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RESUMEN

En este estudio se colectaron cuerpos fructiferos en campo y se aislaron cultivos puros
de los hongos ectomicorricicos (ECM) Cantharellus cibarius Frics., Pisolithus
tinctorius (Mich., ex Pers) Coker & Couch., Lepista nuda Bull ex Fr Cooke y
Scleroderma verrucosum Pers. Estos hongos se asocian formando micorrizas con Pinus
pseudostrobus Lindl. y Pinus culminicola Andresen & Beaman, especics presentes en ¢l
cerro El Potosi, Galeana, N.L. Se llevaron a cabo interacciones entre las colonias de
estos hongos a fin de observar su comportamiento en condiciones in vitro. Esios
resultados de los experimentos mostraron diferentes rangos de crecimiento entre las
especies, los cuales son diferentes de los que ocurren en condiciones no asépticas en
vivero. Aparentemente este parametro no juega un papel relevante en Ja competencia
por establecimiento en las raices de las plantulas. En los experimentos de interacciones
fangicas en vivero se utilizaron inoculaciones individuales y mixtas a fin de observar el
desarrollo de las especies de hongos por el establecimiento en el sistema radicular de los
pinos asi como su efecto en el crecimiento general de las plantulas. Los resuliados de
estos experimentos mostraron que los mejores tratamientos fueron las inoculaciones
mixtas; en el caso de P. pseudostrobus la combinacién correspondiente a Pisolithus
tinctorius 'y Cantharellus cibarius aportd los mejores resultados en los pardmetros
medidos; en P. culminicola la combinacion de Lepista nuda y Cantharellus cibarius
fue la mejor. En los tratamientos individuales, Scleroderma verricosum fue ¢l mejor
para P. pseudosirobus y Lepista nuda, para P. culminicola. En ambos hospederos
prevalecio una combinacion fingica en la que intervino Cantharellus cibarius, el cual
es un hongo comestible y altamente apreciado en ¢l mercado internacional. Aunque este
hongo mostré un rango de crecimiento in vitro nmy lento prevalecié como uno de los
mejores. Esto nos indica que existe un comportamiento diferente entre el crecimiento
de este hongo ir vitre y en condiciones semejantes a las naturales que se presentaron en
los sustratos utilizados en los experimentos en vivero. Asimismo, s¢ observd que las
respuestas de crecimiento de las plantas en los diferentes tratamientos utilizados fueron
significativamente diferentes entre si y para cada hospedero. En lo que respecta a la
morfologia de las ectomicorriza formadas se encontréd que varié de acuerdo a las
especies de hongos siendo simples, bifurcadas simples, ramificadas y coraloides, pero
estas no variaron en relacion al hospedero.
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SUMMARY

In this study field collection of fruiting bodies and pure culture isolations of the
ectomycorrhizal (ECM) fungi Cantharellus cibarius Fries., Pisolithus tinctorius (Mich.
ex Pers) Coker & Couch., Lepista nuda Bull ex Fr Cooke and Scleroderma verrucosum
Pers. were made. These fungi form ectomicorrhizal associations with Pinus
pseudostrobus Lindl. and Pinus culminicola Andresen and Beaman in the study area
(i.e. cerro “El Potosi”, Galeana, N.L.).Colony interactions between these fungi in vitro
were carried out in order to observe their behaviour regarding competition. Results
showed different grown rates of the species both in vifro and under greenhouse
conditions; apparently this parameter is not determinant for results found on
establishment experiments in greenhouse. Interactions experiments carricd out under
greenhouse conditions included the use of single and mixed mycelial inoculations in
order to observe fungal competition and their general growth effects on their hosts.
Results showed that mixed inoculated treatments were better than single ones, in the
mixed treatments the combination of Pisolithus tinctorius and Cantharellus cibarius
showed best results for P. pseudostrobus and Lepista nuda and Cantharellus cibarius
was the best for P. culminicola. In the single inoculated treatments Scleroderma
verrucosum and Lepista nuda were the best for P. pseudostrobus and P. culminicola
respectively. Cantharellus cibarius was found in the mixed that treatments showed the
best results for the parameters measured in both hosts. These resuits occurred despite
the fact that this fungus showed a slow growth rate in vifro; nevertheless these resuits
showed that fungal growth may very considerably both in vifro and under greenhouse
conditions and results obtained from experiments iz vifro must be interpreted carefully
and partially. Plant growth responses to the treatments used were significatively
difierent amonst them and for each host.

Regarding morphology of the ectomicorrhizae it was found that it varied considerably
for each fungal species being simple, bifurcated, multiple bifurcated, branched and
coralleid and it did not change in relation to the hosts studied.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Las micorrizas son asociaciones simbidticas entre los hongos y raices de las plantas en
las cuales ambos asociados se bencfician (Harley & Smith, 1983). Actualmentc se
reconocen varios tipos de micorrizas en relacién a la estructura de la misma, al
simbionte vegetal y fingico.

Las micorrizas vesiculo-arbusculares; se caracterizan por ser intracelulares, forman
vesiculas y arbusculos en el interior de la ¢élula, no existe una manto exterior ni red de
Hartig, se involucran hongos Zygomycetes del orden Endogonales particulamente el
género Glomus, con excepcion del género Endogone (Duddridge, 1987).

Las micorrizas Ericoides y Arbutoides (Ectendomicorrizas); no posecn una cubierta o
manto, tienen una red de Hartig vy las hifas se encuentran tanto intracelular, como
intercelularmente, este tipo ¢s caracteristico de Pyrolaccae como Pyrola y Ericaccae
como Arbutus, Arctostaphylos, Vaccinum, Rhododendron y Calluna; los hongos
involucrados pueden ser Agaricales como Leccinum manzanitae, L. arctostaphylos,
Boletus amygdalinus, B. regius, Cortinarius aureofolius, Hygrophorus chrysodon,
Laccaria laccata, Lacatarius deliciosus, Russula delica, Thelephora terrestris,
Cenoccoccum geophilum 'y aléunos Ascomycetes como Pezizela ericae (Dudridge,
1986; Acsai & Largent, 1983).

En las micorrizas monotropoides, todo ¢l sistema radicular esta envuelto por hifas
fungicas, se presenta en plantas aclorofilicas como Morotropa, Alloiropa, Hemitomes,

Pleuricospora y Pterospora con sus hospederos clorofilicos Quercus, Tsuga, Abies, a
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través de hongos micorricicos tales como Boletus sp. Trucoculumella citrina,
Rhizopogon vinicolor y Cenococcum geophillum (Castellano & Trappe, 1985).

Las micorrizas Orquidiodes, se presentan en plantas del Orden Orquidiaceae, que son
obligadamente micotréficas; sus semillas germinan solamente en presencia de hongos
micorricicos, entre ellos, algunos del grupo de los Tulasnellales; estos hongos
desempefian un papel fundamental para su sostenimiento y desarrollo.

En las ectomicorrizas, las hifas del hongo penetran a los espacios intercelulares y
forman la llamada red de Hartig; asi como ¢l manto exterior, en esta se ven
involucrados plantas de las Familias Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae, Salicaceae,
Aceraceae, Ulmaceae, Jungladaceae, Leguminosae, Sapindaceae entre otras y participan
hongos Zygomycetes del género Endogorne, y muchos géneros vy especics de
Ascomycetes y Basidiomycetes.

Actualmente s¢ conoce que las endomicorrizas (VAM) son las mas ampliamente
distribuidas, en segundo grado le siguen las ectomicorrizas (Molina ez al., 1982; Harley,
1986).

La necesidad de asociar a los hongos ectomicorricicos con sus hospederos fue
reconcocida a consecuencia del constante fracaso ocurrido en las primeras plantaciones
con arboles exdticos (Oliveros, 1932; Gibson, 1963).

ILa dependencia obligada hacia las plantas fuc demostrada a principios de siglo cuando
se introdujeron algunas especics de coniferas ( Le. Pinaceac) hacia el sudeste de Africa
(Robertson, 1932). Asi, se descubrid que estas plantas exdticas podian establecerse y
crecer mejor cuando cran inoculadas con hongos ectomicorricicos (ECM). Un ejemplo

cldsico es el de Pinus radiata, donde las plantulas fueron inoculadas en el vivero para
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posteriormente ser plantadas en el campo, actualmente estas plantaciones de Nueva
Zelanda y Australia son de las més productivas del mundo (Molina y Trappe, 1984).

La introduccion de los hongos ECM a las plantaciones exoticas es considerada de
importancia econdémica, ya que muchas de las especies e.g. Boletus edulis, Suillus
grevilleii y Lactarius deliciosus son comestibles y altamente cotizadas ( Singer &
Morello, 1984).

