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RESUMEN 

México posee una gran diversidad de especies de pinos, un total de 46 especies, 

de las cuáles, el 55% son endémicas. Sin embargo, las alteraciones en la 

temperatura global provocan mayor frecuencia de eventos extremos como sequias, 

lo que se ha asociado con incrementos en la mortalidad de árboles forestales. Estos 

cambios en el clima, podrían producir la migración de especies forestales que no 

logren adaptarse a las nuevas condiciones climáticas y en casos extremos, generar 

extinciones locales. 

Por lo que resulta necesario generar plantas forestales que resistan las condiciones 

de sequía y temperaturas elevadas esperadas, así como estrategias que puedan 

garantizar su establecimiento en campo para procesos de revegetalización y 

migración asistida.  

Este trabajo propone utilizar semilla procedente de poblaciones adaptadas a dichas 

condiciones climáticas y microorganismos con potencial para proporcionar 

resistencia en plantas expuestas a condiciones de estrés hídrico como los hongos 

ectomicorrícicos, y herramientas que fomenten el crecimiento vegetal, tal como 

nanotubos de carbono que según lo reportado, podrían generan incrementos en el 

crecimiento de especies de interés agrícola. 

Para este estudio se probó el efecto de dos concentraciones de nanotubos de 

carbono de pared múltiple (30 y 60 µg) y la inoculación de Lactarius deliciosus en el 

crecimiento y la supervivencia de plántulas de Pinus pátula procedentes de semillas 

colectadas a tres altitudes diferentes (2 400, 2 540 y 2 870 msnm) y sometidas a 

dos condiciones de riego; capacidad de campo y estrés hídrico. Se montó un ensayo 

de bloques al azar con parcelas divididas y diseño factorial que se evaluó de marzo 

a diciembre de 2014 en condiciones de casa de sombra. 

La concentración de 30µg de Nanotubos de Carbono de Pared Múltiple y Lactarius 

deliciosus actúan sinérgicamente fomentando el crecimiento en altura, diámetro a 

la altura de la base del tallo, biomasa y longitud radical en las plantas de Pinus 

patula con riego a capacidad de campo, mientras que en las plantas bajo 

condiciones de déficit hídrico, revierten y/o amortiguan los efectos adversos de éste. 

El déficit hídrico afecta la supervivencia  de las plantas  de Pinus patula, y es 

compensado  por el efecto sinérgico de hongo ectomicorrícico Lactarius deliciosus 

y la dosis de 30 µg de Nanotubos de Carbono de Pared Múltiple. No se encontraron 

diferencias significativas entre procedencias.  

Palabras clave: Interacción, sinergia, MWCNTs, hongos ectomicorrícicos, déficit 

hídrico, procedencias. 
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ABSTRACT  

Mexico has a great diversity of pine species, a total of 46 species, from which 55% 

are endemic. However, changes in global temperature cause a higher frequency of 

extreme events such as droughts, which has been associated with increases in 

forest tree mortality. These changes in the climate, could cause the migration of 

forest species that can not adapt to the new climatic conditions and, in extreme 

cases, generate local extinctions. 

Therefore it is necessary to generate forest plants that resist the drought conditions 

and expected high temperatures, as well as strategies that can guarantee their 

establishment in the field for revegetation and assisted migration processes. 

This research proposes to use seed from populations adapted to these climatic 

conditions and microorganisms with potential to provide resistance in plants exposed 

to water stress conditions such as ectomycorrhizal fungi and tools that promote plant 

growth, such as carbon nanotubes that reportedly, could generate increases in the 

growth of species from agricultural interest. 

For this assay the effect of two concentrations of multiple walled carbon nanotubes 

was proved (30 and 60 μg) and inoculation of Lactarius deliciosus on the growth and 

survival of Pinus patula provenances from seeds collected at three different altitudes 

(2 400, 2 540 and 2 870 meters above sea level) and exposed of two moisture 

regimes; maximum capacity of water retention by the substrate and water stress. 

The trial remained under greenhouse conditions and was evaluated from March to 

December 2014 under shade conditions.  

The concentration of 30μg of Multiple Walled Carbon Nanotubes and Lactarius 

deliciosus act synergistically promoting growth in height, diameter at the base of the 

stem, biomass and root length in Pinus patula seedlings with maximum capacity of 

water retention by the substrate, while plants under conditions of water deficit, revert 

and moderate the adverse effects of this. The water deficit affects the survival of 

Pinus patula plants and is compensated by the synergistic effect of both, 

ectomycorrhizal fungus Lactarius deliciosus and 30 μg dose of Multiple Walled 

Carbon Nanotubes. There were no significant differences between provenances. 

Key words: Interaction, synergy, MWCNTs, ectomycorrhizal fungi, water deficit, 

provenances. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Las alteraciones en la temperatura global y el aumento en los niveles de gases 

invernadero, provoca que los eventos extremos como sequias sean cada vez más 

frecuentes. Estas alteraciones promueven cambios en la fenología, crecimiento y 

dinámica poblacional de numerosas especies forestales  (Van Zonneveld et al. 

2009; Matías 2010; Kreuzwieser & Gessler 2010). Por lo tanto, es importante 

desarrollar nuevas estrategias de manejo que logren contrarrestar estos cambios 

por medio del establecimiento de especies forestales más eficientes en la toma de 

CO2 de la atmósfera. 

En este sentido las micorrizas podrían jugar un papel clave en el establecimiento, 

crecimiento y toma de nutrientes de las plantas. Las micorrizas son asociaciones 

simbióticas entre las raíces de plantas y algunos hongos; es una condición común 

en la mayoría de las plantas, pues más del 90% de las especies vegetales están 

asociadas a hongos micorrícicos (Smith & Smith 1990; Smith & Read 2000).  La 

importancia de la micorriza radica en el intercambio de sustancias planta-hongo, 

mientras la planta proporciona al hongo una parte de los fotosintatos, el micobionte 

degrada, absorbe y traslada selectivamente a la planta ciertos nutrientes que la 

planta es incapaz obtener (Allen 1991, Smith & Read 2000). 

Los hongos ectomicorrícicos (HEM) son un componente dominante de la comunidad 

microbiana en la rizósfera de árboles de zonas forestales templadas, pues se 

asocian benéficamente con las raíces finas de Gymnospermas y Angiospermas; 

entre los grupos más característicos se encuentran hayas, robles, eucaliptos y 

pinos. (Smith & Read 2000; Futai et al. 2008; Brundrett 2009). 
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En condiciones generales de humedad del suelo, la presencia de micorrizas ayuda 

a las plantas a mantener un mejor estado hídrico, debido a los cambios en las 

relaciones de agua. (Brundrett 2002, Ramesh et al. 2004; Futai et al. 2008). Por lo 

tanto, el aumento en el potencial hídrico podría tener un efecto indirecto y un mayor 

crecimiento en raíz y parte aérea de la planta.  

Actualmente funciones como la exploración del sustrato facilitando la toma de agua 

y nutrientes a través del tejido radical de la planta son bien documentadas como 

efecto de la simbiosis micorrícica (Marschner 1995; Pérez-Moreno & Read 2000; 

Aguilar-Aguilar et al. 2009).  

Actualmente la nanotecnología está revolucionando todas las áreas del 

conocimiento científico y las investigaciones en este campo están teniendo un 

crecimiento exponencial debido a sus extraordinarias características físicas y 

químicas. Los nanotubos de carbono de pared múltiple (MWCNT) son estructuras 

de carbono cristalino que se forman a partir del grafeno y son protagonistas 

centrales de las nanociencias. Encontrándose la mayoría de los estudios que 

implican a estos componentes, en torno a las ciencias materiales (Ajayan & Zhou 

2001). Si bien, en el área de bionanotecnología vegetal, las investigaciones con 

estos compuestos son aún incipientes, autores han reportado efectos importantes 

en la germinación y el crecimiento de plantas de importancia económica 

relacionados con modificaciones en la absorción de agua (Khodakovskaya et al. 

2009; Modal et al. 2011; Wang et al. 2012). 
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Sin embargo se desconocen los efectos de estos nanotubos en otras plantas así 

como las interacciones que puedan tener con otros componentes característicos de 

ecosistemas forestales como los hongos ectomicorrícicos. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

La madera producida por los árboles forestales durante el crecimiento secundario 

representa el secuestro del principal gas de efecto invernadero; el dióxido de 

carbono, en forma de energía almacenada como biomasa. 

Sin embargo, los cambios en la temperatura global, el aumento en los niveles de 

gases invernadero, la disminución de las precipitaciones y un aumento en la 

frecuencia de eventos extremos como sequias, provocarán que las especies 

forestales tengan que adaptarse rápidamente a las nuevas condiciones climáticas, 

migrar o enfrentarse a la extirpación. 

 Por lo tanto, es necesario diseñar nuevas estrategias de manejo forestal y 

revegetalización que permitan ampliar la capacidad de adaptación de las especies 

forestales ante nuevas condiciones climáticas. En este sentido es necesario evaluar 

estrategias que incluyan el uso de componentes característicos de ecosistemas 

forestales como son los hongos ectomicorrícicos (HEM) y el uso de nuevos 

materiales como los nanotubos de carbono de pared múltiple (MWCNT) que podrían 

aportar soluciones potenciales, además de lograr la obtención de plantas más 

eficientes en la fijación de CO2. 
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3. ANTECEDENTES 

3.1. Bosque de Pinus 

El bosque de Pino es característico de México, pues se distribuye sobre casi la 

totalidad del país, en cinco regiones principales, I) Baja California Norte y Sur, II) 

Sierra Madre Occidental: Chihuahua, Durango, Jalisco, Nayarit, Sinaloa, Sonora y 

Zacatecas, III) Sierra Madre Oriental: Coahuila, Nuevo León, Querétaro, San Luis 

Potosí y Tamaulipas, IV) Faja Volcánica Transmexicana: Aguascalientes, Colima, 

Distrito Federal, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Michoacán, Morelos, 

Puebla, Tlaxcala y Veracruz, V) Sierra Madre del Sur, Macizo de Oaxaca, Sierra de 

San Cristóbal, Sierra de Oaxaca y Península de Yucatán: Chiapas, Guerrero, 

Oaxaca, Campeche y Quintana Roo (Sánchez-González 2008) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Distribución del género Pinus en México (En: Sánchez-González 2008). 
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En México habitan mayor número de especies de pinos que en cualquier otra región 

de superficie semejante en el mundo, un total de 46 especies, de las cuáles, el 55% 

son endémicas (Rzedowski 1978; Sánchez-González 2008). Gran parte de la masa 

forestal de pinos mexicanos tiene una distribución altitudinal que varía entre 1,500 

y 3,000 m, donde la temperatura media anual fluctúa entre 6 y 28 °C, la precipitación 

promedio anual de 350 a más de 1,000 mm y se desarrollan generalmente sobre 

suelos ácidos, derivados de rocas ígneas y deficientes en componentes minerales 

(Sánchez-González 2008), por lo que las asociaciones micorrícicas influyen de 

manera importante en su supervivencia (Smith & Read 2000; Brundrett 2009). 

Los pinares en México constituyen un recurso de primera importancia, por la 

demanda de madera, resina y pasta para papel, etc. El uso del pino como materia 

prima, se debe principalmente a la calidad de la madera, la facilidad de su 

explotación, la rapidez del crecimiento de muchas especies y sobre todo, a la 

extensa área de distribución y buen desarrollo que presentan estos bosques 

(Rzedowski & Rzedowski 2005; FAO 2010). 

El 60% de las especies de los pinos Mexicanos tienen importancia comercial, las 

especies más explotadas son P. patula, P. oocarpa, P. pseudostrobus, P. herrerae, 

P. leiophylla y P. arizonica (Perry 1991; Le Maitre 1998; Ramírez-Herrera et al., 

2005).  

En México se pierden alrededor 167,000 ha de bosque templado al año, por 

incendios y cambio de uso de suelo, debido al crecimiento de la mancha urbana y 

la explotación forestal inadecuada, sobre todo, la tala clandestina, así como los 

desmontes para fines de ampliación de campos agrícolas y ganaderos (Rzedowski 
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1978; Sánchez-González 2008; FAO 2010; SEMARNAT 2011). Todos éstos 

constituyen factores que restan superficie a los bosques, modifican la composición 

florística y faunística de los que quedan y contribuyen a la erosión del suelo, así 

como a la desertificación del planeta. 

Aunado a esto, los importantes cambios en el clima registrados a escala global 

están induciendo cambios en la fenología, crecimiento y dinámica poblacional de 

muchas especies forestales (Matías 2012). Se han observado patrones globales de 

aumentos en la mortalidad de árboles forestales asociados al reciente aumento de 

la temperatura global (Allen et al. 2010), lo que sugiere que tanto el aumento de la 

temperatura, como la modificación del ciclo hidrológico podrían producir estrés 

crónico en árboles forestales.  

Los modelos climáticos para México predicen un aumento en la temperatura media 

anual de 1.5°C para el año 2030 y de 3.7°C para el año 2090, así como una 

disminución de la precipitación anual de 6.7% y 18.2% respectivamente (Sáenz-

Romero et al. 2010), por lo que se espera que una fuerte variabilidad inter e intra 

anual de tiempo provocará un aumento en el riesgo de eventos extremos como 

sequías y/o inundaciones (Kreuzwieser & Gessler 2010). Estos cambios, podrían 

exceder la capacidad de las especies forestales para permanecer dentro de su 

rango de distribución y tendrían que migrar hacia áreas con climas favorables; de 

no migrar tan rápido como ocurren los cambios en el clima, las especies podrían 

enfrentarse a la extinción local (Sáenz-Romero et al. 2011). Por lo que resulta 

necesario determinar cuáles poblaciones se encuentran mejor adaptadas para 
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resistir el aumento de temperatura y la disminución de las precipitaciones hasta 

ahora predichas.  

3.1.1. Patrones de variación entre procedencias 

Las poblaciones de árboles forestales de amplia distribución pueden diferenciarse 

genéticamente a lo largo su historia evolutiva, adaptándose a las condiciones 

climáticas y edáficas de los sitios en los que habitan. Esta diferenciación genética 

se expresa en caracteres adaptativos como la dinámica y tasa de crecimiento, 

resistencia a sequías y heladas, producción y dispersión de semillas, entre otros 

(Ramírez 2000). Éstos les permiten sobrevivir, crecer, competir y reproducirse en 

un ambiente determinado.  

