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EFECTIVIDAD BIOLOGICA DE ESPECIES NATIVAS DE HONGOS
MICORRICICOS ARBUSCULARES EN CEDRO ROJO (Cedrela odorata L.)

Emmanuel Fernandez Cruz

RESUMEN

Debido a la importancia en la interaccion simbidtica de hongos micorricicos
arbusculares (HMA) con especies vegetales, asi como la escasa informacion de los
beneficios que ofrecen estos hongos en especies tropicales de importancia econdémica y
forestal. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar los efectos de algunas especies
de hongos micorricicos nativos del estado de Veracruz asociadas a plantas de Cedrela
odorata en la etapa inicial de crecimiento. Se utilizaron diferentes regimenes de
fertilizacion representadas en partes por millon (RF: 0, 12.5, 25, 37.5 ppm) de una
mezcla de los fertilizantes 7-7-17 entre la semana 1 a la 5 después de la siembra (dds),
20-7-19 en la semana 7 hasta la 13 (dds) y 4-7-35 en la semana 14 a la 18 (dds). Las
variables evaluadas fueron: el diametro, la altura, niumero de hojas cada 20 dias,
mientras que el peso seco del tallo y raiz asi como el porcentaje de colonizacién se
determiné a los 4 meses después de establecido el experimento, el cual fue disefiado en
un arreglo factorial aleatorizado con base a los 2 factores principales (HMA y
regimenes de fertilizacion). El analisis de los datos buscd el efecto en la regimenes de
fertilizacion (RF), la inoculacion con HMA y en la combinacién de estos dos factores
(RF*HMA) para las variables evaluadas, a través de modelo lineal general (GLM). El
analisis de varianza mostr6 unicamente diferencias estadisticas (p<0.05) entre la
regimenes de fertilizacion 25 ppm con respecto a la 0 ppm. Las especies Acaulospora
mellea, Diversispora spurca y Glomus agregatum fueron las que aportaron el mayor
desarrollo. Con los resultados de este estudio aseveramos las bondades endomicorricicas
nativas, reduciendo eficientemente en 50% la utilizacion excesiva de fertilizantes
contaminantes del medio ambiente y que son utilizadas en la produccién de planta de
Cedrela odorata a nivel nacional. Ademas, estos hongos aportaron las caracteristicas
morfologicas principales para la calidad de planta capaz aumentar la sobrevivencia en
areas degradadas naturales y contribuir en el establecimiento de las comunidades
vegetales nativas dentro de las restauraciones y/o plantaciones forestales comerciales
implementadas en los tropicos mexicanos.

Palabras claves: Cedro rojo, HMA, simbiosis, régimen de fertilizacion, eficiencia
micorricica.



BIOLOGICAL EFFECTIVENESS OF NATIVE STRAINS OF ARBUSCULAR
MYCORRHIZAL FUNGI IN RED CEDAR (Cedrela odorata L.)

Emmanuel Fernandez Cruz

SUMMARY

Due to the importance of the symbiotic interaction of arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) with plant species and the scarce information of the benefits offered by these
fungi in tropical plant species of economic importance and forestry. This study was
aimed to review the effects of some species of native mycorrhizal fungi associated with
Cedrela odorata plants in the initial growth stage from Veracruz state. We used different
fertilization rates represented in parts per million (RF: 0, 12.5, 25, 37.5 ppm) of a 07-07-
17 mixed of fertilizer between 1 to 5 weeks after planting (ap), 20-7-19 in week 7 to 13
(ap) and 04-07-35 at week 14 to 18 (ap). The variables evaluated were: diameter, height,
number of leaves each 20 days, whereas the dry weight of the stem and root as well as
the rate of colonization were determined at 4 months after the experiment set, which was
designed in randomized factorial arrangement based on two main factors (HMA and
fertilization rates). The data analysis sought to effect fertilization rate (RF), inoculation
with AMF and the combination of these two factors (RF * HMA) for the variables
evaluated, through a general linear model (GLM). Analysis of variance showed only
statistical differences (p < 0.05) between fertilization rates 25 ppm with respect to 0
ppm. Acaulospora mellea, Glomus agregatum, and Diversispora spurca were the
species that contributed most with the plant development. With the results of this study
we assert the goodness of native endomycorrhizal reducing by 50% efficiently the
excessive use of fertilizers environmental pollutants and that are used in the production
of plants of Cedrela odorata in Mexico. In addition these fungi provided the main
morphological characteristics of plant quality which can increase plant survival in
degraded natural areas and contribute to the establishment of native plant communities
in restoration and / or commercial forest plantations in the mexican tropics.

Keywords: red cedar, HMA, symbiosis, fertilization regime, mycorrhizal efficiency
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1. INTRODUCCION

El principal problema de bosques y selvas tropicales es la sobreexplotacion de especies
arboreas consideradas preciosas (Martinez y Garcia, 2007) por su calidad, durabilidad y
color de la madera, como el cedro rojo (Cedrela odorata. L) el cual es una especie que
aporta grandes beneficios econdmicos para la industria maderable (Bravo, 2007). Sin
embargo el abasto de esta importante materia prima causa gran erosion al suelo por la
extensa pérdida de cobertura vegetal. Ademas, el cambio de uso de suelo ejercido en las
ultimas décadas por el crecimiento demografico y las plagas propician la degradacion
de los ecosistemas tropicales donde se encuentran las poblaciones de C. odorata con
importancia ecologica y econdmica para los seres vivos, surgiendo la necesidad de
restaurar dichas &reas mediante el establecimiento de plantaciones forestales
conservacionistas y de aprovechamiento forestal comercial (de la Torre et al., 2008). Las
acciones de reforestacion forzosamente requieren planta forestal capaz de adaptarse en
areas deforestadas generalmente con suelos pobres en nutrientes. Esta demostrado que
esta capacidad de adaptacion la proporcionan ciertos microorganismos del suelo como
los hongos micorricicos arbusculares (HMA) al interactuar simbidticamente con el
sistema intra-radical de la mayoria de las plantas (Alarcon et al., 2001). Algunas
ventajas observadas en especies forestales son: la reduccion en la utilizacion de
fertilizantes sintéticos hasta en un 80% dentro de la produccion de planta forestal en
viveros (Guerra, 2008) y les pueden ayudar a mejorar la adaptabilidad al suelo hasta en
un 54% bajo condiciones naturales debido a la simbiosis mutualista ejercida por estos
microorganismos (Monroy et al., 2007).

Investigaciones realizadas por Guadarrama et al., (2004) y Amador (2010), integran
herramientas biolégicas (HMA) en la produccion de plantas de especies tropicales
preciosas en las cuales han demostrando las bondades endomicorricicas reflejadas en las
estructuras morfoldgicas de las plantulas para asegurar su establecimiento en campo;
ellos han utilizado la especie micorricica Rhizophagus intraradices que es
comercializada para cultivos agricolas principalmente, pero no han evaluado la
asociacion de la micobiota arbuscular nativa asociada a C. odorata. Las especies de
HMA nativas identificadas por Méndez (2012), en dos ecosistemas tropicales del estado
de Veracruz aportan beneficios para el sustento de las plantas de C. odorata producidas
en viveros, sin embargo, hace falta evaluar la efectividad de éstas para obtener una cepa
capaz de mejorar los sistemas de produccién de plantula. Por estas razones fue
importante en este estudio documentar la eficiencia de los HMA pertenecientes a la
familias Glomeraceae, Diversisporacea y Acaulosporaceae asociadas a plantulas de C.
odorata a los 4 meses de edad, evaluando para ello el crecimiento, desarrollo y la
factibilidad de reducir las dosis de fertilizante empleadas en la produccion de planta a
nivel nacional a través del uso de HMA.



El andlisis experimental dio pauta para tomar decisiones en cuanto a la agrupacion de
especies de HMA, las cuales aportaron un beneficio maximo en el suministro de
nutrimentos al interior de la raiz y determind que la utilizacion de un consorcio de
especies nativas en la produccién de planta de C. odorata puede ser util para alcanzar los
indices de calidad de planta requeridos en los ecosistemas degradados (Santiago et al.,
2007) y proporcionar la capacidad de adaptacion a un mayor rango de distribucion de la
especie, tanto en suelos fértiles muy humedos como en suelos pobres en nutrientes y
secos con los que cuenta el estado de Veracruz.

Lo anterior permitird apoyar a los programas produccion de planta destinada a
reforestacion, restauracion y plantaciones forestales a mediano plazo de acuerdo a la
politica de desarrollo forestal sustentable para la cual trabajan las dependencias de
gobierno como la CONAFOR a través del programa Pro-Arbol.

Con el fin de contribuir y fortalecer el uso de las herramientas biologicas para el estado
de Veracruz, se planted el presente estudio en el laboratorio de Micologia de la Facultad
de Ciencias Forestales (UANL). Con el que para abordar la problemética mencionada se
establecio lo siguiente:

2. HIPOTESIS GENERAL

Existen diferencias en el crecimiento inicial de C. odorata al utilizar especies de HMA
procedentes de la selva mediana subperennifolia y selva alta perennifolia.

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficiencia de HMA nativos de dos ecosistemas tropicales del estado de
Veracruz donde se distribuye C. odorata.

3.1. Objetivos especificos:

1. Evaluar la respuesta de especies nativas de HMA procedentes de dos
ecosistemas tropicales en plantulas de C. odorata.

2. Determinar el régimen en concentracion de fertilizante adecuado para la
produccién de planta de C. odorata asociada con HMA.



4. REVISION DE LITERATURA

Esta seccion involucra los aspectos mas importantes dentro de esta investigacion,
iniciando con la problematica a la extraccion indiscriminada de especies forestales
preciosas como C.odorata, de la cual se describe su morfologia, usos, importancia, asi
como las acciones que se estan manejando para remediar los dafios causados a dichos
ecosistemas tropicales actualmente perturbados, a través del estudio del funcionamiento
y beneficios tanto de la especies arbOrea en cuestion, como de las micorricicas
arbusculares (MA) las cuales desempefian un papel importante a través de la asociacion
planta-hongo en la restauracion de los ecosistemas tropicales degradados. De esta
manera obtendremos un amplio panorama del contexto en la que se desenvuelve este
estudio.

4.1. Las selvas

Desde los afios setenta, Gomez-Pompa et al., (1972) observaron que los bosques y
selvas tropicales eran amenazados en su biodiversidad, al grado de la extincion de su
flora y fauna, e incluso los mismos autores previeron la desaparicion definitiva de las
selvas si no se tomaban acciones que corrigieran la expansion agricola descontrolada vy,
segun la FAO (1975) la tala indiscriminada de los arboles a causado una grave y extensa
erosion, sequias e inundaciones en las zonas tropicales. Segun estimaciones de la FAO
(1997), en México se perdio la selva himeda a una tasa anual de 630,574 ha, solamente
en el periodo de 1990 a 2000. Calculandose que al inicio del periodo habia mas de 55
millones de hectareas. A esta tasa de deforestacion estimada, se calcula la pérdida de la
cobertura forestal a un ritmo acelerado de 1.1% de las selvas al afo.

