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.  RESUMEN GENERAL

En los ecosistemas forestales, en los ultimos afios han aumentado agentes de
disturbio antropogénico o natural, algunos de estos ligados al cambio climatico,
generando la pérdida de servicios ecosistémicos. Ante ello, la restauracidon ecolégica
es clave para el manejo, conservacion y restauracion de ecosistemas frente al cambio
climatico. Sin embargo, falta informacion para la restauracion de sitios perturbados; el
uso y germinacion de especies nativas, junto con las micorrizas. Las especies de
arbustos Monnina ciliolata DC. (con flores azul-moradas, nativa de bosques
templados) y Tecoma stans (L.) Juss exKunth (1-10 m de altura) se consideran
especies con alto potencial para restauracion. Para su establecimiento se propone
utilizar hongos micorricicos, por su efecto positivo en el crecimiento y supervivencia.
Los objetivos de este estudio son conocer el efecto de tratamientos pregerminativos y
evaluar la interaccion de diversos hongos micorricicos, y la adicion de una bacteria en
plantas de M. ciliolata y T. stans. El experimento de germinacion fue de cuatro
tratamientos y control; (30 semillas en Monnina) y, un tratamiento y control (100
réplicas en Tecoma), con una semilla por contenedor en una mezcla de turba- agrolita
(70%-30%), riego a capacidad de campo y evaluacion cada tercer dia. Se obtuvo
velocidad y porcentaje de germinacién. Para la interaccién micorricica, se coloc6 una
semilla por contenedor y se inoculd, se establecieron tres tratamientos y un control (30
réplicas) en Monnina y para Tecoma, cinco tratamientos y un control (50 réplicas), en
fibra de coco-agrolita (70%-30%). Se evalud por seis meses; por método destructivo
se evalu6 biomasa aérea y radical, entre otras variables. Como resultados: inicio la
germinacion en M. ciliolata el dia 21 en el control (63%) y en T. stans inici6 a los nueve
dias (83%). En las interacciones, la inoculacién dual en Monnina promovi6 el
crecimiento en altura y mayor biomasa, mientras que Scleroderma verrucosum en
Tecoma presenta efecto en benéfico de las variables aéreas y en la parte radical
también influy6 positivamente. Se concluye que las especies no requieren tratamientos
pregerminativos; la inoculacion con hongos micorricicos tiene efectos positivos sobre
el crecimiento de M. ciliolata y T. stans, por lo que se consideran ambos arbustos para
SuU Uuso en estrategias de restauracion, con las interacciones mencionadas.

Palabras clave: conservacion, inoculacién, micorrizacion, arbusto, interaccion



. SUMMARY

In the last few years, in forestry ecosystems, anthropogenic agents or natural
disturbances have increased, some of these are linked to climate change, which has
resulted in the loss of ecosystem services. Therefore, ecological restoration is a key
tool for the management, conservation and restoration of ecosystems in front of climate
change. However, in forest ecosystems information is still lacking, mainly for the
disturbed sites restoration; the usage and germination of native species with
mycorrhizae is an alternative to increase the success in restoring sites. The shrubs
species Monnina ciliolata DC (with blue-purple flowers, native in temperate forests) and
Tecoma stans (L.) Juss ex Kunth (1-10 meters tall) are considered restoration potential
species. For their establishment, it is proposed to use of mycorrhizal fungi, due to their
positive effect on growth and survival. The objectives in the present work are to know
the effect of pregerminative treatments and evaluate the mycorrhizal interaction and a
plant bacterium in M. ciliolata and T. stans plants. The germination experiment
consisted of four treatments and a control with 30 replicates for Monnina and, a
treatment and control with 100 replicates (Tecoma), with one seed per container in a
mixture of peat-moss-agrolite (70% -30%), irrigation to field capacity and evaluation
every third day. Germination speed and percentage were obtained. For the mycorrhizal
interaction, one seed was placed per container and inoculated with a mixture of coco
fiber-agrolite substrate (70% -30%), three treatments and one control (30 replicates in
Monnina) and for Tecoma, five treatments and a control (50 replicates). Were evaluated
for a six months period; by destructive method, aerial and radical biomass, among other
variables. As results: in M. ciliolata germination began on day 21 in control treatment
with 63% and germinated T. stans in nine days with 83%. In the interactions, the dual
inoculation in Monnina promoted growth in height and higher biomass, while
Scleroderma verrucosum in Tecoma shows a beneficial effect on aerial variables and
radical variables also had a positive influence. I It is concluded that the species do not
require pregerminative treatments; inoculation with mycorrhizal fungi has positive
effects on the growth of M. ciliolata and T. stans, which is why both shrubs are

considered for use in restoration strategies, with the interactions mentioned.



lIl. INTRODUCCION GENERAL

En los ecosistemas forestales, en los ultimos afios han aumentado agentes de
disturbio (sequias, incendios, plagas, deforestacion, etc.) algunos de estos se
encuentran ligados al cambio climético, lo que ha traido como consecuencia la pérdida
de servicios ecosistémicos (la regulacion del ciclo del agua, alimentos, servicios
culturales, recreativos, etc.) (Ojea et al. 2012). De acuerdo a las predicciones de
diversos modelos, en México, en comparacion con el promedio del periodo 1961-1990,
habra un incremento de la temperatura media anual (TMA) de 1.5°C para 2030, 2.3°C
para 2060 y 3.7°C para 2090, ,mientras que la precipitacion disminuira en promedio
6.7% para 2030, 9.0% para 2060 y 18.2% para 2090 (Saenz- Romero et al. 2012). En
cuanto al estado de Michoacéan, se estima que la TMA aumentaria 1.4 °C para el afio
2030, 2.2 °C en 2060, y 3.6 °C para el afio 2090 y la precipitacion anual decrecera en
5.6 % para el afio 2030, 5.9 % en 2060 y 7.8 % para el 2090 (S&denz- Romero et al.
2012).

El decaimiento de arboles por sequia y brotes de enfermedades forestales causadas
por patdgenos forestales nativos e introducidos se volveran mas frecuentes e intensos,
esto a consecuencia del cambio climatico (Sdenz- Romero 2014, Sturrock et al. 2011,
Allen et al. 2010). Ante ello, la restauracion ecoldgica es una herramienta clave para
el manejo y conservacion de ecosistemas frente al cambio climatico. Sin embargo, los
enfoques tradicionales basados en recuperar el ecosistema a las condiciones del
pasado son insostenibles para responder a los factores actuales de disturbio.
Actualmente, es necesario hacer un balance entre reconstruir el pasado e intentar
construir ecosistemas resilientes y sustentables a futuro (Gémez- Ruiz y Lindig-
Cisneros 2017).

Los eventos antes mencionados pueden alterar las interacciones entre especies lo que
podria afectar su distribucién, tamafio, estructura y abundancia de sus poblaciones.
Esto tendria repercusiones sobre la pérdida de especies y el deterioro de los
ecosistemas afectando, a su vez, el flujo de bienes y servicios. A su vez, desde otro
punto de vista, no se requiere la pérdida de una especie para que desaparezcan las

interacciones, ya que en algunos casos la disminucion de abundancia es suficiente
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para que esto suceda (Uribe 2015, Navarro et al. 2017). Es por ello, que uno de los
puntos centrales de la restauracion ecoldgica es poner el foco no tanto en las especies
sino en las interacciones entre ellas, que son las que verdaderamente proveen de
varios procesos ecologicos porque va mas alla de la simple recuperacién de especies
(Navarro et al. 2017). Una de las interacciones entre especies son las micorrizas en
donde se pueden crear redes comunes de hongos, principalmente formados por
hongos arbusculares y ectomicorricicos (ECM), que pueden cubrir grandes éareas,
potencialmente a escala de campo. La capacidad de algunos hongos ECM para formar
tales redes interconectadas ofrece claramente oportunidades de explotacion para
mejorar los servicios ecosistémicos clave relacionados con la silvicultura y la
restauracion forestal. Las redes de micorrizas también pueden tener efectos
importantes en la configuracién de la estructura de la comunidad en los bosques que
comprenden huéspedes tanto de hongos ECM como hongos arbusculares, debido a
gue se ha encontrado que estas redes de micorrizas promueven el crecimiento y la
supervivencia de las plantulas, mientras que las redes de micorrizas de plantas con

hongos arbusculares no lo hacen (Pierre- Louis et al. 2020).

Booth y Hoeksema (2010) utilizaron un enfoque de excavacion de zanjas para mostrar
gue la conexién con las redes de micorrizas formadas por ECM tuvo efectos positivos
en el establecimiento de las plantulas y se beneficié notablemente de un mayor acceso
al agua del suelo. Estos mismos autores también proponen que estas redes
micorricicas actlan como agentes facilitadores para el establecimiento entre la
vegetacion y generaciones posteriores en los bosques. Ademas, en ambientes
estresantes (por ejemplo, en suelos salinos), las plantas adultas pueden promover el
crecimiento y la absorcion de nutrientes de sus plantulas a través del desarrollo de
redes de micorrizas formados por hongos arbusculares, destacando una aplicacion
potencial en la restauracién de ecosistemas degradados en suelos salinos. Gracias a
esto se mitigan los efectos de degradacion en suelos perturbados aumentando la
importancia de reestablecer las interacciones biolégicas entre las especies, siendo las
interacciones micorricicas fundamentales, ya que el micelio extraradical puede
representar entre el 20% y el 30% de la biomasa microbiana total del suelo (Pierre-
Louis et al. 2020).



Por otra parte, durante periodos de estrés hidrico que se produce cuando existe
limitacion de agua, las plantas expresan respuestas fisioldgicas (pérdida de turgencia,
reduccion del potencial de agua de las hojas, reduccion de concentracién de CO2
interna, etc.), bioquimicas (disminuye la eficiencia del Rubisco, acumulacién de
metabolitos de estrés como glutation, incremento en enzimas antioxidantes, etc.) y
moleculares (expresion de acido abscisico en los genes, tolerancia al estrés por
sequia, etc.) (Shao et al. 2008). En especies de uso agricola inoculadas con micorrizas
arbusculares, se ha demostrado que el uso de micorrizas en plantas produce un efecto
benéfico para mantener su estatus hidrico, lo que se manifesto a través de una mayor
conductividad hidraulica de las raices; esto favoreci6 considerablemente la
conductancia estomatica, y, por lo tanto, la tasa fotosintética y la hidratacién de los
tejidos. En general, esto se reflej6 en un mayor crecimiento en biomasa seca de la
parte aérea y en el area foliar de las plantas (Dell’Amico et al. 2002, Augé 2001). Sin
embargo, falta informacién en ecosistemas forestales principalmente para restauracion
de sitios perturbados, siendo el uso de especies nativas junto con las micorrizas una
alternativa para aumentar el éxito en la restauracién de un sitio. A pesar de que en la
gran mayoria de las superficies muy alteradas no seran recuperadas al 100%, es
posible inducir el desarrollo de una vegetacion protectora que permita conservar e
incrementar la fertilidad del suelo y parte de la diversidad de plantas y animales,
mediante las especies vegetales herbaceas y lefiosas nativas que tengan la
potencialidad de crecer en zonas profundamente alteradas y que, con el tiempo,
permitan la recuperacion de la fertilidad del suelo, un microclima y un ciclo hidrologico
similares a los originales (Vazquez-Yanes et al. 1999). Asi mismo, es crucial promover
la produccion de plantas de este tipo en vivero para reforestacion de sitios perturbados
y para ello se necesita conocer los tratamientos de germinacion y/o propagacion de
estas plantas por no ser de interés econdémico-forestal, asi como su afinidad con

hongos micorricicos.



IV. HIPOTESIS

Con la finalidad de identificar las estrategias que mejoren la supervivencia y
desemperio de las plantas para su establecimiento futuro en sitios degradados y de
esa forma, recuperar una cobertura vegetal, se espera que el tratamiento
pregerminativo con estratificacion pueda incrementar la velocidad y porcentaje de
germinacion de Monnina ciliolata. Mientras que se espera que en presencia de los
hongos ectomicorricicos Scleroderma verrucosum y Pisolithus arhizus la especie
Monnina ciliolata presente un mayor crecimiento de la planta y que su eficiencia en la
captura de recursos se vea modificada en Monnina ciliolata. Para las plantas de
Tecoma stans se espera que, la presencia del hongo micorricico arbuscular

Rhizophagus intraradices pueda potenciar su crecimiento y desarrollo.



V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la germinacion de semillas de Monnina ciliolata y el crecimiento en presencia
0 ausencia de inoculacion de los hongos ectomicorricicos Scleroderma verrucosum y
Pisolithus arhizus con fines de restauracion ecoldgica en bosque templado. Asi como
evaluar en plantas de Tecoma stans los efectos en presencia o ausencia de hongos

micorricicos y una bacteria promotora de crecimiento.