Las adaptaciones a nivel de poblaciones en regiones con gradientes ambientales, 

es muy evidente en regiones montañosas, que presentan grandes diferencias 

climáticas entre las partes altas y bajas de las montañas (Rehfeldt, 1988 En Sáenz-

Romero 2014). La diferenciación, consiste en que poblaciones ubicadas a menor 

altitud tienen un mayor potencial de crecimiento, por estar genéticamente 

condicionadas a aprovechar al máximo las condiciones favorables de temperaturas 

que ocurren a bajas altitudes (Sáenz-Romero 2014). Por el contrario, poblaciones

 que habitan a mayores alturas están genéticamente condicionadas a tener 

un crecimiento moderado, debido a que detienen su crecimiento en invierno y lo 

reinician después para resistir al daño por heladas (Sáenz-Romero 2014). En 

algunos casos, las poblaciones con mayor potencial de crecimiento son las de la 

parte media de la distribución altitudinal, ya que su crecimiento no se limita en la 

temporada de sequía como en el caso de las poblaciones que crecen a menor 
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altitud, ni en invierno, como las poblaciones que crecen a altitudes elevadas; sin 

embargo, tampoco poseen resistencia a las condiciones ambientales extremas 

(Sáenz-Romero 2014). 

Una procedencia se define como la fuente geográfica original o natural de un 

individuo, población o especie (Eguiluz 1988) y la selección apropiada de una 

procedencia como fuente de semillas para producción de planta en vivero destinada 

a plantación, repoblación o revegetalización de un determinado lugar, podría 

incrementar sustancialmente la supervivencia, establecimiento y crecimiento de las 

plantas. Por el contrario, una selección equivocada puede representar una gran 

pérdida económica, por lo que resulta importante lograr un acoplamiento entre la 

adaptación condicionada genéticamente y el clima del sitio que se reforesta. 

3.1.2. Pinus patula Schlecht. & Cham. 

3.1.2.1. Características de la especie 

Es un árbol de 20 a 55 m de altura y de 50 a 120 cm de diámetro normal.  

El tronco es característicamente recto y está libre de ramas hasta una altura de 20m. 

Las ramas son verticiladas, normalmente delgadas, cortas, extendidas y con 

escamas decurrentes de color café canela a verdosas; ramillas rojizas y escamosas, 

con ligero tinte blanquecino (Martínez 1948 y Nepomuceno 1994 En Sáenz et al. 

2011).  

Hojas están dispuestas en grupos de tres o cuatro, rara vez cinco por fascículo; 

miden alrededor de 14 a 21 cm; son delgadas de 0,5 a 0,8 mm de grueso, flexibles 

colgantes o algo extendidas, se notan verticalmente caídas, de color verde claro 
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brillante a amarillo verdosas; los bordes son finamente aserrados con dientecillos 

muy finos. Vainas persistentes, fuertes, algo cenicientas de 12 a 23 mm (Martínez, 

1948 En Sáenz et al. 2011). 

Conos femeninos serotinos, largamente cónicos de 7-9 cm, a veces 12; duros, 

sésiles, reflejados algo encorvados, oblicuos y puntiagudos, generalmente 

agrupados en número de 3-8; frecuentemente se ven en el tronco y en las ramas 

gruesas y en este caso suelen ser solitarios, embutidos en la corteza. El color es 

amarillo ocre, rojizo y café o café-amarillento en estado de madurez; son 

tenazmente persistentes y se abren parcialmente en diferentes épocas. Las 

escamas son duras, casi uniformes, con el ápice redondeado; umbo deprimido o 

algo engrosado en las escamas basales, con una punta oscura, muy pequeña, 

extendida; miden cerca de 30 mm de largo por 12-14 de ancho (Martínez 1948; 

Nepomuceno 1994 En Sáenz et al. 2011). 

La semilla es muy pequeña, casi triangular, aguda, de color moreno, alcanzando 

un tamaño medio de 15 mm incluida un ala, algo engrosada en la base, de color 

café claro con estrías oscuras (Martínez, 1948; Nepomuceno, 1994 En Sáenz et al. 

2011). 

3.1.2.2. Distribución geográfica y uso de la especie 

Pinus patula es una conífera de la familia Pinaceae endémica de México. En la 

República Mexicana se distribuye sobre la Sierra Madre Oriental, el Eje 

Neovolcánico y la Sierra Madre de Oaxaca (SEMARNAP 2006 En: Sáenz et al. 

2011). Forma parte de la flora de los estados de Querétaro, Estado de México, 
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Distrito Federal, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala, Veracruz y Oaxaca (Rzedowski & 

Rzedowski 2005).  

La distribución natural de P. patula está influenciada grandemente por factores 

orográficos que a su vez afectan a los factores climáticos y edáficos. El clima 

recomendable para el crecimiento de esta especie de pino, es el templado 

subhúmedo (SEMARNAP 2006 En: Sáenz et al. 2011). La especie habita 

generalmente en localidades en donde la temperatura media anual se encuentra 

entre 12 y 18°C, con temperaturas máximas y mínimas en los meses calurosos y 

los fríos de 20-29°C y de 6-12°C, respectivamente; La precipitación media anual 

varía de 1200 a 1600 mm. En forma natural, los bosques en que domina, se 

encuentra entre 1800 y 3000 m de altitud (Rzedowski 1978; Rzedowski & Rzedowski 

2005; SEMARNAP 2006 En: Sáenz et al. 2011).  

Pinus patula es una especie apta para plantaciones comerciales y es el pino 

mexicano más plantado dentro y fuera de México (Salaya-Domínguez et al. 2012). 

Desde la introducción de la especie para plantaciones comerciales en Sudáfrica, 

Zimbabwe, Australia, Nueva Zelanda y Colombia, el interés en la especie aumenta 

debido a su rápido crecimiento, la calidad de la madera y la facilidad de manejo 

(Wormald 1975; Wright et al. 1995; Dvorak et al. 2000). Sin embargo, en México se 

siguen utilizando las poblaciones silvestres para aprovechamiento maderable 

(Salaya-Domínguez et al. 2012), lo que aumenta la presión demográfica sobre la 

especie. 

Aunado a esto, autores predicen que la extensión del hábitat adecuado para P. 

patula podría reducirse de 3 a 39% para el año 2050 (Van Zonneveld et al. 2009 En 
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Sáenz-Romero et al. 2011). Por ello es importante la evaluación de estrategias para 

la producción de plantas resistentes y más productivas ante las condiciones de 

sequía esperadas, logrando un acoplamiento entre la adaptación condicionada 

genéticamente y el clima del sitio que se reforesta. 

3.2. Estrés por déficit hídrico 

El agua comprende entre 75% y 90% de la biomasa de las plantas y desempeña 

funciones únicas (Landmeyer 2013), pues es el solvente más abundante que 

permite el movimiento de moléculas; está implicada en el crecimiento y proliferación, 

exocitosis, endocitosis, cambios en la forma celular, señalización de hormonas, 

metabolismo, migración celular, obtención de nutrientes, filtración de desechos, 

necrosis y apoptosis (Wehner et al. 2003, Moreno 2009). Además, participa en la 

reacción fotosintética, por lo que juega un papel crucial para el desarrollo y 

crecimiento vegetal (Landmeyer 2013).  

El estrés hídrico producido por la sequía, la salinidad y las altas temperaturas es el 

estrés abiótico prevaleciente que limita la sobrevivencia, el crecimiento, la 

reproducción, la estabilidad y en general, la productividad vegetal (Jaleel et al. 

2009). Es la causa más común de mortalidad en la regeneración natural y en 

plantaciones forestales (Duan et al. 2005, Shvaleva et al. 2006, Furlan 2012, Sechi 

& Zwieniecki 2014). Los árboles enfrentan múltiples eventos de estrés hídrico 

durante su ciclo de vida, especialmente durante el estadío de plántulas, debido a la 

disminución del contenido de agua en los horizontes superficiales del suelo por 

infiltración de la precipitación pluvial y la subsecuente evapotranspiración (Duan et 

al. 2005, Shvaleva et al. 2006, Furlan 2012, Sechi & Zwieniecki 2014). 
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El déficit hídrico afecta varios de los procesos metabólicos de las plantas, como la 

síntesis de proteínas, de pared celular, el nivel de especies reactivas de oxígeno, 

de nitrato reductasa, y de las sustancias reguladoras del crecimiento como el ácido 

abscísico y el etileno (Danneberger 2000). La reducción a un nivel crítico afecta 

directamente el funcionamiento de la fotosíntesis, la transpiración, la respiración y 

el metabolismo de los carbohidratos, causando una reducción en el crecimiento. 

Finalmente, la deshidratación severa y prolongada causa trastornos en la integridad 

de la membrana, la desorganización del protoplasma y la muerte de la mayor parte 

de los organismos (Kozlowski 1999, Taiz & Zeiger 2006). 

3.2.1. Respuestas de las plantas al estrés por déficit hídrico 

El estrés por déficit hídrico o por sequía se produce en las plantas en respuesta a 

un ambiente escaso en agua, en donde la tasa de transpiración excede a la toma 

de agua. Las plantas han respondido al estrés hídrico desarrollando mecanismos 

fisiológicos de aclimatación a nivel morfológico, anatómico y celular, que se activan 

en respuesta al déficit hídrico y les permite vivir en condiciones de constante estrés 

(Nilsen y Orcutt 1996).  

Cuando el estrés hídrico se desarrolla lentamente, se dan cambios en los procesos 

de desarrollo que tienen efectos evidentes sobre el crecimiento, uno de los 

principales es la limitación de la expansión foliar y la reducción del crecimiento de 

la planta, mientras que, el crecimiento radical continúa su desarrollo en búsqueda 

de agua en zonas más profundas del suelo (Moreno 2009). 
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3.2.1.1. Reducción de la pérdida de agua y protección de la 

maquinaria fotosintética 

Cuando el mesófilo de la hoja comienza a sufrir deshidratación, se activa el proceso 

de cierre de estomas. Ante la detección de un aumento en la diferencia de presión 

vapor-hoja-aire, el contenido de ácido absícico (ABA) en la hoja se incrementa 

debido a la compartamentalización y redistribución desde los cloroplastos de las 

células del mesófilo y a la síntesis y transporte de las raíces, siendo liberado al 

apoplasto para llegar a las células guarda a través de la corriente de transpiración 

(Moreno 2009). Esta fitohormona produce una pérdida de iones K⁺ y Cl¯ o malato²¯ 

en las células guarda, que provoca la salida de agua del citoplasma, dando lugar  al 

cierre del estoma y reduciendo de este modo la pérdida de agua a través de la 

transpiración. Este es un medio eficaz para controlar la pérdida de agua cuticular 

(Assmann et al. 2000).   

A medida que se pierde agua de la hoja, la presión de turgencia de los tejidos de 

las hojas disminuye y las hojas empiezan a marchitarse. El marchitamiento de las 

hojas trabaja para proteger la maquinaria fotosintética de los rayos directos del sol 

(Larcher 1995). Por otra parte, el cierre de los estomas en condiciones de sequía 

restringe el flujo de CO2 y por lo tanto la fotosíntesis, privando a las plantas de su 

mayor captador de energía solar (Redondo-Gómez et al. 2013). 

3.2.1.2. Ajuste osmótico 

A nivel celular, otra respuesta de tolerancia es el ajuste osmótico, que consiste en 

la disminución del potencial hídrico en los tejidos vegetales y que propicia la entrada 

de agua para evitar la pérdida de turgor o productividad fotosintética (Moreno 2009). 



 24 

El ajuste osmótico ocurre mediante la acumulación de iones, fundamentalmente de 

K⁺ y la síntesis de osmolitos orgánicos de bajo peso molecular (Redondo-Gómez et 

al. 2013). Los iones K⁺ se acumulan principalmente en la vacuola, mientras que en 

el citoplasma se acumulan solutos de bajo peso molecular que no interaccionan con 

sustratos y cofactores enzimáticos como polioles, metilaminas, aminoácidos libres 

y derivados de éstos (Moreno 2009, Hopkins & Hüner 2009). 

3.2.1.3. Respuestas moleculares 

La respuesta de las plantas a  diferentes tipos de estrés generalmente incluye la 

alteración en la expresión de proteínas. Estos cambios generalmente están 

relacionados con el aumento o la disminución de la expresión de genes específicos 

que dependen de la naturaleza, duración y severidad del estrés (Shinozaki & 

Yamaguchi-Shinozaki 2007).  

Entre las más importantes por su efecto protector potencial están las proteínas LEA 

(Late Embriogenesis Abundant Proteins), las involucradas en las vías de síntesis de 

osmolitos y las que funcionan como antioxidantes (Danon et al. 2004). 

Un grupo grande de genes que se inducen por estrés osmótico codifican para 

proteínas LEA que han sido asociadas a la protección de la integridad celular y al 

mantenimiento de la homeostasis iónica. Se ha propuesto que las proteínas LEA 

protegen proteínas y membranas del daño debido a la deshidratación, pues es 

posible que sustituyan el agua y mantengan a estructura de proteínas y membranas 

en ausencia de ésta (Bray 1993 En Moreno 2009).  
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La acumulación de prolina, además de inducir ajuste osmótico, protege las 

membranas y proteínas de la deshidratación y actúa como detoxificador de radicales 

libres. Otros osmolitos como la glicina, ha mostrado proteger enzimas y membranas, 

así como estabilizar complejos proteína-pigmento del PSII (Moreno 2009). 

Otro grupo de proteínas que se sobre-expresan durante el estrés hídrico son las 

enzimas antioxidantes; la superóxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa, 

peroxidasa, glutatión reductasa y la monodehidroascorbato reductasa que, junto 

con compuestos no proteicos, detoxifican a las plantas de los radicales libres como 

el superóxido y el peróxido de hidrógeno que se generan por un aumento en la tasa 

de fotorreducción del O₂ en los cloroplastos (Moreno 2009). 

3.2.2. Cambios en la fijación de biomasa 

En especies forestales, la sequía tarda días en ser estresante, sin embargo, cuando 

el déficit hídrico se genera a un ritmo suficientemente lento afecta significativamente 

la producción y asignación de biomasa, modificando la morfología de la planta 

(Furlan 2012). 

