 100 afos, representa un subtipo de la
endomicorriza, ya que el hongo penetra las células radicales (Andrade-Torres, 2010). Ademas, se
presentan unicamente en orquideas, y los hongos que la forman son del grupo Basidiomycota en
donde la orquidea depende del hongo, dado que estimula la germinacién de sus semillas y el
crecimiento inicial de las plantulas son aclorofilas y por lo tanto son dependientes, es decir que no
presentan clorofila ni producen su propio alimento, sobreviviendo Unicamente de las aportaciones
de compuestos de carbono y nutrimentos que el hongo proporciona. Esta dependencia no solo
ocurre en etapas de plantula, sino que también en etapa adulta. A través de los estudios
morfoldgicos y moleculares se han identificado los hongos que establecen simbiosis con orquideas,
los cuales estan incluidos dentro del grupo género-forma Rhizoctonia que incluye la fase asexual
y sexual (anamorfa-telemorfo) los géneros Cerotorhiza-Ceratobasidium, Epulorhiza-Tulasnella,

Sebacina-Monilliopsis y Rhizoctonia-Thanatephorus (Mosquera et al., 2010).

d) Micorriza ericoide: Forma asociaciones con varias familias del orden Ericales. EI hongo
penetra a las células radicales. La familia Ericaceae con excepcién del género Arbutus, realizan
simbiosis de tipo ericoide, con hongos del género Scytalidium, Oidiodendron, Myxotrichum vy
Byssoascus (Andrade-Torres, 2010; Kumar et al., 2015).

e) Micorriza arbutoide: Son un tipo de ectendomicorriza, el hongo penetra las células radicales
y desarrolla la Red de Hartig en el fitobionte, la asociacidn se presenta principalmente en plantas
del género Arbutus, perteneciente al orden Ericales haciéndose presente en zonas templadas
(Andrade-Torres, 2010; Roth-Bejerano, 2014; Kumar et al., 2015).

f) Micorriza monotropoide: es otro tipo de ectendomicorriza que se caracteriza por establecerse

solamente entre plantas de la subfamilia Monotropoideae la cual pertenece a la familia Ericaceae,
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del orden Ericales, con 10 géneros de plantas aclorofilas es decir sin clorofila, por lo que dependen
mucho del hongo asociado para obtener nutrimentos. Andrade-Torres (2010) y Carmargo-Ricalde
et al. (2012), mencionan que la asociacion se presenta entre hongos endofitos; ascomicetos y
basidiomicetos, y plantas del género Pinus, y del género Monotropa de la familia Ericaceae, que

distribuyen en zonas templadas (Kumar et al., 2015).

g) Ectomicorriza: En esta asociacion el hongo forma estructuras a través del apoplasto del cortex
de la raiz, denominada red de Hartig, donde se realiza la transferencia de nutrientes del hongo a la
planta. La ectomicorriza se establece entre hongos de las clases Basidiomycetes y Ascomycetes y
diversos grupos de angiospermas y gimnospermas. Este organo resulta de una interaccion

favorable entre la planta y hongo (Smith y Read, 1997).
3.8 Interaccion molecular de hongos ectomicorrizicos y raiz de especies forestales

Las ectomicorrizas (ECM) son abundantes principalmente en climas templado, tropical y boreales,
es una simbiosis entre especies arboreas y hongos filamentosos del suelo (ascomicetos y
basidiomicetos) (Smith y Read, 1997).

El micelio externo del hongo crece en el suelo y se conecta con el hospedero formando una
simbiosis mutualista que beneficia a ambos organismos. Los carbohidratos que genera del proceso,
fotosintético se trasladan de la planta al hongo heterotréfico, el cual necesita esta fuente rica en
carbono para desarrollarse. Las hifas exploran el suelo y absorben minerales y agua que son en
parte transferidos a la raiz (Smith y Read, 1997). El intercambio de metabolitos es indispensable
para la persistencia tanto del arbol como del micelio, principalmente en condiciones ambientales
perturbadas. Esta simbiosis juega un papel importante en la estabilidad de los ecosistemas
forestales y protege los sistemas radiculares de ataques de patégenos y de condiciones adversas
del suelo abidtico como estrés hidrico (Smith y Read, 1997). Las hifas pueden agregarse para
formar estructuras mdaltiples (rizomorfos, cordones), particularmente adaptadas a transporte de
solutos a larga distancia. EI manto ectomicorrizico es un compartimento de almacenamiento, es
una zona de amortiguacion de hifas externas (red extraradical) y las hifas de “intercambio” (red
intraradical). La red de Hartig es el lugar donde se realiza el intercambio de metabolitos entre
células de la raiz y células fangicas. Estd conformado principalmente por hifas en la membrana

que amplifican la zona de contacto con las células de la raiz. Las paredes celulares se alteran en
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composicién y estructura en comparacion con las condiciones de vida libre y su plasticidad refleja
su papel en la comunicacion intra e intercelular. El tejido simbiotico final es el resultado de una

integracion fisica de raices y células fungicas (Smith y Read, 1997).

Los hongos ectomicorrizicos realizan simbiosis con especies de pinos y encinos. Se caracterizan
principalmente por presentar manto fungico, presenta una interaccion directa con las hifas y las
raices secundarias de las plantas para formar estructuras (red de hartig), donde se lleva a cabo la
transferencia de nutrientes entre las células fangicas y vegetales. En este tipo de micorrizas se
encuentran hongos de la clase basidiomicetes y ascomicetes. Comunmente crecen en suelos &cidos
ricos en materia organica en regiones templadas como tropicales (Galindo-Flores et al., 2015). Los
primeros pasos en la sefializacion entre las plantas hospedantes y los hongos micorrizicos

comienzan con el reconocimiento de las moléculas de sefial liberadas por ambos socios.

Las plantas exudan muchos metabolitos primarios y secundarios en la rizosfera, incluidos
azucares, hormonas y enzimas que afectan el microbioma de la raiz. En las asociaciones de ECM,
el efecto de estos exudados de raices sobre el crecimiento de hongos ECM se describid por primera
vez en la década de 1950 (Melin, 1954). Las cinco fitohormonas clasicas es la auxina, etileno,
giberelinas, acido abscisico y citoquininas, hoy en dia otras moléculas como el &cido salicilico,
brasinoesteroides y acido jasmonico se han se han asignado como fitohormonas y otras sustancias
que modifican el crecimiento (por ejemplo, estrigolactonas) (Gémez-Roldan et al., 2008), por lo
cual las fitohormonas debido a su naturaleza versatil y su produccion por plantas y hongos son
candidatas interesantes para mediar la sefializacion planta-hongo durante el desarrollo de ECM.
Fries et al. (1987) observaron la germinacion de esporas de Suillus spp. en respuesta al acido
abiético presente en los exudados de las raices de Pinus sylvestris. En otro estudio se encontrd un
flavonoide vegetal (rutina) en las raices de la planta Eucalyptus globulus spp. bicostata en
interaccion con Pisolithus spp. en este se encontrd que mejoro el crecimiento de las hifas de dos
cepas de Pisolithus, lo que sugiere un papel de los flavonoides en la especificidad de la simbiosis
ECM.

Por otra parte, Kikuchiet al, (2007) demostraron que siete flavonoides que se encuentran en los
exudados de las raices de Pinus densiflora estimulan fuertemente la germinacion de las esporas
del hongo ECM Suillus bovinus. Asi también se demostrd que los flavonoides estimulan la

ramificacion, el crecimiento y la produccion de esporas, asi como el aumento en los grados de

21



colonizacién de los hongos, aunque la funcion aun no es muy clara (Abdel-Lateif et al., 2012).
Otro exudado es la estrigolactona que es bien conocida en la asociacion con hongos arbusculares,
hasta ahora no se ha encontrado en gimnospermas y tampoco parece afectar la ramificacion de las
hifas de hongos ECM como L. bicolor y Paxillus involutus, sin embargo, para la biosintesis de
estrigolactona se requiere de dos enzimas involucradas en la escision de carotenoides, CCD7 y
CCDS8, por lo cual el hallazgo de ortélogos CCD7 y CCD8 en genomas Yy transcriptomas
disponibles de gimnospermas sugieren fuertemente su presencia en estos linajes (Delaux et al.,
2014).