OBJETIVOS PARTICULARES

° Conocer el efecto de los tratamientos pregerminativos (Capitulo 1).

° Evaluar el efecto en el crecimiento de Monnina ciliolata en presencia o
ausencia de los hongos ectomicorricicos Scleroderma verrucosum y Pisolithus arhizus,

asi como, la arquitectura de la raiz (Capitulo 1).

° Realizar el conteo de micorrizacion ectomicorricica entre Monnina ciliolata y

los hongos Scleroderma verrucosum y Pisolithus arhizus (Capitulo 1).

° Realizar el conteo de micorrizacion en Tecoma stans y diversos hongos

micorricicos y una bacteria promotora de crecimiento (Capitulo 2).

° Evaluar el efecto en el crecimiento y supervivencia en plantas de Tecoma
stans en presencia o ausencia de diversos hongos micorricicos y una bacteria

promotora de crecimiento, asi como, la arquitectura de la raiz (Capitulo 2).



CAPITULO |I. EXPLORACION DE LA GERMINACION E
INTERACCIONES MICORRICICAS DE LA ESPECIE Monnina ciliolata

1.1 RESUMEN

Debido al deterioro de los ambientes forestales, se requiere reforestar y restaurar para
hacer mas eficiente la recuperacion de sitios degradados mediante el uso de especies
nativas. La especie Monnina ciliolata, es un arbusto de hasta dos metros de altura, con
flores azul-moradas y fruto elipsoide; florece de marzo a junio en bosques de coniferas,
pino-encino y bosques de encino, entre 2400- 3200 m snm. En este trabajo se estudia
la germinacion de M. ciliolata, como especie nativa de bosque templado, para
identificar estrategias que mejoren la germinacion, y el efecto en la interaccién con
hongos ectomicorricicos (Scleroderma verrucosum y Pisolithus arhizus) en la
supervivencia y desarrollo de las plantas. Para su establecimiento futuro en proyectos
de restauracion ecoldgica. Se evalué la velocidad y porcentaje de germinacion con
cinco tratamientos: estratificacion 30 y 15 dias, escarificacion quimica con acido
sulfdrico, imbibiciébn en agua por 12 horas y un control, con 30 réplicas. Para la
inoculacion, se evaluaron cuatro tratamientos: control, inoculacion con S. verrucosum,
P. arhizus e inoculacion dual (ambos hongos micorricicos) con 30 réplicas cada uno.
Los resultados muestran el inicio de la germinacién a los 21 dias con 63%, mientras
que en el experimento de inoculacién el tratamiento dual sobresalié del resto de los
tratamientos. En cuanto a la inoculacién el tratamiento dual presenta efecto en la parte
aérea y radical en las plantas (medidas durante seis meses). M. ciliolata no requiere
de tratamientos pregerminativos y los hongos micorricicos utilizados en este
experimento tienen efecto en el incremento de las variables aéreas y radicales de las

plantulas para su posible establecimiento en proyectos de restauracion ecoldgica.

Palabras clave: crecimiento, inoculacién, germinacion



1.2. ABSTRACT

Due to the forestry deterioration, to recover degraded sites, turns necessary to reforest
and restore through the use of native species. The species Monnina ciliolata, is a two
meters tall shrub, with blue-purple flowers and ellipsoid fruit. This shrub blooms
between march to June in temperate forest, between 2400-3200 masl. In the present
paper work, studied M. ciliolata germination strategies, as a temperate native forest
species and the ectomycorrhizal mushrooms interaction effect with Scleroderma
verrucosum y Pisolithus arhizus in the survival and growth of plants for their future
establishment in ecological restoration projects. The speed and percentage of
germination were evaluated with five treatments: 30 and 15 stratification days, chemical
scarification with sulfuric acid, 12 hours in water imbibition, and a control, with 30
replicates. Four treatments were evaluated for inoculation: control, inoculation with S.
verrucosum, P. arhizus and dual inoculation (both mycorrhizal fungi) each one with 30
replicates. Thus, the results obtained indicate the germination begins past 21 days with
63%. Otherwise, in the inoculation experiment, the dual treatment was more efficient
than the rest of the treatments. In regard to the inoculation experimental, the dual
treatment shows a positive effect on the aerial and radical part in the plants measured
at six months. Monnina ciliolata does not require pregerminative treatments. The
mycorrhizal fungi used in this experiment have an increasing effect on the aerial and
radical variables of the seedlings for their possible future establishment in ecological

restoration projects.

Key words: growth, inoculation, germination



1.3. INTRODUCCION

El deterioro de los ecosistemas forestales se ha incrementado en los ultimos afios en
México, de ahi la necesidad de reforestar y restaurar para eficientizar la recuperacion
de estos sitios degradados, sobre todo en ecosistemas con constante perturbacion
como lo son los bosques templados (CONAFOR 2009, Calva-Soto y Pavon 2018). En
México los bosques templados como el bosque de pino-encino, tienen gran
importancia ecoldgica, economica y social (Valencia 2004, Villasefior 2010, Uribe-
Salas et al. 2019). A menudo, son el componente dominante de la vegetacion, influyen
en los procesos funcionales del ecosistema tales como los ciclos biogeoquimicos,
hidrologicos, los regimenes de fuego, y son habitat y fuente de alimento para la fauna
silvestre (Sanchez- Gonzéalez 2008, Chavez-Vergara y Garcia- Oliva 2013). Ademas,
ofrecen importantes servicios ambientales (agua, oxigeno, recreacion, captura de
carbono) e influyen en el clima regional, la regulacion de los vectores de enfermedades
y la regulacion de la erosion de los suelos (Ramirez- Herrera et al. 2005, Balvanera et
al. 2009). Dentro de los bosques templados también se encuentra el bosque mesdfilo
de montafia, también conocido como bosque de niebla, se caracteriza por la presencia
de nubosidad o niebla a nivel de la cobertura vegetal. Es considerado el tipo de
vegetacion mas diverso en México y a la vez vulnerable, ya que la superficie que
cubren en el pais es muy reducida, las condiciones ambientales para su permanencia
son muy especificas y contiene una gran riqueza de especies. Los ensambles de
plantas, animales y hongos que ahi habitan son vitales para su funcionamiento v,
ademas, el bosque mesdfilo provee de bienes y servicios ambientales al ser humano
(Williams-Linera 2015). Sin embargo, debido a los cambios ambientales actuales y a
su reducida superficie, este tipo de vegetacion esta experimentando desbalances en
su entrada de humedad, ya que esta registrando una menor precipitacion, menos dias
con neblina y un aumento en la duracion e intensidad de los periodos de sequia
(Sanchez-Ramos y Dirzo 2014). Por ello, es importante aumentar el éxito de los
esfuerzos de restauracion, en especial con especies nativas al ecosistema, ya que se
espera tengan un mejor desempenfo y se adapten a las condiciones biéticas y abioticas
locales y apoyen en la biodiversidad nativa y la funcion del ecosistema en mayor grado

que al utilizar especies exoticas (Thomas et al. 2014). Asi mismo, en los esfuerzos de
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restauracion con especies nativas se recomienda incluir germoplasma proveniente de
distintos progenitores, ya que de esta forma se fomenta la conservacion de la
variabilidad genética, lo que se traduce en una mayor capacidad de respuesta de las
especies ante los cambios ambientales naturales o provocados por las actividades
humanas. Ademas, al utilizar especies nativas del sitio se propicia una disminucion de
los riesgos de la pérdida de especies, poblaciones y recursos genéticos que podrian
afectar nuestra capacidad de sobrevivencia como sociedad y como especie (Pifiero et
al. 2008).

Por otra parte, existe una necesidad imperante de incrementar el conocimiento sobre
la fisiologia de la germinacion de especies forestales con poco interés econémico o
que han sido poco utilizadas en los esfuerzos de reforestacién o restauracion. El
desarrollo de protocolos de germinacién permitiria conocer caracteristicas particulares
de cada especie como la permeabilidad de sus cubiertas, composicion quimica de sus
reservas, tamafo y contenido de humedad, y determinar las sefiales ambientales como
la humedad del suelo y la temperatura que disparan su germinaciéon (Doria 2010). Se
ha propuesto que uno de los métodos para incrementar el porcentaje de la germinacion
es la estratificacion de las semillas que se refiere a romper la latencia fisioldgica. Este
proceso consiste en colocar las semillas en estratos que conservan la humedad,
comunmente arena o bien turba o vermiculita, y en frio, manteniendo las semillas a
temperaturas bajas de 4 a 10 °C, para simular las condiciones de invierno, esto por un
periodo que oscila entre 20 y 60 dias, llegando inclusive hasta 120 dias (Varela y
Aparicio 2011). Definir los umbrales ambientales de la fisiologia de las semillas de
especies forestales no comerciales, contribuiria a definir su idoneidad como candidatas

en esfuerzos de restauracion.

Otro aspecto relevante que contribuiria al éxito de las estrategias de restauracion es
el uso de hongos micorricicos. Los hongos micorrizégenos que ademas de degradar
la materia organica, facilitan el acceso de las plantas, en especial a nivel de plantula,
a nutrientes como nitrégeno y fosforo (a cambio de azlcares, producto de la
fotosintesis). Esto potencialmente puede acelerar el crecimiento de las plantas,

incrementar su supervivencia y facilitar la regeneracion del ecosistema tras algun
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disturbio natural o antropogénico (Sanchez-Ramos y Dirzo 2014). Asi mismo, los
hongos micorricicos, principalmente los arbusculares, pueden contribuir a mantener el
estatus hidrico de la planta durante sequias y mejorar el crecimiento. Tal efecto
benéfico de la simbiosis modifica no solamente la asimilacion de nutrientes sino
también la adquisicion y distribucion de fotoasimilados y agua en la planta (Harris-Valle
et al. 2009). En particular, para las especies forestales no comerciales existe poca
informacion sobre las especies de hongos micorricicos que potencialmente pueden

contribuir a su establecimiento y desarrollo.

Por lo tanto, en este trabajo se plantea estudiar la germinacién de Monnina ciliolata,
una especie nativa del sotobosque de los bosques templados (pino-encino y mesofilo),
debido a que no se conocen trabajos al respecto, y sblo se reporta en listados
floristicos. Las especies de sotobosque tienen un papel ecolégico importante en los
ecosistemas, ya que pueden mejorar las condiciones microclimaticas para el
establecimiento futuro de especies arbdreas, lo que las hace candidatas ideales para
la restauracion (Gémez- Romero et al. 2013) Es por esto que es importante desarrollar
estrategias ecofisiolégicas de las especies nativas que contribuyan al incremento de
la germinacion y variabilidad genética. Asi mismo, en el presente estudio se evaluara
el efecto que tiene la interaccion con los hongos ectomicorricicos Scleroderma
verrucosum y Pisolithus arhizus sobre la supervivencia y crecimiento de M. ciliolata
crecidas bajo condiciones Optimas. En particular, con esta exploracion se busca
determinar si la interaccion tendré efectos positivos sobre el crecimiento y el desarrollo
de la parte aérea y subterranea de la especie y, por ende, recomendar el uso de este
tipo de interacciones en los esfuerzos de restauraciéon en campo de sitios perturbados
favoreciendo asi los procesos de sucesidon vegetal. El presente trabajo sentara las
bases para evaluar la idoneidad M. ciliolata y de su interaccién con hongos micorricicos
en la restauracion, para posteriormente utilizarla de manera experimental como una

planta nodriza para otras especies vegetales.
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1.4. MATERIALES Y METODOS

Colecta del material biolégico

Las colectas de semillas de Monnina ciliolata se llevaron a cabo entre octubre y
diciembre de 2018 y octubre de 2019 en un Bosque de Pino-Encino dentro del Area
Voluntaria para la Conservacion “El Tocuz” ubicado en el Rincén de Tamanguio,
municipio de Acuitzio Michoacan en 19° 29’ 06” latitud norte y 101° 21’ 39” longitud

oeste.

Monnina ciliolata D.C. (Imagen 1 a) también conocida como hierba del burro, de la
familia Polygalaceae, es un arbusto de sucesion intermedia de hasta 2 m de altura,
tallos y peciolos de las hojas a veces de color rojo con inflorescencia en racimos
conicos o cilindrico-conicos, densos; flores azul-moradas y fruto elipsoide, obtuso,
carnoso, marginado, rugoso-reticulado, de color obscuro (Chimal-Hernandez et al.
2013), siendo ésta una especie atrayente de polinizadores de abejas silvestres como
Colletes recurvatus, Xylocopa azteca, Megachile zapoteca, Megachile gentilis (Razo
2015). Florece de marzo a junio. En bosque de encino, oyamel, pino-encino, de 2400
a 3200 m de altitud.