El crecimiento de las plantas, resultado de la división celular y la subsecuente 

elongación, requiere del balance de carbono entre la fotosíntesis y la respiración. El 

crecimiento depende de la extensibilidad de la pared celular, de los gradientes de 

potencial hídrico y de la conductancia hidráulica en la vía del agua hacia las células 

a través de la continua absorción de agua y de presión de turgencia (Chaumont 

2014). 
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El déficit hídrico afecta el crecimiento de manera directa, a medida que el contenido 

hídrico disminuye, las células pierden volumen y las paredes celulares pierden 

presión de turgencia. La membrana plasmática se hace cada vez más gruesa y 

comprimida porque cubre un área menor (Danneberger 2000). La pérdida de 

turgencia es extremadamente sensible al déficit de agua  y es el primer efecto 

biofísico significativo del estrés hídrico. Una pequeña disminución en el potencial 

hídrico (-0.1 MPa) afecta el crecimiento, y se refleja en la reducción de la elongación 

celular (Kramer y Boyer 1995). 

El crecimiento, también se ve afectado de manera indirecta, pues el cierre 

estomático genera un conflicto fisiológico entre la necesidad de conservar el agua y 

la necesidad de abrir los estomas para incorporar el dióxido de carbono atmosférico 

para realizar la fotosíntesis, exponiéndose a sufrir deshidratación (Taiz & Zeiger 

2006). 

Como la raíz es la estructura de las plantas que está en contacto directo con el 

suelo, es el primer sitio potencial de daño o de respuestas de defensa de las plantas 

expuestas ante el bajo del contenido de humedad en éste. Las raíces exhiben 

también una reducción en la elongación, la ramificación, el crecimiento del cambium 

y un aumento en la suberización de ápices (Wang & Yamauchi 2006). 

Sin embargo, en condiciones de deshidratación, el estrés osmótico suele conducir 

la acumulación de ácido absícico (ABA). A niveles altos, la hormona ejerce un fuerte 

efecto negativo sobre el crecimiento del tallo, por lo que  la traslocación de 

carbohidratos hacia la raíz aumenta (Castelan 2014). En especies leñosas el 

desarrollo de un sistema radical vigoroso y profundo es considerado uno de los 
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principales mecanismos de resistencia a la sequía, puesto que una mayor  

asignación de biomasa al sistema radical puede incrementar la cantidad de agua 

accesible para la planta. De esta manera pueden mantener altos potenciales 

hídricos, alto contenido de agua en los tejidos y satisfacer la demanda transitoria 

(Kowzlowski & Pallardy 2002; Taiz & Zeiger). 

3.2.3. Efectos asociados al déficit hídrico sobre el crecimiento de 

especies arbóreas 

Martínez-Trinidad et al. 2002 a y b sometieron plantas de Pinus Leiophylla de nueve 

meses de edad y 11 procedencias diferentes a déficit hídrico durante dos meses y 

a un posterior periodo de recuperación con alta disponibilidad de agua de cuatro 

meses. Determinaron que la disponibilidad de agua en el suelo afectó la tasa de 

consumo de las plantas y según las procedencias, identificaron dos grupos; uno 

agotador y uno ahorrador. El crecimiento promedio en altura y la acumulación de 

biomasa se redujeron 70% y 80% respectivamente por efecto del déficit hídrico, sin 

embargo, durante el periodo de recuperación se observó un efecto compensatorio 

en las plantas sometidas a severo déficit hídrico, pues crecieron 95% más que las 

plantas que no se sometieron a estrés. Concluyeron que el déficit hídrico afectó 

mayormente el crecimiento de las poblaciones ahorradoras, sin embargo, 

presentaron menor mortandad que las poblaciones del grupo agotador. 

Martiñón et al. En 2010 evaluaron el efecto del estrés hídrico y del estrés por altas 

temperaturas en el crecimiento y distribución de biomasa de 12 procedencias o 

poblaciones de la especie Pinus pinceana Gordon. Concluyeron los dos tipos de 

estrés ocasionaron una reducción significativa en el crecimiento, siendo más severo 
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el efecto del estrés hídrico, reduciendo en más de 80% el incremento en altura, un 

49% en diámetro a la altura de la base, 60% el número de ramas y entre 15 y 30% 

en la acumulación de biomasa. El aumento de temperatura ocasionó el 

engrosamiento del tallo, efecto que fue más notorio al estar en combinación con 

estrés hídrico. Se encontró una amplia variación entre las poblaciones en el 

potencial de crecimiento y en la asignación de biomasa en respuesta a los factores 

de estrés. 

Prieto et al. 2004 evaluaron el efecto del estrés hídrico de la especie Pinus 

engelmanii Carr., producido en vivero y observaron que la tasa de crecimiento en 

las plantas sometidas a estrés hídrico se redujo significativamente con respecto a 

las plantas sin restricción de humedad, de 20.7% en altura a 1.3%, en diámetro del 

cuello de 69.4% a 9.8% y biomasa total, de 144.1% a 73.1%. 

Panelles et al. 2004 evaluaron el efecto de tres niveles de estrés hídrico sobre el 

potencial de desarrollo radical de Quercus ilex L. Los resultados mostraron que el 

potencial de crecimiento radical es afectado negativamente por cualquiera de los 

niveles de estrés hídrico aplicados (bajo, moderado y fuerte), independientemente 

del tiempo de acondicionamiento a la sequía. 

3.3. Asociaciones ectomicorrícas 

Los hongos ectomicorrícicos (HEM) son un componente dominante  de la 

comunidad microbiana en la rizósfera de árboles de zonas forestales templadas, 

pues se asocian benéficamente con las raíces finas de Gymnospermas y 

Angiospermas (Smith & Read 2000; Futai et al. 2008; Brundrett 2009). 
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Los árboles con asociaciones ectomicorrícicas típicas son dominantes en bosques 

de coníferas. En México, gran parte de estos bosques están conformados por 

miembros de la familia Pinaceae, dentro de la cual, destaca en abundancia el 

género Pinus.  Así mismo, se ha demostrado que un buen número de coníferas han 

sido hospederos de hongos ectomicorrícicos y generalmente, que las plantas que 

se asocian a este tipo de hongos son simbiontes obligadas (Brundrett 2002; 2009). 

Las raíces ectomicorrizadas se caracterizan por la presencia del manto, que es 

formado por un conjunto de hifas que se entretejen y recubren la superficie de la 

raíz; la red de Harting, que es constituida por hifas laberintiformes que penetran la 

raíz y se sitúan en los espacios intercelulares de la epidermis o el cortex; el micelio 

extraradical, conformado por un sistema de hifas que funcionan como conexiones 

esenciales hacia el suelo y los cuerpos fructíferos de los hongos ectomicorrícicos 

(Smith & Read 2000; Brundrett 2002) (Figura 2). 

Figura 2. Raíces ectomicorrizadas y estructuras microscópicas. i) (S) Raíces cortas 

ectomicorrizadas de Eucalyptus globulus con Cenococcum y micelio externo. ii) Puntas 
ectomicorrizadas de Pinus radiata y Amanita muscaria. iii) Hifas laberintiformes de la red de Harting 
en células epidérmicas elongadas (E) de Populus tremuloides. El manto (M), cortex (C). (Brundrett 
2002). 

 

Dada la naturaleza heterótrofa de los micobiontes, éstos obtienen compuestos de 

carbono derivados fotosintéticamente a partir del fitobionte. Por su parte los 



 30 

fitobiontes reciben una mayor cantidad de nutrimentos minerales y agua, ya que las 

micorrizas funcionan como extensiones radiculares (Smith & Read 2000; Perez-

Moreno & Read 2000).  

En tanto, las ectomicorrizas mejoran el estado fisiológico de los fitobiontes, pues 

aumentan su suministro de nutrientes y mejoran su absorción, mediante la 

ampliación del volumen del suelo accesible a los sistemas de raíces. Lo que resulta 

en mayor crecimiento y resistencia al estrés ambiental, entre otros beneficios no 

nutricionales como resistencia a patógenos, detoxificación del suelo de compuestos 

alelopáticos y metales pesados, así como prevención en la pérdida de nutrientes, 

especialmente cuando las raíces se encuentran inactivas. Todo, debido a los 

cambios en las relaciones de agua, los niveles de fitohormonas, la asimilación de 

carbono y la producción de metabolitos secundarios (Read 1991; Smith & Read 

2000; Brundrett 2002, Ramesh et al. 2004, Fricker et al. 2007; Futai et al. 2008).  

3.3.1. Implicaciones ecológicas 

A diferencia de las asociaciones micorrícicas arbusculares, en las que se han 

propuesto categorías de dependencia micorrícica, los hospederos de hongos 

ectomicorrícicos son incapaces de sobrevivir hasta la edad reproductiva en 

ausencia de éstos (Brundrett 2002). Pues aun cuando no se ha logrado dilucidar 

completamente la eficiencia de los hongos ectomicorrícicos en la toma de nutrientes 

efectivos para sus hospederos, ni su capacidad para desdoblar compuestos 

complejos como la lignina o la celulosa, se considera que los sistemas miceliares 

producidos por hongos ectomicorrícicos en el suelo desempeñan un papel clave en 

el ciclo de nutrientes en muchos ecosistemas y funcionan como la principal interface 



 31 

suelo-planta para sus hospederos, incluyendo muchos árboles forestales 

importantes (Read 1991; Pérez-Moreno & Read 1999; Smith & Read 2000; 

Brundrett 2002, Ramesh et al. 2004, Fricker et al. 2007).  

Se ha hipotetizado que los hongos HEM  juegan un papel muy importante en el 

acoplamiento de las plantas a la red alimentaria del suelo, pues constituyen el último 

paso en el ciclo de nutrientes del bosque las ectomicorrizas (Read 1991; Brundrett 

2002). Además autores proponen que pueden regular las relaciones de 

competencia vegetal, la composición, la diversidad de especies y la dinámica 

sucesional de algunas comunidades vegetales (Read 1991; Brundrett 2002; 

Ramesh 2004; Futai et al. 2008). 

3.3.2. Relaciones hídricas entre árboles y hongos ectomicorrícicos 

Ha sido mencionado que las asociaciones ectomicorrícicas modifican las relaciones 

hídricas de las plantas hospederas, proporcionándoles cierta resistencia al estrés 

por déficit hídrico. Se ha demostrado que el micelio externo de los hongos 

ectomicorrícicos transporta agua a la planta huésped proporcionando una vía de 

baja resistencia y quizás preferida para el transporte de agua (Duddridge et al. 1980; 

Plamboeck et al. 2007), lo que podría explicar  en parte la tolerancia al estrés hídrico 

y la mejora de la conductancia hidráulica de la raíz (Dixon et al. 1983; Muhsin & 

Zwiazek 2002).  

La inhibición de los efectos del déficit hídrico en las plantas por parte de las 

ectomicorrizas ha sido documentada. Se encontró que la colonización por HEM 

aumentaba la tolerancia a la sequía de las plántulas de Pseudotsuga menziesii 

(Kazantseva et al. 2010) al reducir los efectos fisiológicos sobre el huésped, 
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evidenciados por una mayor tasa fotosintética, crecimiento y fijación carbono, 

permitiendo también una recuperación más rápida después de la sequía (Parke et 

al. 1983). En un experimento de laboratorio, plántulas de Nothofagus dombeyi 

colonizadas por Pisolithus tinctorius y Descolea antarctica mostraron mayor 

contenido de agua relativa, menor estrés oxidativo y mayor actividad enzimática 

antioxidante que las plantas no micorrízicas (Alvarez et al. 2009). 

Así mismo, Gómez-Romero et al. (2015) observaron que aun cuando la sequía 

prolongada (riego cada 15 días) reduce el crecimiento en biomasa y longitud radical 

de plántulas de Pinus pseudostrobus inoculadas con Pisolithus tintorius y sin 

inoculación, el 30% de las plantas inoculadas sobrevivieron a la sequía, mientras 

todas las no inoculadas perecieron. Lo que sugiere que las micorrizas pueden 

beneficiar a la planta hospedera por su capacidad de proveer al menos los 

requerimientos mínimos para la sobrevivencia de las plantas durante episodios de 

sequía y su presencia puede ser crucial y marcar la diferencia entre la supervivencia 

o la muerte de la planta. 

Los mecanismos mediante los cuales los HEM pueden mejorar la absorción de agua 

en las plantas son: 1) a través de redes hifales de micelio externo que incrementa 

el área de exploración de la raíz y transportan agua que de otra forma no estaría 

disponible (Marjanovic & Nehls 2008), 2) Mantienen la estructura y aireación del 

suelo (Bogeat-Triboulot 2004) y 3) Modulan los requerimientos hídricos, puesto que 

al mejorar la nutrición reducen su demanda por transpiración (Bogeat-Triboulot 

2004).  
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El aumento en la absorción de agua por las hifas no puede manifestarse cuando el 

suelo está cerca de la saturación y los poros grandes se llenan de agua, ya que las 

raíces también están en contacto con el agua. Pero a medida que el suelo se seca 

y el agua se retiene sólo en los poros a los que las hifas tienen acceso y las raíces 

no, la función de captación de agua de las hifas se vuelve más significativa para la 

supervivencia de la planta (Allen 2007). Así mismo, el contacto mejorado entre hifas 

y partículas del suelo aumenta el potencial de absorción de agua micorrícica (Boyd 

1986). 

Sin embargo, autores afirman la posibilidad de que los aumentos observados en 

flujo de agua de la raíz en plantas micorrizadas pudieran ser debidos a los efectos 

nutricionales o metabólicos de éstas asociaciones en la actividad de los canales de 

agua de la raíz (Muhsin & Zwiazek 2002). 

En este sentido, las micorrizas favorecen cambios morfológicos en la planta, que 

podrían aminorar las condiciones de estrés ambiental, como la limitación de agua y 

nutrimientos (Davies et al. 1996). Según Barker et al. (1998) la anatomía de las 

raíces, tanto el alargamiento de las células corticales como las convoluciones del 

tejido fúngico dentro de las raíces ayuda a aumentar la superficie para la 

transferencia de agua y solutos. Así mismo, se ha afirmado que la geometría de las 

raíces influye en la entrada de agua y reduce el potencial hídrico de las hojas de 

plantas micorrizadas debido a que la superficie exterior es mayor en comparación 

con el área que cubre la banda de caspari (Sands & Theodorou 1978 En: Letho & 

Zwiazek 2011). 
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Las diferencias en la respuesta de las plantas para mejorar sus relaciones hídricas 

por efecto de las micorrizas, dependen de las especies de HEM asociados a sus 

raíces. Debido a diversas propiedades morfológicas y anatómicas particulares de 

cada especie de HEM afectan diferencialmente la absorción de agua en las plantas 

(Parke et al. 1983; Agerer 2001; Plamboeck et al. 2007). Por lo que en ocasiones, 

el HEM es capaz de compensar los efectos negativos del estrés hídrico debido al 

reconocimiento o compatibilidad que se da entre especies hospedero-huésped 

(Morte et al. 2001). 

