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RESUMEN

En México los encinos son el segundo recurso forestal maderable méas abundante
después de los pinos. A nivel mundial existen alrededor de 500 especies, de las cuales
cerca de 167 habitan nuestro pais, con un 70% de endemismos. Quercus hintonii es
endémico de la Cuenca del Balsas, de gran importancia ecologica, afectada por el
cambio de uso de suelo y explotacion de su madera. El objetivo de este trabajo fue
evaluar los parametros de calidad de planta forestal que responden a la
ectomicorrizacién, comparando el efecto del indculo comercial Pisolithus tinctorius e
indculo micelial aislado en laboratorio de Lactarius volemus, el cual crece de manera
natural en el bosque donde domina Q. hintonii, para realizar una propuesta de
restauracion forestal para este encino, amenazado en peligro de extincion. En vivero se
establecio un disefio en bloques al azar, los tratamientos fueron: encino con indculo
comercial con 1) baja y 2) normal fertilizacion, encino con inéculo 3) micelial con baja
y 4) normal fertilizacion, ademas del 5) control. Las plantas se mantuvieron en un vivero
por 11 meses, se regaron Y fertilizaron. Las variables evaluadas fueron: altura, didmetro,
pesos secos, indice de Dickson, de esbeltez y biomasa aérea/biomasa subterranea Se
obtuvo una sobrevivencia del 70%, no hubo diferencia significativa con respecto a la
fertilizacion sobre el desarrollo de las ectomicorrizas, los parametros de calidad
mostraron diferencias significativas con un a<0.1 entre las plantas inoculadas con L.
volemus y P. tinctorius, favoreciendo a las plantulas con L. volemus para todas las
variables medidas. Se concluyé que es factible la inoculacion de plantulas de Q. hintonii
con L. volemus, favoreciendo la calidad y sobrevivencia de este encino.

Palabras clave: Quercus hintonii, Lactarius volemus, Pisolithus tinctorius,

calidad de planta, ectomicorriza, ectomicorrizacion.
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ABSTRACT

In Mexico the oaks are the second most abundant timber forest resources after
the pines. Worldwide there are about 500 species, of which about 167 live in our
country, with 70% of endemic species. Quercus hintonii is endemic to the Balsas Basin,
and of great ecological importance. It has been affected by the change in land use and
exploitation of its timber. The aim of this study was to evaluate the quality parameters of
seedlings in response to ectomycorrhization with commercial inoculum Pisolithus
tinctorius and mycelial inoculum isolated in laboratory, Lactarius volemus, which grows
naturally in the forest where dominates Q. hintonii, an endangered species, to contribute
with information for the restoration of this oak forests. The nursery experiment was
established in a randomized block design, the treatments were: oak commercial
inoculum with low and normal fertilization, oak mycelial inoculum with low and normal
fertilization, as well as a control. The plants were kept in a nursery for 11 months, and
were watered and fertilized. We obtained a 70% survival, with no significant difference
with respect to fertilization on ectomycorrhiza development. Quality parameters showed
significant differences with a < 0.1 in favor of the seedlings inoculated with L. volemus.
It was concluded that it is feasible the inoculation of seedlings of Q. hintonii with L.

volemus, promoting the quality and survival of this oak.

Key words: Quercus hintonii, Lactarius volemus, Pisolithus tinctorius, plant

quality,ectomycorrhiza.
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1. INTRODUCCION

En México los encinos (Quercus) son el segundo recurso forestal maderable mas
abundante después de los pinos. Se considera que a nivel mundial existen alrededor de
500 especies, de las cuales 167 se encuentran en nuestro pais, de estas, cerca del 70%
son endémicas (Zavala, 2007; Diaz-Pontones y Reyes-Jaramillo, 2009). McVaugh
(1974) menciona que ningun otro género, con excepcion de Pinus, es tan abundante en
la vegetacion forestal maderable de los sitios montafiosos y escarpados de clima
templado como Quercus, ademas constituye el elemento dominante de la vegetacion de
la mayoria de las sierras que forman el territorio mexicano, el mayor nimero de taxas se
distribuye en el Eje Neovolcanico, aunque las especies de Quercus se encuentran en
todos los estados de la Republica Mexicana excepto en Yucatan (Zavala, 1990).

Al suroeste del Estado de México, en el municipio de Tejupilco de Hidalgo se
localiza un bosque de encino, en clima célido subhimedo, compuesto principalmente
por cuatro especies: Q. magnoliifolia Née, Q. obtusata Bonpl., Q. peduncularis Née y Q.
hintonii Warburg las tres primeras especies de encino blanco son de amplia distribucion
en el pais, mientras que el encino rojo Q. hintonii es el elemento dominante de este
bosque (Diaz-Pontones y Reyes-Jaramillo, 2009; Reyes, 2006). Q. hintonii es una
especie endémica de la region, es un arbol que puede medir alrededor de 15 m de altura
con didmetros de 30-50 cm, hojas grandes y coriaceas de color verde claro y en el enves
un tomento que le da un aspecto aterciopelado. Es caducifolio y monoico, con semillas
dentro de una bellota (Romero, 2010).

El estado actual de la poblacidn de esta especie esta fuertemente asociado con las
actividades de desarrollo y econdmicas de las comunidades locales (The Global Trees

Campaign, 2012), ya que se ha visto afectada principalmente por el cambio de uso de

1
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suelo como las practicas agricolas, aunado a esto la tala inmoderada de estos bosques,
sin embargo a pesar de la importancia ecolédgica de la especie y de ser endémica, no
forma parte de los programas de propagacion a nivel de vivero ni de reforestacion, de
acuerdo a informacion proporcionada por PROBOSQUE, por lo que es de gran
importancia que sean incorporados a alguno de estos programas para la urgente
conservacion de estos ecosistemas.

Los encinos son un componente esencial para el mantenimiento y recuperacion de
la estructura del suelo, protegiéndolo de la erosién con el aporte de hojarasca, la cual
aporta al suelo humus y nutrimentos, ademas las raices de los encinos participan en el
intemperismo fisico, quimico y bioldgico de los materiales que encuentran a su paso
(Reyes, 2006). El uso de estrategias que aseguren un establecimiento rapido y exitoso de
estas especies, es una condicion necesaria para asegurar buenos resultados en programas
de conservacion de suelos.

Dentro de estas estrategias se deben considerar a los hongos ectomicorrizicos
(HEM) debido a que incrementan la supervivencia de las plantas después de ser
micorrizadas, ademas por los tantos beneficios adicionales que éstas otorgan a la planta
(absorcién de nutrimentos, resistencia al estrés hidrico, resistencia a fitopatégenos, entre
otros.), asi como por su contribucién en la formacion y estabilidad de agregados en el
suelo (Tisdall, 1994). La inoculacion con ectomicorrizas es la practica mas utilizada en
los viveros forestales debido a su facil manejo, y a la importancia comercial de este
grupo de hongos, lo que hace ain mas importante la repoblacion de areas forestales con
estas especies (Carrera, 2004).

El desconocimiento de las especies de hongos que se asocian con determinadas

especies de arboles en México es acentuado, particularmente para el género Quercus, y
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en particular para Q. hintonii. En campo podemos observar las especies de hongos
ectomicorrizicos que se asocian a esta especie, uno de estos Lactarius volemus, que
ademas de su importancia como simbionte es un hongo comestible, muy apreciado en el
Estado de México. Es necesario tener un conocimiento de los hongos que se asocian de
manera natural con las especies forestales, para de este modo poder producir planta de
calidad donde la micorrizacion tenga un efecto positivo sobre la planta; por otra parte,
existen otro tipo de inoculantes que llegan a hacer simbiosis con muchas especies
vegetales, como Pisolithus tinctorius, esta especie en particular ha sido estudiada en
muchos aspectos, se puede encontrar como un in6culo comercial de los mas comunes y
es una especie exitosa en ambientes adversos (Pera et al., 1994).

Como se ha mencionado con anterioridad uno de los géneros arbdreos poco
estudiados es Quercus, el cual es de gran importancia desde el punto de vista forestal y
ecologico. Las relaciones ecoldgicas de estas plantas aun son desconocidas, lo cual ha
limitado su aprovechamiento y manejo apropiados. Por lo anterior, el presente estudio
tuvo como principal finalidad generar informacion respecto a la relacion hongo-planta y
con ella contribuir en el conocimiento de la produccién y el manejo de Q. hintonii en
vivero y su inoculacion con L. volemus y P. tinctorius, de modo que esta especie de
encino pueda ser incorporada a los programas de reforestacion, y asi contribuir a

preservar los bosques de encino.
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2. OBJETIVOS

Objetivo General

» Evaluar el desarrollo de plantulas de Quercus hintonii Warburg inoculadas con
dos hongos ectomicorrizicos, para proponer su aplicacion en programas de

reforestacion y contribuir a la preservacion de los bosques de encino.

Objetivos Especificos

» Comparar los efectos de la micorrizacion de Q.hintonii con el indculo comercial
de Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker et Couch y de Lactarius volemus (Fr.) Fr.
(obtenido en el laboratorio), sobre el desarrollo de plantulas de encino en
condiciones de vivero, identificando los indicadores de calidad de planta que
respondan a la inoculacion.

» Realizar practicas con fertilizantes quimicos para evaluar su efecto sobre el

desarrollo de las plantas micorrizadas.
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3. ANTECEDENTES
3.1. El género Quercus

A nivel mundial, los encinos se desarrollan ampliamente y de manera natural en
los bosques templados, bosques tropicales, semitropicales y en los matorrales de climas
secos del hemisferio norte. Por el contrario, muy pocos encinos se emcuentran en los
ecosistemas tropicales y semitropicales del hemisferio sur (América del Sur y el sureste
de Asia). Los encinos han evolucionado en grandes areas o centros de diversidad, entre
los que destacan el sureste de Asia con alrededor de 125 especies, América con cerca de
250 especies que se distribuyen desde Canada hasta Colombia (Arizaga, et al., 2009),
México también es considerado un centro de diversificacion de encinos, con 167
especies (Zavala, 2007), de las cuales alrededor del 70% son endémicas.

El género Quercus es el elemento dominante de sitios como la Sierra Madre
Oriental, la Sierra Occidental, el Eje Volcanico Transversal en el cual se distribuyen el
mayor nimero de taxas, la Sierra Madre del Sur, Sierras del Norte de Oaxaca y en las de
Chiapas y Baja California, encontrando asi a este género en todos los estados de la
Republica, excepto Yucatan (Rzedowski, 1978; Zavala, 1990), convirtiéndose en el
segundo recurso forestal maderable mas abundante después de los pinos, basicamente en
los bosques de clima templado del pais (De la Paz et al., 2000). También se encuentran
representantes tropicales como Q. oleoides Schitdl. & Cham. y Q. sapotifolia Liebm.
que crecen incluso a nivel del mar y en las regiones semiaridas (Pennigton y Sarukhan,
1998; Zavala, 1995), también forman parte de los bosques de coniferas e incluso de
pastizales en su forma arbustiva, cubren aproximadamente el 5.5% del territorio nacional

debido principalmente a su ubicacion geografica (Rzedowski, 1978).
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Fisondmica y estructuralmente, se distinguen dos tipos de encinares: los
matorrales de Quercus o encinares arbustivos y los arboreos (De la Paz Pérez, 2000).
Estos ultimos constituidos por especies cuyas dimensiones varian entre 15, 30 y hasta 40
m de altura, con didmetros de 30-60 cm y en algunas ocasiones hasta de un metro.
Algunas de ellas son las que se emplean en el aprovechamiento de la madera de encino
en México (De la Paz, 2000)

En otros paises, las especies de encinos son utilizadas muy frecuentemente y en
grandes cantidades, en los programas de plantaciones forestales con diferentes fines
(Zavala, 1998). En México existe muy poco interés para ensayar y probar nuevas
metodologias para transformar la madera de encino en productos mejores y de mayor
calidad; a pesar de la gran diversidad de especies con que se cuenta en el pais, se
importa una gran cantidad de productos de madera de encino de Norteamérica y Canada,
desaprovechando el potencial de los encinos mexicanos (De la Paz Pérez, 2000).