Tagu et al. (2001) mencionan que la diversidad es extremadamente importante en la rizosfera, en
el cual se encuentran diferentes microorganismos. Por lo tanto, los socios de la micorriza tienen
que reconocerse y lo hacen mediante el uso de moléculas difusibles. Las raices y los exudados
ectomicorrizicos son probablemente la fuente de sefiales especificas. Se sabe que los exudados de
las raices estimulan la germinacion de las esporas y crecimiento de hifas de varios hongos
ectomicorrizicos (Duplessis et al., 2001). Una de estas moléculas son los flavonoides, que son
abundantes en el metabolismo secundario y exudados por las raices, las cuales estan involucradas
en numerosas interacciones planta-microorganismo (Broughton et al., 2000; Paiva, 2000). Estos
compuestos liberados por la raiz son capaces de iniciar la germinacién de esporas y el crecimiento

de las hifas del hongo hacia la raiz.
3.9 Simbiosis de hongos ectomicorrizicos con especies forestales

La simbiosis pino-hongo ectomicorrizico tiene importancia ecoldgica debido a la interaccion
microbiana establecida en la micorrizosfera y a las condiciones edéaficas favorables creadas por la

descomposicion de la materia organica (Aguirre-Zamora et al., 2021).

Arteaga-Ledn et al. (2018) evaluaron el efecto de la inoculacion con dos hongos nativos
ectomicorrizicos en el crecimiento y nutricién de P. ayacahuite. La inoculacion present6 efectos
positivos en cuanto a incremento de peso seco y contenido de macronutrientes (N y P) y
micronutrientes (Fe y Mg) en la especie de estudio. El porcentaje de la micorrizacion varid entre
41% y 59 %

Martinez et al. (2016) determinaron el efecto de la inoculacion de Russula delica sobre plantulas

de Pinus engelmannii en vivero. Evaluaron dos métodos de aplicacion en sustrato y en riego y
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cuatro dosis de inoculante (0, 0.75, 1.50 y 2.25 g por charola) las variables medidas fueron el
diametro del cuello de la raiz, indice de Dickson y el porcentaje de micorrizacion. Sus resultados
mostraron diferencias significativas entre los tratamientos. Los mejores resultados en las variables
morfoldgicas fueron con la inoculacion en riego en dosis baja. EI mayor porcentaje de
micorrizacion se presento en el tratamiento de inoculacion en sustrato con una dosis alta (82.2 y

38.2 %), con diferencias altamente significativas sobre el testigo.
3.10 Género Laccaria

El género Laccaria fue descrito por Berkeley y Broome (1883), al reconocer un grupo de especies
con caracteristicas distintivas (laminas gruesas y espaciadas y esporas equinuladas) a las de los
géneros en los cuales se encontraban ubicadas. Actualmente, el género Laccaria es aceptado como
auténomo, por tener caracteristicas bien definidas, siendo de los méas facilmente reconocibles en
la familia Tricholomataceae del orden Agaricales. Ademas, este género se ha considerado de gran
importancia ecologica, debido a que es ectomicorrizico y algunas de sus especies son comestibles.
Asimismo, se ha detectado en los esporomas la presencia de compuestos antimicrobianos de
amplio espectro (Melik-Khachatryan et al., 1970). EI género Laccaria ha sido objeto de diversas
investigaciones en diferentes partes del mundo, destacando principalmente las relacionadas con
aspectos taxondmicos y silviculturales. Es considerado un género cosmopolita con un buen nimero
de especies descritas (aproximadamente 40), de las cuales muchas presentan una distribucion muy
amplia, por lo que parece ser muy comun la sinonimia en estos hongos, no sabiéndose con certeza

el nimero de especies validas que existen (Menéndez-Valderre, 2016).
3.11 Laccaria laccata (Scop.) Cooke

Es un hongo comestible cosmopolita que se encuentra en los cinco continentes, en México es
conocido comunmente como “xocoyol”, “cholete” o “chuleta”, con pileo convexo, didmetro de 15
a 50 mm, de coloracion tendiendo a vino, laminas libres de color rosa palido, de estipite cilindrico
de 30 a 35 mm de ancho y 20 a 50 mm de longitud, esporas de forma globosa, de 6.5 x 5.3 umy
ornamentacion nodulosa. Forman ectomicorrizas con un amplio numero de fitobiontes como
Pinus, Picea, Pseudotsuga, Tsuga, Abies, Fagaceae, Quercus, Myrtaceae y Salix, entre otros
(Figura 2). Los esporomas se encuentran a partir del mes de julio a noviembre, es una especie

pionera ectomicorrizica al colonizar a la planta en las primeras etapas fenologicas y asociarse con
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una amplia gama de especies arbdreas especialmente pinos, muchas de las cuales son de

importancia econdémica (Pérez et al., 2010; Carrasco, 2011; Haselwandter et al., 2013).

Figura 2. A) Primordio pequefio de Laccaria laccata, B), esporas a 40X., C) Esporoma maduro.
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V. MATERIALES Y METODOS
4.1 Localizacion

El experimento se llevd a cabo en el invernadero y laboratorio del Area de Microbiologia,
postgrado en Edafologia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, el cual se localiza en
Texcoco, Estado de México. ElI campus estd ubicado en una transicion entre clima templado

semiseco y subhimedo, con una precipitacion media anual de 700 mm (Garcia, 1968).
4.2 Material bioldgico

Se colectaron semillas de Lupinus montanus en el Monte Tlaloc, el cual se localiza en la region
fisiografica conocida como Sierra Nevada, al oriente del Estado de México. Sdnchez-Gonzalez y
Lopez-Mata (2003) reportan seis tipos de vegetacion en el Monte Tlaloc: encinar arbustivo, bosque

de encino, bosque mixto, bosque de oyamel, bosque de pino y pastizal alpino.

A lo largo del declive occidental del Monte Tlaloc, se distinguen tres subtipos climaticos: en las
areas planas més cercanas a los lomerios el clima es C (wo) (w) b (i’); templado subhumedo, con
una precipitacion media anual de 700 mm. Con régimen de lluvias en verano, temperatura media
anual entre 12 y 18°C y con una oscilacion térmica entre 5y 7°C. En la zona de lomerios, hacia las
estribaciones del Monte Tlaloc el clima es C (w1) (w) b(i’); templado subhimedo, con una
precipitacion media anual entre 800 y 900 mm, régimen de lluvias en verano. La temperatura
media anual es entre 12 y 18°C y con una oscilacion térmica entre 5 y 7°C. En las laderas
montafiosas el clima es de tipo C (w2) (w) b(i’); templado subhiimedo, con una precipitacion media
anual entre 900 y 1,200 mm, régimen de lluvias en verano, temperatura media anual entre 10 y
14°C y con una oscilacién térmica entre 5 y 7°C (Ortiz y Cuanalo, 1977). Las fluctuaciones
climaticas se deben principalmente a la influencia de la orografia. La niebla y el rocio son
frecuentes y persistentes y en ocasiones se presentan nevadas en las partes altas (Garcia, 1968). A
medida que se asciende por las laderas la temperatura disminuye en una proporcién promedio de
0.49°C por cada 100 m de aumento en altitud, por esta razon los climas varian de templados a frios.
Los suelos son incipientes, de textura gruesa en las proximidades del cono cineritico del Tlaloc y
en el resto del area son negros, profundos, muy ricos en materia organica (Garcia, 1968; Ortiz y
Cuanalo, 1977).
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Debido a que las semillas de Lupinus tienen una testa impermeable, se sumergieron en acido
sulfarico concentrado (H2SOa) al 95 % por 1 h. Posteriormente, el exceso fue eliminado y las

semillas se enjuagaron con agua corriente tres veces para eliminar las trazas de acido residuales.

