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1. RESUMEN

El uso de estrategias que aseguren el establecimiento exitoso de las especies
vegetales, ademas de contribuir a conservar y/o mejorar la estructura del suelo y
otras propiedades edéficas, es de suma importancia en el manejo de ecosistemas
forestales. En este sentido, son de valor los hongos ectomicorrizicos asociados a
plantas que son capaces de establecerse en ecosistemas perturbados. Fraxinus
es un género recomendado y utilizado para la restauracién de sitios degradados y
tiene capacidad de formar asociaciones ectomicorrizicas. Sin embargo, la
simbiosis fresno-ectomicorriza ha sido escasamente documentada. La simbiosis
ectomicorrizas puede contribuir, a través de las hifas extraradicales, a la toma de
nutrimentos del ambiente, como el nitrégeno (N), o en la formacion de agregados
del suelo. Sin embargo, los efectos de la fuente de N sobre la formacién y
estabilidad de agregados del suelo en la simbiosis Fraxinus uhdei - Pisolithus
tinctorius no se conocen. En el presente trabajo se analizé la contribucién de la
asociacion F. Uhdei - P. tinctorius en la formacion y estabilidad de agregados y en

el crecimiento de la planta, con N como nitrato (NO3’), amonio (NH4"), y/o urea.

Los resultados muestran que F. uhdei inoculado con P. tinctorius produjo un
aumento significativo en la mayoria de las variables de crecimiento de la planta.
Sin embargo, la fertilizacion con las distintas fuentes de N produjo un efecto
negativo en las variables de crecimiento comparadas con el fresno no fertilizados.
Ademas, la inoculacion de fresno con P. tinctorius incrementd la densidad de su
biomasa radical, aunque no provocd un aumento de las raices laterales. La
inoculacién con P. tinctorius no causo efectos significativos en el porcentaje de
agregados estables en agua, salvo en el caso de la interaccion urea - P. tinctorius,
donde produjo una reduccion en el porcentaje de agregados entre 1 y 2 mm. En
base al analisis de los resultados se sugiere que esta disgregacion estuvo

estrechamente relacionada a la longitud de micelio externo.

Palabras clave: micorriza, agregados, suelo.



2. ABSTRACT

The implementation of strategies to ensure the successful establishment of plant
species, as well as help to maintain and/or improve soil structure and other soill
variables; it's a challenge in the management of forest soil ecosystems.
Ectomycorrhizal fungi like Fraxinus sp., a genus recommended for degraded sites
and with the capacity to build ectomycorrhizal associations, should be considered
in the rehabilitation of disturbed sites. However, the Fraxinus sp. - ectomycorrhizal
symbiosis has been poorly documented. The significance of ectomycorrhizal
fungus in the symbiosis lies on the extraradical hyphae ability to take up nutrients
from the environment, such as nitrogen, and to participate in the formation of soil
aggregates. The effects of nitrogen source on the formation and the stability of soil
aggregates in the symbiosis Fraxinus uhdei - Pisolithus tinctorius have not been
studied. In this work we analyzed the contribution of the association Fraxinus uhdei
- Pisolithus tinctorius in the stability of aggregates and plant development in
presence of nitrate, ammonium and/or urea as N source. The results show that
Fraxinus uhdei inoculated with Pisolithus tinctorius significantly increased most of
the growth variables of the plant. However, fertilization with different nitrogen
sources had a negative effect on growth variables compared with unfertilized
treatments. In addition, inoculation with P. tinctorius increased root biomass
density. Inoculation with ectomycorrhizal fungi resulted in a reduction in the
percentage of aggregates between 1 and 2 mm when was added urea to the the
treatments. The correlation data suggest that this disintegration is closely related to

the length of external mycelium.

Keywords: mycorrhiza, aggregates, soil.



3. INTRODUCCION

Los recursos naturales son la base del desarrollo econdmico y social de un pais,
por lo que su conservacién es indispensable. La degradacion del suelo es un
problema que afecta a gran parte del territorio mexicano y provoca consecuencias
que se traducen en un territorio cada vez menos productivo. La deforestacion es
una de las causas principales de la perdida y la erosion del suelo (Pérez-Moreno
1998). Sin embargo, la perturbacion de ecosistemas naturales, indistintamente de
la fuente, afecta la biodiversidad y la dinamica de minerales, la fertilidad del suelo
se agota, se deterioran las propiedades fisicas y bioldgicas del suelo y estos son

obstaculos que perjudican la regeneracion de la cobertura vegetal.

Las especies vegetales son un componente esencial para el mantenimiento y
recuperacion de la estructura del suelo. 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 debe considerar a los hongos ectomicorrizicos
(HEM) debido a la importancia que tienen para el aporte de agua y nutrimentos a
la planta hospedera, asi como por su contribucion en la formacion y estabilidad de

agregados en el suelo (Tisdall 1994).

Las raices HEM se caracterizan por la presencia de un manto de hifas que cubren
las puntas de las raices mas finas y una red de hifas entre las células epidérmicas
o células corticales conocida como red de Hartig. La presencia del HEM en las
raices modifica su morfologia, promueven su bifurcacién, ramificacion,
ensanchamiento y aumenta con ello su superficie de absorcion (Smith y Read
1997). Las hifas que se proyectan hacia el exterior de la raiz exploran un mayor
volumen de suelo. Algunas especies pueden formar cordones miceliales o
rizomorfos, los cuales tienen una mayor capacidad exploratoria y pueden tolerar
condiciones adversas mas facilmente, tal es el caso de Pisolithus tinctorius, el cual

se ha reportado como una especie capaz de persistir bajo condiciones adversas y



superviven en suelos empobrecidos o terrenos perturbados (Garcia-Rodriguez et.
al. 2009).

Este micelio funciona como un sistema radical complementario, fundamental para
la absorcién de nutrientes y agua por la planta, ya que explora microhabitats del

suelo inaccesible para las raices (Agerer, 2001).

A la fecha se ha estimado que existen mas de 5000 especies de HEM, de los
cuales alrededor del 90 % son Basidiomycetes (Smith y Read 1997) y el resto
pertenece a los Ascomicetes. Practicamente todos los arboles (mas del 95 %) y
abundantes arbustos de interés forestal (Smith y Read 1997, Koide y Kabir 2000,
Founoune et a.l, 2001, Dickie et al., 2004, Duplessis et al., 2004, André et al.,
2005) forman asociacion HEM, existiendo solo algunas asociaciones de este tipo
formadas con plantas herbaceas. La asociaciones ectomicorrizicas se han
documentado principalmente en hospedantes pertenecen a las familias Pinaceae,
Fagaceae, Betulaceae, Myrcataceae. Recientemente Ambriz et. al. (2010),
reportaron la asociacion de P. tinctorius con Fraxinus uhdei (fresno) perteneciente

a la familia de las Oleéaceas.

Fraxinus es un género recomendado y utilizado para la restauracion de suelos
degradados (Stabler et al., 2001). En este sentido se ha documentado que un
bosque dominado por fresno aporta cantidades importantes de nitrégeno (N) y
fésforo (P) al suelo mediante la produccion de litter (Rothstein et al. 2004). Este
aporte se debe al contenido importante de estos nutrientes en las hojas de esta
especie (Douds y Chaney 1986, Lamar y Davey 1988, Rothstein et al. 2004).

La utilizacion de especies que superviven en suelos pobres, y capaces de
establecer simbiosis con microorganismos que contribuyan en el proceso de
agregacion, puede constituir una solucion viable para mejorar la estructura del los
suelos y la dinamica de los ecosistemas. En este sentido los agregados del suelo
pueden influir en variables importantes de los procesos biogeoquimicos del suelo

como son la formacion de macroporos y microporos, los cuales permiten que de



forma simultdnea un suelo pueda drenar el exceso de agua (a través de los
macroporos), asi como retenerla a niveles de capacidad de campo (por el efecto
capilar de los microporos); la estabilizacién de la materia organica, promoviendo
su humificacion (Jastrow, 1996) y  mantenimiendo de la diversidad de

microorganismos del suelo, (Caravaca et al., 2002) .

Se ha reportado que las asociaciones simbiéticas de F. uhdei con el HEM P.
tinctorius contribuyen significativamente en la formacién de agregados estables al
agua (Ambriz et al. 2010).

La importancia del micelio extramatrical de HEM radica en que es la interface
entre el suelo y la planta (Kodesova et al., 2006). Se ha observado que el HEM
forma redes miceliales que envuelven las particulas particulas organicas y
minerales ademas de formar y proporcionar estabilidad a los agregados en el
suelo (Kranabetter et al., 2009; Pérez-Moreno, 1998). Ademas se ha sugerido una
relacion positiva entre la longitud del micelio externo de HEM, con las propiedades

fisicas del suelo (Paz y Sanchez, 2007).

Al efecto de las hifas del micelio externo se suma el de las raices de las plantas y
el efecto adherente de los exudados radicales, polisacaridos y otros residuos
microbianos, que actuan sobre la materia organica y mineral del suelo. La
nucleacion a partir de los componentes mas pequefos de la fraccidon mineral del
suelo (arcillas) con la materia organica da lugar a la formaciéon de microagregados,
éstos a su vez se unen para formar agregados de mayor tamano, con propiedades
diferentes, este proceso se continua sucesivamente hasta formar los
macroagregados (Tisdall, 1994). Si bien los suelos con mayor porcentaje de
macroagregados son los que tienen la mayor capacidad de infiltracion de agua y
de captacion de nutrientes. La formacion de macroagregados estables en suelos
es limitada, debido a que mientras mayor es el tamafo de los agregados estos son
mas fragiles y por lo tanto mas vulnerables a procesos de disgregacion (Tisdall
1994),



La principal ventaja de un suelo con mejor estructura radica en que se tendra una
mayor disponibilidad de nutrimentos y agua (Wright y Hons 2005), que se refleja
en el crecimiento y mantenimiento tanto de la planta como de el HEM, es decir, la
simbiosis HEM tiene una funcién importante al incrementar el estatus nutrimental

de las especies vegetales lefiosas.

La importancia del micelio externo de la HEM en la captacién de nutrimentos para
las plantas radica en que la través de éstas hifas se realiza la absorcion y el
transporte de nutrientes hasta el interior de la raiz para posteriormente ser
translocados a la planta huésped. Ademas el micelio del HEM, comparado con las
raices, tiene un area superficial mucho mayor, lo que le permite explorar el suelo y
tomar nutrimentos minerales por encima de la zona de influencia de la raiz,
especialmente los que se difunden lentamente en la solucion del suelo (Tatry et al.
2009) o los que se encuentran en formas no disponibles. Tal es el caso del N
(Alberton y Kuyper 2009), elemento esencial para el crecimiento vegetal.
Naturalmente, la mayoria del nitrdgeno se encuentra en forma de gas como N3) y
no esta disponible para la planta. La forma mas importante en que este N puede
incorporarse en los ecosistemas edaficos, es mediante el proceso de la “fijacion
del nitrégeno” donde este N, se convierte en amoniaco iniciando asi el ciclo del
nitrogeno (fig 1). Este proceso lo llevan a cabo bacterias que viven en asociacion
simbidtica con ciertas plantas, como las de género Rhizobium las cuales se

asocian normalmente con muchos tipos de leguminosas (Sirko y Brodzik, 2000).

En el suelo, el nitrdgeno organico puede ser convertido en amonio por los
microorganismos del suelo (entre ellos las ectomicorrizas y algunas bacterias
como por ejemplo Bacillus, Clostridium y Serratia) en un proceso llamado
“amonificacion” donde las proteinas y acidos nucleicos que formaron parte de la
materia animal y vegetal muerta y que forman parte del suelo, se convierten en
amonio. Bajo ciertas condiciones ambientales el amonio puede ser oxidado y
transformado a nitrato (NO3") en un proceso llamado “nitrificacion” (Taiz y Zeiger,

1991). Durante la nitrificacion, las bacterias convierten el amoniaco en compuestos



que contienen nitratos. Existen dos géneros de bacterias nitrificantes,
Nitrosomonas y Nitrobacter; las bacterias Nitrosomonas transforman el
amoniaco/amonio en nitritos y los nitritos son transformados en nitratos mediante
la accién de las bacterias Nitrobacter. El nitrogeno en forma de nitratos es una
forma que la mayor parte de las plantas y otros organismos autétrofos pueden
usar en la sintesis de proteinas y otras moléculas nitrogenadas. Por medio de la
desnitrificacion los microorganismos del suelo (Thiobacillus desnitrificans como
ejemplo) pueden convertir los nitratos nuevamente en N2 e incorporarlo al aire en
forma de gas, completando asi el ciclo del nitrégeno (Sirko y Brodzik, 2000).
CICLO BIOLOGICO DEL NITROGENO

| NTROGENO ATWOSFERICO. (M) |

(S wacreras
o0 | MTRFICANTES
(s o () [ )
BACTERSAS DEL SUELD
BACTERIAL
RIADORAS DE W TROGENG NTEFSANTES

Fig. 1. Ciclo biolégico del nitrégeno.