Las asociaciones micorricicas ocurren en la mayoria de las comunidades vegetales del
mundo, desde la zona fria artica hasta los bosques templados y tropicales, asi como, en
las condiciones semidridas y 4ridas y han coevolucionado como una estrategia para
eficientizar el transporte de nuirientes del suelo hacia la planta (Trappe, 1977). Asi,
muchos de los hongos ECM forman cordones miceliares a través de los cuales ocurre
¢l transporte activo de nutrientes y estos se extienden desde las raices colonizadas hacia
el suelo y otras plantas ( Kropp et al., 1990). Ademas, los hongos ECM participan en
el transporte de nutrientes y la proteccion fisica y quimica, ademas de las defensas
inducidas por la infeccién fiingica en las plantas hospederas, como es la acumulacion de
las fitoalexinas a nivel sistémico, la produccion de compuestos fendlicos, las proteinas
producidas de novo en raices micorrizadas, la lignificacion de las células corticales de
las raices, la formacion de las papilas y las estructuras phi ( Garza, 1991, Deverall,
1977; Bonello, 1991).

El hongo es estimulado por hormonas que produce la planta, induciendo la ramificacion
y elongacion de las raices, de esta manera se incrementa la superficie de absorcion, para
la obtencién de nutrientes especialmente fosforo, esto ocurre principalmente en VAM.

Las ectomicorrizas benefician a sus hospederos en el transporie de agua, incrementan la
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resistencia del trasplante de arboles jovenes, algunas micorrizas ayudan a detoxificar
suelos o permiten que las plantas prosperen en suclos con altas temperaturas o bien de
extrema acidez. La importancia practica en los viveros reside en que las micorrizas
pueden proteger a las raices de las plantas del ataque de algunos microorganismos
patégenos (Molina & Trappe; 1984, Trappe & Luoma, 1992; Read, 1986; Marx &
Davey, 1969).

Diversos estudios de ecologia nos proveen informacién acerca de las causas de la
mortalidad de las plantaciones, v la necesidad de una adecuada micorrizacién de las
plantulas. Algunos investigadores como Trappe, (1977), indican que muchas de las
causas de que no funcionen las plantaciones no es debido a enfermedades de las raices,
sino a la deficiencia en la formacién y funcionamiento de las ECM. El buen manejo de
los hongos ECM puede proveer una buena herramienta para los proccsos de
reforestacion en el futuro (Molina et al., 1992 ).

La formacién inicial de las micorrizas (Ontogenia) depende de factores bidticos y
abibticos tales como: pH, temperatura, humedad, nuiricion, quimica del suelo, sequias,
saturacién del suelo, luz, materia organica del suelo, fisiologia del hospedero y la
rizosfera (Trappe & Luoma, 1992).

La colonizacién ectomicorricica se inicia a partir de esporas o hifas (propéagulos) de los
hongos simbiontes que se encuentran en la rizosfera. El crecimiento vegetativo de estos
propagulos sobre la superficie de las raices es estimulado por los exudados de las raices
iniciando la formacién del manto fingico.

Estos exudados contienen compuestos que poseen la capacidad de disparar la

germinacion de las esporas de los hongos ectomicorricicos (Fries et af., 1987). Melin,
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(1930) hace referencia al factor M, producido por raices de pinos, el cual observé tenia
un efecto positivo en la germinacién de las esporas de algunos hongos ECM. El facior
de induccién de germinacién (FIG) es una sustancia producida por especies de
Leccinum del grupo Aurantiacum (Fries, 1987).

Posterior a la germinacién de las esporas se inicia el proceso de colonizacion donde se
desarrollan las hifas intercelulares en la corteza de la raiz formandose la red de Hartig y
esta red puede remplazar completamente la ldmina media entre las células corticales. La
morfologia de las ectomicorrizas puede wvariar siendo simples ramificadas,
multiramificadas (i.e coraloides), semejante a nédulos, y otras (Ingleby ef al. |, 1990;
Brundrett ef al, 1996).

Generalmente el color de las ECM es determinado por €l color de las hifas de los
hongos, pudiendo ser café, negras, blancas, rojas, amarillas, etc. Muchos de los hongos
que forman ectomicorrizas son Basidiomicetos. Sin embargo, existen muchas especies
de Ascomicetos (e.g. trufas), que forman ectomicorrizas (Hallet, ef al., 1994). La
mayoria de los hongos ectomicorricicos dependen de sus hospederos para completar su
ciclo de vida ( Marx, 1975).

Las ectomicorrizas difieren de las raices no micorrizadas por su color, forma, textura y
caracteristicas microscdpicas, siendo estas inducidas por ¢l hongo (Harley & Smith,
1983). La infeccion ectomicorricica induce cambios estructurales tales como inhibicion
del desarrolio de los pelos radiculares y bifurcacion de las raices, las cuales se han
relacionado con la produccién de hormonas tales como auxinas, citoquininas, etileno

por el hongo ectomicorricico ( Marks & Foster, 1973).
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Asi, la actividad de los hongos ectomicorricicos al establecer y mantener una estrecha
relacion con las raices de los arboles involucra la liberacion de metabolitos activos
durante las primeras fases de la colonizacion y en las Gltimas fases de la formacion de la
ectomicorriza, en cuyo momento estos compuestos viajan a través de los simbiontes

(Slankis, 1973; Molina & Amaranthus, 1990; Molina & Trappe, 1992). A pesar de que

los estudios sobre la importancia de la produccién de dichos compuestos son pocos

resultan suficientes para demostrar la importancia del papel que desempefian en el
establecimiento de la asociacion.

No se conoce con exactitud cuales son los factores bioquimicos que determinan que

especies de hongos se asocian con que hospedero, de esta manera se reconocen varios

niveles de especificidad (Duddridge, 1987; Mason et al., 1987; Molina er al., 1992):

1) Dependencia vs Independencia: Esta define si las plantas forman o no micorrizas.
En términos ecologicos, una planta puede ser llamada independiente de micorriza si
puede sobrevivir como individuo, competir en una comunidad y reproducirse sin
ellas (Trappe, 1989). Gerdeman, (1968) indica que el porcentaje de especies de
plantas micotroficas varia de un 13-63%. Los factores ambientales pueden
influenciar que una planta sea micotrofica o no en algunos lugares al igual que la
presencia de algunas plantas acompafianies.

2) Simbiontes facultativos vs obligados: En el sentido mas estricto, las plantas u
hongos facultativos son aquellos capaces de formar micorrizas, pero que también son
capaces de completar su ciclo de vida sin formar micorrizas. Trappe, (1987)
considera que las plantas son micotréficas facultativas si funcionan sin micorrizas en

situaciones naturales y con micorrizas en otras. Las plantas micotrofas obligadas no
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pueden completar su ciclo de vida sin micorrizas. Muchos experimentos de campo y
de invernadero indican que la mayoria de las plantas son micétrofas obligadas
aproximadamente el 70% (Trappe, 1987).

3) Fidelidad a una clase de micorriza: Los hongos micorricicos tipicamente forman

una sola clase de micorriza. Por ejemplo, los hongos vesiculo-arbusculares no
forman ectomicorrizas y viceversa. La excepciones se presentan en algunos
Ascomycetes y Basidiomycetes que pueden formar tanto ecio como
ectendomicorrizas (Arbutoides). Esto refleja diferentes respuestas morfologicas del
hospedero a la colonizacion.
La mayoria de las plantas también muestran una fuerte fidelidad a una clase de
micorriza en particular. De las angiospermas examinadas hasta ahora, 65% de las
especies reportadas forman sélo una clase de micorriza, y s6lo un 5% forma mas de
una clase de micorriza (Trappe, 1987).

4) Rango de hospederos de los hongos micerricicos: El rango de hospederos sc
refiere a la diversidad de especies vegetales por las cuales una especie de hongo
puede formar micorrizas. Describe un espectro que varia de un bajo rango de
hospederos tipicamente restringido a un género, a un rango intermedio de
hospedero, restringido a una familia de plantas, y hasta un rango amplio de
hospederos que se extiende tipicamente a varias familias y ordenes de plantas.