Los encinos son muy longevos y se considera como el género méas importante
dentro del grupo de las maderas duras (Krochmal y Krochmal, 1982, citado por Zavala,
1998). Su aprovechamiento consiste principalmente en la elaboracion de lefia y carbén,
pero el aprovechamiento industrial s6lo se presenta en pequefias cantidades.

La demanda nacional de productos de encinos, tales como madera aserrada,
moldurados y pisos de encino no es cubierta (Quifiones, 1995), debido principalmente a
la dificultad que presenta para su trabajabilidad como consecuencia de ser una madera
dura, ademéas no se han encontrado los mecanismos adecuados para llevar a cabo su
secado, haciendolo un recurso forestal maderable desaprovechado en el pais. México es

uno de los cinco primeros paises con mayor superficie deforestada anualmente, varia de
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316 mil a 769 mil ha/afio, debido al desmonte agropecuario, la tala ilegal, alteracion de
regimenes de fuego y a la sobreexplotacion maderera (SEMARNAT, 2011).

Instancias gubernamentales, encargadas de la proteccion de los ecosistemas,
realizan programas de reforestacion y regeneracion de microcuencas, sin embargo estos
no contemplan el uso de especies de encino (Diaz-Pontones y Reyes-Jaramillo, 2009).
Dada la importancia ambiental y ecologica del bosque de encino, la introduccion de
otras especies no es lo mas adecuado, por ello es conveniente integrar a los programas
de reforestacion especies nativas. De este modo, surge la necesidad de buscar
mecanismos que permitan maximizar la produccion de planta en vivero y asi poder
incluirla en los programas de reforestacion, razon por la cual es necesario desarrollar
tecnologia adecuada y estrategias Utiles para elevar la calidad de planta de encinos
producida en vivero. Una de estas estrategias que actualmente esta cobrando
importancia es el uso de planta ectomicorrizada, sin embargo los estudios realizados
sobre los hongos que interactan con plantas superiores son escasos, pero en relacion
con los encinos, los trabajos reportados son alin menos.

3.2 Quercus hintonii Warburg

Se le conoce comUnmente como encino prieto, pertenece al subgénero
Erytrhobalanus o encinos rojos. Es un arbol caducifolio que puede medir alrededor de
15 m de altura, su tronco tiene un didmetro de 30-50 cm, corteza de placas
cuadrangulares, que en individuos jovenes es rugosa; ramillas con abundante tomento
blanco amarillento; forma hojas maduras coriaceas, lanceoladas, ovado-lanceoladas,
ovadas o elipticas de 5-21 cm de largo y de 3-10 cm de ancho, de color verde claro y en
el envés se caracteriza por presentar abundante tomento que le da un aspecto

aterciopelado (Figura 2 a 'y b) (Aguilar y Romero, 1995).
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Es una especie monoica que forma flores femeninas y masculinas, en amentos
(inflorescencia en racimo). Su semilla la forma dentro de una nuez conocida como
bellota (Figura 1 A), la cual mide de 6 a 15 mm de largo y su didmetro es de 9-13 mm,
florece en primavera y fructifica en agosto y septiembre del siguiente afio. En el interior
de la bellota se desarrollan dos cotiledones y un embrién protegidos por un pericarpio;
los cotiledones son grandes y contienen grasa y carbohidratos, como una fuente de
reserva de energia (Reyes, 2006; Romero, 2000).

Es importante mencionar que la morfologia de esta especie varia entre los
individuos jovenes y los adultos, los primeros presentan hojas casi glabras y los adultos
hojas densamente pubescentes. En este taxa las caracteristicas de la pubescencia son
importantes, pues debido a ellas se describieron varias especies que ahora son sinGnimos

(Aguilar y Romero, 1995).

Figura 1. Vista panoramica del bosque de encino fragmentado, en Rincén de
Ugarte, Tejupilco de Hidalgo, Estado de México.
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Figura 2. a) Caracteristicas morfoldgicas de Q. hintonii. Rama con inflorescencias,
frutos, flores masculinas y hojas (Aguilar y Romero, 1995). b) Arbol de Q. hintonii.

Distribucion y habitat

Es una especie endémica de la Depresidn del Balsas (Figura 2), encontrada en los
siguientes municipios del suroeste del Estado de México: Amatepec, San Simén de
Guerrero, Sultepec, Tejupilco, Temascaltepec y Tlatlaya, reportandose también para el
Estado de Michoacan, en el municipio de Villa Madero (Romero et al., 2000; Reyes,
2006).

El habitat de Q. hintonii son los bosques de encino y de pino, en laderas con
pendientes muy pronunciadas, con escaso suelo, sino la roca (esquistos intemperizados),
en ocasiones cubierta por una delgada capa de suelo (Leptosoles). En otros sitios el suelo
tiene una profundidad de 50 a 90 cm, con caracteristicas de Cambisol, en altitudes de

1300 a 1950 m snm. Las especies dominantes de estas comunidades son Q.
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magnoliifolia, Q. obtusata, Q. peduncularis y Q. hintonii y algunas especies del género

Pinus (Reyes, 2006)
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Figura 3. Distribucion geografica de Q. hintonii en el Estado de México y
Michoacan, (Aguilar y Romero, 1995)

Usos

La madera de Q. hintonii es empleada para la elaboracién de mangos de
herramientas, vigas, postes de cercas, bancos rasticos y en mayor escala como lefia y
carbon. Sin embargo, estudios realizados sobre las propiedades de su madera muestran
que puede utilizarse para fabricar duelas de parquet, lambrin, muebles, durmientes,
pilotes para minas y barricas de afiejamiento. Los individuos de esta especies poseen
hojas de tamafio mediano a grande y pubescencia muy densa con aspecto aterciopelado
al igual que las ramillas, caracteristicas que hacen que pueda utilizarse como ornamental
en jardines y zonas urbanas (Romero, 2000).

Consecuencias del cambio de uso del suelo.

La region del Balsas es una zona donde los bosques estan bajo una fuerte presion
antropogénica por la tala clandestina, alteracion de regimenes de fuego, cambio de uso

de suelo por actividad pecuaria y agricola donde se encuentra la mayor concentracion y
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diversidad forestal. Al tratarse Q. hintonii de una especie endémica de esta region, su
poblacién se ha visto reducida drasticamente como consecuencia de la pérdida de su
habitat ligado a las actividades econdmicas realizadas por las comunidades locales, hasta
el punto de ser una especie amenazada, en peligro de extincion de acuerdo a The Global
Trees Campaign (2012).

Los bosques de encino de Tejupilco de Hidalgo, al igual que de los otros
municipios, no forman parte de ningin programa de aprovechamiento ni manejo
forestal. La mayoria de los predios son propiedades privadas y algunas comunales. Lo
anterior se ve reflejado en la continua tala de encinos, para abrir areas de uso ganadero,
agricola, creacion de carreteras o brechas y para asentamientos humanos. En la
actualidad se sigue extrayendo lefia de estos bosques, para hornear pan comercialmente
y para cocinar (Reyes, 2006).

Las medidas de conservacion deben incluir la participacién de las autoridades
locales y propietarios de tierras, capacitacion sobre la propagacion de plantas, la
investigacion de campo, y el desarrollo de una camparfia de educacién. La investigacion
en colaboracion entre los expertos mexicanos de la Universidad de Puebla y el personal
de los Jardines de Sir Harold Hillier y Arboretum en el Reino Unido condujo al
desarrollo de una estrategia de conservacion de Q. hintonii, presentado a los presidentes
de los municipios y las autoridades encargadas de la reforestacion, tal estrategia incluye
una guia para la conservacion de especies y un acuerdo para proporcionar la
capacitacion local en técnicas de propagacion de esta especie (The Global Trees

Campaign, 2012).
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3.3. La asociacion micorrizica

El término de micorriza fue acufiado en 1885, por el patdlogo forestal Anton
Bernhard Frank, que en términos generales es una de las asociaciones simbioticas de
mayor importancia ecologica y fisioldgica establecida por las raices de las plantas, y las
hifas de ciertos hongos superiores, mismos que conviven en simbiosis casi siempre de
tipo mutualista con la mayoria de las plantas vasculares (Pimentel, 2009). Se cree que
esta asociacion surgid junto con las primeras plantas terrestres (Ferrera-Cerrato y Pérez
Moreno, 1995), actualmente se encuentran distribuidas en todos los ecosistemas
terrestres, aproximadamente el 95% de las especies vegetales conocidas establecen de
forma natural y constante este tipo de simbiosis con hongos del suelo, debido
principalmente a que no podrian soportar por si mismas la dindmica de las comunidades
que habitan los suelos forestales (Pritchett, 1986). En ellos, estas simbiosis juegan un
importante papel en su funcionamiento y mantenimiento, tanto en las regiones templadas
como en las tropicales (Allen, 1993; Heijden et al., 1998; Read y Pérez-Moreno, 2003).

La incapacidad de los hongos de elaborar su propio alimento, los obliga a vivir
como saprobios, parasitos 0 como simbiontes con otras plantas, tal es el caso de los
hongos micorrizicos, donde la planta suministra al hongo hidratos de carbono,
procedentes de la fotosintesis, y el hongo constituye una extensién del sistema radical,
favoreciendo una mejor absorcion de agua, y nutrimentos esenciales (Le Tacon, 1986).

La funcion mas importante de las raices en la actividad de los microorganismos,
es que crean un nicho ecoldgico unico, el cual da por resultado una poblacion muy
distinta del suelo fuera de la rizosfera. Esta diferencia se debe a la liberacion de
sustancias organicas e inorganicas por parte de las raices, las cuales son utilizadas por

los microorganismos que se hallan en sus proximidades. Por su parte, el hongo ayuda a
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la planta en la absorcion de nutrimentos minerales del suelo, que muchas veces estan
fuera del alcance de sus raices. (Harley y Smith, 1983).

Clasificacion de las Micorrizas

Basandose en el arreglo de la hifa vegetativa del hongo en los tejidos corticales
de la raiz, las micorrizas se han clasificado en tres tipos basicos: ectotréficas,
endotroficas y ectendotroficas (Brundrett, 2003).

Las micorrizas ectotroficas, denominadas ectomicorrizas, son el grupo que
incluye aquellas en las cuales el hongo, normalmente de micelio septado, forma un
verdadero manto de hifas (manto fingico) que rodea a la raiz. El desarrollo del hongo es
intercelular, dando el aspecto de una red, la cual es denominada Red de Hartig. Algunos
hongos ectomicorrizicos (ECM) estan asociados a un solo hospedante, mientras que
otros tienen un rango muy amplio, como es el caso de P. tinctorius. Por otro lado, un
solo hospedante es capaz de establecer asociacion con muchas especies de hongos. La
mayoria de los arboles estan asociados con el grupo de los Basidiomycetes.

En el caso de las micorrizas endotroficas, mejor conocidas como endomicorrizas,
el hongo forma una trama de hifas sobre la superficie del sistema radical, o raicillas,
pero no desarrolla el manto fungico caracteristico de la ectomicorriza. Las hifas penetran
dentro de la epidermis, avanzando hasta las células corticales de la raiz, ocupando los
espacios inter e intracelulares. Es importante sefialar que este tipo de hongos no infecta
las células meristematicas o tejidos vasculares. Los hongos que forman endomicorrizas
pertenecen al Phylum Glomeromycota (SchchifRler et al., 2001).

Contrario a la ectomicorriza, la infeccion endomicorricica, no provoca cambios
muy conspicuos en la apariencia de la raiz; por esta razon para detectarla, es necesario

procesar las raices, para tefiir las hifas y observar al microscépio. Las micorrizas
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ectoendotroficas, mejor conocidas como ectendomicorrizas, muestran rasgos tanto de
ectomicorrizas como de endomicorrizas, dado que presentan manto fangico, red de
Harting y penetracion intracelular. Aparentemente las ectendomicorrizas son muy
limitadas y, en arboles, generalmente aparecen en raices colonizadas por hongo
ectomicorricicos.

3.4. Ectomicorrizas

Uno de los méas importantes tipos de asociaciones micorrizicas, desde el punto de
vista ecoldgico y biogeogréafico, es la ectomicorriza, término propuesto por Peyronel et
al. (1969). En esta simbiosis el hongo asociado cubre las raices cortas, formando un
manto o vaina. Las hifas forman la red de Hartig sin que exista generalmente
penetracion intracelular en las plantas asociadas (Pérez-Moreno y Read, 2004).