La recoleccion de cuerpos fructiferos del hongo Scleroderma verrucosum (Bull.) Pers.
se realizé en agosto de 2019 en el Bosque templado y Bosque mesofilo de montafa
en la estacién “Vasco de Quiroga” en la localidad de Toreo el Alto, municipio de
Uruapan Michoacan entre los 19°29°27.09” latitud norte y los 102° 00'23.24” longitud
oeste. El hongo Pisolithus arhizus se obtuvo de la empresa Plant Health Care de
México S. de R.L. de C.V.

Scleroderma verrucosum (Bull.) Pers. (Imagen 1 b) es un hongo globoso
ectomicorricico que ha sido empleado para micorrizar arboles y arbustos como Cistus
albidus y Quercus coccifera con inoculaciones exitosas dando como resultado un
efecto positivo y significativo en el crecimiento de las plantas desarrolladas en vivero

en comparacion con el grupo de plantas control (Pera y Parladé 2005).

Pisolithus arhizus (Scop.) Rauschert (Imagen 1 c) es un hongo gasteroide, globoso,

ectomicorricico que ha sido utilizado en la micorrizacion de distintos arboles y arbustos,

13



teniendo un efecto positivo en el crecimiento, asi como, en el volumen y la longitud de

la raiz, aspectos que son muy importantes para el establecimiento de las plantas en

condiciones naturales (Gémez- Romero et al. 2015).

mgen 1. Especies del estudio. a) Planta de Monnina ciliolata en floracion; b)Cuerpo
fructifero del hongo ectomicorricico Scleroderma verrucosum; c) Cuerpo fructifero del

hongo ectomicorricico Pisolithus arhizus.

Experimento de germinacion.

El experimento consistid en cuatro tratamientos y un control, cada uno con 30 semillas
(Tabla 1). Previo al inicio de la germinacion, se aplicaron los tratamientos de
estratificacion. Se inicid con la estratificacion a 30 dias en refrigerador con temperatura
constante de 4°C para el primer tratamiento, transcurridos quince dias del tratamiento
anterior se colocé el tratamiento de estratificacion de 15 dias, finalizado este periodo
de tiempo se retiraron del refrigerador. Doce horas previas al retiro de los tratamientos
de estratificacion del refrigerador se realiz6 el tratamiento de imbibiciéon de agua por
12 horas. Una vez transcurrido el tiempo de imbibicién las semillas fueron colocadas
en la charola retirada del refrigerador. Posteriormente, para el cuarto tratamiento se
realizé la escarificacion quimica con &cido sulfdrico (H2S0a4) concentrado durante 15
minutos y un control, ambos tratamientos colocados en la misma charola. Para la
germinacion, se utilizé una charola de germinaciéon de 200 cavidades, cada cavidad
tenia un volumen de 14 cm?®. Se colocé una semilla por cavidad en sustrato mezcla de
70% turba (peat-moss) y 30% agrolita. Se mantuvo riego a capacidad de campo y la
germinacion se evalud cada tercer dia, contabilizando la germinacién acumulada hasta

gue no se presentaron cambios. Se consideré una semilla germinada al momento de
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la observacion del hipocotilo. Se obtuvo la velocidad y porcentaje de germinacion por

tratamiento.

Tabla 1. Tratamientos pregerminativos para semillas de Monnina ciliolata.

Tratamientos Tiempo

Control

Escarificacion quimica H2SO4 15 minutos
e 30 dias 4 °C

Estratificacion 15 dias 4 °C

Imbibicién en H20 12 horas

Preparacién del inoculante micorricico

Una vez colectados los cuerpos fructiferos se deshidrataron y posteriormente se
pulverizaron las partes fértiles. Para la muestra de viabilidad se tom6 una muestra de
0.1g del hongo molido al que se le agreg6 1ml de Azul de tetrazolio, se dejo reposar
sin luz a una temperatura de 22°C por 72 h para realizar el conteo de esporas viables
en camara de Neubauer. La especie Scleroderma verrucosum tuvo una viabilidad de
7, 650, 000 esporas viables por gramo de in6culo puro, se hizo la homogenizacion con
turba micronizada para el medio millon de esporas por 0.5gr de inéculo. En el caso de
Pisolithus arhizus contiene una viabilidad de 250 millones de esporas por gramo en el
in6culo puro, para su manejo este fue diluido en turba micronizada hasta obtener

medio millon de esporas en 0.5g del hongo micorricico.

Experimento de inoculacién con hongos ectomicorricicos para la propagacion

de Monnina ciliolata.

De acuerdo con los resultados del experimento de germinacion, no se requiere ningan
tratamiento pregerminativo para la germinacion de Monnina ciliolata, por lo que la
siembra de la semilla se llevé a cabo directamente en contenedores rigidos de plastico
con una capacidad de 275 cm?®y con un sustrato compuesto de 70% polvillo de coco
y 30% de agrolita. Posterior a la siembra, una vez que comenzaron a emerger las hojas

verdaderas, se llevo a cabo la inoculacion de las plantulas de forma independiente;
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mediante una solucion que contiene medio millébn de esporas, mismas que fueron
contabilizadas previamente con camara de Neubauer (explicado previamente en la
preparacion del inoculante). El riego se mantuvo a capacidad de campo durante los

seis meses que duro el experimento.

El disefio experimental consté de 30 réplicas por tratamiento (Tabla 2), teniendo una
duracion de seis meses. El desarrollo de las plantas bajo los tratamientos se monitore6
mensualmente, midiendo las variables altura, nimero de hojas, cobertura (mrir2) y
diametro a la altura de la base (DAB).

Tabla 2. Tratamientos de inoculaciéon con los hongos ectomicorricicos Scleroderma
verrucosum y Pisolithus arhizus en plantas de Monnina ciliolata.

Tratamiento Scleroderma Pisolithus

de .
. ., verrucosum arhizus
inoculacion
Control - -
Individual + -
Individual - +
Dual + +

Andlisis de raiz y hojas

Con el fin de explorar el efecto de la inoculacion de los hongos micorricicos en el
desarrollo de la raiz de las plantas de Monnina ciliolata, una vez transcurridos los seis
meses de crecimiento, se llevd a cabo la cosecha de 10 ejemplares por tratamiento

tomados al azar.

Para la limpieza de las raices a las plantas seleccionadas se les retir6 la mezcla de
sustrato dos horas antes del analisis con ayuda de agua corriente y coladores de
plastico para evitar la pérdida de raices en el proceso. Se coloco el tallo (con las hojas)
y la raiz de forma separada de cada individuo para su posterior analisis. Para el
escaneo de hojas y raiz se utilizé un escaner EPSON PERFECTION V800 Photo y el
programa WIinRHIZO. Después del escaneo la parte aérea y radical por separado se
colocaron en bolsas de papel para su secado en un horno a 70°C. Posteriormente,

cada uno de sus componentes se pesO en una balanza analitica (0.0001g). Las
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variables analizadas fueron densidad de raiz (peso seco de raiz/ volumen de raiz),
longitud total del sistema radicular (cm), diametro promedio de la raiz (mm), volumen
de raiz (cm?3), niUmero de puntas, biomasa aérea (g), biomasa del sistema radicular (g),
el cociente longitud del sistema radicular entre el area foliar total, Area Foliar Especifica
(AFE: promedio del area de las hojas/ el peso seco de las hojas), Longitud Radicular
Especifica (LRE: longitud sistema radicular/peso seco del sistema radicular), nimero
de puntas/ area foliar, cociente peso seco raiz/peso seco parte aérea (R:S Ratio). A su
vez, se obtuvo la tasa de crecimiento relativo (TCR) con el cociente de la diferencia de
la medida de altura final menos la inicial/ la altura final. Posteriormente se siguid la
técnica de Hernandez et al. (2008) (modificado de Phillips y Hayman 1970) para la
tincién de las raices. Para el porcentaje de micorrizacion se utilizaron 10 muestras por
individuo, se hizo el conteo de las muestras con signos de micorrizacion (hifas) para
obtener el promedio por tratamiento, esto mediante la utilizacion de un microscopio
con camara marca AmScope, se utilizd el objetivo 40X principalmente para mejor

detalle de las hifas, también se utilizé 20X y 100X para algunas fotografias.
Andlisis de datos

Los datos de germinaciébn se analizaron mediante una prueba de riesgos
proporcionales de Cox, Chi- cuadrado y un Modelo Linear Generalizado (GLM). Para
conocer si existen diferencias significativas entre los tratamientos de inoculacion, por
efecto de los hongos micorricicos, se analizaron mediante analisis de varianza y una
prueba de comparaciones multiples Tukey. Los andlisis se realizaron mediante los
programas estadisticos R y JMP Version 8 con ayuda de Excel para la captura de

datos.
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1.5. RESULTADOS

Experimento de germinacion.

La germinacion de Monnina ciliolata inicio a los 21 dias en el tratamiento control, hasta
los 51 dias de seguimiento se tuvo un maximo de germinacion del 63% en dicho
tratamiento. En el tratamiento de escarificacion con acido sulfdrico a los 51 dias se
obtuvo el 47% de germinacion y en la estratificacion de 15 dias un 40% de germinacion
(Figura 1). Los resultados muestran que no se requiere de ningdn tratamiento
pregerminativo para la germinacion de Monnina ciliolata (X? =36.43, P<0.001), porque
en control muestra un porcentaje de germinacion significativamente mayor que los

otros tratamientos, por lo que la semilla se puede sembrar directamente en el sustrato.

Porcentaje de germinacion Monnina ciliolata
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
0O 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51

=o==Control H2S504 E15 E30 12 horas

Figura 1. Porcentaje de germinacién de Monnina ciliolata bajo cuatro tratamientos
experimentales pregerminativos. Los tratamientos son: Control (color morado);
acido sulfarico (H2SO%) (color naranja); Estratificacion 15 dias (E15) (color gris);
Estratificacion 30 dias (E30) (color amarillo); Imbibicion por 12 horas (12 horas)
(color azul). En la esquina superior derecha se muestra la prueba de chi- cuadrado
y GLM.

18



Efecto de lainoculacion de hongos ectomicorricicos sobre Monnina ciliolata
Crecimiento

Después de transcurridos seis meses de evaluacion mensual se observaron los
siguientes resultados. En la imagen 2 se muestran las plantas de Monnina ciliolata al
sexto mes de inoculadas con los distintos tratamientos, en donde se observa el
tratamiento control con una menor altura en comparacion con los otros tratamientos,

siendo la inoculacion dual (S. verrucosum y P. arhizus) el tratamiento con mayor altura.

Imagen 2. Crecimiento de las plantas de Monnina ciliolata bajo los distintos
tratamientos de inoculacion. Los tratamientos: C Tratamiento control, D Tratamiento
con Scleroderma verrucosum y Pisolithus arhizus (dual), P Tratamiento con
Pisolithus arhizus, S Tratamiento con Scleroderma verrucosum.

Para las variables de crecimiento analizadas se detectaron diferencias significativas
entre los tratamientos en la altura, cobertura final y en la tasa relativa de crecimiento
(Tabla 3; Figura 2 y 3). También en la variable TCR, se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos, siendo también el tratamiento dual el tratamiento
con mayor crecimiento. En general, con el tratamiento de inoculacion dual se promovio

un mayor crecimiento de M. ciliolata de la parte aérea, ya que al final del experimento
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las plantas crecieron mas, fueron mas altas y tuvieron una mayor cobertura y una
mayor biomasa tanto de la parte aérea como de la raiz, en comparacion con el

tratamiento control. (Tabla3, Figura 2 y 3; Imagen 2 y 3).

Altura No. de hojas B

12 4

10 +

- D8

o N\
W
-
w

C P 5 P+5

S w w B
E 0.08 % % % % E1s
0.02 %}; /; % % 5

Figura 2. Variables de crecimiento de M. ciliolata entre los distintos tratamientos de
inoculacién con hongos micorricicos. Variables de crecimiento: A) Altura; B) No. de
hojas; C) DAB; D) Cobertura. Acronimos de los tratamientos: C=Control, P=Pisolithus
arhizus, P+S= P. arhizus y S. verrucosum, S= Scleroderma verrucosum. Las barras
representan el error estandar. Las letras distintas representan diferencias
significativas exploradas con la prueba de Tukey.
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Imagen 3. Plantas de Monnina ciliolata por tratamiento de inoculacién, en la imagen
se puede apreciar las diferencias en la cobertura y altura final. a) tratamiento control;
b) tratamiento dual (P. arhizus y S. verrucosum); d) tratamiento con P. arhizus; e)
tratamiento con S. verrucosum.