5) Receptividad del hospedero: La mayoria de las plantas micorricicas pueden formar
micorTizas con numerosas especies fiingicas. Aun asi, el espectro de receptividad del

hospedero va desde un rango reducido (con un bajo niimero de asociados fiingicos)
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a un rango amplio (con un alto nimero de asociados fingicos). No se conoce
ninguna especie de planta que forme micorrizas solamente con una especie flingica.
6) Especificidad ecologica: En este concepto se incluyen todos los factores bidticos ¥
abiéticos que afectan la capacidad de las plantas para formar micorrizas funcionales
con hongos particulares; en este contexto se incluyen las interacciones entre plantas
y entre plantas y hongos, y entre hongos que restringen o mejoran el crecimiento o
funcionamiento de cualquier simbionte en habitats particulares; los micronichos que
favorecen o restringen ciertas asociaciones y los microorganismos de la rizosfera que
influencian el desarrollo diferencial de las asociaciones hongo-hospedero.
El fenémeno de especificidad en asociaciones micorricicas afecta directamente el
desarrollo de la comunidad vegetal en varias formas, la dependencia micorricica,
fidelidad a una clase de micorrizas y la capacidad de los propagulos fiingicos
micorricicos son determinantes para el desarrollo de los estadios primarios de la
comunidad y afectan la dominancia vegetal a largo plazo.
Durante la sucesion de la comunidad, la compatibilidad compartida por los hongos
micorricicos asociados determina ¢l potencial de interconeccion de esas plantas y tiene
una influencia directa en las interacciones vegetales.
El crecimiento extramatricial de los hongos ectomicorricicos en la forma de hifas o
cordones miceliares se extiende desde las raices infectadas hasta el suelo y muy
frecuentemente interconecta los sistemas radiculares de més de una planta (Rovira et
al., 1983). Ademads, existen evidencias de que una sola raiz ectomicorrizada puede
haber hasta tres especies de hongos creciendo simultaneamente (Zak & Marx, 1964;

Marx & Foster, 1973; Garza, 1991).
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La abundancia de asociaciones ectomicorricicass no especificas en la naturaleza parece

ser la regla y se ha sugerido que tienc una significancia ecolégica como un mecanismo
de adaptacion para la sobrevivencia de los asociados (Duddridge, 1987; Harley, 1986).
También se ha sugerido que los hongos ectomicorricicos pueden crecer
simultineamente en ¢l sistema radicular o inclusive en una sola punta de raiz de una
planta, pudiendo no ser antagonistas entre si (Marks & Foster, 1967; Garza, 1991).
Las interconecciones pueden formar redes que a su vez conectan plantas de la misma o
de diferentes especies a través de las cuales puede ocurrir transporte de nutrientes. El
simbionte fingico depende de la planta para obtener el surministro de carbono, ya que es
incapaz de romper y degradar polimeros complejos como la celulosa, pectina y lignina
(Harley & Smith, 1983; Harley, 1984).
Las interacciones de los hongos ECM se discuten en relacion al desarrollo secuencial de
las ectomicorrizas en los sisiemas radiculares de los arboles. Los hongos ECM que
infectan a plantas en estadios primarios de crecimiento se comportan como pioneros,
estos son reemplazados progresivamente por hongos que crecen en estadios
secundarios, los hongos pioneros requieren menor cantidad de carbohidratos para su
crecimiento en las raices de las plantulas. Las sucesiones fingicas se caracterizan por el
establecimiento d¢ una especie y su reemplazamiento por otra y estos cambios
dependen del suministro de nutrientes disponibles asi como de las necesidades de cada
especie.

Las sucesiones de hongos ECM no estan tan bien documentadas como las sucesiones
vegetales o aquellas reportadas para hongos saprébios. Asimismo, existen estudios

sobre hongos ECM que estan basados principalmente en la fenologia de la produccién
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de cuerpos fructiferos por un tiempo determinado (Luoma & Trappe, 1992; Fleming,
1983). Mason et al., (1982) observaron las sucesiones de hongos micorricicos después
de registrar los niimeros, tipos y posiciones de cuerpos fructiferos asociados a Befula
pendula 'y B. pubescens, ellos mencionan que a medida que los drboles maduran, se
ncrementa ¢l namero de fructificaciones de los hongos ECM. Otros autores como
Digthon et al., (1985) encontraron una marcada sucesidon de hongos ECM en Picea
sitchensis, en la cual solo algunas especies se presentaron en la plantacion inicial y otras
en la plantacion madura.

Existen otros reportes sobre sucesiones de hongos ectomicorricicos en plantacioncs de
coniferas, donde se menciona que los arbolitos jovenes estdn infectados principalmente
por especies de hongos pioneras, e.g. Laccaria laccata, Thelephora terrestris entre
otros; y los arboles maduros estan colonizados por especics secundarias, e.g
Cantharellus spp, Amanita spp Boletus spp, Suillus spp, Russula spp, entre otras
(Dighton, 1987).

Las sucesiones de las comunidades vegetales se han dividido en dos tipos principales:
las sucesiones serales en las cuales las plantas progresan a partir de comunidades
herbéceas y culminan en bosques climax. En este tipo de sucesiones las comunidades
primarias con plantas herbiceas tienen hongos VA en sus sistemas radiculares y
conforme la sucesién avanza hacia un bosque climax se inicia su reemplazamiento
(Mason et al. , 1987, Janos, 1980). Existen también sucesiones de sustrato, esto ¢s,
de manera individual ya que los hongos ECM colonizan diferentemente las raices
durante el afio y a diferentes distancias en relacién a la base de los arboles. Es muy

probable que ambas sucesiones ocurran al mismo tiempo; asi los arboles jovencs estan
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colonizados por especies de hongos pioneros y secundarios. De tal manera, la sucesion
en la mayoria de las comunidades vegetales involucra una dindmica de colonizacion
secuencial y reemplazamiento de especies (Mason ef al. , 1987).

Algunos estudios revelan que pueden ocurrir asociaciones mixtas de especies de
hongos en ectomucorrizas individuales (Marks & Foster, 1976). Los hongos
ectomicorricicos compiten entre si por el espacio donde encuentran su fuente de
energia, los patrones de competencia pueden ser observados cuando se examinan las
raices laterales en las diferentes ectomicorrizas. La examinacion microscopica de las
ectomicorrizas ¥ de su manto fingico muestran que pueden existir varias especies a lo
largo de las raices (Frankland, 1981; Garza, 1991).

Marks & Foster, (1967) reportan situaciones donde un tipo de micorriza puede ser
reemplazado después de un periodo dormanie. Por otro lado, estas observaciones
fueron hechas después de examinar una raiz y encontraron dos tipos diferentes de
eclomicorTizas ¢n una sola punta de raiz.

Existen pocos estudios sobre competencia entre especies de hongos ectomicorricicos y
todavia no s¢ entienden de manera integral los procesos de sucesion de estos hongos.
De igual manera, existen muy pocos trabajos reportados sobre la dinamica del proceso
de competencia por ¢stablecimiento y reemplazamiento entre las especies pioneras y
secundarias de hongos ECM. Asimismo, existe muy poca informacién sobre la
estructura de las comunidades de hongos ECM y los mecanismos por medio de los
cuales una especic se establece y es reemplazada por otra. Sin embargo algunos
trabajos indican que las especies pioneras son mas competitivas que las especies

secundarias (Marks & Foster, 1967; Mason ef al., 1987).



Capitulo 1 Introduccion 12

Para entender estos mecanismos son necesarios estudios mas detallados o bien realizar
experimentos bajo condiciones semejantes a la naturaleza (Brand, 1991).

La manipulacion de las asociaciones ectomicorricicas constituye uno de los problemas
frecuentemente encontrados al estudiar la competencia entre las especics de hongos
ECM (Molina, 1980). De esta forma, se han reportado diferentes modelos para la
sintesis aséptica de ectomicorrizas, los cuales se han utilizado en estudios sobre
fisiologia, interaccion, especificidad y competencia (Melin, 1923; Fortin, 1966; Molina
& Palmer, 1982).

Asi resulta de gran relevancia el manejo de hongos ECM comestibles para la
inoculacion de las plantulas que seran destinadas a plantaciones.

Cuando se descubrié accidentalmente la necesidad del mancjo de micorrizas en vivero,
surgieron diversos métodos para el indculo, y esta actividad se convirtié en una rutina
afio con afio en diversos viveros del mundo.

Uno de los métodos utilizados es el de indculo de suelo, el cual se toma de la planta
hospedera, para ¢llo se necesita incorporar un 10% de este suclo a las camas de
crecimiento, la velocidad de colonizacion puede ser rdpida con este méiodo pero tiene
la desventaja de que se¢ neccsitan grandes cantidades de este inGeulo, ademas del
acarrco inevitable de semillas de maleza o patégenos radiculares potenciales. El
método de plantula-propagulo consiste en utilizar plantulas colonizadas como inéculo,
este resulta un método lento e irregular, ademas tiene también la desventaja de acarrear
patégenos. Por otro lado las esporas y esporocarpos de setas, Gasteromycetes y trufas

resultan una fuente importante de indculo; las esporas pueden ser inoculadas por
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diversas técnicas como son la dilucién, espolvoreo, aspersion o atomizacion, semillas
espolvoreados con esporas, etc.

El método de cultivo puro de hongos permite que puedan ser evaluados los efectos
benéficos a considerar como proteccion contra enfermedades, requisitos nutricionales y
velocidad de crecimiento es el de cultivo puro de hongos (Molina & Trappe, 1982).
Mikola, (1973); Trappe, (1977); Marx, (1975) sefialan la importancia de utilizar
micelio puro de hongos ECM para la inoculacién controlada de plantulas en los viveros,
ya que permite la seleccion de dichos hongos para los propdsitos especificos.