Las semillas de Pinus ayacahuite fueron adquiridas en el Estado de México. Previo a la siembra,
las semillas se colocaron en 1 L de agua destilada estéril y permanecieron durante 24 horas para
identificar las semillas vanas (prueba de viabilidad). Después estas se esterilizaron con peroxido
de hidrogeno (H20-) al 30 %, durante 20 minutos y en movimiento constante, y, por ultimo, se

enjugaron con agua estéril bajo condiciones asépticas hasta eliminar el residuo del H20o.
4.3 Establecimiento del experimento 1
4.3.1 Aislamiento de rizobios y confirmacién de nodulacién

Las bacterias de rizobios se aislaron tomando nddulos activos de las raices de Lupinus montanus
colectadas en el Monte Tlaloc. Los nddulos se separaron de la raiz y se lavaron con agua corriente
y, posteriormente, se colocaron en una gasa para ser desinfectados. En condiciones estériles, en
una campana de flujo laminar, los nédulos se sumergieron en alcohol al 95% durante 20 segundos
y se hicieron dos enjuagues con agua destilada estéril. Después, se sumergieron en bicloruro de
mercurio acidificado (HgCl2) por un minuto y se realizaron cinco enjuagues con agua destilada
estéril. Posteriormente, los nddulos se colocaron en una microplaca con 1 ml de agua destilada
estéril y se maceraron con pinzas hasta obtener una suspension bacteriana. Alicuotas de cada
suspension se sembraron por estria cruzada en cajas de Petri con medio de cultivo de extracto de
levadura manitol agar rojo Congo (Ferrera et al., 1993). Estas se incubaron por 8 dias a 28 °C hasta
obtener colonias aisladas, a las cuales se le realizaron pruebas bioquimicas: crecimiento en medio
de glucosa peptona agar y prueba leche tornasolada para determinar pureza y crecimiento (Ferrera
etal., 1993).

Debido que fue necesario confirmar la capacidad nodular de todas las cepas aisladas, estas se
sembraron en botellas con extracto de levadura (Ferrera et al., 1993). Las botellas se colocaron en
una incubadora orbital a 28 °C y 180 rpm, durante 8 dias, hasta generar una concentracion de 10®
UFC mL?. Plantulas de Lupinus montanus previamente germinadas en macetas con tezontle
esteril (500 g) se inocularon con 2 mL de la suspension de rizobios de cada cepa. A los tres meses

las plantas se cosecharon y se separaron las raices y la parte aérea. Del sistema radical se
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contabilizaron los nédulos por planta. Posteriormente, la parte aérea y radical se depositaron en
bolsas de papel y secadas en un horno a 70 °C hasta peso constante para determinar biomasa seca
de cada una de ellas. La parte aérea fue molida y se envié al laboratorio de Fertilidad de suelos
(Fertilab) para determinar el contenido de N, mediante la metodologia de Kjeldahl.

4.3.2 Identificacion molecular de las cepas de rizobios aisladas

Las cepas de rizobios previamente aisladas y cuya capacidad de nodular fue confirmada, se
procesaron para su identificacion molecular. Para ello se sigui6 el protocolo de extraccion de ADN
para bacterias del laboratorio de biotecnologia de semillas del Colegio de postgraduados usando
CTAB al 2 % (Tris-HCI 100 mM, pH 8.0; EDTA 2H,0 mM; NaCl 1.4 M). Para ello se tomo una
asada por cepa y se colocé en tubos de Eppendorf con 250 pL de agua grado de filtro milli Q, se
le agreg6 100 pL de CTAB al 2 % previamente precalentado a 95 °C, se mezcl6 vigorosamente y
se incubd a 95°C por 90 min mezclando con un vortex cada 10 min. Posteriormente, a cada tubo
se adiciond 500 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1 vv) y se mezclé por 10 min a
temperatura ambiente. Cada tubo se centrifugé a 11,500 revoluciones por minuto (rpm) por 10
min, para formar la fase acuosa y la fase orgénica. A partir de la fase acuosa se recuperaron
aproximadamente 600 pL y se colocaron en un nuevo tubo de Eppendorf estéril de 1.5 mL.
Posteriormente, en cada tubo nuevo se colocaron 950 pL de etanol al 100 % frio, se mezcld
suavemente para favorecer la precipitacion y se incub6 a 20°C por toda la noche. A continuacion,
se centrifugd a 11,500 rpm por 30 minutos, posteriormente, se le agrego a cada tubo 400 pL de
agua de filtro milli Q y se incubd a 65 °C por 15 min. Después, se afiadié 34 pL de NaOAC 3 M
y 1 mL de etanol al 95 % almacenado a -20 °C durante 1 h, se centrifugd por 10 min y se decant6
evitando perder la pastilla. La pastilla se lavo con 600 pL de isopropanol al 70 % centrifugando
por 10 min a las mismas condiciones (2 lavados). Después del segundo lavado se decantd y se dejo
secar al menos 2-3 horas, pasado ese tiempo y con pastilla seca, se resuspendio en 100 pL de agua
HPLC y se coloc en bafio Mariaa 65y 70 °C por 15 min y se dio un spin con una microcentrifuga

(marca biosan ®).

Las concentraciones del ADN se verificaron mediante el espectrofotdometro NanoDrop 2000 UV-
Vis (Thermo Scientific, USA), que los valores de las relaciones estuvieran en el rango A 260/A
280 y A260/230 estuvieron en un Rango de 1.8 a 2.0. Para amplificar el fragmento ribosomal 16S
ADNr se usaron los indicadores 8F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y 1492R (5'-
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GGTTACCTTGTTACGACTT-3"). La mezcla de reaccion consistio en: buffer 5X, dNTP’s 2.5
Mm, vaya Taqg ADN polimerasa (5U), ADN 100 ng. La PCR se llevo a cabo en un termociclador
C100 Touch (Bio-Rad, USA) con las siguientes condiciones de amplificacion: una
desnaturalizacion inicial de 95 °C por 2 min; seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C
por 1 min, alineamiento a 59 °C por 30 min y la extension a 72 °C por 2 min, finalmente, una
extension de un ciclo a 72 °C por 10 min. El fragmento amplificado se verifico en un gel de agarosa
al 1.5 % tefiido con colorante verde de ADN (Green-DNA dye Bio Basic Inc., Canadd). El producto
final de PCR se purifico con un kit de purificacion ExoSAP-IT (Affymetrix, USA) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. La secuenciacion se realizé en ambas direcciones con el Genetic
Analyzer modelo 3130 (AppliedBiosystem, EE. UU). Las secuencias correspondientes a la region
16S ADNr se ensamblaron y editaron con la opcion CAP (Contig Assembly Program) del Software
BioEdit v7.0.9.1 (Hall, 1999) para la creacion de las secuencias de cada uno de los aislamientos.
Con la Herramienta Bésica de Busqueda de Alineacion Local (BLAST) del Centro Nacional de
Biotecnologia Information (NCBI) se encuentran regiones de similitud local entre secuencias con
alineamientos significantes, las secuencias consensuadas de cada aislamiento obtenido para la
region 16S ADNr se compararon con la opcion BLAS nucleotide 2.2.19 (Zhan et al., 2000). Las
secuencias de las bacterias se depositaron en la base de datos de GenBank del Centro Nacional de

informacién Biotecnoldgica (NCBI).
4.4 Establecimiento del experimento 2
4.4.1 Esterilizacion del sustrato y adecuacién del contenedor (prototipo)

El sustrato utilizado consistié en una mezcla de arena, corteza composteada y suelo forestal en una
proporcidn de 2:2:1, el cual se esterilizo tres veces con vapor de agua el cual fue esterilizado con

vapor de agua a 1.3 kg-cm2y 125 °C durante 5 h. en una olla de presion.