Atributos morfofuncionales de raiz y hojas

Para el caso de los atributos morfofuncionales de hoja, se detectaron diferencias
significativas entre los tratamientos en el area foliar especifica (Tabla 3); los individuos
en el tratamiento control presentaron un mayor valor de AFE y el tratamiento con P.

arhizus present6 el menor valor.

Para el caso de los atributos morfofuncionales de la raiz, la interaccion con el hongo
también tuvo efectos sobre los mismos. En general, en el tratamiento dual M. ciliolata
generd un sistema radicular menos denso y, por lo tanto, con raices con un menor
valor de LRE (mas baratas) pero con sistema radicular con un mayor volumen (Tabla
3; Figura 3). Por otra parte, para el caso de la biomasa radical se observé diferencias
significativas entre los tratamientos (Tabla 3), se observé que todos los individuos de
los tratamientos con inoculacién micorricica tienen valores altos en comparacion al
tratamiento control. Para la longitud radicular especifica se obtuvo diferencias entre los
tratamientos (Tabla 3); los individuos del tratamiento control tuvieron valores mayores
en comparacion con el resto de los tratamientos (Figura 3). Se encontré diferencias
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significativas en la variable R:S Ratio (Tabla 3); en el tratamiento con Scleroderma

tienen un valor mayor al resto de los tratamientos. En la imagen 4 se observa la

arquitectura de la raiz por cada tratamiento.

Densidad de raiz (A)

Control p P+S s

Longitud Radicular Especifica =

16000 -
14000 -
12000

10000 -
8000 -
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4000 -
2000 -

{crm)

Diametro de raiz (B!

ab e

C P P+5 5

Tasa de Crecimiento Relative =

Figura 3. Variables de atributos morfofuncionales de raiz y hojas. Variables: A)
Densidad de raiz; B) Diametro de raiz; C) TCR; D) Longitud de raiz . Acronimos de
los tratamientos: C=Control, P=Pisolithus arhizus, S= Scleroderma verrucosumy P
+ S= P. arhizus y Scleroderma verrucosum. Las barras representan el error
estandar. Las letras distintas representan diferencias significativas exploradas con

la prueba de Tukey.
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Tabla 3. Atributos morfofuncionales de M. ciliolata bajo los distintos tratamientos de
inoculacion con hongos micorricicos. En la tabla se muestran los valores promedios
de cada atributo obtenidos bajo el tratamiento Control, inoculacion con P. arhizus (P),
inoculacién dual con P. arhizus y S. verrucosum (P+S) e inoculacién con S. verrucosum
(S). A su vez, se muestran el estadistico F y el valor de P obtenido a partir del analisis
de varianza. Los valores en negritas y con * indican diferencias significativas. Las
diferencias entre tratamientos se exploraron con una prueba de Tukey y se observan
con letras distintas. La descripcion de los acronimos se puede ver en la seccion de
métodos.

Variable Promedio F P
Control P P+S S

Altura (cm) 8.41b 1056 ab 14.26a  10.53ab 552  0.002*
DAB (mm) 0.108 0.112 0.131 0.11 1.91 0.1321
Cobertura (cm?) 10.31b 1546 ab 24.84a 13 ab 3.52 0.0175*
Numero de hojas 6.92 8.7 9.03 7.18 1.71  0.1580
Biomasa aérea (g) 0.028 b 0.075ab  0.092 a 0.064 a 8.14  0.0003*
AFE (cm?2/g) 685.07a 360.53b 474.09ab 528.89ab 3.74  0.019*
(Lcon':/%/mz)mea foliar», 79 16.34 11.85 24.25 1.16  0.334
E:l)i'ar puntas/  Area gq 1q 187.12 13530  348.98 1.44  0.245
TCR (cm) 1.387b  1626ab 2.314a  1.864ab 4.03  0.0092*
Biomasa radical (g) 0.0161b 0.0526a 0.0712a 0.053a 8.64  0.0002*
?Cfr?g,s/g;ad de raiz o51h  0066ab 0072ab 0099a  3.68  0.020*
Volumen deraiz (cm3) 0.400b  0.814ab  1.098a 0.629ab 4.77  0.006*
Longitud de raiz (cm) 189.70  267.36  298.41 337.70  0.441 0.441
LRE (cm/g) 12039.4a 5236.6ab 4207.8b 7910.8ab 3.70  0.020*
Diametro deraiz(mm) 0.552ab 0.638ab 0.689 a 0.511b 3.07 0.038*
R:S Ratio (g/g) 0.582b  0.694ab 0.776ab 0.820a  3.29  0.031*
No. Puntas 5974.9 35495  3007.8 8757 0.533 0.662
Porcentaje de 521 60 a 48a 36ab 7.1  0.0007*

micorrizacion
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Grado de infeccidon en raices

En lo que respecta al porcentaje de inoculacion se observé contaminacion en el
tratamiento control, no descartando que se trate de organismos endoéfitos. Por otro
lado, el tratamiento con indéculo de Pisolithus tuvo un mayor porcentaje de
micorrizacion, después Scleroderma y por ultimo la inoculacién dual (Tabla 3). En la

imagen se muestran las estructuras observadas en la microscopia (Imagen 5).

Imagen 4. Arquitectura de raiz de las plantas de Monnina ciliolata por tratamiento.
a) tratamiento control, b) tratamiento con S. verrucosum, c) tratamiento con P.
arhizus, d) tratamiento dual.
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Imagen 5. Microscopia de raices inoculadas de Monnina ciliolata por tratamiento 40X. Las figuras de la a-d pertenecen al
tratamiento con Scleroderma verrucosum, e-h al tratamiento con Pisolithus arhizus, i-l al tratamiento dual. a) Anastomosis con
clamp y un puente largo, 20X; b) Anastomosis abierto con un puente largo y formacion del manto; c) Manto de S. verrucosum
20X; d) Hifa externa; e) Hifas alrededor de la célula 20X (cuadro negro); f) Poros en la hifa; g) Manto, h) Hifa terminacién simple
(flecha azul) y septo bifurcado (flecha negra); i) Micelio 20X; j) Hifa externa; k) Hifa doble terminacion; I) Poro.
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1.6. DISCUSION
En general, la germinacion de las semillas es muy sensible a la variacion de los
factores abioticos, como el agua, luz y la temperatura. Para el caso de M. ciliolata no
se conocian detalles suficientes sobre la fisiologia de germinacion de sus semillas.
Debido a que es una especie de bosque templado se esperaba que la germinacion de
semillas se viera beneficiada por las bajas temperaturas, es por ello, que se realizé el
tratamiento pregerminativo por estratificacion, que se caracteriza por mantener las
semillas a temperaturas bajas (4 a 10 °C), asemejando a las condiciones de invierno,
por un periodo de tiempo (entre 20 y 60 dias) y asi romper la latencia del embridon
(Arriaga et al. 1994, Quiroz et al. 2009). El tratamiento pregerminativo por
estratificacion no tuvo los resultados esperados, sin embargo, se observé que las
semillas de M. ciliolata resisten a temperaturas minimas sin perder completamente la
viabilidad lo que pudiera ser un indicador de tolerancia a las bajas temperaturas
(Hartmann y Kester 1988). Sin embargo, en el presente estudio, detectamos que la
germinacion de M. ciliolata se vio afectada por la temperatura, ya que los tratamientos
de estratificacion redujeron significativamente su porcentaje de germinacion. Asi
mismo, la especie presenté un mejor desempefio en su germinacién al sembrarse
directamente en condiciones de temperatura ambiental. Nuestros resultados
contrastan con estudios previos de especies de zonas templadas donde han detectado
gue la estratificacibn aumenta y acelera la germinacién (Figueroa y Jaksic 2004). Por
otra parte, se ha detectado que en los bosques templados del centro de México existen
dos picos de produccion de frutos en los arbustos, uno se presenta en los meses mas
frios, entre noviembre y diciembre, y otro pico de fructificacion en el mes de abril
(Cornejo-Tenorio e Ibarra-Manriquez 2007). En conjunto, esto resultados indican que
las posibilidades de reclutamiento en campo de la especie se vean reducidas debido
a la sensibilidad de la germinaciéon de sus semillas a las bajas temperaturas. Por otra
parte, los resultados obtenidos sobre el proceso de germinacion de la especie son
alentadores en términos de las estrategias de restauraciéon, ya que las semillas no
requieren de ningun tratamiento pregerminativo. Esto reduce el tiempo y recursos
econdmicos, ya que la especie puede ser sembrada directamente sobre el sustrato

garantizando un éxito en su germinacion, esto es importante ya que cualquiera sea la
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alternativa de produccion de plantas, ésta debe ser el resultado que se asegure la
cantidad y calidad de las plantas esperadas, producidas al mas bajo costo posible para
su produccion en vivero (Quiroz et al. 2009). Sin embargo, se recomienda explorar
como responde el proceso de germinacion bajo otras condiciones de temperatura para
encontrar un nivel al cual se alcance un mayor porcentaje de germinacion que el
encontrado en el presente estudio. A su vez, este estudio con las semillas colectadas
de dos afios diferentes, pero se desconoce cudles son las consecuencias del
almacenamiento sobre la germinacion. Por lo tanto, se recomienda realizar mas
estudios respecto a la pérdida de viabilidad en sus semillas con el paso de los afios
para conocer la posibilidad de almacenarla en los bancos de semillas. Por otra parte,
a pesar de la poca informacién de esta especie se ha observado que los frutos atraen
aves, y las flores atraen polinizadores como abejas nativas silvestres como Colletes
recurvatus, Xylocopa azteca, Megachile zapoteca, entre otros (Razo 2015). Ademas,
su nombre comun hace referencia al uso de los frutos color azul como tinta para tefiir
telas y se hierve la planta para bafiar a nifios asustados (Rancho Santa Elena 2018),
esto es relevante ya que puede impactar socialmente haciendo importante su uso en
la restauracion. Por consiguiente, esta especie nativa pudiera ser recomendada como

un actor mas en las estrategias de restauracion.

Uno de los objetivos centrales del presente trabajo era evaluar el efecto que tiene la
interaccién con hongos micorricicos en el desarrollo de la planta para incorporar este
tipo de estrategias en los esfuerzos de restauracién. En general, detectamos que la
infeccion por los hongos tuvo efectos sobre el crecimiento y despliegue de los atributos
funcionales indicadores del uso de recursos. Nuestros resultados, coinciden con las
observaciones de estudios previos donde se inoculé con las especies micorricicas
Scleroderma verrucosum y Pisolithus arhizus a arboles (Quercus coccifera L. y Shorea
pinanga) y algunos arbustos como Cistus albidus L. En Shorea pinanga ambas
especies fungicas como tratamientos independientes mostraron diferencias positivas
en el nimero de hojas, crecimiento en altura, diametro, peso fresco y seco en
comparacion del tratamiento control (Turjaman et al. 2005), mientras que el indculo de
S. verrucosum fue el tratamiento mas exitoso en la estimulacion del crecimiento en

las plantulas de C. albidus y Q. coccifera (Caravaca et al. 2005, Pera y Parladé 2005).
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En nuestro estudio, se detectd que la inoculacién dual con Scleroderma verrucosum y
Pisolithus arhizus fue la que tuvo mayor efecto sobre el crecimiento de la planta. Al
final del tratamiento, se observé que las plantas de M. ciliolata crecidas bajo este
tratamiento tuvieron un mayor crecimiento de la parte aérea (tasa de crecimiento,
tamafo de la planta, cobertura y biomasa parte aérea). Esto sugiere que la presencia
de los dos hongos increment6 la capacidad de ganancia de agua y nutrientes del suelo
por parte de la raiz, lo que potencié la captura de carbono en las hojas, y, por lo tanto,
el crecimiento y desarrollo de la planta (Choi et al. 2005, Molina et al. 2005). A su vez,
la presencia de los dos hongos modifico el despliegue de la morfologia lo que tiene
consecuencias sobre la capacidad de ganancia de recursos pudiendo promover su
establecimiento a diferentes condiciones edéaficas (Valdés 2011). En particular, se
detect6 que M. ciliolata bajo la inoculacién dual desarrollé6 un mayor volumen de raices
y con un valor bajo de longitud radicular especifica (LRE). Si bien un valor bajo de LRE,
es indicador de una menor eficiencia en la captura de agua y nutrientes ya que son
ligeramente mas gruesas, y de lento crecimiento lo que puede favorecer la interaccion
ectomicorricica (Colpaert et al. 1992, Perea- Estrada et al. 2005, Polania 2009). A su
vez, los individuos en el tratamiento dual potencialmente pueden explorar y explotar
una mayor superficie de suelo ya que produjeron un mayor volumen de raiz. La
inoculacién con dos especies de hongos pudiera tener efectos negativos sobre el
desempefio de la planta, debido a que estos competirian por los recursos y generarian
una mayor demanda de carbohidratos por parte de la planta para su mantenimiento
(Pera y Parladé 2005, Carrasco-Hernandez et al. 2011). Sin embargo, en el presente
estudio evidencié que la inoculacién dual fue la que tuvo un mayor impacto en el
crecimiento de M. ciliolata y en el despliegue de sus atributos morfofuncionales. La
presencia de los dos hongos favorecié el crecimiento de la planta y modifico el
despliegue de la raiz para incrementar la capacidad de ganancia de recursos. Derivado
de los resultados del presente, se puede recomendar que en las estrategias de
restauracion con esta especie de arbusto del sotobosque se utilice la inoculacion con
este par de hongos micorricicos. Sin embargo, se recomienda hacer estudios
exploratorios en campo, para determinar si la inoculacion de las dos especies se

mantiene en el ambiente no controlado.
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1.7. CONCLUSIONES
En el presente estudio, se documenta por primera vez la germinacion de Monnina
ciliolata, asi como las interacciones micorricicas con los hongos Pisolithus arhizus y
Scleroderma verrucosum. La germinacién de Monnina ciliolata inicié a los 21 dias con
el tratamiento control, con una germinaciéon del 63% en el control. Los resultados del
experimento muestran que no se requiere de tratamiento pregerminativo, sin embargo,

es una semilla que tarda en iniciar el proceso de germinacion.