Varios estudios muestran que un pre-requisito para que se desarrollen los arboles del
bosque es la presencia de los hongos ECM en sus raices, ciertas especies por ejemplo
los pinos, tienen un obligado requerimiento de ECM y no pueden crecer normalmente
sin ellas. Este punto tiene importancia significativa en los programas de reforestacion
utilizando 4rboles con ECM en las 4reas del mundo donde los hongos simbiontes no
ocurren normalmente (Marx, 1973).

La importancia del entendimiento de las relaciones entre los disturbios, las condiciones
de sitio y las micorrizas no se ha exagerado. La reduccién de las poblaciones de las
ECM debido a los disturbios de los bosques, varia ampliamente y depende de muchos
factores, incluyendo el impacto en la regeneracién de los mismos {Amarantus, 1992).
Las ECM son especialmente importantes en drcas con disturbio o dreas que han sido
degradadas a través del tiempo, afectando de esta manera a los organismos de la
rizosfera por los cambios en las practicas de manejo. La proteccion y la restauracion de

los bosques es una de las metas de las practicas de manejo de los ecosistemas (Marx,

1975).
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Muchos hongos ectomicorricicos son colectados y aislados en cultivos puros para
realizar estudios sobre la capacidad de formar ectomicorrizas y estimular el crecimiento
y desarrollo de las plantas. Este tipo de trabajos son importantes para la seleccion de
cepas nativas que se utilizarn para inoculaciones en vivero; las especies de hongos
ectomicorricicos  difieren considerablemente en su crecimiento, fisiologia y en los
beneficios que proporcionan a sus hospederos. Generalmente se seleccionan las especies
que proporcionan mayores beneficios, tomando en cuenta el crecimiento de las cepas
in vitro, la electividad para formar ectomicorrizas, sus adaptaciones ecoldgicas, su

agresividad en relacién a los microorganismos de la rizostera y el rango de hospederos

entre otros (Marx, 1975).

1.1 Justificacion

Las poblaciones de hongos ectomicorricicos son muy dindmicas y estan formadas por
muchas especies, las cuales estan compitiendo por establecerse en los sistemas
radiculares de las plantas. Los estudios sobre interacciones son muy importanies para
entender ¢ interpretar la estructura, dindmica y ¢l desarrollo de las comunidades
fingicas (Skidmore & Dickinson, 1976; Trappe & Fogel, 1977; Harley & Smith, 1983;
Allen & Allen, 1984). A pesar de que se conoce que los hongos son altamente
competitivos (Garbaye, 1982) existen muy pocos estudios acerca de las interacciones
de hongos ectomicorricicos en especies de coniferas.

Es importante llevar a cabo investigaciones sobre las especies de hongos nativos que
sean capaces de formar ectomicorrizas con drboles forestales cspecificos en los

programas de produccion de plantulas en vivero para posteriores trabajos de
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reforestacion de areas con disturbios ¢ para recuperacion de habitats con caracteristicas
tinicas, como es el caso del cerro El Potosi, en el cual encontramos un bosque endémico
de Pinus culminicola, seriamente afectado por incendios, sobrepastoreo y disturbios
antropogénicos. Por otro lado Pinus pseudostrobus es una especie economicamente
muy importante en la regién por la demanda de madera. Cabe sefialar la escazes de
trabajos realizados en México utilizando hongos nativos y no hay informacion a este

respecto sobre el 4rea de estudio y las especies de coniferas seleccionadas.

1.2 Objetivo general
Evaluar el efecto de los diferentes tratamientos de inoculacion (individuales y mixtos)

de hongos ectomicorricicos en dos especies de coniferas del cerro El Potosi, Galeana,

N.L.

Objetivos especificos

® Evaluar algunos aspecios de inieracciones in vifro y en vivero entre los hongos
ectomicorricicos (ECM) seleccionados.

® Caracterizar y describir los cultivos puros de los hongos ECM.

B Sintetizar en forma aséplica y no aséptica las ectomicorrizas de los hongos
seleccionados con las dos especies de coniferas estudiadas.

B Evalvar los efectos de las inoculaciones individuales y mixtos en el crecimiento de
dos especies de coniferas.

B Secleccionar el o los mejores tratamientos que resulten para cada hospedero ¢n

cuanto a los diferentes pardmetros medidos.
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La metodologia para los experimentos de competencia in vitro y en el vivero esta
basada en aquella de los estudios realizados por: Mason ef @l , (1983), Mason, (1980);

Molina, (1979); y Garza,(1991).

2.2 Ubicacién del area de estudio

Localizacién

El cerro " El Potosi " forma parte de la Sierra Madre Oriental al sur del Estado de
Nuevo Ledn. Alcanza una altitud de 3670 m.s.n.m. se localiza a 15 km al oeste de
Galeana, Nuevo Ledn, entre los 24° 50" 60" y 24° 53' 16" de latitud norte y los 100°
13' 9" y los 100° 15' 12" de longitud oeste. El Potosi se ubica en el flanco occidental
de la Sierra Madre, y colinda hacia el suroeste con la Altiplanicie Mexicana. La cima
del cerro ticne una longitud de poco mas de 1 km y una anchura de 300 a 400 m
(Garcia y Gonzalez, 1991).

Suelos

Su topografia es de lomerios bajos, haciéndose escarpadas las pendientes en el
extremo noreste y ¢l flanco oriental. El sustrato esta constituido principalmente por
roca caliza, los suelos son delgados, con alta proporcidon de materia orgénica y estan

clasificados como una combinacién de Litosol y Redzina de textura fina (Garcia y

Gonzilez, 1991)

Clima
La zona presenta el clima del tipo Bsohw(e)w”, semiseco templado, con lluvias escasas
todo el afio y méas del 18% de precipitacion invernal. La precipitacidn anual oscila entre

400 y 600 mm; el rango de temperatura media ahual fluctiia entre 12 v 18 °C, los meses
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mas cdlidos son junio y agosto con una temperatura media entre 18 y 20 °C (Garcia,

1996).

Vegetacion

La vegetacion que se presenta abajo de los 3500 m.s.n.m. se encuentra en grave ¢stado
de deterioro debido a la tala inmoderada, e¢xcepto en algunas cafiadas y sitios
escarpados. A menos de 1700 m.s.nm. en los alrededores del cerro, se presentan
matorrales xerdfilos y bosque abierto de Pinus arizonica Engelm. y/o P. cembroides
Zucc. Entre los 2000-2700 m.s.n.m., se encuentran matorrales de Berberis trifoliata
Moric. , Juniperus erythrocarpa Cory. , Condalia sp. Rhus trilobata Nutt. De los
2070-2180 m.s.n.m., predomina un bosque abierto de P. grizonica y P. cembroides. ,
que ¢s sustituido por bosques de Quercus  hasta los 2300 m.s.n.m. destacan Quercus
aff. emoryi Torr. , Q. greggii. , Q. gffinis Scheil. , Q. hypoxantha Trel. , Q. crassifolia
H. al. B. y Q. diversifolia Trel; asi como Arbutus xalapensis H. B. K. D¢ los 2300 a
los 2600 prevalecen matorrales secundarios de Quercus y Cercocarpus con individuos
aislados de Pseudotsuga. , asi como bosques de Quercus con Pseudotsuga v Pinus.

En los 2560 - 2650 m.s.nm. , se encuentra un bosque muy perturbado de P.
pseudostrobus Lindl. , con matorral de @ FAypoxantha y Ceanothus sp. En
exposiciones al norte y oriente entre los 2670-2700 m.s.n.m. destacan Pinus v
Pseudotsuga Carr., y en areas donde todo el bosque original ha sido talado se
encuentran bosquecillos bajos de Populus tremuloides Michx.  Entre los 2850-2930
ms.nm. predomina P. hartwegii Lindl. asociado a P. ayacahuite Ehr. , en ¢l
sotobosque aparecen individuos aislados de Pinus. culminicola Andresen & Beaman.

De los 2930-3000 m.s.n.m. aparece un matorral denso de Q. greggii con individuos
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jovenes de P hartwegii 'y Pseudotsuga menziesii Mirb. (Franco). Por otro lado P.
menziesii. v P. avacahuite, con escaso P. hartwegii 'y Abies vejari Martinez forman
bosque semidensos entre los 3000-3200 m.s.n.m. Hacia altitudes mas elevadas
predomina P. hartwegii sustituido en cafiadas y exposiciones al norte por P. ayvacahuite
y A. vejari hasta los 3470 m.s.n.m.

El bosque de P. hartwegii, alcanza la cima del cerro por el lado norte, pero en el
declive oriental es sustituido a partir de los 3450 m.s.n.m. por matorral de P.

culminicola (Garcia y Gonzalez, 1991).
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2.3 Localizacion del area de estudio

Panordmica de la cima del cerro “El Potosf”,
Mpio de Galeana, N.L.
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2.4 Especies forestales seleccionadas

Las especies scleccionadas son Pinus culminicola, Andresen y Beaman, Pinus
pseudostrobus  Lindl. Estas especies son importantes desde el punto de vista
econdmico y ecologico. P. pseudostrobus, es una especie muy valorada en esta region
por su madera de alta calidad. Por otro lado, P. culminicola tiene gran importancia
ecoldgica ya que se trata de una especie endémica al cerro El Potosi que ha sido

seriamente afectada por incendios, pastoreo y disturbios antropogénicos.