En la zona tropical himeda de los estados de Veracruz, Tabasco, Oaxaca y Chiapas, el
13% de la superficie ha sido convertida a terrenos de cultivo y el 19% a terrenos
pecuarios. La reduccion neta de esta transformacion es de 13 millones de ha, es decir,
una disminucion de 68% de la superficie original. Los datos indican que al final de la
década de 1970 y principio de la década de 1980 se deforestd6 40% de la superficie
restante del tropico humedo, dando como resultado en el trépico himedo Veracruzano
que la extension original del territorio se dedique en 26.3% a actividades agricolas,
30.9% a las actividades ganaderas y que 41.6% conserve la vegetacion forestal natural
(Toledo y Ordofiez, 1998 citados por Guevara et al., 2004). En particular, el estado de
Veracruz segun INEGI (2011) consta de 7,182,039.6 ha de las cuales actualmente estan
distribuidas en 37.76% a la Agricultura, 44.98% a los pastizales, 1.99% en Bosques,
1.97% de Selva, .35% Matorral xerofilo. Esto da una idea de la distribucion de las



actividades econdmicas del estado, posiblemente por falta de alternativas en el manejo
de la tierra.

Actualmente, las selvas aun siguen siendo victimas de la deforestacion por causas como
la explotacion forestal indiscriminada y disgénica, cortando principalmente los mejores
individuos de las poblaciones de arboles tropicales maderables considerados especies
preciosas pertenecientes a la familia de las Meliaceas como (Caoba) Swietenia
macropylla King y C. odorata las cuales son muy importantes econémicamente para la
industria maderera (Patifio, 1997; André et al., 2008). Ademas, la degradacién de los
ecosistemas tropicales y &reas donde se distribuyen las poblaciones de C. odorata se
debe a la apertura de campos de cultivo, potreros, el desarrollo de infraestructura urbana
y de comunicaciones, como la construccion de carreteras, presas, caminos, explotacion
petrolera, viviendas, y desde luego los fenémenos naturales entre los cuales destacan los
incendios, las inundaciones, los deslizamiento de tierra y los huracanes (Geist y Lambin,
2001; Patifio, 1997). Para impacto ecoldgico ejercido a través de los afios, se necesita en
la actualidad, la restauracion de dichas areas mediante el establecimiento de plantaciones
forestales para la conservacion y para el aprovechamiento forestal comercial (de la Torre
et al., 2008).

4.2. Generalidades de C. odorata y su importancia

C. odorata es un arbol de hasta 35 m de altura y de 1.7 m de diametro a la altura del
pecho; el tronco derecho forma a veces pequefios contrafuertes poco prominentes, ramas
ascendentes y gruesas; de copa redondeada y densa su corteza externa ampliamente
fisurada con las costillas escamosas (Figura 1), pardo grisacea a moreno rojiza; la capa
interna rosada y cambia a pardo amarillenta, fibrosa y de sabor amarga; de un grosor
total en la corteza de 20 mm (Pennington y Sarukhan, 2005).

Las hojas de esta especie son compuestas, alternas paripinnadas y grandes, hasta de 1m
de largo. Peciolos de 8 a 10 mm de largo, delgados, foliolos 10 a 30 mm opuestos,
oblicuamente lanceolados, cominmente de 4.5 a 14 cm de largo y 2.0 a 4.5 cm de ancho.
Patifio (1997), reporta que en México el periodo de floracién para C. odorata, ocurre
entre los meses de mayo y junio, principalmente en los estados de Guerrero, Veracruz y
Oaxaca; aunque el mayor rango de floracion y de fructificacion se realiza en los meses
de Marzo a Abril. Las flores son masculinas y femeninas en la misma inflorescencia de
hasta 35 cm de largas, los pedicelos son de 1 a 2 mm de largo, tienen el caliz
esparcidamente pulverulento, los I6bulos agudos, pétalos oblongos de color crema
verdoso de 5 a 6 mm de largo. Los frutos, son capsulas con dehiscencia longitudinal
septicida (se abre en cinco carpelos) presentan de 4 a 7 cm de largo; en estado inmaduro,
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poseen un color verde y al madurar se tornan lefiosos de color café oscuro con la
superficie externa lenticelada y lisa; este fruto se desprende una vez liberadas las
semillas, cada fruto tiene de 20 a 25 semillas pequerias y alargadas miden 1.2 a 4.0cm de
largo y entre 5 a 8mm de ancho, con la parte seminal hacia el apice del fruto; la testa es
de color castafio rojizo; el embrién es recto, comprimido, color blanco o crema y ocupa
gran parte de la cavidad de la semilla; tiene dos cotiledones grandes, planos de acuerdo
con Benitez et al.,(2004).

Figura 1.- Estructura morfoldgica de un &rbol de C. odorata.

Se distribuye desde México (latitud 26° N) hasta el norte de Argentina (latitud 28° S),
encontrdndose también en las Islas del Caribe como Cuba, Isla de Pinos, Martinica,
Antigua, las Antillas (Gutiérrez y Ricker, 2012; Pacheco y Brown, 2006). En México se
encuentra desde la vertiente del Golfo en el sur de Tamaulipas y sureste de San Luis
Potosi hasta la Peninsula de Yucatan y en la vertiente del Pacifico desde Sinaloa hasta
Guerrero y en la depresion central y costa de Chiapas (Figura 2). Por lo general crece en
suelos fértiles, con buen drenaje, tanto en bosques tropicales como subtropicales secos y
himedos, y se presenta desde el nivel del mar hasta 1,200 msnm, conviviendo con
especies del genero Pinus (Citron 2008; Patifio 1997; Pennington y Sarukhan, 2005). En
Veracruz se encuentra en las inmediaciones de Cardel, Paso de Ovejas, Actopan, La



Gloria, Cordoba, Tezonapan, Catemaco, San Andrés Tuxtla, Acayucan, y Las Choapas
(Niembro et al., 2010).

Figura 2. Mapa de distribucion de C. odorata L. en México: Tomado de Benitez et al., (2004).

Esta especie tiene una gran importancia econémica debido a que es utilizada para la
industria como materia prima en la elaboracion de muebles finos, instrumentos
musicales especialmente guitarras, chapas decorativas entre otros usos. Por estas razones
Patifio (1997) asegura que esta especie ha sido aprovechada de una manera disgénica por
el alto valor comercial, empobreciendo las areas naturales de bosques y selvas en
México y el extranjero. Desafortunadamente, en los Ultimos afos, estos ecosistemas han
sido impactados hasta en un 50% debido a las altas tasas de deforestacion quedando solo
relictos de poblaciones en sitios poco accesibles (Mas et al., 2003; Velazquez et al.,
2001). La degradacion de selvas esta asociada principalmente a los cambios en el uso del
suelo con fines para la agricultura (Martinez et al., 2009). En estos suelos, existe una
excesiva aplicacion de fertilizantes inorganicos que repercuten en el empobrecimiento a
gran escala (Pimentel et al., 2005). Otro de los factores que ha impactado a estas selvas,
es la ampliacion de pastizales para la ganaderia, especificamente en estados del sureste
Mexicano, donde mas del 80% de su superficie en mas de 30 afios. Lo anterior ha
propiciado una disminucion de los contenidos de materia organica y de nitrégeno, cuyos
componentes son esenciales para el desarrollo de las plantas (Salazar et al., 2004).

4.3. La reforestacion en ecosistemas tropicales y los HMA

La presion demografica derivada de las actividades economicas ha sido evaluada por
diversos autores como: Martinez y Ramirez (2001); Geist y Lambin (2001); Geist y



Lambin (2002); Hafich et al., (2012); los cuales aseveran que es la causa de la creciente
deforestacion en las selvas tropicales, debido a la demanda de madera y productos no
maderables. La problematica antes mancionada, confirma la necesidad de realizar
plantaciones y elaborar programas de reforestacion, los cuales, frecuentemente no han
obtenido los resultados esperados por diferentes causas como: el ataque de plagas, baja
fertilidad de los sitios de establecimiento y la falta de practicas adecuadas de produccion
de plantulas en vivero, haciendo que existan bajas tasas de supervivencia y crecimiento
en campo (Mexal et al., 2002) . Dichas consecuencias son afirmadas puesto que a nivel
nacional la supervivencia de plantulas en el campo Mexicano es de 55% segun el V
informe de gobierno (2011). El anterior porcentaje de sobrevivencia en campo es
aplicable a las plantaciones o reforestaciones hechas con C. odorata, la especie forestal
tropical mas empleada para la reforestacion y plantaciones comerciales en diversas
regiones tropicales de México y otros paises Latinoamericanos (Rodriguez et al., 2011),
cuyas maderas poseen un alto valor econémico en mercados internacionales (Chapela,
2012).

El éxito de la supervivencia de plantulas en campo aumenta con el uso de hongos
micorricicos arbusculares (HMA) hasta en 54% (Monrroy et al., 2007) formando
asociacion simbidtica a través de las raices secundarias de la mayoria de las plantas, esta
asociacion data de afios prehistéricos (Bonfante y Genre, 2008), la cual ha evolucionado
a través de los siglos para mejorar la aptitud de las especies vegetales y de los hongos
simbiontes (Johnson et al.,1997), al grado de depender un organismo del otro, como la
especie Leucaena leucocephala que es altamente dependiente de la micorrizacién
(Brundrett et al.,1994). Existen diversos trabajos que explican los beneficios de los
HMA mejorando la productividad de la planta pero esto no siempre es el caso, puesto
que también se consideran parasito sobre las plantas cuando el costo de la simbiosis
supera los beneficios ofertados por el simbionte (Johnson et al., 1997). Por esta razon se
tienen que evaluar las posibilidades de integrar paquetes biotecnolégicos como los HMA
en la recuperacion de ecosistemas tropicales degradados, empezando por los sistemas de
produccién de planta forestal en el pais.

4.4. Hongos micorricicos arbusculares

El vocablo micorriza formado etimoldgicamente del término griego “mykos” (hongo) y
del vocablo latino “Rhiza” (raiz) fue presentado por primera ocasion por el botanico,
patologo y micologo Aleméan Albert Bernard Frank en 1885 para designar “la asociacion
que se producia entre las hifas de algunos hongos del suelo con los 6rganos subterraneos
de la gran mayoria de las plantas superiores”. Segin Alarcon et al., (2001) dicha
asociacion es mutualista dados los beneficios que reporta la misma para ambos



participantes, y comprende la penetracion radical por parte del hongo y la carencia de
respuesta perjudicial hacia éste por parte de la planta hospedera. De acuerdo a Read
(1999), las micorrizas (termino que se refiere a la asociacion planta-hongo) se dividen en
tres grupos fundamentales segun la estructura de la micorriza formada: Ectomicorrizas o
formadoras de manto; Ectendomicorrizas, que incluye Arbutoides y Monotropoides; y
las Endomicorrizas, caracterizadas por la colonizacion intracelular del hongo, y que a su
vez se subdividen en Ericoides, Orquidoides y Arbusculares; estos ultimos formadores
de las llamadas micorrizas arbusculares (HMA).

La primera evidencia inequivoca de HMA en una simbiosis endomicorricica, trasciende
de fosiles del periodo Devonico Inferior (Parniske, 2008) con mas de 400 afios de
antigliedad, indicando que la transferencia de nutrientes es un fenémeno antiguo que
pudo haber estado en existencia cuando las plantas invadieron la tierra (Taylor et al.,
1995). Asi mismo, el hecho de que mas del 90% de las plantas terrestres (fitobiontes)
tengan uno o0 mas de estos hongos asociados (micobiontes), muestra la eficiencia de esta
asociacion mutualista, su globalidad y la estrecha coevolucion planta-hongo micorricico,
asi como su relevancia en el reino vegetal (Montafio et al., 2007). Con estos
antecedentes nos damos cuenta que por mas de 100 afios se han estudiado los
micobiontes asociados a las plantas.
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Figura 3.-Diagrama sindptico de la clasificacion de los hongos micorricicos arbusculares.
Tomado de Young (2012).