La captación de agua y la capacidad de transporte entre hongos micorrícicos y 

plantas huésped pueden estar relacionadas no sólo con el grado de colonización de 

las raíces, sino también con el desarrollo de las hifas en el suelo, es decir, con la 

capacidad de diferentes HEM para producir estructuras de exploración, que pueden 

diferir tanto estructural como funcionalmente (Agerer 2001). Estas diferencias 

pueden afectar la capacidad de diferentes hongos para transportar y suministrar 

agua a las plantas receptoras. 

Agerer (2001) clasificó diversos "tipos de exploración" (Figura 3) de HEM de 

acuerdo a su distribución y diferenciación del micelio externo, cada uno de los 

cuales podría representar una estrategia de forrajeo distinta;1) de contacto, 

representado por ectomicorrizas con un manto liso y sólo unas cuantas hifas 

emanantes, donde las puntas ectomicorrícicas están en estrecho contacto con los 

sustratos circundantes y las hifas emanantes, presente en los géneros Balsamia, 

Chroogomphus, Lactarius pte., Leucangium, Russula p. pte, Tomentella p. pte. y 

especies de Tuber; 2) de corta distancia, caracterizadas por una envoltura 
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voluminosa de hifas emanantes, sin rizomorfos, presente en Cenococcum, Genea, 

Humaria, Sphaerosporella, Sphaerozone, Tricharina, Byssocorticium, Descolea, 

Hebeloma, Inocybe, Rozites, Tomentella p. Pte y Tylospora; 3) de media distancia; 

forman rizomorfos y se pueden dividir en tres subtipos con respecto a las 

características de sus rizomorfos: a) “subtipo fringe”  hongos que forman rizomorfos 

“peludos” que se ramifican e interconectan repetidamente, forman hifas o hebras 

miceliares con contacto prolongado con el suelo, se presenta en los géneros 

Amphinema, Dermocybe, Cortinarius, Entoloma, Lyophyllum, Piloderma y 

Tricholoma p. Pte; b) “subtipo mat” estos hongos forman tramas de las hebras 

miceliares con cierta especialización que pueden ocupar grandes áreas, aunque las 

micorrizas individuales ocupan rangos limitados de exploración y poseen rizomorfos 

indiferenciados, los géneros conocidos son Bankera, Boletopsis, Gautieria, 

Geastrum, Gomphus, Hydnellum, Hysterangium, Phellodon, Piloderma, Ramaria y 

Sarcodon c) “subtipo smooth” con rizomorfos interiormente indiferenciados, o poco 

diferenciados, con un núcleo central de hifas gruesas y un manto bastante liso con 

casi ninguna o sólo unas cuantas hifas emanantes, con rizomorfos de tipo B, C, D y 

excepcionalmente de tipo E (según Agerer 1988), este subtipo se presenta en al 

menos algunas especies de Albatrellus, Amanita, Gomphidius, Lactarius p. pte., 

Polyporoletus, Thaxterogaster, Thelephora, Tomentella p. pte, y Tricholoma p. pte ; 

4) de larga distancia, se caracteriza por ectomicorrizas suaves con pocos 

rizomorfos muy diferenciados de tipo F (según Agerer 1991) con mayor rango de 

longitud, se propaga en el suelo hasta varios decímetros, se presentan los géneros 

Boletus, Chamonixia, Gyrodon, Gyroporus, Leccinum, Paxillus, Pisolithus, 

Rhizopogon, Escleroderma, Suillus, Tricholoma p. pte, Tylopilus y Xerocomus; y 5) 
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Pick-a-back, forman ectomicorrizas típicas de exploración de contacto o 

exploración de distancia media y subtipo suave, este tipo de exploración es típico 

de la la familia Gomphidiaceae, aunque las especies de Gomphidius y 

Chroogomphus forman ectomicorrizas típicas que pueden crecer dentro de 

rizomorfos y/o mantos de Suillus y Rhizopogon. Los HEM que presentan este tipo 

de exploración pueden formar ectendomicorrizas produciendo haustorios en las 

células corticales de la raíz, en asociación con otras ectomicorrizas y tienden a 

formar rizomorfos tipo D (según Agerer 1991). 

Figura. 3 Dibujos esquemáticos de diferentes estrategias de exploración, representadas por cortes 
transversales de ectomicorrizas y el micelio extramatrical. 1) Exploración de contacto, 2) 
exploraciones de corta distancia, 3) a, b exploración de franjas de media distancia y exploración de 
mediana distancia, exploración de 3c de media distancia, 4 exploraciones de larga distancia, 5 
exploraciones de pick-a-back, mostradas como micorrizas y Como hifas del suelo en contacto e 
intrusión en rhizomorphs y ectomycorrhizae de una exploración de larga distancia tipo 
ectomycorrhiza. Todas las figuras son a escala (Rh rhizomorph, - rhizomorph que carece, A-F 
organización tipos de rhizomorphs según Agerer 1987-1998, 1991a) (En: Agerer 2001). 
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Dada la amplia gama de posibles estrategias de exploración existente en 

ectomicorrizas, podría ser funcionalmente relevante el grado de diferenciación o 

especialización estructural de los micelios y rizomorfos producidos por las diversas 

especies de HEM asociadas a las plantas. Parece haber una relación entre la 

distancia y la diferenciación interna de los rizomorfos, siendo los más lejanos al 

manto, los más diferenciados (Raidl 1997). 

En este sentido, se ha observado que algunas ectomicorrizas pueden utilizar más 

de una estrategia de exploración. En un extremo, la superficie del manto o algunas 

hifas cortas proporcionan exploración de contacto con el sustrato, mientras en otro 

extremo se producen rizomorfos altamente especializados de tipo F (Agerer 1988, 

1991d; Brand 1989; Brownlee et al. 1983), constituidos de hifas que asemejan un 

haz vascular, con septos parcial o complemente disueltos, de manera que 

disminuye la resistencia al flujo de solución como en los elementos de los vasos de 

angiospermas, lo que podría implicar eficiencia para la exploración a larga distancia, 

como se ha observado en Suillus bovinus (Brownlee et al. 1983). 

Independientemente del tipo de exploración utilizado por las ectomicorrizas, las 

hifas más alejadas son mucho más delgadas que las demás hifas miceliares y 

generalmente se encuentran adheridas a las partículas de suelo (Raild 1997), 

parecen ser hidrofílicas (Unestam & Sun 1995; Raidl 1997) y muy probablemente 

son las responsables de la toma de agua y nutrientes (Cairney & Burke 1996). 

Mientras que las hifas cercanas al manto  y las rizomórficas son relativamente 

hidrófobas (Unestam & Sun 1995), por lo que los rizomorfos permiten que hifas 

hidrofílicas especializadas tomen el agua desde sitios más alejados. 
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La distribución de la biomasa de hifas es diferente en cada tipo de exploración 

realizado. Se ha sugerido que la toma y transporte de sustancias se realiza 

exclusivamente por micelio distribuido en el suelo, especialmente por las partes más 

lejanas de las hifas rizomórficas (Raidl 1997; Unestam & Sun 1995), mientras que 

el manto funciona como un bloqueo hacia el exterior dedicado únicamente al 

almacenamiento e intercambio entre los simbiontes. En el caso de la exploración de 

contacto, las hifas se concentran en el manto, siendo evidente durante la formación 

de las ectomicorrizas, ya que todo tipo de exploración comienza su desarrollo 

(establecimiento)  con exploración a corta distancia, (Raidl 1997; Smith & Read 

2000). 

Agerer et al. (2000) encontraron que especies de los géneros Lactarius y Russula 

poseen mayor capacidad para producir fenoloxidasas extracelulares. Dado que la 

mayoría de las especies de Lactarius y Russula exploran el sustrato por contacto 

con hifas hidrofílicas, la capacidad de degradar la lignina debería aumentar su 

acceso al Nitrógeno por degradación de sustancias fenólicas (Kuiters 1990), 

compensando así, su incapacidad para explorar grandes volúmenes de suelo, por 

el contrario, las ectomicorrizas con estrategia de exploración a larga distancia son 

hidrófobas en sus partes cercanas y su adquisición de nutrientes parece estar 

limitada a las hifas de exploración o adhesión al sustrato, compensando su 

incapacidad para degradar la lignina cubriendo una mayor área superficial y un 

mayor rango de dispersión. 

El beneficio de las ectomicorrizas depende tanto de la humedad del suelo como de 

los gradientes de humedad que ocurren en función de la precipitación, la 
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evaporación, la conductividad del agua edáfica y la competencia por el recurso 

hídrico (Letho & Zwiazek 2010). Así mismo,  la ectomicorriza puede afectar tanto la 

ruta del agua que se encuentra en el suelo y se dirige a la superficie de absorción 

de las raíces como la ruta del agua que ha entrado a la raíz micorrizada (Letho & 

Zwiazek 2010). 

3.3.2.1. La ruta del agua en las raíces micorrizadas 

Una vez que el agua ha entrado a la raíz, debe pasar por los tejidos epidérmicos y 

corticales antes de llegar al xilema. Este flujo radial de agua puede seguir 1) la vía 

apoplástica fuera de los protoplastos, a través de las paredes celulares y los 

espacios intercelulares, o 2) la vía célula a célula; el transporte de agua de célula 

a célula puede tener lugar a través de a) la vía simplástica, usando conexiones 

plasmodesmáticas o b) la vía transmembranal, a través de las membranas 

plasmáticas (Steudle y Peterson 1998).  

El transporte de agua desde el suelo hasta la estela de la raíz puede ocurrir por 

cualquiera de las rutas descritas anteriormente. Tanto en hongos ectomicorrícicos 

y micorrizas, como en el tejido de la raíz, las vías posibles son apoplástica y célula 

a célula. 

Duddridge et al. (1980) concluyeron que el transporte de agua a través del micelio 

ocurre por vía apoplástica, y Muhsin & Zwiazek (2002) atribuyeron el aumento de la 

conductancia hidráulica de las raíces de olmo americano ectomicorrizado al 

transporte por vía apoplástica y no a la vía célula a célula.  
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Se ha inferido que las propiedades hidrófobas e hidrófilas de las paredes celulares 

de los HEM pueden modificar las propiedades de transporte hídrico de los micelios 

externos (Unestam 1991, Unestam y Sun 1995) y que los hongos hidrófilos, como 

muchas especies de Laccaria, Lactarius, Russula y Hebeloma, pueden transportar 

agua en el apoplasto de la hifa. Por el contrario, los hongos hidrófobos, como 

Paxillus involutus y especies de Suillus, forman líneas miceliales complejas para 

transportar el agua en el simplasto (Letho & Zwiazek 2010).  

La aportación de las rutas de transporte de agua puede variar en el cortex radical 

(Steudle y Peterson 1998), puesto que la conductancia del apoplasto depende en 

gran medida de la conductancia en las paredes celulares, y sus propiedades son 

modificadas por la presencia de las hifas colonizadoras en las raíces micorrizadas. 

Si bien, las diferencias en el grado de modificación de las paredes celulares 

vegetales y fúngicas dependen del tipo de la simbiosis (Smith y Read 1997), al 

menos en algunos casos el espacio intercelular en la red de Hartig no consiste en 

distintas paredes celulares vegetales y fúngicas, sino  en una matriz comunal 

(Nylund 1987). 

Teniendo en cuenta estas modificaciones, el movimiento simplástico dentro de las 

hifas puede proveer una ruta adicional  para el movimiento del agua en el cortex de 

las raíces colonizadas (Reid 1979). Sin embargo, el agua debe moverse antes en el 

simplasto de las hifas externas individuales que absorben agua del suelo y éstas, 

no necesariamente son de mayor conductancia al agua que el suelo (Weatherley 

1982). Por tanto, la ruta simplástica del agua a través del cortex podría presentar 

más resistencia en las micorrizas, ya que el agua tendría que atravesar la 
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membrana hifal, además de las membranas de las células corticales, puesto que no 

hay conexión simplástica entre células fúngicas y vegetales (Letho & Zwiazek 2010). 

Ésta vía de transporte sería de menor conductancia si se compara con el agua que 

se mueve en el apoplasto o simplasto de las células radicales.  

En este sentido, Marjanović et al. (2005) demostraron una relación entre el aumento 

de la conductividad hidráulica de las raíces de plántulas de álamo híbrido 

ectomicorrizadas con Amanita muscaria y el aumento en la expresión de 

acuaporinas de la raíz, lo que sugiere que la función de las acuaporinas podrían 

modificar la permeabilidad de la membrana y las micorrizas a su vez, podrían alterar 

la vía célula a célula a través de los efectos sobre la expresión de las acuaporinas 

de la planta (Lee et al. 2010). Siendo más importante  (al menos en algunos casos) 

la señalización química producida por la colonización del HEM en la planta la que 

incide en la conductividad hidráulica de las raíces que la penetración de las hifas en  

la corteza radicular (Letho & Zwiazek 2010).  

3.3.3. Hongos ectomicorrícicos 

Actualmente, se estima que existen al menos 5500 especies de hongos 

ectomicorrícicos en el mundo, de los cuales, la gran mayoría son basidiomicetes y 

ascomicetes (Smith & Read 2000; Brundrett 2002; Futai et al. 2008). Se distribuyen 

principalmente en bosques boreales, alpinos y templados (Read & Smith 2000; 

Brundrett 2002). En México, son abundantes en masas forestales de Pinus y Abies 

(Brundrett 2002; Rzedowski 1978). 

Los hongos que forman asociaciones ectomicorrícicas son macromicetes; un grupo 

artificial de organismos (de los Phylla Basidiomycota y Ascomycota), cuya 
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característica distintiva es el desarrollo de aparatos esporíferos y/o cuerpos 

fructíferos macroscópicos (Jiménez 1998). Son hongos miceliares que presentan 

una fase somática, con potencial de crecimiento y diferenciación. El micelio coloniza 

el sustrato y lo degrada, absorbiendo y acumulando los nutrimentos necesarios para 

su crecimiento y para el posterior desarrollo de los nuevos cuerpos fructíferos 

(Jiménez 1988; Herrera y Ulloa 2003). 

3.3.3.1. Lactarius deliciosus (Fr.) S. F. Gray var. deliciosus 

Píleo de 5-14 cm de ancho, en un principio ampliamente convexo con un disco 

deprimido, margen muy enrollado, densamente pruinoso pero desnudo, con la edad. 