A diferencia de las raices de las plantas, las hifas de los HEM pueden asimilar
fésforo y nitrégeno de fuentes inorganicas y organicas (Wallander 2002).
El N en el suelo se puede encontrar tanto en forma inorganica, como asociado a

distintas formas de materia organica. Sin embargo, las plantas para su crecimiento



solo son capaces de utilizar este elemento en su forma inorganica, tanto de

amonio como nitrato (Helmisaari et al. 2009)

Las fuentes organicas de N que puede tomar el micelio externo son muy variables
(Turnbull et al. 1995, Keller 1996, Wallander 2002, Sawyer et al. 2003) y lo hacen
por su capacidad de producir enzimas extracelulares como las proteasas,
oxidazas y fosfatasas que participan en la mineralizacién de N (Bending y Read
1995). Pérez-Moreno y Read (2000) sugieren que el micelio externo es el
encargado de la movilizaciéon de nutrientes de sustratos organicos naturales a la
planta. La toma de nitrégeno en forma de N-organico por parte del micelio externo

ha sido estudiada por varios autores (France y Reid 1984, Finlay et al. 1988).

En la mayoria de las especies de hongos la eficiencia en la absorciéon es mas
grande en el amonio (France y Reid 1984, Ahmad et al. 1990, Rangel-Castro et al.
2002). La diferencia en la absorcion de las dos fuentes inorganicas oscila entre un
60 % de absorcion N en forma de nitrato en relacion a la absorcién del 100 % de
amonio (Finlay et al. 1989). Ademas, cuando se aplican ambos iones se denota

una preferencia del hongo por el amonio (Colpaert et al. 1999).

Los cambios fisiolégicos en el micelio externo de distintos HEM como
consecuencia de ser sometidos a diferentes fuentes de N han sido documentados
(Finlay et al. 1989, Smith y Read 1997). Sin embargo, se desconoce si estos

cambios influyen en la formacién y estabilidad de agregados.

Por otra parte, ha sido ampliamente documentado el papel de los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) en la formacion de agregados del suelo donde se
ha encontrado una relacion directa entre la estabilidad de agregados y el
contenido de una sustancia excretada por el micelio de hongos micorrizicos
arbusculares llamada glomalina (Nobrega et al. 2001, Augé et al. 2001, Rillig et al.
2002, Rillig 2006), asi como la densidad de hifas de los mismos organismos,
observando que la resistencia al rompimiento por parte de los agregados a través
de los poros pequefos se debe a la presencia de hifas de hongos micorrizicos



(Bearden 2001). Mientras que en el caso de los HEM se conoce muy poco sobre

su posible participacién en la formacion de macro y microagregados de suelo.

El uso de los HEM en interaccion con F. uhdei puede constituir una estrategia
viable para disminuir el impacto de la perdida y degradacion de suelos, asi como
contribuir en los programas de reforestacion y revegetacién. Si bien
investigaciones preliminares apoyan una influencia positiva en la interaccién
fresno - ectomicorriza sobre la formacion y estructura del suelo, se desconoce el
impacto de esta asociacion, bajo la influencia de diferentes fuentes de N, sobre el

desarrollo de la plantas asi como en la formacion y estabilidad de agregados.



4. ANTECEDENTES

4.1 Hongos ectomicorrizicos

Una de las relaciones mas importantes entre plantas y microorganismos es la
micorriza. Este término, acufado por Frank en 1885 (Smith y Read 1997), es
utilizado para describir diversos tipos de simbiosis que se establecen entre las
raices de las plantas y ciertos grupos de hongos. El principal beneficio para ambos
simbiontes micorrizicos es el intercambio de nutrientes (Pérez-Moreno y Read,
2004). Los hongos que establecen esta simbiosis reciben carbono de las plantas
hospederas y las plantas en intercambio reciben fosforo, nitrégeno y otros

nutrientes a través de las hifas asociadas.

La micorriza es una simbiosis que se establece entre alrededor de 5000 especies
de hongos y mas del 90 % de las especies de plantas vasculares. La simbiosis
micorrizica juega un papel crucial en la estructura y funcionamiento de los
ecosistemas naturales de regiones tropicales, templadas y boreales del planeta
(Smith y Read 1997).

Actualmente se reconocen siete tipos de simbiosis micorrizicas: arbuscular,
ectomicorriza, ectendomicorriza, arbutoide, monotropoide, ericoide y orquidaceas
(Smith y Read 1997). Uno de los mas importantes tipos de asociaciones
micorrizicas, desde el punto de vista ecolégico y biogeografico, es la

ectomicorriza, término propuesto por Peyrone en 1969.

Las ectomicorrizas son hongos pertenecen al grupo de los basidiomicetes y
producen esporas en el exterior del suelo en un 6rgano llamado basidiocarpo o
cuerpo fructifero que puede ser gelatinoso, cartilaginoso, carnoso, esponjoso y
estar abiertos desde su formacion, abrirse posteriormente o permanecer cerrado.
Los cuerpos fructiferos se utilizan para la identificaciéon de los hongos y como
fuente de inoculo (Smith y Read 1997).
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Agerer (2001) propuso una clasificacion de las ectomicorrizas en “tipos
exploratorios” basada en la cantidad y grado de diferenciacion del micelio
extraradicular. Segun esta clasificacidon se pueden dividir en: 1) tipo exploratorio de
contacto con un manto liso y pocas hifas; 2) tipo exploratorio de corta distancia
con muchas hifas emergentes pero sin rizomorfos; 3) y tipo exploratorio de media
y larga distancia, cuya caracteristica tipica es la existencia de rizomorfos, masas
densas de hifas con estructuras diferenciadas siendo en este grupo donde se ha
clasificado a P. tinctorius. Los dos ultimos exploratorios estan basados en el grado
de diferenciacion de sus rizomorfos que varian desde indiferenciados a altamente
diferenciados, siendo estos ultimos unas estructuras adaptadas para el transporte

de nutrientes a larga distancia (Buscardo et al. 2009).

Las raices ectomicorricicas se caracterizan por la presencia de un manto de hifas
que cubre las puntas de las raices mas finas y una red de hifas entre las células
epidérmicas o células corticales conocida como red de Hartig. Las hifas que
forman el manto, se prolongan y forman cordones miceliales que crecen entre las
particulas del suelo, y son las responsables de la mayor absorcion y traslocacion
de nutrimentos hacia el simbionte (Carreén et al., 2007). Las estructuras
diagnosticas de la ectomicorriza son: el manto fungico, la red de Hartig, y el

micelio externo vegetativo que emerge a partir de las raices.

La presencia del hongo en la raices modifica su morfologia, promoviendo su
bifurcacion, ramificacion y ensanchamiento, y aumentando con esto su superficie
de absorcion. Las hifas que se proyectan al exterior de la raiz exploran un
volumen mayor de suelo, algunas especies pueden formar cordones miceliales o
rizomorfos, los cuales tienen una mayor capacidad, de absorcién (Smith y Read
1997).

Los HEM contribuyen significativamente al aporte de biomasa de los ecosistemas
de bosque. Leake et al. (2004) sefalan que el micelio extraradical constituye del

20 % al 30 % del total de la biomasa microbiana del suelo. Wallander et al. (2001)
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estiman que, en suelos forestales, la biomasa total del micelio de ectomicorrizas

(incluido el manto) en humus puede alcanzar de 700 a 900 kg. por hectarea.

La micorriza tiene ventaja sobre una raiz no micorrizada debido a que el micelio
externo se extiende a mayor distancia que los pelos radiculares. Ademas les
imparte otros beneficios como: incrementar la tasa fotosintética, aumentar la
actividad microbiana del suelo, aumentar la fijacion de nitrégeno por bacterias
simbidticas, incrementar la resistencia a plagas y estrés ambiental, estimular la
actividad de sustancias reguladoras de crecimiento, y aumentar la tolerancia a
sequia. Ademas son mediadores de muchas de las interacciones entre la
microflora y microfauna, que ocurre en la rizosfera (Pérez-Moreno 1998, Smith y
Read 1997).

4.2Hospederos

La mayoria de los hospederos de HEM son arboles, pero existen asociaciones con
arbustos y en menor grado con herbaceas. Dickie et al. (2004) encontré6 ocho
especies de micorrizas asociadas con Helianthemum bicknellii, una herbacea

perenne a semi-lefosa arbustiva de zonas de sabanas y praderas.

Los arboles con asociaciones ectomicorricicas son dominantes en bosques de
coniferas, en regiones boreales frias o alpinas, y en muchos bosques de hoja
ancha en regiones templadas o mediterraneas, pero también se presentan en

sabanas tropicales o subtropicales o en bosques lluviosos (Smith y Read 1997).

Dentro de las familias de arboles ectomicorrizados de importancia comercial
sobresalen las familias Pinaceae con los géneros Cedrus, Abies y Pinus (Koide y
Wu 2003), Fagaceae con los géneros Castanea y Quercus (Dickie et al. 2004),
Betulacea con el género Alnus, Myrtaceae con el género Eucalyptus (Duplessis et
al. 2004), Mimosaceae con el género Acacia (Founoune et al. 2001, André et al.

2005) y Ericaceae con el género Arbutus, (Smith y Read 1997).

Se considera que algunas especies fungicas, tales como P. tinctorius (Pers.)

Cooker, tienen la habilidad de formar simbiosis ECM con una gran cantidad de
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plantas, incluyendo especies vegetales adscritas a diferentes familias. En
contraste, otras especies fungicas se asocian con un restringido numero de
especies vegetales adscritas a un género o una familia, como el género Suillus el

cual esta restringido a Pinaceae (Pérez-Moreno y Read 2004).
4.3 Proceso de colonizacion

La formacion de las ectomicorrizas inicia cuando la espora o cualquier otra fuente
de in6culo hace contacto con los exudados de la raiz. Una vez que la hifa alcanza
la superficie de la raiz, se adhiere a ella y se produce la penetracién al interior de
la raiz y altera su morfologia formandose las estructuras caracteristicas como la
red de Hartig y el manto hifal. Todos estos sucesos aparecen con la compatibilidad
del hongo y la planta, ya que si no es el caso, la planta huésped puede producir
compuestos fendlicos, limitando la formacién de la red de Hartig en la capa

exterior de las células corticales de la raiz (Feugey et al. 1999).

La formacion de la ectomicorriza puede tardar de dos a cuatro dias, contados a
partir del inicio del contacto del in6culo con los exudados de la raiz. Después de
que se forma parcialmente el manto, las hifas del interior comienzan a penetrar
entre las células epidérmicas inmediatamente atras del apice (Jordy et al. 1998),
formando posteriormente la red de Hartig, al ramificarse las hifas no septadas en
el interior de la raiz (Duddridge y Read 1984). Generalmente las hifas del hongo
no penetran mas alla de la primera capa de células corticales. Las células
epidérmicas atrapadas en el manto sufren una elongacién radial solo cuando las
hifas no logran superar esta capa, lo cual es comun en las ectomicorrizas de
angiospermas. Cuando ya se forma el manto y la red de Hartig, se dispara la
produccion de raices laterales, formandose un pequefio manto fungal muy delgado
que rodea al meristemo apical y es la base para la formacion de la red de Hartig

en una zona mas madura de la raiz lateral (Smith y Read 1997).