Las estructuras diagndsticas de la ectomicorriza son el manto fangico, la red de
Hartig, y el micelio externo vegetativo que emerge a partir de las raices, de este modo la
actividad de la ectomicorriza, por ejemplo, en arboles de zonas templadas se fundamenta
en la absorcion nutrimental (Vogt et al., 1982). Ademas, dicha simbiosis proporciona a
los fitobiontes mayor captacion de agua, fitohormonas (Harley y Smith, 1983; Marks y
Kozlowski, 1973; Smith y Read, 1997), incremento en la longevidad de las raices
(Marshall y Perry, 1987) y proteccidén contra patdgenos, lo cual se explicard mas a
delante.

La simbiosis ECM se establece principalmente entre alrededor de 3000 especies
de plantas angiospermas y gimnospermas y 5000 especies de hongos, principalmente de
los grupos de los Basidiomycetes y Ascomycetes (Malloch et al., 1980; Molina et al.,
1992), dentro de los Basidiomycetes se incluyen importantes familias como

Amanitaceae, Russulaceae, Paxillaceae, Boletaceae y Strobilomycetaceae. Algunas espe
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cies, como Pisolithus tinctorius, tienen la habilidad de formar simbiosis ECM con una
gran cantidad de plantas, incluyendo especies vegetales de diferentes familias, lo mismo
sucede con algunas especies del género Lactarius (Pérez-Moreno, 2004). En contraste,
otras especies fungicas se asocian con un restringido nimero de especies vegetales que
integran a un género o una familia; por ejemplo, Suillus coloniza y forma simbiosis
restringida en la familia Pinaceae (Molina et al., 1992).

Las ectomicorrizas también son clasificadas o identificadas por su color, patron
de ramificacion, caracteres superficiales y estructura del manto fungico. Haciendo
énfasis en las estructuras ectomicorricicas que se aprecian en las raicillas, asemejan
distintas formas, dependiendo del tipo de hongo que las origina: simples o no
ramificadas (Cenococcum), que semejan por su forma deditos individuales o solitarios;
monopddica-pinnada (Russula), forman sus estructuras simples o bifurcadas sobre un eje
principal; monopddica-piramidal (Lactarius), sus estructuras estan dispuestas sobre un
eje principal en forma verticilada; dicotomica (Laccaria lacata), se separan desde su
base formando dos o mas deditos; irregularmente pinnada; coraloide (Rhizopogon),
estructuras dispuestas sobre un eje principal en forma redondeada y tuberculada (Suillus)
que penden de las raicillas simulando tubérculos (Pimentel, 2009; Carrera, 2004).

Beneficios que Reciben los Hongos

Los hongos carecen de clorofila, por lo tanto no pueden formar sus propios
elementos nutritivos utilizando la energia de la luz solar, como se presenta en las plantas
verdes, por lo cual se ven obligados a vivir a expensas de otros organismos (Le Tacon,
1986). Por esta razon, éstos pueden ser saprofitos, parasitos o en todo caso forman la

simbiosis de la cual hemos hablado.
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En estudios realizados se ha estimado que aproximadamente del 10 al 15 % de la
produccién de fotosintatos por parte de las plantas es transferido a los hongos, aunque
esto solo se ha evaluado en bosques de clima templado (Voigt et al., 1991, citado por
Ferrera- Cerrato y Pérez-Moreno, 1995); lo cual demuestra los beneficios que brindan
las plantas a los hongos. Ademas, las raices de las plantas secretan hormonas de
crecimiento, las cuales influyen en el crecimiento y desarrollo de los hongos, la
germinacion se incrementa al estar en contacto con las raices vivas de los arboles
(Ferrera-Cerrato y Pérez-Moreno, 1995).

Beneficios que obtienen las plantas

El suelo es una parte vital del ecosistema, donde existen diversos
microorganismos, los cuales participan intensamente en los procesos ecologicos. Este es
el caso de los hongos micorrizicos que cumplen funciones importantes en el crecimiento
sano de las especies forestales (Pritchett, 1986). Los beneficios que pueden obtener las
plantas, principalmente las superiores, al formar estructuras micorrizicas se ven
reflejados en un mayor y mejor crecimiento y desarrollo de las plantas

Las comunidades microbianas en el suelo estan integradas por bacterias,
actinomicetes, hongos, algas, protozoarios, nematodos y micro artrépodos como
colembola (Sylvia et al., 1998), presentando una mayor densidad en la rizosfera debido a
que las raices proporcionan mayores nutrimentos y factores de crecimiento cuya funcién
es estimular la actividad microbiana (Bolton et al., 1993).

Un componente dominante de la comunidad microbiana de la rizosfera de arboles
de zonas forestales templadas son los hongos ECM (Smith y Read, 1997). Dada la
naturaleza heterotrofa de los micobiontes, éstos obtienen compuestos de carbono

derivados fotosintéticamente (Harley, 1989) a partir del hospedero, por su parte los
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fitobiontes reciben una mayor cantidad de nutrimentos minerales y agua, ya que las
micorrizas sirven como extensiones de la raiz, asi como proteccion contra patdgenos y
metales pesados (Duddridge et al., 1980), ya que se ha observado que la reducida
formacion micorrizica o su ausencia influye en su vulnerabilidad al estrés ambiental y
por patogenos (Hampp et al., 1999).

Entre los beneficios que producen las micorrizas en las plantas asociadas, se
pueden destacar los siguientes: facilitan su nutricion, crecimiento y desarrollo, mejoran
su tolerancia frente al estrés hidrico y a los agentes patdgenos; facilitan su adaptacion a
suelos salinos y contribuyen con la disminucion de la erosion en las areas aledafias,
ademas de mejorar la estructura del suelo (Molina et al.). A continuacion se detallan los
beneficios que otorgan las micorrizas al arbol.

Transferencia de carbohidratos

Dentro de los multiples beneficios que el fitobionte proporciona al micobionte se
encuentra la transferencia de carbohidratos, ya que el hongo es incapaz de utilizar
polisacaridos complejos como fuentes de carbono y energia (Bowen y Theodorou,
1973), la cual puede ser medida como una correlacién negativa entre el crecimiento de la
planta y la biomasa fungica (Nylund y Wallander, 1989; Colpaert et al., 1992). En
estudios realizados por Bauer et al. (1991) se demostro la transferencia de carbohidratos
hacia el cortex, la red de Harting y el manto fungico, dando evidencia de que
potencialmente todos los carbohidratos necesarios para el crecimiento, tanto del hongo
como de la planta, pueden ser proporcionados en los estadios iniciales de la formacién
de la ectomicorriza, por la fotosintesis.

Las hifas ECM sdlo pueden utilizar hexosas como fuente de carbono y glucosa,

las cuales son el resultado del catabolismo de la sacarosa considerada como la fuente
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primaria de carbono en las EM (Hampp et al., 1999). La sacarosa es hidrolizada en la
interfase apopléastica, y los monosacaridos son asi tomados por el micobionte y las
células corticales de la raiz. Por lo que el fitobionte reduce su capacidad e importarlos,
debido probablemente al suministro de aminoacidos derivados al micobionte, ya que
hasta un 30% de la produccion de fotoasimilados totales son transferidos. Los
monosacaridos no son solo importantes para el crecimiento fungico y su funcién, sino
que también constituyen sefiales moleculares que regulan al hongo y la expresion de
genes en la simbiosis (Nehls y Hampp, 2000). La planta compensa esta pérdida de
carbohidratos por un incremento en su eficiencia fotosintética. Se ha encontrado que la
colonizacion por ECM incrementd considerablemente el area foliar especifica,
resultando en un incremento en la asimilacion de carbono del hospedero (Harris et al.,
1985). Por otra parte se reporta que la tasa fotosintética especifica del hospedero
incrementd diferencialmente por la infeccion de algunas especies de hongos
micorrizicos y dado que los compuestos carbonados provienen de la fotosintesis, se
espera una mayor aportacion de la planta al hongo (Dosskey et al., 1990; Miller et al.,
1998).

Nutricidn, crecimiento y desarrollo

El beneficio de las micorrizas se traduce en mayor crecimiento y desarrollo de las
plantas en beneficio de la adaptacion y eficiencia de éstas al facilitar una mayor
absorcion de nutrimentos minerales del suelo. Este beneficio se basa en que las plantas
requieren de diferentes iones de minerales para un éptimo crecimiento y desarrollo; las
micorrizas pueden ayudar a las plantas a incrementar esta captacion, tanto de forma
directa como indirecta (Bolan, 1991; Fitter & Garbaye, 1994). De forma directa las

micorrizas aumentan en las raices la toma de nutrimentos minerales y agua del suelo
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debido a que poseen micelio externo que explora gran volumen de suelo que no esta
micorrizado (Maldonado y Ramirez, 1997). En este proceso se acepta que el papel clave
de las micorrizas radica en que las hifas del hongo extienden el campo de absorcién de
la raiz mas alla de la zona normal de agotamiento radicular (en 1-5 mm), y permiten a la
raiz incrementar su superficie de absorcion y explorar un volumen de suelo mayor del
que lo hacen las raices no micorrizadas. Las raices micorrizadas absorben mas
eficazmente los fosfatos que las no micorrizadas (Molina et al., 2005).

Maldonado y Ramirez (1997), consideran que las micorrizas permiten lograr una
mayor absorcion de nutrimentos en la solucion del suelo, en especial de elementos poco
moviles, fundamentalmente el fosforo y otros como el zinc, azufre, calcio, molibdeno y
boro.

En el caso del fosforo (P), es un factor limitante en el crecimiento de las plantas,
ya que participa en funciones metabdlicas importantes. Del 100% del fésforo absorbido,
el 90% se acumula en el hongo en formas de poli fosfato, forma inactiva comdn en
sistemas simbioticos que muestran una rapida absorcion de fosforo, en la micorriza el
transporte al interior ocurre en 24 hrs y solo el 10% es utilizado por el hospedero (Garza,
2000). El manto fangico sirve como deposito de P cuando las hifas del hongo dejan de
estar conectadas con la raiz de la planta. Por otro lado la transferencia de fésforo
inorganico entre el hongo micorrizico y la raiz huésped se produce en tres etapas:
transporte activo dentro del hongo y el exterior de la raiz, transporte pasivo del hongo en
la interfase raiz-hongo y transporte activo dentro de la raiz (Bolan, 1991).

Cabe mencionar que el beneficio no solo se debe al establecimiento de los
hongos en el sistema radical, sino que también intervienen diversos factores edaficos y

ambientales e incluso de manejo de los sistemas forestales, que interactdan
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potencializando la capacidad del hongo para compensar o superar las funciones de la
raiz en la absorcién de nutrimentos y agua.

Se ha reportado ademas la produccion de hormonas estimulantes para el
crecimiento y desarrollo de las plantas, sin embargo se discute que resulta dificil
diferenciar los efectos producidos por las hormonas del hongo, de los producidos por las
hormonas vegetales y de los producidos indirectamente por el estado nutricional de las
plantas como consecuencias de la micorrizacion (Raddatz, 2002 y Molina et al., 2005).

Tolerancia al estrés hidrico.

Una de las mayores bondades que tienen las micorrizas es su capacidad de
absorcion de agua y por lo tanto, permiten mayor resistencia de la planta a la sequia.
Esta resistencia es debida al incremento de la conductividad hidrica de la planta o a la
disminucion de la resistencia al flujo de agua a través de ella. Esta relacionado también a
la mayor absorcién a traves del a extensa red de hifas externas del hongo, extendidas
mas alla de la zona a la cual tiene acceso directo el sistema radical (Brundrett, 2004;
Molina et al., 2005).

Proteccién contra patogenos.

Las ECM protegen la raiz, ya que reciclan los carbohidratos, aminoacidos y otros
compuestos producidos por las raices, capaces de atraer agentes patdgenos
(Whipps, 2004). Ademés proveen una barrera fisica a patdgenos debido a la formacion
de la red de Harting, la cual puede sintetizar un compuesto llamado diatretinenitrilo, el
cual presenta un efecto antibidtico.