Píleo ampliamente infundibuliforme y el margen ondulado. Superficie viscosa 

cuando húmeda, carne rojiza pruina y por debajo delicadamente reticulada. De lo 

contrario, desnudo, los colores naranja aleonado y/o tonos vináceos de color marrón 

con salmón pruinoso, manchas cerca del margen, generalmente verdes, a veces 

fusionadas de 1 - 3 mm de ancho, en ocasiones un poco de glaseado de cuero 

marrón. Contexto rígido al principio, después frágil, crema-amarillo (en píleo) con un 

ligero olor a fruta. Láminas muy juntas, adnadas - decurrentes, estrechas y de color 

amarillo – naranja pálido, sin brillo verde en la herida. Estípite. 3 - 7 cm de largo X 

±1 - 2.5 cm de espesor, hueco y quebradizo, micelio blanco en la base, claramente 

pruinoso, a menudo escrabiculado oscuro-glaseado, claramente hundido, más 

pálido en el ápice, verde manchado con moderación. Esporada de color crema 

brillante, en un primer momento con un tono carne. Esporas 7-9 X 6-7 μ, con 

verrugas diminutas, y las bandas que forman un retículo parcial. Hábitat y 
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distribución. En bosque de coníferas, especialmente pinos, a finales de verano y 

otoño, en Europa (Hesler & Smith 1979). 

La taxonomía de la especie es poco clara, pues se han descrito un buen número de 

variedades, sin poder llegar a una descripción general, sin embargo, tanto en 

Europa como en Norte América se sigue nombrando como Lactarius deliciosus var. 

deliciosus. y/o Lactarius deliciosus sensu lato (Hesler & Smith 1979) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Nanotubos de Carbono (CNTs) 

El carbono puro puede encontrarse en la naturaleza en formas distintas; las más 

comunes son el carbono amorfo y el carbono cristalino (Popov & Lambin 2006). En 

el grafito, los átomos de carbono se acomodan formando capas apiladas, en las que 

cada átomo está rodeado por otros tres en un arreglo en forma de panal de abejas. 

Una sola capa de grafito es muy estable, fuerte y flexible, pero entre capa y capa la 

adhesión es muy débil. (Popov & Lambin 2006; Takeuchi 2009). Por otro lado, el 

Figura 4. Carpóforo de Lactarius deliciosus. 
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arreglo molecular del carbono amorfo es muy parecida al grafito, pero no llega a 

adoptar una estructura cristalina perfecta.  

Los nanotubos de carbono son estructuras cilíndricas de carbono cristalino, con 

diámetros nanométricos formadas al enrollar una lámina de grafito llamada grafeno. 

El grafeno es considerado el material más fuerte jamás estudiado, de manera que 

los nanotubos de carbono son sumamente resistentes y flexibles (Takeuchi 2009).  

Actualmente, debido a las características físicas y químicas únicas de los nanotubos 

de carbono, se ha extendido su aplicación en diferentes campos de la industria y la 

ciencia; como la óptica, la electrónica, las ciencias materiales, la biología y la 

medicina (Trojanowicz 2006). En el ámbito biomédico, los nanotubos de carbono 

han sido ampliamente utilizados como biosensores, en el reconocimiento de 

antígenos y de reacciones enzimáticas, como vehículos de fármacos y de 

administración de vacunas (Trojanowicz 2006; Lui et al. 2013). 

La expansión en su uso, ha originado un debate sobre el efecto tóxico de los 

nanotubos de carbono en los sistemas biológicos. Algunas investigaciones han 

informado de efectos tóxicos en varios tipos de células a la exposición tanto de 

nanotubos de carbono de pared simple (SWCNTs) como nanotubos de carbono de 

pared múltiple (MWCNTs), mientras que otros muestran respuestas celulares bajas 

o insignificantes (Chen et al. 2007; Zhao et al. 2008). Esta inconsistencia podría 

explicarse por muchos factores que pueden influir en la toxicidad de CNTs, como la 

carga de la superficie y la modificación, forma, longitud, aglomeración, o número de 

capas y la concentración (Lui et al. 2013).  
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Sin embargo, los recientes descubrimientos sobre los efectos únicos de materiales 

nanométricos en la célula vegetal y en toda la planta, ha promovido un aumento del 

uso de nanomateriales en biotecnología vegetal, manejo de cultivos, producción de 

plantas para uso no alimentario, y la industria de los biocombustibles 

(Khodakovskaya et al. 2013). 

3.4.1. Efecto de los nanotubos de carbono en el crecimiento vegetal 

Algunos autores han reportado efectos benéficos dramáticos de los CNTs en la 

germinación y el crecimiento vegetal.  

En semillas y plantas de tomate estériles en medio MS suplementado con  

concentraciones de 10, 20 y 40 µg/mL de  MWCNTs, Khodakovskaya et al. (2009). 

concluyeron que los MWCNTs aceleran el proceso de germinación de la semilla y 

acortan significativamente el tiempo de germinación. Las semillas se crecieron en 

el medio a las mismas concentraciones y mostraron un dramático aumento de 2.5 

veces en la biomasa, en comparación plantas cultivadas sin MWCNTs.  

En el caso de semillas y plantas de mostaza (Brassica juncea) que se expusieron a 

varias concentraciones de MWCNTs en estado oxidado y no oxidado, observaron 

que los MWCNTs activan la maquinaria de absorción de agua en los tejidos 

radicales y que fomentan la germinación, la acumulación de peso seco y la longitud 

tanto en la raíz como en el tallo a concentraciones de O-MWCNTs 2.3X10‾3 mg/mL 

y MWCNTs 23X10‾3 mg/mL, sobre todo cuando los nanotubos se oxidaron. 

Además, que los MWCNTs y O-MWCNTs penetran las semillas y las células de la 

raíz  y que pueden ser transportados a través del cilindro vascular de las plantas de 

mostaza (Modal et al. 2011).  
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Mientras que cultivando células de plantas de tabaco en medio MS adicionadas con 

diferentes concentraciones de MWCNTs (0.1, 5, 100, y 500 µg/ml) durante un mes,  

Khodakovskaya et al. (2012), observaron que el crecimiento celular y la biomasa 

fresca y seca de las células cultivadas con MWCNTS aumentó significativamente 

con respecto al control.  

Asimismo, los MWCNTs mostraron efectos beneficiosos en pláuntulas de trigo 

cuando las semillas fueron germinadas en solución de O-MWCNTs. A 

concentraciones de 40, 80, y 160 µg/mL los O-MWCNTs fomentan 

significativamente el crecimiento radical y la biomasa en plántulas de 7 días. 

También, la actividad de la deshidrogenasa y la elongación radical de las plántulas 

expuestas a 80 µg/mL de O-MWCNTs aumentó significativamente (1.4 veces) con 

respecto al control (Wang et al.  2012). 

Smirnova et al. (2012) estudiaron el efecto de un carbón industrial constituido por 

MWCNTs sobre el crecimiento de la leguminosa Onobrychis arenaria y concluyeron 

que a concentraciones de 100 µg/mL y 1,000µg/mL se estimula significativamente 

el crecimiento de raíces y  tallos; incrementando en estos tejidos la actividad de la 

preoxidasa. También encontraron  MWCNTs en los tejidos, lo que sugiere que  los 

MWCNTs son capaces de penetrar las paredes celulares, acumularse en las raíces 

y translocarse a las hojas.  

Khodakovskaya et al. (2013), también observaron efectos benéficos de los 

MWCNTs, sobre plantas de tomate cultivadas en suelo, así como la translocación 

de MWCNTs hacia otros tejidos vegetales, como flores y frutos. Las plantas 

adicionadas con MWCNTs a concentraciones de 50 y 200 µg/mL tuvieron 
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significativamente mayor crecimiento en altura, número de flores y frutos con 

respecto al control sin MWCNTs. 

Varios autores han demostrado experimentalmente que los nanotubos de carbono 

promueven el crecimiento y desarrollo vegetal, además de que pueden ser 

absorbidos por la raíz de las plantas y traslocados a estructuras de la parte aérea. 

Sin embargo, el mecanismo por el que los nanotubos promueven cambios 

fisiológicos en las plantas y logran penetrar paredes y membranas celulares ha sido 

poco estudiado.  Aunque la capacidad de las nanopartículas para generar estos 

cambios fisiológicos y penetrar en las células vegetales ha generado interés en su 

uso para producción de plantas de uso no alimentario y en la posibilidad de utilizar 

nanopartículas como transportadores inteligentes para la entrega de tratamientos 

(Liu et al. 2009). 

3.4.2. CNTs en los mecanismos celulares 

Se han observado experimentalmente que tipos específicos de nanopartículas en 

dosis bajas son capaces de activar los procesos fisiológicos de las plantas. Por 

ejemplo, de mejorar el crecimiento a través de la activación de la fotosíntesis 

(Fengquing et al. 2006), promoción del crecimiento de raíces (Lin & Xing 2007) y 

afectar la expresión de genes que son esenciales para la división celular y el 

desarrollo de la planta, así como activar la expresión de acuaporinas en plántulas 

de tomate cultivadas en medio de agar estéril suplementado con nanotubos de 

carbono (Villagarcia et al. 2012).  

El mecanismo de cómo los nanotubos pueden desencadenar la expresión de genes 

específicos está lejos de dilucidarse y requiere nuevas experimentaciones, teniendo 
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en cuenta el origen, tamaño, forma y otras propiedades de los nanotubos de 

carbono que pudieran modificar los efectos biológicos de tales materiales. Sin 

embargo, existen hipótesis sobre el mecanismo de penetración de los nanotubos de 

carbono en las células, su destino dentro de ellas y algunas implicaciones de su 

transporte y translocación a otras partes de la planta. 

Liu et al. (2009) expusieron células intactas de Nicotiana tabacum cultivadas en 

medio de cultivo a nanotubos de carbono de pared simple menores a 500 nm y 

marcados con colorante FICT para probar que los nanotubos de carbono de pared 

simple tienen la capacidad de penetrar la pared y membrana celular. Después de 

incubar los cultivos celulares, observaron mediante microscopía de fuerza atómica 

y microscopía confocal aglomeraciones de nanotubos de carbono de pared simple 

en el interior de las células. Y demostraron que los nanotubos de carbono de pared 

simple penetran la pared celular y logran entrar por endocitosis a la célula, para 

posteriormente, ser distribuidos a través de la célula por las cargas de las moléculas 

adheridas a éstos. Sin embargo, no logran explicar cómo entran a través de la pared 

celular. 

Posteriormente, Serag et al. (2011) Intentaron nuevamente explicar el mecanismo 

de internalización de nanotubos de carbono de pared múltiple (MWCNTs) e informar 

sobre su distribución subcelular. Para ello, utilizaron cultivos de propotoplastos de 

Catharanthus roseus, a los que adicionaron MWCNTs (de entre 50 - 500 nm de 

longitud y 20 – 30 nm de diámetro) marcados con fluoresceinaisotocinato y para 

posteriormente incubar los protoplastos durante tres horas. Después de la 

incubación, observaron que la mayoría mostraban MWCNTs flourescentes y que la 
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flourescencia aumentaba conforme aumentaba la concentración de MWCNTs. Así 

se demostró que los MWCNTs son capaces de penetrar la membrana plasmática y 

entrar en los protoplastos. Para determinar el mecanismo de entrada, tiñeron la 

membrana endosomal con un buen marcador para endocitosis (FM4-64) y se 

observó que pocos endosomas mostraron agregados de MWCNTs flourescentes, 

por lo que proponen que los MWCNTs entran pasivamente a través de la membrana 

plasmática, sin ser atrapados por los orgánulos endosomales. Por otra parte, los 

MWCNTs se dirigieron a vacuolas, plastidios y núcleo, por lo que no se encontraron 

en organelos asociados a endocitosis. En la Figura 5, se muestra el mecanismo de 

internalización de MWCNTs a través de la membrana plasmática y su distribución 

subcelular. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Modelo para la captación celular y la distribución de MWCNTs en protoplastos de C. roseus. La 

presencia de MWCNTs nanoagregados aumenta la tonicidad del medio celular. La célula responde al 

retrasar el ciclo de endocitosis dando una oportunidad para que los nanotubos individuales de longitudes 

variables penetren la membrana celular y no entren al ciclo endosomal. Tubos individuales situados en 

las estructuras endosomales se atribuyen a la penetración directa de sus membranas. MWCNTs < 100 

nm se localizan predominantemente en el núcleo, plástidos y vacuolas, con más de tiempo de 

incubación, los MW-F se puede encontrar en todos los orgánulos celulares (Tomado de Serag et al. 

2011). 



 50 

En el mismo sentido, Tripathi et al. (2010) expusieron semillas de garbanzo a 

soluciones de 0, 100 y 200 µL de MWCNTs sintetizados a partir de semillas de 

mostaza y observaron que las semillas de garbanzo expuestas a 100 y 200 µL 

tuvieron mayor crecimiento y ramificación en tallo y raíz que los controles. A su vez, 

las plantas expuestas a MWCNTs lograron absorber mayor cantidad de agua. A 

partir de estos resultados, observaron mediante microscopía electrónica de barrido 

y microscopía electrónica de transmisión que los MWCNTs tienen la capacidad de 

penetrar la pared y membrana celular de la raíz de garbanzo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez dentro, los MWCNTs se apilan longitudinalmente uno sobre otro hasta 

formar tubos largos que entran en el interior del lumen, formando nuevos capilares 

Figura 6. Diagramas esquemáticos de alineación de MWCNTs raíces en el interior. (Tomado de Tripathi et al. 

2010). 
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que aumentan la absorción de agua y el flujo natural de la planta. Concluyen, que 

el agua no sólo ocupa estos canales para agua, sino que podrían acelerar el 

transporte molecular a través del xilema. En la Figura 6, se presenta el mecanismo 

de alineación de los MWCNTs en la raíz. 

3.4.3. MWCNTs producidos a partir de materiales vegetales 

A través de varias investigaciones se han logrado sintetizar nanotubos de carbono 

de pared múltiple utilizando materiales vegetales, como fibra de madera y semillas 

de mostaza, procesada  a bajas temperaturas (240 °C), así como oxidación continúa 

y cíclica (Goodell et al. 2008; Tripathi et al. 2010) . Los nanotubos producidos a 

través de estos procesos fueron caracterizados y su diámetro interior fue de 

aproximadamente 4-5 nm, su diámetro exterior varió de 10 nm a 20 nm (Goodell et 

al 2008; Xie et al. 2009; Tripathi et al. 2010; Lara-Romero et al. 2011).  