Las especies micorricicas Scleroderma verrucosum y Pisolithus arhizus pueden
micorrizar exitosamente plantulas de Monnina ciliolata como tratamientos
independientes o inoculaciones conjuntas, confiriendo esta Ultima mayores efectos en
el crecimiento de la planta. Ademas, se observé una mayor biomasa de raiz y volumen
en este tratamiento, lo que puede derivar a incrementar la capacidad de ganancia de

nutrientes del suelo por parte de la raiz.

Los hongos micorricicos utilizados en este experimento tienen efecto en el incremento
de las variables aéreas y radicales de las plantulas de Monnina ciliolata para su posible
establecimiento en algun lugar perturbado, esto a pesar de tener bajos porcentajes de
micorrizacion. Los resultados sugieren que M. ciliolata es una especie que
potencialmente se puede utilizar en proyectos de restauracion ecoldgica, ademas de
incentivar su uso por ser una especie nativa de bosques templados, esperando que se
obtengan los mismos resultados de este estudio (en condiciones controladas) en

campo.
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CAPITULO II. INFLUENCIA DE HONGOS MICORRICICOS Y UNA
BACTERIA REGULADORA DE CRECIMIENTO SOBRE EL
DESARROLLO DE Tecoma stans

1.1. RESUMEN

Los lugares afectados tras un disturbio antropogénico o natural requieren de
intervencidn para su recuperacion; es importante el empleo de especies nativas,
debido a las adaptaciones bidticas y abidticas del sitio. Sin embargo, poco se conoce
de estrategias que incrementen la germinacion en estas especies. El arbusto Tecoma
stans (L.) Juss. Ex Kunth (1-10 m) se considera una especie con potencial para
restauracion, por su amplia distribucion. Para su establecimiento, se propone utilizar
hongos micorricicos, por el efecto positivo en el crecimiento y supervivencia, y la
regeneracion de ecosistemas degradados. Los objetivos de este estudio son conocer
el efecto de tratamientos pregerminativos, y evaluar la interacciéon con hongos
micorricicos y con una bacteria en plantas de T. stans. El experimento de germinacion
consta de un tratamiento y control con 100 réplicas cada uno, con una semilla por
contenedor, riego a capacidad de campo y evaluacion cada tercer dia. Se obtuvo
velocidad y porcentaje de germinacion. Para la micorrizacion, se coloc6 una semilla
por contenedor y se inoculd; se establecieron cinco tratamientos y un control (50
réplicas), con mezcla fibra de coco-agrolita (70%-30%). Se evaluaron durante seis
meses diversas variables tanto de las partes aéreas como radicales, asi como el
porcentaje de micorrizacion. Como resultados, la germinacion de semillas de T. stans
inicié a los nueve dias y germiné un 83% de las semillas. En las interacciones, se
obtuvo que la inoculacion con S. verrucosum confiere diferencias positivas en la parte
aérea, en la raiz beneficié en volumen, didmetro y longitud de raiz. Se concluye que
no es necesario de tratamientos pregerminativos para la germinacion; la inoculacion
micorricica en plantas de T. stans tiene efecto sobre el crecimiento aéreo y radical.
Esto puede conferirle ventajas importantes en condiciones de campo en sitios

perturbados como especie potencial para proyectos de restauracion ecoldgica.

Palabras clave: Scleroderma verrucosum, germinacion, restauracion
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1.2. ABSTRACT

The affected places by a natural or anthropogenic degradation need intervention to be
recover easier. This can be possible through the reforestation or restoration projects,
according to the place damage conditions, the usage of native species gets important
due their biotic and abiotic adaptations. Nevertheless, the knowledge of treatments that
increase the native species germination is still shallow. The shrub Tecoma stans (L.)
Juss. exKunth (1-10 meters tall) is considered a restoration potential species due its
wide distribution. For the establishment, mycorrhizal fungi can be used, due to its
potential effect on growth and survival, facilitating the assimilation of nutrients and
degraded ecosystems regeneration. The objectives in this study are the pregerminative
treatments knowledge by four mycorrhizal fungi and one bacterias species in T. stans
plants, and evaluate the mycorrhizal interaction. The germination experiment had one
treatment and a control group with 100 replicates each. One seed per plastic container
was placed in a mixture of substrates with peat-moss-agrolite (70% -30%). It was
irrigated beneath field capacity and evaluated every third day. Various aerial and radical
variables were evaluated for six months, in addition to the percentage of
mycorrhization. As results, the seeds began germination at nine days with 83% of T.
stans plants. In the mycorrhizal interactions, it was obtained that the inoculation with S.
verrucosum confers positive differences in the aerial parts, on the other hand, in the
root part, it benefited with greater volume, diameter and root length. It is concluded that
pregerminative treatments are not require to initiate germination. Inoculation with
mycorrhizal fungi in T. stans plants has an effect on aerial and radical growth. Because
all of this, T. stans can get significant advantages in its establishment under conditions
at disturbed sites as a potential species for ecological restoration projects.

Key words: Scleroderma verrucosum, germination, restauration
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1.3. INTRODUCCION

La degradacion de los bosques depende del grado de amenaza que sufren estos
ecosistemas afectados por la interaccibn de varios componentes: densidad
poblacional, situacién socioecondémica de la comunidad, intereses politicos nacionales
e internacionales que determinan la capacidad de un bosque de suministrar bienes y
servicios muchas veces haciendo uso irracional de estos recursos provocando la
pérdida de especies e interacciones biologicas (Meli 2003, Sabogal et al. 2015). Los
lugares afectados tras un disturbio antropogénico o natural requieren de intervencion
para facilitar su recuperacién, como lo puede ser la reforestaciébn o algun tipo de
restauracion. Por lo regular, estos sitios tienen poca agua o son de dificil acceso,
generando sequias y estrés hidrico, limitando los riegos de auxilio en épocas de estiaje
lo que provoca un estrés y muerte en algunas las plantas que se utilizan normalmente
en los proyectos de restauracién (Cruz 1999, Luna- Flores et al. 2012). Algunas
estrategias para mitigar la pérdida de plantas tras una reforestacion en campo es
realizar inoculaciones con hongos micorricicos, ya que le confiere resistencia a la
sequia del huésped. A su vez, se ha observado que bajo la presencia de hongos
micorrizégenos ayudan en la retencion de agua de la rizosfera (Pera y Parladé 2005,
GOmez- Romero et al. 2015). El grado de especificidad en la interacciébn puede
determinar su supervivencia de los organismos a condiciones ambientales adversas,
tales como sequia y salinidad (Harris-Valle et al. 2009). Se ha observado que cuando
la planta establece una interaccion con hongos endomicorricicos mejora su
crecimiento, probablemente vinculado a una mejor adquisicion de P (fésforo) y otros
nutrientes. A su vez, se ha detectado que después de un evento de sequia plantas
inoculadas con hongos micorricicos han mostrado una mayor asimilacion de nitrégeno
y una mejor nutricién de nitrégeno durante el desarrollo y la recuperacion de la sequia,
con indicadores como menos marchitamiento o necrosis de las hojas, aumento de los
movimientos protectores de las hojas, mas y menos abscision de las hojas, mayor
extraccién de agua del suelo y recuperacién mas rapida después de la sequia (Augé
2001, Guadarrama et al. 2004). Por otra parte, los hongos micorricicos arbusculares
mejoran el crecimiento y estado hidrico de las plantas en condiciones de estrés hidrico.

Tal efecto benéfico de la simbiosis, modifica no solamente la asimilacién de nutrientes,
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sino también la adquisicion y distribucion de fotoasimilados y agua en la planta
mediante las hifas externas que también contribuyen a dar estructura y estabilidad al
suelo (Guadarrama et al. 2004). Debido a que durante la simbiosis la planta transfiere
al hongo parte de sus fotoasimilados, debe existir un balance entre el costo de
transferir carbono al hongo y los beneficios que obtiene la planta para adaptarse a las
condiciones de estrés (Harley 1989). Ademas de los beneficios que les conceden los
hongos micorricicos a las plantas también existen otros agentes simbi6ticos como los
reguladores de crecimiento, uno de ellos es la bacteria promotora de crecimiento
vegetal Azospirillum brasilense. Su interaccion se ha demostrado en diversos cultivos
y dentro de sus principales beneficios se encuentran: la proliferacion de raices
laterales y pelos radiculares y aumentando las superficies absorbentes de nutrientes,
y en consecuencia se espera un aumento en el crecimiento, asi como en el peso seco
de las plantas (Tien et al. 1979, Parra y Cuevas, 2002). Ademas, la inoculacion de las
raices de una planta con mas de un microorganismo, con esperados efectos benéficos
para el vegetal, se ha ensayado combinando hongos ectomicorricicos y bacterias
promotoras del crecimiento de plantas, dando resultados que sugieren en algunas
ocasiones fundamentales las relaciones entre mas de un organismo en el huésped
(Peray Parladé 2005).

Sin embargo, aparte de los beneficios que conlleva la inoculacion de plantas con
hongos micorricicos, también es importante implementar el uso de especies nativas
resistentes a estrés hidrico como puede ser Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth, un arbol
o arbusto bajo. que se encuentra en la Lista de Especies para Restauracion de la
UICN (ORMACC 2015) como especie con potencial para restauraciéon a las que
resisten la sequia (Comisién Nacional Forestal- SEMARNAT). Se ha demostrado que
las semillas de T. stans germinan bien en las areas abiertas (sol directo) en el rango
de 15 a 40 ° C con la ocurrencia de un alto reclutamiento de plantulas que indica el
potencial de invasion de la especie en tales condiciones de luz, considerandola por su
agresividad de establecimiento ideal para programas de restauracion (Socolowski et
al. 2008). También es una especie muy Util para la conservacion de suelos, pues en
pocos afos produce una red de raices que favorece la estabilizacion y retencion del

suelo en suelos deforestados (Alvarado- Lopez et al. 2014).
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Algunos estudios muestran que las micorrizas tuvieron efectos negativos en el proceso
de germinacion para T. stans con la interaccién entre el hongo endomicorricico
Rhizophagus intraradices, sin ser evaluado el crecimiento de las plantulas (Ballina -
GoOmez et al. 2017). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es evaluar los efectos que
tienen sobre el desarrollo de Tecoma stans la presencia de hongos endomicorricicos

y una bacteria promotora del crecimiento.

1.4. MATERIALES Y METODOS

La colecta de semillas de Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth se realizé en el mes de
diciembre de 2018 en la comunidad del Nispo, Municipio de Copandaro de Galeana,
Michoacan de Ocampo (Longitud -101.225278 y Latitud 19.887778) a 1860 m snm. Se
colectaron los frutos maduros, posteriormente se removieron las semillas
manualmente, se colocaron en bolsas herméticas para almacenarse en un lugar seco
y fresco. El clima que se presenta en la zona de estudio, es templado subhumedo con
lluvias en verano, y se caracteriza porque su temperatura media anual oscila entre los
7.8 'y 23.4 °C. Tiene una precipitacién pluvial anual de 849.6 milimetros, y vientos
dominantes que provienen del noreste al suroeste. La vegetacion estd compuesta
principalmente por agricultura de riego, selva baja caducifolia, agricultura de temporal,
entre otros. Aunque la mayor parte del territorio municipal esta cubierto por las aguas

de La Laguna de Cuitzeo (H. Ayuntamiento de Copandaro).

Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth es un arbol o arbusto bajo, perennifolio o caducifolio,
de 1 a 10 m (hasta 20 m) de altura, con un didmetro a la altura del pecho de hasta 25
cm (Martinez y Ramos 2012), contiene semillas pequefias, aplanadas y aladas, que
son dispersadas por el viento (Comisiébn Nacional Forestal — SEMARNAT s/f). Su
distribuciéon va desde Estados Unidos a Sudameérica, incluyendo las islas Bahamas,
desde nivel del mar hasta los 2800 m snm (Gentry 1992). Se considera una especie
con potencial para restauracibn como lo menciona la Lista de Especies para
Restauracion de la UICN porque ayuda a la conservacion del suelo y control de la
erosion, estabilizacion de cauces fluviales, proteccion de mantos acuiferos y
restauracion de yermos (ORMACC 2015), resiste a la sequia (Comisién Nacional

Forestal- SEMARNAT s/f). Para acelerar el proceso de germinacién de esta especie
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Nno son necesarios tratamientos pregerminativos, no obstante, se recomienda la
imbibicion de las semillas en agua templada las 24 horas previas a la siembra. Las
semillas germinan entre los 7(-20) dias posteriores a la siembra, finalizando a los 20(-
40) dias de la misma, con un porcentaje de germinacion de entre 75y 89%. Se pueden
almacenar en condiciones ambientales, manteniéndose viables hasta por siete meses.
Propagulos del hongo micorricico arbuscular Rhizophagus intraradices y de la bacteria
Azospirillum brasilense se obtuvieron del laboratorio BIOSUSTENTA - Corporativo De
Desarrollo Sustentable, S.A. DE C.V. y las esporas de Pisolithus arhizus se obtuvieron
de la empresa Plant Health Care de México S. de R.L. de C.V. Por otra parte, se
colectaron cuerpos fructiferos de Scleroderma verrucosum en agosto de 2019 en la
estacion “Vasco de Quiroga” en la localidad de Toreo el Alto, municipio de Uruapan
Michoacan entre los 19°29°27.09” latitud norte y los 102° 00'23.24” longitud oeste en

el Bosque mesofilo de montafia.

Rhizophagus intraradices N.C. Schenck & G.S. Sm. antes conocido como Glomus
intraradices N.C. Schenck & G.S. Sm, es miembro de la familia Glomeromycota y ha
sido ampliamente utilizado para la micorrizacién de distintas especies vegetales como
Fraxinus uhdei, incluso se ha llegado a emplear en conjunto con Pisolithus arhizus
favoreciendo el desempefio de las plantas (Baez- Pérez et al., 2015). En el trabajo
realizado por Leyva- Morales et al. (2019) con la especie Trifolium subterraneum bajo
estrés hidrico, R. intraradices mantuvo hifas de mayor diametro, los cambios sugirieron
una compensacion para evitar la desecacion y almacenar recursos y mantener la

exploracion del suelo y la capacidad de absorcion de agua (Imagen 1 a).

Scleroderma verrucosum (Bull.) Pers. (Imagen 1 b) es un hongo globoso
ectomicorricico empleado para micorrizar arboles y arbustos como Cistus albidus y
Quercus coccifera con inoculaciones exitosas dando como resultado un efecto positivo
y significativo en el crecimiento de las plantas desarrolladas en vivero en comparacion

con el grupo de plantas control (Pera y Parladé 2005).

Pisolithus arhizus (Scop.) Rauschert (Imagen 1 c) es un hongo gasteroide, globoso,
ectomicorricico que ha sido utilizado en la micorrizacién de distintos arboles y arbustos,

teniendo un efecto positivo en el crecimiento, asi como, en el volumen y la longitud de
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la raiz, aspectos que son muy importantes para el establecimiento de las plantas en

condiciones naturales (Gémez- Romero et al. 2015).

Azospirillum brasilense es una bacteria que se caracteriza por presentar forma de
varilla o bacilar, es una gram negativa, con movimiento vibratorio caracteristico y
patréon flagelar mixto. Tamafio de 0.8-1 ym de largo y 2-4 ym de ancho (Bashan y
Holguin 1997). Produce una hormona de crecimiento vegetal que al aplicarse en la raiz
de las plantas produce el aumento en volumen de la misma, permitiendo una mejor
asimilacion de los nutrientes del suelo, puede inhibir a los patégenos de la raiz, fija el
nitrogeno atmosférico y permite solubilizar el fésforo como en cultivo de la cafia de
azucar (Pérez y Casas, 2006). También se ha demostrado que en presencia de A.
brasilense se aumenta significativamente la cantidad de raices laterales en la cebada

(Hordeum vulgare L.) (Zepeda- Guzman et al. 2018) (Imagen 1 d).

11111

o

Imagen 1. Especies del estudio. a) Planta de Tecoma stans en floracion; b) Cuerpo
fructifero del hongo ectomicorricico Scleroderma verrucosum; c) Cuerpo fructifero
del hongo ectomicorricico Pisolithus arhizus; d) Bacilos de la bacteria Azospirillum
brasilense.

Experimento de germinacion.

Se colocd una semilla por tubete con capacidad de 100cm3, en sustrato en
combinacion de 70% turba (peat-moss) y 30% agrolita. Se inicio el 21 de febrero (dos
meses después de colectadas las semillas) con un tratamiento de imbibicién durante

48 horas y un control, cada uno con 100 réplicas. Se regaron y revisaron cada tercer
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dia contabilizando la germinacion acumulada hasta dejar de presentar cambios. Se
obtuvo la velocidad y porcentaje de germinacién por tratamiento, con la finalidad de

determinar el mejor tratamiento pregerminativo y cotejar lo mencionado en la literatura.
Preparacion del inoculante micorricico

En el caso de la especie Scleroderma verrucosum los cuerpos fructiferos (colectados
en agosto 2019) se deshidrataron para su posterior pulverizacion de las partes fértiles
y asi realizar el conteo de esporas viables (tefiidas) en camara de Neubauer. Para la
muestra de viabilidad se tom6 una muestra de 0.1gr del hongo molido al que se le
agreg6 1ml de Azul de tetrazolio, se dejo reposar sin luz a una temperatura de 22°C
por 72 h para realizar el conteo de esporas tefiidas (viables) con camara de Neubauer,
dando una viabilidad de 7,650,000 esporas viables por gramo de inéculo puro, se hizo
la homogenizacion con turba micronizada para el medio millon de esporas por 0.5gr
para cada dosis individual. La especie Pisolithus arhizus con una viabilidad de 250
millones de esporas por gramo en el indculo puro, para su manejo este fue diluido en
turba micronizada hasta obtener medio millébn de esporas en 0.5gr del hongo
micorricico. Para la inoculacion del hongo Rhizophagus intraradices, asi como la
bacteria Azospirillum brasilense se utilizaron inoculantes liquidos, por lo tanto, para
tener la misma proporciéon utilizada que en los inoculantes secos se utilizé 0.5 ml
equivalente al medio millon de esporas. En cuanto A. brasilense se utilizo la cantidad
de 0.5 ml con una concentracién de 2.5 x 10° UFC (Unidades Formadoras de

Colonias).

Experimento de inoculacion en presencia de hongos micorricicos y una bacteria

promotora de crecimiento

Las semillas de Tecoma stans se germinaron (quince meses después de colectadas)
después de ser embebidas durante 48 horas en agua, se sembroé una semilla por cada
contenedor. Este consiste en tubetes rigido de plastico con capacidad de 100 cm?,
como sustrato se utilizé polvillo de coco (70%) y agrolita (30%), germinacion. El disefio
experimental es al azar, con seis tratamientos con 50 réplicas cada tratamiento (Tabla
1).
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Tabla 1. Tratamientos para la propagacion de plantas de Tecoma stans con hongos
micorricicos y una bacteria promotora de crecimiento, donde + es con la presencia del
hongo/bacteria y — con la ausencia del hongo/bacteria.
Tratamiento  Rhizophagus Pisolithus Scleroderma Azospirillum
de intraradices arhizus verrucosum brasilense
inoculacion
Control - - - -
Individual + - - -
Individual - + - -
Individual - - + -
Individual - - - +
TripIe + + - +

El crecimiento en altura, diametro a la altura de la base (DAB) y la cobertura mediante

dos diametros con la féormula de la elipse (rrrir2), se evaluaran mensualmente.
Andlisis de raiz y hojas

Con el fin de demostrar la interaccidn y el efecto de las inoculaciones en la raiz de las
plantas de Tecoma stans, una vez transcurrido los seis meses de evaluacion de los
experimentos, se llevd a cabo la cosecha de cinco ejemplares por tratamiento para

evaluar por método destructivo la parte aérea y radical.

Se realizé la limpieza de las raices dos horas antes del analisis retirando la mezcla de
sustrato mediante agua corriente y coladores de plastico para evitar dafiar y perder las
raices durante el proceso. Se colocé el tallo (con las hojas) y la raiz de forma
independiente por cada individuo para su analisis. Para el escaneo de hojas y raiz se
utilizé un escaner EPSON PERFECTION V800 Photo y el programa WIinRHIZO. Una
vez realizado el escaneo de hojas y raiz, se colocO la parte aérea y radical por
separado en bolsas de papel etiquetadas por individuo para su secado en horno a 70
° C. Posteriormente, cada componente se pes6 de manera individual con una balanza
analitica (0.0001 g). Las variables analizadas fueron densidad de raiz (peso seco de
raiz/ volumen de raiz) (g/cm?3), longitud total del sistema radicular (cm), diametro
promedio de la raiz (mm), volumen de raiz (cm3), nimero de puntas, biomasa aérea

(9), Area Foliar Especifica (AFE: cm?/g), biomasa del sistema radicular, el cociente
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longitud del sistema radicular entre el area foliar total, Longitud Radicular Especifica
(LRE: longitud sistema radicular/ peso seco del sistema radicular), nimero de puntas/
area foliar, cociente peso seco raiz/ peso seco parte aérea (R:S Ratio). Ademas, se
obtuvo la tasa de crecimiento relativo (TCR) con el cociente de la diferencia de la altura
final menos la inicial entre la altura final. Posteriormente se siguié la técnica de
Hernandez et al. (2008) (modificado de Phillips y Hayman 1970) para la tincién de las
raices y realizar el porcentaje de micorrizacion. Para el porcentaje de micorrizacion se
utilizaron 10 muestras por individuo, se hizo el conteo de las muestras con signos de
micorrizacion (hifas) para obtener el promedio por tratamiento, esto mediante la
utilizacién de un microscopio con camara marca AmScope, se utilizé el objetivo 40X
principalmente para mejor detalle de las hifas, también se utiliz6 20X y 100X para
algunas fotografias.

Analisis de datos

Los datos de germinaciébn se analizaron mediante una prueba de riesgos
proporcionales de Cox, Chi- cuadrado y un Modelo Linear Generalizado (GLM). Los
datos de crecimiento, biomasa y arquitectura de raiz, fueron analizados mediante
analisis de varianza y una prueba de comparaciones multiples Tukey. Los andlisis se
realizaron con los programas estadisticos R y JMP Versién 8 con ayuda de Excel para

la captura de datos.
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1.5. RESULTADOS

Experimento de germinacion.

La germinacién inicia a los nueve dias tanto en el control como en tratamiento de
imbibicion por 48 h. Se dejaron de percibir cambios hasta el dia 42, en ambos
tratamientos se obtuvo un porcentaje de germinacion del 83% (Figura 1). Las semillas
de la especie Tecoma stans no requieren de tratamiento pregerminativo (X?= 2.85; P
= 0.09) como lo menciona la literatura (ORMACC, 2015), por lo que se puede colocar

la semilla directamente en el sustrato.

Porcentaje de germinacion en Tecoma stans

; 100% X°=2.85
; 80% = P=0.09
60% &
40% i & —e—Control
20% — 48 hrs
0%

O 3 6 912151821242730333639424548
Dias

Figura 1. Germinacion acumulada de Tecoma stans. De color azul se muestra el
tratamiento control y de color naranja se muestra el tratamiento de imbibicién de
agua 48 h. En la esquina superior derecha se muestra la prueba de chi-cuadrado y
GLM.