3.5. Fuentes de inoculo ectomicorrizico.
La fuente de indculo y la técnica de inoculacion pueden variar de acuerdo a las

necesidades y al presupuesto de cada proyecto, se debe tomar en cuenta que la
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micorrizacion se puede realizar de manera casual o accidental, dado que la diseminacion

de esporas es facil que se efectie por el viento, sobre todo cuando los viveros se

encuentran cercanos a las areas forestales; pero una manera segura de obtener una

micorrizacion efectiva, es realizdndola intencionalmente y con un método

predeterminado. A continuacion se describen los métodos de inoculacion mas comunes:
e Suelo (tierra de monte).

Consiste en extraer suelo de los sitios naturales donde existan plantas o arboles
de especies a producir en vivero, con lo cual se llenaran los contenedores; o bien,
mezclandola con otro tipo de tierra y en la proporcion deseada, para lo cual es suficiente
del 5 al 10% de tierra de monte para propiciar una buena infeccion micorrizica (Ferrera
et al. 1993). También se recomienda usar una proporcion del 20 al 40% (Pimentel,
2009).

Este tipo de sustrato tiene que ser de la capa superior del suelo, no mayor a los 50 cm,
dado que esta demostrado que después de los 5 a 10 cm de profundidad, las estructuras
dispersantes de los hongos disminuyen considerablemente.

Este método puede llegar a ser relativamente barato para muchos viveros; sin
embargo se requiere de una gran cantidad de suelo, lo cual lleva al deterioro del sitio de
extraccion de este; ademas, existen posibilidades de llevar patdgenos y plagas al vivero.

e Carpomicorrizacion.

Este método consiste en hacer una mezcla del material o sustrato a utilizar en el
Ilenado de los envases con los cuerpos fructiferos de las especies de hongos deseados.
Para ello se debe hacer una recolecta de los hongos micorrizicos de interés, que se

realiza durante su época de abundancia, ya que se requiere una cantidad considerable

21



Inoculacion de Quercus hintonii con hongos ectomicorrizicos a nivel vivero.

para asegurar una proporcién minima de 0.5 Kg/m?® de sustrato. Una vez que se tienen
los carpoforos, se realiza la mezcla, primero se desintegran, triturdndolos con auxilio de
una licuadora, en la proporcion 250 g de hongos por litro de agua. Este concentrado se
diluye en 10 litros de agua, con la cual se va humedeciendo y revolviendo la tierra,
buscando tener una homogeneizacion adecuada de los hongos licuados con el sustrato
(Pimentel, 2009).

Las concentraciones de esporas dentro de la suspension resultante son
determinadas mediante un hematocimetro y es almacenada bajo refrigeracion en
completa oscuridad (5° C) hasta que vaya a ser usada. Se recomienda utilizar esporas
frescas siempre que sea posible (Cruz, 1999). Otra manera de realizar esta técnica, es
utilizando hongos secados en una estufa a una temperatura no mayor de 37 °C, e
inocular directamente con pequefias cantidades de himenio ricas en esporas.

e Esporomicorrizacion.

Técnica de inoculacion mediante el empleo directo de las esporas de los hongos
micorrizicos. Para ello, se requiere obtener las esporas en condiciones puras. Las esporas
se pueden obtener, colocando los pileos boca abajo en hojas de papel limpio, si es
posible esterilizados, para lograr la cosecha de las esporas. La inoculacion puede
realizarse empapando las semillas antes de sembrarlas con una solucién de esporas
(Marx, 1976; Landis et al., 2004); o bien, depositando las esporas al momento de
efectuar el trasplante, lo cual se logra con el auxilio de la punta de un palillo, que
introducida en el polvo de esporas, se introduce en un pequefio orificio hecho en el

sustrato antes de colocar la plantula (Cruz, 1999).
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e Micelio (cultivos puros).

En ocasiones es dificil obtener el micelio, ya que muchos hongos no se
desarrollan sin la presencia del simbionte obligado; sean estos arbusculares o
ectomicorrizicos; ademas de requerirse una gran cantidad de ellos para satisfacer las
necesidades de un vivero. EI micelio es producido bajo diversas técnicas como las
presentadas por Marx (1976) y Molina y Trappe (1982).

Una vez que se tiene el micelio, se aplica directamente al momento del
trasplante, colocando una pequefia porcion (1/4 de cucharadita) en el orificio donde se
colocard la plantula; o bien revolviéndolo con el sustrato a envasar, en la proporciéon 50
ml de indculo por litro de sustrato, se debe tomar en cuenta la temperatura del ambiente
para hacer dicha aplicacion, dado que los rayos calientes del sol pueden matar el micelio
(Pimentel, 2009).

e Indculo comercial.

Actualmente, en la preparacion de inoculantes comerciales basados en hongos
ECM, se contintan utilizando diversas especies de hongos Gasteromycetes, dentro de
los géneros Pisolithus, Scleroderma y Rhizopogon, y adicionalmente algunos
Agaricales, dentro de los géneros Laccaria, Suillus y Paxillus. Tanto las esporas como
los cultivos miceliales de dichos hongos han sido utilizados para inocular semillas o
plantas de importancia forestal tanto en regiones templadas como tropicales (Castellano
y Molina, 1989; Brundrett et al., 1996). Sin embargo, el hongo ECM que ha sido
utilizado con mayor frecuencia en la preparacion de dichos inoculantes comerciales, es
Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker et Couch. Actualmente, existen diversas compafiias

internacionales que comercializan micelio de hongos ECM, esporas o una mezcla de
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ambos. Independientemente de las limitaciones que pudiera tener la produccion de
inoculantes basados en micelio o esporas de hongos ECM, las ventajas que presentan,
originan que esta biotecnologia tenga un gran potencial de aplicacion en México.

Un criterio, recomendado por Trappe (1977), al seleccionar las especies a
emplearse como fuente de indculo ECM, es la comestibilidad de las mismas. En México,
se conocen mas de 220 especies de hongos comestibles silvestres (Villarreal y Pérez-
Moreno, 1989). Méas de 100 de estas especies son objeto de autoconsumo,
principalmente en la poblacion rural del pais; y mas de diez de ellas, tienen un alto valor
en los mercados internacionales en Estados Unidos de América, Canada y diversos
paises europeos y del sureste asiatico (Pérez Moreno y Ferrera-Cerrato, 1996).

Si se desarrollara un programa de inoculacion con especies de hongos
comestibles en las especies de arboles utilizadas en plantaciones o reforestaciones, se
podria tener, previo a los aprovechamientos forestales, un producto forestal no
maderable de alto valor alimenticio.

e Factores que influyen en el desarrollo de las ectomicorrizas en vivero.

La formacion de las micorrizas estd influenciado por diversos factores
ambientales (Alarcén y Ferrera-Cerrato, 2000), estos pueden afectar tanto a las raices de
los arboles como a los hongos que se asocian con los arboles para formar las estructuras
micorrizicas (Pritchett, 1986). La intensidad de luz, la fertilidad del suelo reflejada en
los niveles de potasio, fésforo, calcio y magnesio, la baja tasa de descomposicion de
materia organica, la relacion Carbono/Nitrégeno), temperatura, humedad, textura, pH, y
la presencia de algin elemento contaminante en el suelo, son algunos factores que

pueden afectar positiva o negativamente el desarrollo de las micorrizas (Lopez, 1990).
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Resulta de gran importancia tener cuidado con los productos quimicos que se
utilicen ya que al suministrar un producto sin conocimiento dafia el desarrollo y
multiplicacién del hongo. A continuacion se mencionan algunos de los productos
fungicidas utilizados segun el Gobierno del Estado de México, SEDAGRO y Probosque,
2007:

Fungicidas Recomendados: Thiram (tersan), Zineb, Manzate (Dithane M-22,
Mate), Cholorothalonil (Bravo, Daconil 2787), Captan (Orthothocide), Mancozeb
(Dithane M- 45), Cuprocide.

Fungicidas NO Recomendados: Grupo Carboxinas, Grupo Benzamidazoles,
Benlate, Tersan, Cercovin, Cloroneb, Derosal, Ridomil Golld, Alliete, Rizsolex, Banrot.

Se recomienda no administrar productos quimicos 15 dias antes de una
aplicacion de micorrizas; solamente se puede hacer después de un mes con productos
recomendados.

3.6. Beneficios de las Micorrizas en la Restauracion.

Muchos de los ecosistemas forestales han sido perturbados por diferentes
razones, tales como; la obtencion de madera, la actividad agricola o pecuaria, estas
actividades afectan seriamente la biodiversidad y el ciclaje de nutrimentos, la fertilidad
del suelo declina, se deterioran las propiedades fisicas y bioldgicas del suelo y ocurre
una invasion de plantas oportunistas, estos son obstaculos que perjudican la
regeneracion del bosque. Cualquier perturbacion que afecte a la planta y al suelo
presupone una reaccion fungica, ya que la micorriza se considera una triple asociacion
de planta, hongo y suelo (Salas, 2009).

La utilizacion de las micorrizas genera una amplia gama de beneficios para la

recuperacion de areas degradadas, debido principalmente a que se incrementa la
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posibilidad de sobrevivencia de las plantas. Ademas, propician la formacién de la
microflora del suelo y cubierta vegetal, con lo cual se da un restablecimiento del
equilibrio ecologico natural (Moncayo, 2004). Son mediadoras de muchas de las
acciones e interacciones de la microflora y microfauna, que ocurren en el suelo
alrededor de las raices, por otro lado mejoran la agregacion del suelo y ademas las hifas
de absorcion de asocian con la materia organica acelerando el proceso e mineralizacion
(Blanco y Salas, 1997), de este modo el uso de planta micorrizada en areas degradadas
puede ser una alternativa en los programas de reforestacion implementados para la
recuperacion de éstas areas.

En la recuperacién de ecosistemas naturales degradados (entre ellos, los
mediterraneos), se considera que las micorrizas son claves en estrategias destinadas a
frenar la erosién y la desertificacion, basadas en la revegetacion con especies arbustivas
autoctonas (Azcon y Barea, 1980). Para el caso de suelos contaminados con metales
pesados, se ha comprobado que las plantas micorrizadas tienen un efecto benéfico,
debido a que la planta tiene la capacidad de inmovilizar metales en la raiz reduciendo asi
su traslocacion a la parte aérea de la planta y, en consecuencia, el flujo de metales a la
cadena trofica (Moncayo, 2004). La utilizacion de plantas propagadas en vivero bien
micorrizadas para la conservacién y regeneracion de suelos, es una alternativa que debe
tomarse en cuenta para favorecer la supervivencia y adaptacion de muchas especies a las
condiciones tipicas de areas erosionadas, ademas se considera que es muy redituable
(Ferrera-Cerrato y Pérez-Moreno, 1995).

Las plantas micorrizadas presentan un desarrollo muy superior a las no
micorrizadas, en sus primeros afios de vida. EI nimero de muertes de plantas por causas

abioticas o bioticas, tras ser colocadas en el campo, es muy bajo en estos casos.
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La implantacion de micorrizas en el sistema radical de las especies vegetales
superiores, establece una interaccion triple como consecuencia de la cual, se originan en
el suelo una serie de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos, que inciden finalmente en
un mejor crecimiento de las plantas micorrizadas. Asi, las raices de las plantas exudan
una serie de elementos que colonizan la rizosfera, induciendo una mayor facilidad para
la micorrizacion de ciertos hongos. Una vez establecidas las micorrizas, controlan éstas
los exudados radicales, realizando una absorcion directa de nutrimentos del suelo a la
planta simbionte (Rodriguez, 1989).

3.7. Pruebas de micorrizacion.

Existen algunos reportes acerca de la induccion a la micorrizacion en México,
tanto a nivel de campo como de laboratorio. Por ejemplo Pisolithus tictorius y Laccaria
laccata se han cultivado en frascos de vidrio de 2 litros, conteniendo solucion nutritiva
de Melin y Norkrans (NMN) a pH de 5.5, en una mezcla de vermiculita y turba, en una
proporcion 1:14:10; o sea, 60:840:600 ml de solucién (NMN), vermiculita y turba. La
inoculacion de los frascos se hace con discos miceliales del hongo. La incubacién es a
28 °C durante 3 meses. Los dos hongos inoculados formaron ectomicorriza en las 8
especies probadas; destacandose el Pinus pseudostrobus Lindl., que tuvo un incremento
en altura de 144% cuando se inoculo con Pisolithus tictorius, y de 82% con Laccaria
laccata, comparadas con las plantulas no inoculadas. Pinus radiata D. Don incremento
su crecimiento 79% en presencia de P. tinctorius y en un 59% con Laccaria laccata.
Pinus teoconte Schel. Et Cham.