4. HIPÓTESIS 

Bajo condiciones de estrés hídrico, la adición de Lactarius deliciosus y Nanotubos 

de Carbono de pared múltiple (MWCNTs) a plantas de Pinus patula de diferentes 

procedencias altitudinales, presentará un efecto positivo incrementando la biomasa 

y sobrevivencia de las plantas expuestas a dosis alta de nanotubos de carbono y 

procedencias de menor altitud. 

5. OBJETIVO GENERAL 

Determinar la sobrevivencia, crecimiento y biomasa en plántulas de Pinus patula de 

distintas procedencias, sometidas a estrés hídrico y adicionadas con nanotubos de 
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carbono de pared múltiple (MWNCTs) e inóculo de Lactarius deliciosus, solos y/o 

en interacción. 

5.1. Objetivos particulares 

 Evaluar la contribución de Lactarius deliciosus y Nanotubos de Carbono 

(MWCNTs), solos o en interacción sobre la supervivencia, crecimiento, biomasa 

y colonización en plantas de Pinus patula bajo condiciones de capacidad de 

campo y de estrés hídrico. 

 Conocer el efecto de la interacción Lactarius deliciosus y Nanotubos de Carbono 

(MWCNTs) en dos concentraciones, en plantas de Pinus patula. 

 Comparar la respuesta ecofisiológica de Pinus patula de tres diferentes 

condiciones altitudinales, inoculadas con Lactarius deliciosus y adicionadas con 

Nanotubos de Carbono. 

 Determinar en plántulas de Pinus patula el estatus de los componentes en 

interacción en el sistema. 

6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1. Diseño experimental 

El diseño experimental se ajustó a un modelo de bloques al azar con parcelas 

divididas y diseño factorial, en donde se establecieron 20 plantas por tratamiento y 

12 tratamientos por procedencia. Los tratamientos consistieron en la inoculación del 

HEM Lactarius deliciosus y la adición de dos diferentes concentraciones de 

nanotubos de carbono, solos y en interacción. Seis de los tratamientos se 

mantuvieron bajo condiciones de estrés hídrico. Dos de los tratamientos se 

mantuvieron sin inocular y uno de ellos se utilizó como control absoluto (Tabla 1). 
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El ensayo permaneció 10 meses en condiciones de casa de sombra en el Centro 

de Investigaciones en Ecosistemas (Cieco), UNAM, campus Morelia. 

Tabla 1. Combinaciones de Nanotubos de carbono, hongo ectomicorrícico  y niveles de 
humedad para el establecimiento de los tratamientos (CC1: sin estrés hídrico, CC0: estrés 
hírico). 

TRATAMIENTOS Condiciones de riego 

1 Pinus patula 

CC1 

2 P. patula + MWCNT30 

3 P. patula + MWCNT60 

4 P. patula + Lactarius deliciosus 

5 P. patula + MWCNT30+Lactarius deliciosus 

6 P. patula + MWCNT60+Lactarius deliciosus 

7 Pinus patula 

CC0 

8 P. patula + MWCNT30 

9 P. patula + MWCNT60 

10 P. patula + Lactarius deliciosus 

11 P. patula + MWCNT30+Lactarius deliciosus 

12 P. patula + MWCNT60+Lactarius deliciosus 

 

6.2. Montaje del experimento 

6.2.1. Obtención y preparación del inóculo 

Los cuerpos fructíferos de la especie Lactarius deliciosus fueron colectados en las 

plantaciones forestales y bosques de Yoricostio, Mpio. de Tacámbaro, Michoacán 

por la Asociación de Recolectores de Hongos de Yoricostio, la Villita S. C. de R. L. 

Con base en que la mayor concentración de esporas se encuentra en las láminas, 

se cortó el estípite de los carpóforos y se conservaron exclusivamente los píleos, 
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los cuáles se refrigeraron a 4° C. Los píelos se colocaron en un deshidratador 

eléctrico para su deshidratación a 35° C, ya que a mayor temperatura las esporas 

pierden su viabilidad (Brundrett et al. 1996). Finalmente, los píleos deshidratados 

de cada especie se molieron en un molino para tejidos vegetales Thomas Scientific  

Modelo 800-345.2100 y el inóculo final obtenido se almacenó en tubos falcon de 80 

mL a una temperatura de 4° C (Figura 7). 

 

Para determinar la concentración de esporas del inóculo, se diluyó 1g de inóculo en 

1 L de agua destilada. Posteriormente, se cuantificó el número de esporas  

presentes en 20µL, por medio de un lente de 40x de un microscopio LEICA DM750. 

El porcentaje de viabilidad de esporas se determinó mediante la técnica de Levitz y 

Diamond. (1985), con sales de tetrazolium. De esta manera, se estableció la dilución 

necesaria para la inoculación de las plantas con esporas viables (Figura 8). 

 

 

 

 

Figura 7. Deshidratación, molido y almacenamiento de carpóforos de Lactarius deliciosus. 

Figura 8. Esporas de Lactarius deliciosus teñidas con sales de tretrazolium. (v) viables e (-v) 

inviables (40 x). 
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6.2.2. Desinfección y germinación de semillas  

Las semillas de Pinus patula colectadas en el estado de Oaxaca, México. Fueron 

desinfectadas en una solución de Hipoclorito de sodio (NaClO) al 20% durante 30 

minutos en agitación, posteriormente, se enjuagaron con agua destilada estéril 

durante 10 minutos y se colocaron en cajas de Petri sobre papel filtro húmedo para 

su estratificación durante 15 días a 4°C (Viveros 2009). Pasados los 15 días de 

estratificación, las cajas de Petri con las semillas fueron  trasladadas a una cámara 

de crecimiento Lumistell ICP-18, para su germinación. Se mantuvieron a 22 ± 1 °C 

con un fotoperiodo de 12 hr luz/12 hr  oscuridad. Las semillas pre-germinadas fueron 

sembradas en semilleros con sustrato estéril de turba y agrolita en proporción 1:1. 

Se mantuvieron en los semilleros hasta el montaje del experimento (Figura 9) 

 

 

 

6.2.3. Siembra e inoculación 

Las plántulas fueron trasplantadas a tubetes de polietileno con capacidad para 1L 

de suelo de polvilla regado a capacidad de campo (Figura 10). Las plantas se 

inocularon 30 días después del trasplante directamente sobre la raíz y a manera de 

Figura 9. Semillas de Pinus patula en pregerminación en caja de Petri, para su posterior 

trasplante a semilleros de polietileno en sustrato turba-agrolita 1:1. 
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riego, se inocularon con 1x10E6 esporas por planta. Las plantas permanecieron en 

condiciones de casa de sombra durante 10 meses posteriores a la inoculación y 

fueron cosechadas para su evaluación durante el mes de diciembre del 2015. 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2.4. Adición de MWCNTs 

Quince días después de la siembra se adicionaron los nanotubos de carbono de 

pared múltiple a los 8 tratamientos planteados en el diseño experimental con dos 

diferentes concentraciones; 30 y 60 µg por planta a manera de riego.  

6.3. Riego necesario para inducir estrés por déficit hídrico 

Para determinar el riego necesario que provoca estrés hídrico en las plántulas de 

Pinus patula, se planteó un experimento con 12 repeticiones. Se midió un litro de 

suelo de polvilla, se pesó y depositó en un tubete de polietileno negro. 

Posteriormente, se regó el suelo con 500 mL  de agua y fue pesado nuevamente. 

El agua no retenida fue almacenada para su medición. Por último, se sembró una 

Figura 10. Trasplante y montaje del experimento. 
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plántula de Pinus patula en cada tubete. Los tubetes fueron pesados diariamente 

para determinar el peso del agua perdida por tubete y se observaron y fotografiaron 

las plantas a fin de determinar la cantidad de agua que debe evaporarse para que 

la plántula comience a mostrar signos de estrés hídrico.   

La cantidad de riego a aplicar para los tratamientos con estrés hídrico será de 150 

mL por planta y fue determinada por la siguiente ecuación, utilizando los datos 

obtenidos a partir del experimento de estrés hídrico. 

H₂O retenida por el suelo (mL) – Volumen de H₂O perdido (mL) 

6.4. Variables evaluadas 

Las variables de crecimiento, altura, cobertura y diámetro a la altura de la base se 

evaluaron cada mes. Pasados 10 meses de crecimiento, se cosechó el experimento 

y se analizaron las siguientes variables para cada planta: altura, cobertura, diámetro 

a la altura de la base, biomasa, longitud y volumen radical, porcentaje de 

colonización, cantidad de micelio externo/gramo de suelo. 

6.4.1. Altura y diámetro del tallo a la altura de la base 

Se midió mensualmente por medio de un vernier. La parte aérea de la planta 

comprende desde la base del tallo hasta el ápice. 

6.4.2. Cobertura del follaje 

Por medio de un vernier se midieron mensualmente los diámetros del follaje, para 

determinar la cobertura mediante la fórmula de la elipse. En la que a y b son los dos 

semiejes de la elipse. 

Á𝑟𝑒𝑎 = 𝜋 ∙ 𝑠𝑒𝑚𝑖𝑒𝑗𝑒 𝑎 ∙ 𝑠𝑒𝑚𝑖𝑒𝑗𝑒 𝑏 
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6.4.3. Biomasa 

El peso fresco se determinó por medio de una balanza analítica. Para evaluar el 

peso fresco de las plantas se dividirán en parte aérea y parte radical. El corte se 

realizará en la base del tallo, de manera que de la base del tallo hacia el ápice se 

tomó como parte aérea, mientras que la parte radical comprendió desde la base del 

tallo hasta la raíz más larga. El peso seco se determinó de igual manera, con el 

material previamente deshidratado en un horno marca SHELIAB a 40°C durante 48 

hrs.  

6.4.4. Longitud y volumen radical 

Se separó la raíz de la parte aérea, a partir de la primer raíz originada. Para eliminar 

el suelo del sistema radical, éste se remojó durante 30 min y posteriormente fue 

lavado cuidadosamente con agua corriente. Una vez que el sistema de raíces 

estuvo libre de suelo, se procedió a escanearla, utilizando el software WinRhizo. 

6.4.5. Porcentaje de colonización 

El porcentaje de colonización se determinó por la técnica propuesta por Newman 

(1966), Tennant (1975), Giovannetti & Mosse (1980) modificada por Brundrett 

(2000). Las raíces se cortaron en segmentos de 1 cm de longitud y dispersados 

aleatoriamente en una caja de Petri de 9 cm de diámetro con cuadricula de 1 cm². 

Utilizando un estereoscopio, se cuantificaron las intersecciones entre las líneas de 

cuadrícula y las raíces, colonizadas y no colonizadas. La colonización, determinó 

mediante la presencia o ausencia de puntas engrosadas y bifurcadas.  
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6.4.6. Extracción de micelio externo 

El micelio externo en el suelo de la rizósfera se determinó con base en la técnica 

utilizada por Thomson et al. (1993) y modificada por Báez (2011), la cual se 

desarrolla siguiendo los siguientes pasos (Figura 11): 

1) Se toma una muestra de suelo de la rizósfera de 2.0 g de suelo. 

2) Se mezcla con 50 ml de agua deshionizada por 20 s en licuadora. 

3) Esta solución se pasa por un tamiz de 0.5 mm de abertura y se deja reposar 

por 60 s y se decanta. 

4) Se toma la alícuota del sobrenadante y se filtra por succión en una malla de 

41µ. 

5) El micelio retenido en la malla se tiñe con azul de tripano al 0.5% por 24 hrs 

y posteriormente se retiró el exceso de colorante con agua destilada. 

6) El micelio teñido se observa y fotografía con una cámara Leica DFC 295 

(versión 7.0.10), para su posterior cuantificación. 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Esquematización de la técnica para extracción de micelio externo y sus etapas 

(Modificado de Baez 2011). 
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6.5. Análisis estadístico 

Los datos se analizaron mediante un análisis factorial y una prueba de 

comparación de medias LSD, para cada una de las variables evaluadas. Los 

paquetes estadísticos que se utilizados JMP y S-PLUS. 

7. RESULTADOS 

7.1. Altura 

En los resultados obtenidos durante el mes de Marzo, no se encontraron diferencias 

significativas entre tratamientos, sin embargo para el mes de Abril, se observó que 

lo tratamientos en estrés hídrico presentaron los menores valores en altura, siendo 

el menor de éstos, el tratamiento inoculado con el HEM Lactarius deliciosus con 

3.402 cm. Los valores significativamente mayores, se presentaron en los dos 

tratamientos regados a capacidad de campo inoculados con el HEM Lactarius 

deliciosus y adicionados con 30 y 60 µg de MWCNTs, con 5.13 y 4.98 cm 

respectivamente (α=0.005) (Gráfica 1).  

 

Del mes de Abril al mes de Mayo, se observó un crecimiento importante en plantas 

de todos los tratamientos inoculados con el HEM Lactarius delicicosus, 
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independientemente del riego al que fueron sometidas. Sin embargo, solamente 

fueron significativamente mayores al control absoluto (α=0.005), las plantas de los 

dos tratamientos con riego a capacidad de campo inoculados con el HEM Lactarius 

deliciosus y adicionados con 0 y 30 µg de MWCNTs respectivamente.  

A partir del mes de Agosto y hasta Octubre, se observó que los tratamientos 

inoculados y adicionados con 30 y 60 µg de MWCNTs, solos y en interacción 

produjeron los mayores valores en las plantas regadas a capacidad de campo, 

mientras que las sometidas a estrés hídrico, respondieron mejor a los tratamientos 

con inoculación y adición 30 µg de MWCNTs solos y en interacción, puesto que no 

fueron significativamente diferentes a las plantas que presentaron mayor 

crecimiento en altura regadas a capacidad de campo (Gráfica 1). 

En noviembre se observó que las expuestas a estrés hídrico e inoculadas con el 

HEM Lactarius delicicosus y adicionadas con 0 y 30 µg de MWCNTs son 

significativamente más altas que las utilizadas como control absoluto y las  

adicionadas con MWCNTs sin inoculación. Por lo tanto, se observa que tanto la 

inoculación con el HEM como la adición de 30 µg de MWCNTs están revirtiendo el 

efecto negativo del estrés hídrico en las plantas de Pinus patula (Gráfica 1). 

En la Tabla 2. Se observa que tanto la inoculación del HEM como la adición de 

MWCNTs afectan directamente la altura de las plantas de Pinus patula. 

Tabla 2. Análisis de varianza (ANOVA) aplicado a la altura de Pinus patula evaluado a los tres 
meses de aplicado el tratamiento. Considerando los factores hongo ectomicorrícico Lactarius 
deliciosus (HONGO), dos diferentes condiciones de riego (RIEGO), tres diferentes concentraciones 
Nanotubos de Carbono de Pared Múltiple (MWCNTs) y tres distintas procedencias altitudinales de 
la semilla. 