Experimento de propagacion en presencia de hongos micorricicos y una

bacteria promotora de crecimiento
Crecimiento

Después de seis meses de mediciones mensuales, se observaron diferencias entre

los tratamientos en plantas de Tecoma stans. En la Imagen 2, se observan los cinco
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tratamientos y el control, donde se muestra que el tratamiento con inoculo de esporas

de S. verrucosum es el tratamiento con el mayor nimero de hojas, altura y cobertura.

Imagen 2. Crecimiento de las plantas de Tecoma stans bajo los distintos
tratamientos del experimento de inoculacion. Los tratamientos: a tratamiento
control; b tratamiento con Rhizophagus intraradices; c tratamiento con la bacteria
Azospirillum brasilense; d tratamiento con Pisolithus arhizus; e tratamiento con
Scleroderma verrucosum; f tratamiento triple Azospirillum brasilense, Pisolithus
arhizus y Rhizophagus intraradices.
Para las variables de crecimiento analizadas se detectaron diferencias significativas
entre los tratamientos en la altura, numero de hojas, cobertura final y en la tasa relativa
de crecimiento (Tabla 2; Figura 2 y 3). En general, con el tratamiento de inoculacion
con S. verrucosum se promovié un mayor crecimiento de Tecoma stans de la parte
aérea, ya que al final del experimento se observa claramente como este tratamiento
contiene plantas mas altas, con mayor cobertura y nimero de hojas, en comparacion

con el resto de los tratamientos desarrollados (Tabla 2, Figura 2; Imagen 2 y 3).
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Figura 2. Variables de crecimiento final entre los distintos tratamientos de
significativas exploradas con la prueba de Tukey.
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Imagen 3. Plantas de Tecoma stans por tratamiento de inoculacion, en la imagen
se aprecia las diferencias entre cobertura y altura final. a) tratamiento control; b)
tratamiento con Azospirillum brasilense; c) tratamiento con Pisolithus arhizus; d)
tratamiento con Rhizophagus intraradices; e) tratamiento con Scleroderma
verrucosum; f) tratamiento con inoculacion triple; g) A. brasilense, P. arhizus y R.
intraradices).

Atributos morfofuncionales de raiz y hojas

Para los atributos morfofuncionales de la hoja, no se detectaron diferencias

significativas entre los tratamientos (Tabla 2).

Para el caso de los atributos morfofuncionales de la raiz, la interaccion con el inéculo
del hongo también tuvo efectos sobre los mismos. En general, en el tratamiento con el
hongo Scleroderma verrucosum T. stans generd un sistema radicular con una mayor
biomasa radical y un mayor valor de longitud de raiz (raices mas largas) indicando
mayor capacidad para explorar los nutrientes provenientes del suelo (Tabla 2, Figura
3). Por otra parte, en la variable volumen de raiz se observé que los individuos del

tratamiento con Scleroderma verrucosum tienen valores altos en comparacién con los
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otros tratamientos desarrollados (Tabla 2, Figura 3). También se detectaron diferencias
significativas en la variable R:S Ratio (Tabla 2); el tratamiento con Rhizophagus fue el

que presento un valor mayor al resto de los tratamientos. En la imagen 4 se observa

la arquitectura de la raiz por cada tratamiento.
Volumen de raiz B Diametro de raiz ®
20 - 1.4 - a
18
16
14 -+
12 -
:’510 -
8 !
6 !
44 b b b b b
Al | L LR
0
C A P R S APR cC A P R § APR
Tasa de Crecimiento Relativo Longitud de raiz
0.6 - © ()
300
800
700
600
-E-SDD
= 400

300
200
100

Figura 3. Variables de atributos morfofuncionales de raiz y tasa de crecimiento
relativo. Variables: A) Volumen de raiz; B) Diametro de raiz; C) TCR; D) Longitud
de raiz. Acronimos de los tratamientos: C=Control, A= Azospirillum brasilense,
P=Pisolithus arhizus, R= Rhizophagus intraradices, S= Scleroderma verrucosum,
APR=A. brasilense, P. arhizus y R. intraradices. Las barras representan el error
estandar. Las letras distintas representan diferencias significativas exploradas con
la prueba de Tukey.
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Tabla 2. Atributos morfofuncionales de T. stans, bajo los distintos tratamientos de inoculacion
con hongos micorricicos. En la tabla se muestran los valores promedios de cada atributo
obtenidos bajo el tratamiento Control, inoculacion con Azospirillum brasilense (A), inoculacion
inoculacion con S.
verrucosum (S) e inoculacion triple con A. brasilense + P. arhizus + R. intraradices (APR). A
su vez, se muestran los estadisticos F y el valor de P obtenido a partir del andlisis de varianza.
Los valores en negritas y con * indican diferencias significativas. Las diferencias entre los
tratamientos se exploraron con una prueba de Tukey y se observan con letras distintas. La
descripcion de los acronimos se puede ver en la seccion de métodos. por cada variable en

con P. arhizus (P), inoculaciébn con Rhizophagus intraradices (R),

plantas de Tecoma stans.

Variable Promedio F P
Control A P R S APR
Altura (cm) 1.81b  1.63b  207ab  1.55b 3.05 b 152b  4.008 0.002*
DAB (cm) 2.04 2.79 2.3 2.47 2.48 246  0.474 0.795
Cobertura (cm?) 204b  279b  0945b  1.063b  1093a  1.32b 8338 <0.001*
NUmero de hojas 753ab 8.3lab 6.64 b 7.32 ab 10.65a 6.47 2.616 0.027*
Biomasaaérea(g) 0.038b 0.040b  0.027b  0.023b  0109a 0.026b 567 0.0014*
AFE (cm?g) 44555  367.11 38431  1164.92 43316  1010.06 152 0.218
Long/ Area foliar 5, g8 1056 34 163.49 3357  113.012 1045 0.384
(cm/cm?) )
][\(')?i'arp“”taS/ Area  geo57 91779 134.3 574.27 20.92 29169 1.135 0.368
TCR (cm) 0.044b 0026ab 0.14lab 0.144ab 0.415a  00lb  3.57 0.0045*%
I(39|;)masa radical o o4ap  0018b  0029ab  0026ab  0.075a 0.024ab 2.82 0.0382*
?C‘f:f/'go;ad de raiz ., 0.146 0.141 0.093 0.089 0.209 1502 0.226
éon'rg)me” de raiz  5o0p  0145b 0195b  0297b  161l1a 0151b 3.536 0.0155*
(Lcon’:?”“d de raiz 1951 15048b 171.53b 182.05b 732.83a 168.40b 5.006 0.003*
LRE (cm/g) 8002.3  9267.8  6507.2 7092 13463.4  7500.7 0.794 0.564
(Dn']ar‘rrge”o de raiz 4331 0376b 0384b  0451b  1.18la 0331b 5287 0.002*
R:S Ratio (g/g) 0.665bc 0499c 1.008abc 1.150a 0.676abc 1.0lab 4.98  0.003*
No puntas 1786.8  1236.2 631.4 715.6 483.8 496 1.96 0.1213
Porcentaje  de ] 40 ab 38D 30 be 72a 111 <0.001*

micorrizaciéon

Grado de infeccién en raices

En lo que respecta al porcentaje de micorrizacion, se observé contaminacion en el

tratamiento control, no descartando que se trate de organismos endofitos. Por otro
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lado, el tratamiento con inoculo de tres especies A. brasilense, P. arhizus y R.
intraradices, tuvo un mayor porcentaje de micorrizacion, después la inoculacion
individual con Pisolithus, seguido de Rhizophagus y por ultimo la inoculacién con
Scleroderma (Tabla 2). En la imagen 5 se muestran las estructuras observadas en la

microscopia.

Imagen 4. Arquitectura de raiz de las plantas de Tecoma stans por tratamiento. a)
tratamiento control, b) tratamiento con Azospirillum brasilense, c) tratamiento con P.
arhizus, d) tratamiento con Rhizophagus intraradices, e) tratamiento con S.
verrucosum, f) tratamiento con R. intraradices, P. arhizus y A. brasilense.
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Imagen 5. Microscopia de raices inoculadas de Tecoma stans por tratamiento 40X. Las figuras de la a-d pertenecen al
tratamiento con Pisolithus arhizus, e-f al tratamiento con Rhizophagus intraradices, g-h al tratamiento con inoculacién con
R. intraradices, P. arhizus y A. brasilense, i-I con el in6culo de Pisolithus arhizus. a) Hifa externa (flecha negra) y manto
(flecha azul) 10X; b) Hifa con terminacion simple; c) Hifas externas; d) Hifa externa; e) Vesicula (flecha negra); f) Vesicula
100X; g) Vesicula (flecha azul) e hifa septada (flecha negra) 100X, h) Vesicula (flecha azul) e hifa septada con terminacién
simple (flecha negra) 100X; i) Hifa externa; j) Hifa septada (flecha negra); k) Hifa doble terminacién; I) Hifa septada.
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1.6. DISCUSION

El arbusto Tecoma stans mostrd un porcentaje de germinacion del 83%, mientras que
otros autores obtuvieron entre 85 y 100%, ademas, que no se requieren tratamientos
pregerminativos para este proceso (Lopez et al. 2017, Vargas-Figueroa y Torres-
Gonzélez 2018, Cordero 1991). Para el experimento de inoculacion se utilizé la semilla
15 meses después de la colecta (15 de diciembre de 2018), se realizaron pruebas de
germinacion nuevamente, dando como resultado un 78% de viabilidad, contrario a lo
gue menciona la literatura (ORMACC 2015, Comisién Nacional Forestal- SEMARNAT
s/f). Donde se sefiala la pérdida de viabilidad en condiciones ambientales después de
los 7 meses de colecta. En el presente estudio hubo un descenso del 5% en el
porcentaje después de quince meses de almacenamiento, sin embargo, sigue siendo
un éxito de germinacion alta. Las semillas de especies del tipo ortodoxo se pueden
mantener ex situ satisfactoriamente a largo plazo en entornos apropiados (Hong & Ellis
1996). Para poder discernir si Tecoma stans tiene semillas ortodoxas se requiere

experimentar con un mayor tiempo de almacenaje.

El arbusto nativo Tecoma stans ha sido tradicionalmente para diversidad de uso
medicinal como diabetes y dolor bilioso, asi como, por ser una especie ornamental
muy apreciada por sus bellas flores amarillas, también tiene reputacion de ser planta
melifera importante (Rzedowski y Calderén 1993, Comisién Nacional Forestal 2010,
Niembro et al. 2010). Lo anterior también es importante tomarlo en cuenta a la hora de
querer restaurar un sitio, ya que son aspectos importantes a considerar como se
menciona en los atributos de los ecosistemas restaurados, como son el uso de
especies nativas y que al ser melifera puede atraer otros grupos funcionales que
ayuden a la recuperacién de la estructura, composicién y funcionamiento de un sitio

después de ser degradado (Society for Ecological Restoration 2004, Vargas 2011).

En general, detectamos que la infeccién por los hongos micorricicos tuvo efectos sobre
el crecimiento y despliegue de los atributos funcionales indicadores del uso de
recursos. Nuestros resultados, coinciden con las observaciones de estudios previos
donde se inocul6 con las especies micorricicas Scleroderma verrucosum y Pisolithus

arhizus en Shorea pinanga en tratamientos independientes afectando positivamente el
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numero de hojas, crecimiento en altura, diametro, peso fresco y seco en comparacion
del tratamiento control (Turjaman et al. 2005). Por otra parte, el in6culo de S.
verrucosum fue el tratamiento mas exitoso en la estimulacién del crecimiento y peso
seco en las plantulas de Pinus pinea, P. elliottii y P. radiata (Rincon et al. 2001, Chen
et al. 2006), lo que coincide con los resultados de este estudio. Para la inoculacion
de Pinus pinea L. Rincén et al. (2001) utilizaron 10° esporas por planta llegando a un
porcentaje de micorrizacion del 86% , mientras que en este trabajo se utilizé la mitad
de indculo (500 000 esporas) con 30% de micorrizacion, lo que indica que podemos
incrementar la cantidad de esporas para alcanzar porcentajes de micorrizacion mas
altos y esto pudiera tener ain mas consecuencias positivas sobre el crecimiento. Por
otra parte, no se detectd que la interaccion Rhizophagus intraradices afectara de forma
positiva el crecimiento de T. stans. En contraste, en un estudio previo la interaccion
micorricica con el hongo arbuscular Rhizophagus intraradices afecté la germinacion T.
stans (Ballina- GOmez et al. 2017). Sin embargo, esta especie micorricica ha sido
utilizada en otras especies vegetales bajo estrés hidrico mostrando que el micelio
redujo la longitud de la raiz, pero manteniendo las hifas de mayor diametro (Leyva-
Morales et al. 2019). Esto concuerda con lo observado en el presente estudio. Es
necesario hacer mas exploraciones sobre las consecuencias de la presencia de este

hongo sobre el crecimiento de las plantas.