En un estudio que se realizd para conocer cOmo se comportaba una especie de
encinos en la etapa de germinacion cuando era inoculada, se obtuvieron los siguientes

resultados. A los tres meses, la germinacion fue del 62.5% con rebozuelo (Cantharellus
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cibarius) y del 43.75% con trufa negra (Tuber melanosporum), mientras que la
germinacion en este tiempo de las plantas control (sin inocular), habia sido del 8.33%
(Arias y Gimeno, 1994). Sin embargo, esto depende de otros factores como la
procedencia, y calidad de la semilla, elemento esencial en la reforestacion. El
crecimiento de la planta es tanto mas vigoroso cuanto mayor es el grado de
micorrizacion conseguido.

En Espafa por ejemplo se han realizado estudios sobre micorrizacion dirigida y
se trabaja con las especies Boletus edulis, B. aereus, B. pinophilus, B. reticulatus (B.
aestivalis) y B. fragans. Actualmente existen parcelas experimentales de castafios, abetos
rojos, pino negro, pino insigne, etc., micorrizadas con Boletus, obteniendo resultados
positivos en el desarrollo y sobrevivenvia de las plantas en campo (Morcillo, 2002).

Estudios realizados con Pinus patula y P. greggii, mostraron que las plantas
inoculadas con Laccaria laccata y Suillus pseudobrevipens presentaron un alto
porcentaje de colonizacion micorrizica, obteniendo valores promedios altos con respecto
a la altura, peso seco y diametro del tallo en comparacion con planta no micorrizada
(Carrera y Lopez-Rios, 2007).

3.8. Lactarius volemus (Fr.) Fr.

El género Lactarius se ubica taxondmicamente en la division Basidiomycota,
dentro de los Agaricomycetes, en la familia Russulaceae; este genero comprende
alrededor de 28 especies, destacando las méas estimadas entre las comestibles, por
ejemplo: L. deliciosus, L. vellereus, L. salmonicolor, L.indigo y L. volemus. En general
son hongos que al cortarlos segregan un latex mas o menos lechoso, las laminas son de

inclinadas a ligeramente arqueadas o decurrentes, pero nunca bifurcadas.
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Particularmente L. volemus (Fr.) Fr. (Figura 3), es una especie con pileo de hasta
15 cm de diametro en la madurez, sub-globoso y pronto ligeramente aplanado; margen
grueso, incurvado, liso (sin arrugas) y del mismo color que la cuticula, cuticula seca,
mate, de color anaranjado cremoso a anaranjado-rojizo, algo aterciopelada, su himenio
es denso, de color crema y con manchas marrén oscuras en las zonas dafiadas, su
estipite, puede llegar a medir alrededor de 10 cm de longitud, también es de color
anaranjado, cilindrico, atenuado hacia la base, de consistencia méas dura que el pileo, al
corte oscurece y vira a marrdén; produce esporas de color blanco, su latex es muy
abundante, blanco y dulce con un olor agradable. Es una especie muy apreciada por su
comestibilidad.

Cuando en el ambiente hay un alto porcentaje de humedad, es uno de los mas
abundantes al finalizar agosto, hasta octubre y ocasionalmente se ha encontrado al inicio
del mes de noviembre (Reyes, 2004).

Ademas de la importancia que tiene este hongo como comestible, es un hongo de
relevancia ecoldgica, ya que es una especie simbionte que se asocia principalmente con

especies de Quercus.

Figura 4. Cuerpos fructiferos de Lactarius volemus en bosque de encino.
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3.9. Pisollithus tinctorius (Pers.) Coker et Couch.

Pisollithus a diferencia de Lactarius es un género del orden de los Boletales, de
la familia Sclerodermales. Es un hongo que desarrolla cuerpos fructiferos de 5-30 cm de
altura y hasta 20 cm de didmetro. Tienen forma redondeada de jovenes pero luego se
hacen claviformes, de color pardo negruzco y liso, con la superficie seca y lisa, a veces
con abultamientos. Al madurar se abre por la parte superior, ya que el peridio, simple, se
rompe en placas poligonales para dejar libres las esporas, las cuales maduran del exterior
al interior haciéndolo pulverulento, formando una esporada pardo amarillenta. La base
es estéril y aparece prolongada en un estipite que estd unida al micelio del hongo,
rizomorfos de color amarillento. Presenta un olor aromatico al principio que después se
va volviendo fuerte (Menéndez, 2007).

P. tinctorius es un hongo comestible en estadios juveniles, y ademas se utiliza en
la elaboracion de tintes de colores café brillante y negro (Lincoff, 1984). EI mayor
interés en esta especie se deriva de su éxito en la inoculacion de plantas forestales en
paises de los cinco continentes. Las plantas con las que establece simbiosis ECM
incluyen mas de 20 géneros de gimnospermas y angiospermas con distribucion mundial

(Garcia et al., 2006).

Figura 5. Fructificacion de Pisollithus tinctorius
Tomada de:
http://www.morelmushroomhunting.com/pisolithus tinctorius.htm

30


http://www.morelmushroomhunting.com/pisolithus_tinctorius.htm

Inoculacion de Quercus hintonii con hongos ectomicorrizicos a nivel vivero.

La existencia natural de P. tinctorius ha sido confirmada en 33 paises del mundo
y en 38 estados de E.U.A. Este hongo se encuentra asociado con varias especies de
arboles en viveros, areas urbanas, bosques y areas degradadas. Bajo condiciones
naturales, se le ha encontrado en asociacion con tres especies de Betula, dos especies de
Eucalyptus, nueve especies de Pinus y ocho especies de Quercus; ademas con Populos
tremuloides, Pseudotsuga grandidenta y Salix humilis.

P. tinctorius es una de las pocas especies ectomicorrizicas ecoldgicamente
adaptadas a sitios adversos, con suelos empobrecidos o terrenos muy perturbados asi
como en suelos de alta acidez, o con altas concentraciones de metales pesados y resiste
periodos de estrés por sequia (Baéz, 2011).

La aplicacion de P. tinctorius a plantas de vivero incrementa significativamente
la calidad de la planta, por su amplio espectro se asume que la micorrizacion con el
hongo mencionado, es un instrumento necesario en el establecimiento de arboles en
areas erosionadas (lglesias, 1986).

3.10. Indicadores de calidad de planta forestal.

Para asegurar buena supervivencia en la plantacion, sélo las plantas saludables,
con buen crecimiento, con el tamafio apropiado y con buen balance entre las biomasas
aérea y subterranea son enviadas al sitio de plantacion. Las plantas que no cubren tales
caracteristicas son eliminadas. El control de calidad de planta en el vivero se debe
visualizar de dos formas: la primera para alcanzar ciertos estandares, morfoldgicos y
fisiologicos, que denotan calidad; la segunda se relaciona con la especificacion de tales
estandares comprobados estadisticamente en campo.

La planta de calidad es aquella que posee ciertas propiedades morfoldgicas y

fisiologicas que le permiten establecerse, crecer y desarrollarse vigorosamente en el sitio
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de plantacion (Rodriguez, 2008). Aqui la importancia de la ectomicorrizacién, ya que
como se ha mencionado, esta practica mejora la calidad de la planta. Debe sefialarse que
aunque algunos atributos son Utiles en una diversidad de situaciones (altura y diametro),
otros son mas especificos (por ejemplo crecimiento potencial de la raiz CPR).

Atributos morfologicos

Estos rasgos pueden ser observados rapidamente y medidos con facilidad, tales
como la altura del tallo, el didmetro del cuello de la raiz, volumen de la raiz y peso seco
de la raiz y el tallo, nGmero de raices laterales, biomasa subterranea y biomasa total,
entre otras. Se espera que una o varias caracteristicas morfologicas al término del ciclo
productivo en el vivero, se correlacionen con supervivencia y crecimiento, tiempo
después de establecida la plantacion. Estas caracteristicas se pueden ver reflejadas por
ejemplo a mayor didmetro del cuello de la raiz se espera una mayor sobrevivencia y
crecimiento en volumen, y mayor resistencia a dafios por animales o por calor; a mayor
altura se espera tener una planta que compita de mejor manera con hierbas y arbustos; si
se tiene un sistema radical fibroso habra una mayor exploracion del suelo por agua y
nutrimentos; en cuanto a la relacion altura/diametro, si esta es baja se tendra una mayor
resistencia a desecacion por viento, mayor supervivencia y crecimiento en sitios secos
(Johnson y Cline,1991).

Atributos fisiologicos.

Estos rasgos no pueden ser facilmente observados y para ser medidos, se requiere
de equipo y procedimientos de laboratorio. Contrariamente a las caracteristicas
morfologicas, los atributos fisiolégicos cambian constantemente y algunas veces de
manera dramatica durante el proceso desde la cosecha hasta la plantacion. Por lo tanto,

cualquier medicién de la calidad fisiologica es una condicion instantanea relevante, por
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solo un breve tiempo. Algunos atributos fisioldgicos comunes incluyen el potencial
hidrico y la resistencia al frio por mencionar algunos.

Atributos de desempefio.

Estos rasgos pueden ser evaluados solo si la planta es sometida a ciertas pruebas
con protocolos predefinidos, y observando posteriormente como se comportan. Las
pruebas de desempefio son de gran valia dado que permite evaluar e integrar a la vez un
amplio espectro de rasgos morfoldgicos y fisiologicos.

Desafortunadamente, las pruebas de desempefio son muy laboriosas, consumen
mucho tiempo y por tanto, son muy caras. Una de las mas antiguas y mas comdnmente
utilizadas en la actualidad es el Crecimiento Potencial de la Raiz (CPR) (Ritchie et al.,
2010), aunque algunos autores se refieren a esta como un atributo fisiologico
(Rodriguez, 2008), otras de estas pruebas son resistencia al estrés y dormancia de la

yema.
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4. MATERIALES Y METODOS

Descripcion del sitio de recolecta.

El sitio de recolecta de las especies en estudio se localiza en Rincon de Ugarte,
municipio de Tejupilco de Hidalgo, ubicado en el SW del Estado de México, entre los
paralelos 18°56°27"" de latitud norte y 100° 09°20.9""de longitud oeste a 1 500 m s.n.m.
(Figura 5).

La orografia del municipio es bastante accidentada, dando origen a diferentes
formaciones cerriles y sierras como la Sierra de Pericones, cuya elevacion mas destacada
es La Mufieca. Esta Sierra se prolonga hasta el Puerto de Salitre, donde se levanta la
Sierra de Nanchititla o Cinacantla, para terminar en el margen del rio Cutzamala (Reyes,
2006; Cardoso y Agallo; 2012).

Por el norte y con la misma direccion, desprendiéndose de la sierra de
Temascaltepec, penetra con la Sierra de la Cumbre, el Cerro de Cacalotepec, El
Cardosanto, Jumiltepec, El Fraile y La Rayuela, para ir a terminar al rio Pungarancho.
Se encuentran ademas desprendimientos como el de La Canteria, La Cadena, El Cerro
del Venado, El Estanco, Piedra Grande y Jalpan, formando asi dos valles fértiles; uno
pequefio donde se encuentra la villa de Tejupilco y otro mas grande donde se localiza el
poblado de San Martin Luvianos; asi mismo, hay cafiadas como Los Arrayanes,
Nanchititla y Piedra Grande, ademas podemos encontrar dos volcanes apagados, el
Cerro Gordo y La Tinaja. La geologia de la zona esta compuesta principalmente de
rocas metamorficas, especificamente esquistos. El clima es semicalido subhimedo con
lluvias en verano (Reyes, 2006; Cardoso y Agallo; 2012).

En esta region se establece un bosque de encino compuesto principalmente por

Quercus hintinii, Q. magnoliifolia, Q. obtusata y Q. peduncularis.
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Figura 6. Localizacion de Tejupilco de Hidalgo dentro del Estado de México.

Recolecta de material biologico.