2.4.1 Colecta de semillas y su germinacion

Las semillas de las especies de pinos fueron colectadas en el cerro El Potosi con ayuda
del personal técnico del laboratorio de semillas de la Facultad de Ciencias Forestales
(UANL). En este laboratorio, se realizaron pruebas de flotacion y germinacién de las
semillas para su posterior siembra en el vivero del bosque escuela.

Las semillas se esterilizaron superficialmente con peroxido de hidrégeno (1,0,) (30%

por 45 min.) y se lavaron 2 veces por 45 minutos cada uno con agua desionizada estéril.
Las semillas se transfirieron a cajas de Petri con medio de agua desionizada agar
(ADA), y se incubaron a 20 °C en una camara bioclimatica con un fotoperiodo de 16

hrs. hasta que se requiricron para los experimentos in vifro.

2.5 Hongos ectomicorricicos seleccionados
Las especies de hongos seleccionados son Cantharellus cibarius Fries, el cual es uno de
los hongos comestibles silvestres mas conocidos en Europa y Norteamérica. Trappe,

(1982) considera a este hongo como uno de los mas dificiles de cultivar bajo
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condiciones estériles y reporta que tiene un amplio range de hospederos. (Fries,1979;
Moore ef al., 1989), estudios sobre Scleroderma verrucosum Pers., son muy pocos los
realizados.  Pisolithus tinctorius (Mich. ex Pers.) Coker & Couch e¢s un hongo
reportado para 33 paises de el mundo y en 38 de S0 estados de los E.U.A., se
encuentra asociado con un gran nimero de hospederos (Molina & Trappe, 1982;
Marx, 1976). Pisolithus tinctorius es una de las especies mds utilizadas para fines de
inoculacién, dada su facilidad de aislamiento, su rapido crecimiento en condiciones
axénicas y su facilidad para producir indculo en substratos inorganicos (Trappe &
Palmer, 1982) y es vno de las especies de hongos ecologicamente adaptadas a sitios
adversos, tales como suelos minados (Marx, 1976). Pisolithus tinctorius tiene un gran
potencial en la reforestacién y la inoculacién artificial de numerosas especies en
viveros, lo que nos indica que tiene un amplio potencial para aumentar la sobrevivencia
y crecimiento de las plantas. La cepas utilizada en este estudio fueron colectada en el
cerro El Potosi. Lepista nuda Bull ex Fr Cooke, es un hongo que ha sido colectado en
el cerro El Potosi en la época de lluvias a 3100 m.s.n.m y se asocia micorricicamentie

con Pinus hartwegii, Pinus pseudostrobus y Pseudotsuga menziesii (Arias, 1994).

2.6 Aislamiento de hongos ectomicorricicos

Se llevaron a cabo una serie de colectas de material fingico del cerro El Potosi, con el
fin de obtener los cultivos puros de hongos ectomicorricicos.

Los cultivos puros se aislaron a partir de tejido del contexto de los cuerpos fructiferos
en cajas de Petri con medio modificado de Melin Norkans (MMN), incubandose

enseguida a una temperatura de 26 °C. Para el mantenimiento de las colonias en
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estado puro se procedid a la técnica de transferencias sucesivas. Estas cepas se
utilizaron para la produccion semimasiva del indculo miceliar, asi como para su

poslerior reconocimiento y caracterizacion in vitro.

2.7 Crecimiento y caracterizacion de cultivos puros de los hongos seleccionados

Se llevo a cabo el reconocimiento de las cepas con ayuda de un microscopio compuesto
obteniéndose una descripeién detallada de cada uno de los cultivos puros de los hongos
esta incluye caracteristicas macroscdpicas (¢.g color del micelio, apariencia, cambios de
coloracion del medio de cultivo) y caracteristicas microscopicas (¢.g. diametro de las
hifas, presencia o ausencia de {ibulas, reacciones quimicas con KOH y solucién de
Melzer).

Por otro lado se realizaron mediciones del crecimiento miceliar de cada una de las
especies. Esto se realizé por 10 dias a una temperatura de incubacién de 30 °C
utilizando ¢l medio de cultivo MMN con un pH de 6, empleandose 5 repeticiones para

cada cepa. Se elaboraron figuras del crecimiento radial de cada hongo ectomicorricico.

2.8 Interacciones de cultivos in vitro

Se procedio a parear colonias de las especies de hongos ectomicorricicos seleccionados
en cajas de Petri con medio de MMN a un pH de 6.4. Para la inoculacion s¢ utilizaron
discos de 5 mm de diametro toméandose del margen de las colonias con crecimiento

activo de cada una de las especies. Se confrontaron todas las posibles tratamientos y se

incuban a 25 9C en la oscuridad por 5 semanas, una vez alcanzado un equilibrio en el
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crecimiento (ca. 5 semanas) se realizaron las observaciones de las hifas que sc

encuentran en la zona de interaccion.

2.8.1 Diseiio experimental: in vitro

Ce Pt Sv Ln
Ce *CeXCc | CeXPt | CeX8Sv | CeXLln
Pt PtX Cc *Pt X Pt Pt X Sv Pt XLn
SV SvXCc SvXPt | *SyXSv [ SvXLn
Ln LnX Cc LnX Pt LnXSv | *Ln X Ln

Ce =Cantharellus cibarius

Pt= Pisolithus tinctorius

Sv= Scleroderma verrucosum

Ln= Lepista nuda

2.9 Sintesis aséptica de ectomicorrizas in vitr

* Tratamientos Testigos

La sintesis de ectomicorrizas in vitro se realizo con plantulas de Pinus pseudostrobus.

Se utilizaron cajas de Petri plasticas, las cuales

se les corto un tridngulo de

aproximadamente 0.5 ¢m del margen de la tapa y de la base. Las cajas contenian 30 ml

medio de agua desionizada agar (ADA), el cual no tiene nutrientes y facilita el

establecimiento de los hongos micorricicos en las raices de las plantulas (Mason, 1980).

Se colocaron 4 discos de 5mm de didmetro de cada una de las especies de los hongos

ECM en cajas Petri con MMN y se incubaron a 25°C durante 1 semana. Las plantulas

de 1 mes de edad, germinadas en condiciones estériles (ver Figura 3.5), se colocaron

dentro de las cajas Petri a través de los orificios realizados, colocandose el sistema

radicular bajo el medio de cultivo (ADA), las cajas se sellaron con cinta parafilm y los
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orificios se sellaron con lanolina esterilizada, para evitar la entrada de contaminantes y
mantener la humedad dentro de la caja.

Se incubaron en una germinadora a una temperatura de 26 °C con un fotoperiodo de 16
horas por 2 meses. Posteriormente se tomarin muestras de raices para observar la

colonizacion micorricica.

2.10 Sintesis no aséptica de ectomicorrizas

Esta, se realizd con plantulas de P.pseudostrobus y P. culminicola, las cuales fueron
germinadas en contenedores tipo bloque con sustrato de peat moss-perlita en una
proporcion de 4:1 y mantenidas en ¢l Bosque Escuela de la UANL durante 6 meses
Estas plantulas se inocularon en ¢l mes de junio con los hongos ectomicotricicos
seleccionados y se mantuvieron en el bosque escuela de la UANL durante 2 meses,
tiempo Optimo para el establecimiento de los hongos ECM.

Los muestreos para determinar el porcentaje de micorrizacion, se hicieron mediante el
método visual, el cual consisti6 en seccionar la raiz de cada una de las plantulas
micorrizadas en tres partes revisandose cada una de cllas bajo ¢l microscopio
estereoscopico, asignando un valor a cada sector en la base a los rangos ya
establecidos (0-25, 25-50, 50-75, 75-100). Enseguida se procedi6 al reaislamiento de

las ectomicorrizas para corroborar su identidad.
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2.10.1 Disefio experimental

4 hongos ectomicorricicos ( tratamientos )
2 hospederos

5 repeticiones

HOSPEDEROS

Pinus psendostrobus Pinus culminicola
H
Q Cantharellus cibarius Cantharellus cibarius
N Pisolithus tinctorius Pisolithus tinctorius
G Scleroderna verrucosum Scleroderma verrucosum
a Lepista nuda Lepista nuda
S Testigo Testigo

2.11 Reaislamiento de ectomicorrizas

Para ¢l reconocimiento de las caracteristicas del manto fiingico, se extrajo una muestra
de ectomicorrizas del interior del medio de cultivo y se colocd en la superficie del
medio MMN de la caja Petri donde se reaislan , después de 3 a 4 dias de incubacion a

25°C se observo el color del manto y de la colonia. Posteriormente se realizé un analisis

microscopico para observar las fibulas.