La zona en que el hongo logra ingresar en las células de su hospedero es muy
especifica y se localiza cerca del apice. Se ha observado que la forma de penetrar

puede ser mecanica (Duddridge y Read 1984), considerando que la relacion
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pectina - celulosa es mas alta que en células mas alejadas del apice. También la
presencia de enzimas fungales ha sido observada mediante la lisis de la lamina
media de las células epidérmicas, asi como enzimas que degradan celulosa,
pectina y glucanos (Baldrian 2009). Todos estos procesos van acompafados de
cambios morfologicos finales en la raiz colonizada. Entre los cambios mas
importantes destaca la formacién de raices laterales, la formacion de estructuras
coralinas (Kaska et al. 1999) y la supresién de la elongacion de las raices laterales
(Ditengou et al. 2000).

El manto hifal es la estructura donde se inicia el crecimiento hacia el interior de las
células para formar la red de Hartig y hacia el exterior se inicia el crecimiento de
micelio extraradicular (Tagu et al. 2002). Esta estructura puede emplearse en la
identificacion a nivel de especie; tiene la funcion de tomar, transportar y transferir
nutrientes del suelo hacia el manto hifal (Smith y Read 1997) y al unirse dos
micelios monocarioticos en uno dicariotico puede dar lugar a la produccion de
nuevas esporas en un basidio (Barker et al. 1998). Este ultimo aspecto cierra el
ciclo de vida de los HEM al dar lugar a nuevas esporas e iniciar la colonizacion de

otras plantas.
4.4EIl micelio externo

El micelio externo es la interface entre la planta y el medio. Puede ser una hifa
simple o un grupo de hifas unidas directamente al manto hifal. La funcién de este
tejido es la de incrementar la superficie de contacto con el suelo para facilitar la
toma de nutrientes y de agua para el tejido simbiodtico (Barker et al. 1998). La
distribucion del micelio en el suelo y la formacién de rizomorfos son caracteristicas

que han sido empleadas para la clasificacion de estos hongos micorrizicos.

El micelio externo es uno de los mas importantes componentes en el
funcionamiento de la simbiosis HEM debido a su habilidad para absorber y
transportar nutrientes minerales (Finlay et al. 1989, Read et al. 1985) y organicos
(Bending y Read 1995, Pérez-Moreno y Read 2000) del suelo. Por otra parte el

micelio puede funcionar como propagulo, iniciar la formacion de cuerpos
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fructiferos como primordios y/o conectar arboles de la misma o diferente especie

en la naturaleza (Pérez-Moreno y Read 2004).

Sin embargo, Read (1992) menciona que la estructura, la funcién y hasta la
presencia de este componente han sido frecuentemente ignoradas. La principal
razon de este hecho pudiera ser que, comparado con los otros componentes de la
simbiosis HEM, el micelio externo es la parte mas dificil de examinar y manipular

experimentalmente de un modo no destructivo.
4.5 Adquisicion de nutrimentos

Las hifas de los hongos micorrizicos se encuentran extensamente distribuidas por
el suelo y contribuyen al reciclaje y absorcion de nutrimentos en los ecosistemas

forestales.

Sin embargo, los mecanismos que participan en la movilizacién de nutrientes de
sustratos naturales han sido poco estudiados (Pérez-Moreno y Read 2000). Las
fuentes organicas de N que puede tomar el micelio externo son muy variables
(Turnbull et al. 1995, Keller 1996, Wallander 2002, Sawyer et al. 2003) y lo hacen
por su capacidad de producir enzimas extracelulares como las proteasas,
oxidasas y fosfatasa, que participan en la mineralizacién de N (Bending y Read
1995).

Pérez-Moreno y Read (2000) sugiere que el micelio externo es el encargado de la
movilizacion de nutrientes de sustratos organicos naturales a la planta. La toma de
N en forma de nitrato por parte del micelio externo ha sido estudiada por varios
autores (France y Reid 1984, Finlay et al. 1988). Gobert y Plassard (2001) sefialan
que una planta ectomicorrizada tiene una mayor capacidad de utilizar el NO3™ a

cualquier concentracion en comparacion con una planta no micorrizada.

El N tanto en forma de nitrato como amonio ingresa en el micelio externo y es
incorporado en aminoacidos (Finlay et al. 1989). Una vez que ingresa al micelio
externo, el amonio se integra como un grupo amino en un esqueleto carbonado

(Smith y Read 1997) y este se transporta hacia el manto hifal. La incorporacion del
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grupo amino se logra por la presencia de la glutamina sintasa, dando como
producto la glutamina (Martin et al. 1994). Cuando la glutamina sintasa se inhibe,
la glutamato deshidrogenada incrementa su activad, dando como producto el
glutamato (Turnbull, et al. 1995). El nitrato por su parte es reducido por la nitrato
reductasa/nitrito reductasa e incorporado en glutamato, glutamina y asparigina
(Guescini et al. 2003).

El transporte de los compuestos nitrogenados tanto a corta como a larga distancia
podria ser mediante un sistema de vacuolas moviles (Ashford y Allaway 2002).
Mientras que la proporcion de N transferido a la planta hospedera puede variar
respecto a la fuente, siendo de entre 1.1 a 5 % con una fuente organica (Pérez-
Moreno y Read 2000) y de 13 a 17 % con N en forma de amonio (Wallander et al.
2002). La zona que se ha determinado como de intercambio del N tomado por el
micelio es el apoplasto en la red de Hartig (Barker et al. 1998) y este nutriente
entra a la célula del hospedero por medio de transportadores especificos (Selle et
al. 2005).

Ola y Wallander (2003) evaluaron el efecto que tiene la fertilizacién nitrogenada en
el crecimiento del micelio externo de hongos EM y observaron que el crecimiento
del micelio externo del hongo no guarda una relacion directa con la concentracion
de N en el suelo, aunque otros factores que estan inducidos por el N si tienen
influencia en el crecimiento del micelio. Avis et al. (2003) observaron que un
aumento en el suministro de N disminuye la diversidad y composicion de las

comunidades de HEM en ecosistemas templados caducifolios.

Los cambios fisiolégicos en el micelio externo de distintos HEM a consecuencia de
diferentes fuentes de nitrogeno estan documentados (Finlay et al. 1989, Smith y
Read 1997). Sin embargo, se desconoce si estos cambios influyen en la formacion

y estabilidad de agregados.

Con respeto al amonio, la eficiencia en la absorcidon de este i6n es grande en la
mayoria de las especies (France y Reid 1984, Ahmad et al. 1990, Rangel-Castro
et al. 2002). La diferencia en la absorcion de las dos fuentes inorganicas oscila
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entre un 60 % de nitrato en relacion a la absorcion del 100 % de amonio (Finlay et
al. 1989), normalmente cuando aplican ambos iones se denota una preferencia del

hongo por el amonio (Colpaert et al. 1999).

Por otro lado, el N en forma de urea, presenta la ventaja de proporcionar un alto
contenido de nitrogeno. La urea se encuentra en el suelo donde hay numerosos
microorganismos que liberan una enzima llamada ureasa. La ureasa es una
enzima hidrolitica que cataliza la reaccidon de descomposicidon de urea con
formacion de una molécula de anhidrido carbonico y dos moléculas de amoniaco,
el cual en presencia de agua, se transforma rapidamente en amonio, que es

entonces facilmente accesible a las plantas (Sirko y Brodzik 2000).
4.6 Agregados del suelo

El papel de los hongos MA en la formacion de agregados del suelo esta
ampliamente documentado (Tisdall 1994, Wright y Upadhyahya 1998, Augé et al.
2001, Rillig et al. 2002, Piotrowski et al. 2004, Milleret et al. 2008), mientras que en
el caso de los HEM se conoce muy poco sobre su posible participacion en este

proceso.

Los agregados del suelo son particulas minerales unidas con material organico,
formando asi estructuras de diferentes tamanos. Las etapas de formacion inician
cuando una cierta cantidad de material organico forma una especie de
recubrimiento en la superficie mineral, iniciandose posteriormente con éste

material como nucleo, la unién entre particulas (Tarchitzky et al. 2000).

La clasificaciéon de los agregados se logra con base en el diametro de cada
particula, pero el tamafio considerado para ser evaluado varia ampliamente en

relacion a cada autor.

La estabilidad de los agregados en el tiempo esta en relacion a su tamafo, siendo
que los macroagregados soélo se mantienen por periodos de tiempo que no
exceden el afno, mientras que los microagregados pueden permanecer por varios

afos (Puget et al. 2000). La reducida permanencia de los macroagregados es por
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la gran cantidad de fuentes de carbono altamente degradable y la presencia de
compuestos ricos en N (Gregorich et al. 2003) que son la principal fuente de

energia para la actividad microbiana (Garcia-Oliva et al. 2003).

En los macroagregados la materia organica transformada se va integrando en
pequefios microagregados (Denef et al. 2001), que a su vez se concentran dentro
de los mismos (Gale et al. 2000). La baja transformacion de la materia organica en
los macroagregados, en comparacion a la encontrada en suelo no consolidado, se
pudo constatar en suelos forestales, en donde los agregados estables carecieron
de carbono marcado introducido poco antes de la evaluacion (Rodionov et al.
2000). Ademas la naturaleza del material organico en relacién al tamafio de los
agregados cambia. En este sentido, se ha observado que los agregados mas
pequefios contienen un mayor contenido de carbohidratos (Spaccini et al. 2002),
mientras que los macroagregados contienen materia organica en sus etapas
iniciales de humificacion (Denef et al. 2001), lo cual provoca la presencia de
sustancias hidrofébicas que le dan la estabilidad a estos macroagregados (Shein y
Milanovskii 2003, Mataix-Solera y Doerr 2004).

Un suelo con una buena estructura (entendiéndose como una mayor presencia de
macroagregados) crea condiciones favorables para el desarrollo de la planta,
debido a su alta porosidad, movimiento de agua y circulacion del aire; es mas
resistente a la erosién hidrica y edlica y a la compactacion (Read 1992). Ademas

de presentar una mayor disponibilidad de nutrimentos (Wright y Hons 2005).
4.7 Factores que promueven la formacion de los agregados del suelo

Los factores involucrados en la formacién de agregados de suelo son la raiz de las
plantas, la materia organica, los microorganismos del suelo, los agentes

inorganicos y las variables medioambientales como se describe a continuacion.
- Raices de las plantas
El efecto de las raices sobre la formacion y estabilidad de agregados de suelo se

puede dar en dos aspectos; a través de un efecto fisico por el crecimiento de la
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raiz y mediante la secrecion de sustancias que funcionan como agentes
cementantes. Dentro de las sustancias encargadas de formar agregados
resistentes estan los compuestos de naturaleza fendlica (Martens 2002). El acido
poligaracturonico es un exudado de raiz que incrementa la estabilidad de
agregados al incrementar la resistencia de la union entre particulas minerales y
organicas y disminuye los ciclos de humedecimiento y secado sobre estos
(Czarnes et al. 2000). La importancia de los exudados radicales en este proceso

es mayor en la formacién de agregados entre 0.25 y 2 mm (Gale et al. 2000).

El crecimiento radicular en diferentes direcciones es otro factor que podria afectar
la formacién y estabilidad de agregados del suelo. Sin embargo, existen datos
donde se observa que la distribucidon de las raices no afecta de manera
significativa la estabilidad de agregados (Rasse et al. 2000) mientras que en otros
autores se refleja una clara participacion de este factor en la agregacion (Bearden,
2001).

- La materia organica

La materia organica desempefa una funcion importante en la agregacién, debido
a que, como consecuencia de su descomposicion y resintesis, se producen
compuestos que funcionan como enlace entre la fraccion mineral (Velasquez et al.
2001). Ademas de favorecer el desarrollo de especies vegetales vy

microorganismos.
- Microorganismos del suelo

El efecto de los hongos micorrizicos en la estabilidad de agregados del suelo ha
sido abordado preferentemente en sistemas agricolas y de manera mas reducida
en sistemas forestales. Existen muchos trabajos donde se ha encontrado una
relacion directa entre la estabilidad de agregados del suelo y una proteina que es
liberada al medio por el micelio de hongos MA llamada glomalina (Rilling vy
Mummey 2006). Otro factor relacionado con dicha estabilidad es la densidad de
hifas del hongo (Nobrega et al. 2001, Augé et al. 2001, Rillig et al. 2002), La
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presencia de hifas de hongos micorrizicos incrementa la resistencia a la tension de

los microporos en los agregados (Bearden 2001).