Se recolectaron aproximadamente 2 000 bellotas de Q. hintonii durante el
periodo de fructificacion de los encinos el 19 de septiembre del 2010. Se seleccionaron
las bellotas maduras del suelo cercano a los arboles en fructificacién. Se confirmo la
madurez por medio de indicadores tales como el color del pericarpio y de los
cotiledones, asi como la separacion entre la cupula y la bellota, se seleccionaron los
frutos sanos de los maduros por el método de flotacion en agua (Bonner, 2003).

En esta misma fecha se recolectaron cuerpos fructiferos de Lactarius volemus del
encinar de la zona de estudio, se eligieron los méas cercanos a los encinos y los que
estuvieran en mejores condiciones. Se guardaron en bolsas de papel, eliminando

previamente restos de suelo y hojarasca.
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Una vez en el laboratorio las bellotas y los carpoforos se almacenaron en
refrigeracion a 7°C, hasta su procesamiento.

Procesamiento de las muestras.

e Bellotas.

Las bellotas se almacenaron en refrigeracion durante dos meses, en recipientes de
plastico recubiertos internamente con toallas de papel absorbente y desecador Easy
Dry®, lo anterior con el fin de mantener la humedad relativa constante y asf las bellotas
se conserven en buen estado (Diaz-Pontones y Reyes-Jaramillo, 2009).

Para su uso se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 10% en tres repeticiones,
y se lavaron con abundante agua destilada estéril, seguido a esto se escarificaron
manualmente con ayuda de una lija de grano medio.

e Obtencién del in6culo.

Para obtener el in6culo miceliar de L. volemus, se preparé el medio de cultivo de
papa dextrosa agar (PDA) BD Bioxon y se vertié en cajas petri de plastico estériles
desechables los carpéforos fueron lavados con abundante agua destilada estéril. Se
colocé un trozo pequefio del hongo dentro de la caja con medio (PDA) las cajas fueron
selladas con Parafilm® M Barrier Film, e incubadas en una estufa a 23°C, durante siete
dias (Figura 7b) (Gaston et al., 1983).

El inéculo esporal de P. tinctorious fue el PHC ® ECTO-RHYZA (Figura 6a), el
cual es un inoculante comercial ectomicorrizico y biofungicida para coniferas, nogal y
encino, formulado con esporas vivas de P. tinctorius 250 millones de ufc/g y hongos
antagonicos Trichoderma harzianum cepa T-22 (KRL-AG2) 5x10* unidades formadoras

de colonias/g.
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Figura 7. Inéculos a) Pisollithus tinctorius, presentacion del indculo
comercial. b) Inoculo micelial puro de Lactarius volemus.

Establecimiento del experimento.

La siembra se efectto el 9 de diciembre de 2010, se utilizaron contenedores tipo
tubete de plastico negro de 220 mm de capacidad (lavados con abundante jabén y agua),
con 54 cavidades de las cuales solamente se utilizaron 30, se colocd una bellota por
cavidad. El sustrato consisti6 de 40% de turba de musgo KEKKILA®, 42% de
vermiculita INSULEX® y 18% de agrolita, ademas de 800 g. de fertilizante de
liberacién controlada OSMOCOTE 15-9-12® (Rodriguez, 2008). En total se prepararon
175 L de sustrato, para 750 tubetes.

Se emplearon 115 cajas petri de la cepa de L. volemus, las cuales se mezclaron
con 70 It de sustrato para llenar 250 tubetes, posteriormente se realizé la siembra, en el
caso del in6culo esporal de P. tinctorius los contenedores fueron llenados con el sustrato
y regados con una solucion de 5 g de polvo esporal en 3 L de agua a capacidad de
campo. Después de tres meses se realizd una segunda inoculacién. Para P. tinctorius se
siguié el mismo procedimiento, sin embargo para L. volemus se batié el micelio en una

licuadora y se mezclo con agua para su aplicacién por riego a capacidad de campo,
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directamente sobre el sustrato dentro de los tubetes. El experimento se mantuvo en el
invernadero de la UACh ubicado entre los paralelos 19°29°23.08°’N y 98°52°18.68°°0 a
una altitud de 2 278 m snm durante 11 meses a partir del 9 de diciembre del afio 2010.
Los riegos se realizaron por aspersion, la fertilizacion se aplico con una regadera manual
de metal galvanizada limpia, los datos de los fertilizantes empleados se muestran en los
Cuadros la y 1b. Las plantulas estuvieron en el invernadero durante ocho meses,
posteriormente se sacaron al aire libre para su lignificacion.

Cuadrola. Datos de fertilizacion aplicada durante el experimento.

Fertilizante Cantidad Tiempo de aplicacion p.p.m
utilizada (g) N P K
Petters 20-10-20° 18.75 De marzo a juliode 2011 | 375 | 32.25| 1245
Crecimiento rapido
Petters 4-25-35° 12.9 De agosto a noviembre de | 20 55 150
Finalizador 2011

Cuadro 1b. Formulacion de etiqueta de los fertilizantes aplicados. Los datos se
muestran en porcentajes.

Fertilizante N P,0Os K,O Mg B Cu He Mn Mo Zn

(%)
20‘??%?;%@ 20 10 20 0.15 0.02 0.01 010 0.05 o0.01 0.01
Petters

4-95.-35® 4 25 35 03 002 0.06 040 0.06 0.005 0.06

Disefio experimental y analisis estadistico.
Se utiliz6 un disefio en bloques completos al azar, el cual permite controlar los
criterios de variabilidad, con los siguientes tratamientos:

1) Control: sin inoculacion de cepas de hongos y con fertilizacion quimica, dos veces

por semana.

2) Inoculacion con P. tinctorius y fertilizacion dos veces por semana.
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3) Inoculacion con P. tinctorius y fertilizacion una vez por semana.
4) Inoculacion con L. volemus. y fertilizacion dos veces por semana.
5) Inoculacion con L volemus. y fertilizacion una vez por semana.

Se establecieron cinco bloques que contenian a cada uno de los cinco
tratamientos (unidades experimentales), cada bloque consistio de 30 plantulas por
tratamiento, dando 150 por bloque y un total de 750 plantas.

Se realizo un andlisis de varianza para los datos tomados en cada una de la
variables consideradas, realizando las comparaciones de medias con el método de
diferencia minima sigificativa (DMS) con un a=0.1, esto para aquellos tratamientos que
resultaron con significancia estadistica. Para obtener dichos datos de utilizo el programa
estadistico SAS System for Windows 9.0.

Cosecha y variables evaluadas.

Las plantas de todos los tratamientos fueron retiradas del vivero el dia 14 de
noviembre de 2011, once meses después de haber sido establecido el experimento, se
llevaron al laboratorio de semillas de la Division de Ciencias Forestales en la UACH,
para su analisis, se realizaron las mediciones para indicadores morfologicos de calidad,
crecimiento potencial de raiz (CPR) y potencial hidrico.

Se utilizaron cinco plantas para la medicion de variables, una por bloque,
seleccionadas al azar. Las variables evaluadas y el procedimiento utilizado para
indicadores de calidad se realizaron el 14 de noviembre de 2011, los cuales se describen
a continuacion:

Altura (cm): Se obtuvo por medicién directa desde la base del tallo a la yema apical,

utilizando un Vernier electronico digital TRUPER ® con precision de un milimetro.
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Diametro (mm): Esta medicién se obtuvo utilizando un Vernier electrénico digital
TRUPER © en la base del tallo.
Peso seco radical y aéreo (g). Estos pesos se obtuvieron de plantas deshidratadas en
estufa a una temperatura de 70°C, durante tres dias, hasta registrar un peso constante. La
planta se secciond a la altura del cuello de la raiz a fin de obtener valores separados de la
parte aérea y radical, se pesaron en una balanza electronica ScoutPro de 200 g.
indice de calidad de planta de Dickson (QI). Es la combinacion entre la relacion parte
aérea-raiz (expresada en peso seco) y el indice de esbeltez que relaciona la altura (en
cm) y el didmetro en (mm) de las plantas; de modo que el indice de Dickson se expresa
y se obtiene de la siguiente manera (Landis, 2010):
PST
QI = m
D ~ PSR
Donde:
PST: peso seco total de la planta (g)
PSA: peso seco de la parte aérea de la planta (g)
PSR: Peso seco del aparte radical de la planta (g)
A: Altura (cm)
D: Didmetro (mm)
Es importante sefialar que mientras méas cercano sea su valor a la unidad, mayor es la

calidad de la plantula.

indice de esbeltez =

A: altura de la planta (cm).

D: didmetro a nivel del cuello de la raiz en (mm).
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., . , . , PSA
Relacion biomasa aérea/biomasa subterranea= T

PSA: peso anhidro de la parte aérea (g).

PSR: peso anhidro de la parte subterranea (g).
Peso relativo de la raiz =
PST

PSR: peso anhidro de la parte subterranea (g).

PST: peso anhidro de toda la planta (g).

: . PSA
Peso relativo de la parte aérea = ——

PSA: peso anhidro de la parte aérea (g).
PST: peso anhidro de toda la planta (g).

Crecimiento potencial de la raiz (CPR).

Para la realizacion de esta prueba, se establecid un pequefio disefio experimental
en bloques completos al azar. Fueron seleccionadas 15 plantas al azar de cada
tratamiento, cuidando mantener completo el cepelldn, se trasplantaron en macetas de 2
Kg. de capacidad, las cuales contenian sustrato a base de turba de musgo KEKKILA®,
vermiculita INSULEX® y arena esterilizada en proporcién 1:1:1, en cada maceta se
colocaron 5 plantas, quedando cada tratamiento con tres repeticiones, las macetas se
mantuvieron en el invernadero de la Division de Ciencias Forestales a partir del dia 23
de noviembre de 2011, con riegos de agua corriente tres veces por semana. Tres semanas
después, las plantas fueron extraidas de las macetas, se contaron el nimero de raices
mayores a un centimetro, comparando los resultados con la escala de indice de
crecimiento de raiz, desarrollada por Tanaka et al. (1997) ( Landis, 2010). Los datos

fueron analizados por el programa estadistico SAS System for Windows 9.0 y se realizd
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una correlacion entre el tamafio de las plantas y el nimero de raices nuevas que estas
producian.

Potencial hidrico.

El dia 4 de diciembre de 2011, después de un afio de crecimiento, fueron seleccionadas
al azar 12 plantas por cada tratamiento, ese mismo dia se regaron por ultima vez. Se
realizaron tres lecturas con la camara de presion tipo Scholander, la primera un dia
después de haber sido regadas, la segunda a los tres dias y la Gltima, pasando cinco dias.

En cada lectura se utilizaron cuatro plantas por tratamiento.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo, se presentan tomando en cuenta la
reaccion de las variables de respuesta. Las variables medidas mostraron diferencias
significativas con un a=0.1 entre los distintos tratamientos de micorrizacion (Cuadros 2,
3, 4y 5), sin embargo la fertilizacion no mostro efectos.

Supervivencia

Se obtuvo un 70% en supervivencia, el resto principalmente se perdié debido a
estrés por calor que sufrio la planta al cuarto mes de establecido el experimento. Sin
embargo esto permitid observar el efecto de los distintos tratamientos evaluados ante el
estrés térmico en vivero, para los tratamientos 2 y 3 hubo mayor supervivencia (33%),
seguidos por el 4 y el 5 (28%), siendo el testigo el méas afectado con una supervivencia
del 9%. Sin embargo estadisticamente con un o=0.1 no se muestra diferencia
significativa entre los tratamientos inoculados con ninguno de los hongos (Cuadro 2).
Cuadro 2. Comparacién de medias para la supervivencia resultante en cada tratamiento.

Diferencia minima significativa con un a=0.1. Valores con la misma letra no tienen
significancia.

Tratamiento Supervivencia
Q. hintonii inoculado con L. volemus, 82.6a
fertilizacion normal
Q. hintonii inoculado con L. volemus, 81.3a
fertilizacion reducida
Q. hintonii inoculado con P. tinctorius, 72 a
fertilizacion reducida
Q. hintonii inoculado con P. tinctorius, 69 ab
fertilizacién normal
Control 45.3 b

La supervivencia final del nimero de plantas pudo verse afectada, por diversos

factores, el estrés termico como pudimos observar fue uno de los eventos que causaron
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pérdidas; por otra parte, en la etapa final de lignificacion de la planta, se comenzo a
observar mortalidad, descartando estrés térmico y otros factores de tipo abiotico, se
realizd un aislamiento en laboratorio, a partir de pequefios trozos de raices tomados de
las plantas afectadas, del cual se obtuvo Fusarium sp., de este modo se procedié a la
aplicacion de Promyl 50 P.H., fungicida sistémico, ligeramente toxico, compuesto de
Benomilo, el cual termind de manera eficaz con el problema, evitando mayor presencia
de la enfermedad; sin embargo.