**Análisis de Varianza** 
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 GL SC Valor F Pr (F) 

HONGO 1 384.708 61.5174 0.0000 

RIEGO 1    18.356   2.9354  0.0275 

MWCNTs 2    2.479    0.1982 0.5160 

HONGO*RIEGO 1 71.803 11.4819 0.0008 

HONGO*CNTs 2 48.443 3.8732 0.0336 

RIEGO*CNTs 2 8.411 0.6727 0.3431 

 

7.2. Diámetro del tallo a la altura de la base 

Desde el mes de Marzo y hasta Noviembre, se observó que los tratamientos 

inoculados con el HEM Lactarius deliciosus adicionados con 30 µg de MWCNTs con 

riego a capacidad de campo y en estrés hídrico, fomentaron significativamente 

(α=0.005) el engrosamiento del tallo con respecto al control absoluto y los demás 

tratamientos sometidos a estrés hídrico (Gráfica 2). 

Mientras que en el mes de Abril, se observó un evidente efecto del estrés hídrico  

sobre todas las plantas sometidas a éste, pues las medias de todos los tratamientos 

en estrés hídrico decrecieron, efecto que podría deberse tanto a la pérdida de 

turgencia, como a la mortandad de plantas con tallos más gruesos (Gráfica 2).  

En las plantas regadas a capacidad de campo no se observaron efectos negativos 

y el tratamiento que fomentó significativamente el crecimiento del tallo a la altura de 

la base con respecto al control absoluto (0.0722 cm), fue el tratamiento inoculado 

con el HEM Lactarius deliciosus adicionado con 30 µg de MWCNTs (0.0918 cm) 

(α=0.005), seguido del tratamiento inoculados con el HEM Lactarius deliciosus 

adicionado 60 µg de MWCNTs regados también a capacidad de campo (Gráfica 2). 
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A los 10 meses de aplicado el tratamiento, en el mes de Noviembre, se observó  que 

entre los tratamientos regados a capacidad de campo, los inoculados con el HEM 

Lactarius deliciosus en interacción con MWCNTs, independientemente de la 

concentración de MWCNTs fomentan significativamente el engrosamiento del tallo 

con respecto a los tratamientos sin inoculación (Gráfica 2).  

En cuanto a las plantas sometidas a estrés hídrico, se observó que las inoculadas 

con el HEM Lactarius deliciosus con 0 y 30 µg de MWCNTs, presentaron mayores 

alturas con respecto a las utilizadas como controles (α=0.005), aun cuando sus 

valores no fueron significativos se empatan con las de mayor desempeño (fueron 

significativamente menores que la interacción con 30 µg de MWCNTs. Mientras que 

entre los tratamientos únicamente adicionados con 30 y 60 µg MWCNTs con y sin 

estrés hídrico, se observa que el grosor del tallo es significativamente menor que 

cualquiera de los dos tratamientos inoculados y adicionados con MWCNTs no 

sometidos a estrés hídrico (α=0.005). Por tanto, el HEM podría ser más eficaz 

revirtiendo el efecto negativo del estrés hídrico en las plantas de Pinus patula que 

la adición de 30 µg de MWCNTs (Gráfica 2).  
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Sin embargo, cuando las plantas de Pinus patula son regadas a capacidad de 

campo, la interacción Lactarius deliciosus-30µg de MWCNTs fomenta 

significativamente el engrosamiento del tallo con respecto al control absoluto y al 

tratamiento únicamente inoculado con el HEM (Gráfica 2).  

7.3. Cobertura del follaje 

En el mes de marzo, los tratamientos que produjeron mayores coberturas fueron el 

control absoluto, seguido del  inoculado con el HEM Lactarius deliciosus adicionado 

con 30 µg de MWCNTs y riego a capacidad de campo. Para el mes de Abril, se 

observó un decremento importante en la cobertura de todas las plantas tratadas, a 

excepción de las plantas inoculadas con el HEM y riego a capacidad de campo. Así 

mismo, el decremento fue más marcado en todos los tratamientos sometidos a 

condiciones de estrés hídrico. El decremento en cobertura podría deberse a la 

pérdida de hojas embrionarias (Gráfica 3). 

 

A partir del mes de Mayo durante todo el experimento, se observó que los 

tratamientos inoculados y adicionados con 30 y 60 µg de MWCNTs, solos y en 

interacción produjeron los mayores valores en las plantas regadas a capacidad de 

campo, mientras que las sometidas a estrés hídrico, respondieron mejor a los 
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tratamientos con inoculación y adición de 30 µg de MWCNTs solos y en interacción 

(Gráfica 3).  

En la última evaluación, se observó que la interacción del HEM y la concentración 

de  30 µg de MWCNTs bajo condiciones de capacidad de campo produjo mayor 

área de cobertura en las plantas de Pinus patula, seguido por la inoculación 

individual, siendo la aplicación de estos dos tratamientos la que promueve el 

crecimiento en área de cobertura (α=0.005) con respecto a todos los demás 

tratamientos regados a capacidad de campo y expuestos a estrés hídrico. De las 

plantas que se sometieron a estrés hídrico, se observó que tanto el tratamiento de 

inoculación individual como la interacción del HEM y la dosis de 30 µg de MWCNTs 

tendieron a aumentar el crecimiento en cobertura y aun cuando no presentaron 

diferencias significativas entre ellos, la interacción HEM - 30 µg de MWCNTs 

presentó mayores valores, aumentando hasta en cinco unidades el área de 

cobertura de las plantas con respecto a la inoculación individual. Por lo que el 

tratamiento donde interactúan el HEM y la dosis de 30 µg de MWCNTs podría ser 

más efectiva que la inoculación individual para revertir los efectos del estrés hídrico 

en las plantas de Pinus patula (Gráfica 3). 

7.4. Crecimiento mensual según procedencias 

En las plantas que se mantuvieron bajo condiciones de capacidad de campo, la 

presencia del HEM se hace evidente en el crecimiento  en altura, diámetro a la altura 

de la base y cobertura en sinergia con los nanotubos de carbono 

independientemente de la procedencia de la semilla, observándose un patrón de 

mayor crecimiento con la concentración de 30µg de nanotubos (Gráficas 4, 5 y 6). 
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Aun cuando no se mantienen diferencias significativas entre procedencias en 

presencia de la interacción HEM-30µg de nanotubos, sí se observa una tendencia 

de mayor crecimiento en plantas provenientes de mayores altitudes, seguido de las 

procedencias de altitudes medias, mientras que el menor desempeño en 

crecimiento lo muestran las plantas de procedencias de bajas altitudes (Gráficas 4, 

5 y 6).  

 

La procedencia de mayor altitud (2870 msnm) presenta mayores valores en las 

variables mencionadas en presencia de los tratamientos en interacción, siendo 

significativamente diferente al resto de los tratamientos en la variable cobertura 

(α=0.005)  sólo con cuando el HEM interactúa con la concentración de 30µg de 

nanotubos (Gráfica 7A, B y C). La interacción con 30µg de nanotubos produce 

mayores alturas (α=0.005) en las plantas de procedencias de mayor altitud con 

respecto a las de menor altitud (Gráficas 6A y 4A).  
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Gráfica 4. Efecto de nanotubos de carbono y Lactarius deliciosus solos y en interacción sobre el crecimiento en altura, diámetro del tallo a la altura de 
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Mientras que en ausencia del HEM, la concentración de 30µg de nanotubos produce 

mayor crecimiento en altura sólo sobre las plantas procedentes de altitudes medias 

(Gráfica 5 A, B y C). 

 

Cuando las plantas fueron sometidas a condiciones de estrés hídrico el mayor 

crecimiento tanto en diámetro a la altura de la base como en altura y cobertura del 

follaje se presenta en plantas inoculadas con el HEM sólo o en interacción la 

concentración de 30µg de nanotubos de carbono, en comparación con el control y 

la interacción HEM-60µg de nanotubos de carbono, aun cuando no se observaron 

diferencias estadísticamente significativas (Gráficas 4, 5 y 6). 

Si bien, no se mantienen las diferencias significativas entre procedencias en 

presencia del HEM, sí se observa una tendencia de mayor desempeño en el 

crecimiento de plantas procedentes de mayores altitudes, seguido por las de 
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procedencia media y el menor desempeño se observó en las plantas de procedencia 

de menor altitud (Gráficas 4, 5 y 6). 

 

7.5. Biomasa 

Los mayores valores los presentaron las plantas inoculadas con el HEM, 

independientemente de las concentraciones de MWCNTs o de la cantidad de riego 

proporcionada (Gráfica 7).  

En las plantas regadas a capacidad de campo se observó que todos los tratamientos 

con inoculación del HEM Lactarius deliciosus fomentaron significativamente la 

biomasa de la parte aérea, con respecto al tratamiento control, siendo el tratamiento 

inoculado con el HEM adicionado con 30 µg de MWCNTs el que presentó mayores 

valores, seguido del tratamiento inoculado con el HEM adicionado 60 µg de 

MWCNTs. Sin embargo, se observó que la adición individual de MWCNTs si bien, 
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no produce un decremento en la biomasa de las plantas, tampoco lo fomenta, bajo 

ninguna de las concentraciones utilizadas (Gráfica 7A y B). 

 

En cuanto a los tratamientos sometidos a estrés hídrico, se observó que tanto la 

inoculación individual, como la adición conjunta del HEM Lactarius deliciosus y 30 

µg de MWCNTs fomentaron el peso seco de parte aérea con respecto al control 

(Gráfica 6A). Mientras que a nivel de raíz, sólo la interacción del HEM y la dosis de  

30 µg de MWCNTs fomentó significativamente la biomasa con respecto al control. 

Entre los tratamientos únicamente adicionados con 30 y 60 µg MWCNTs no se 

observan diferencias significativas con respecto al control (Gráfica 7B). La 

interacción HEM - 30 µg de MWCNTs podría ser eficaz generando biomasa en las 

plantas de Pinus patula, bajo condiciones de capacidad de campo y estrés hídrico, 

puesto que se observa claramente un efecto sinérgico.  
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7.6. Crecimiento de la raíz y porcentaje de colonización 

El estrés hídrico no afecta significativamente la longitud radical de las plantas de 

Pinus patula, pues las plantas inoculadas presentaron los mayores valores 

independientemente del tipo de riego al que se expusieron, siendo en los dos casos 

muy evidente que la adición conjunta del HEM y 30 µg de MWCNTs promueve 

significativamente la longitud radical con respecto al tratamiento control, siendo más 

evidente este efecto en presencia de humedad. Mientras que la adición individual 

de MWCNTs si bien, no produce un decremento significativo con respecto al control 

en la longitud radical de las plantas, tampoco lo fomenta, bajo ninguna de las 

concentraciones utilizadas (Gráfica 8A). 

 

Se observa un marcado aumento de la colonización radical en las plantas sometidas 

a estrés hídrico, con respecto a las que fueron regadas a capacidad de campo. El 

HEM Lactarius deliciosus colonizó 20 por ciento más las raíces a las que se aplicó 

el tratamiento dual HEM-30 µg de MWCNTs que las únicamente inoculadas, lo que 

expone que la dosis de 30 µg de MWCNTs podría producir efectos directos sobre 
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el hongo ectomicorrícico Lactarius deliciosus y efectos sinérgicos indirectos en la 

planta (Gráfica 8B).  

7.7. Supervivencia 

El factor de mayor influencia en la supervivencia de las plantas fue el riego. Las 

plantas sometidas a  estrés hídrico, presentaron menor porcentaje de supervivencia 

con respecto a las plantas regadas a capacidad de campo (Gráfica 9).  

De los tratamientos sometidos a estrés hídrico, el más afectado y por tanto el que 

presentó menor porcentaje de supervivencia fue el tratamiento sin adición de 

MWCNTs pero inoculado con el HEM Lactarius deliciosus (21%), mientras que el 

tratamiento menos afectado, fue el tratamiento inoculado con el HEM Lactarius 

deliciosus, y adicionado con 30 µg de MWCNTs (61%), pues triplica al tratamiento 

sin MWCNTs. Por lo tanto, se observa que a pesar de que el HEM Lactarius 

deliciosus logra revertir los efectos de estrés hídrico en el crecimiento de las plantas, 

la adición de 30 µg de MWCNTs están teniendo un efecto positivo en la 

supervivencia de las plantas (Gráfica 9).  
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8. DISCUSIÓN 

Según los resultados obtenidos, el HEM Lactarius deliciosus promueve el 

crecimiento en altura, diámetro a la altura de la base, biomasa radical y longitud 

radical de las plántulas de Pinus patula cuando existe agua disponible en el sustrato, 

de manera similar que Pisolitus tinctorius y Sclerodema sp. produjeron mayor 

cantidad de biomasa en P. devoniana y P. pseudostrobus (Valdés et al. 2010), 

Lacccaria y Hebeloma fomentaron el crecimiento en peso seco de parte aérea y 

radical de plántulas de Pinus patula y P. pseudostrobus (Carrasco 2010), Laccaria 

Tabla 3. Porcentaje de supervivencia de plantas de Pinus patula inoculadas con Lactarius deliciosus, 
adicionadas con MWCNTs con distintos regímenes de riego. (P=Pinus patula, H=Lactarius deliciosus, 
NT30=30 µg de Nanotubos de Carbono, NT60=60 µg de Nanotubos de Carbono, CC1=Capacidad de 
campo, CC0=Estrés hídrico). 

  

TRATAMIENTO 

PORCENTAJE 

DE 

SUPERVIVENCIA 

P.CC1	 98.44	

P.H.CC1	 93.33	

P.NT30.CC1	 98.57	

P.NT60.CC1	 98.57	

P.NT30.H.CC1	 95.52	

P.NT60.H.CC1	 95.71	

P.CC0	 52.86	

P.H.CC0	 21.66	

P.NT30.CC0	 44.93	

P.NT60.CC0	 31.43	

P.NT30.H.CC0	 61.43	

P.NT60.H.CC0	 42.03	
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sp., Rhizopogon sp., Suillus bovinus y Pisolithus sp. promovieron 1,5 veces más el 

crecimiento en altura del tallo de plantones de P. pinaster (Franco et al. 2014), así 

como Laccaria laccata, Boletus edulis, Suillus grevillei y Suillus luteus fomentaron 

el crecimiento de P. tabulaeformis en altura, biomasa y número de raíces laterales 

(Lu et al. 2016). 