Ademas de los hongos MA, las ectomicorrizas también pueden contribuir a la
agregacion de los suelos (Tisdall 1994). Ambriz et al. (2010) han documentado
que el género Fraxinus es capaz de formar asociaciones simbidticas con el hongo
EM P. tinctorius y que esta asociacion contribuye significativamente en la

agregacion del suelo.

Otros microorganismos del suelo en los que se ha encontrado que tienen una
influencia en la estabilidad de agregados son las bacterias. La actividad de estos
organismos influye significativamente en la estabilidad de los agregados (Eviner y
Chapin 2002). Por medio de la exudacion de compuestos que pueden participar en
la adhesion entre particulas, tal como se observé por la presencia de un
polisacarido encontrado cerca de la raiz de girasol (Tithonia tubiformis) inoculado
con Rhizobium (Alami et al. 2000).

- Los agentes inorganicos

La estabilizacion de los agregados también puede llevarse a cabo mediante la
unién de las particulas de arcilla por medio de uniones con metales polivalentes
cuando la proporcion de materia organica es baja (Denef et al. 2001), aunque sélo
se haya descrito su influencia a nivel de microagregados (Igwe y Stahr 2004).
Dentro de los metales que podrian participar en la agregacién se encuentran los
oxidos de calcio, aluminio y hierro. En el caso del calcio, no se observo un efecto
en la estabilidad de agregados, cuando un suelo pobremente estructurado se
adiciond con calcio (Stenberg et al. 2000). Por otra parte los 6xidos de hierro y
aluminio parecen participar activamente en la agregacion en suelos con diferente
mineralogia (Six et al. 2000) y en interaccién con el contenido de materia organica
(Duiker et al. 2003). En sentido contrario, Graham y colaboradores (2002)
observaron que la aplicaciéon de fertilizante puede producir una disminucion de la
estabilidad de agregados de suelo por el hecho de incrementar la concentracién

de cationes monovalentes.
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- Variables ambientales

La temperatura es un factor que ha sido poco estudiado en relacion a su posible
efecto en la estabilidad de agregados del suelo. Si bien puede ser un factor que no
esta estrechamente relacionado con esta propiedad del suelo, la temperatura
determina algunas circunstancias indirectas como la actividad microbiana que
pueden ser claves en la estabilidad de agregados. Los carbohidratos son
sustancias importantes para la estabilidad porque se unen a las particulas de
arcilla, funcionando como agentes cementantes y dando lugar a nuevos
agregados. El tiempo de permanencia de estas sustancias en la matriz del suelo
favorece la agregacién, por lo que en sitios con bajas temperaturas los
carbohidratos estan menos expuestos a la degradacion microbiana (Spaccini et al.
2000).

La estabilidad de los agregados del suelo asi como el porcentaje de éstos puede
variar temporalmente, encontrandose un mayor porcentaje de agregados estables
al agua (lzquierdo et al. 2003) y un mayor porcentaje de macroagregados en la
estacion lluviosa (Garcia-Oliva et al. 2003). Tales resultados podrian ser por la
presencia de ciclos de humectacion y secado ya que se considera a este
mecanismo como promotor de formacion y estabilidad de agregados (Taboada et
al. 2004).

4.8 Pisolithus tinctorius

P. tinctorius (Pers.) Coker et Couch (syn.=P.arhizus (Scop.: Pers.) Rauschert) es
un hongo del grupo de los basidiomicetos, comestible en estadios juveniles, y
ademas se utiliza en la elaboracion de tintes de colores café brillante y negro
(Garcia-Rodriguez 2009). El mayor interés en esta especie se deriva de su éxito
en la inoculaciéon de plantas forestales en paises de los cinco continentes. Las
plantas con las que P. tinctorius establece simbiosis ectomicorrizica incluyen mas
de veinte géneros de gimnospermas y angiospermas con distribucion mundial,
incluyendo especies forestales de las familias Casuarinaceae, Dipterocarpaceae,

Pinaceae, Myrtaceae (Pérez-Moreno y Read 2004). Recientemente Ambriz et al.
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(2010) documentaron la asociacion de P. tinctorius con el género Fraxinus

perteneciente a la familia Oleaceae.

El cuerpo fructifero de este hongo suele medir entre 5 y 20 cm de altura y hasta 10
cm de diametro, fibroso de color pardo amarillento, sus esporas son de color
marron canela, globosas de 7 a 12 py y con espinas de hasta 2 p de largo. Su

fructificacion es al comienzo del otofio.

Puede sobrevivir en suelos empobrecidos o terrenos perturbados asi como en
suelos de alta acidez, o con altas concentraciones de metales pesados y resiste

periodos de estrés por sequia (Kuo 2006).
4.9 Fraxinus uhdei

El fresno es el nombre comun de los miembros de un género de plantas formado
por unas 65 especies de arboles y arbustos, en su mayor parte de la region
templada del hemisferio norte, apreciados por su madera y por su valor
ornamental. Fraxinus uhdei (Wenzig) Lingelsh es una especie nativa de México,
facilmente adaptable, de rapido y vigoroso crecimiento y vive de 80 a 100 afos,
posee una corteza rugosa y estriada, sus hojas estan formadas de cinco a nueve

foliolos y crece generalmente en climas templados.

Se caracteriza por poseer pequefas flores verdosas o blancas inconspicuas,
unisexuales, provistas o desprovistas de sépalos y pétalos, y dispuestas por lo
general en ramilletes. Se abren al comienzo de la primavera y dan lugar a un fruto
seco llamado samara con una nuececilla convexa o comprimida y provisto de un
ala plano-comprimida submembranacea o coridcea; semilla oval-oblonga,
comprimida cubierta con una testa delgada, albumen carnoso, cotiledones planos
y foliados. Las hojas finamente dentadas se insertan en las ramas en posicion
opuesta y son compuestas con un numero impar de foliolos (imparipinadas),
deciduas, apareciendo comunmente antes que las flores, foliolos membranosos o
coriaceos (Calderon y Rzedowski, 2005). Las raices en esta especie son
profundas por su distribucion sobre suelos profundos, frescos y humedos. Se
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localiza generalmente en microhabitats mas bien humedos, como cafadas y

barrancas, frecuentemente en asociaciones de bosque mixto o mesofilo.

El area de distribucidon natural del fresno se extiende desde el area central
occidental de México a través de Guatemala, desde las latitudes 25° a la 14° N
(Francis, 1990). La mayoria de su distribucion natural en México se encuentra

arriba de los 2,400 m de elevacion (fig. 2).
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Fig. 2. Distribucion natural aproximada de Fraxinus uhdei, en México.

El fresno se ha recomendado para la restauracién de sitios degradados. Aunado a
eso, Rothstein et al. (2004) documentaron que hay grandes cantidades de N y P
en la hojarasca de un bosque dominado por fresnos, y plantean que existe una
gran disponibilidad de nutrientes para “descomponedores” de materia organica del

bosque.

Por otra parte, se ha sugerido que el éxito del fresno para poder desarrollarse en
zonas degradas puede ser el resultado de su habilidad para formar asociaciones
simbidticas con hongos micorrizicos (Stabler et al. 2001). El efecto de esta
asociacion en las variables que influyen en la agregacién del suelo ha sido muy
poco estudiado. Debido a ello, el presente proyecto se propone medir el efecto de
la simbiosis sobre el desarrollo de la planta y sobre la estabilidad de los agregados
en el suelo de P. tinctorius — F. uhdei asi como analizar si distintas fuente de

nitrégeno influyen sobre esta asociacion.
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5. JUSTIFICACION

La rehabilitacion de estos suelos es muy complicada, necesitandose la
implementacion de estrategias en las que se incluya una buena seleccion de
plantas asi como de técnicas innovadoras para el optimo establecimiento de
dichas plantas. El fresno (Fraxinus uhdei) es un género que se establece en
suelos degradados por su habilidad para crecer en condiciones de estrés. Existen
muy pocos trabajos que muestran la contribucién del fresno en la estructura del
suelo. En contraparte, la importancia de los hongos micorrizicos en la
rehabilitacion de los suelos y su contribucién en el mantenimiento de la estructura
de este han sido ampliamente reconocidos. Por lo anterior, el uso de los HEM en
interaccidon con Fraxinus uhdei puede constituir una estrategia viable para
disminuir el impacto de la perdida y degradacion de suelos e incluirse en los
programas de reforestacion y revegetacion. Si bien investigaciones preliminares
soportan el efecto benéfico de esta simbiosis en la formacién de agregados vy
estructura del suelo, las variables que afectan esta asociacion y sus efectos sobre
el suelo no han sido suficientemente estudiadas. En este orden de ideas,
investigar el efecto de diferentes fuentes de N sobre la asociacion Fraxinus-HEM y
su contribucidon en el desarrollo de la plantas y en la agregacion del suelo, nos
puede ayudar a entender mejor el papel de esta asociacion en los ecosistemas

edaficos
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6. HIPOTESIS

La simbiosis de F. uhdei con P. tinctorius bajo diferentes fuentes de N tiene
efectos diferentes en la estabilidad de agregados del suelo y en el desarrollo de la

planta.

7. OBJETIVOS

7.1 GENERAL

Analizar, en condiciones de camara de crecimiento, la contribucién de la
asociacion Pisolithus tinctorius — Fraxinus uhdei en la estabilidad de agregados y
en el desarrollo del fresno, en suelo fertilizado con nitrdgeno en forma de nitrato

(NOs-), amonio (NH4") y/o urea.

7.2 PARTICULARES

> Analizar, en condiciones de camara de crecimiento, la estabilidad de
agregados, en la rizosfera de plantas de fresno inoculadas con el HEM

Pisolithus tinctorius fertilizadas con nitrato (NOs-), amonio (NH4"), y/o urea.

» Analizar, en condiciones de camara de crecimiento, el crecimiento del
micelio externo del HEM y de la parte aérea y raiz de fresnos, inoculados
con el HEM Pisolithus tinctorius, fertilizados con nitrégeno en forma de

nitrato (NOs-), amonio (NH,"), y/o urea.
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8. MATERIALES Y METODOS
8.1 Material biolégico

Las esporas del HEM P. tinctorius (contenidas en turba micronizada) fueron
provistas por Biosineterra Solutions inc. a una concentracion de 500 millones de
esporas por gramo de turba micronizada, dicha concentracion fue diluida hasta

obtener una concentracion de un millén de esporas en 1.0 g de turba micronizada.

Las semillas de Fraxinus uhdei fueron colectadas en el municipio de Morelia en la

primavera del 2008.
8.2. Sustrato utilizado en el experimento

El suelo utilizado para el experimento fue de tipo franco-arcilloso-arenoso
colectado en el municipio de Morelia y presento las caracteristicas fisico-quimicas

que se muestran en la tabla 1y 2:

Tabla 1. Analisis fisico del suelo utilizado en el experimento

ANALISIS FiSICO

Clasificacion Franco-Arcillo-Arenoso
% Arcilla 24.36

% Limo 26

% Arena 49.64
Densidad aparente 1.17
Densidad real 1.92

% poros 39.06
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Tabla 2. Analisis quimico del suelo utilizado en el experimento

ANALISIS QUiMICO

Nitrdgeno organico kg/ha (le/'ggjo)
Nitrégeno amoniacal ppm (h)ll])?fl?o)
21.38
Fosforo Bajzpm
CATIONES INTERCAMBIABLES EN meq/100 g s.s
Calcio 8.75
Magnesio 7.00
% Calcio intercambiable Insﬁgié:(i)gnte
% Magnesio intercambiable ch(:)éizlo

Dicho suelo fue secado, triturado y tamizado con una malla de 2 mm. de abertura
y esterilizado a 121 °C, 15 psi de presién, por un periodo de 20 minutos repitiendo

el proceso por tres ocasiones.
8.3. Desinfeccion, germinacion de las semillas e inoculacion del fresno

A las semillas de fresno se les retiro la testa de manera manual y fueron
desinfectadas con peroxido de hidrogeno al 10 % (v:v) por 15 minutos. Se
germinaron en contenedores de 30 ml teniendo como sustrato una mezcla estéril
de agrolita-turba (2:1) (fig. 3a), y se trasplantaron a bolsas de plastico con 1 kg del
suelo estéril antes mencionado e inoculadas con aproximadamente 1 000 000 de
esporas de P. tinctorius por maceta (fig. 3b), utilizando como vehiculo turba

micronizada.
8.4. Fertilizacion

Los fresnos fueron fertilizados cada tercer dia después del transplante con
solucién nutritiva que contenia 0.4723 g/l de Ca (NOs3), 4 H,0O, 0.26428 g/l de
(NH4)2 SO4 6 0.12012 g/l de NH, CONH, como fuente de nitrégeno dependiendo
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del tratamiento fertilizado, conjuntamente con una soluciéon base para todos los
tratamientos fertilizados que contenian los siguientes compuestos: 0.01361 g/l de
KH2POy4, 0.2526 g/l de K;SO4, 0.2582 g/l de CaS0O4 0.3697 g/l de MgSO,4, 0.01655
g/l de EDTA, 0.064 g/l de MnSO4 0.0003 g/l de CuSO4, 0.217 g/l de ZnSQO4, 0.0223
g/l de H3BO4y 0.0027 g/l de (Na), Mo 7 Oy4 (fig. 1b).

b)

&

‘,,//

Fig. 3. a) germinacion del fresno en agrolita-turba, b) fertilizacion del fresno,.