La endomicorrizas se caracterizan por colonizar intracelularmente el cortex radical o sea
que no hay manto externo que pueda verse a simple vista. Las hifas se introducen
inicialmente entre las células de la raiz, pero luego penetran en el interior de éstas,
formando vesiculas alimenticias y arbusculos. Por ello este grupo se las conoce también
como micorrizas vesiculo-arbusculares (MVA) los cuales constituyen la simbiosis méas
extendida sobre el planeta encontrandose colocados dentro del phylum monofilético, los
Glomeromycota (Figura 3) (Parniske, 2008; Schuf3ler y Walker, 2010).

4.4.1. Estructuras y pasos de la simbiosis micorricica arbuscular

Durante la simbiosis micorricica segun Perniske (2008) se desarrollan los siguientes
procedimientos en las estructuras especializadas de los HMA (Figura 4):

1.- Esporas. Las esporas son el fruto del hongo que forman el principal fuente de in6culo
(Méndez, 2012) las cuales, con las fitohormonas estrigolactonas exudadas de las raices
inducen o inhiben la germinacion y la ramificacion de las hifas, aumentando su actividad
fisioldgica (Giovanetti et al., 1993).

2.- La identificacién molecular de factores de sefializacién en hongos que inducen las
respuestas especificas (en conjunto, llamados factores Myc) para la simbiosis
micorricica se hicieron evidentes en experimentos donde se detectdé el gen Enodl11-
promotor GUS (b-glucuronidasa) el cual se activa en la proximidad de las hifas de los
hongos. Este factor Myc se encontré que era una molécula difusible que en la activacion
transcripcional induce simbiosis de genes relacionados (Kosuta et al., 2003). En este
paso las moléculas difusibles liberadas por el hongo micorricico son percibidas por las
células de raices de la planta hospedera a través de la sefializacion del calcio. (Novazio
et al., 2007).

3.- La formacion de apresorios o hifopodios, es el contacto realizado después de la
sefializacion entre hongo-planta, por las hifas maduras del hongo (Perniske, 2008).

4.- Como consecuencia de la quimica secuencial y la estimulacion mecéanica, las células
vegetales producen un aparato de pre-penetracion (PPA). Posteriormente, una hifa
fangica que se extiende desde el hifopodio entra en la PPA, la cual guia al hongo a
través de celulas de la raiz hacia la corteza. Aqui, el hongo sale de la célula de la planta
y entra en el apoplasto, donde se ramifica y crece lateralmente a lo largo del eje de la
raiz. Estas hifas inducen el desarrollo de PPA como las estructuras internas de las células



corticales, para posteriormente pasar a estas células y formar arbusculos (Giovanetti et
al., 1993).

5.- El hongo se adentra en las células internas de la corteza donde se ramifica
dicotbmicamente en abundancia dando una forma de arbol, pudiendo llenar por
completo el espacio de las células corticales, posiblemente buscando un gradiente de
azucar radial entre el tejido vascular y la capas exteriores de células que pueden estar
involucrados en la introduccion de las células del hongo y la formacién de arbusculos
Los arbUsculos se proponen para ser el lugar clave de intercambio bidireccional de
carbono entre las células de las raices y las hifas de hongos micorricicos arbusculares
(Blee y Anderson, 1998).
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Figura 4.- Pasos en el desarrollo de micorrizas arbusculares (MA).Tomado de: Perniske (2008).

6.- Las vesiculas, que se proponen para funcionar como 6rganos de almacenamiento de
los hongos, son a veces, pero no siempre, formadas en MA y estan presentes en el
apoplasto (Figura 5). Nuevas esporas se sintetizan tipicamente fuera de la raiz de la
planta en el extremo delantero de las hifas fungicas individuales (Perniske, 2008).

Plasmodesma Tira Casparian  Pared celular

Camino apoplastico (a través de las células) Citoplasma
= Camino simplastico (a través del citoplasma)

Figura 5.- Las vias apoplasticas y simplastica son caminos paralelos para la absorcién de agua y
nutrientes. Tomado de: Tack y Meers (2010).
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4.4.2. Factores perjudiciales para el proceso de la simbiosis micorricica
arbuscular en las planta

Los HMA son microorganismos obligados simbiéticos del suelo que colonizan las raices
de la mayoria de las plantas (Moucheshi et al., 2012) proporcionando a la planta
huésped mayor capacidad para absorber agua y nutrientes del suelo; de manera reciproca
la planta proporciona fuentes de carbono solubles al hongo. Sin embargo, existen
condiciones adversas en los suelos naturales debido al constante cambio ambiental del
suelo con respecto a la humedad, la temperatura, la disponibilidad de nutrientes,
manipulacion del suelo por las préacticas agricolas. Con la intencién de mejorar los
suelos para el rendimiento de los cultivos se agregan productos quimicos toxicos para las
plantas, afectando la funcion de los microorganismos simbiontes micorrizégenos debido
las condiciones edaficas modificadas tales como: la composicion del suelo, la humedad,
la temperatura, el pH, capacidad de intercambio cationico, y también por factores
estresantes antropogénicos incluyendo la compactacion del suelo, metales y pesticidas
(Entry et al., 2002; Prasad et al., 2011).

El fésforo en el suelo es el principal macronutriente para todos los organismos (Vance et
al., 2003) sin embargo en exceso limita la produccion de propagulos infectivos de HMA
segun los resultados encontrados por Arriaga et al., (2009). He aqui donde surge la
necesidad de llevar a campo planta inoculada artificialmente, pues las perturbaciones
afectan la cantidad de inoculo y especies nativas, las cuales siempre estan en
condiciones de estrés dentro de los ecosistemas tropicales degradados (Cuenca et al.,
2003; Ramos y Guadarrama, 2004)

4.4.3. Beneficios entre micorrizas y su hospedero

Los HMA son mutualistas por las transferencias de carbono organico (C) que la planta
entrega al hongo y el fosforo (P) que se entrega en la direccidn opuesta (Smith y Smith,
2012), formando el grupo de microorganismos generalista con mayor abundancia y
responsables de la dependencia micotréfica del 90% de las plantas terrestres del planeta
(Montafio et al., 2007). Debido a la actividad del micelio externo del hongo se provee
mayor capacidad de absorcion de los nutrimentos del suelo mediante la red de hifas que
el hongo pueda generar (Alarcon y Ferrera, 1999). Estas hifas extra radicales
procedentes de los hongos tienen una mayor habilidad, comparado con las raices, para
explorar el suelo y tomar nutrimentos minerales que se difunden muy lento en la
solucion del suelo (Ramos y Guadarrama 2004).
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Segun Atleklett y Wallander (2012) a través de la utilizacion de HMA se optimiza la
absorcion de nutrientes como el nitrogeno (N), lo cual repercute en una mayor
produccion de biomasa y colonizacion de HMA en la planta. Salgado et al., (2012)
encontraron que la alta concentracion de nitrégeno N inhibe dicha colonizacion por R.
intraradices sin incrementar el crecimiento de la planta. El potasio (K) en
concentraciones bajas es optimizado en la planta incrementando hasta un 26% el
contenido de materia seca (Sarikhani y Aliasgharzad, 2012). El fosforo (P) es un macro
nutriente importante para todos los organismos y sirve para multiples funciones como
elemento estructural clave en los acidos nucleicos, fosfolipidos, enzimas y coenzimas.
Estd implicado en el metabolismo energético, la activacion de intermediarios
metabdlicos y cascadas de transduccion de sefial. Por lo tanto, una fuente fiable de
fésforo y el mantenimiento de fosforo celular en la homeostasis es esencial para la vida.

La velocidad de absorcion de fosfato por las raices en crecimiento es mucho mas alta
que la tasa de difusion suelo fosfato, lo que resulta en la formacién de una zona de
agotamiento en el nivel de sistema de la raiz y, en consecuencia, limita el suministro de
fésforo a la planta. Los HMA optimizan el transporte de fosfatos al interior de la raiz
(Karandashov y Bucher, 2005). El fosfato es probablemente transportado dentro del
hongo como polifosfato (polipo), y una vez en las hifas intra-radical de las cadenas
largas estan hidrolizadas, facilitando la transferencia de la planta huésped (Harrison y
van Buuren, 1995; Ohtomo y Saito, 2005). El beneficio de la simbiosis es mas visible
cuando éstos se encuentran en suelos deficientes en fosforo; en esta condicion, plantas
inoculadas con HMA presentan mayores tasas de crecimiento (Alarcon y Ferrera, 1999)
pues con la asimilacion de otros elementos con poca movilidad edafica como Cu, Zn, K,
Ca, Fe y Mg (Flores y Cuenca, 2004; Hernandez y Salas, 2009) y otros micronutrientes
como Mo, B en cultivos u organismos vegetales mediante hifas extra radicales del hongo
hacia el interior de la raiz, lo cual se ve reflejado en una mayor biomasa (Koide, 2006;
Marin, 2005; Sanchez et al., 2006). Los hongos micorricicos puede desempefiar un papel
importante en la proteccion de las plantas contra la contaminacion de arsénico (AS)
(Chen et al., 2007). En la produccion de planta forestal las dosis de fertilizantes se
pueden disminuir hasta en 50 u 80% con la utilizacion de HMA (Guerra 2008).

Las HMA se han estudiado como biocontrol de enfermedades de la raiz (Montafio et al.,
2007) principalmente en cultivos agricolas como el jitomate donde segun Gémez et al.,
(2008) afirma que las plantas de jitomate aumentan su colonizacién por HMA en las
raices de la planta infectadas por el patdogeno Phytophthora capsici, lo que puede
deberse a la competencia por compuestos de carbono, lo que puede ser una de las causas
de la reduccion en el desarrollo del patdgeno en plantas micorrizadas, ya que el
crecimiento de ambos organismos simbiontes y patdgenos, depende de los fotosintatos
disponibles en el hospedero. La pudricion de la raiz por Fusarium oxysporum f. sp.
asparagi en plantulas de Asparagus officinalis fue disminuida en la plantas inoculadas
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con HMA segin Mohammad y Matsubara (2012). Algunos géneros micorricicos
arbusculares como Funneliformis mosseae, Rhizophagus intraradices y Gigaspora rosea
colonizaron en diferentes niveles la raiz de las plantas de cebada sin embargo, todos los
hongos micorricicos arbusculares reduce claramente el nivel de las lesiones de la raiz
debido al patdgeno Gaeumannomyces graminis. Estos resultados obtenidos por
Castellanos et al., (2012) indican que algunos hongos micorricicos arbusculares
necesitan altas tasas de colonizacién de raiz para proteger a las plantas contra hongos
patdgenos, mientras que otros actlan en bajas tasas de colonizacion de raices.
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red alimenticia del
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Influencia del hongo
micorricico en la comunidades
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Figura 6.- Descripcion general de diversos mecanismos (incluyendo procesos hipotéticos) que
son mediados por las hifas e influyen en la formacion de macroagregados y microagregados del
suelo. Tomado de Rilling y Mummey (2006).