Fungicidas tales como el Benomilo, algunos insecticidas como Diazinon y
herbicidas como Alaclor; pueden disminuir la infeccion micorrizica en plantas cuando se
emplean como plaguicidas (Douds, 2010), aunque ninguno de éstos la elimina
totalmente, de este modo se cree que las estructuras micorrizicas si son afectadas por
este tipo de compuestos, principalmente el benomilo, ya que no se pudieron observar
estructuras micorrizicas en las plantulas, pero esto no impidié que la micorrizacién
mostrara efectos sobre las variables medidas en la planta.

En L. volemus el estudio sobre este tipo de problemas es nulo, no se han
realizado investigaciones que prueben la afectacion de la micorrizacion por parte de
compuestos quimicos. Sin embargo, para P. tinctorius que es una especie ampliamente
utilizada en este tipo de practicas de inoculacion micorrizica, ya se han realizado
trabajos que prueban el efecto que pueden tener los fungicidas tales como Zineb-80 y el
Captan-50, los cuales parecen ser no toxicos para este hongo (Iglesias, 1986). La ficha
técnica del inoculo comercial utilizado en este trabajo indica que el uso de ciertos
fungicidas pueden tener un efecto negativo en sus programas de inoculacién, por lo que
recomiendan algunos para su aplicacion en plantas inoculadas con este producto, el

benomilo no es de los productos que se recomienden, pero tampoco de los no
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recomendados, sin embargo es importante utilizar los fungicidas que se sefialan como
recomendados, para que asi no existan probabilidades de perdidas por el uso inadecuado
de fungicidas (PHC, 2012).

Diaz et al. (2003) determinaron el efecto de distintos fungicidas y herbicidas,
aplicados en los viveros forestales, sobre el crecimiento miceliar de distintas cepas de
dos hongos ectomicorrizicos: Lactarius deliciosus y Pisolithus tinctorius. Fungicidas
como hymexazol o iprodiona presentaban un gran efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de las distintas cepas fungicas. Benomyl, captan y thiram, frecuentemente utilizados en
todo tipo de cultivos, reducian el crecimiento miceliar de estos hongos para
concentraciones por encima de 100 pg/g. En contraste, los herbicidas: glifosato,
simazina y hexacinona, producian poco o ningun efecto sobre el desarrollo de los
hongos, e incluso podian estimular el crecimiento de Lactarius deliciosus.

En este apartado es importante también tratar acerca de las dosis y el tipo de
indculo utilizado, ya que tal vez pudieron ser otros de los factores que impidieron el
desarrollo de estructuras micorrizicas. La dosis a la que se aplique el inoculo fangico
también resultara determinante para la obtencion de planta micorrizada con un nivel
aceptable de colonizacidn radical. Ademas, debe conseguirse una dosis de aplicacién no
demasiado alta, para que su utilizacion sea econdmicamente factible (Pera et al., 1994).
Esta dosificacion debe determinarse experimentalmente para las distintas combinaciones
planta-hongo, sin olvidar que las condiciones del vivero tales como: sustrato, riego y/o
fertilizacion, tienen también un importante papel en la micorrizacion de las plantas.

La formulacion del indculo aplicado influye en la efectividad de la inoculacion
controlada de las plantas de vivero. Asi, utilizando tres tipos de inoculo del hongo

ectomicorrizico P. tinctorius: micelio crecido en un sustrato de turba y vermiculita
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suplementado con medio nutritivo, micelio del hongo encapsulado en un polimero de
alginato, y basidiosporas obtenidas de carpdforos recolectados en campo, para la
micorrizacion de Pinus pinaster y Pseudotsuga menziesii en contenedor (Pera et al.,
1994), se demostré que con la aplicacion de micelio crecido en sustrato se conseguia
micorrizar el 80% de las plantas de Pinus pinaster inoculadas, mientras que era
totalmente inefectivo para Pseudotsuga menziesii; con la encapsulacion del micelio del
mismo hongo en gel de alginato no se obtuvo ninguna planta micorrizada con ninguna
de las dos especies arboreas; finalmente, la introduccién de basidiosporas de P.
tinctorius en el sustrato de cultivo fue el método de inoculacion que permitié la
micorrizacion de ambas especies vegetales.

En este trabajo se utilizé un inoculo esporal de P. tinctorius, que aunque fue un
producto comercial, relacionando con resultados previos ya mencionados, el indculo que
muestra mejor efectividad en distintas especies forestales, es el inoculo esporal, el cual
pudo micorrizar a Q. hintonii, aungque no de una manera tan efectiva como L. volemus,
pero si mejorando la calidad de las plantas en comparacién de las no inoculadas (Pérez-
Moreno et al. 2004).

Gonzalez-Ochoa et al. (2003) inocularon especies de Pinus, en vivero, aplicando
indculos, ya fuera en suspensiones esporales o en forma de micelio, de P. tinctorius,
Lactarius deliciosus y L. sanguifluus, en dos tipos distintos de sustrato para el
crecimiento de las plantas: corteza de pino compostada, o turba-vermiculita fertilizada.
Los resultados apuntaban diferencias significativas entre ambos tipos de sustrato, siendo,
en general, la turba-vermiculita fertilizada, fue el sustrato en el que se obtenian los
mejores resultados. Adicionalmente, se demostraba que el nivel de micorrizacion

obtenido dependia claramente de la especie fungica inoculada y, para cada especie, del
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tipo de indculo utilizado, misma situacion presentada en este trabajo, reflejado en las
variables respuesta medidas, ya que las plantas inoculadas con micelio de L. volemus
mostraron mejores parametros de calidad (Cuadro 4), mientras que las inoculadas con
esporas de P. tinctorius, muestran valores mas bajos, mostrando diferencias
significativas estadisticamente entre los tratamientos.

Cuadro 3. Comparacion de medias para variables medidas en Q. hintonii. En

cada fila los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes
(a=0.1).

Q. hintonii no Q. hintonii inoculado con L. Q. hintonii inoculado con P.
inoculado volemus tintorius
Tratamientos

Fertilizacion Fertilizacion Fertilizacion Fertilizacion Fertilizacion

normal normal reducida normal reducida
VARIABLES Tratamiento 1  Tratamiento 2  Tratamiento 3  Tratamiento 4  Tratamiento 5
Peso total (g) 1.35b 2.95a 3.02a 2.19b 2.40 b
Parte aérea
Altura (cm) 8.68 Db 11.55a 10.81a 10.29 ba 10.41 ba
Didmetro (mm) 512 a 5.40 a 5.40 a 498 a 539a
Peso seco (g) 0.66 b 132a 135a 0.94 ba 0.95 ba
Peso relativo (g) 0.36 b 0.44 a 0.44a 0.43 ba 0.39 b
Parte subterranea (raiz)
Peso seco (g) 0.68 b 1.63c 1.67c 1.25a 1.45a
Peso relativo (g) 0.50 b 0.55b 0.55b 0.56 ba 0.61 a
Indices

Ql 0.50c 1.00 b 1.05b 0.81a 0.93Db
indice de esbeltez 1.69b 2.13a 2.00 a 2.00a 1.93a
Relacién biomasa
aérea/biomasa 1.00a 0.81 ba 0.81 ba 0.75 ba 0.65h
subterranea

Indicadores de calidad de planta forestal

En general las plantas micorrizadas con L. volemus, presentaron diferencias
significativas con un a= 0.1, para las variables medidas, entre tratamientos, a excepcion
del diametro al cuello de la raiz y el indice de esbeltez, con respecto a las inoculadas
con P. tinctorius. Resulta importante resaltar, que los resultados no mostraron

diferencias significativas entre los tratamientos con fertilizacion normal y fertilizacion
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reducida, Rey-Benayas et al. (2003), menciona que las especies de Quercus tienen una
respuesta menos aparente a los tratamientos de fertilizacion que las coniferas, caso que
podemos observar en este trabajo.

Los caracteres morfoldgicos de naturaleza cuantitativa que habitualmente son
empleados en el control de calidad de los lotes de plantas o en estudios cientificos, son el
tamano de la planta o alguna de sus partes y la proporcion entre ellas.

Como se observa en los resultados (Cuadro 4), el mayor crecimiento en altura se
presenta por L. volemus, habiendo diferencias significativas entre las plantas inoculadas
con P. tinctorius y las no inoculadas, las méas pequefias fueron las no inoculadas, lo cual
puede explicarse en términos de la micorrizacion, ya que la asociacion simbioética, es
importante en el incremento de la absorcién de fdésforo y otros nutrimentos. Este
aumento en la absorcién es debido generalmente a un crecimiento del area de absorcién
de la raiz, como respuesta a la micorrizacion (Roussaeu et al., 1994).

Se ha determinado que existe correlacion entre la altura al momento de la
plantacion, la supervivencia y el crecimiento uno 0 mas afios después en varias especies.
Ademas la planta muy grande en algunos viveros, independientemente de la especie que
se trabaje, es eliminada, ya que representa mayor dificultad para ser plantada, es méas
susceptible a sufrir dafios mecanicos y su relacion entre biomasa aérea y subterranea esta
fuera de balance (Ritchie y Landis, 1984).

La altura de la parte aérea y el didmetro en el cuello de la raiz, junto con los
caracteres cualitativos, son atributos considerados en la delimitacion de la calidad de
algunas especies forestales. En el caso de algunas especies de encino, con hasta un afio
de edad, se menciona que la altura adecuada para considerar a la planta de calidad,

debera ser entre 6 y 30 cm y ademas un diametro de al menos 2 mm (Pefiuelas y Ocafia,
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2000), en este caso se obtuvo para las plantas inoculadas con L. volemus los valores mas
altos son entre 10 y casi los 12 cm, y en las inoculadas con P. tinctorius las alturas no
rebasaron los 10.4 cm; sin embargo los diametros obtenidos en todos los tratamientos,
no fueron menores a 0.5 mm, comparando estos resultados con lo reportado en la
literatura, estan dentro de los parametros de calidad.

Existe una tendencia general entre los profesionales de la restauracion forestal a
recurrir a plantas mas bien pequefias, rechazando en lo posible las muy grandes. El
razonamiento en el que se basa dicho criterio es que una vez trasplantada, el brinzal
pequefio tenderd a gastar menos agua que el que tiene una parte aérea mayor. Ademas,
la proporcion entre la biomasa de la parte aérea y la radical de las plantas mas pequefias
suele ser menor que el de las plantas con partes aéreas mas grandes (Thompson, 1985).

Esta caracteristica, que habitualmente se considera que puede contribuir a
mejorar la economia hidrica de la planta y, por lo tanto, su capacidad de supervivencia y
crecimiento en ambientes secos, también contribuye a que este tipo de planta sea
preferida en los trabajos de restauracion (Rey-Benayas et al., 2003). Si tomamos en
cuenta esta informacion, segun los resultados obtenidos en este trabajo, las plantas con
mayor calidad, resultarian ser las inoculadas con P. tinctorius, puesto que es la planta
con el valor de biomasa aérea/biomasa subterranea mas bajo, en comparacion con el
resto de los tratamientos (Cuadro 4); sin embargo es de gran importancia sefialar que
este valor por si solo no es del todo util, se debe tomar en cuenta también el sistema
radical de la planta (Rodriguez, 2008), los resultados de este trabajo indican que el mejor
sistema radical es el de las plantas inoculadas con L. volemus.