8.5. Diseno experimental

El experimento conté con 8 tratamientos y 17 repeticiones organizadas de la

siguiente manera:
e Tratamiento 1: Fraxinus uhdei sin nitrégeno (control).
¢ Tratamiento 2: Fraxinus uhdei + nitrato.
¢ Tratamiento 3: Fraxinus uhdei + amonio.
¢ Tratamiento 4: Fraxinus uhdei + urea.
s Tratamiento 5: Fraxinus uhdei sin nitrégeno + Pisolithus tinctorius.
s Tratamiento 6: Fraxinus uhdei + nitrato + Pisolithus tinctorius.
¢ Tratamiento 7: Fraxinus uhdei + amonio + Pisolithus tinctorius.

¢ Tratamiento 8: Fraxinus uhdei + urea + Pisolithus tinctorius.
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8.6. Medicion de variables respuesta

A las 16 semanas de crecimiento se cosecho y se analizaron las variables de
respuesta. El experimento se realizo en camara de crecimiento bajo condiciones

de 25 °C, 75 % de humedad relativa y 14 horas de fotoperiodo.

Las variables respuesta determinadas en la parte aérea de la planta fueron: peso
fresco y seco, altura y area foliar. En la raiz: peso fresco y seco, longitud, volumen,
longitud especifica de raiz, densidad radical y dependencia micorrizica. En el suelo

se determinaron: agregados estables al agua y contenido de micelio en el sustrato.
8.6.1. Area foliar

El area foliar se determind mediante fotografias tomadas a cada fresno al concluir
16 semanas de crecimiento, se utilizé una camara digital Sony ® Cyber-Shot de
7.2 megapixeles para posteriormente analizar las imagenes mediante un programa

de edicion digital fotografica (SideLook 1.1. 01).
8.6.2. Peso fresco y seco

El peso fresco de parte aérea y de la raiz se determind por medio de una balanza
analitica (Adventurer™). El peso seco fue determinado de igual manera (previo

secado en horno a 60 °C durante 48 hrs).
8.6.3. Longitud especifica radicular

La longitud especifica radicular (el cual es un parametro indicativo de la cantidad
de raices secundarias producidas) se calculé mediante la relaciéon entre la longitud
de raiz y la masa radical. La densidad de la biomasa radicular se calcul6 por la

relacion entre el peso seco de la raiz y su volumen.
8.6.4 Dependencia micorrizica

Una mas de las variables que se considerd en el experimento fue la dependencia

micorrizica, esta se calculd segun Plenchette et al. (1983), mediante la formula:

DM= [Ps(+M) - Ps(-M)] / Ps(-M)
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donde Ps(+M): peso seco total de las plantas inoculadas con P. tinctorius, y Ps(-

M): peso seco total de las plantas no inoculadas.
8.6.5. Agregados estables al agua

La estabilidad de agregados se realiz6 de acuerdo a la técnica descrita por
Kemper y Rosenau (1986) determinandose la fraccion de agregados de diferentes
tamanos. Se colocé una muestra de 50 g de suelo en el tamiz de malla mayor. El
orden de colocacion de los tamices fue de > a < abertura de malla (2.00 mm, 1.00
mm, 0.50 mm, 0.250 mm y 0.125 mm). Se acomodaron los tamices en ese orden
sobre una malla y se sumergieron en un recipiente con agua cubriendo la muestra
y agitando suavemente dentro y fuera del agua, para lograr que la muestra de
suelo en su conjunto se homogenizara y pudieran retenerse los agregados

estables en los tamices correspondientes.

El tiempo que se requirié para cada muestra fue de diez minutos, transcurrido ese
tiempo se dejaron escurrir. Se pusieron a secar las muestras en estufa a 80° C por
24 hrs Se tom¢ el peso de las muestras (incluyendo el tamiz) y posteriormente se
retird el suelo del tamiz, y se volvié a tomar el peso. La diferencia de los pesos de
los tamices con suelo con respecto a los pesos de los tamices sin suelo nos dio
como resultado el peso real de cada una de las muestras y se determind la

fraccion de agregados retenidos en cada tamiz.
8.6.6. Contenido del micelio externo de Pisolithus tinctorius en el sustrato

El contenido de micelio externo en el sustrato se determin® en base a la técnica
utilizada por Thomson et al. (1993) modificada, la cual se desarrollo siguiendo los

siguientes pasos (fig. 4):
1. Se tomd una muestra de suelo de 2.0 g de suelo
2. Se mezcl6 con 50 ml de agua deshionizada por 20 segundos en licuadora.

3. Esta solucion se pasé por un tamiz de 0.50 mm de abertura y se dejé

reposar por 60 s y se decanto.
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4. Se tomo una alicuota de 50 ml del sobrenadante.
5. La cual se filtré por succion en una malla de 41 p.

6. El micelio retenido en la malla fue tefiido con azul de tripano al 0.5 % por 24

hrs y posteriormente se retird el exceso de colorante con agua destilada.

7. El micelio tefido fue observado y fotografiado con una camara Leica DFC
295 (version 7.0.1.0) la cual esta integrada a un software especializado
(Leica Application Suite Version 3.4.1), por medio del cual se midieron los
fragmentos de micelio tefidos mediante una reglilla micrométrica y
finalmente se cuantificd la longitud de micelio externo (cm de micelio/g de

suelo) por tratamiento.
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Fig. 4. Etapas para la obtencion y medicion del micelio externo de P.tinctorius.
8.6.7. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante ANOVA, y la prueba de comparacion de
medias de Tukey. El programa estadistico que se utilizado fue ASSISTAT 7.5

beta.
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9. RESULTADOS
9.1. Colonizacion de Pisolithus tinctorius

ElI HEM P. tinctorius se observo en las raices de F. uhdei de todos los tratamientos
inoculados. La inoculacion produjo estructuras caracteristicas como apices
bifurcados, la red de Hartig y la presencia del micelio externo, mostrados en la
figura 5. La aparicion del micelio externo fue mas abundante en el fresno

micorrizado no fertilizados asi como en el fresno micorrizado fertilizado con urea,

no detectandose la presencia de este en el fresno usado como control (Fig. 5).

Fig 5. Raices micorrizadas de F. uhdei. La aparicion del HEM se caracteriza por la
presencia de micelio externo (ME) ademas de apices bifurcados (AB) y el
desarrollo de la red de Hartig. a) raiz no micorrizada, no fertilizada, b1) raiz
micorrizada, no fertilizada, b2) raiz micorrizada fertilizada con NOj3;, b3) raiz
micorrizada fertilizada con NH4", b4) raiz micorrizada fertilizada con urea, c) corte
transversal de raiz de fresno micorrizado tefiida con azul de tripano mostrando la
red de Hartig.

9.2. Variables de crecimiento en el fresno

Los valores promedio obtenidos en las diferentes variables de crecimiento del
fresno no inoculado e inoculado con P. tinctorius, después de 16 semanas de
crecimiento, se muestran en la Tabla 3. Una vez concluido dicho periodo, se pudo
observar en el fresno no inoculado, un decremento significativo en sus variables

de crecimiento de la parte aérea (peso seco, fresco y aérea foliar), en los fresnos
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fertilizados con NO3, NHs" o urea en comparacion con el fresno utilizado como

control.

Dentro de los fresnos fertilizados, el NOs fue la fuente de N que tuvo mayor efecto
negativo en las variables de crecimiento de la parte aérea (area foliar, peso seco y
peso fresco) al compararse con el fresno usado como control, presentando
disminuciones que van desde el 92 % para el peso seco, 146 % para el peso
fresco y del 170 % para el area foliar. También se observé en el fresno fertilizado
con NH;" una disminucion en las variables de crecimiento analizadas al
compararse con el fresno control, y tales disminuciones van desde el 66 % para el
peso seco, 27.5 % para el peso fresco y solo del 14 % para el area foliar. En el
caso de la fertilizacién con urea al igual que para el NO3"y NH,", se pudo observar
una disminucion en las variables de crecimiento comparado con el fresno usado

como control observando decrementos de entre 51y 92 %.

Cuando el fresno fue inoculados con P. tinctorius, se observé un efecto sinérgico
en los valores de las variables de crecimiento de la parte aérea (area foliar, peso
seco y peso fresco) al comparar las variables de crecimiento del fresno usado
como control. Ademas se observaron aumentos, debido a la presencia del HEM,
en el peso fresco, area foliar y peso seco aunque solo fueron significativos el peso
fresco y el area foliar. Por otra parte el efecto benéfico del HEM en la parte aérea
del fresno fertilizado fue significativo solo en los fresnos pertenecientes al
tratamiento fertilizado con urea en comparacion a los fresnos fertilizados no
inoculados. Ademas, los resultados muestran la misma tendencia de los fresnos
no inoculados a presentar disminuciones significativas en las variables de
crecimiento analizadas para todos los tratamientos fertilizados con las diferentes

formas de N en comparacion con el tratamiento inoculado no fertilizado (fig. 6).

De las fuentes de nitrégeno utilizadas en el experimento, el NO3” nuevamente fue
la fuente que tuvo mayor efecto negativo en las variables de crecimiento de la
parte aérea (area folia, peso seco y fresco) al compararse con el fresno inoculado
no fertilizado, observandose porcentajes de disminuciones del 171, 117 y 87 %
para el area foliar, peso seco y fresco respectivamente. Mientras que la urea fue la
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fuente de nitrégeno que menos efecto negativo tuvo sobre las variables de
crecimiento analizadas, puesto que los porcentajes de disminucion fueron de 36,

31 y solo del 12 % para el area foliar, peso fresco y peso seco respectivamente.

En las variables relacionadas con la raiz (Tabla 3), se observé una disminucion en
el volumen, peso seco y peso fresco en el fresno no inoculado fertilizado con las
distintas formas de N (NO3z,, NH4" y urea) al compararse con el fresno utilizado
como control, aunque cabe mencionar que esta disminucion solo fue significativa
para el peso seco y peso fresco. En cuanto a la longitud radicular, el amonio
provocé un aumento significativo al compararse con el fresno control, mientras que
el NOs™ y la urea no tuvieron un efecto significativo sobre la longitud radicular en

comparacion al fresno control.

Cuando los fresnos fueron inoculados con P. tinctorius, se observo un aumento en
la longitud radicular, volumen, peso seco y peso fresco en los fresnos inoculados
sin fertilizar en comparacion con el control, aunque este aumento fue significativo

sé6lo para el peso seco con un incremento del 39 %.

La fertilizacion con N inorganico (NOs™ y NH4"), provocé una disminucion en los
valores de las variables analizadas en la raiz del fresno inoculado al compararse
con su contraparte no micorrizada, mientras que el fresno fertilizado con N
organico (urea) no presentd disminuciones en las variables de raiz consideradas al
compararse con su contraparte no micorrizada. Ademas se observo que este
tratamiento fue el que presenté mayor peso fresco de raiz en comparacioén con el
resto de los tratamientos, siendo significativo el aumento, con excepcion del fresno

inoculado no fertilizado.
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Tabla 3. Valores promedio en las variables de crecimiento de las plantas de fresno
de 16 semanas de edad en los diferentes tratamientos no inoculados e inoculados
con P. tinctorius.