La simbiosis mutualista por HMA altera las relaciones hidricas, independientemente del
estadio de la planta, siendo de gran valor ecolédgico ya que favorece el establecimiento,
vigor, productividad y supervivencia de las plantas en un medio con condiciones
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limitadas de agua (Ramos y Guadarrama, 2004) o el exceso de ella debido al cambio
climético (Martinez, 2011). Otro factor ambiental es la salinidad del suelo excesiva que
afecta a la creacion, el desarrollo y crecimiento de las plantas, lo que resulta en
importantes pérdidas en la productividad, sin embargo microorganismos como los HMA
puede proteger a las plantas contra la salinidad, aliviando el estrés oxidativo inducido
por la sal (Abdel y Chaoxing 2011; Ruiz et al., 2012)

Una de las funciones méas importante de los HMA se refleja en la fisiologia y morfologia
de la planta huésped modificando la raiz, a través de la cual ayuda a la restauracion del
suelo a nivel ecosistema y mediante las hifas extra radicales que participan como el
principal mecanismo para atrapar y enlazar jerarquicamente micro y macroparticulas,
debido a la produccién y exudado de la proteina Glomalina. Los mecanismos en la
estructuracion del suelo se dividen en procesos fisicos, bioguimicos y biolégicos; asi
como sus interacciones resaltadas (Figura 6) (Riiling, 2004; Rilling y Mummey, 2006).

4.5. Los HMA en la restauracion de ecosistemas tropicales

Existen algunos trabajos de restauracion en los ecosistemas tropicales donde la principal
herramienta es la utilizacion de hongos micorricicos arbusculares asociados a plantulas
de importancia econémica en los tropicos. Los resultados obtenidos muestran los
beneficios ecofisiologicos de la inoculacion con estos hongos en diferentes especies
lefiosas vegetales.

Conocer la respuesta de cuatro especies forestales tropicales de Costa Rica a la
aplicacion del Rhizophagus fasciculatum en vivero y campo fue el objetivo de
Hernandez y Salas (2009). En la fase de vivero se evallo el didmetro basal, altura total,
peso seco del follaje y radicular, absorcién de nutrimentos en el follaje y el sistema
radicular. En campo se cuantifico altura total, didmetro, y absorcion de nutrimentos en el
follaje. Los resultados mostraron mayores incrementos promedio en todos los
tratamientos inoculados (ronrén, Astronium graveolens, la teca, Tectona grandis y el
amarillon, Terminalia amazonia) asi como en la absorcién de nutrimentos como el Mg,
Cu, Zn, Mn y Fe, tanto en el follaje como en el sistema radicular.

En la reserva de la biosfera de Chamela-Cuixmala en México fueron inoculadas en
vivero seis especies tropicales con especies micorricicas procedentes del sitio destinado
a la reforestacion donde Huante et al., (2012) después de un afio de evaluacion
determino que las especies involucradas en el experimento difieren en su capacidad para
beneficiarse de los HMA vy la mayor capacidad de respuesta en altura de la planta y la
produccién de hojas fue exhibido por las especies de crecimiento lento Swietenia
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humilis, Latiflora Hintonia y Cordia alliodora. Al final de la temporada de crecimiento
(noviembre), la altura de las plantas de las especies de crecimiento rapido Tabebuia
donnel-smithii, Ceiba pentandra y Guazuma ulmifolia no fueron influenciados por
HMA. Sin embargo, los in6culos de HMA aumentaron la produccion de hojas de todas
las especies vegetales, independientemente de las caracteristicas funcionales de las
especies, lo que sugiere un mejor aprovechamiento del espacio sobre el suelo y la
generacion de un ambiente limitado luz bajo el dosel, lo que contribuyo a la supresion de
pastos. La inoculacién de las plantulas sembradas en areas de pastizales abandonados se
recomienda para la restauracion ecoldgica debido a la alta capacidad de respuesta de
crecimiento de las plantulas en la mayoria de las especies.

En Los Tuxtlas, Veracruz Alvarez et al., (2007) analizaron el efecto de los hongos
micorricicos arbusculares sobre el crecimiento y la supervivencia de dos especies
plantulas (Piper auritum y Rollinia jimenezzi) en la primera etapa en invernadero donde
el factor de micorrizacion produjo diferencias significativas en el peso seco foliar y
proporcion del area foliar, posteriormente fueron trasplantadas en areas degradas
derivadas de las selva tropical humeda destacandose las plantas micorrizadas con
diferencias significativas en tres de las variables dasométricas de la planta y aumento la
sobrevivencia de las mismas en campo. Se determino que la utilizacion de diferentes
gremios tiene mayores posibilidades de éxito en la restauracion debido a las respuestas
ecofisioldgicas diferentes de acuerdo a las condiciones ambientales.

Los trabajos realizados en las selvas se enfocan a la restauracién ecoldgica la cual se
define como “la recuperacion de un ecosistema que ha sido perturbado, degradado o
destruido tomando en cuenta la biodiversidad y procesos ecoldgicos haciendo énfasis en
la sucesion para tratar de reproducir un ecosistema igual al perdido”, de esta manera se
trata de establecer una comunidad vegetal que contemple las especies de los diferentes
estadios sucesi6nales junto con especies que hayan permanecido después de los
disturbios. El suelo es un factor determinante en la restauracién pues requiere del
desarrollo de una vegetacion nativa (Martinez y Garcia, 2007) para construir un
ecosistema lo mas parecido al que anteriormente existi6 (Bradshaw, 1997,
Hanselwandter, 1997 citados por Alvarez et al., 2007). Los HMA colonizan una gran
variedad de especies vegetales, sin embargo, se sabe que la magnitud de los beneficios
que aportan estos simbiontes a su hospedero depende directamente de la preferencia
entre colonizador simbionte-huésped planta y viceversa, determinando el éxito ecolégico
de ambas especies, asi como la estructura de la comunidad fungica y vegetal en el
ecosistema (van der Heiiden, 1998).

En las selvas los HMA forman simbiosis micorricica con la mayoria de las especies
vegetales (Alvarez et al., 2007) ayudando principalmente en la adquisicion de los
nutrientes y agua (Smith y Smith, 2012). Por estos resultados observados se puede
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determinar que, la utilizacion de HMA en la produccion de plantulas aportan un
establecimiento y crecimiento vegetativo exitoso (Ramos y Guadarrama, 2004)
determinando el rumbo de las comunidades vegetales y micro fungicas en la sucesion
ecologica (Aziz et al., 1995).

4.6. Produccion de planta tropical asociada con HMA destinada a la restauracion
de ecosistemas tropicales.

El éxito del establecimiento de las plantas en ecosistemas tropicales degradados depende
la interaccion con microorganismos del suelo. Se sabe que los microorganismos que
destacan en los suelos tropicales son hongos micorricicos arbusculares (Alexander y
Lee, 2005). La simbiosis mutualista entre planta y hongo ha sido estudiada ampliamente,
sin embargo no han sido aplicadas por los programas de reforestacion y restauracion a
suelos degradados tropicales, posiblemente por la dificultad para ser manipulados y
producirlos a gran escala (Chanway et al. 1991 citado por Ramos y Guadarrama, 2004).

En México, los esfuerzos para alcanzar la sustentabilidad se limitan a la produccion de
biofertlizante de indole agricola, como lo hace la compafiia Mexicana Biosustenta que
inauguro la segunda mayor planta de biofertilizante “in vitro” del mundo en el estado de
Michoacéan, especializada en la produccion de hongos micorricicos y bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, donde se producen especies con eficiencia
comprobada en la colonizacion y los beneficios en plantas de importancia agricola
(SAGARPA, 2012) dejando de lado la produccion de in6culo para especies forestales lo
que repercute en una nula utilizacién de estos hongos en programas de restauracién con
planta forestal tropical a gran escala (Ramos y Guadarrama, 2004). Los estudios para la
produccion de especies nativas son escasos, a pesar que deberian ser la prioridad en la
produccion de biofertilizantes ya que se asegura el éxito en el desarrollo de la asociacién
y con ello el mejor desarrollo de las especies vegetales. (Urgiles et al., 2008). Lograr
esto, implica un conocimiento basico de la riqueza y abundancia de especies de hongos
micorrizdgenos presentes en las selvas de Veracruz y de sus efectos sobre las posibles
plantas hospederas (Méndez, 2012). Es indudable que falta informacion para el manejo y
produccién de inoculantes de hongos micorrizdgenos, pero es imprescindible tomar en
cuenta la importancia de esta asociacién en programas de manejo de ecosistemas
naturales, como son la repoblacion y restauracion de ambientes tropicales deteriorados
(Ramos y Guadarrama, 2004).

El trabajo de Meéndez, (2012) proporciona la base para el manejo de hongos
micorrizdgenos nativos propios de C. odorata reflejando la alta diversidad micorricica
presente dentro de los ecosistemas tropicales del estado de Veracruz, la cual es
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indispensable para entender la interaccion planta-microorganismo y con ello la funcién
que cumple en el manejo, conservacion y propagacion de especies forestales en areas
con algun disturbio. EI mismo autor asegura que existe una fuerte relacion micorricica
entre estos hongos y C. odorata; ante ello, sugiere replicar estos hongos para utilizarlos
en la produccion de plantulas, a fin de lograr una mejor adaptacion al establecerlas en
condiciones naturales.

4.7. Produccion de planta en viveros forestales y el manejo de HMA

En el 2007 los viveros del pais produjeron 186.3 millones de plantulas para el programa
Pro-Arbol, de las cuales 23.7 millones de plantulas (12.7%) fueron de C. odorata,
Veracruz fue uno de los estados mas apoyados para reforestaciones ese afio segun el
Informe para la Auditoria Superior de la Federacion (2009). La Numeralia Historica del
Anuario Estadistico de Veracruz Ignacio de la Llave del 2011 (SEFIPLAN, 2011) indica
que la demanda de planta forestal aumento méas de 2.3 veces con respecto al afio 2010.
Dicha demanda es abastecida por 65 viveros reconocidos oficialmente por la
CONAFOR segun INEGI, (2011) de los cuales se pueden detectar 26 viveros en
distintos municipios del estado que producen plantas comunes tropicales, sin embargo es
probable, segln el estudio realizado por Rodriguez en el 2010 que solo 12 viveros del
estado de Veracruz, también produzcan plantulas de C. odorata, dicho por la
especialidad de estos en la produccion de planta de Swietenia macrophylla, cinco
vinculados a la Secretaria de Desarrollo Agropecuario Rural Forestal y Pesca
(SEDARPA) vy siete a la Comisién Nacional Forestal (CONAFOR). Logrando una
produccién aproximada en el 2011 de 6 millones 953 mil plantas de C. odorata para
todo el estado de Veracruz (SEFIPLAN, 2008; SEFIPLAN, 2011) destinadas a la
reforestacion y/o las plantaciones forestales comerciales.

4.7.1. El sustrato en la produccion de planta forestal

El sustrato es el soporte fisico para el cultivo de las plantas en contenedor. Este término
se aplica en la produccion de planta en vivero, se refiere a todo material sélido diferente
del suelo que puede ser natural o sintético, mineral u organico y que colocado en un
contenedor, de forma pura 0 mezclada, permite el anclaje de las plantas a través de un
sistema radical. (Pastor, 1999)

Las funciones méas importantes de un sustrato en la produccion de plantulas son el
proveer el agua suficiente a la semilla y posteriormente a la plantula, al mismo tiempo
suministrar los nutrimentos necesarios para el buen desarrollo y crecimiento,
permitiendo el buen intercambio gaseoso entre la atmosfera y el sustrato (Rodriguez et
al., 2010; Berrospe et al., 2012).
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En el estado de Veracruz el 58 % de los viveros forestales pertenecen a CONAFOR vy
utilizan la denominada “Mezcla base” (Cuadro 1) compuesta por Peat moss, Vermiculita
y Agrolita, pues es la mezcla que mejores resultados a presentado segun los reportes de
los viveros forestales militares de Sayula y Jamay Jalisco, ademas de su facil trabajo y
prevencion de patdgenos como el Fusarium sp. causante del Damping-off (Rodriguez,
2010; Aldama y Aguilera, 2003).