Para establecer el experimento se adecud un prototipo a base de dos contenedores, el primero una
maceta con capacidad de 5 kg para el crecimiento de la planta de Lupinus montanus y el cual
contenia un tubete forestal con capacidad de 250 mL para el crecimiento de la planta de Pinus
ayacahuite. A cada tubete se le hicieron cortes de 3 cm de largo por 3 cm de ancho en cada lado

y, cada uno de los orificios fue cubierto con tela tipo organza lisa y una malla sombra;
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posteriormente dicho tubete fue ensamblado y adherido en una maceta previamente perforada en

el centro de su base (Figura 3).

La adecuacion del prototipo tiene como finalidad permitir a través de la malla, el libre paso del
micelio del hongo ectomicorrizico para explorar y/o interactuar la rizosfera de las plantas de

Lupinus montanus.

Figura 3. Adecuacién del prototipo (contenedor y tubete) con plantas de Lupinus montanus y Pinus
ayacahuite

4.4.2 In6culo de hongo ectomicorrizico

Los esporomas de Laccaria laccata utilizados como fuente de indculo fueron adquiridos del
mercado de Ozumba, Estado de México. La preparacion del indculo consistio en separar los
estipites de los esporomas de Laccaria laccata; los pileos se secaron a 35 °C en una estufa y
molidos utilizando un molino eléctrico (Osterizer clasica, modelo 465-42, Sumbeam, México). El
producto obtenido se paso a través de un tamiz de abertura con 1 mm para obtener un tamafio de

particula homogéneo y se almacend en refrigeracion hasta su uso.
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4.4.3 Siembra de semillas de Pinus ayacahuite

La siembra del material vegetativo se efectto de forma directa y se realiz6 a una profundidad de 2
cm. Se utilizo contenedores tipo tubete de pléstico negro de 130 cm®. Las plantas se mantuvieron
por un mes con riegos con agua destilada y con fungicida (Captan), en proporcion de 2 gL a fin

de evitar enfermedades como el “damping off” hasta que el tallo estuvo lignificado.
4.4.4 Trasplante e inoculacion de Pinus ayacahuite y Lupinus montanus

Antes de realizar el transplante de la planta de P. ayacahuite en el tubete del prototipo, esta fue
inoculada con 3 g de in6culo deshidratado de L. laccata en todo el cepellén para tener mayor
contacto con el sistema radical y se rellend con el sustrato estéril. Después de cuatro meses se
realizd una segunda inoculacion con 1.5 g del hongo ectomicorrizico a las plantas de Pinus

ayacahuite, esto con la finalidad de asegurar la colonizacion del hongo al pino.

Asimismo, la maceta del prototipo se rellen6 con el mismo sustrato estéril y en cada punto cardinal
se colocaron tres semillas de L. montanus, y una vez germinadas se inocularon con 2 mL de una
suspension bacteriana que contenia 4.3 x 10® rizobios mL™ de la cepa S1 (Bradyrhizobium
japonicum) seleccionada en el experimento uno. La adecuacion del prototipo tiene como finalidad
permitir a través de la malla, el libre paso del micelio del hongo ectomicorrizico para explorar y/o

interactuar la rizésfera de las plantas de Lupinus montanus.

Una vez que las plantas de Lupinus alcanzaron una altura de 25 cm, estas fueron cosechadas, se
llevaron a laboratorio y se depositaron en bolsas de papel y se colocaron en la estufa de secado a
70°C durante tres dias, hasta peso constante. Posteriormente, las plantas se pulverizaron y se
adicionaron al sustrato de la maceta de los tratamientos que incluian Lupinus, con la finalidad de
incorporar el nitrégeno fijado a la planta de Pinus ayacahuite y fuera aprovechado por las plantas
de Pinus ayacahuite.

4.4.5 Diseio experimental

El experimento para evaluar el efecto de Lupinus montanus y Laccaria laccata en plantas de Pinus
ayacahuite se establecio bajo un disefio experimental completamente al azar, compuesto por cuatro
tratamientos: Pinus ayacahuite sin inocular (testigo); P. ayacahuite asociadas a Lupinus montanus

(P. ayacahuite + L. montanus); P. ayacahuite inoculadas con L. laccata y sin asociacion de L.
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montanus (P. ayacahuite + L. laccata) y P. ayacahuite inoculadas con L. laccata y asociadas con
L. montanus (P. ayacahuite + L. laccata+ L. montanus). Cada tratamiento tuvo diez repeticiones
y un total de 40 unidades experimentales. Las variables evaluadas fueron crecimiento en altura y

didmetro, contenido de nutrientes, porcentaje de colonizacién y biomasa.

4.4.6 Determinacion de la colonizacion ectomicorrizica y descripcion morfoanatomica de los

morfotipos presentes

A los 300 dias después del trasplante, se cosecharon las plantas para la evaluacidn ectomicorrizica.
Se tomaron ocho plantas al azar de cada tratamiento, las cuales fueron retiradas de la maceta
colocando el cepell6n en un tamiz que después se sumergio en un recipiente con agua, para que el
sustrato se desprendiera de la raiz. La parte aérea se separé de la parte radical y las raices se
colocaron en una caja Petri para la contabilizacion de las raices cortas. Con un microscopio
estereoscopico marca LEICA, se realizé el conteo de las raices cortas vivas micorrizadas, vivas no
micorrizadas y raices muertas para estimar el porcentaje de colonizacidn ectomicorrizica siguiendo
las técnicas propuestas por Marx et al. (1991). El porcentaje de colonizacién se obtuvo mediante
la formula: Raices cortas vivas micorrizadas / (Raices cortas vivas micorrizadas + Raices cortas

vivas no micorrizadas) * 100 (Martinez-Reyes et al 2012; Hernandez, 2016).
4.4.7 Evaluacion de variables de crecimiento y determinacion de analisis nutrimental

En las plantas de pino se midio la altura (cm) y didmetro (mm) del tallo (con un vernier digital
marca Truper ©). Se cosecharon ocho plantas de Pinus ayacahuite, se separaron las raices y la
parte aérea, se eliming el sustrato de la raiz con ayuda de un tamiz y agua corriente. La parte aérea
y raices se colocaron en bolsas de papel y se secaron en un horno a 70 °C hasta peso constante. Se
determind biomasa seca de la raiz y parte aérea en una balanza analitica (Marca Sartorius). La
parte aérea fue molida y enviada al laboratorio de Fertilidad de suelos (Fertilab) para determinar
el contenido de macro y micronutrientes. El Nitrogeno (N) se determin6 mediante la metodologia
de Kjeldahl; el Fésforo (P), Potasio (K), Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Hierro (Fe), Zinc (Zn),
Maganeso (Mn), Cobre (Cu), Boro (B) se determinaron a través del método de digestion acida

multielemental en microondas preparado de acuerdo al método AOAD 2006.03.
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4.4.8 Relacion nutrimental parte aérea: raiz

Se calculé en cada tratamiento la relacion nutrimental parte aérea y raiz de las plantas inoculadas
y no inoculadas. Realizando una division entre el total de la raiz de cada tratamiento por cada
nutriente y el total de la parte aérea, lo obtenido fue la diferencia, lo que nos indica la eficiencia
de translocacion de cada nutriente por parte de la especie fingica y asociadas con Lupinus

montanus, no solo en la parte radical si no también hacia la parte aérea.
4.4.9 Anélisis estadistico

Para las variables de crecimiento se realiz6 un andlisis de varianza y una comparacion de medias

con la prueba de Tukey (P< 0.05). Se utiliz6 el paquete estadistico “Statistical Analysis System”
(SAS) version 9.0.
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V.RESULTADOS Y DISCUSION GENERAL
5.1. Nodulacion de Lupinus montanus

Las plantas de Lupinus montanus inoculadas con las cuatro cepas aisladas presentaron mayor peso
seco aéreo y radical en comparacion con las no inoculadas. En la nodulacion de las plantas, se
presentd diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos inoculados y las plantas
no inoculadas. La cepa S1 presentd mayor peso seco y aéreo (0.1 y 0.16 g, respectivamente),
numero de nddulos (20) y mayor contenido de nitrogeno (N) en la parte aérea (8.12 mg) (Cuadro
1).