FRESNO NO INOCULADO FRESNO INOCULADO
S/IF NO3 NH," UREA
TRATAMIENTOS | CONTROL NO; NH,4" UREA + + + +
P. tinctorius | P. tinctorius | P. tinctorius | P. tinctorius
PARTE AEREA
VARIABLES
PESO
SECO 0.48 ab 0.25¢c 0.29¢c 0.25¢c 0.63 a 0.29¢c 0.37 bc 0.56 a
(9)
PESO
FRESCO 1.80 b 0.73d 1.41 bc 1.19cd 249 a 1.33 bcd 1.00 cd 1.90 b
(9)
AREA
FOLI,ZAR 104.82 b 38.77e 91.66 bcd 61.32cde 148.22 a 54.62 de 93.81 bc 108.49 b
(cm’)
RAIZ
Lo'(‘lfngUD 2143 Db 25.75 ab 32.25a 18.64 b 2210 b 21.00 b 20.17 b 22.25b
VO(I;l;]lql\:fl)EN 0.12 a 0.11a 0.12a 0.10 ab 0.12 a 0.06 b 0.06 b 0.10 ab
PESO
SECO 0.23 b 0.15 cd 0.09d 0.13d 0.32a 0.09d 0.10d 0.22 bc
(9)
PESO
FRESCO 0.97 b 0.60 c 0.61c 0.67 c 1.25ab 0.56 c 0.43¢c 1.52 a
(9)

S/F= Sin fertilizar, NO3™ = Nitrato, NH,* = Amonio. Los tratamientos seguidos por la

misma letra no son diferentes estadisticamente (a=0.05).

m=—=) TRATAMIENTOS SIN MICORRIZAR

Fig. 6. Fresnos a las 16 semanas de crecimiento en los distintos tratamientos.
S/F= Sin fertilizar, NO3™ = Nitrato, NH4" = Amonio.
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La longitud especifica radicular (LER) fue mayor en el fresno no micorrizado en
comparacion a el micorrizado a excepcidn del fresno fertilizados con nitrato y urea
(Fig. 7). El tratamiento que presenté mayores valores de LER fue el no inoculado y
fertilizado con amonio con valores de 300 cm/g peso seco, seguido su contraparte
micorrizada con valores de 224 cm/g peso seco. Por ultimo se pudo observar que
el fresno inoculado no fertilizado fue el que menor valor de LER presentd en

comparacion al resto de los tratamientos.

Longitud especifica de raices de fresno no micorrizado y
micorrizado

350
300

250 ab ab
200 ab o s

b g o0 @ b b

R L LA

“HleP PR o
S/F N[ NH,* UREA

.No micorrizado

@ Micorrizado

Longitud especifica de raiz
(cm/g de peso seco)

Tratamientos

Fig. 7 Longitud especifica de raices no micorrizadas y micorrizadas. S/F= Sin
fertilizar, NO3™ = Nitrato, NH;* = Amonio. Letras distintas indican diferencias
significativas (a=0.05).

Cuando el fresno no inoculado fue fertilizado con las distintas fuentes de nitrégeno
(NO3", NH,;™ y urea) la densidad de biomasa radicular disminuyé en comparacion
con el control, aunque esta disminucion no fue significativa para ningun caso (fig.
8). Mientras que cuando los fresnos fueron inoculados, la densidad aumentd en
todos los tratamientos inoculados al compararse con su contraparte no
micorrizada, aunque dicho aumento sélo fue significativo en el caso de los fresnos

no fertilizados y en los fertilizados con urea.
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Densidad de biomasa radicular en fresno no micorrizado y
micorrizado
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Fig. 8 Densidad de biomasa radicular de fresnos no micorrizados y micorrizados.
Letras distintas indican diferencias significativas (a=0.05). S/F= Sin fertilizar, NO3
= Nitrato, NH4* = Amonio.

Una mas de las variables que se considero en el experimento fue la dependencia
micorrizica, debido a que aunque la mayoria de las plantas (>80 %) forman
micorrizas, el grado de dependencia micorrizica varia para las distintas especies.
En general las plantas lefiosas suelen ser mas dependientes de esta simbiosis

que las herbaceas.

Dependencia micorrizica de fresno inoculado con
Pisolithus tinctorius

ab

Dependencia micorrizica

S/F NO," NH,* UREA

Tratamientos

Fig. 9 Dependencia micorrizica del fresno. Letras distintas indican diferencias
significativas (a=0.05). S/F= Sin fertilizar, NO3™ = Nitrato, NH4" = Amonio.

El parametro nos indica la ganancia de carbono del fresno micorrizado con

respecto al fresno no micorrizado, por lo tanto pudimos observar que un 53 % de
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ganancia de carbono del fresno micorrizados sin fertilizar se debi6é a la presencia
de P. tinctorius. Por lo contrario, cuando el fresno fue fertilizado con las distintas
fuentes de N (NOs;, NH;  y urea), se pudo observar que la dependencia
micorrizica disminuyd, aunque soélo fue significativo para el caso del fresno
fertilizado con amonio comparado con el fresno sin fertilizar. En dicho tratamiento

solamente un 10 % de la ganancia de carbono se debio a el efecto de P. tinctorius
(fig. 9).

9.3. Agregados estables al agua (AEA)

Una vez concluido el periodo de crecimiento de los fresnos (16 semanas) se
analizaron los AEA en el fresno inoculado con P. tinctorius y/o fertilizado con

nitrato (NO3’), amonio (NH,") y urea y los resultados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Valores promedio (%) de los agregados estables al agua (AEA) en los
tratamientos inoculados con P. tinctorius y/o fertilizados con diferentes fuentes de
nitrégeno: nitrato, amonio y urea.

DIAMETRO DE AGREGADOS ESTABLES AL AGUA
TRATAMIENTO S
2 mm 1 mm 0.5 mm 0.250 mm | 0.125 mm
Control 0.03 a 3630 a | 2354 a | 868 ab 494 b
SIF
+ 0.08 a 33.54 ab 25.14 a 11.54 ab 6.55 ab
P.tinctorius
NOs 0.02 a 3844 a | 20242 | 7640 454 b
NO;
+ 0.00 a 2126ab | 25.02a | 1147 a 6.55 ab
P.tinctorius
NH, 011 a 3318 ab | 2020a | 781b 482 b
NH,
+ 0.02 a 2348 ab | 25.96 a | 1001 ab | 6.07 ab
P.tinctorius
UREA 0.05 a 3641a | 1943a | 922ab | 549 ab
UREA
+ 0.01 a 16.06 b | 27162 | 11.96 a 8.00 a
P.tinctorius

Control = Tratamiento sin fertilizar y sin HEM, S/F= Tratamiento sin fertilizar, NO3
= Tratamiento fertilizado con nitrato, NH4* = Tratamiento fertilizado con amonio, P.
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tinctorius = Pisolithus tinctorius. Los tratamientos seguidos por la misma letra no
son diferentes estadisticamente (a=0.05).

Los resultados muestran que para el caso de los AEA mayores a 2 mm de

diametro no se observo diferencia estadistica entre ningun tratamiento.

En los agregados del suelo mayores a 1 mm y menores a 2 mm de diametro hubo
una reduccion en el porcentaje de AEA en el fresno inoculado al compararse con
su contraparte no micorrizada, asi mismo se pudo observar que la interaccion
entre la fertilizacion y el HEM provocdé una disgregacion mayor. El fresno inoculado
y fertilizado con urea fue el que mayor disgregacion presentd, con una disminucién
del 58 %, siendo significativa esta reduccion al compararse con su contraparte no
micorrizada y con el fresno utilizado como control. El fresno inoculado y fertilizado
con nitrato presentd un 45 % de disminucion en el porcentaje de AEA en
comparacién con su contraparte micorrizada y una reduccion del 41 % al
compararse con el fresno usado como control. Finalmente el fresno inoculado y
fertilizado con amonio presentd un 29 % de disminucién de los AEA en
comparacion con su contraparte micorrizada y el tratamiento control. Cabe
mencionar que dichas reducciones en el porcentaje de AEA no fueron

significativas para ambos casos.

En los agregados mayores a 0.5 mm y menores a 1mm de diametro se pudo
observar un incremento en el porcentaje de AEA por la presencia del HEM, ya que
todos los fresnos micorrizados fertilizados y micorrizados no fertilizados
presentaron porcentajes mayores de AEA en comparacion con el fresno utilizado
como control y el fresno no micorrizados fertilizados. En el caso de los AEA de
0.25 y 0.125 mm de didmetro presentaron un patrén de comportamiento similar al
observado en los AEA de 0.5 mm de diametro, es decir, todos los fresnos
inoculados con el HEM, ya sea fertilizados y no fertilizados, mostraron incrementos
en el porcentaje de AEA en comparacion con el fresno fertilizado y no fertilizado
(control). También se pudo observar que en los agregados de 0.5, 0.25 y 0.125

mm de diametro, el tratamiento que presentd los mayores valores de AEA en
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comparacién con el resto de los tratamientos fue el micorrizado y fertilizado con

urea.
9.4. Contenido de micelio en el sustrato

La longitud de micelio externo fue evaluada en el fresno inoculado con el HEM vy
se observo que el fresno que presentd mayor longitud de micelio externo fue el
fertilizado con urea, presentando 4 cm de micelio externo por gramo de suelo,
siendo significativo dicho incremento en comparacion los demas tratamientos. Por
otra parte, en el fresno inoculado no fertilizado presenté 1.6 cm de micelio por
gramo de suelo, siendo este valor mayor significativamente en comparacion con el
fresno fertilizado con nitrato y amonio. Finalmente el fresno fertilizado con nitrato y
amonio fue el que menor longitud de micelio externo presentd, con 0.7 y 0.8 cm
por gramo de suelo respectivamente, cabe mencionar que no hubo diferencia

significativa entre ambos tratamientos (Figura 10).

Longitud de micelio externo de P. tinctorius

4.5
4.0
35
3.0
2.5
20
1.5 A
1.0 7
0.5 1
0.0

Longitud de micelio
(cm/g suelo)

S/F NO;- NH,* UREA

Tratamientos

Fig. 10. Longitud de micelio externo de Pisolithus tinctorius. Letras distintas
indican diferencias significativas (0=0.05). S/F= Tratamiento sin fertilizar, NO3; =
Tratamiento fertilizado con nitrato, NH4" = Tratamiento fertilizado con amonio.

Se realizé un analisis de correlacion entre la longitud de micelio externo del HEM y
el porcentaje de agregados estables al agua mostrado en la Tabla 5, y se observd
que el fresno fertilizado con urea fue el que presentd mayor correlaciéon con la

longitud de micelio externo del HEM, con una correlacién inversa de 0.87 en los
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agregados de 1 mm de diametro y una correlacion directa de 0.7 y 0.8 mm para el

caso de los agrados de 0.5 y 0.250 mm de diametro respectivamente.

Tabla 5. Correlacion entre la longitud de micelio externo del HEM y el porcentaje
de agregados del suelo.

CORRELACION ENTRE LONGITUD DE MICELIO EXTERNO Y PORCENTAJE DE
AGREGADOS ESTABLES AL AGUA

DIAMETRO DE AGREGADOS

TRATAMIENTOS 2 mm 1 mm 0.5 mm 0.250 mm 0.125 mm
0.198 0.585 -0.451 0.542 0.152
S/F
NO~ -0.316 0.552 0.145 0.116 0.602
O3
+ -0.154 0.369 -0.023 0.099 -0.048
NH,
-0.252 -0.871 0.747 0.851 0.237
Urea

S/F= Tratamiento sin fertilizar, NO3" = Tratamiento fertilizado con nitrato, NH4"
Tratamiento fertilizado con amonio.