Cuadro 1.- Componentes del sustrato empleado en la produccion de planta forestal en los viveros
de la CONAFOR.

Material Mezcla base
Peat moss 61%
Vermiculita (grado medio) 21%
Agrolita 18%
Osmocote® (17-7-12)* 4.73 gr/litro de mezcla base

*Concentracion del fertilizante de liberacion controlada.

Segln Zamora et al., (2005) la mezcla de Peat moss y Agrolita cuentan con las
caracteristicas fisicas y quimicas de cada componente (Cuadro 2,3) ideales para la
produccién en contenedores de cualquier tipo de planta debido a las condiciones de
aireacion, espacios porosos, cantidad de materia organica y el volumen de agua
disponibles una vez mezclados de acuerdo a las proporciones requeridas para la especie
vegetal a cultivar (Cuadro 4).

4.7.2. Caracteristicas del sustrato mezcla base utilizado por CONAFOR

La mezcla base es la combinacion del sustratos quimicamente inertes y activos; los
sustratos quimicamente inertes actian como soporte de la planta, no interviniendo en el
proceso de adsorcion y fijacion de los nutrientes, por lo que han de ser suministrados
mediante la solucion fertilizante. Los sustratos quimicamente activos sirven de soporte a
la planta pero a su vez actian como depdsito de reserva de los nutrientes aportados
mediante la fertilizacién almacenandolos o cediéndolos segln las exigencias del vegetal
(Toledo, 2006). Posee una elevada capacidad de intercambio cationico, favoreciendo un
mejor aprovechamiento de los fertilizantes, pH optimo, conductividad eléctrica idonea,
evitando problemas de salinidad (AGROLITA).

Actualmente segin Rodriguez et al., (2010) en viveros con un mayor nivel de
tecnificacion se utilizan mezclas de sustratos artificiales como vermiculita, agrolita y
peat-moss en sustitucion de suelo forestal debido a la facilidad de operacién y
prevencion de los patdgenos. Sin embargo, estos sustratos carecen de propagulos
micorricicos y de nutrientes esenciales para el funcionamiento de la simbiosis.
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Adicionalmente cuando estos sustratos son usados para la preparacion de indculos
micorricicos su efecto en la colonizacion de las raices es aun contradictorio y ha sido
poco estudiado (Corkidi et al., 2004).

Cuadro 2.- Propiedades Quimicas por componentes del sustrato mezcla base.

Sustrato pH CE MO Ca Mg K P CiIC
Peat-moss 450 229 09388 220 40.11 131.77 4.30 -
Agrolita 8.05 0.11 - 16.6 10.09 156 0.11 -
Vermiculita* 7-7.2 - - 146 2337 246 >.43 80-120 meq/l

Tomado de Zamora et al., (2005) y *Tomado de (Agrolita 2). Componentes del cuadro, pH:
potencial hidromico, CE: conductividad eléctrica, MO: materia orgénica, CIC: coeficiente de
intercambio cationico.

Cuadro 3.-Propiedades Fisicas por componente del sustrato mezcla base.

Densidad (gr.cm?)

Sustrato -
Aparente Real Porosidad% AR% CA% EPT% MS%
Peat-moss 0.11 1.56 93 13.46 421 9295 7.05
Agrolita 0.18 1.03 82 1428 27.10 8252 17.48
Vermiculita* 90- .100- - 350 - - -

140kg/m*® 118 litros/m®

Tomado de Zamora et al., (2005) y *Tamado de Toledo, (2006). Componentes del cuadro AR:
agua retenida, CA: capacidad de aireacion. EPT: espacio poroso total, MS: material solido.

Cuadro 4.- Propiedades fisica y quimicas del sustrato Mezcla base
Propiedades Fisicas

Densidad .09 g/cm®

Porosidad 70-75 %

Retencién de Humedad 45%
Propiedades Quimicas

pH 5.1-6.1

CE .87 ds/m

CIC 73-79 meq/100gr

Tomado de AGROLITA (1), Componentes de cuadro pH: potencial hidrémico, CE:
conductividad eléctrica, CIC: coeficiente de intercambio catidnico.

4.8. Fertilizacion en la produccion de planta forestal tropical nacional
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La produccién de planta en los viveros oficiales en contenedores que utilizan como
medio de crecimiento sustratos inertes los cuales no aportan nutrientes a las plantas, se
hace fundamental la préctica de fertilizacion para el cultivo (Aldama y Aguilera, 2003).
El siguiente Cuadro (5) muestra las fertilizantes empleados en la produccion de planta,
los cuales tienen un alto porcentaje de (P) fosforo en la fase de desarrollo inicial y de
endurecimiento, seguramente porque es un nutriente esencial para el crecimiento de las
plantas (Harrison y van Buuren, 1995). Sin embargo, en la produccion de planta forestal
micorrizada es necesario reducir el porcentaje de P en las formulas de fertilizantes
utilizadas, ya que a mayor concentracion de P disminuye el porcentaje de colonizacion
de HMA (Lucas, 2011).

Cuadro 5- Programa de fertilizacion para especies forestales tropicales CONAFOR

.. . Fertilizante para
Concentracion Gr/Litro

Fase de Etapade  Duracién Fertilizante R dad Si diferentes cantidades
desarrollo Aplicacién  (semanas) (Formula) ecomendaca . _|n de solucion (Kg)
de N (ppm) dosificador
0L 20L 30L
GerminaCién 1 1-3 Sin fertilizante
Crecimiento 1 46  7-40-17 25 035 35 714 V7
inicial 1
Crecimiento 1 710 20-7-19 50 025 250 500 .750
rapido
Endurecimien 1 11-16 47535 50 195 1.25 250 3.75
to 0 0 0
lignificacion 2 14-16  sinfertilizante

Tomado de Aldama y Aguilera, (2003).

Los HMA son capaces de optimizar la absorcion de P del suelo debido a los cambio
bioquimicos de la raiz efectuados por el hongo (estos cambios son explicados en el
subtema 4.4.3) (Vance et al., 2003). Por estos motivos Miyasaka et al., (2003)
recomienda en la produccion de indculo micorricico arbuscular, aplicaciones de
fertilizantes que contengan de 5 a 6 % de P.

4.9. Antecedentes del uso de HMA en plantas de C. odorata

En el bosque tropical himedo de Dantas, Huanuco, Perd se evalud la presencia de
hongos micorrizicos en asociacion simbiotica con las especies C. odorata, Copaifera
reticulata y Cedrelinga catenaeformis para determinar el tipo de micorriza, registrar y
cuantificar los propagalos de micorrizas versiculo arbusculares en el suelo, asi como
cuantificar la infeccion micorricica en las raices de las especies estudiadas. C. odorata y
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Cedrelinga catenaiformis presentaron HMA y Copaifera reticulata presento HMA e
indicios de micorriza ectotréfica (ME); se hallaron nodulos fijadores de nitrégeno en
Cedrelinga catenaeiformis. El potencial de indculo de HMA en el bosque de Dantas fue
alto. Se aprecid una relacion inversa entre el nimero de propagulos y las condiciones
edéaficas del bosque. (Mecinas et al., 1991).

Se estudiaron las relaciones entre las plantas y micorrizas arbusculares (MA) la
diversidad de hongos, y sus efectos sobre la funcién del ecosistema, en una serie de
réplicas de parcelas forestales tropicales en la Estacion Bioldgica La Selva, Costa Rica.
En dichas parcelas tenemos los monocultivos replicados de cada una de las tres especies
de &rboles de importancia comercial: C. odorata L. (Meliaceae), Cordia alliodora (R &
P) Cham. (Boraginaceae); Hyeronima alchorneoides Allem&o (Euphorbiaceae). Las
parcelas tenian 12 afios de edad y eran monocultivos de tres especies de arboles o
policultivos de las especies de arboles con dos especies de sotobosque adicionales. El
indice de diversidad de Shannon de la comunidad de esporas de HMA marco diferencias
significativas entre las tres especies de arboles, pero no fue significativamente diferente
entre parcelas de monocultivo y policultivo. La comunidad de especias de HMA se
conformo por 16 morfo especies, sin embargo las especies que mayormente componen
la comunidad son Acaulaspora morrowiae, A.scrobiculata, A.spinosa, A.mellea,
P. ‘occultum-like’, and G. ‘etunicatum/geosporum-like’ representando el 90% de las
esporas de la comunidad (Lovelock y Ewel, 2005).

En el Campo Experimental EI Palmar, INIFAP, ubicado en Tezonapa, Ver. Se evaluaron
tres métodos de inoculacion de micorriza (R. intraradices) en la produccion de plantas
de C. odorata en contenedor de 310 ml, donde se establecié un disefio experimental
completamente al azar con 4 tratamientos: T1 inoculacién en sustrato; T2 inoculacion en
riego; T3 inoculacién en semilla y T4 testigo. Las mediciones se realizaron cada 15 dias
evaluando las variables altura, numero de hojas y diametro del tallo. Al final del
experimento se midieron peso fresco y seco de raiz y tallo, nimero de esporas,
colonizaciéon micorricica y se obtuvo la eficiencia del simbionte mediante el indice de
calidad de las plantulas. De acuerdo a los resultados el tratamiento que promovié mayor
interaccion micorricica fue el de inoculacion en semilla, incrementando el desarrollo de
las plantas de C. odorata, ademas la asociacidn de G. intraradices con C. odorata indica
una dependencia micorricica alta; y mediante la inoculacion con micorrizas se mejora la
absorcion de nutrimentos por parte de la planta promoviendo un mayor desarrollo en
menor tiempo reduciendo su estancia en el vivero (Amador, 2010).

Rodriguez et al., (2011) en el analisis de los hongos micorricicos arbusculares y su
implicacion en la produccién y manejo de especies neotropicales forestales concluye que
en el establecimiento de plantaciones forestales comerciales y reforestacion con especies
de maderas preciosas como las meliaceas para satisfacer la demanda creciente de
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madera, deben incluirse los HMA como un factor obligado para incrementar los
contenidos nutrimentales de las plantas y por lo tanto mejorar su crecimiento y
produccion, disminuyendo el tiempo de las primeras etapas de crecimiento de C.
odorata en las que es susceptible al ataque de la principal plaga “el gusano barrenador”
(Hypsipylla grandella Z.). Esto implicaria hacer modificaciones en las practicas
comunes de los sistemas de produccion de planta de los viveros, que pudieran resultar
perjudiciales al establecimiento y funcionamiento de la simbiosis afectando la relacion
costo-beneficio del mantenimiento de la simbiosis.

Dentro de un invernadero se evalu6 el efecto de los hongos micorricicos arbusculares en
el desarrollo inicial de C. odorata; por ello, se realiz6 un bioensayo utilizando diferentes
fuentes de indculos procedentes de dos ecosistemas tropicales donde se distribuye esta
especie en el estado de Veracruz. Se establecieron cuatro tratamientos: 1, inoculacién
directa con un consorcio de esporas; 2, inoculacion con raices colonizadas provenientes
de campo; 3, sin inoculacién; 4, sin inoculacién en suelo nativo no estéril (T1, T2y T3
en suelo nativo esterilizado). Los resultados mostraron diferencias estadisticas en los
parametros de crecimiento de los inoculantes provenientes de selva mediana
subperennifolia, en donde T4 arroj6 los mejores resultados. Lo que demuestra una alta
relacion micorricica entre C. odorata y los HMA, principalmente con Acaulospora
mellea que muestra la mayor frecuencia relativa dentro del ecosistemas de la selva alta y
G. aggregatum dentro de la selva mediana, ademas el uso de herramientas moleculares
reafirmo principalmente la presencia estas especies de hongos en el interior de raices de
C. odorata (Méndez, 2012).