Cuadro 1. Peso seco aéreo y radical, nimero de nédulos y nitrogeno (N) de la parte aérea de plantas

de Lupinus montanus inoculadas 0 no con cuatro cepas de Bradyrhizobium, cosechadas a los 90
dias despues de la siembra.

Claves Peso seco () Numero de nédulos Parte aérea
Aérea Raiz ~ N(mg)
Testigo 0.16+x0.03 a 0.1+0.02 a 0+0.00 ¢ 4.72+0.69 a
S1 0.24+0.04 a 0.08+0.02 a 20.7+£3.07 a 8.12+1.28 a
S2 0.08+0.01 b 0.02+0.01 b 6.2+1.65 bc 2.69+0.47 a
S3 0.19+0.05 ba 0.05+0.05 ba 11.2+3.57 ba 6.89+1.83 a
S4 0.06+£0.03 b 0.04+0.01 ba 6.2+2.32 bc 2.38+1.18 a

Los datos son promedios * desviacion estandar de la media (n=4) para peso seco, nimero de nédulos y nitrégeno (N).
Valores con la misma letra en la misma columna no son diferentes segin Tukey (P<0.05).

5.2 Identificacion molecular de las cepas de rizobios

El andlisis de las secuencias del ADNr 16S amplificadas demostré alta similitud de las secuencias
de las cepas aisladas S1, S2, S3 y S4 con las secuencias de ADN 16S de Bradyrhizobium
japonicum (99 %) (Cuadro 2). Mellal et al. (2019) aislaron e identificaron bacterias de nodulos de
raices de Lupinus angustifolius cultivadas en forma silvestre en la region del Tarf en el Norte de

Argelia y encontraron que las bacterias aisladas estaban estrechamente relacionadas con miembros
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del género Bradyrhizobium. Asimismo, Bourebaba et al. (2016) identificaron en Lupinus
micranthus que la mayoria de las bacterias aisladas correspondian taxonémicamente al género

Bradyrhizobium.

Cuadro 2. Identificacion molecular de las cepas de rizobios aisladas de nodulos radicales de plantas
de Lupinus montanus colectadas en el monte Tlaloc, Texcoco, México.

_ Maxima
o Secuencia Pares de Cobertura ) )
Claves Identificacion® identidad
cercana bases (%)
(+/+)
Bradyrhizobium  CP088100
S1 _ _ 1484 100
japonicum 9625657
Bradyrhizobium  CP088100
S2 _ _ 1484 100
japonicum 9625657
Bradyrhizobium  CP088100
S3 _ _ 1481 99 100
japonicum 9625657
Bradyrhizobium  CP088100
S4 1484 99 100

japonicum 9625657

"Bradyrhizobium japonicum strain CC829 chromosome, complete genome. Las secuencias de las bacterias se
depositaron en la base de datos de GenBank del Centro Nacional de informacion Biotecnol6gica (NCBI).

5.3 Colonizacién ectomicorrizica

Se presentd un efecto benéfico en el crecimiento y contenido de nutrientes en la especie
Neotropical Pinus ayacahuite inoculado con el hongo ectomicorrizico Laccaria laccata. Los
resultados muestran el potencial que podria tener la inoculacion con la especie fungica en la

produccion de plantas forestales de pinos (Pinus spp.).

Se observo una colonizacion micorrizica alta en las plantas de Pinus ayacahuite inoculado
Unicamente con Laccaria laccata con 96.1 % y en las plantas de P. ayacahuite inoculado con
Laccaria laccata y asociado a Lupinus montanus inoculado con Bradyrhizobium japonicum (88.48
%). En el caso estos dos tratamientos, no existieron diferencias significativas (P<0.05), con

respecto a las raices cortas micorrizadas (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Raices cortas vivas y muertas en plantas de Pinus ayacahuite inoculadas o no con L. laccata con y sin asociacion de Lupinus
montanus, 300 dias después de la inoculacion.

Tratamientos Raices Cortas Vivas Raices Cortas Muertas Total de raices Colonizacion
Micorrizadas No micorrizadas Micorrizadas No micorrizadas cortas (%)

P. ayacahuite sin inocular Ob 1223.38+154 a Ob 439.37+78a 1662.75+215¢c Oc

P. ayacahuite + L. montanus 0b 1601.88+181 a 0b 256.50+43 a 1858+185b ¢ Oc

P. ayacahuite + L. laccata 2852+429.15a  112.25+25.94b 158.75+35.89 b 0c 3123.25+461 bc 96.07 a

P. ayacahuite + L. laccata +

L. montanus 2535+394.33 a 420+95.11b 352.12+94.77 a 0c 3307.50+449 a 88.48 b

Los datos son promedios + desviacion estandar de la media (n=8). Valores con la misma letra en la misma columna no son diferentes segun Tukey (P<0.05).
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Se han reportado colonizaciones micorrizicas altas con valores de 80 y 97 % en especies forestales
empleando hongos silvestres comestibles como fuente de indculo (Chavez et al., 2009; Carrasco
et al., 2011). Rodriguez-Gutiéerrez et al. (2019) registraron porcentajes de micorrizacion en Pinus
montezumae de 93.5 a 98.5 %, similares a lo reportado en la presente investigacién. En otros
estudios han encontrado que la inoculacion de plantas forestales con hongos ectomicorrizicos
presenta efectos positivos, tanto en términos de crecimiento y supervivencia en plantas de vivero
como en el establecimiento de plantaciones experimentales (Smith & Read, 2008). Carrasco-
Carrasco-Hernandez et al. (2011) reportaron que plantas de Pinus patula y P. pseudostrobus
inoculados con Laccaria y Hebeloma presentaron efecto benéfico en el crecimiento en términos
de peso seco en parte aérea y radical, asi como un mayor contenido de N, P y K, y con porcentajes

de micorrizacion de 57 % a 90 %.

Es relevante mencionar que durante el desarrollo del experimento se registro la formacién de 30
esporomas maduros (con ld&minas completamente expuestas) de la especie inoculada (Laccaria
laccata). La mayoria de estos esporomas se presentaron en los tratamientos inoculados con el
hongo ectomicorrizico con y sin asociacion de Lupinus montanus. Los primeros esporomas se
registraron a los 300 dias después de la inoculacion. La mayoria de las plantas presentaron tres
esporomas, sin embargo, en tres de ellas se encontraron cinco esporomas de L. laccata de
diferentes tamafios. Lo anterior, confirma la simbiosis entre el hongo ectomicorrizico inoculado y

la especie forestal bajo estudio (Figura 4).
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Figura 4. A) Prototipo utilizado (maceta y tubete); B) Inoculacion con Lacaria laccata a plantulas
de Pinus ayacahuite; C) Primordio asociado con raices; D y E) Esporomas presentes en plantas de
Pinus ayacahuite inoculado con Laccaria laccata; F) Comparacién de plantas de Pinus ayacahuite
inoculadas o no con Laccaria laccata con y sin asociacion de Lupinus montanus.
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5.4 Crecimiento vegetal

Las plantas de los tratamientos inoculados con el hongo ectomicorrizico Laccaria laccata con y
sin asociacion de Lupinus montanus presentaron mayor altura (3243 y 31.15 cm,
respectivamente), mayor diametro del tallo (5.59 y 2.06 mm, respectivamente) y mayor peso seco
total (8.87 y 13.72 g, respectivamente) (Figura 5), en comparacion con las plantas no inoculadas
(Cuadro 4). Se ha demostrado que la inoculacién con hongos ectomicorrizicos incrementa el

crecimiento en términos de la produccién de biomasa en Pinaceas.