41



10.DISCUSION

Los resultados muestran que F. uhdei establecen una asociacion simbidtica con
P. tinctorius, lo que confirma los resultados reportados por Ambriz et al., (2010),
donde se documenta por primera vez esta asociacion. Las estructuras bifurcadas,
las cuales son caracteristicas esenciales de este tipo de asociacion simbidtica,
aparecieron de manera infrecuente en el fresno inoculado. Este patron de
comportamiento de la simbiosis Fraxinus - P. tinctorius también ha sido observado
en otras especies arboreas con HEM (Allen et al., 1999; Alberton y Kuyper, 2009;
Bai et al., 2009). La mayoria de los trabajos enfocados a estudiar las relaciones
simbidticas con HEM se centran en la descripcion de la simbiosis. Sin embargo,
los factores involucrados en la formacion de estructuras infrecuentes o poco
caracteristicas de los HEM han sido poco estudiados (Karst, 2009). Por lo que en
futuros trabajos se podria contemplar analizar los factores relacionados con ese

patron en la simbiosis micorrizica.

F. uhdei inoculado con P. tinctorius causo un aumento significativo en la mayoria
de las variables de crecimiento determinadas, tanto de la parte aérea como de la
raiz, en comparacion con el fresno no inoculado. Tales incrementos coinciden con
lo reportado por Ambriz et al., (2010) donde se observé de igual manera un
aumento en las variables de crecimiento en el fresno inoculado con P. tinctorius.
Sin embargo cabe mencionar que dicho trabajo de investigacion no considero la
influencia de la fuente de N sobre el desarrollo de F. uhdei en asociacién con P.
tinctorius por lo que este es el primer reporte que muestra el efecto de la fuente de

N sobre la asociacion.

Giardina et al., (2003) sugieren que cuando se logra tener una situacion 6ptima de
nutrimentos, la planta destina en su mayoria los fotoasimilados para la parte
aérea, por lo tanto el efecto de promocion del crecimiento de la interaccion F.

udhei - P. tinctorius podria deberse a una adecuada disponibilidad de nutrimentos.

Las distintas fuentes de nitrogeno influyen directamente en el desarrollo tanto del
HEM como de la planta (Knops et al., 2002; Twieg et al., 2009). Nuestros

resultados sugieren que la fertilizacién con las distintas fuentes de N causaron un
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efecto negativo en el fresno comparado con el fresno usado como control, tanto en
el fresno no inoculado como en el inoculado. Dicho efecto negativo se observo

tanto en la parte aérea con a nivel de la raiz.

La inoculacion del fresno con P. tinctorius no causo un aumento significativo en la
cantidad de raices laterales, en ninguno de los tratamientos a acepcion del
tratamiento no inoculado fertilizado con amonio el cual fue el que mayor longitud

especifica radicular presento.

Felten et al. (2009) sugieren que la presencia del HEM incrementa las raices
laterales debido probablemente a un aumento en la produccion de auxinas
producidas por el hongo en los apices de las raices. Nuestros resultados sugieren
también que la interaccion del HEM con ciertas fuertes de N podrian inhibir este

efecto estimulante.

No obstante que nuestros resultados revelan una baja produccion de raices
laterales, muestran también que la presencia del HEM puede incrementar
significativamente la densidad de la biomasa radical del fresno. Este ensayo
sugiere también una relaciéon importante entre la dependencia micorrizica del
fresno con los valores de densidad de biomasa radical, ya que el fresno con
porcentajes mas elevado de dependencia micorrizica fue el que presentd una
mayor biomasa radicular. Lo anterior podria ser de un valor practico importante en
el uso de estrategias de revegetacion y conservacién de suelos, sin embargo se

requieren mas estudios para confirmar esta relacion (Ramos y Guadarrama 2004).

Caravaca et. al. (2002) encontraron un aumento en la estabilidad de agregados
del suelo utilizando plantas de Pinus sp. en asociacién con Pisolithus arizus, sin
embargo nuestros datos no coinciden con lo reportado, debido a que los
resultados obtenidos en el experimento nos muestras que para el caso de los
agregados mayores (agregados mayores a 1 mm) se pudo observar que la
interaccion entre la fertilizacion y el HEM produjo un efecto de disgregacion muy
marcado ya que se observd una reduccion en el porcentaje de agregacion en los
fresnos micorrizados y fertilizados con las distintas fuentes de nitrégeno. Sin
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embargo en el fresno donde no se fertilizo, el efecto de disgregacion del suelo no
fue tan marcado en comparacion con el fresno fertilizado con las distintas fuentes

de N donde se presentaron reducciones mayores.

El efecto en la disgregacién en los agregados mayores fertilizados con las distintas
fuentes de N pudiera estar relacionado con un mayor aumento en la densidad
radicular en el fresno fertilizado y micorrizado debido a que la micorrizacién causo
en la raices del fresno un aumento en su volumen por lo que el crecimiento de la
raiz pudo haber particulado los agregados por accion mecanica. Esto coincide con
lo reportado por Velazquez-Rodriguez y colaboradores (2001), quienes sugieren
que es posible que las raices rompan el material cercano a ellas y ejerzan una

presion que ayuda a la desintegracion de los agregados.

Dentro de las variables que podrian contribuir en la produccién de AEA, se
encuentra el volumen de raiz. Sin embargo, este factor es controversial ya que
algunos autores han encontrado una correlacion entre agregados y volumen de
raiz (Andrade et al. 2000, Bearden, 2001), mientras que otros no han encontrado
dicha correlacion (Eviner y Chapin 2002, Young et al. 1998). En los resultados del

presente experimento tampoco se encontro tal correlacion.

Aunado a ello, nuestros datos coinciden con lo reportado por Graham et al. (2002)
y Velazquez-Rodriguez et al. (2001) quienes documentaron que la aplicacion de
fertilizante provoco una disminucion de la estabilidad de agregados de suelo por el
hecho de incrementar la concentracion de cationes monovalentes. En este estudio
se pudo observar que la interaccidén entre la fertilizacion con N y el HEM produjo
un efecto de disgregacion muy marcado durante el cual, las unidades de diametro
mayor a 1 mm se rompieron, dando lugar a una acumulacion de agregados en los

intervalos de menor tamano.

Felten et al., (2009) sugieren que el amonio es mejor fuente de N que el nitrato,
basandose en el hecho de que para reducir el nitrato a amonio se produce un
consumo de energia, reduciendo de esta manera la cantidad de carbohidratos

disponible para el desarrollo del HEM. Este efecto puede extrapolarse faciimente a
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la urea, ya que en el suelo, por efecto de la accidon microbiana, esta se transforma
en amoniaco y CO; y el primero se transforma rapidamente en amonio (Eviner y
Chapin 2002). En el caso del desarrollo del HEM solo la fuente de N organico
(urea) promovid el crecimiento del micelio externo, las fuentes de N inorganico
(NO3™ y NH4") tuvieron un efecto “inhibidor” de este micelio. Helmisaari et. al,
(2009) sugieren que la incorporaciéon de N organico puede imponer menos
demandas de energia para su uso y asimilacion. En este sentido probablemente la
urea se convierte un una fuente mas atractiva de N para el HEM en interaccién
con la planta que la fuente inorganica como el amonio. Ademas, en el sistema bajo
el cual se desarrollo el experimento, la urea pudo haberse convertido en una
fuente de N atractiva para organismos desnitrificante del suelo (Young et al. 1998),
lo anterior pudo haber originado niveles menores de amonio en los sustratos que
pudieran ser mas adecuados para el crecimiento del HEM. En este sentido,
Holopainen y Heinonen-Tanski (1993), reportaron que altos niveles de N pudieran
provocar inhibicion o incluso desaparicién del micelio externo, sin embargo hay

que profundizar mas en las investigaciones en torno a este ultimo punto.

Dentro de las variables que se han indicado pueden contribuir en la producciéon de
agregados estables en agua, se encuentra el micelio externo del HEM (Bearden
2001). En los resultados del presente experimento, al menos en el corto plazo, no
se encontraron correlaciones importantes (positivas o negativas) entre el
porcentaje de agregados estable en agua mayores de 2 mm. Sin embargo la alta
correlacion negativa en el fresno con agregados de entre 1 y 2 mm sugieren que el
efecto del hongo en la formacion de estos agregados, al menos en el corto plazo,
es el de provocar la disgregacion. Este efecto de destruccion de agregados, en los
tratamientos micorrizados y fertilizados con urea, pudo deberse a la accidn
mecanica ejercida por el micelio sobre los agregados (como sucede en el caso de
las raices). Dicho efecto pudo ademas ser magnificado debido a una elevada
concentracion del micelio en el sustrato, como consecuencia del espacio limitado

de los contenedores donde se desarrollaron los ensayos.
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11.CONCLUSIONES
Los resultados muestran que F. udhei establece una relacion simbidtica con

P. tinctorius.

F. udhei inoculado con P. tinctorius generé un aumento significativo en la
mayoria de las variables de crecimiento determinadas, tanto de la parte

aérea como de la raiz, en comparacion con el fresno no inoculados.

La fertilizacién con las distintas fuentes de N causo un efecto negativo en
las variables de crecimiento del fresno al compararse el fresno no

fertilizado, tanto en los no inoculadas como en los inoculados.

La inoculacion del fresno con P. tinctorius no causo un aumento significativo
en la cantidad de raices laterales, en ninguno de los tratamientos sin

embargo el HEM incremento la biomasa radical en el fresno inoculado.

La inoculaciéon con HEM no produjo efectos significativos en el porcentaje
de agregados estables en agua del sistema, como tampoco los produjo la
interaccién N inorganico - HEM. Sin embargo la interaccion N organico -
HEM causo una reduccion significativa en el porcentaje de agregados
estables en agua entre 1 y 2 mm. Ademas los datos de correlacion sugieren
que la desintegracion de este tipo de agregados esta estrechamente
relacionada a la longitud de micelio externo del HEM cuantificado en la

micorrizosfera del fresno.

Es importante seguir estudiando la asociacién F. uhdei - HEM y como ésta
se modifica por factores bidticos para asi determinar su potencial real en la

rehabilitacion de suelos.

Bajo las condiciones estudiadas, la fertilizacion nitrogenada organica o
inorganica no tuvo un efecto sinérgico con la asociacion Fraxinus uhdei-
Pisolitus tinctorius, en el desarrollo del fresno y en la agregacion del suelo.
Sin embargo La fertilizacion con N organico incremento significativamente

el desarrollo del micelio extramatrical del HEM. Es importante a futuro
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realizar ensayos a largo plazo y en condiciones de campo, donde no exista
un espacio limitado para el desarrollo del micelio y las raices, para
determinar mas claramente los efectos de estas interacciones sobre los

agregados del suelo.

Los resultados anteriores confirman la hipétesis de que las distintas fuentes
de nitrégeno pueden tener efectos diferentes sobre el desarrollo del fresno
y en la estabilidad de agregados del suelo, como fue el caso de la urea que
tuvo un efecto positivo en las variables de crecimiento de esta especie y un

efecto inhibidor en el porcentaje de agregados estables.
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RESUMEN

Se estudio la interaccion entre plantas de Fraxinus uhdei inoculadas con el hongo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius vy fertilizadas con 3 fuentes de nitrogeno: NO3’,
NH,;" y Urea. Se analizo el efecto en el desarrollo de las plantas, el contenido de
carbono del suelo y la formacion y estabilidad de los agregados del suelo. Las
semillas se germinaron en contenedores, se trasplantaron a bolsas de plastico
conteniendo 1 kg de suelo estéril y se inocularon con 1 000 000 de esporas de P.
tinctorius por maceta, utilizando como carrier turba micronizada la cual fue
colocada cerca de la raiz de la plantula. Después de 16 semanas se analizaron las
variables respuesta. El experimento contd con 8 tratamientos y 17 repeticiones por
tratamiento. Los tratamientos fueron: 1.- Fraxinus sin nitrdgeno, 2.- Fraxinus +
NOs’, 3.-Fraxinus + NH;", 4.- Fraxinus + Urea. Los tratamientos 5, 6. 7 y 8 son

idénticos a los anteriores, ademas de ser inoculados con Pisolithus tinctorius.