5 MATERIALES Y METODOS

5.1. Sitio experimental

El presente estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Micologia de la Facultad de
Ciencias Forestales (FCF) perteneciente a la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
(UANL) en Linares, Nuevo Ledn, México, (Figura 7) para evitar las inclemencias del
tiempo y poder controlar la temperatura; ya que en Linares las heladas de invierno son
extremas de hasta -8 °C presentadas entre los meses de noviembre a febrero seguidas por
temperaturas extremadamente célidas de hasta 45°C en primavera-verano, oscilando la
temperatura media anual entre los 12 y 18 °C. Debido a estos factores climatoldgicos fue
necesario establecer el experimento entre los meses de marzo a agosto por ser el
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intervalo de tiempo mas céalido y benéfico para la adecuada propagacion de HMA en
cultivos trampa y la eficiencia de estos hongos en el crecimiento de C. odorata.

@ Linares
Carreteras

1 Nuevo Leon-Mpio. Linares
Figura 7.- Localizacion de la Facultad de Ciencias Forestales en Linares Nuevo Leon, México.

5.2. Disefio experimental para evaluar la respuesta de plantulas C. odorata
asociadas con HMA

Con base al sistema de produccion de planta en contenedor de la CONAFOR, en el cual
se emplean diferentes dosis de fertilizante (RF) aplicados de acuerdo a cada etapa de
crecimiento de las plantulas para las especies tropicales (Cuadro 9) y, a las ventajas de la
simbiosis mutualista proporcionada por los HMA. Se disefio el experimento incluyendo
los dos factores mencionados (RF y HMA), integrados por diferentes niveles en cada
factor; El primer factor (A) HMA nativos lo integraron (7 niveles) 2 especies de la selva
mediana y 2 especies de la selva alta, 2 consorcios extraidos del suelo nativo mas 1
testigo sin inoculante y el segundo factor (B) RF lo conformé 4 niveles en parte por
millon: 0, 12.5, 25 y 37.5 ppm de los fertilizantes empleados en las etapas de
crecimiento (el nivel 25 ppm es el mas recomendado por la CONAFOR ) dentro de la
produccion de planta tropical a nivel nacional. De esta manera son posibles 28
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combinaciones de tratamiento (Cuadro 6) con 6 repeticiones, dando un total de 168
contenedores de evaluacion para un disefio factorial aleatorizado.

Cuadro 6.- Disefio factorial para evaluar la respuesta de C. odorata inoculada con HMA bajo
regimenes de fertilizacion.

Hongos Micorricicos Arbusculares (B)

Selva Alta | Selva Media | Testigo
B (By) (B2) (B°) (Bs) (Bs) (Bs) (B7)
Fertilizante  Acuaulospora  Rhizophagus  Consorcio Glomus Diversispora  Consorcio
ppm. (A) mellea custos SA agragatum spurca SM
0 (Al) (AlBl) (AlBZ) (AlB3) (AlB4) (AlBS) (AlBG) (AlB7)
125 (A7) (A2B1) (A2B>) (A2B3) (A2Bs) (A2Bs) (A2B¢) (A2B7)
25 (As) (AsBy1) (AsBy) (A3sBs) (AsBa) (AsBs) (A3sBs) (AsB7)
37.5 (Aq) (A4B1) (A4B>) (A4B3) (A4Bs) (A4Bs) (A4Bs) (A4By)

Cada combinacién (A,B,) fue repetida 6 veces.

5.3. Sustrato “mezcla base” en la produccion de C. odorata

La CONAFOR desde que inici6 de manera intensiva la produccion de planta en
contenedores, ha utilizado un sustrato “artificial” a base de peat-moss, vermiculita y
agrolita denominado “mezcla base” (Cuadro 7) que se ha estandarizado para la
produccion de planta en contenedor y corresponde a las proporciones que mejores
resultados han dado en los Viveros Forestales Militares de Sayula, y Jamay, Jalisco.

Cuadro 7.- Mezcla base utilizada por CONAFOR.

Material Mezcla base
Peat moss 61%
Vermiculita (grado medio) 21%
Agrolita 18%
Osmocote® (17-7-12) 4.73 gr/ litro de MB

Tomado de Aldama y Aguilera, (2003)

5.4. Inoculante micorricico arbuscular

La inoculacion en este trabajo se realizd con 20 esporas por especie de hongos
micorricicos. El indculo fue almacenado en el laboratorio de Micologia de la Facultad de
Ciencias Forestales de la UANL por Méndez (2012), posterior a un estudio basado en la
estadistica descriptiva para determinar la diversidad de HMA que estuvieran
directamente asociados a C. odorata bajo dos ecosistemas tropicales seleccionados, la
selva mediana subperennifolia y la selva alta perennifolia donde para cada uno de los
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escenarios, el mismo autor, determino las 2 especies micorricicas (Cuadro 5) mas
fuertemente representadas en el suelo donde se encontraba la rizsfera de los arboles.
Cuadro 8.- Especies micorricicas de dos ecosistemas tropicales de Veracruz.

Selva mediana perennifolia

**Glomeraceae
***Glomus aggregatum N.C. Schenck & G.S. Sm.

*Diversisporales

**Diversisporacea
***Diversispora spurca (L.J. Kenn., J.C. Stutz & J.B. Morton) C. Walker &
Schuessler

Selva alta perennifolia

*Glomerales
**Glomeraceae
***Rhizophagus custos (C. Cano & Y. Dalpé) C. Walker & Schuessler

**Acaulosporaceae
***Acaulospora mellea Spain & N.C. Schenck
Tomado de Méndez (2012).*Genero ** Familia *** Especie y su nombre cientifico.

5.5. Regimenes de fertilizacion aplicadas a plantulas de C. odorata asociadas con
HMA.

Las dosis de fertilizante usadas como referencia en este experimento son las
recomendadas por la Aldama y Aguilera, (2003) (Cuadro 9) en el programa de
fertilizacion para especies forestales tropicales que consiste en 4 fases de desarrollo.

Cuadro 9.- Basada en el Programa de fertilizacion para especies forestales tropicales de la
CONAFOR (Aldama y Aguilera, 2003).

Fase de desarrollo Etapa de Duracién Fertilizante Concentracion
aplicacion (semanas) (formula) recomendada de N
(ppm)

Germinacion 1° 17 -3 Sin fertilizante

Crecimiento inicial 1° 42 - 62 7-7-17 25

Crecimiento rapido 1° 72-102 20-7-19 50

Endurecimiento o 1° 112 - 132 4-7-35 50
lignificacion 2° 142 - 162 Sin fertilizante
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Para fines de este trabajo, las dosis de fosforo (P) se redujeron en las formulas de la fase
inicial y crecimiento répido a 7% debido a que a mayores concentraciones de este
elemento se ve disminuida la micorrizacion (Callejas et al., 2009; Gutiérrez et al., 2009).
Los célculos de las cantidades de fertilizantes aplicados a C. odorata se muestran en el
Cuadro 10.

Cuadro 10.- Calculos de la cantidad de fertilizante por formula, con base al nitrégeno.
Cantidad de fertilizante

Fertilizacion en (mg/L) por fase de desarrollo
ppm requeridas Inicial Rapido Lignificacion
(7-7-17) (20-7-19) (4-7-35)

12,5 17.85
25* 35.71
375 53.57 187.5 93.75
50* 250 125
62.5 3125 156.25

* Concentraciones recomendadas de N.

5.6. Establecimiento del experimento

La siembra se realizd en contenedores bolsa de polietileno negro de 7x18x6 cm (756
cm®) para produccién de planta a manera tradicional, las cuales se llenaron con el
sustrato “mezcla base” previamente htimedo, presionando ligeramente al momento del
llenado. Previamente a la siembra, el dia 9 de febrero se aplic6 un riego pesado al
sustrato de cada contenedor y con el extremo redondo de un probeta esterilizada se hizo
una protuberancia cdncava donde se colocaron 3 semillas de C. odorata sin esterilizar e
inmediatamente se depositaron 20 esporas de las diferentes especies de HMA entre las
semillas procurando que al emerger la radicula a los 8 dias (16 de febrero) ésta, tuviera
contacto con el inoculante micorricico. Se aplicé un riego cada 5 dias con 100 ml a cada
contenedor manteniendo el sustrato a capacidad de campo. El 29 de febrero presentada
la germinacion total en un 70% y la liberacion de los cotiledones de cada planta; Se
procedié a realizar el trasplante de las plantulas que emergieron en un mismo
contenedor, esta accion fue acompafiada de una segunda inoculacion directa a la raiz con
20 esporas mas de HMA correspondiente a cada cepa nativa, tanto a las plantas
trasplantadas como a la que ocupé el lugar de germinacion inicial. Se aplicé un riego
pesado para evitar el estrés de las plantulas y la muerte. Enseguida se aleatorizaron las 6
repeticiones de las diferentes especies de HMA entre los 4 niveles de fertilizacion
propuestos conformando el mismo numero de bloques, donde uno de los riegos fue
sustituido con la aplicacion de 100 ml de solucién madre mencionados anteriormente en
el Cuadro 7, optimizando asi el programa de fertilizacion.
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Para la prevencion y reduccién de la presencia de Fusarium sp. se establecio el periodo
de 5 dias para la aplicacion de los riegos, ya que las condiciones de temperatura
promedio de 26°C, la humedad , la baja tasa de iluminacion solar y la escasa
evaporacion del sustrato ocasionado por el lugar donde se establecio el experimento,
propicid las condiciones para que se presentara la mortalidad del 21.15% (56 plantas) de
las plantas debido a la presencia de este hongo causante del Damping-off.

5.7. Variables de estudio

Las variables de estudio divergen entre y dentro de las etapas de este estudio en dos
categorias bien definidas; las que son medibles determinadas por las 5 fechas de
evaluacion establecidas y las variables extraidas del muestreo destructivo al que conlleva
la evaluacion de colonizacién intrarradical de los hongos formadores de micorriza.

La variables medibles en la respuesta de C. odorata al in6culo nativo son la altura, el
didmetro y el numero de hojas compuestas. Las tres variables se empezaron a medir 47
dias después del trasplante (ddt), mientras el peso seco de la parte aérea y de la raiz se
determinaron 10 dias después de la Gltima medicion (136 ddt).

En la medicidn de la altura se tom6 como punto de partida la base del tallo y como punto
de referencia la yema apical méas alta, este ejercicio se realizd con la misma regla
metalica en cada una de las fechas de medicion.

La determinacion del didmetro se realizd en la base del tallo utilizando un solo vernier
digital en todas las fechas de medicién.

El conteo del nimero de hojas se realizé de forma manual contando todas las hojas
visibles a lo largo del tallo en cada fecha.

Determinacion del porcentaje de colonizacion intraradical, para esta variable se cortd 1 g
de raices secundarias y se utilizd el método de Philips y Hayman (1970) (Anexo 1) que
consiste en la coloracion de las estructuras de HMA (arbusculos, vesiculas e hifas, que
son estructuras de formacion del hongo dentro de la raices de la plantas) dentro del
sistema radicular de las plantas, donde solo se evalud la presencia o ausencia de las
estructuras del hongo en intersecciones de las raices evaluadas (Anexo 2).

27



El peso seco aéreo y radicular se determind colocando la parte aérea y radicular de las
plantulas en una bolsa de papel de estraza etiquetada de acuerdo al tratamiento y se
introdujeron en la estufa de secado hasta obtener el peso constante.