|

Figura 5. Efecto de la inoculacién en la biomasa foliar de Pinus ayacahuite inoculado o no con
Lacaria laccata y con y sin asociacion con Lupinus montanus. Lm= Lupinus montanus; LI=
Laccaria laccata; Psi= Plantas sin inocular.
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Cuadro 4. Altura, didmetro del tallo y peso seco en plantas de Pinus ayacahuite inoculadas o no
con L. laccata con y sin asociacion de Lupinus montanus, 300 dias después de la inoculacion

Diametro Peso seco (g)
Altura del tallo
Tratamiento (cm) (mm) Parte aérea Raiz Total

P. ayacahuite sin inocular 1359+0.59b 3.39+0.11b  1.44+0.24b 1.14+0.21b 2.58+0.45 bc
P. ayacahuite + L. montanus 15.15+0.80 b 2.79+0.08b  0.88+0.17b 0.88+.10b  1.77+0.26 c
P. ayacahuite + L. laccata 31.15¢550a 2.06+0.73a  7.23t1.99a 6.50+1.33a 13.72+3.12a
P. ayacahuite + L. laccata +

L. montanus 3243 +525a 5.59+048a 4.40+0.80ba 4.46+0.92a 8.87+1.70 ba

Los datos son promedios + desviacidn estandar de la media (n=8). Valores con la misma letra en la misma columna
no son diferentes segin Tukey (P<0.05).

Méndez-Neri et al. (2011) registraron que plantas de P. greggii inoculadas con Hebeloma
mesophaeum, Laccaria laccata y Suillus aff. pseudobrevipes fueron superiores a las plantas no
inoculadas, en términos de produccion de biomasa, porcentaje de colonizacién y contenido de
nitrogeno (N). Carrasco-Hernandez et al. (2011) encontraron que al inocular Pinus patula con seis
especies de hongos ectomicorrizicos solos o en combinacion presentaron efectos positivos en el
crecimiento y absorcion de nutrientes y agua. Asimismo, estos autores demostraron que las plantas

micorrizadas presentaron mayor supervivencia en campo a diferencia de las plantas testigo.

Martinez-Reyes et al. (2012) observaron incrementos en peso seco aéreo y total, en altura y
diametro del tallo en plantas de Pinus greggii inoculadas con Hebeloma mesopheum, en
comparacion a las plantas testigo. De igual manera, Sousa et al. (2012) inocularon Suillus bovinus,
Laccaria laccata y Lactarius deterrimus en plantas de Pinus pinaster, y observaron efectos
benéficos en la altura de planta y biomasa total. Asimismo, Renteria-Chavez et al. (2017)
reportaron que plantas de P. greggii inoculadas con Hebeloma leucosarx, Laccaria bicolor y
Laccaria laccata presentaron incrementos significativos de peso seco aéreo, radical y total, asi

como de altura y didmetro del tallo, en comparacion con plantas no inoculadas.
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5.5 Caracterizacion macro y micromorfoldgica de la ectomicorriza Laccaria laccata

Las raices cortas ectomicorrizadas presentaron morfotipos caracteristicos de Laccaria laccata y
sus estructuras diagnosticas como red de Hartig, manto fungico y micelio externo fueron
observados con microscopia estereoscopica y Optica de campo claro. Se presentaron morfotipos
monopodiales y dicotémicos, color café claro en estado juvenil y de color café obscuro en etapa
madura con apices redondeados de tonos claros, de 1 a 2 mm de longitud en promedio y 0.5 mm
de didmetro. ElI manto presenté buena visibilidad. Presencia de hifas emanantes. La anatomia
externa e interna del manto de tipo plectenquimatoso, caracteristico de la especie de Laccaria
laccata. Asimismo, se observo que las hifas penetran dos o tres capas de espacios intersticiales de
las células corticales, caracteristicas de la especie del género Laccaria (Figura 6) (Renteria-Chavez
et al., 2017; Carrera-Nieva y Lopez-Rios, 2004).

Laccaria laccata es un hongo que es conocido por ser pionero en las primeras etapas de
colonizacidn, forma ectomicorrizas con una gran variedad de especies de arboles de Pinus, entre
otros, debido a la habilidad que tienen para crecer vegetativamente y/o germinar a partir de

basidiosporas en medio de cultivo (Osmundson et al., 2005).

La descripcion de las ectomicorrizas obtenidas en la presente investigacion, coincide con otras
investigaciones reportadas en diferentes especies de arboles. Por ejemplo, Carrasco et al. (2011)
caracterizaron la ectomicorriza de L. laccata con Pinus patula, en donde mencionan una coloracion
café oscuro en la base de la micorriza y apices cremas e hifas gelatinosas, claro amarillentas.
Asimismo, Rodriguez-Gutiérrez et al. (2019) describieron la misma especie flngica en P.
montezumae y en combinacion con P. fluorescens siendo dicotomicas con ramas laterales de la

misma longitud de color amarillo dorado-anaranjado y manto plectenquimatoso.

40



Figura 6. Caracteristicas micromorfologicas de los morfotipos y esporomas de Laccaria laccata.
Ay B) esporomas presentes en plantas de Pinus ayacahuite inoculado con Laccaria laccata; C y
D) ectomicorrizas monopodiales y dicotdmicas en estadio joven de L. laccata, barra negra (1 mm);
E) corte transversal de la ectomicorriza mostrando red de Hartig (rH), manto (m), y micelio externo
(me); F) manto fangico externo (m)
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5.6 Contenido de nutrientes en el tejido vegetal

El contenido de los macronutrientes fue mayor en las plantas inoculadas con el hongo
ectomicorrizico Laccaria laccata con y sin asociacion de Lupinus montanus, en comparacion a las
plantas no inoculadas y con asociacién con Lupinus montanus. EI mejor tratamiento con respecto
a biomasa aérea y total se observo en plantas inoculadas Unicamente con Laccaria laccata,
encontrandose la mayor concentracion de macronutrientes (N, P, K, Ca 'y Mg). Con respecto a la
parte radical, las plantas inoculadas con L. laccata y plantas inoculadas con L. laccata y con

asociacion de Lupinus montanus fueron estadisticamente iguales (Cuadro 5).

Por otra parte, de forma general los contenidos totales de Fe, Zn, Mn, Cu y B fueron mayores en
plantas inoculadas con Laccaria laccata. En biomasa aérea, las plantas inoculadas con L. laccata
presentaron mayores concentraciones de Fe, Mn y B, y fueron similares con respecto al Zn y Cu,
con el tratamiento de plantas inoculadas con L. laccata y con asociacion de L. montanus. En la
parte radical y biomasa total, las plantas inoculadas con L. laccata y plantas inoculadas con L.
laccata y con asociacion de L. montanus presentaron similares concentraciones de Fe, Zn, Cuy B,
y con respecto al Mn fue mayor en el tratamiento de plantas inoculadas con L. laccata (Cuadro 6).

Los hongos ectomicorrizicos establecen redes miceliales que incrementan la absorcion de agua y
son capaces de movilizar y transportar nutrientes minerales como N, P y K. Asimismo, nutrientes
poco accesibles, tales como formas organicas de N y P, a las plantas econ las que establecen
simbiosis mutualistas y pueden llegar a constituir a un importante factor de control de patégenos
vegetales (Smith y Read, 1997). Ademaés, presentan alta relevancia ecoldgica debido a su
importancia en la estructura y funcionamiento de ecosistemas boreales, templados y tropicales
(Pérez-Moreno y Read, 2004; Smith y Read, 2008). Diversos estudios han encontrado que la
inoculacién con hongos ectomicorrizicos presenta efectos positivos en cuanto a biomasa y
contenido de macro y micronutrientes en especies forestales (Turjaman et al., 2006; Tibbet y
Sander, 2002; Arteaga-Ledn et al., 2018; Lopez-Gutiérrez et al., 2018).