En general, las relaciones entre el desarrollo de las plantaciones y el tamafio de

las plantas son mas intensas si se utilizan el diametro y el peso seco de la parte aérea
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como variables independientes que cuando se emplea la altura. Ello es debido a que
tanto el peso seco como el diametro definen mejor el tamafio de la parte aérea que la
altura. Cuando se afirma que una planta tiene una parte aérea grande, se estd haciendo
referencia a que posee una gran masa, es decir, tallos gruesos y abundante follaje.
Aunque habitualmente existe una buena correlacion entre la altura y la masa de la parte
aérea, pueden existir situaciones en que una planta sea alta pero su parte aérea no sea
“grande”. Es lo que ocurre con las plantas que son cultivadas a la sombra o a densidades
elevadas (Birchler et al., 1998).

En ambos casos, las partes aéreas se elongan mucho pero se ramifican poco, los
tallos son delgados y, en términos relativos, suelen poseer menos follaje. Por ello, a la
hora de elegir un lote de plantas, conviene que se referencie su altura con el diametro de
su tallo, esto es el indice de esbeltez.

En algunas investigaciones se observa que las plantas que presentan indices de
esbeltez intermedios presentan los mayores crecimientos en campo, mientras que tanto
las plantas “achaparradas” como las muy “ahiladas” (indices de esbeltez bajos y altos,
respectivamente) presentan un menor desarrollo (Gil y Pardos, 1997). Las relaciones
positivas entre el tamafio de la parte aérea y el desarrollo de las plantas en campo
también ocurren con el tamafio del sistema radical (Dey y Parker, 1997; Mattsson,
1997; Villar-Salvador et al., 2000). Este es un indicador de la densidad de cultivo. Es un
parametro importante en las plantas en contenedor, donde se pueden desarrollar plantas
ahiladas (Thompson, 1985).

En Pinus halepensis este cociente se encuentra entre 1.5y 2.2, y en Quercus ilex
entre 0.7 y 1.0 (Dominguez et al., 1997). En nuestro caso Quercus hintonii se encuentra

dentro del parametro encontrado en P. halapensis, y tomamos en cuenta el registrado
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para especies de encino, los datos obtenidos en este trabajo estan fuera del parametro y
tendriamos que hablar de plantas ahiladas, sin embargo este no fue el caso, las plantas
mejor dicho, se observaron achaparradas, lo cual podria ser explicado por Landis (1990),
quien indica que el tamafio del contenedor significa volumen y el concepto de tamafio
incluye también dimensiones tales como: altura diametro y forma. El volumen de la
cavidad es una de las méas obvias e importantes caracteristicas de un contenedor porque,
en general, tanto mas grande sea el contenedor, méas grande sera la planta que pueda ser
producida en él.

La relacion biomasa aérea/ biomasa subterranea, mostro valores no mayores a
uno y no menores a 0.6 entre los tratamientos, este proporciona un indicador del
“balance” de la planta. Cuando la relacion es “1”, el tamafio de la masa radical es igual
al tamafio de la masa del tallo. Sin embargo, comunmente la relacion es mayor a 1, dado
que el tamafio del tallo con frecuencia supera al sistema radical. Un indice de relacién
menor a 2.5 es el valor cominmente considerado como el méas deseable, pero se debe
tomar en cuenta la especie de la que se esté hablando, por ejemplo, algunas especies de
Quercus sp. tienden a mostrar valores inferiores a 0.8 (Murias, 1998) v otras especies de
Pinus suelen ser mayores a 1, mientras que el de otras lefiosas muestran valores de hasta
2 (Dominguez et al., 2001), en esta investigaciéon se obtuvo un valor de 0.81 en las
plantas inoculadas con L. volemus, de tal modo que estas plantas, con este tipo de
inoculacion tendrian una mejor respuesta al trasplante en campo.

El indice de calidad de Dickson es una medida integral del vigor de la planta,
empleado para predecir el comportamiento en campo de las especies forestales,
principalmente de coniferas (Birchler et al., 1998), los resultados muestran que existen

una diferencia entre los tratamientos con micorriza, favoreciendo a las plantas
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inoculadas con L. volemus, que presentaron un valor de 1, sin embargo, los valores
obtenidos con P. tinctorius no son desfavorables ya que son cercanos a la unidad con 0.8
y hasta 0.9; mostrandose asi el beneficio de la micorrizacion ya que las plantas no
inoculadas muestran valores bajos de 0.5, es importante sefialar que mientras mas
cercano sea el valor a la unidad, mayor es la calidad de planta (Mohedano-Caballero,
1999), de este modo se espera que las plantas con valores de 1, puedan ser la méas
vigorosas en campo.

Se observo una disminucion significativa en los pesos secos para las plantas
inoculadas con P. tinctorius y las no inoculadas, expresado en una menor produccion de
biomasa para las plantas mencionadas, Baéz-Pérez et al. (2010) encuentraron que en
Fraxinus uhdei, los pesos secos se ven favorecidos para las plantas inoculadas con P.
tinctorius y no fertilizadas, en este caso no se obtuvo diferencia entre los tratamientos
con baja y normal fertilizacion, pero si entre inoculantes.

Los pesos secos también fueron tomados por separado, la parte aérea de la parte
radicular, los valores de peso seco de la parte radicular, fueron mayores que los de la
parte aérea, lo que sugiere una mayor demanda de reservas para el crecimiento hacia el
sistema radical, que hacia el follaje, como efecto de la micorrizacion, habiendo
diferencias significativas entre los tratamientos, siendo las plantas inoculadas con L.
volemus las que presentaron los pesos mayores. Mientras que las inoculadas con P.
tinctorius tenian un sistema radicular pobre, poco modificado y deficiente en raices
absorbentes, estando menos presente en las plantas no inoculadas, es importante
menciona que el exito de las reforestaciones depende de la capacidad de las plantas para
almacenar reservas inmediatamente, que le serviran en la siguiente estacion; el

crecimiento inmediato de la raiz le asegura un espacio de vida (Perry et al., 1987).
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En todos los casos, los pesos relativos resultaron ser mayores en la parte
subterranea, sin embargo lo valores mas altos son para las plantas inoculadas con L.
volemus, donde nuevamente se observa y se confirma el efecto de la micorrizacion en el
sistema radicular.

Crecimiento potencial de raiz

El mayor nimero de raices nuevas mayores a 1 cm de longitud, se observo en las
plantas inoculadas con L. volemus. Respecto, al indice de Tanaka, fue superior en el
mismo tratamiento, aunque sin diferencias con las plantas con inoculo comercial y
fertilizacion reducida (Cuadro 5).

Cuadro 4. Comparacion de medias para variables medidas en CPR. Los tratamientos
con la misma letra no son significativamente diferentes (a=0.1).

Q. hintonii no Q. hintonii inoculado Q. hintonii inoculado con P.

) inoculado con L. volemus tintorius
Tratamientos

Fertilizacién Fertilizacién Fertilizacién Fertilizacién Fertilizacion
normal normal reducida normal reducida
Tratamiento 1  Tratamiento 2  Tratamiento 3  Tratamiento 4  Tratamiento 5

VARIABLES

Raices nuevas 6.93 17.93 2 19.46 a 10 b 14.86 b
mayores a 1 cm

indice de 3b 4a 4a 3b 4a

Tanaka

Los datos obtenidos por la regresion lineal, no muestran ninguna correlacion
entre el tamafio de la planta (altura y diametro) y el nimero de raices nuevas, ya que en

todos los tratamientos el valor de R? es menor a 0.2 (Cuadro 6).
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Cuadro 5. Valor de R? para cada tratamiento. Correlacién medida entre el nimero de
raices nuevas y el tamafio de la planta.

Tratamiento Namero de raices Namero de raices
nuevas- Altura nuevas-Diametro
Testigo 0.02 0.00
Q. hintonii inoculado con L. volemus, 0.15 0.20
fertilizacién normal
Q. hintonii inoculado con L. volemus, 0.00 0.22
fertilizacién reducida
Q. hintonii inoculado con P. tinctorius, 0.20 0.05
fertilizacién normal
Q. hintonii inoculado con P. tinctorius, 0.09 0.05
fertilizacion reducida

Considerado como un atributo de respuesta o de desempefio, el CPR a menudo
presenta una buena correlacion con el desarrollo de las plantas en campo, especialmente
en condiciones limitantes (Simpson, 1990; Mattson, 1991; Simpson et al., 1994,
Simpson y Ritchie, 1997).

Es uno de los atributos de calidad de planta méas extendidos en la caracterizacién
del potencial de respuesta de un lote de planta destinado a reforestacion. No obstante, su
determinacion no esta estandarizada por especies, por lo que, segin las condiciones de
realizacién del mismo, los resultados pueden ser variables para un mismo lote de planta
(Del Campo et al., 2008), en este caso los resultados variaron de acuerdo a la especie
ectomicorrizica utilizada, ya que los resultados mas favorables fueron para las plantas
inoculadas con L. volemus, con el indice més alto que es de 4.

Las correlacione no mostraron ninguna relacion entre el tamafio de la planta y el
numero de raices nuevas mayores a 1 cm, lo que difiere en estudios realizados con otras
especies como Pistacea lenticulus, donde se muestra que si existe esta correlacion, en el

mismo trabajo se sefiala que para Q. cuccifera, no existe una correlacion entre estas
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variables (Trubatt et al., 2004), concordando con los resultados observados en este
trabajo.

Potencial hidrico

Los valores obtenidos en estas lecturas no mostraron el patron esperado, se
esperaba que el dia 1 se tuviera el valor mas bajo, sin embargo no se obtuvo tal resultado
en ninguno de los tratamientos (Cuadro 7).
Cuadro 6. Comparacién de medias para las lecturas realizadas en Q. hintonii. En cada
columna los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes

(0=0.1).Los datos obtenidos en esta prueba, no mostraron diferencia significativa entre
ninguno de los tratamientos ni en ninguno de los dias.

Dial Dia 2 Dia 3
TRATAMIENTO
Testigo 10.62 a 8.50 a 10a
No inoculado
Q. hintonii inoculado con L. 9.12a 8.87a 9.50 a
volemus, fertilizacion normal
Q. hintonii inoculado con L. 10.62 a 8.87a 13.62 a
volemus, fertilizacion reducida
Q. hintonii inoculado con P. 12.25a 8.25a 10.62 a
tinctorius, fertilizacion normal
Q. hintonii inoculado con P. 8.6a 10.37a 11.37a

tinctorius, fertilizacion reducida

Los valores obtenidos no mostraron significancia entre los tratamientos, ademas
las plantas no tuvieron la respuesta esperada, esto puede explicarse analizando el
comportamiento natural de Q. hintonii, ya que es una especie que de algin modo se ha
adaptado a vivir en condiciones de estrés hidrico, en determinadas estaciones del afio,

por lo que para esta prueba, retardo la respuesta a la falta de agua.
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6. CONCLUSIONES

La inoculacion con ectomicorrizas favorece la supervivencia de Q. hintonii,
independientemente de la especie fungica utilizada, sin embargo los resultados
en parametros de calidad y desarrollo de la planta no son los mismos. Quercus
hintonii puede ser utilizada en vivero, con resultados exitosos y pardmetros de
calidad de planta forestal aceptables, por tanto puede incluirse a la especie en
programas de reforestacion y en la recuperacion de estos ecosistemas.

La inoculacion con Lactarius volemus, favorece un mayor desarrollo en altura
para la planta, el crecimiento potencial de raiz es mayormente inducido por este
hongo, asi como el indice de Dickson, que es una medida importante, como
predictor de el comportamiento en campo de las plantas.

La fertilizacion no afecta el desarrollo, ni los efectos de la ectomicorrizacion
sobre Q. hintonii.

Pisolitus tinctorius no fue el mejor inoculante con respecto a Lactarius volemus,
sin embargo en comparacién con las plantas no inoculadas, resulta ser una buena
opcion.

El conocimiento de la correcta combinacion hongo-planta, permite mejores
resultados en la produccién de planta, tomando en cuenta la inoculacion
ectomicorrizica como una herramienta para el mejoramiento de la produccion

forestal y su supervivencia en campo.
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7. RECOMENDACIONES
e Establecer viveros para propagar a Q. hintonii cerca de su habitat, para
garantizar mejor crecimiento, calidad y supervivencia de las plantas.
e Emplear en para reforestar estos ecosistemas planta e indculos nativos, ya
que son los més indicados.
e Continuar con este tipo de estudios, ya que México es poseedor de una
gran diversidad de encinos y de hongos micorrizicos, y asi poder medir su

supervivencia en condiciones de campo.
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