2.12 Produccién semimasiva del inéculo de los hongos

Para la produccion semimasiva de inoculo se utilizaron 100 frascos de vidrio de 1 litro,
los cuales se llenaron a ¥ partes de su capacidad con una mezcla de 4:1 de peat moss-
perlita, humedecidas con 200 ml de medio liquido de MMN a 1/10 de su concentracién

original. Estos se esterilizaron durante 1 hora a 120°C. Una vez frios los frascos se
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inocularon con todo el contenido de una caja Petri con una colonia con crecimiento
activo en MMN de cada especie. Los frascos se incubaron a 25°C durante un mes. Cada
frasco fue agitado manualmente, con el fin de fragmentar el micelio y activar el

crecimiento del mismo (ver Figura 2.1 y 2.2).
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Figura 2.1 Inoculacion de frascos para produccién de inoculo
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Incubacidon

Produccion semimasiva de
inéculo de hongos ECM

Fig 2.2 Produceién semimasiva de inoculo
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2.13 Competencia por establecimiento en vivero

Se realizod la sicmbra de las semillas en contenedores, utilizando un sustrato artificial de
peat moss-perlita. Las plantulas se mantuvieron en el vivero Bosque Escuela por 6
meses. Posteriormente las plantulas de P. pseudostrobus y P. culminicola se inocularon
con 27.6 gr del indculo producido en frascos de cada una de las especies de hongos
ectomicorricicos scleccionados en la proporcién 50/50 de peat moss- perlita y la cepa
del hongo. Transcurridos 2 meses, el tiempo necesario para el establecimiento de los
hongos ECM, se realizaron muestreos sin reemplazamiento cada mes durante 3 meses
con 5 repeticiones, donde se tomaron los siguientes pardmetros: altura de la plantula,
diametro del cucllo de la raiz, largo del sistema radicular, porcentaje de micorrizacion,
peso fresco y peso seco de la parte aérea y el sistema radicular. Esto con el propésito

de comparar el desarrolio en el tiempo de los diferentes tratamientos en las plantulas
inoculadas y el testigo. Para los muestreos se seleccionaron cinco plantulas al azar por

tratamiento.
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2.13.1 Diseiio experimental

2 hospederos
5 repeticiones
12 tratamientos

HOSPEDEROS
Pinus culminicola Pinus pseudostrobus

T A A

R B B

A C C

T D D

A AxB AxB
M BxC BxC

I CxD CxD

E AxC AxC

N BxD BxD

T AxD AxD

O AxBxCxD AxBxCxD
S E E

A= Cantharellus cibarius
B=Scleroderma verrucosum
C=Lepista nuda
D=Pisolithus tinctorius
E=Testigo

2.13.2 Pariametros medidos
a) Porcentaje de micorrizacion

Meétodo visual: Se observé el sistema radicular de cada plantula por el método visual,

secciondndose este en tres estratos, superior, medio e inferior, asignandose un
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porcentaje para cada estrato, tal porceniaje se obtiene ubicando cada estrato dentro del
rango mencionado en la seccién 2.8, Para obtener el porcentaje de micorrizacién total
para cada plantula se realizd la sumatoria de las medias de los tres estratos y se dividié
entre fres.

b) Altura de las plantulas: Se midi6 a partir del cuello de la raiz a 5 cm del suelo hasta
¢l meristemo apical.

¢) Didmetro del cuello de la raiz: Se midié con un vernier (imm) en las plantulas
muestreadas.

d) Largo del sistema radicular: Las plantulas se¢ sacaron de las macetas cuidadosamente,
el sistema radicular se midié con una cinta métrica.

e) Peso fresco y peso seco de la parte aérea y radicular: Se midié el peso fresco de
ambos con una balanza analitica. Los sistemas de ambos se secaron en un horno a 80°

C por 24 hrs y se midi6 el peso seco de igual manera con una balanza analitica.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Crecimiento y caracterizacion de cultivos puros de los hongos seleccionados
Uno de los requerimientos fundamentales para el entendimiento de las ectomicorrizas
en los ecosistemas, es obtener la caracterizacion e identificaciéon de las diferentes formas
que se presentan { Miller et al., 1983). Para este experimento se procedié como se
menciona en la seccion 2.7,

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes
crecimientos radiales de los 4 hongos esctomicorricicos Pr>F= .0001 (ver apéndice A

tabla 1) (ver Figura 3.1 y 3.2).
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Tabla 3.1. Caracteristicas de crecimiento in vifro en medio de MMN modificado,

aun pH de 6.4 y a una temperatura de 30° C en 10 dias

Especie Colonia Crecimiento x | Color del | Didmetroy | Rx. KOH Fibulas
dia medio Caracteris- | Y Melzer
ticas
Lepista nuda Micelio 0.075-2.2555 em | Nopresenta | 2-6 pmpared | hialinas en | Abundantes
blanco, centro cambios de delgadas, KOHy
con tintes coloracion lisas, ligeramente
violdceos septadas, no | dextrinoides
ramificadas en Melzer
Scleroderma | Micelio color 0.155-3.4052 No presentia 1.6-3.2 pm hialinas en | Abundanies
Verrucosumn blanco cm cambios de Pared KOH ¥
algodonoso coloracion delgada, ligeramente
ramificadas, | dextrinoides
septadas en Melzer
Pisolithus Micelio color 0.0125-0.572 El medio de 3.2-6.4 pm | Ligeramente | Abundantes
linctorius café cm cultivo se Moderada- | dextrinoides
amariliento tifie de color mente en KOH y
claro al inicio, cafg gruesas, Melzer
MAs OSCUro ¥ amarillento septadas y
rojizo con la ramificadas,
edad granulaciones
algodonoso en las hifas
Canthareflus | Micelio color 0.1-0.72 cm El mediose | 2.4-5.6 pm hilainas en | Abundantes
cibarius anaranjado fifie de color | hifas septadas, KOHy
claro, café embebidas en Melzer
oscureciéndose amarillento una capa
con la edad, 0scuro gelatinosa,
crecimiento incrustaciones
gelatinoso, en la pared de
inmerso sobre 8.8-12.0 pm
el medio de
cultivo

Formacion de
esclerocios




Capitulo 3 Resultados

Lepista nuda

Crecimlento jom)
= ~

25

18§

Crecimisnto {om)

0s

Pisolithus tinctorius

1 2 _&‘1_ a 5 & 7 ] T 1w 1 ; 3 4 5 & 7T B8 9% W
Tiempe {dias) Tiempo [dias)
Scleroderma verrucosum Cantharellus cibarius
[ — 41
s 35
- 3
‘é 25 % 25
s ? 2
E s % 1%
z ! g !
85 as ._A_'—"_/"
. o—»- r: —
1 2 3 4 5 & 7 a hu] 1 2 3 4 5 [} 7 8 k] 30
Tiempo (dias) Tiempo {dias)

4 Hongos ECM

Crecimiento {¢m)

——5. vernzosum
L. nuda
—i— P Enckonits
—— C.oiarius

5 & 7
Tiempo (dias)

Figura 3.1 Media del crecimiento in vifro de las especies seleccionadas en medio de

Melin Norkans modificado




Capitulo 3 Resultados 36

Lepista nuda Scleroderma verracosum

Pisolithus tinctorius, Cantharellus cibarius

Figura 3.2 Cultivos puros de las especies de hongos ectomicorricicos obtenidos.
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3.2 Interacciones de cultivos in vitro

Los pareados de cepas se realizaron como se describe en la seccion 2.8 y después de 6

semanas de haberse realizado los pareados sc¢ observaron las siguientes interacciones:

3.2.1 Lepista nuda x especies

L. nuda creci6 sobre la colonia de P. tinctorius, S. verucosum nhibi6 el crecimiento
de L. nuda. En la combinacion de L. nuda con C. cibarius se formd una linea de
separacion entre las colonias sin ocurrir sobrecrecimiento (ver tabla 3.2). En el pareado
de L. nuda con P. tinctorius se observaron las hifas de L. nuda retorcidas y con las
puntas ligeramente redondeadas, las hifas de P. tinctorius presentan gran cantidad de
fibulas y un aspecto deformado. En el pareado con S. verrucosum las hifas de L. nuda

presentan gran cantidad de fibulas y puntas redondeadas; las hifas de ambos se

entremezclan, diferenciandose perfectamente entre si ( ver tabla 3.2).

3.2.2 Scleroderma verrucosum x especies

S. verrucosum crecié sobre P. finctorius inhibiéndolo. S. verrucosum crecié mas
rapido que L. nuda con sobrecrecimiento. Por otro lado S. verrucosum inhibid el
crecimiento de C. cibarius, observandose también sobrecrecimiento (ver tabla 3.2).