De acuerdo con Haines et al. (1978), las leguminosas incrementan la cantidad de N que puede
estar asimilable para especies que se encuentran creciendo junto a ellas. Los arboles plantados
junto a una planta nodriza como Lupinus arboreus se benefician del nitrégeno fijado de esta

especie, gracias a la simbiosis que establece con Rhizobium lupini; mantener a Lupinus implica
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una entrada continua de nitrégeno en los ecosistemas forestales (Mattson, 2007). Por otro lado,
Van Sambeek et al. (1986) reportaron mayor cantidad de N foliar en Junglans regia, cuando la
especie crecio junto a algunas leguminosas y en Pinus radiata cuando crecié junto a Lupinus

arboreus.

Otros autores encontraron que el uso de plantas nodrizas como Lupinus montanus en el crecimiento
de Pinus hartwegii presenta efectos positivos en cuanto a altura y reservas de nutrientes (N, P, y
K) (Ramirez y Rodriguez, 2009). Sin embargo, en la presente investigacion se encontro que el
tratamiento que Unicamente tenia la asociacién con Lupinus montanus, presentd resultados
opuestos, lo cual puede deberse al tiempo corto que transcurrié desde que se incorporé la biomasa
seca molida de Lupinus hasta que se cosecharon las plantas de pino. Las plantas de Lupinus se
cosecharon a los ocho meses de establecido el experimento, se deshidrataron, se molid y se mezcld
con el sustrato del contedor o maceta de 5 kg. El tiempo o periodo efectivo para la descomposicion
del material orgéanico incorporado fue de solo dos meses y medio, ya que después los pinos fueron
cosechados para su evaluacion. De acuerdo a esto, posiblemente el tiempo no fue suficiente para
la liberacidn total de los nutrientes del material vegetal y estuviera disponible para su uso para las
plantas de P. ayacahuite. Por esta razon, seria recomendable realizar investigaciones posteriores
en el cual se consideren incorporar material vegetal de Lupinus al sustrato en diferentes etapas
fenoldgicas, forma de incorporacion y tiempo de descomposicion del material organico, y evaluar

su efecto en la disponibilidad del nitrogeno (N) para las plantas asociadas.

Estudios previos mencionan que la incorporacion de residuos de leguminosas como abonos verdes
al suelo el periodo de liberacidn de los nutrientes es de 3 a 4 meses posteriores a la adicion de
biomasa (Amanto et al., 1987; Zamora et al., 2022).
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Cuadro 5. Contenido de macronutrientes en el tejido vegetal de Pinus ayacahuite inoculadas o no con L. laccata con y sin asociacion
de L. montanus, 300 dias después de la inoculacién.

N P K Ca Mg

Tratamiento mg planta?
Parte aérea
P. ayacahuite sin inocular 10.14£ 16D 0.86x0.1 b 8.37x1.4 Db 6.49+1.0b 3.32£0.5Db
P. ayacahuite + L. montanus 557£1.2 b 0.35+0.0 b 539+£1.0b 45009 b 2.38£0.4 b
P. ayacahuite + L. laccata 84.60+23 a 9.40£25a 57.12+15.7 a 36.15+9.9 a 19.52+5.39 a
P. ayacahuite + L. laccata + L. montanus  46.72+8.5 ba 5.73+1.0 ba 43.63+7.9 a 18.51+3.3ba  19.52+1.6 ba
Raiz
P. ayacahuite sin inocular 7.90£1.4Db 0.65+0.1 b 4.69+0.8 b 8.12+15b 3.20£0.6 b
P. ayacahuite + L. montanus 5.33£0.63 b 0.46x0.0 b 2.48+0.2 b 8.08+0.9 b 2.66x£0.3 b
P. ayacahuite + L. laccata 37.05t7.5a 5.20£1.0a 27.30t5.5a 35.75+7.3 a 14.30+2.9 a
P. ayacahuite + L. laccata + L. montanus 32.13+6.6 a 4.0+0.81 a 18.29+3.8 a 20.78x4.3ba  13.22+24 a
Total
P. ayacahuite sin inocular 18.04+2.9 bc 1.52+0.2 b 13.07+2.2 b 14.63+2.5b 6.52+1.1b
P. ayacahuite + L. montanus 10.90+1.6 ¢ 0.81+0.1b 7.88£1.3b 12.59+1.76b  5.05+0.7 b
P. ayacahuite + L. laccata 121.65+29 a 14.60+3.4 a 84.42+20 a 71.90+16 a 33.82+7.8a
P. ayacahuite + L. laccata + L. montanus  78.858+14 ba 9.74+1.8 a 61.93+11 a 39.29+7.3ba  22.03+4.0 ba

Los datos son promedios + error estandar de la media (n=8). Valores con la misma letra en la misma columna no son diferentes segin Tukey (P<0.05).
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Cuadro 6. Contenido de micronutrientes en el tejido vegetal de Pinus ayacahuite inoculadas o no con L. laccata con y sin asociacion de
L. montanus, 300 dias después de la inoculacion.

Fe Zn Mn Cu B
Tratamiento mg planta!

Parte aérea

P. ayacahuite sin inocular 0.15200bc  0.03+0.0b  033:0.0b  0.00200b  0.08+0.0 bc
0.090.0 ¢ 0.01200b  028+0.0b  0.00:0.0b  0.040.0c
0.7520.2 a 0202002  1.95:0.005a 0.02:0.0a  0.48x0.0a

0.57+0.1 ba 0.21+0.0a 1.28+0.05ba 0.01+0.0a 0.35+0.0 ba

P. ayacahuite + L. montanus
P. ayacahuite + L. laccata

P. ayacahuite + L. laccata + L. montanus

Raiz

P. ayacahuite sin inocular 125¢02b  00600b  0.12t00bc  0.00:0.0b  0.03:0.0b
P. ayacahuite + L. montanus 108:0.1b  005:00b  008:00c  000:0.0b  0.030.0b
P. ayacahuite + L. laccata 920+18a  0.35:00a  046:00a  006:0.0a  0.18+00a
P.ayacahuite + L. laccata + L.montanus 575,114 025:00a  034#00ba  004:00a  015:00a
Total

P. ayacahuite sin inocular 14002b  0.10£00b  045:00b  001#00b  0.11x0.0b
P. ayacahuite + L. montanus 1.18+0.1b 0.0740.0b  0.360.0b  0.00£0.0b  0.08+0.0 bc
P. ayacahuite + L. laccata 995:20a  056:01a  242t06a  008:0.0a  0.67¢01a
P.ayacahuite + L. laccata + L. montanus 331125 0047600a  162:03ba  0.05:00a  050:00a

Los datos son promedios + error estandar de la media (n=8). Valores con la misma letra en la misma columna no son diferentes segun Tukey (P<0.05).
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5.7 Relacion parte aérea/raiz

Las relaciones entre el contenido de nutrientes en la parte aérea y raiz de las plantas inoculadas
con y sin asociacion de Lupinus montanus permiten comparar la eficiencia de la traslocacion de
nutrientes de las plantas inoculadas con respecto las plantas no inoculadas. La mayor translocacién
de macronutrientes N, P, Ca 'y Mg fue en el tratamiento de las plantas inoculadas Unicamente con
Laccaria laccata con respecto a las plantas no inoculadas, siendo 1.81, 1.81, 1.01 y 1.37 veces
mayor, respectivamente. Para el caso del K, fue mayor la translocacion en el tratamiento de las
plantas inoculadas con L. laccata con asociacion de L. montanus; la cual fue 2.39 veces mayor con
respecto a las plantas no inoculadas. Con respecto a los micronutrientes se observd una mayor
traslocacion Fe (0.10) y Zn (0.84) en el tratamiento de las plantas inoculadas con L. laccata con
asociacion de L. montanus. En el caso de Mn (4.24) y Cu (0.33) fue mayor en el tratamiento de las

plantas inoculadas Gnicamente con L. laccata con respecto a las plantas no inoculadas (Cuadro 7).