Las plantas inoculadas con el hongo ectomicorrizico sin fuente de nitrégeno se
desarrollaron mejor que sus contrapartes no micorrizadas con o sin fuente de
nitrégeno, presentando incrementos significativos en las variables de peso fresco

de parte aérea, area foliar y peso seco de raiz. Asimismo se observaron
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diferencias morfologicas en las raices de todos los fresnos micorrizados,
acentuandose mayormente en los fresnos micorrizados sin fertilizacion y en los
que se fertilizaron con Urea. Los resultados sugieren que la interaccion Pisolithus

tinctorius tiene un efecto diferencial en el desarrollo de la planta.
Palabras clave: hongos micorrizicos, Fraxinus, Simbiosis.
INTRODUCCION

Los recursos naturales son un factor de desarrollo econdmico y social de un pais,
por lo que su conservacion es indispensable. La degradacion del suelo es un
problema que afecta a gran parte del territorio mexicano y provoca consecuencias
que se traducen en un territorio cada vez menos productivo. La deforestacion es
una de las causas principales de la perdida y la erosion del suelo. La perturbacion
de ecosistemas naturales, indistintamente de la fuente, causa la pérdida de los
agregados del suelo y de la materia organica, y por lo tanto de su estructura, y
con ello la incapacidad del suelo para regenerar su cobertura vegetal. En este
sentido, es necesario buscar alternativas para frenar el deterioro del suelo vy
regenerar asi estos ecosistemas. Dentro de estas alternativas estan el uso de los
hongos ectomicorrizicos que pueden asociarse a plantas y dotarlas de un mejor
desarrollo asi como contribuir a formar parte de una estrategia viable para
disminuir el impacto de la perdida y degradacion de suelos, y favorecer asi los

programas de reforestacion y revegetacion.

El fresno (Fraxinus uhdei) es un género con potencial para establecerse en suelos
degradados por su habilidad para crecer en condiciones de estrés y su rapido
crecimiento (Stabler et al. 2001). Existen pocos trabajos que muestren el efecto de
los hongos ectomicorrizicos en interaccion con Fraxinus uhdei en la estructura del
suelo y desarrollo de la planta, si bien las investigaciones preliminares apoyan el
efecto benéfico en la interaccion fresno-ectomicorriza en la formacion y estructura
del suelo asi como en el desarrollo de la planta (Ambriz, 2007), se desconoce el
impacto de esta asociacion y su interaccion con diferentes fuentes de nitrogeno

sobre el desarrollo vegetal y en la formacion y estabilidad de agregados del suelo.
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Las ectomicorrizas son hongos que pertenecen al grupo de los basidiomicetes.
Las raices ectomicorrizicas se caracterizan por la presencia de un manto de hifas
que cubre las puntas de las raices mas finas y una red de hifas entre las células
epidérmicas o células corticales conocida como red de Hartig (Smith & Read,
1997). Las hifas que forman el manto, se prolongan y forman cordones miceliales
que crecen entre las particulas del suelo, y son las responsables de la mayor
absorcion y traslocacion de nutrimentos hacia el simbionte. Las hifas que se
proyectan al exterior de la raiz exploran un volumen mayor de suelo. Las fuentes
organicas de N que puede tomar el micelio externo son muy variadas gracias a su
capacidad de producir enzimas extracelulares como las proteasas, oxidasas vy
fosfatasa que participan en la mineralizacion de N (Bending y Read 1995). Pérez-
Moreno (2000), sugiere que el micelio externo es el encargado de la movilizacion

de nutrientes de sustratos organicos naturales a la planta.

Fresno es el nombre comun de los miembros del género Fraxinus, formado por
unas 65 especies de arboles y arbustos pertenecientes a la familia Oleaceae. Este
arbol de tronco recto y cilindrico, alcanza de 15 a 20 m de altura y se ha
recomendado para la restauracion de sitios degradados, aunado a eso, Rothstein
et al. (2004), documenté que hay grandes cantidades de N y P en la hojarasca de
un bosque dominado por fresnos, y por ende plantea que existe una gran
disponibilidad de nutrientes para descomponedores de materia organica del
bosque. Se ha sugerido que el éxito del fresno para poder desarrollarse en zonas
degradas puede ser el resultado de su habilidad para formar asociaciones
simbidticas con hongos micorrizico (Stabler et al. 2001), sin embargo el efecto de

esta asociacion ha sido muy poco estudiado.

Este trabajo ha sido planteado sobre la siguiente hipdtesis: la inoculacion de
Fraxinus uhdei con Pisolithus tinctorius y la interaccion con la fuente de nitrégeno

influyen en el desarrollo de la planta.
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo analizar la contribucién de
la asociacion Pisolithus tinctorius — Fraxinus uhdei. en el contenido de C del suelo
y en la formacién y estabilidad de agregados, asi como analizar el desarrollo de
las plantas de fresno tanto de su parte aérea como de su raiz, ademas de
examinar el crecimiento del micelio externo del hongo, en suelo fertilizado con

nitrogeno en forma de nitrato (NO3-), amonio (NH4"), y/o urea.

El experimento conté con 8 tratamientos y 17 repeticiones (por tratamiento): 1.-
Fraxinus sin nitrégeno, 2.- Fraxinus + NOs-, 3.-Fraxinus + NH;*, 4.- Fraxinus +
Urea. Los tratamientos 5, 6. 7 y 8 son idénticos a los anteriores, pero inoculados

con Pisolithus tinctorius.

El suelo utilizado es de tipo franco-arcilloso-arenoso colectado en el municipio de
Morelia seleccionado por su bajo contenido de Nitrégeno y Carbono. Este fue
tamizado en malla de 2 mm de abertura y esterilizado a 121 °C, 15 psi de presion,
por un periodo de 20 min por tres ocasiones. Las semillas fueron escaldadas vy
desinfestadas con peroxido de hidrogeno al 10 % (v:v) por 15 minutos. Se
germinaron en contenedores de 30 ml teniendo como sustrato una mezcla estéril
de agrolita-turba (2:1), y se trasplantaron a bolsas de plastico con 1 kg del suelo
estéril antes mencionado e inoculadas con 1 000 000 de esporas de P. tinctorius
por maceta. Los fresnos fueron fertilizados cada tercer dia con solucién nutritiva
de Long Ashton y al cabo de 16 semanas se analizaron las variables respuesta. El
experimento se realizo en camara de crecimiento bajo condiciones de 25 °C, 75 %

de humedad relativa y 14 horas de fotoperiodo.

Las variables respuesta determinadas para la planta fueron: altura, area foliar,
peso fresco y seco y para la raiz: longitud, volumen, peso fresco y seco. El area
foliar se determind por medio de edicion digital fotografica; el peso fresco se
tomara con balanza analitica; el peso seco de la parte aérea y de raiz se

determiné mediante el secado en horno a 60 °C durante 48 hrs.
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Los datos seran analizados mediante un ANOVA, seguido de la prueba de
comparacion de medias de Tukey. El programa estadistico que se utilizara sera
ASSISTAT 7.5 beta.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores promedio obtenidos en las diferentes variables de crecimiento de
fresnos no inoculados se presentan en la tabla 1. Una vez concluido el periodo de
crecimiento se pudo observar en los fresnos no inoculados con P. tinctorius un
decremento significativo en todas variables de crecimiento de la parte aérea de la

planta en comparacion con el tratamiento no fertilizado.

Por otra parte en las variables relacionadas con la raiz, al igual que en la parte
aérea, se presentd un decremento significativo en las variables consideradas en
comparacioén con el tratamiento no fertilizado con ninguna fuente de nitrégeno, a
excepcion de la longitud de la raiz en el tratamiento fertilizado con amonio, donde
se presento un aumento significativo en comparacién en el tratamiento no

fertilizado.

Tabla 1. Valores promedio en las variables de crecimiento de las plantas de fresno de 16 semanas

de edad en los tratamientos no inoculados con P. tinctorius.

FRESNOS NO INOCULADOS
TRATAMIENTOS CONTROL NO;- NH,* UREA
PARTE AEREA
VARIABLES
PESO
SECO 0.48a 0.25b 0.29b 0.25b
(9)
PESO
FRESCO 1.80a 0.73¢c 141b 1.19b
(9)
AREA
FOLIAR 104.82a 38.77b 91.66a 61.32b
(cm?)
RAIZ
LONGITUD 21.43b 25.75ab 32.25a 18.64b
(cm)
VOLUMEN 0.12a 0.11a 0.12a 0.10ab
(cmd)
PESO
SECO 0.23a 0.15b 0.09¢ 0.13bc
(9)
PESO
FRESCO 0.97a 0.60b 0.61b 0.67b
(9)
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Los tratamientos seguidos por la misma letra no son diferentes estadisticamente.

En los tratamientos donde se inoculo con Pisolitus tinctorius (tabla 2), se observo
la misma tendencia a presentar decrementos significativos en todos los
tratamientos fertilizados a nivel de la parte aérea en comparacion con el
tratamiento no fertilizado y, de igual manera en las variables consideradas para la
raiz se observo un decremento significativo en los tratamientos fertilizados en
comparaciéon en el tratamiento no fertilizado presentandose la excepcion en la
longitud de la raiz donde no hubo diferencias significativas entre los tratamientos
sin embargo hubo un ligero incremento en la longitud de raiz en el tratamiento

fertilizado con urea.

Cabe sefalar que se observo un efecto sinérgico en los valores de todas las
variables de crecimiento para los fresnos inoculados con Pisolitus tinctorius en

comparacion con los fresnos no micorrizados.

Tabla 2. Valores promedio en las variables de crecimiento de las plantas de fresno de 16 semanas

de edad en los tratamientos inoculados con P. tinctorius.

FRESNOS INOCULADOS
CONTROL NO4 NH,* UREA
TRATAMIENTOS + + + +
P.tincorius P.tinctorius | P.tinctorius | P.tinctorius
PARTE AEREA
VARIABLES
PESO
SECO 0.63a 0.29b 0.37b 0.56 a
(@)
PESO
FRESCO 249a 1.33bc 1.00c 1.90ab
(9)
AREA
FOLIAR 148.22a 54.62¢c 93.81b 108.49b
(cm?)
RAIZ
LONGITUD 22.10a 21.00a 20.17a 22.25a
(cm)
VOLUMEN 0.12a 0.06 b 0.06 b 0.10ab
(cm®)
PESO
SECO 0.32a 0.09¢ 0.10c 0.22b
(9)
PESO
FRESCO 1.52a 0.56 b 0.43b 1.25a
(9)

Los tratamientos seguidos por la misma letra no son diferentes estadisticamente.
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Los resultados sugieren que las plantas inoculadas con el hongo ectomicorrizico
sin fuente de nitrégeno se desarrollaron mejor que sus contrapartes no
micorrizadas con o sin fuente de nitrdgeno. Ademas se observo que la adicion de
nitrato en plantas inoculadas y no inoculadas tuvo efectos negativos en la mayoria
de las variables de crecimiento con excepcion del volumen (en fresnos no
micorrizados) y longitud de la raiz (en fresnos tanto no micorrizados como
micorrizados) y que la adicion de amonio en plantas inoculadas y no inoculadas
tuvo efectos negativos en la mayoria de las variables de crecimiento con
excepcion del area foliar (en fresnos no micorrizados), longitud de raiz en fresnos
tanto no micorrizados como micorrizados) y altura de la planta (en fresnos
micorrizados). Lo anterior sugiere que las fuentes de nitrégeno inorganico pueden
tener efectos negativos sobre el crecimiento de Fraxinus uhdei solo o asociado a
Pisolithus tinctorius sin embargo, en el caso de la fuente de nitrdgeno organica
(urea) la inoculaciéon de los fresnos con Pisolithus tinctorius revirtio este efecto

negativo.

Las especies del genero Fraxinus se han reportado como plantas que logran
establecer asociaciones simbidticas con hongos micorrizicos arbusculares (Douds
y Chaney 1986, Lamar y Davey 1988), sin embargo existen pocos trabajos que
muestren la habilidad de Fraxinus sp. para establecer una relacién simbiotica con
hongos ectomicorrizicos (Ambriz, 2007). Fraxinus udhei inoculado con Pisolithus
tinctorius produjo un aumento sinérgico en la mayoria de las variables
determinadas en comparacion con los tratamientos no inoculados. Tales
incrementos coinciden con lo reportado por Ambriz, (2007) donde se observo de
igual manera un aumento en las variables de crecimiento en los fresnos inoculado
con P. tinctorius. Sin embargo cabe mencionar que dicho trabajo de investigacion
no considero la influencia de la fuente de nitrégeno sobre el desarrollo de Fraxinus
udhei en asociacion con P. tintorius por lo que este es el primer reporte que

muestra el efecto de la fuente de nitrégeno sobre la asociacion.
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