En el parcado de L. nuda con P. tinctorius, las hifas de L. nuda sc observan
abundantes fibulas, tienen puntas de las hifas redondeadas y sobresalen hifas retorcidas.
Por otro lado, en las hifas de P. tinctorius se observan pocas fibulas. En el pareado con

C. cibarius se diferencian las hifas de C. cibarius en una capa gelatinosa y las hifas de
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S. verrucosum s¢ observan mas oscuras al KOH, retorcidas con las puntas

ensanchadas y presencia de fibulas (ver tabla 3.2).

3.2.3 Pisolithus tinctorius x especies

L. nuda inhibid el crecimiento de P. tinctorius. De igual manera S. verrucosum inhibid
¢l crecimiento de P. finctorius observandose pigmentacion de color caf¢ claro en el
medio de cultivo. Por otro lado P. tinctorius crecié sobre la colonia de C. cibarius, sin
detener su crecimiento y C. cibarius continué creciendo inmerso en el medio de cultivo
(ver tabla 3.2). En en parcado de P. tinctorius con L. nuda se observan abundantes
fibulas en la hifas de L. nuda, en las hifas de P, tinctorius se observan gran nimero de
granulaciones adheridas, ademds de algunas hifas con lisis y dobladas. En el caso del

parcado con S. verrucosum no s¢ observan granulaciones adheridas a las hifas de P.

tinctorius (ver tabla 3.2).

3.2.4 Cantarellus cibarius x especies

S. verrucosum inhibig el crecimiento de C. cibarius. Con L. nuda se formé una linea de
separacién entre ambos, sin presentar sobrecreciendo solamente provocd un lento
crecimiento de C. cibarius. En el caso del pareado con P. tinctorius, C. cibarius crecid
por abajo de P. tinctorius, observandose el crecimiento de ambos en la misma velocidad
sin ninguna interaccién negativa (ver tabla 3.2). En el pareado con L. nuda, se

distinguen las hifas de C. cibarius en una capa gelatinosa, observandose pocas fibulas.

En el pareado con P. tinctforius las hifas tienen gran cantidad de fibulas, las hifas se

observan grandes y deformes (ver tabla 3.2).
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Tabla 3.2 Zona de interaccion

Tratamientos Tipo de Hifas de contacto

de interaccion *%

spp ¥** y especie
dominante *

Ln X Sv Ant 3(Sv) a,b
Ln X Pt Ant 1 (Ln) e,f
LnX Cc Sin 2,5 h
SvXLn Ant 1 (Sv) a,b,g
SvXPt Ant 1 (Sv) d, a,
SvX Ce Ant 1(Sv) c
Pt X Sv Ant 3(Sv) d g
Pt X Ln Ant 3(Ln) e,f,
Pt X Cc 8in2,5 a
Cc X Sv Ant 3(Sv) c
Cc X Ln Ant 2 4 f
Cc X Pt Sin2,5 a

* Tipo de interaccion

1.- Sobrecrecimiento

2.- Sin sobrecrecimientio

3.~ Inhibicion del crecimiento
4,- Zona limitante

5.- Crecimiento por abajo sin inhibicidén

*** Especies

Cc= Camtharellus cibarius
Pt= Pisolithus tinctorius

Sv= Scleroderma verrucosum
Ln= Lepista nuda

** Hifas de contacto
a=Hifas retorcidas
b=Punias con terminaciones redondeadas

c¢=Embebidas en una capa gelatinosa

d=Hifas oscuras

e=Hifas con granulaciones

f=Lisis de Hifas
g=Hifas deformes

Sin. = Sinergismo
Ant. = Antagonismo

39
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3.3 Sintesis aséptica de ectomicorrizas in vitro

La sintesis in vitro se realizé en cajas de Petri como se menciona en la seccion 2.9 con
cada una de las especies de los hongos ectomicorricicos y P. pseudostrobus. Este
experimento no se logrd realizar con el hospedero P. culminicola, ya que no se obtuvo
germinacion de las semillas en condiciones in vitro.

En cuanto a los resuitados se observaron los primeros estadios de la colonizacion

ectomicorricica en el hospedero P. pseudostrobus con las 4 especies de los hongos (ver

Figura 3.3).
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S
Sintesis de ectomicorrizas ;
in vitro
5
)
Pims psettdostrpbus x Pisofithus finctorius

Figura 3.3 Sintesis ir vitro: Estadios iniciales en la colonizacion de
Pisolithus tinctorius en Pinus pseudostrobus.
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3.4 Sintesis no aséptica de ectomicorrizas

El experimento se llevd a cabo como se menciona en el capitulo 2.10 (ver datos en
apéndice B tabla 1 y 2). Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos para el porcentaje de microrrizacion de P. pseudostrobus Pr>F= .0003
(ver Figura 3.4 y apéndice C tabla 1) Asimismo, se observaron diferencias
estadisticamente significativas para P. culminicola Pr>F=4533 (ver Figura 3.5 y
apéndice C tabla 2) la sintesis no aséptica con respecto al porcentaje de micorrizacion.
S¢ observé un mayor porcentaje de micorrizacidon en P. pseudostrobus con el
tratamiento de Sv en ¢} estrato superior. En el hospedero P. culminicola el mayor

porcentaje de micorrizacion se obtuvo con el tratamiento Ln en el estrato superior.
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3.4.1 Descripci6n de las ectomicorrizas

Se observaron diferentes tipos morfoldgicos de ectomicorrizas, variando desde simples,
bifurcadas largas y cortas, dicotomicas, ramificadas, hasta coraloides en los dos
hospederos P. pseudostrobus (ver tabla 3.3, Figura 3.6) y P. culminicola (ver tabla

3.4, Figura 3.7).

Tabla 3.3 Ectomicorrizas en Pinus pseudostrobus

Especie Forma Color Red Manto Fibulas
Hartig
Lepista nuda ramificada | Café claro Bien color blanco | Infrecuenies
dicotéomica, desarrollada
coraloide
Scleroderma | Dicotdmica o | Caféclaroa Bien color blanco | Abundantes
Verrucosum bifurcadas 0SCUTO, desarrollada
cortas puntas mas
claras
Pisolithus Dicotémicas | Café claro Bien color café | Abundantes
tinctorius o bifurcadas doradas, desarrollada 0SCUro
largas, otras mas
algunas casi oscuras
coraloides | cuando estan
maduras
Cantharellus Simplesy | Café oscuro Bien color café | Infrecuentes
cibarius largas, desarrollada doradas
algunas
bifurcadas
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Tabla 3.4 Ectomicorrizas en Pinus culminicola

Especie Forma Color Red Mante Fibulas
Hartig
Lepista nuda Ramificada | Café claro Bien Poco Infrecuentes
tipo coraloide desarrollada | desarrollado
Scleroderma | Bifurcadas o | Café oscuro Bien Poco Infrecuenites
Verrucosum dicotémicas desarroilada | desarrollado
cortas
Pisolithus Desimplesa | Café claro Bien Poco Abundantes
tinctorius bifurcadas doradas, desarrollada | desarrollado
largas otras mas
oscuras
cuando estan
maduras
Cantharellus | Dicotémicas | Café oscuro Bien Poco Infrecuentes
cibarius largas desarrollada | desarrollado

45
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Pisolithus tinctorius Scleroderma verrucosum

Cantharellus cibarius

Figura 3.6 Tipos morfolégicos de ectomicorrizas de Pinus pseudostrobus: A) bifurcadas
largas, B) bifurcadas cortas, C) dicotémicas, D) coraloides,
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e

Cantharellus cibarius Scleroderma verrucosum

Pisolithus tinctorius Lepista nuda

Figura 3.7 Tipos morfolégicos de ectomicorrizas de Pinus culminicola: A) bifurcadas
cortas, B) bifurcadas cortas, C) bifurcadas largas, D) dicotémicas
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Figura 3.8 Inoculaciones individuales y mixtas en vivero en
plantulas de P. pseudostrobus y P. culminicola,
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ntulas

Figura 3.9 Procedimientos para toma de datos en las plantulas
inoculadas con los diferentes tratamientos :
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3.5.1 Pinus pseudostrobus

3.5.1.1 Porcentaje de micorrizacion

Primer muestreo el tratamiento Ln x Pt presenié el mayor porcentaje de
micorrizacion, los otros mostraron el siguiente orden descendente de micorrizacion Pt x
Ce; Ln; Ln x Ce; todos; Pt; Sv x Pt; Sv x Ce; Cc; Sv x Ln; Sv y finalmente el
tratamiento testigo mostré el menor porceniaje de micorrizacion (ver apéndice D tabla
1 Figura 3. 10).

Segundo muestreo ¢l tratamiento Pt x Cc presentd el mayor porcentaje de
micorrizacion, los demas tratamientos mostraron ¢l siguiente orden de mayor a menor:
Sv x Pt, en segundo lugar Ln x Cc; Pt; Sv x Ln, en el tercer lugar Ln x Pt y el
tratamiento de todos; Sv; Sv x Cc; Ln; Ce; y el dltimo lugar el tratamiento testigo (ver
apéndice D tabla 2 y Figura 3.10).