Cuadro 7. Relaciones parte aérea: raiz de macronutrimentos y micronutrimentos en Pinus
ayacahuite inoculado o no con L. laccata, con y sin asociacién de L. montanus, a los 300 dias
después de la inoculacién.

Tratamiento Macronutrientes Micronutrientes

N P K Ca Mg Fe Zn  Mn Cu
132 132 178 08 104 012 05 275 O
0.76 0.76 217 056 0.89 008 02 35 0
1.81 181 209 1.01 137 0.08 057 424 0.33

P. ayacahuite sin inocular
P. ayacahuite + L. montanus
P. ayacahuite + L. laccata

P. ayacahuite + L. laccata +

L. montanus 145 143 239 089 0.67 010 084 376 025

Los hongos ectomicorrizicos son fundamentales en el funcionamiento de los bosques, porque
favorecen la adsorcion de nutrientes, principalmente N y P en suelos con baja fertilidad y
contribuyen al ciclo del carbono por medio de la descomposicion de la materia organica del suelo.
La inoculacion con hongos ectomicorrizicos presenta incrementos en la concentracion o contenido
de nutrientes de arboles de clima templado y tropical, principalmente N (Turjaman et al, 2006;
Tibbett y Sanders, 2002).

El N es un nutriente fundamental para la mayoria de seres vivos, forma parte de los aminoacidos,

acidos nucleicos, enzimas y proteinas. Normalmente del 97 a 99 % del N total de suelo se encuentra

46



en forma organica, como péptidos o aminoacidos de la materia vegetal o animal en descomposicion
y en forma inorganica mediante la fijacion de N, precipitacion o escorrentia (Becquer et al., 2019).
Ademas, es un macronutriente limitado en la dindmica y funcionamiento de los ecosistemas. Es
un elemento que juega un papel importante en la fertilizacion, composicion y diversidad de
especies vegetales (Chapin et al., 2002). Las raices de las plantas absorben este elemento en forma
de nitrato (NOz ") o de amonio (NH4+") (Rodriguez y Flores, 2004).

En los ecosistemas templados, el N es un factor limitante para el desarrollo y crecimiento de las
plantas lefiosas, en cuanto a la formacion de propéagulos ectomicorrizicos, permite que las plantas
lefiosas compitan con mayor eficiencia contra microorganismos al obtener, asimilar y transportar
este nutriente hacia la planta huésped (Pérez-Moreno y Read, 2004). Los hongos ectomicorrizicos
absorben este elemento en forma de NH4" dado sus menores costos de asimilacion en contraste

con la reduccién NOs* (Becquer et al., 2018).

El P al igual que el N se encuentra en formas organicas e inorganicas en el suelo: como
constituyente de minerales fosfatados, adsorbido a la fraccion mineral u organica del suelo y en
solucién. Es asi que limita la productividad de las plantas en los ecosistemas, especificamente en
los bosques (Rodriguez y Flores, 2004). Los hongos ectomicorrizicos pueden incrementar la
solubilidad de complejos inorganicos que contienen P debido a que excretan acidos oxalico y

citrico, y tienen relacion con bacterias que se encuentran en la rizdsfera.

El K es el séptimo elemento més abundante de la Tierra, también es indispensable en el crecimiento
de las plantas y con mayor abundancia en el citoplasma, también desempefia en el metabolismo de
los carbohidratos y proteinas. Ademas, regula la apertura de estomas para la absorcion de CO; y
el control de la transpiracion (Anschitz et al., 2014; Alcantar-Gonzélez et al., 2016). Los hongos
ectomicorrizicos pueden adquirir el K que se encuentra a mayor distancia y de forma mineral al

producir acido citrico, para después trastocarlo a la planta (Tibbett y Sanders, 2002).

El calcio (Ca) es otro elemento fundamental en el metabolismo fisiologico ya que es componente
de la pared celular y regula la actividad de la membrana y sus transportadores, esta correlacionado
con la diferenciacion de la endodermis. La deficiencia de Ca ocasiona la disminucion del
crecimiento de la planta y del sistema radical, debilitando los tejidos foliares (clorosis) y

haciéndolos mas susceptibles al ataque de patdgenos (Alcantar-Gonzalez et al., 2016). Cuando se
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establece la simbiosis entre la planta con los hongos ectomicorrizicos se beneficia en la obtencion
de Ca, debido a que las hifas de éstos al producir acido oxalico y oxalato son capaces de liberar
dicho elemento (Tibbett y Sanders, 2002).

El magnesio (Mg) se encarga en la regulacion de diversas funciones en la planta. Se ha
comprobado que del total de Mg que se deposita en la planta sélo de 15 al 20% es utilizado en la
clorofila, el resto se utiliza como cofactor de enzimas en procesos tales como la fosforilacion de
ADP para formar ATP. Asimismo, regula la actividad de la membrana, las estomas y la
osmoregulacion (Alcantar-Gonzalez et al., 2016). Los hongos ectomicorrizicos incrementan con
sus hifas el &rea de absorcién de magnesio en el suelo.

El Fe es el cuarto elemento mas abundante de la litosfera y representa 5% de la corteza terrestre.
En el suelo se encuentra presente en forma de minerales primarios y secundarios; absorbido al
complejo de intercambio, en compuestos organicos y en la solucion del suelo (Alcantar-Gonzalez
et al., 2016). Es un elemento necesario para la sintesis de clorofila y forma parte esencial del
citocromo, al actuar como portador de electrones en la fotosintesis y respiracion (Briat et al., 2007;
Haselwandter et al., 2011).

El manganeso (Mn) es fundamental para el metabolismo y desarrollo de las plantas, es absorbido
en concentraciones relativamente bajas como cation manganeso (Mn;*) (Alcantar-Gonzalez et al.,
2016). En el proceso fotosintético, el Mg es importante y junto al Cl participa en la fotdlisis del
agua. Inclusive la presencia de este elemento en el fotosistema Il favorece la fotofosforilacion, la
reduccion del CO2 y, la reduccion del nitrito y sulfato (Rodriguez y Flores, 2004). Promueve el
crecimiento y alargamiento celular en las raices de las plantas, el metabolismo del nitrégeno y la
sintesis de enzimas. A concentraciones altas, este elemento resulta particularmente toxico para el

aparato fotosintético de la planta (Millaleo et al., 2010; Karki et al., 2013).
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VI. CONCLUSIONES

Las cuatro cepas bacterianas aisladas de nddulos de Lupinus montanus corresponden a la
bacteria Bradyrhizobium japonicum.

Las plantas inoculadas con el HEC y en asociacion con Lupinus montanus presentaron
incrementos conspicuos en altura, didmetro del tallo y biomasa de parte aérea y raiz
respecto a las plantas no inoculadas.

Se observo una mayor traslocacion de macronutrientes, principalmente en N, P, K, Cay de
micronutrimentos, principalmente Mn y Cu, en plantas inoculadas unicamente con L.
laccata. Para el caso del K, Fe y Zn fue mayor la translocacion en el tratamiento de las
plantas inoculadas con Laccaria laccata en asociacién de L. montanus. Se recomienda
ampliar el tiempo del experimento para observar el efecto de Lupinus montanus sobre
Pinus ayacahuite.

El porcentaje de colonizacion en plantas de P. ayachuite inoculadas con L. laccata fue alto
(96.1y 88.5%).

La caracterizacion morfologica de los morfotipos de la ectomicorriza presente en las raices
de P. ayacahuite inoculados y la formacion de esporomas de L. laccata, 300 dias después
de la inoculacion, corrobora la colonizacion de la especie inoculada.

Debido al efecto benéfico registrado, el hongo ectomicorrizico evaluado y L. montanus
inoculado con Bradyrhizobium japonicum tienen un potencial biotecnoldgico que pueden

usarse asociado con especies forestales de relevancia econémica.
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