5.8. Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos en las variables de estudio del disefio experimental, fueron
ordenados y sometidos a su analisis de varianza (ANOVA) utilizando el programa
estadistico Minitab 15 mediante el siguiente procedimiento del modelo estadistico para
dos factores propuesto por Kuehl, (2001) y se aplic6 una comparacion multiple de
medias a través de la prueba Tukey ( 0=0.05).

Yijk = Wij + eiji

1, 2..., a. Niveles del factor A.
j= 1,2..., b. Niveles del factor B.
1,2...,r. Replicas de combinaciones.
U= eslamedia de la combinacion de los tratamientos A; y B;,

. . . . 2
Uonn = son los errores experimentales aleatorios con media 0 y varianza .

El analisis de datos estara en funcién al cumplimiento de los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianza de los datos como lo considera Kuehl, (2001).

6. RESULTADOS
6.1. Respuesta de variables de crecimiento

Los resultados se analizaron por efecto en la regimenes de fertilizacion (RF) el cual fue
el Unico que presentd diferencias significativas (p< 0.05), ademéas del inoculacion con
HMA y en la combinacion de estos dos factores (RF*HMA) en busca de una respuesta a
través de las variables de crecimiento. En el Cuadro 11 se resumen los valores
numéricos de dichos factores en las diferentes variables evaluadas.
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Cuadro 11.- Resumen del andlisis de varianza para variables de respuesta

) RF HMA REHMA
Variable  —eu—— P cM _F P cM F P CME
Altura 523 054 0653 1114 116 0339 257 027 0999 961
Didmetro 022 295 0038* 006 081 0567 006 085 0638  0.07
N.Hojas  1.83 202 0118 1835 126 0287 0840 058 0905 145
f;?giArea 000 110 0356 000 033 0917 000 065 0844  0.00
f;zo €0 500 004 0990 000 173 0127 000 1.29 0223  0.00
;ﬁfg 0 000 056 0642 0011 075 0614 000 066 0835  0.015
Arbisculos 22958 2.844 0.047* 1687 021 0957 3057 038 0979  80.77
Vesiculas 32008 649 0001* 250.8 051 0768 0298 060 0857  493.1
Hifas 2012.8 3.68 0018* 8965 1.64 0167 3520 064 0824 5467

* Muestra las diferencias significativas (Tukey p< 0.05) de los factores en cada variable de
respuesta.

En la variable altura de planta los tratamientos factoriales no mostraron efecto
significativo en la Ultima evaluacion realizada hasta con las plantas a las cuales no se les
aplicd fertilizacion. Aun que el régimen 0 ppm no fue diferente que los demas, presentd
las menores alturas de las plantas. La fertilizacion con 12.5 ppm presentd poco mas de 4
mm menos en comparacion con el régimen 25 ppm. Los HMA nativos hacen su funcion
de absorcidn de los nutrientes al grado que especie A. mellea reflejo mas su capacidad de
asimilacion en la mayor altura de las plantas, mostrando 2.28 cm mas que las plantas no
inoculadas (Figura 8A).

Por otra parte, el didmetro de las plantas bajo el nivel de factor 25 ppm atribuyé
diferencias significativas (p<0.05) resultando ser superior a las plantas no fertilizadas,
aunque no fue diferente significativamente de las concentraciones de fertilizante 12.5 y
37.5 ppm. Las plantas no fertilizadas presentaron menor didmetro, determinando la
importancia de la fertilizacion en la produccion de planta micorrizada. La especie D.
spurca aumento el diametro de las plantulas en méas de 1.1mm en comparacion con las
no inoculadas (Figura 8B). Lo anterior nos indica la capacidad de los HMA en la
asimilacion de los nutrientes.

En cuanto al nimero de hojas, no se presentaron diferencias al comparar el nivel de
fertilizacion O ppm con el régimen de 25 ppm. Sin embargo, la asimilacion de los
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nutrientes por la especie micorricica A. mellea proporciond el crecimiento en promedio

de 1.8 hojas mas que las plantulas inoculadas con R. custos (Figura 8C).
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Figura 8.- Respuesta de variables de crecimiento bajo el régimen de fertilizacion a planta de C.
odorata asociada con HMA. A: variable Altura. B: variable Didmetro. C: variable Nimero de
hojas- en los niveles de cada factor. Niveles de factores con la mismas letras son
estadisticamente iguales (Tukey p<0.05).

El anélisis de varianza para la variables peso seco foliar (g) / area foliar (cm?), peso seco
tallo y peso seco raiz, muestra que en los factores involucrados asi como en su
combinacién, no existen diferencias significativas, no obstante, la comparacion de
medias indica que la dosis de fertilizante 25 ppm fue superior al incrementar el peso
seco de dichas variables en las plantas inoculadas con la especie micorricica D. spurca
en la variable peso seco foliar/area foliar (Figura 9A), la especie A. mellea dio mas peso
seco de laraiz y el tallo (Figura 9B,C) seguida da la especie R. custos.
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Figura 9.- Peso seco foliar de C. odorata por factor, al final del cultivo establecido dentro del
laboratorio. A. peso seco foliar/area foliar. B. peso seco raiz. C. peso seco tallo. La misma letra
indica que son estadisticamente iguales segun la prueba Tukey p<0.05.

La combinacién de ambos factores indica en el Cuadro 11 que no existe interaccion en
las variables antes evaluadas con respecto a las especies micorricicas y los diferentes
regimenes de fertilizacion.

6.2. Respuesta a la eficiencia de colonizacion de HMA en C. odorata

Las diferencias significativas (p<0.05) en la eficiencia de colonizacion intrarradical por
los HMA en C. odorata se debié principalmente a las diferentes concentraciones de
fertilizante, presentandose el mayor porcentaje de arbusculos, vesiculas e hifas a una
concentracion de 25 ppm en el régimen de fertilizacion. Los arbusculos y hifas
estuvieron presentes en 99.66 y 47.4 % en las intersecciones de las raices evaluadas
respectivamente, ambas estructuras del hongo micorricico arbuscular fueron superiores
en las plantas inoculadas con la especie A. mellea y R. custos (Figura 10A,C) mientras
que las vesiculas tuvieron una mayor presencia dentro de las raices de plantas asociadas
también con la especie micorricica R. custos (Figura 10B). La comparacion de medias
para la combinacién de ambos factores indicé que todos los tratamientos son iguales
(Cuadro 11).
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Figura 10.-Respuesta a la eficiencia en inoculacion de HMA a plantas de C. odorata bajo
regimenes de fertilizacion. A. % arblsculos. B. % de vesiculas. C. % hifas. Niveles de factores
con la mismas letras son estadisticamente iguales (Tukey p<0.05).
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7. DISCUSION

A. mellea aport6 mayor altura a las plantas y es una de las especies micorricicas
arbusculares con mas presencia en las selvas altas, las cuales se caracterizan por las
abundantes precipitaciones y arboles con méas de 30 (m) metros de altura. Es posible
segun Aziz et al., (1995) que la estructura de este ecosistema (selva alta) sea promovido
por el tipo de microorganismos mutualistas con los que se asocian las plantas en su
medio ambiente natural. EI mayor porcentaje de arbusculos e hifas fueron encontrados
en el interior de las raices en la etapa inicial de crecimiento de las plantas de C. odorata
asociadas con A. mellea ya que estas estructuras micorricicas son fundamentales para la
transferencia bidireccional de nutrientes y agua segin Blee y Anderson (1998). Esto
coincide con las condiciones ambientales del experimento, puesto que el sustrato
siempre mantuvo la humedad a capacidad de campo. Condiciones adecuadas para el
indculo procedente de la selva alta donde las precipitaciones superan la capacidad de
campo. Méndez, (2012) asegura que en condiciones ambientales naturales, la temporada
de lluvias promueve mayormente la presencia hifas y arblsculos dentro de la
comunidades micorricicas.

D. spurca es una especie que se caracteriza por no formar vesiculas en el interior de las
raices que coloniza y es el primer registro en las Selvas medianas perennifolias segun
Méndez (2012), ya que solo se han estudiado para el estado de Veracruz las especies de
la selva alta perennifolia en los trabajos de Guadarrama y Alvarez (1999). Sin embargo,
en este estudio dicha especie fue la segunda que presentdé mayor porcentaje de vesiculas
y produjo el mayor diametro en las plantas. Esto es de considerarse debido a que la
formacion de vesiculas son reservorios de nutrientes del hongo segun Perniske (2008),
los cuales pueden ser una estrategia para la nutricion de él mismo en las temporadas mas
secas del afio.

La especie G. agregatum otorga a las plantas la capacidad de soportar con mayor
facilidad el factor de estrés hidrico en ambientes naturales (Ruiz, 2003). Nosotros,
encontramos que esta especie micorricica produjo la menor biomasa radicular. Sin
embargo, es comun de acuerdo a Lovelock et al., (2002), que en ambientes humedos se
presente con menor frecuencia relativa las especies del género Glomus, ya que la
humedad del experimento se mantuvo a capacidad de campo y con baja iluminacion. Las
anteriores observaciones coinciden en este trabajo, puesto que el porcentaje de
colonizacion por G. agregatum fue menor en comparacion con A. mellea. Lo anterior
indica que esta especie podria requerir menor suministro de agua en la produccién de
planta forestal ya que la especie G. agregatum ha sido identificado en ecosistemas secos
segun (Guadarrama et al., 2007) y resulta ser menor relativamente en presencia de A.
mellea en condiciones naturales hiumedos Lovelock et al., (2002). La respuesta G.
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agragatum estuvo influenciada por la alta humedad y baja luminosidad. Pues se sabe
que la respuesta de los HMA esta en funcién de los factores ambientales en los que se
desenvuelven (Rodriguez 2010).

En este estudio encontramos que los valores de las principales variables evaluadas como
la altura, el didmetro y peso seco de la raiz son mucho menores que los encontrados en
otros trabajos donde se utilizaron especies de HMA nativos comparados con la especie
comercializada R. intraradices en la produccion de planta de C. odorata (Figura 11).
Méndez (2012) reportd que el inoculante micorricico de la selva mediana aporta
mayores incrementos en altura y biomasa seca radicular. El atribuy6 los resultados a las
condiciones ambientales y edéaficas, las cuales aceleran el proceso de colonizacion.
Amador (2010) muestra altos valores numéricos en las variables evaluadas, al inocular
planta con R. intraradices. Este autor, encontré que las diferencias en altura y diametro
de las plantas de C. odorata se deben a la defoliacion natural, y la maxima produccion
de biomasa la atribuye a la capacidad de asimilacion de nutrientes por esta especie
micorricica. En contraste, Rodriguez (2010) compard inoculantes nativos del genero
Acaulospora y Glomus (las mismas especies asociadas a C. odorata) contra R.
intraradices y no encontré diferencias significativas en la respuesta morfolégica de las
plantas inoculadas.
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Figura 11.- Comparacion de la altura en plantulas inoculadas con HMA nativos de la
selva alta (SA) y selva mediana (SM) con la especie micorricica R. intraradices (R.i).

En nuestro trabajo atribuimos los bajos valores de las variables evaluadas a las
condiciones ambientales principalmente la humedad y temperatura, las cuales parecen
beneficiar a la especie A. mellea. Es por ello que obtuvo mayores incrementos dentro del
consorcio selva alta en comparacién con las demas especies y el consorcio de la selva
mediana, resultado contrario al encontrado por Méndez (2012).