Por otro lado, se ha reportado que los nanotubos de carbono producen efectos 

sobre el crecimiento de plantas de interés agrícola como el tomate que cultivado in 

vitro en medio adicionado con 10, 20 y 40 µg/mL MWCNTs aumentó su crecimiento 

en biomasa 2.5 veces (Khodakovskaya et al.2009) y  cultivado en suelo, expuesto 

a  50 y 200 µg/mL MWCNTs  presentó mayor crecimiento en altura,  con respecto 

al control sin MWCNTs (Khodakovskaya et al. 2013). Asimismo, en plantas de 

mostaza se observó que las concentraciones 2.3X10‾3 mg/mL O-MWCNTs y 

MWCNTs 23X10‾3 mg/mL produjeron mayor acumulación de peso seco y longitud 

radical (Modal et al. 2011) al igual que las concentraciones de 40, 80, y 160 µg/mL 

de O-MWCNTs en plantas de trigo (Wang et al.  2012). También Tripathi et al. (2010) 

reportan que adicionando 100 y 200 µL de solución de MWCNTs al agua en donde 

se creció garbanzo se promovió la altura, ramificación de tallo y raíz de las plantas. 

Sin embargo, los reportes no coinciden con los resultados que arrojó esta 

investigación, pues en el presente ensayo no se observó que los MWCNTs que se 

adicionaron individualmente en dosis de 30 y 60 µg promovieran el crecimiento de 

las plantas de Pinus patula  con respecto a las plantas sin adición de MWCNTs bajo 

ninguna de las situaciones de riego inducidas.  
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Aunque los MWCNTs tampoco produjeron efectos adversos que indiquen toxicidad 

para las plántulas de Pinus patula, como reportan Stampoulis et al. (2009) en 

calabacín (Cucurbita pepo), que tras una exposición de 15 días a 1000 mg/L de 

MWCNTs bajo condiciones hidropónicas observaron una reducción del 60% en la 

biomasa en comparación con el control o Mondal et al. (2011) que expusieron 

semillas y plantas de mostaza a varias dosis de MWCNTs, siendo 46 mg/L la más 

alta y la que produjo reducción en la biomasa seca de la planta y en el porcentaje 

de germinación de la semilla, en comparación con la concentración más baja. 

 A diferencia de los resultados obtenidos por Stampoulis et al. (2009) y Mondal et 

al. (2011), en el presente ensayo no se observaron decrementos significativos en 

ninguna de las variables evaluadas para P. patula por efecto de los MWCNTs 

adicionados individualmente, independientemente de la dosis agregada (30 y 60 

µg), aún por efecto de la dosis más alta. Esto, probablemente se deba a que los 

MWCNTs se adicionaron a la solución del suelo y nuestra planta se creció en un 

sistema hidropónico. 

Excepcionalmente, se observó que cuando las plantas de P. patula fueron regadas 

a capacidad de campo, el crecimiento en altura, biomasa radical, diámetro a la altura 

de la base y longitud radical se incrementan significativamente por efecto de la 

adición conjunta del HEM L. deliciosus y la dosis de 30 µg de MWCNTs  con 

respecto a las plantas utilizadas como control e incluso las que únicamente fueron 

inoculadas con el HEM. Lo que muestra un efecto sinérgico de la dosis de 30 µg de 

MWCNTs  y la inoculación del HEM L. deliciosus.  
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En contraste con los incrementos en el crecimiento de P. patula por la sinergia entre 

el HEM y los MWCNTs, el factor de mayor influencia en la supervivencia de las 

plantas fue el riego, siendo el estrés hídrico el que generó la muerte del 48% de las 

plantas utilizadas como control  y sólo el 38% de las plantas adicionadas con la 

interacción HEM-30µg de MWCNTs, lo que podría sugerir que la sinergia entre estos 

dos factores, también ocurre cuando se encuentra bajo condiciones de estrés 

hídrico, pues reduce 10% la mortalidad. Esto es consistente con lo observado en la 

inoculación de P. pseudostrobus con el HEM P. tinctorius que redujo en un 20% la 

mortalidad de plantas de sometidas a sequía prolongada (15 días), con respecto a 

las plantas sin inoculación (Gómez-Romero et al. 2015). Dado que las 

ectomicorrizas modifican las relaciones hídricas de las plantas hospederas, 

proporcionándoles cierta resistencia al estrés por déficit hídrico,  pueden mejorar el 

estado fisiológico de las plantas produciendo resistencia al estrés ambiental (Read 

1991; Smith & Read 2000; Brundrett 2002) y por tanto mayores posibilidades de 

supervivencia. 

Uno de los mecanismos por los que los HEM pueden mejorar la absorción de agua 

en las plantas es a través de redes hifales de micelio externo que incrementa el área 

de exploración de la raíz, transportando agua que no era accesible a la raíz 

(Marjanovic & Nehls 2008). A menor disponibilidad de agua en el suelo, la función 

de captación de agua de las hifas se vuelve más significativa para la supervivencia 

de la planta (Allen 2007).  

El beneficio de las ectomicorrizas, depende de la capacidad de los micobiontes para 

explorar el suelo y generar estructuras funcionales. Agerer 2001 propuso que las 
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especies del género Lactarius realizan exploración de contacto o de media 

distancia. Sin embargo, se ha observado que algunas ectomicorrizas pueden utilizar 

más de una estrategia de exploración; en un extremo, algunas hifas cortas, 

individuales e hidrofílicas proporcionan exploración de contacto con el sustrato, 

siendo éstas muy probablemente las responsables de la toma de agua y nutrientes 

(Cairney & Burke 1996), mientras en otro extremo se producen rizomorfos con un 

núcleo central de hifas gruesas (Brand 1989; Brownlee et al. 1983; Agerer 2001) 

que transportan el agua por vía simplástica.  

Agerer et al. (2000) encontraron que especies de los géneros Lactarius y Russula 

poseen mayor capacidad para producir fenoloxidasas extracelulares. Dado que la 

mayoría de las especies de Lactarius y Russula exploran el sustrato por contacto 

con hifas hidrofílicas, la capacidad de degradar la lignina debería aumentar su 

acceso al Nitrógeno por degradación de sustancias fenólicas (Kuiters 1990), 

compensando así, su incapacidad para explorar grandes volúmenes de suelo.  

La ectomicorriza puede alterar las rutas de agua hacia y en la raíz micorrizada. 1) 

hacia la planta, a través del micelio por el apoplasto de la hifa en hongos hidrófilos 

como muchas especies de Laccaria, Lactarius, Russula y Hebeloma (Duddridge et 

al. 1980; Unestam 1991; Unestam y Sun 1995; Muhsin & Zwiazek 2002); sin 

embargo, el agua que se mueve por rizomorfos, generalmente hidrofóbicos es 

transportada a través del simplasto (Letho & Zwiazek 2010) y 2) en la raíz 

micorrizada, debido que la conductancia del apoplasto depende en gran medida 

de la conductancia en las paredes celulares, y sus propiedades son modificadas por 
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los cambios morfológicos que produce la formación del manto y la red de Hartig 

(Letho & Zwiazek 2010). 

En tanto la ruta apoplástica puede realizarla la planta, el flujo apoplástico a través 

de la ECM no constituye una ruta adicional para la entrada de agua, sólo una 

extensión de la raíz, mientras que el movimiento simplástico dentro de las hifas 

internas puede proveer una ruta adicional y más directa para el movimiento de agua 

en el cortex de las raíces (Reid 1979). Sin embargo, el agua debe moverse a través 

del simplasto de las hifas extraradicales que absorben agua del suelo que no 

necesariamente son de mayor conductancia al agua que el suelo (Weatherley 

1982), lo que podría presentar más resistencia en las micorrizas, ya que el agua 

tendría que atravesar la membrana hifal, además de las membranas de las células 

corticales, puesto que no hay conexión simplástica entre células fúngicas y 

vegetales (Letho & Zwiazek 2010). Ésta vía de transporte sería de menor 

conductancia si se compara con el agua que se mueve en el apoplasto o simplasto 

de las células radicales.  

Sin embargo, autores afirman la posibilidad de que los aumentos observados en 

flujo de agua de la raíz en plantas micorrizadas pudieran ser debidos a los efectos 

nutricionales o metabólicos de éstas asociaciones en la actividad de los canales de 

agua de la raíz (Muhsin & Zwiazek 2002).  

En este sentido, Marjanović et al. (2005) demostraron una relación entre el aumento 

de la conductividad hidráulica de las raíces de plántulas de álamo híbrido 

ectomicorrizadas con Amanita muscaria y el aumento en la expresión de 

acuaporinas de la raíz, lo que sugiere que la función de las acuaporinas podrían 
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modificar la permeabilidad de la membrana y las micorrizas a su vez, podrían alterar 

la vía célula a célula a través de los efectos sobre la expresión de las acuaporinas 

de la planta (Lee et al. 2010). Siendo más importante  (al menos en algunos casos) 

la señalización química producida por la colonización del HEM en la planta la que 

incide en la conductividad hidráulica de las raíces que la penetración de las hifas en  

la corteza radicular (Letho & Zwiazek 2010). El mantenimiento del transporte de 

agua de la raíz mediada por aquaporina puede ser especialmente importante para 

las plantas que crecen bajo condiciones de estrés que afectan la velocidad del 

transporte de agua, tales como sequía moderada, estrés salino o baja temperatura 

del suelo (Lee et al., 2008; Sadeet et al., 2009).  

Por otro lado, varios autores relacionan los efectos benéficos de los CNTs con 

modificaciones en las relaciones hídricas, desde la promoción de la germinación 

hasta la mayor absorción de agua de las plantas (Khodakovskaya et al. 2009; 

Tripathi et al. 2010; Tiwari et al. 2013), así mismo, han demostrado 

experimentalmente que los nanotubos de carbono activan la sobreexpresión de 

acuaporinas, como en el caso de plántulas de tomate (Villagarcia et al. 2012). 

Los CNTs podrían modificar la señalización y promover la activación de ciertas 

familias de genes implicados en la actividad metabólica que fomenten la expresión 

de acuaporinas e incrementen el flujo de agua y solutos en conjunto con los HEM. 

Los HEM reducen la resistencia del flujo de agua ya sea por vía apoplástica o 

simplástica, y a su vez los CNTs podrían producir la sobreexpresión de acuaporinas 

para crear una interface funcional para el intercambio de agua hifa interna-célula 
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En este estudio se hace evidente  el  efecto de la interacción de la dosis de 30µ de 

MWCNTs y Lactarius deliciosus y a pesar de que  no se comprende el mecanismo 

por el que la interacción HEM-CNTs promueve el crecimiento de P. patula, se 

observó que los efectos perduran a largo plazo, por lo que resulta importante seguir 

estudiando estos sistemas para dilucidar los mecanismos que afectan o promueven 

las ventajas con la triple interacción. Dado que los efectos podrían mantenerse a 

largo plaza tienen implicaciones ecológicas para las plantas en campo. 

Resulta importante estudiar la interacción molecular en el establecimiento del HEM 

en la planta, pues podría dar la pauta para conocer el mecanismo de la respuesta 

sinérgica entre CNTs, plantas y hongos. 

En cuanto a la respuesta de la procedencia altitudinal  de la semilla de P. patula, no 

se observaron diferencias significativas en el crecimiento entre procedencias 

cuando se analizó sólo el factor procedencia, sin embargo al incluirse los factores 

hongo, nanotubos y régimen de riego se observó que las plantas de mayor altitud 

tuvieron mayor crecimiento en presencia de la interacción HEM-CNTs, aunque, no 

se observa un patrón bien definido. Lo que no concuerda con los resultados de 

Salazar-García et al. (1999), Dvorak et al. (2000), Velázquez-Martínez et al. (2004) 

(En Sáenz-Romero 2011), que concluyeron que las poblaciones de P. patula 

establecidas a mayores altitudes son menos productivas que las poblaciones de 

sitios menos elevados.  

Teniendo en cuenta los efectos sinérgicos de la interacción MWCNTs y Lactarius 

deliciosus sobre el crecimiento de P. patula observados en esta investigación, la 

interacción MWCNTs y Lactarius deliciosus  podría modificar el potencial de 
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crecimiento adaptativo de la planta proporcionando cierta resistencia a las 

condiciones ambientales extremas. 

Teniendo en cuenta que la selección apropiada de una procedencia como fuente de 

semillas para producción de planta en vivero destinada a plantación, repoblación o 

revegetalización de un determinado lugar, podría incrementar sustancialmente la 

supervivencia, establecimiento y crecimiento de las plantas, resulta importante 

generar condiciones edáficas que apoyen la plasticidad fenotípica de las plantas 

para su establecimiento en campo. 

9. CONCLUSIONES 

 El déficit hídrico afecta la supervivencia  de las plantas  de Pinus patula, y es 

compensado  por el efecto sinérgico de hongo ectomicorrícico Lactarius 

deliciosus y la dosis de 30 µg de Nanotubos de Carbono de Pared Múltiple. 

 Los tratamientos inoculados con el hongo ectomicorrícico y adicionados con 

30 µg/mL de Nanotubos de Carbono de Pared Múltiple fomentan el 

crecimiento vegetal en las plantas de Pinus patula con riego a capacidad de 

campo, mientras que en las plantas de Pinus patula bajo condiciones de 

déficit hídrico, revierten y/o amortiguan los efectos adversos de éste. 

 Los tratamientos inoculados con el hongo ectomicorrícico y adicionados con 

30 µg de Nanotubos de Carbono de Pared Múltiple fomentan el crecimiento 

de las plantas de Pinus patula con riego a capacidad de campo, mientras que 

en las plantas bajo condiciones de déficit hídrico, revierten y/o amortiguan los 

efectos negativos adversos de éste. 
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 Los Nanotubos de Carbono de Pared Múltiple muestran efecto en el 

crecimiento de P. patula, sólo en interacción con el hongo ectomicorrícico 

Lactarius deliciosus y no de manera individual. 

 La presencia de humedad edáfica es importante para la producción de 

efectos de los Nanotubos de Carbono de Pared Múltiple sobre plantas de 

Pinus patula. 

 El efecto más significativo de la sinergia entre los Nanotubos de Carbono de 

Pared Múltiple y el hongo ectomicorrícico Lactarius deliciosus sobre las 

plantas de Pinus patula, se presenta en la biomasa radical. 

 El efecto de los Nanotubos de Carbono de Pared Múltiple en interacción con 

el hongo ectomicorrícico  Lactarius deliciosus sobre las plantas de Pinus 

patula puede mantenerse a largo plazo. 
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