Se ha demostrado que, entre otros rasgos funcionales, la longitud de especifica de
raiz y la tasa de crecimiento, altura de la planta, influyen en la productividad primaria,
en la acumulacién de carbono del suelo y la descomposicién, los cuales a su vez
brindan servicios ecosistémicos que contribuyen a la regulacion del clima en funcion
del secuestro biolégico de carbono y la fertilidad de suelos (Polania et al. 2011).
Ademas, valores altos en la biomasa y en LRE indica la intensidad de exploracion de
las raices en el suelo y la habilidad para competir por los nutrientes que se encuentren
en el suelo (Pérez-Harguindeguy et al. 2013). Por lo anterior, se corrobora que Tecoma
stans puede verse beneficiada ante aspectos de sequia aumentando las posibilidades
de éxito con el establecimiento de inoculaciones con hongos micorricicos (Harris et al.
2009), siempre y cuando las semillas de T. stans no rebasen los potenciales hidricos
en el suelo sean igual o menores de -1.0 MPa (Cordero 1991). En particular, la
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presencia de Scleroderma verrucosum favorecio el crecimiento de la planta y modificé
la longitud de la raiz para incrementar la capacidad de exploracion de suelo y ganancia
de recursos. Derivado de los resultados del presente, se puede recomendar que en
las estrategias de restauracion con esta especie de arbusto del sotobosque se utilice
la inoculacién con este hongo micorricico. Sin embargo, se recomienda hacer estudios
exploratorios en campo, para determinar si la inoculaciéon de S. verrucosum se

mantiene en el ambiente no controlado.

1.7. CONCLUSIONES

El arbusto Tecoma stans no requiere de ningun tratamiento para su germinacion
(83%), aun después de transcurridos quince meses de su colecta y almacenadas a
temperatura ambiente, disminuye un cinco por ciento su viabilidad. Esta especie
germina a los siete dias de sembrado, dejando de percibir cambios de germinacién al
dia 42.

Las plantas de Tecoma stans responden a la inoculacion de Scleroderma verrucosum,
siendo la primera vez que se realiza la inoculacion con esta especie arbustiva. Esta
interaccién confiere diferencias positivas en la parte aérea en el numero de hojas,
crecimiento en altura, cobertura, mientras que en la parte radical benefici6 en un
contenido mayor de volumen, didmetro y longitud de raiz. Esto puede conferirle
ventajas importantes al momento de ser transferida a condiciones de campo en sitios
perturbados como parte de su propuesta como especie con potencial para restauracion

ecologica.

Se demuestra la interaccién con el hongo ectomicorricico Pisolithus arhizus, sin
embargo, no se observé alguna diferencia que dominara entre los tratamientos durante
los seis meses evaluados. Tampoco el hongo micorricico arbuscular Rhizophagus

intraradices mostré dominancia en alguna de las variables analizadas.

Por lo que se concluye que la inoculacién con el hongo Scleroderma verrucosum
confiere caracteristicas morfofuncionales en la parte aérea como radical, que le
permitan a la especie Tecoma stans mayor resistencia y supervivencia, haciendo que

sea candidata ideal como especie para restauracion ecolodgica.
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VI.DISCUSION GENERAL

El conocimiento de la germinacion de especies nativas es fundamental para facilitar la
manipulacion de especies de interés, aumentando su propagacion y potencialmente
su conservacion (Vazquez- Yanes et al. 1997,Varela y Aparicio 2011). Ademas,
proporciona elementos basicos para delinear las técnicas de propagacion masiva de
especies nativas, fundamental para los programas de reforestacion (Arriaga et al.
1994).

Con este trabajo se aporta conocimiento del método de germinacion de semillas de la
especie Monnina ciliolata, la cual no requirié tratamientos pregerminativos, ademas,
este arbusto tiene caracteristicas tradicionales y es atrayente de polinizadores nativos
gue ayudarian recuperar las interacciones bidticas. A su vez, se encontré que el
arbusto Tecoma stans posee altas tasas de germinacién y no requiere de tratamientos
pregerminativos y se puede almacenar sus semillas en refrigeracion sin perder
rapidamente su viabilidad, ademas de tener mayor resistencia a la sequia, lo que
aportaria su establecimiento en lugares degradados con poco acceso de agua. Al igual
que la otra especie, también es usada en la medicina tradicional y es atrayente de
polinizadores por sus flores meliferas. Por lo anterior, se considera que ambas
especies vegetales son buenas candidatas para su uso en estrategias de restauracion,
ya que pueden ayudar a reestablecer las interacciones bibticas en algun sitio

perturbado.

En general, el uso de inoculaciones micorricicas promovio el crecimiento en altura y
mayor biomasa y volumen radicular en M. ciliolata con el indculo conjunto de los
hongos Pisolithus arhizus y Scleroderma verrucosum, mientras que en T. stans la
inoculacién individual con esporas de S. verrucosum favorecié el aumento en el
namero de hojas, crecimiento en altura, cobertura, mientras que en la parte radical
beneficié a la raiz con mayor de volumen, didmetro y longitud. De acuerdo a lo antes
mencionado, se propone el establecimiento de inoculaciones entre las especies
mencionadas, ya que esto puede ayudar a la recuperacion de la estructura,
composicién y funcionamiento de un sitio después de ser degradado a través del

manejo de la restauracion ecoldgica. En particular, la interaccion con los hongos
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micorricicos no solo potencié el crecimiento de la planta sino también su capacidad de
ganancia de recursos de las plantas. Se detectd que para el caso de la raiz, en los
casos donde hubo inoculacién con mas de un hongo el sistema radicular fue de mayor
volumen. Un mayor volumen de raiz o longitud indicaria una mayor capacidad en la
intensidad de la exploracion del suelo y la capacidad de una especie para competir por
los nutrientes del suelo, ademas de que las especies micorricicas utilizadas producen
abundantes rizomorfos que ayudan al transporte de agua para el hospedero (Rincon
et al. 2001). Conjuntamente, se mostraron cambios en la densidad del tejido de la raiz
lo que se relaciona positivamente con la resistencia a los patégenos y la sequia, ya
gue determina la capacidad de extraccion de agua del suelo adyacente a las raices

(Barrios- GoOmez et al. 2012, Pérez-Harguindeguy et al. 2013).

En este trabajo se obtuvo una inoculacion dual exitosa (Scleroderma verrucosum y
Pisolithus tinctorius) en plantas de Monnina ciliolata proporcionando mayor crecimiento
en la parte aérea y volumen radicular. Mientras que en la especie Tecoma stans no
hubo efectos en la inoculacion triple (Azospirillum brasilense, Pisolithus tinctorius y
Rhizophagus intraradices), pero si se obtuvieron efectos positivos en la inoculacion
individual con el hongo Scleroderma verrucosum. La falta de efecto en la inoculacion
triple se puede deber a que las plantas utilizadas eran muy pequefias para
proporcionar los carbohidratos necesarios para soportar los micobiontes (Colpaert et
al. 1992). En la interaccion planta-hongo micorrizégeno se han encontrado algunos
eventos similares a los de la interaccion planta-patdgeno del presente estudio, el
hongo necesita degradar sefiales de la planta para evadir la activacién de los genes
de respuesta de defensa o tener la carencia de especificidad entre los simbiontes que
permitan establecer la interaccion micorricica (Camarena-Gutiérrez 2012). El hecho
de que se obtengan diferentes resultados ya sea con una o varias inoculaciones indica
que existe una especificidad entre los simbiontes que determina el éxito de los
organismos asociados en su adaptacion a condiciones ambientales adversas (Harris-
Valle et al. 2009). En la micorrizacion de plantulas se requiere que las inoculaciones
multiples o individuales sea de forma equilibrada sin que sobresalga alguna de las
especies esto se puede lograr variando las proporciones de micelio y espora, de uno

y otro hongo esto con el propdsito que el uso multiple de especies micorricicas confiera
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aspectos mas efectivos en el crecimiento y adquisicion de recursos como el fosforo
para la planta (Pera y Parladé 2005, Ortas y Ustuner 2014). En ese sentido, se ha
observado que altas tasas de esporas utilizadas en los inéculos al contrario de
estimular el crecimiento de las plantulas, algunos hongos reducen significativamente
el peso seco de las plantulas (Rincon et al. 2001). Las interacciones con micorrizas
pueden crear redes comunes de hongos principalmente formados por hongos
micorricicos arbusculares y hongos ectomicorricicos (ECM) que pueden cubrir grandes
areas, potencialmente a escala de campo. La capacidad de algunos hongos ECM para
formar tales redes interconectadas pueden tener efectos importantes en la
configuracion de la estructura de la comunidad en los bosques que promueven el

crecimiento y la supervivencia de las plantulas (Pierre- Louis et al. 2020).

La inoculacion entre los hongos micorricicos y las especies M. ciliolata y T. stans
utilizados no tienen reportes anteriores en la literatura de interaccion previas con
excepcion del hongo arbuscular R. intraradices con el T. stans. En el presente estudio
se utilizaron cuerpos fructiferos dos especies de hongos gasteroides (S. verrucosum y
P. arhizus) y se recomienda su uso ya que mostraron ser efectivos colonizadores en
arboles de interés forestal por su gran produccion de esporas dando buenos resultados
en el porcentaje de micorrizacion y mejoran el crecimiento de todas las plantas
hospedantes sobre todo en especies de lento crecimiento como los pinos (Chen et al.
2006). Ademas son de facil recoleccién, beneficio, almacenado y aplicacién, sin
embargo, es importante que esta fuente indculo provenga de especies nativas que no
representen riesgo a las comunidades de hongos nativos (Prieto et al. 2009).También,
es importante impulsar de especies nativas debido a que se puede contribuir de forma
negativa en el ambiente al introducir especies de microorganismos no nativos que
pueden alterar y dafiar el suelo (Cruz 1999) y que en el caso de los consorcios
micorricicos nativos suelen ser mas efectivos, que aquellos constituidos por especies
exoticas (Ortas y Ustuner 2014). Si bien este trabajo fue realizado en condiciones
controladas, se espera comprobar los resultados en condiciones de campo en
experimentos futuros. Sin embargo, la prioridad de inocular plantulas cultivadas con
micorrizas mejora en la supervivencia y por consiguiente el crecimiento en el campo
(Chen et al. 2006).
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Los datos de tipo fenolégico, como la germinacion, dormancia y viabilidad de semillas,
se desconocen para la mayoria de las especies nativas como menciona Valencia
(2004), por lo que son poco utilizadas y aprovechadas de manera ineficiente, lo que
dificulta su posible uso en cuestiones forestales y facilita su pérdida en el ecosistema.
Razones por las cuales, la falta de este conocimiento de algunas especies nativas
afecta no solo a estas especies en si, Sino a su vez interrumpen interacciones, algunas
veces especificas, eliminando fuentes de refugio y de alimento para otros animales y
vegetales. Es por ello, que la aplicacion del enfoque socioecolégico en el manejo de
los bosques templados es clave para su mantenimiento, uso sostenible y resiliencia; y
para asegurar el uso de bienes tangibles e intangibles con el apoyo de las
comunidades que viven de los bosques, que eviten la disminucion de las poblaciones
y aumenten el conocimiento biolégico (Galicia et al. 2018).
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Vil. RECOMENDACIONES

Para el manejo de la mezcla de sustratos es importante no compactar demasiado ya
gue esto puede limitar el crecimiento de la raiz y se sugiere el uso de contenedores
grandes. Por otra parte, el sustrato que se utilizo fue dificil limpiarlo de las raices para
ser analizadas, ya que este se adhiere a las raices promoviendo que sean dafiadas o

se rompan en el proceso.

La limpieza de la semilla de Monnina necesita ser meticulosa, no debe contener restos
del fruto, ya que esto puede provocar contaminacion en las semillas. Para conocer el
almacenaje y tiempo de viabilidad se recomienda continuar con el estudio y colecta de

semillas de Monnina ciliolata.

Se recomienda realizar el remojo de las semillas de Tecoma stans para facilitar el
manejo, ya que al estar himedas se pueden descartar las vanas, son un poco mas
flexibles, se maltratan menos y se adhieren mejor al sustrato. Ademas, para conocer
mas sobre la viabilidad de semillas se requiere experimentar con un mayor tiempo de

almacenaje.

Para realizar los inoculantes con hongos ectomicorricicos es factible utilizar solo la
parte fértil de los cuerpos fructiferos o, en su defecto, sélo las esporas. También hacer
el conteo de viabilidad y la inoculacion poco tiempo después de colectados los hongos.
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