Los porcentajes de colonizacion no tuvieron respuesta en relacion con las diferentes
fuentes de indculo. Esto es debido a que la colonizacion empez6 desde el inicio de la
germinacion de las semillas, aumentando conforme la planta se desarrollaba. Con los
trabajos de Amador (2010) y Rodriguez (2010) se pueden comparar las fuentes de
indculo del presente trabajo y de Méndez, (2012) observandose mayor porcentaje de
colonizacion por las HMA nativos en comparacion con R. intraradices (Figuras 12). Sin
embargo Rodriguez (2010) dentro de su estudio, los HMA nativos presentaron menor
colonizacion, sin diferencias significativas. Es necesario hacer énfasis en la utilizacion
de los HMA nativos ya que estan adaptados a factores ambientales tropicales en los que
se distribuye C. odorata.

Las caracteristicas de crecimiento particulares de las plantas observadas en el presente
trabajo, atribuidas por los HMA nativos otorgan a la planta colonizada por el hongo
procedente de dos diferentes ecosistemas tropicales (selva alta y mediana) la facultad de
adaptarse a cualquier terreno destinado para reforestaciones, restauraciones Yy/o
plantaciones comerciales forestales con cualquier caracteristica ambiental (Guadarrama
et al., 2007). El consorcio de HMA nativos procedente de la selva alta con el que se
inocularon las plantas demostrd ser superior en todas las variables evaluadas en
comparacion con la selva mediana. Esta fuente de indculo segin Smith y Smith (2012) a
través de la capacidad para absorber los nutrientes mejora la capacidad de producir
fotosintatos utiles para la plantas, lo cual se traduce como el aumento en la produccion
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de biomasa (Guadarrama y Sanchez 2004). Ademas, las plantas micorrizadas
manifiestan un aumento de la conductancia estomaética en las hojas, lo que trae consigo
una mayor cantidad de solutos en la planta, que son utilizados en la produccion de
biomasa vegetal segin Echevarria et al., (2011). EI mismo autor muestra que los
consorcios como inoculantes nativos aportan mayores incrementos en las variables
evaluadas, coincidiendo con los resultados encontrados en nuestro estudio, aun que
fuesen similares a los de mas tratamientos. Indicando ademas que con los consorcios de
HMA las plantas soportan y se recuperan mejor después de la presencia de un déficit
hidrico, lo que puede estar asociado a la ocurrencia de efectos sinérgicos entre las
diferentes especies que lo conforman, potencidndose unas a otras.
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Figura 12.- Comparacion de la colonizacién de HMA nativos y R. intraradices (R.i).

Con el uso de HMA en la produccion de planta se puede aumentar las probabilidades de
éxito de programas de reforestacion y/o restauracion (Guadarrama y Sanchez 2004) al
utilizar las especies micorrizas nativas (Kalinhoff 2012) que estan adaptadas a los
terrenos donde se distribuye C. odorata.

Para los programas de reforestacion y restauracion, la calidad en la produccién de planta
forestal, se traduce como la capacidad que tienen las plantas para sobrevivir en campo;
esta capacidad se puede evaluar en la etapa de vivero contemplando las caracteristicas
morfoldgicas, principalmente la altura mas alta, didmetro y formacion de raices en las
plantas de acuerdo a Santiago et al., (2007). En nuestro estudio, el incremento en dicha
calidad de planta y la posible capacidad de sobrevivir mayormente en campo se encontro
al evaluarse las variables antes mencionadas. Dichas caracteristicas de calidad en plantas
fue atribuida por las especies micorricicas A. mellea, D. spurca y G. agregatum, cuyas
funciones primordiales fue la asimilacion de nutrientes, reflejando un mayor incremento
no significativo en altura, diametro y formacion de raices en la etapa de vivero. Sin
embargo es prudente proponer el uso de estas micorrizas arbusculares, por ser las

37



principales componentes de la comunidad nativa micorricica arbuscular de las raices de
los arboles y el subsuelo de donde se distribuye C. odorata en el estado de Veracruz
(Méndez, 2012). El uso de HMA nativos mixtos es beneficioso para las plantas nativas
en la restauracion de ecosistemas degradados y recomendado para mejorar los atributos
morfologicos, fisioldgicos, la sobrevivencia de las plantulas en suelos perturbados y
ademas, los efectos positivos de la inoculacién se mantienen en el tiempo, incluso
después de un periodo prolongado de sequia en campo, ya que el suelo impone una
fuerte presion de seleccion sobre la respuesta de la planta a la simbiosis (Kalinhoff
2012). Por su parte, la utilizacion de este tipo de inoculante incrementa la productividad
vegetal, se reduce la competencia entre individuos aumentando la diversidad, se
modifica la velocidad y direccion de la sucesion vegetal (Guadarrama y S&nchez 2004)
otorgando una herramienta muy util en la restauracion de ecosistemas.

La Comision Nacional Forestal, creada por decreto presidencial el 4 de abril del 2001, es
un Organismo Publico Descentralizado cuyo objetivo es desarrollar, favorecer e
impulsar las actividades productivas, de conservacion y restauracion en materia forestal,
asi como participar en la formulacion de los planes, programas, y en la aplicacion de la
politica de desarrollo forestal sustentable (CONAFOR 2012). Asi es el compromiso de
esta dependencia de gobierno que, en el Informe para la Auditoria Superior de la
Federacion (2009) se report6 que en el afio 2007 los viveros del pais produjeron 186.3
millones de plantulas para el programa Pro-Arbol, de las cuales 23.7 millones de
plantulas (12.7%) fueron de C. odorata, mismas que requirieron un poco mas de $ 1,
329,570.00 pesos solo para cubrir las necesidades de fertilizacion de ese afio. Con la
aplicacion de estos hongos micorricicos en la etapa de vivero se pudiese reducir la
inversion en agroquimicos de tipo fertilizante a mas de $ 664,785.00 pesos a nivel
nacional para la produccion en contenedor de C. odorata, ya que en este estudio se
demostro que reducir el 50% la dosis de fertilizante (12.5 ppm) con respecto a 25 ppm
que aplica la CONAFOR, da los mismos resultados en el desarrollo de las plantas de C.
odorata en la etapa de vivero, reafirmando que la absorcion de nutrientes es mejorada
por este tipo de endofitos segun Guerra (2008).

La reduccion de costos es el efecto colateral del uso de estos simbiontes micorricicos,
puesto que en la produccion de planta tropical el principal beneficio es ajustarse a la
politica de desarrollo forestal sustentable para la cual trabaja CONAFOR. Utilizando
HMA nativos en la produccion de planta se dejaria de contaminar con mas de las 37,600
toneladas de fertilizante (segun los insumos utilizados en la produccion de planta
tropical de la CONAFOR Aldama y Aguilera 2003) que son utilizados en la produccion
de C. odorata en el pais. Ademas que la micorriza arbuscular nativa debe ser
considerada como una simbiosis multifuncional cuyos efectos no se restrinjan a la
reduccion de costos en la nutricion de los cultivos, sino que incluyen también beneficios
en términos de la adaptabilidad de las plantas frente al estrés ambiental (patdgenos,
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metales pesados segun Prasad et al., 2011, sequia), del uso sostenido del suelo y de la
conservacion de la diversidad bioldgica (Guerrero et al., 1996), este ultimo beneficio, es
el més importante dentro de la restauracion ya que con las micorrizas nativas se pueden
determinar el rumbo de las comunidades vegetales de los ecosistemas tropicales (Aziz et
al., 1995).

8. CONCLUSION

La falta de diferencias significativas entre las fuentes de indculo, determinan rechazar la
hipétesis nula, pues se podrian alcanzar los mismos resultados en la produccion de
planta con cualquiera de las especies nativas segun el andlisis de los datos. Sin embargo,
al usar las especies mas representativas integrantes de la comunidad micorricica de los
suelos nativos con respecto a los ecosistemas tropicales de Veracruz, se determina que la
utilizacion de un consorcio de especies nativas integrado por las especies A. mellea, D.
spurca y G. agregatum, en la produccién de C. odorata sera util para alcanzar los
indices de calidad de planta y proporcionar la capacidad de adaptacion de la especie
arborea a un mayor rango de distribucion tanto en suelos fértiles y muy humedos como
en suelos pobre y secos. Sin embargo, es necesario seguir evaluando el efecto de este
consorcio propuesto, para asegurar que no influye una especie en la colonizacion de otra
y hacer comparaciones con otras especies comerciales; asi como extender estudios en
busca de la relacion que pudiese existir entre poblaciones naturales de otros Estados
donde se encuentre C. odorata y hongos micorricicos arbusculares.

Es posible disminuir las dosis de fertilizante utilizadas por la CONAFOR con la
utilizacion de HMA nativos en la produccién de C. odorata en contenedores,
conrtibuyendo ademas, con tecnologias estratégicas de desarrollo sustentables Gtiles en
la restauracion de los ecosistemas tropicales. Sin embargo, aun queda por resolver la
problematica de abastecer la demanda de indculo a nivel nacional, en el momento
determinante de aceptar esta herramienta bioldgica en la produccion de planta dentro del
sistema forestal, pues la produccién de inoculo a gran escala sigue siendo un reto para la
demanda de planta a nivel nacional.
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10. ANEXOS

Evaluacion del porcentaje de colonizacion biotrofica por HMA en el sistema
radicular de las plantas

Para la determinacion de la presencia del hongo micorrizico-arbuscular en las raices de
las plantas de cedro y la cuantificacion de la colonizacion de éstas, se utilizo la
coloracion de las estructuras del hongo dentro de la raiz, su observacion al microscopio
y el conteo de la infeccion. Para esta evaluacion se utilizé el método de Philips y
Hayman (1970). Este método permitié evaluar el porcentaje de estructuras de la
micorriza: vesiculas y arbusculos dentro de la raiz.

Enjuagar con
agua corriente

KOH al 10%

R wum
KOH al 10 %
al21°C, 10
HCL 1%, 10
E“ '-‘m' = min.

Azul de tripano

e al 0.05% en

Colorante al 0.05 lactoglicerol
% a 121°C, 10 min

Figura 13.- Diagrama para el clareo y tincion de raices micorrizadas.
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Evaluacion del porcentaje de infeccion por estructuras micorricicas

Después de la tincion, las raices se colocaron en cajas petri con suficiente agua destilada.
Se tomaron 15 segmentos de las raices més finas de 1 cm y se colocaron de forma
paralela en el portaobjetos previamente cuadriculado y se les agregd unas gotas de
lactoglicerol. Posteriormente se colocd el cubreobjetos quedando listas las laminillas
para su observacion al microscopio. El porcentaje de infeccion de raices se determind
con base a los segmentos colonizados por el hongo. Para ello, se tomaron como namero
de segmentos totales 25 campos de observacion en una laminilla (Figura 11). Solo se
contaron los segmentos que presentaron estructuras (vesiculas y arbusculos) en cada uno
de los campos de observacion, tomando en cuenta solo la presencia de la estructura sin
importar la abundancia de las mismas en cada una de las intersecciones de la raiz con la
linea horizontal del portaobjetos.
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Figura 14.- Laminilla para observacion al microscopio del porcentaje de colonizacion
micorricica.

Una vez realizada la observacion microscopica de las raices y haber procedido a contar
los segmentos radicales colonizados o no colonizados por los HMA, se procede a
calcular el porcentaje de la frecuencia de colonizacion de cada una de las estructuras
micorricicas (arbdsculos, hifas y vesiculas) con la siguiente formula:

Numero de segmentos con arbusculos, hifas o vesiculas

% Colonizacion total = - X100
Numero de segmentos totales
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