Tercer muestreo el tratamiento individual de Ln presentd ¢l mayor porcentaje de
micorrizacion, los otros mostraron el siguiente orden descendente: Pt x Ce; Ln x Pt;
todos; Svx Ln; SvxPt; Svx Ce; Ce; Pt; Ln x Ce; Sv observandose el valor mas
bajo de micorrizacion para el tratamiento testigo (ver apéndice D tabla 3, Figura 3. 10).
Se observaron diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de
micorrizacion para cada uno de los tratamientos en los tres muestreos; un Pr>F= .0003

(ver apéndice F tabla 1) Pr>F= .0001 (ver apéndice G tabla 1) y Pr>F= .0010 (ver

apéndice H tabla 1) respectivamente.

1020120345
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Pinus pseudostrobus
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Figura 3.10 Porcentaje de micorrizacién de las plantulas por tratamiento en los
muestreos realizados
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3.5.1.2 Altura de las plantulas

Primer muestreo se enconird una mayor altura de las plantulas inoculadas con Sv x
Ln, ¢l menor crecimiento fue para ¢l tratamiento de Sv x Pt , los otros tratamientos
muestran el siguiente pairdn de desarrollo de mayor a menor: Pt; Svx Ce; Ln x Cc;
Cc; todos; Pt x Ce; Ln; T; Sv (ver apéndice D tabla 1 Figura 3.11).

Segundo muestreo se observé una altura notablemente mayor en las plantulas
inoculadas con el tratamiento individual de Cc, los otros mostraron en el siguiente
orden de mayor a menor: Svx Ln; Svx Pt; Pt; todos; Lnx C¢; Ln; Sv; Pt x Ce; Sv
x Cc; Ln x Pt y finalmente el tratamiento testigo (ver apéndice D tabla 2 y Figura
3.11).

Tercer muestreo se observaron valores muy similares para todos los tratamientos. Sin
embargo tuvieron una mayor altura las plantulas inoculadas con el tratamiento mixto de
Sv x Ln x Pt x C¢, el menor crecimiento ocurrié en ¢l tratamiento Pt x Cc; los otros
tratamientos mostraron el siguiente patrén de mayor a menor  Sv; Ln; Svx Cc; Lnx
Ce; Cc; SvxLn; Pt; SvxPt; Lnx Pt; T (ver apéndice D tabla 5, Figura 3.11).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las alturas de las plantulas
de los tres muestreos con Pr>F= .0367 para ¢l primero {ver apéndice F tabla 2), con

Pr>F= .4183 para el segundo (ver apéndice G tabla 2), y con Pr>F= .0010 para el

tercer muestreo (ver apéndice H tabla 2).
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Figura 3. 11 Altura de las pLintulas por tratamiento en los muestreos realizados
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3.5.1.3 Diametro del cuello de 1a raiz

Primer muestreo se observd un patrén muy similar entre los tratamientos ocurriendo
¢l mayor valor del diametro del cuello de la raiz en las plantulas inoculadas con el
tratamiento de Ln x Pt y el valor mas bajo del didmetro del cuello de laraizen Svx
Pt, los otros tratamientos siguicron €l siguiente orden de mayor a menor: Ln; Sv; Pt;
Lnx Ce; Pt x Ce; SvxCe; T; Ce; SvxLn; ytodos (ver apéndice D tabla 1 Figura
3.12).

Segundo muestreo el mayor valor del diametro del cuello de la raiz en las plantulas
inoculadas fue obtenido por el tratamiento de Sv y el valor mas bajo del didmetro del
cuello de la raiz en Ln, los otros tratamientos mostraron ¢l siguiente orden descendente:
SvxLn SvxPt; T; Pt; todos, Ce; Pt xCe; Lnx Ce; Sy x Ccy Ln x Pt ( ver
apéndice D tabla 2 y Figura 3. 12).

Tercer muestreo se observé el mayor didmetro del cuello de la raiz las inoculadas con
los tratamientos de Loy Sv x Cc y un valor menor del diametro del cuello de la raiz en
¢l tratamiento testigo, en los otros tratamientos se observéd el siguiente orden
descendente: Pt x Cc; todos; Sv; SvxPt; Lnx Pt; SvxLn; Cc; Pt; Lnx Cc (ver
apéndice D tabla 3, Figura 3.12).

Se enconiraron diferencias estadisticamente significativas ¢n el didmetro del cuello de la
raiz en los tres muestreos con Pr>F=.1673 en el primer muestreo (ver apéndice F tabla

3), con Pr>F= 2705} en el segundo (ver apéndice G tabla 3), y con Pr>F= 2438 en el

tercero (ver apéndice H tabla 3).



Capitulo 3 Resultados

Pinus pseudostrobus

Primer muestreo =T

RSy
fln
BCc
WFt
®|Sv'Ln
B Ln*Cc
B Pt*Ce
H3vCe
WSV Pt
BLh*Pt
BSVLn*PiCe

Difimetro (inm)

Segundo muestreo wT

|Sv
n
HCc
WPt
ESv'Ln
ALn*Ce
WPtCe
®SvCo
BSv' Pt
Pt
L B SvLa*P*Ce

Dismetro {mim}

Tercer muestreo 8T

B Sy
din

45 o

A

85 1=

8 5v'Ln

Aln*Ce

BPCe

WS Ce

BSvPt

oinPt

|_worureree
L_  —

Diématre {mm)

Figura 3.12 Diametro del cuello de la raiz de las plantulas por tratamiento en los
muestreos realizados
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3.5.1.4 Largo del sistema radicular

Primer muestreo el valor mayor se observé en las plantulas inoculadas con el
tratamiento de Pt x Cc, el menor crecimiento de la raiz se observd notoriamente ¢l
tratamiento de Sv x Pt, los otros tratamientos mostraron el siguiente orden
descendente: Ln x Ce; Lm; Pt; Sv x Ln; Sv; Cc; todos; T; Lnx Pt; Sv x Ce (ver
apéndice D tabla 1 Figura 3.13).

Segundo muestreo el mayor valor se observo en las plantulas inoculadas con el
tratamiento de Pt x Cc, el menor crecimiento de la raiz se observd en ¢l tratamiento de
Sv x Ln, los otros tratamientos resultaron semejantes, mostrando el siguiente orden de
mayor a menor; Pt; todos; Ce; SvxPt; Ln; T; Lnx Ce; Lanx Pt; Sv; Svx Ce (ver
apéndice D tabla 2 y Figura 3.13 ).

Tercer muestreo los tratamientos mostraron mucha variacién en sus valores, sin
embargo el mayor se observé en las plantulas inoculadas con el iratamiento de Ln, y el
menor crecimiento de la raiz se observo notoriamente en ¢l tratamiento de Sv x Ln, los
otros tratamientos mostraron ¢l siguiente patrén descendente: Ce; Ln x Pt; Sv; todos;
T; PtxCec; SvxPt; SvxCe; Pt; Lnx Ce (ver apéndice D tabla 3, Figura 3.13).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas del largo del sistema radicular
para cada uno de los tratamientos en los tres muestreos realizados con Pr>F=.0004 en
el primer muestreo (ver apéndice F tabla 4), con Pr>F=.4292 en ¢l segundo muestrco

(ver apéndice G tabla 4) y con Pr>F=.1649 en el tercer muestreo {ver apéndice H tabla

4).
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3.5.1.5 Peso fresco aéreo

Primer muestreo ¢l valor mas alto del peso fresco aéreo fue ¢l de Ln; proporcionando
¢l valor mas bajo nuevamente ¢l tratamicnto Sv x Pt los otros tratamientos fueron muy
similares observandose el siguiente orden descendente: Ln x Pt; T; Svx Ln; Lnx Cc;
Sv; Pt; Pt x Cc; Svx Cc; todos; Cc (ver apéndice D tabla 1 Figura 3.14).

Segundo muestreo el valor mas alto del peso fresco aéreo fue el del tratamiento
testigo; el valor mas bajo fue el tratamiento Ln x Cc, los tratamientos otros mostraron
el siguiente pairdn: todos; Ce; SvxCe; SvxLn; Sv; Ln, PtxCe; Pt; SvxPt; Ln
x Pt (ver apéndice D tabla 2 y Figura 3.14).

Tercer muestree no hubo mucha variacién respecto a los valores de cada uno de los
tratamientos sin embargo, el valor mas alio del peso fresco aéreo fue el del
tratamiento individual Ce; proporcionando el valor mas bajo el tratamicnio Ln x Pt
{ver apéndice D tabla 3, Figura 3.14).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el peso fresco aéreo en los
tres muestreos para cada uno de los tratamientos. En el primer muestreo con Pr>F=
0042 (ver apéndice F tabla 5), con Pr>F=.3188 en el scgundo muestreo (ver apéndice

G tabla 5), y con Pr>F=.3464 en el tercer muestreo (ver apéndice H tabla 5).
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Figura 3,14 Peso fresco aéreo de las plantulas por tratamiento en los muestreos
realizados



